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SiMGE VE KISALTMALAR

: Erektil Disfonksiyon
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: Reaktif Oksijen Tiirleri
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: Total Homosistein
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1. GIRiS

Sekstiel iligki i¢in yeterli penis ereksiyonunu saglayamama ve/veya
stirdirmede yetersizlik olarak tanimlanan erektil disfonksiyonun, giiniimiizde diinya
tizerinde 150 milyondan fazla erkegi etkiledigi ve oniimiizdeki 25 yilda bu oranin iki
kattan fazla artacagi tahmin edilmektedir (1). Bu kadar fazla insani ilgilendiren
erektil disfonksiyonun patogenezi ve farmakolojisiyle ilgili bilgiler 6zellikle 1998°de
sildenafil sitratin kesfiyle dramatik olarak ilerlemistir. Bu yeni ‘etkili oral tedavi
caginda’, artmis sayida hasta tedavi gérmeyi ister hale gelmistir.

Oral tedavinin ispat edilmis etkinliginin yaninda, hastalarin ¢ok az bir kismi
konvensiyonel tedaviden yarar gérmemektedir. Bu etkin tedavinin yaninda, erektil
disfonksiyonun uzun vadeli tedavi stratejileri konusuna ¢ok az Onem verilmistir.
Mevcut erektil disfonksiyon (ED) tedavileri endojen santral veya periferik
norovaskiiler yollarin giiclendirilmesi seklinde saglanmaktadir (6rnegin; apomorfin
ve sildenafil). Gilinlimiizde c¢alismalar daha cok altta yatan patofizyolojinin
durdurulmasi veya geri ¢cevrilmesini amaglayan tedaviler iizerine yogunlasmistir.

Son yillarda, ileri kardiyovaskiiler hastaligi (KVH) olan hastalarda ED gelistigi
kabul gormiistiir. Bununla birlikte, yapilan calismalarin sonuglarit ED’nin sistemik
aterosklerozun bir erken belirtisi olabilecegi ve diger organlarda klinik olarak dnemli
vaskiiler  hastaliklardan once olusabilecegini  diislindiirmektedir. ~MMAS
(Massachusetts Erkeklerde Yaslanma Calismasi) verilerine gére Miyokard infaktiisti
ile bagvuran hastalarin %64 tinde kalp problemlerinden 6nce ED mevcuttu (2). Yine
bir bagka calismada benzer sekilde koroner bypass cerrahisi uygulanan hastalarin
%357’si cerrahi oncesi ED rapor etmislerdir (3). Bu ¢alismalarda gostermektedir ki
kardiyovaskiiler hastaliklar ve ED arasinda yakin iliski mevcuttur.

Mevcut klinik calismalar kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bilinen bazi risk
faktorlerinin (0rn. diabetes mellitus, dislipidemi, sigara) ayni zamanda ED iginde
gecerli oldugunu gostermektedir (2, 4-7). Chung ve ark. ED’ si olan hastalarda
yaptigi penil doppler calismasinda, bu hastalarin penil damar yataklarinin
vazodilatasyon kabiliyetinin kardiyovaskiiler risk faktorleri ile ters iligkisi oldugunu

gostermistir (8). Kawanishi ve ark. ED’si ve anormal penil Doppler ultrasonografi



olan erkeklerin iskemik kalp hastalig1 icin artmis riskleri oldugunu gostermistir (9)
Endoteliyal disfonksiyon, bahsedilen kardiyovaskiiler risk faktorleri igin ortak
payday1 olusturmaktadir ve ED ile aralarindaki iliski agisindan ¢ok onemli oldugu
distiniilmektedir (2, 4-7).

Yiiksek kan homosistein (Hcy) degerleri erken ateroskleroz ve KVH igin
bagimsiz risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (10,11). Hiperhomosisteinemideki
(HHcy) endoteliyal disfonksiyon, vaskiiler dokulardaki NO-aracili relaksasyonda ve
arterlerdeki NO-aracili vazodilatasyondaki bozulmayla iliskilidir (12,13). Rat ve
maymunda diyet aracili HHcy modelleri yayinlanmigtir ve bu yayinlarda da benzer
sekilde endotel bagimli vaskiiler diiz kas relaksasyonunda bozulma belirtilmistir
(14,15). Hey anjiopatik etkisini esas olarak siiperoksid (O, ) ve hidrojen peroksidi
(H20,) igeren reaktif oksijen tiirlerinin olusturulmasiyla yapmaktadir (11,12,16). Oy
vazokonstriiksiyona neden olur ve NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOQO")
olusturur. Bu reaksiyon vaskiiler dokuda endoteliyal NO’ nun mevcudiyetini azaltir
(17).

Hiperhomosisteineminin korpus kavernosum (KK) diiz kasinda da benzer
etkilerinin oldugu, dolayisiyla HHcy’ nin ED ic¢in ek bir vaskiiler risk faktorii
olabilecegi bildirilmistir (7, 18, 19). Khan ve ark. yaptig1 calismada tavsan korpus
kavernosum doku seritinde Hcy’nin direkt etkisi gosterilmistir. Homosisteinin
kavernosal gevsemeyi azalttig1 ve bu etkinin bakir ile arttirilip stiperoksid dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) ile azaltildig1 saptanmistir (18). Jones ve ark., yine organ
banyosu teknigi ile yaptiklar1 c¢alismada HHcy olusturulmus tavsan korpus
kavernosumunda, endoteliyal kaynakli relaksayonda ve NO olusumunda inhibisyon
olustugunu, bu etkinin de serbest oksijen radikalleri aracilifiyla olustugunu
belirtmislerdir (19).

Bu ¢alismada, hafif ve orta diizeyde hiperhomosisteinemi olusturulmus ratlarin
korpus kavernosum dokusundaki antioksidan diizeylerindeki degisiklikleri ve bunun

NOS izoenzim diizeyleri {izerine olan etkisini incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erektil Disfonksiyon

Doksanli yillara kadar libido, orgazm ve ejakiilasyon bozukluklarini kapsayan
erkek sekstiel disfonksiyonu, empotans terimi ile karsilanmaktaydi. Ulusal Saglik
Enstiitiisii’'niin  (INH) 1992 tarihindeki konsensiis toplantisinda alinan kararla
empotans teriminin yerini erektil disfonksiyon (ED) almistir. Ayni bildiride, erektil
disfonksiyon, bir erkegin en az 6 ay siireyle seksiiel iliski icin yeterli penis
ereksiyonunu saglayamama ve/veya siirdiirmede yetersizlik olarak tanimlanmigtir
(20).

ED ile ilgili ilk kapsamli epidemiyolojik calisma 1948 de Kinsey ve
arkadaglar1 tarafindan yayinlanmistir. Bu ¢alismada, 15,781 denegin anket sonucunda
ED prevelansi, 40 yasinda %1.9, 65 yas lizerinde %25 olarak bulunmustur (21).
Massachusetts Erkeklerde Yaslanma Calismasi’nda (MMAS) 40-70 yas aras1 1,211
erkekte ED orani1 %52 olarak saptanmistir. Bu erkeklerin %9.6’si hafif, %22.2 orta
ve %17.2°u tam ereksiyon kaybindan yakinmaktaydi. Hafif derecede ED prevelansi
40 yasindan 70 yasina dogru sabit kalmasina ragmen, orta derecede ED iki katina,
tam ED oran1 3 katina ¢ikmustir (2).

Ulkemizde 1982 erkekte yapilan bir ¢alismada ED’ nin tiim derecelerinin
prevelanst %69.2 olarak saptanmustir. Tam ereksiyon kaybi prevalansi 40-49 yasta
%49.9, 70 ve lizeri yaslarda % 94.7 bulunmustur. ED prevalansinin ve siddetinin
yasla birlikte arttigi, ayrica orta ve tam ED’nin birlesik prevalansinin da yasin
artmastyla belirgin bir sekilde yiikseldigi gosterilmistir (22).

ED’ nin diinya ¢apinda 150 milyondan fazla erkegi etkiledigi tahmin edilmekte

ve Onilimiizdeki 25 yilda bu sayinin iki kattan fazla artmasi beklenmektedir (1).



2.2. Penis Anatomisi

Penis, bir ¢ift kaverndz cisim ve bir adet spongioz cisimden olusur. Penisin
tabakalar1 distan ice su sekilde siralanir (Sekil-1) (23):

1 -Deri

2-Siiperfisiyal. tabaka (Dartos tabakast)

3-Tela Subfasiyalis (Eberth tabakast)

4-Buck Fasiyasi

5-Tunika Albuginea

Yiizeysel ve Derin Dorsal Ven
Dorsal Arter

Dorsal Sinir
Subtunikal Bogluk

Deri 7 Kavernozal Arter
Superfisial (Dartos) &\ Erekt Dok
Fasiya & Tunika Albuginea
Derin (Buck's) Fasiya

Korpus Spongiozum

Sekil 1: Penisin kesitsel anatomisi

Penis saftinin derisi, bez ve kil yapisi igermez ve ¢ok elastik yapidadir. Bu deri
yapist yagdan yoksundur ve deri alti1 Dartos tabakasinin, Buck tabakasi ile zayif
baglantis1 nedeniyle hareketli yapidadir. Penis derisinin damarlar1 erektil yapilardan
ayr1 olarak, femoral arterin eksternal pudental dalindan koken alirlar. Bu damarlar
penis kokiinde penise girer; Dartos tabakasinda longitudinal olarak uzanir ve kendi
arasinda sik anastomozlar yaparlar. Glansin {izerindeki deri ise, altindaki tunikaya
sikica bagli olmasi nedeniyle immobildir. Buck fasiyasi dorsalde her iki korpus
kavernozumu c¢evrelerken, ventralde lifleri boéliinerek korpus spongiozumu da
cevreler. Daha derinde ise, Buck fasiyasi perinede tunika albuginea ile birlesir ve

erektil dokunun kas yapisina kadar uzanir. Distalde ise koronada glans penisin tabani



ile birlesir. Korpus kavernozumlardan olusan yirtilmalarin ¢ogunda kan Buck
fasiyasi ile sinirlanir ve ekimoz penis saftinda lokalize olur (24).

Tunika Albuginea penise biiyiik fleksibilite, sertlik ve gii¢ saglar (24). Korpus
kavernosumlarin tunikal Ortlisii ¢ok sayida alt tabakadan olusan iki tabakali bir
yapidir, i¢ tabakanin demetleri sirkiiler olarak kaverndz dokuyu sarar ve destekler, i¢
tabakadan septuma uzanan intrakavernozal bantlar erektil dokuya asil destegi
saglayan septumu gii¢lendirir. D1g tabakanin demetleri longitiidinal seyrederek, glans
penisten proksimal kruraya dogru uzanir, inferior ramus pubise yapisirlar, ancak saat
5 ve 7 hizasinda yokturlar. Korpus spongiosum ise dis tabaka ya da septalardan
yoksundur, bdylece ereksiyon sirasinda diisiik basingli bir yap1 olusturur.

Tunika kollajen liflerinin tutundugu, diizensiz kafese benzer bir yap1 olusturan
elastik liflerden olusur. Emisser venler i¢ ve dis tabakalar arasinda kisa bir mesafe
seyrederler, daha sonra siklikla dig tabaka liflerini oblik olarak delerler. Bununla
birlikte, korpus kavernosuma ilave kan akimi saglayan kavernoz arter ve dorsal
arterin dallar1 daha diiz bir yol izler ve periarteriyel yumusak doku kilifi ile
cevrilidirler. Bu kilif ereksiyon sirasinda arterlerin tunika albuginea tarafindan
sikigtirtlmasimi Onler. Dis tunika tabakasi ereksiyon sirasinda emisser venlerin
sikistirllmasinda ilave bir rol oynar gibi goziikkmektedir. Biiyiikk oranda tunika
kalinliginin degiskenligini ve giiciinii belirleyen de bu tabakadir (25).

Korpus kavernosumlar tunika albugineadan olusan kalin kilif ile sarili, bir ¢ift
stingersi silindirden olugsmustur. Proksimal uglari, kruralar, iskion-pubis kollarinin alt
ylzeyinden koken alan iki ayr1 yapi halindedir, ancak pubik arkusun altinda
birleserek glansa kadar yapisik olarak devam ederler.

Korpus kavernosumlar tunika albuginea, septum, intrakavernoz septalar,
intrakaverndz fibroz cati, periarteriyel ve perindral fibroz kiliflar tarafindan
desteklenir (25, 26). Tunikanin i¢inde elastik fibriller, kollajen ve gevsek bag dokusu
ile ¢evrili diiz kas trabekiilalar1 ile ayrilmis birbiri ile istiraki olan sinusoidler vardir.
Terminal kavernoz sinirler ve helisin arterler diiz kasla yakin iligkilidir. Her korpus
kavernosum merkezde genis, periferde daha kii¢iik olan sinusoidlerden olusmustur.
Flask durumda, kan yavasca merkezden periferal siniisoidlere geger ve kan gazlar
seviyeleri ven6z kanla aynidir. Ereksiyon sirasinda, arteriyel kanin hem merkezi hem

periferal siniisoidlere hizla girisi, intrakavern6z kan gazlar1 seviyelerini arteriyel kan



seviyesine degistirir. Korpus spongiosum ve glansin yapis1 korpus kavernosumlara
benzer, ancak sinusoidler daha genistir, spongiosumda tunika daha incedir ve glansta

tunikal tabaka bulunmaz (24).

2.2.1. Penisin Arterleri

Penise baglica kan akimi genellikle internal iliak arterin bir dali olan
internal pudendal arter yolu ile olur (Sekil 2) (24). Bununla birlikte, birgok olguda,
eksternal iliak, obturator, vezikal ve femoral arterlerden aksesuar arterler gelebilir (27).
Bu aksesuar arterlere radikal prostatektomi ya da sistektomi sirasinda verilen hasar
cerrahi sonrasi vaskiiler ED’ ye sebep olabilir (28,29).

Internal pudental arter; sakrospinal ligaman altindan ve sakrotuberoz ligamanin
istiinden gectikten sonra perineal ve penil arter dallarina ayrilir. Penil arter,
Alcock kanalinda seyrettikten sonra, perineal membranin {izerinde erektil yapilar
besleyen ti¢ dala ayrilir (Sekil 2).

Bulbouretral arter; perineal membrani delerek korpus spongiozuma
posterolateral kenardan girer. Uretra, korpus spongiozum ve glansi besler.

Kavernozal arterler; korpus kavernozuma penis hilumu bdlgesinde
girerek, erektil dokunun ortasinda ilerler. Seyri esnasinda heliksin arterlere
ayrilarak, sinlizoidleri ve trabekiiler dokuyu beslerler.

Dorsal arter; pubis ile penisin kruslar1 arasindan gegerek, korpus
kavernozumlarin dorsaline ulasir. Buck fasiyasi i¢inde dorsal penil ven ve sinir ile
birlikte seyreder. Dorsal arterin glansa kadar olan seyrinde, korpus spongiozum ve
tiretraya giden sirkumfleks dallar1 ve kavernozal dallar1 verir.

Penisin arteriyel yapisi yiiksek oranda varyasyon gostermektedir. Penil arter
aksesuar olarak pudental arterin daha proksimalinden, obturator veya inferior vezikal
arterden de koken alabilir. Bu durumlarda, penil arterler prostatin i¢inden veya
anterolateralinde seyrederek penise ulagirlar. Walsh ve arkadaslari, radikal
prostatektomi yaptiklar1 hastalarda %4 oraninda bu varyasyonu tespit etmis ve
postoperatif =~ donemde  gelisen erektil disfonksiyonun bu  durumdan

kaynaklanabilecegini belirtmistir (30).



Internal pudental arter

Kavemoz arter
Bulbouretral arter
Sirkumfleks arter

Dorsal arter

Sekil 2: Penisin arteriyel anatomisi

2.2.2. Penisin Venleri

Ug korpusun vendz drenaji hemen tunika albugineanmn altindaki periferal
sinusoidlerden kaynaklanan ince veniillerden baslar. Bu veniiller tunika ve periferal
sinusoidlerin arasindaki trabekiilalar icinde seyreder ve emisser venler olarak
¢tkmadan 6nce subtunikal ven6z pleksusu yaparlar. Penisin boliimlerine gére vendz
dolasim su sekilde olusur:

Bircok ylizeyel ven ciltaltinda seyreder ve penis kokiine yakinlasinca birleserek
tek (veya ¢ift) yilizeyel dorsal veni yapar, daha sonra safen venlere dokiiliir.

Korpus kavernosumun ve spongiosumun emisser venleri dorsalde derin dorsal,
lateralde sirkumfleks ve ventralde periiiretral venlere dokiiliir. Derin dorsal ven
koronal sulkustan baslayarak, glans penisin, korpus spongiosumun ve korpus
kavernosumlarin distal tigte ikisinin vendz drenajini saglar. Genellikle tek, nadiren
birden fazla derin dorsal ven, periprostatik vendz pleksusa dokiilmek {lizere simfizis
pubis arkasindan yukar1 dogru seyreder.

Proksimal korpus kavernosumlari drene eden emisser venler kaverndz ve
krural venleri olusturmak iizere birlesirler. Bu venler bulbdz iiretradan gelen

periiiretral venlerle birleserek internal pudendal veni olustururlar (24).



2.2.3. Penisin Sinirleri

Hayvan deneyleri seksiiel fonksiyon ve penil ereksiyonda medial preoptik alan
(MPOA), hipotalamusun paraventrikiiler niikleusu (PVN) ve hipokampusun 6nemli
merkezler oldugunu; bu merkezlerin uyarilmasinin ereksiyonu baglattigint bu
bolgelerdeki lezyonlarin ise kopulasyonu zorlastirdigimi gostermistir  (31).
Hipotalamusta dopamin, norepinefrin, serotonin (5-hidroksitriptamin (5-HT)) gibi
cesitli norotransmitterler belirlenmistir. Dopaminerjik ve adrenerjik resertdrlerin
sekstiel fonksiyonu uyardigi, 5-HT resoptorlerini inhibe ettigi one siirtilmiistiir (32).

Penisin inervasyonu hem otonomik, hem de somatiktir. Spinal kord ve periferik
ganglionlardan koken alan sempatik ve parasempatik lifler, kavernoz sinir araciligi
ile korpus kavernozum ve korpus spongiozuma ulasirlar. Somatik sinirler ise
bulbokavernoz ve iskiokavernoz kaslari innerve ederler ve penil duyuyu iletirler
(24).

Sempatik sinir lifleri medulla spinalisin alt torasik ve iist lomber bolgesinden
ciktiktan sonra retroperitoneal olarak seyrederler. Bu lifler aortik bifiirkasyonun
altinda yogunlasarak, superior hipogastrik pleksusu (Presakral sinir) olusturur.
Stiperior hipogastrik pleksusu sol ve sag hipogastrik sinir seklinde terkeden
sempatik lifler, distale dogru ilereyerek birlesir ve rektumun yan kenarlarinda
inferior hipogastrik pleksusu (pelvik pleksus) olustururlar.

Pelvik pleksus govdesi S2 ve S4 spinal kordda olan parasempatik
noronlardan da lifler alir. Bu lifler pelvik sinir olarak adlandirilir (33). Pelvik
pleksustan ¢ikan sinir lifleri penis, alt iiriner sistem ve rektumu innerve eder.

Korpus kavernozumlari innerve eden lifler, pelvik pleksustan sonra kavernozal
sinir adm alir. Uretra ve rektum arasinda seyreden kavernozal sinir, iiretranin kas
tabakas1 komsulugunda iirogenital diyaframa ulasir. Urogenital diyaframu, iiretral
sfinkterin 4-7 mm uzagindan delerek gegcen sol ve sag kavernoz sinir, penisin
dorsal siniri ile baglantilar yaptiktan sonra korpus kavernozumlarin
dorsomedialinden kavernoz doku i¢ine girer.

Penisin somatosensoryal lifleri; glans, penis cildi, iretra ve korpus
kavemozumdan baglar. Glans peniste ince miyelin tabakali A-delta ve demiyelinize C

liflerinin serbest uglar1 ve korpuskiiler reseptorler vardir (34). Bu lifler birleserek



penisin dorsal sinirini olusturur Diger sinir lifleri de eklenerek pudental sinir adini
alir. Agri, 1s1 ve dokunma pudental sinir ile iletilir. Pudental sinir saf somatik degildir
ve ayn1 zamanda otonomik sinir lifleri de icermektedir. Iskiorektal fossada pudental
artere eslik eden pudental sinir medulla spinalisin S2-S4 bdlgesine ulasir. Bu noktada
bulunan somatomotor Onuf niikleusundan koken alan ve pudental sinir ile iletilen

uyarilar iskiokavernoz kaslar1 ve bulbokavernoz kaslar1 da kontrol eder (33).

2.3. Ereksiyon ve Detiimesansm Hemodinamisi ve Mekanizmasi

Ereksiyon; santral sinir sistemi, periferik sinir sistemi ve lokal faktorlerin (diiz
kas hiicresi ve endotelyum) kompleks bicimde rol aldigi hemodinamik bir olaydir.
Ereksiyon ve detumesans sirasinda gerekli hemodinamik olaylar; kan akimindaki,
intrakavernosal basingtaki ve penis hacmindeki degisikliklerdir (35).

Penil erektil doku, ozellikle de kaverndz diiz kaslarla, arteriol ve arter
duvarlarmin diiz kaslari, erektil siirecte anahtar bir rol oynar. Flask durumda, bu diiz
kaslar kontraktedir, beslenme amaci ile sadece az miktarda arteriyel akima izin verir.
Sekstiel uyar1 kavernodz sinir terminallerinden noérotransmitterlerin salinimini uyarir.
Ereksiyon sirasindaki vazodilatasyon nitrik oksit (NO) vasitasiyla diiz kas
tabakasinda guanil siklaz aktivasyonu ile baglar. cGMP artisi, intraselliiler
kalsiyumun azalmasi ve kontraktil aparatin kalsiyuma desensitize olmasi ile devam
eder (36). Olusan bu diiz kas gevsemesi asagidaki olaylara sebep olur (Resim )
(35,37).

1. Hem diastolik, hem de sistolik fazlarda artmis kan akimiyla arteriyol ve
arterlerde genisleme

2.Gelen kanin genisleyen sintisoidlerde hapsedilmesi

3. Subtunikal veniiler pleksuslarin tunika albuginea ve periferal sinusoidler
arasina sikigmasi, vendz doniiste azalma

4. Tunikanin kapasitesine kadar genislemesi, boylece i¢ sirkiiler ve dis
longitiidinal tabakalar arasindaki emisser venlerde dolasimin daha da azalarak ven6z

doniisiin minimuma inmesi
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5. Oksijen basincinda artma ve intrakaverndz basingta ylikselme sonucu
penisin erektil duruma ge¢mesi (tam ereksiyon fazi)

6. Iskiokaverndz adelelerin kasilmas ile basingta artis (rijid ereksiyon fazi)

Damarsal calismalar rijit ereksiyonun baglamasi ve devam ettirilmesinde
penisin vendz doniisiiniin kisitlanmasinin esas faktdr oldugunu gostermistir (38). Bir
hayvan c¢alismasinda detiimesansin ii¢ fazi bildirilmistir. 11k fazda kapali vendz
sisteme karsin diiz kas kontraksiyonunun basladigina isaret eden gegici bir kavernoz
basing artis1 olur. Ikinci fazda, bazal arteriyel akimin yeniden olusmasi ve vendz
kanallarin yavas¢a yeniden agilmasini isaret eden yavas bir basing azalmasi goriliir.
Ucgiincii faz vendz doniis kapasitesinin tamamen normal diizeye gelmesi ile hizli bir
basing diisiisti gosterir (39).

Ereksiyonda, korpus spongiosum ve glans penis arteriyel akim artar; bununla
birlikte, korpus spongiosum ve glanstaki basing tunikanin 6zelliginden dolay1 venoz
tikanmanin minimal olmas1 nedeni ile korpus kavernosumlardakinin sadece iicte biri
ile yaris1 arasindadir. Tam ereksiyon fazinda, her ne kadar spongiosum ve glans bu
fazda aslinda genis bir arteriovendz sant gibi rol oynasa da, derin dorsal ve
sirkumfleks venlerin Buck fasyasi ile sisen korpus kavernosumlar arasinda parsiyel
sikigmasi glansta tiimesansa yardimci olur. Rijid ereksiyon fazinda, iskiokavernoz ve
bulbokaverndz kaslar spongidz ve penil verileri giiclii bir sekilde sikistirir ve boylece

glans ve spongidz cisimde daha fazla basing artis1 ve sisme meydana gelir (37).

2.4. Periferal Norofizyolojisi ve Norotransmitterler

Kavern6z trabekiilalarda ve kaverndz arterlerin c¢evresinde o-adrenerjik sinir
lifleri ve reseptorleri gosterilmistir ve penil gevseme ve detiimesansin konroliinii
saglayan baslica ndrotransmitterin norepinefrin oldugu genel olarak kabul edilmistir
(40,41). Invitro bircok hayvan ve insan calismasinda noradrenalin kavernoz dokuda
kontraksiyona yol a¢mustir (42-46). Giinlimiizde sempatik kontraksiyonun
postsinaptik ala, alb, alc adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu yoluyla olmaktadir

(47,48).
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Endotelin, endotelyal hiicrelerde iiretilen gii¢lii bir vazokonstriktor olup, ayni
zamanda detlimesansdan sorumlu bir noérotransmitter oldugu da one siirilmiistiir
(49,50). Ayrica tromboksan A2, prostaglandin F2a, lokotrienler ve anjiotensin II
diger vazokonstriktorler olarak bilinmektedir (51,52). Detlimesans intrensek
miyojenik aktivite, adrenerjik norotransmisyon, prostaglandin F2a ve endotelin gibi
endotelde iiretilen kontraksiyon faktorleri ile saglanmaktadir (35). Diger taraftan
ereksiyondan sonra olusan detiimesans NO saliniminin durmasina, PDE vasitasiyla
ikincil habercilerin yikilmasina, yada ejakiilasyon sirasindaki sempatik aktivasyona
bagli olabilir.

Insan erektil dokusunun elektriksel uyarmm sonucu asetilkolin salmimimin
oldugu gosterilmistir (53). Asetilkolin basglica etkin ndrotransmitter olmayip, dolayl
olarak penil ereksiyona su yollarla katkida bulunur:

1. Adrenerjik noronlarin presinaptik inhibisyonu

2. Endotelyal hiicrelerden NO salimminin uyarilmasi (54)

NO ilk kez 1979 yilinda periferal vaskiiler diiz kaslarda giiclii bir gevsetici
olarak gosterilmigstir (55). Ignarro ve ark., N-nitro-l-arginin (I-NA), N-amino-I-
arginin, nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorleri, oksihemoglobin, NO temizleyicisi, ve
metilen mavisi, ¢oziinebilir guanil siklaz inhibitorii, izole tavsan KK’da elektirik alan
stimiilasyonu ile relaksasyon saglamislar ve NOS inhibitorlerinin etkisinin L-
arginine ile geri ¢evrildigini gostermislerdir. Calisma sonucunda penil ereksiyonun
nonadrenerjik/nonkolinerjik ~ (NANC)  sinirlerinden  kaynaklanan NO ile
olusturulabilecegi hipotezini ortaya atmislardir (56). Giinlimiizde NO’nun NANC
norotransmisyondan ve endotelden salindigi ve penil ereksiyonu uyaran temel
norotransmiter oldugunu kabul edilmektedir. NO ¢cGMP yapimin arttirir ve bu da
kaverndz diiz kaslarin gevsemesine neden olur (56-64).

NO, endojen L-argininden NOS vasitasiyla sentez edilir, bu sentez N-metil-L-
arginin, N-nitro-L -arginin ve N-amino-L-arginin gibi L -argininin N -eklenmis
analoglariyla inhibe edilebilir. NO hemoglobin tarafindan inaktive edilir. NOS un ii¢
ayri formu bulunur: Noronal (n NOS), indiiklenebilir (i NOS) ve endotelyal (e NOS).
Benzer iki formdan néronal NOS (nNOS) sinir sisteminde mevcutken, endotelyal
NOS (eNOS) vaskiiler sistemde bulunur. Her iki izoform da, aktiviteleri ig¢in

kalsiyum ve kalmoduline ihtiya¢ duyar. Ugiincii form; iNOS kalsiyumdan bagimsiz
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formdur. Inflamatuar mediyatdrlerin ve bakteriyel iiriinlerin indiiksiyonunu takiben
farkl tiirdeki hiicrelerden izole edilebilir (65,66). nNOS kolinerjik sinirlerde, eNOS
penisin endotelinde bulunur (67,68). Normal fizyolojik sartlarda, iNOS peniste
eksprese olmaz. Bununla birlikte, inflamatuar mediyatorlerle karsilasildiginda,
tirogenital diiz kasta eksprese oldugu gosterilmistir (69).

Mevcut ¢alismalar; molekiiler oksijen, androjen, uzun siire L-arjinin kullanimi
ve tekrarlayan intrakavernozal prostaglandin E; enjeksiyonlariyla NOS aktivitelerinin
arttigin1  gosterirken, kastrasyon, denervasyon, hiperkolestrolemi ve diabetes
mellitusun NOS aktivitelerinde diismeye neden oldugunu gostermislerdir (70-72).

Klasik norotransmitterlerden farkli olarak, NO hiicre igerisinde spesifik bir
reseptore bagl degildir. Gaz molekiilii olan NO sitoplazmada bulunan, ¢oziilebilir
guanilat siklaz (sGC) hedefleyerek hiicre membranindan geger. NO'nun sGC'ye
baglanmasi1 proteinde degisikliklere neden olur ve aktivitesi artar (73). Aktive olan
sGC, guanosin-5'-trifosfatin (GTP), guanosin-3', 5' siklik monofosfata (cGMP)
doniislimiinii  katalize eder. c¢GMP oOkaryotik hiicrelerde iyon kanallar,
fosfodiesterazlar ve protein kinazlar olmak iizere ii¢ farkli yonde sinyal verir. Bu
etkilesimlerle intraselliller cGMP konsantrasyonlarinin artmasi, intraselliiler serbest
Ca konsantrasyonunun diismesiyle sonug¢lanan ve kontraktil tonus kaybinin
indiiklenmesine neden olan olaylar zincirini baglatir. Bu olaylar, cGMP-bagiml
proteinkinazlarin  aktivasyonu, hiperpolarizasyon, voltaj bagimli kalsiyum
kanallarmin kapanmasi, intraselliiler organellerde kalsiyum sekestrasyonu ve
kontraktil aperatusta desentizasyonun engellenmesidir (Sekil 3).

NO kisa yar1 0mrii olan, yiiksek oranda reaktif bir molekiildiir (74) ve sGC
baglanmaya ek olarak bircok non-enzimatik reaksiyona girebilir (75). Bunlarda ikisi
invivo olarak 6nemlidir. ilki, sGC’mn hem kismma baglandig1 sekilde, NO aym
zamanda oksihemoglobinin hem kismima baglanir. Ikinci olarak, kendisi serbest
radikal olarak, NO diger radikallerle, 6zellikle siiperoksit, reaksiyona girer (74). Bu
ikinci reaksiyon, erektil disfonksiyona oksidatif stresin etkisinde merkezi bir rol

oynamaktadir (7).
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Endotedotel hicresi
(eNOS)

PDE 5

GTP —N:GMPJ—V GMP

¢ Ca’

Diiz kas hiicresinde gevseme

Sekil 3: Penis kavernosal diiz kas gevsemesinde etkili mekanizmalar

2.5. Homosistein ve Hiperhomosisteinemi
2.5.1. Homosistein

Siilfiir iceren bir aminoasit olan homosistein (Hcy), diyetle alinan ve endojen
proteinlerden sentezlenen esansiyel bir aminoasit olan metioninin metil grubu
alimmis bir tiirevidir. Ilk kez 1932 yilinda De Vigneaud tarafindan metiyonin
metabolizmasinin bir ara Uriinii olarak bulunmustur. McCully, 1969 yilinda, otopsi
sonucunu degerlendirirken, yogun arteriyel tromboz ve aterosklerozu olan
cocuklarda plazma ve idrarda yliksek homosistein diizeylerinin goriildiiglinii rapor
etmistir. Bu gozlemlerine dayanarak, yiliksek plazma homosistein diizeyleri ile
vaskiiler hastaliklar arasinda bir iligki olabilecegi hipotezini ortaya atmistir (76).

Normal hiicre i¢i homosisteinin yaklasik %50's1 iki remetilasyon yoluyla tekrar

metil grubu alarak metionine ¢evrilir ki, bu yollar;
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e Vitamin B, bagimli metiyonin sentetazin katalize ettigi bir reaksiyonda bir
metil grubunun S-metiltetrahidrofolat’ tan (5-MTHF) homosisteine
transferi.

e Betain veya trimetilglisindeki bir metil grubunun geri doniisiimsiiz olarak
homosisteine transfer edilmesi.

Homosistein vitamin Bg bagimli sistatyon [3 sentetaz enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla sistatyona transsiilfiirlenebilir. Sistatyon, glutatyon gibi hiicre i¢i tiol
iceren bir cok major biyolojik bilesigin sentezinde gerekli olan sistinin kaynagidir.
En sonunda, sistatyon ve diger siilfiir igeren aminoasitler su ve siilfata metabolize
edilerek idrarla atilirlar (77). Total plazma homosisteinin yaklasik %801 distilfit
koprileriyle albiimine baghdir. Bagli olmayan homosistein tiirleri ise baslica
"Homosistein-Sistin" ve "Homosistein-Homosistein" disiilfidleri seklinde bulunur.
Dolasimdaki tiim homosisteinin yalnizca %l i serbest homosistein seklinde bulunur.
Total homosistein (tHcy) biitiin bu serbest ve bagli biyokimyasal homosistein
tiirlerinin toplamini tanimlar. Normal olgularda ortalama plazma tHcy degeri 10

umol/L olup 95 persentil ile 16 umol/L civarindadir (78)

2.5.2. Hiperhomosisteinemi

Hiperhomosisteinemi (HHcy), total Hcy diizeyinin 15 pmol/L degerinin
tizerinde olmasi olarak tanimlanir. Hiperhomosisteinemi, hafif (16-30 pmol/L), orta
(31-100 umol/L) ve ciddi (>100 umol/L) olarak ii¢ grupta tanimlanir (78).

Hiperhomosisteinemi, Hcy metabolizmasi igin gerekli olan bir enzimdeki
(sistatyon 3 sentetaz veya i1stya duyarli metilentetrahidrofolat rediiktazin (MTHFR))
veya bir kofaktordeki (folat, vitamin B12, veya vitamin B6) anormallik sonucu
olusur. Hafif HHcy siklikla B vitamin eksikligi, 6zelliklede folat, vitamin B12, veya
vitamin B6 sonucu goriiliir. B vitaminleri sistatyon 3 sentetaz ile homosisteinin
sistationa transsulfurasyonu (vitamin B6), ve metiyonin sentetaz ile homosisteinin
metionine remetilasyonu (folik asit, vitamin B12) i¢in gerekli kofaktorlerdir.
Metiyoninden zengin olan hayvansal gida agirlikli beslenmenin hiperhomosisteinemi

yaptig1 bildirilmistir. Sigara, alkol alimi, kahve tiiketimi de yine hiperhomosisteinemi
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ile iliskilidir. Genetik faktorler, bazi ilaglar ve renal yetmezlikte nedenler arasindadir
(79). Hiperhomosisteineminin nedenleri giiniimiizde ayrintili bigimde diizenlenmistir

(Tablo 1) (78).

Tablo-1: Hiperhomosisteineminin nedenleri

Kalitsal
Transsiilfurasyon bozukluklari
e Sistatyon P sentetaz eksikligi(nadir)
Remetilasyon bozukluklari
e Vitamin Bi,transport bozuklugu (nadir)
e Vitamin By, koenzim sentez bozuklugu (nadir)
e Metionin sentetaz bozuklugu (nadir)
e 5,10 MTHEF eksikligi veya bozuklugu (nadir)
Kazanilmis
Vitamin eksiklikleri
e Vitamin B,
e Vitamin By

Renal yetmezlik

Hipotiroidi

Akut lenfoblastik 16semi

Psoriazis

flaclar
e Metotreksat (dihidrofolat reduktaz inhibitorii)
e Fenitoin veya karbamezepin (Folat antagonisti)
e Nitrik oksit (metionin sentaz inaktivatorii)
e Metiiksantin (Vitamin B¢ inhibitorii)
e Nikotinik asit

Yiiksek kan Hey degerleri erken ateroskleroz i¢in bagimsiz risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir (10,11). Seksen kadar klinik ve epidemiyolojik ¢alismanin
gdzlemi hiperhomosisteineminin aterosklerotik damar hastalig1 ve arteriyel ve vendz
tromboembolizm i¢in risk faktdrii oldugunu gostermistir. Hafif ve orta HHcy
koroner, serebral, veya periferik arteriyel okluziv hastaligi olan hastalarin yaklasik
%12-47’sinde mevcuttur (80). Homosisteine bagli ateroskleroz icin bircok akla
yatkin mekanizma ileri siiriilmiistiir. Bunlar; endoteliyal disfonksiyon (81), bozulmus
akimla saglanan vazodilatasyon (82), wvaskiiler diiz kas hiicrelerinde artmis

proliferasyon (83), artmis koagiilasyonu igermektedir (84).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuar
ve Biyokimya Anabilim Dali Aragtirma Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Caligma,
“1142-TU-05" proje numarasi ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Yonetim Birimince desteklenmistir.

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada ortalama agirliklart 200-250 gram olan Wistar Albino cinsi
toplam 26 adet erkek sican kullanildi. Deneyde kullanilan siganlar, Siileyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuarindan temin edildi. Siganlar
standart 191k (12 saat giin 15131 / 12 saat karanlk), 1s1 (22" C)’da yeteri kadar su ve
yem ile toplam 1 ay siireyle beslendiler.

1. Grup I: Standart Yemle beslenen grup (Kontrol grubu, n=8).

Ortalama agirliklart 209 gr olan ratlardan olusturulmustur. Bu grup deney
sonunda baslangictaki sayilarii korumustur. Standart diyet (pellet yem) ile 1 ay
stiresince beslenmislerdir.

2. Grup II: Giinliik 0,5 gr/kg Metionin eklenen grup (n=9).

Ortalama agirliklar1 222 gr olan ratlardan olusturulmustur. 0,5 gr/’kg L-
Metiyonin suda ¢oziilerek 1 ay siireyle her giin sabah saat 10-11 arasinda gavaj ile
verildi. Gruptaki ratlarin agirliklar1 her hafta kaydedildi. Verilecek doz grubun
ortalama agirliklarinin haftalik 6l¢timleri ile ayarlandi.

3. GrupllI: Giinliik 1 gr/kg Metionin eklenen grup (n=9) ( 85).

Ortalama agirliklar1 219 gr olan ratlardan olusturulmustur. 1gr/kg L-Metiyonin
suda coziilerek 1 ay siireyle her giin sabah saat 10-11 arasinda gavaj yoluyla verildi.
Gruptaki ratlarin agirliklar1 her hafta kaydedildi. Verilecek doz grubun ortalama

agirliklarinin haftalik Sl¢iimleri ile ayarlandi.
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Sicanlar 1 ayin sonunda, aldiklar1 diyet ve tedavi uygulamasinin ardindan, bir
gece ac birakildilar. Her birinin atan kalbinden % 10’luk ketamin (Alfamin, Alfasan
IBV.) ve % 2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda EDTA’l1 tiiplere
1.5-2 cc miktarinda kan 6rnegi alindi. Penis safti dikkatlice diseke edildi ve penis
kokiinden ampute edildi. Penil saft1 soguk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra sivi
nitrojen (-80°C) ile hizlica donduruldu (snap-freeze). Kan oOrneklerinden soguk
santrifiij ile plazma ayristirildi. Dokular ve plazmalar biyokimyasal ¢alisma yapilana

kadar -80°C’ de derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.1.2. Kullanilan Malzeme ve Aletler

1-Sogutmali santrifiij :Eppendorf MR 5415 (Almanya )
2-Santrifii : Niive-NF 815 (Tiirkiye)

3-Derin dondurucu : Scientific Snijders (Hollanda)

4-Hassas terazi : Scaltec (Isvigre )

5-Vorteks : Niive NM 100(Tiirkiye)

6-Otomatik pipetler : Eppendorf (Almanya), Gilson(Fransa)
7-Spektrofotometre : Shimadzu UV 1201V 1600 (Japonya)

8- Hemogram Cihazi : Coulter Max M (Ingiltere )

9- Homojenizator : Ultra Turrax T25 (Almanya )

10- pH metre : Hanna Instruments (Portekiz )
11-Manyetik karistirici : Niive (Ttirkiye )

12- Goriintiileme Cihazi : KODAK Image Station 2000 MM(Amerika)
13-Elektroforez cihazi : EC Apparatus Corporation 250-90 (ABD)
14-HPLC : Thermo Finnigan HPLC

3.1.3. Kimyasal Maddeler
Homosistein tayini igin kullanilanlar:

e HPLC i¢in plazma homosistein kiti Receipe GmbH (Almanya)
Stiperoksid Dismutaz tayini igin kullanilanlar:

e Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO4 Merck (Almanya)
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Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck (Almanya)
CAPS, Sigma (Almanya)

Iodonitrotetrazolyum violet, Sigma (Almanya)
Ksantin, Merck (Almanya)

Ksantin oksidaz, Sigma (Almanya)

Titripleks III, Merck (Almanya)

Glutatyon Peroksidaz Tayini I¢in Kullanilanlar:

Glutatyon rediiktaz, Fluka (Isvigre)

B-NADPH, Sigma (Almanya)

Kiimen hidroperoksit, Sigma (Almanya)

Potasyum bikarbonat NaHCO; Sigma

Potasyum dihidrojen fosfat, Merck (Almanya)
Glutatyon-rediikte, Sigma (Almanya)

Titripleks III, Merck (Almanya)

Disodyum hidrojen fosfat dihidrat, Merck (Almanya)

SDS-PAGE ve Western Blot icin kullanilanlar:

Akrilamid : bisakrilamid %30 T, %2.6 C Sigma (Almanya)
Tris Merck (Almanya)

Glisin Merck (Almanya)

SDS Merck (Almanya)

APS Merck (Almanya)

TEMED Merck (Almanya)
2-Merkaptoetanol Merck (Almanya)
Brom fenol blue Merck (Almanya)
Sodyum kloriir Merck (Almanya)

Tween 20 Merck (Almanya)

Bovin Serum Albumin Merck (Almanya)
EDTA Merck (Almanya)

EGTA Merck (Almanya)

Leupeptin Sigma (Almanya)

Aprotinin Sigma (Almanya)



e Benzamidin Sigma (Almanya)

e Triton X-100 Sigma (Almanya)

e Immobilon P Sigma (Almanya)

e Kromotografi filtre kagidi Whatman (Ingiltere)
e Metanol Merck (Almanya)

e Hidroklorik asit Merck (Almanya)

e Anti iNOS Chemicon International (Amerika)
¢ Anti-nNOS Chemicon International (Amerika)
e Anti eNOS ABR (Amerika)

e Monoklonal anti-rabbit IgG Sigma (Amerika)
e BCIP/NBT Sigma (Almanya)

e Prestained Molecular Weight Marker Sigma (Amerika)

3.1.4. SDS-PAGE ve Western-Blot I¢in Kullanilan Cézeltiler:

1- 4 x Lower Buffer: 1.5 M Tris HCI, pH: 8.8
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36.3 g Tris 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH'" 8.8'e ayarlanir. Sogutulup

pH’1 tekrar 8.8’e ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanir.

2- 4 x Upper Buffer: 0.5 M Tris HCI, pH: 6.8

12.1 g Tris, 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH'1 6.8e ayarlanir. Sogutulup

pH'1 yeniden 6.8'e ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanir.

Lower jel: (% 7.5’luk)

Distile su 4450 ul
Acril : bisacril % 30 T, % 2.6 C 2500 pl
4 x lower buffer (tris HCI, pH: 8.8) 2500 pl
% 10 SDS 100 pl
% 10 APS 450 pl
TEMED 10 pl
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Upper jel: (% 4°liik)

Distile su 2920 pl
Acril : bisacril % 30 T, % 2.6 C 670 ul
4 x Upper buffer (tris-HCI, pH: 6.8) 1250 ul
% 10 SDS 50 ul
% 10 APS 200 pl
TEMED 10 pul

3- Homojenizasyon buffer: 50 mM Tris-HCI pH: 7.5, 0.15 M NaCl, 1 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 25 pg/ml Leupeptin, 25 pg/ml Aprotinin, 10 pM benzamidin
ve % 1’°lik Triton X-100 bulunacak sekilde total hacim 30 ml’ye tamamlandi.

4- Sample buffer:

Upper buffer (0.5 M Tris-HCI, pH: 6.8) 2.0 ml
Gliserol 1.6 ml
% 10 SDS 3.2 ml
2-Merkaptoetanol 0.8 ml
% 0.1(w/v) Brom fenol blue 0.4 ml

5- Running buffer: 15 gr Tris, 72 gr Glisin, 5 gr SDS, pH 8.3’e ayarlanip distile
suile 1 1t’ye tamamlanir. 5 kat sulandirilarak kullanilir.

6- Transfer buffer: 0.606 gr Tris, 2.882 gr Glisin ve 1 ml % 10 SDS, distile su
ile 160 ml’ye pH: 8.2-8.4 olacak sekilde tamamlanir. 40 ml metanol eklenir.

7- TTBS (Tris-Tween-Buffer Saline): 12.1 gr Tris, 17.5 gr NaCl, 2 ml Tween
20 (pipetle yavasca cekilir, yogun bir madde oldugu i¢in) pH: 7.5 olarak ayarlanip 2
litreye distile suyla tamamlanir.

8- Primer antikorlar: Anti-eNOS (1:500), Anti-nNOS (1:1000), taze % 1 BSA-
TTBS ile diliie edilerek hazirlandi.

9- Sekonder antikor: Antirabbit IgG (Alkalen fosfataz konjuge) 1:10.000
oraninda, taze % 1 BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirland.
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3.2. METOD

3.2.1. Hiperhomosisteinemi Olusturulmasi

Hiperhomosisteinemi saglamak i¢in L-metiyonin (Sigma) suda c¢oziilerek
siganlara 30 giin boyunca hergiin oral gavaj yoluyla verildi. Metiyonin, S-adenozil
metiyonin (SAM) ve S-adenozil homosistein (SAH) iizerinden Hey olusturmak tizere
metabolize olur. Ek olarak, metiyonin ve ara iiriinii (SAM) Hcy metabolizmasini
inhibe eder ve plazma total Hcy diizeylerinde yiikselmeye neden olur (86)

Verilecek metiyonin miktar1 Grup III’de her rat i¢in 1 g/kg/giin (85), Grup II’te
her rat i¢in 0.5 g/kg/giin seklinde ayarlandi. Ratlar her hafta tartilarak verilecek

metiyonin dozu haftalik hesaplandi.

3.2.2. Homojenizasyon

Rat penisleri once tartildi. Tartilan penisler 1/5 oraninda homojenizasyon
tamponu ile karistirilarak homojenize edildi. Ikinci adimda 30 sn. buz iizerinde
sonike edilerek homojenizasyon tamamlandi. Orneklerden bir kismi1 Western Blot
analizi i¢in her grupta 3 numune olacak sekilde birlestirildi Homojenize edilen
ornekler 15000 g’de +4°C’da sogutmali santrifijde 20 dk santrifiij edildi.
Homojenize edilen 6rneklerin siipernatantlarinda Lowry yontemi kullanilarak protein
tayini yapildi (87). Daha sonra 6rneklerde SOD, GSH-Px ile SDS-PAGE ve Western
Blot yontemi ile NOS diizeyleri calisildi.

3.2.3. Siiperoksid Dismutaz Aktivitesi Olciimii

Deneyin prensibi Sun ve arkadaslariin metoduna dayanmaktadir (89).
SOD ¢esitli yollarla ortaya ¢ikan siiperoksit (O;) radikalinin H,O,’ye
dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemi

tarafindan tretilen O, radikallerinin (reaksiyon 1), 2-(4-iyodofenil)-3-4-(4-
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nitrofenol)-5-fenil tetrazolyum klorit (INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli
formazon boyasinin (reaksiyon 2), 505 nm dalga boyunda verdigi optik dansitenin
spektrofotometrik olarak okunmasi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyona dayanan

optik dansitedeki azalmadan yararlanarak, reaksiyonun % inhibisyonu belirlendi.

XOD
Ksantin > Urik asit + Oy (1)
INT + Oy —»> Formazon boyast (2)
SOD
0y” + Oy +2H" > 0, + H0O, (3)

Deneyin Yapihisi: 0.5 ml siipernatant alinip, % inhibisyonun %30-60 arasinda
olmasi i¢in 0.1 mM fosfat tamponu ile diliie edildi. 0.025 ml siipernatanta 0.850 ml
0.0.5 mM ksantin ¢ozeltisi (0.025 mM INT igeren) ilave edildi. 0.125 ml ksantin
oksidaz (80U/L) ilave edildikten hemen sonra 505 nm’de 37 'C’ de 30 saniyelik
gecikme fazinin ardindan havaya karsi baslangi¢ absorbansi (A;) ve 3 dakika sonra

da son absorbans (A;) okundu. Ayni islemler kér denemeyle de tekrarlandi.

AA(numune)/dk
% inhibisyon = 100 - x 100
AA(kor)/dk

Standart (5.2 U/mL) c¢alisilarak hazirlanan % inhibisyon-konsantrasyon
grafiginden yaralanilarak konsantrasyonlar saptandi. Enzim aktivitesi U/ml olarak
bulundu. Bu degerler homojenizasyon sirasindaki diliisyon katsayisi ile carpilip

dokunun protein degerine boliinerek U/gr birimi seklinde sonuglar verildi (87).

3.2.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Ol¢iimii

Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’ nin metoduna dayanmaktadir (90).

Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksid ile glutatyonun oksidasyonunu
katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz tarafindan
indirgenir. Bu arada NADPH, NADP" ye oksitlenir. NADPH nin azalmasina bagli
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olarak 340 nm‘de meydana gelen absorbans degisimi Olgiilerek enzim aktivitesi

hesaplanir.
GSH-PX
2 GSH + ROOH >  ROH + GSSG + H,0
Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH + H' » NADP '+ 2GSH

Deneyin yapihisi: Bir deney tiipiinde 1 ml; glutatyon (4 mM), glutatyon
rediiktaz (> 0.5 U/L) ve B-NADPH (0.34 mM) ¢ozeltilerini igeren reaktif ile 20 pl
numune karistirilip, 6l¢limden hemen 6nce 40 pl kiimen hidroperoksit (0.18 mM)
ilave edildi. Enzim aktivitesini 6lgmek icin 340 nm’deki absorbans degisimi
hesaplandi. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi, homojenizasyon esnasindaki

diliisyon katsayisi ile carpildiktan sonra doku protein degerine bdliinerek sonuglar

U/gr birimi olarak ifade edildi.

3.2.5. SDS-PAGE Yontemi

Laemmli’nin yontemi esas alinarak ¢alisildi (91). % 7.5’lik lower gel ve %
4’liik upper gel hazirlanip, kuyucuk basina son konsantrasyonu 50 pgr protein olacak

sekilde doku homojenati sample buffer’la 1/1 oraninda karistirilarak uygulandi.

3.2.6. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile 6rnekler jel iizerinde proteinlerine ayrildi ve daha
sonra polyvinylidene difluorid (PVDF) membrana (immobilon-P) transfer edilmek
tizere transfer tankina alindi. Transfer prosediirii sonrasi anti-eNOS ve anti-nNOS
iceren soliisyonlarda bir gece boyunca bekletildi. Daha sonra sekonder antikorla 1
saat siire ile inkiibe edilen membranlar taze hazirlanan BCIP/NBT soliisyonunda

yeterli boyanma saglanana kadar bekletildi. Olusan bantlar KODAK Image Station
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2000 MM cihazi kullanilarak tarandi. Elde edilen bant yogunluklar1 her bir reseptor

subtipi i¢in kendi arasinda karsilastirildi.

3.2.7. Plazma Homosistein Diizeyinin Tespiti
Plazma Hcy diizeyleri HPLC (High-performance Liquid Chromatographic) metodu
kullanilarak o6l¢tildii (92).

3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 11.0 for Windows” paket program
kullanilarak yapildi. Datalar “ANOVA” Bonferroni veya LSD post hoc coklu
karsilagtirma testi degerlendirildi. Sonuglar ortalama + SD olarak olarak verildi. P

degerinin 0.05’den kiiciik olmas1 anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR
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Deney grubundaki hayvanlarda 1 aylik beslenme sonrasinda belirgin agirlik

artis1 saptandi, ancak gruplar arasindaki ortalama agirliklar benzerdi. Grup I, 11 ve III

in 1lk ve son tartilar1 karsilagtirildiginda p degerleri sirasiyla 0,003, 0,001, 0,014

seklinde bulundu. Gruplarin haftalara gore ortalama agirliklar tablo 2°de verilmistir.

1. hafta

2. hafta.

3. hafta

4. hafta

Grup I

(gr)
Ort £ SD

209,2+8,2

213,4+11,6

229,8+17,8

238,4423,2

Grup II

(gr)
Ort £ SD

222,8+8,06

227+8,94

227,1249,23

239,25+10,36

Grup III

(gr)
Ort £ SD

219,8+11,51

223,3+13,08

227,7+13,89

236,4+15,21

Tablo 2: Gruplarin agirlik ortalamalar ve standart deviasyonlart

Grup I: Kontrol (n: 8)
Grup II: 0,5 gr/kg/giin L-metiyonin uygulanan (n: 9)
Grup II: 1 gr/kg/giin L-metiyonin uygulanan (n: 9)

Olgiim tarihlerine gore ratlarin agirlik artis iliskileri sekil 4’te gdsterilmistir.

Sekil 4: Gruplardaki agirhik artislarinin birbirleriyle olan iliskisi

250

240 «

230

Ortalama Agirlik

220 =

210 4

200 |

B cruPL
B cruP2
[ eruPs
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4.1. Gruplarin Kan Hcy Degerlerinin Karsilastiriimasi

Gruplarin plazma Hcy diizeyleri ve karsilastirmalar1 tablo 3’de 6zetlenmistir.
Grup II’ de (0,5 gr/kg/giin dozunda Metiyonin uygulanan grup) Hcy diizeyleri
yiikselmis bulundu. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamsizdi (p=0,96). 1gr/kg/gilin
metiyonin uygulanan grupta plazma Hcy seviyeleri ortalamasi 61,47 pmol/l olarak

tespit edildi ve kontrol grubunun yaklasik 10 kati kadar artma saptandi (p<0,05).

Grup I Grup II Grup IIT
Ort+SD Ort+SD Ort +=SD
Hcy 6.49 £0.90 6.67£1.25 61.47+11,37
(pmol/1)

Grup I-II” in karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : 0,96
Grup I- IIT” {in karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : 0.000
Grup II- [II” iin kargilagtirilmasi ile elde edilen P degeri : 0,000

Tablo 3: Plazma total Hcy diizeyleri ve karsilagtirmasi
Grup I: Kontrol (n: 8)
Grup II: 0,5 gr/kg/glin L-metiyonin uygulanan (n: 9)

Grup III: 1 gr/kg/glin L-metiyonin uygulanan (n: 9) Hcy: Homosistein

4.2. Gruplarin Doku Antioksidan Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Kontrollerle karsilastirildiginda, SOD diizeylerinde hem Grup II hem de Grup
III” de istatistiksel olarak anlamli artis saptandi. Grup I ve II arasinda p=0,002 iken
Grup I ve III arasinda p=0,000 bulundu. Grup II ve III arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p= 0,260).

Grup I Grup II Grup I P degeri
Ort £ SD Ort £SD Ort £SD

SOD 0,002 (P1)
(Ugrpron | 026214002 | 0.660440.32 | 08362026 0,000 (P2)
gr prot) 0.260 (P3)
0,116 (P4)

(S/S;I;fg‘t) 0.022£0,003 | 0,028£0,008 | 0,034+0,004 0,001 (PS)
0.201 (P6)

Grup [-II’ iin SOD degerlerinin karsilastiriimast ile elde edilen P degeri : P1
Grup [-III” iin SOD degerlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P2
Grup II-IIT” iin SOD degerlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P3
Grup I-II” iin GPx degerlerinin karsilagtirilmasi ile elde edilen P degeri : P4
Grup I-1II” iin GPx degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P5
Grup II-IIT” iin GPx degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P6

Tablo 4: Antioksidan enzim aktiviteleri ve karsilagtirilmasi
Grup I: Kontrol (n: 8)
Grup II: 0,5 gr/kg/gilin L-metiyonin uygulanan (n: 9)
Grup III: 1 gr/kg/giin L-metiyonin uygulanan (n: 9)
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Grup I’ de GSH-Px diizeyi ortalamas1 0,022 U/gr tespit edilirken, ayn1 deger
Grup II ve III i¢in sirasiyla 0,028 U/gr protein ve 0,034 U/gr protein saptandi. Grup I
ile karsilastirildiklarinda Grup II’ de istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis
saptanirken, Grup III’ de bu artis istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,039 ve
p=0,000).

4.3. Gruplarim eNOS ve nNOS Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Western blot yontemi ile saptanan eNOS ve nNOS protein diizeyleri tablo 5’te
gosterilmektedir. eNOS Grup Il ve Grup III’ de kontrole gore diisiik saptanmistir ve
bu diisiisler istatistiksel olarak anlamlidir. Grup II ve III degerleri arasindaki degisim
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 1,000). nNOS seviyelerinde Grup II’ de Grup
I’ e gore artig saptanmus, fakat artig istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur
(p=0,135). Bunun yaninda Grup III’ de Grup I’ e gore anlaml1 bir azalma tespit edildi
(p=0,018).

Grup I Grup I1 Grup IIT <

Ort £SD Ort+ SD Ort = SD P deger
NOS (P1) 0,012
(optik dansite) | 87-66£218.94 | 2143342204 | 254,66+22,14 | (P2) 0,018
P (P3) 1,000
INOS (P4) 0,135
(optik dansite) 118,66+18,03 | 150,00+4,58 | 75,6667+19,00 | (P5)0,018
P (P6) 0,002

Grup I-II” nin eNOS degerlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P1
Grup I-III” iin eNOS degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P2
Grup II-IIT” iin eNOS degerlerinin karsilagtirilmasi ile elde edilen P degeri : P3
Grup I-II” nin nNOS degerlerinin karsilastirilmasi ile elde edilen P degeri : P4
Grup I[-III” iin nNOS degerlerinin karsilagtirilmasi ile elde edilen P degeri : P5
Grup II-IIT” iin nNOS degerlerinin karsilastirilmast ile elde edilen P degeri : P6

Tablo 5: Gruplarin NOS izoenzim diizeyleri ve karsilastiriimasi

Grup I: Kontrol (n: 8)

Grup II: 0,5 gr/kg/giin L-metiyonin uygulanan (n: 9)

Grup III: 1 gr/kg/giin L-metiyonin uygulanan (n: 9)

eNOS: endoteliyal nitrik oksit sentaz ~ nNOS: noronal nitrik oksit sentaz

eNOS ve nNOS’a ait Western Blot analizi Ornek batlar1 sekil 5’te
gosterilmektedir. eNOS’a ait sekilde Grup I bant1 diger gruptaki bantlardan belirgin
sekilde daha kalin gézlenmektedir. Sekil 6’da gruplarin ortalama degerleri grafiksel

olarak gosterilmistir.
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Sekil 5: eNOS ve nNOS’a ait Western Blot analizi 6rnegi
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Sekil 6: Gruplara gére eNOS ve nNOS ortalama seviyelerinin grafiksel gosterimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Ileri kardiyovaskiiler hastalign (KVH) olan hastalarda ED gelistiginin kabul
gérmesi arastirmalari iki patoloji arasinda ortak noktalari bulmaya itmistir. Bununla
birlikte, yapilan ¢alismalarin sonuglart ED’ nin sistemik aterosklerozun bir erken
belirtisi olabilecegi ve diger organlarda klinik olarak énemli vaskiiler hastaliklardan
once olusabilecegini diisiindiirmektedir. Arastirmalar kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
bilinen bazi risk faktorlerinin (6rn. diabetes mellitus, dislipidemi, sigara) ayni
zamanda ED iginde gecerli oldugunu gostermektedir (2, 4-7). Chung ve ark. ED’ si
olan hastalarda yaptigi penil doppler c¢alismasinda, bu hastalarin penil damar
yataklarinin vazodilatasyon kabiliyetinin kardiyovaskiiler risk faktorleri ile ters
iligkisi oldugunu gostermistir (8). Kawanishi ve ark. ED’si ve anormal penil Doppler
ultrasonografi olan erkeklerin iskemik kalp hastalifi i¢in artmis riskleri oldugunu
gostermistir (9) Endoteliyal disfonksiyon, bahsedilen kardiyovaskiiler risk faktorleri
icin ortak payday1 olusturmaktadir ve ED ile aralarindaki iligki agisindan ¢ok dnemli

oldugu diistiniilmektedir (2, 4-7).

5.1. Antioksidan sistem ve vaskiiler oksitatif stres

Oksidatif stres hiicrelerin asir1 miktarda molekiiler oksijen veya ROS (Reaktif
oksijen tiirleri) maruz kalmasi anlamima gelmektedir. Bu olay ROS-olusturucu ve
ROS-koruyucu sistemler arasindaki dengesizlikten olusmaktadir (4, 93). ROS
arasinda esas olan siiperoksitdir (O7) ve molekiiler oksijenden bir elektron azalarak
olusur. Siiperoksit ve diger ROS ’leri degisik kaynaklardan vaskiiler dokularda ve
kan hiicrelerinde olusurlar (93-99). Siiperoksit, endoteliyal ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde NADH/NADPH oksit, ksantin oksit, eNOS, lipooksijenaz ve COX
enzimleri ile olusur. Bu enzimlerin olusumunun yiikselmesi vaskiiler hastaliklar ve
bunla ilgili risk faktorleriyle birliktedir (94,101,102).

Oksidatif stresten korunmada bazi enzim sistemleri mevcuttur ve bunlar
stiperoksit ve diger ROS’lar1 uzaklastirir. Bunlarin baglicalar siiperoksit dismutaz

(SOD; siiperoksiti hidrojen peroksite doniistiiriir), katalaz (CAT; hidrojen peroksiti
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suya doniistiiriir), glutatyon peroksidaz (GSH-Px; hidrojen peroksiti suya dontistiiriir)
ve oksidazdir (Sekil 7). Diger dogal olarak olusan antioksidanlar ROS-temizleyicileri

olarak bilinen, vitamin C ve E, transisyonal metal baglayici proteinler ve NO’nun

kendisidir (94).
Sekil 7: Antioksidan enzimler ve fonksiyonlar1 (95)

A.  NO+0, — ONOO
50D
B. 202' — H,0, +D2

CAT
C. 2H,0,52H,0+0,

Siiperoksitin olusturdugu patolojik etkilerin merkezinde NO’ in inaktive olmasi
yer alir (102) (Sekil 7-A) ve bu etkilesimin aterogenenezde dnemli rol oynadigi genel
olarak kabul gormiistiir (94,98,99,105,106). Olusan peroksinitritinde kavernosal
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde relaksasyon etkisi vardir, fakat bu etkisi NO’ dan daha
az potenttir (94,107). Peroksinitrit yine reaktif hidroksil radikallerini olusturarak
endoteliyal hasara katkida bulunur (94). NO seviyelerinde diisme vaskiiler duvara
trombosit ve l6kositlerin adezyonunu arttirmakta ve yine bu hiicrelerin salgiladiklari
tromboksan A, , 16kotrienler ve serotonin vazokonstriiksiyona neden olmaktadir (96).
Stiperoksitin kendisi, kalsiyum mobilizasyonuna neden olarak vazokonstriiksiyona
neden olabilmektedir (11). Siiperoksit ve peroksinitrit aynt zamanda endotel
hiicreleri iizerinde apopitotik etki ile endotelde zayiflama ve buna bagli NO bagiml
gevsemede azalmaya neden olmaktadirlar (94,96).

Serum Hcy seviyeleri ateroskleroz gelisimi ile birliktedir (106). Hey anjiopatik
etkisini esas olarak siiperoksit (O, ) ve hidrojen peroksidi (H,O;) igeren reaktif
oksijen tiirlerinin olusturulmasiyla yapmaktadir (97,98,100). Homosisteinden
stiperoksit olusturulmasi bakir iyonlari tarafindan katalize edilir (11), yine bakirin
kendiside Feton reaksiyonu ile siiperoksit olusturabilir. Bakir iyonlar1 ayn1 zamanda

lipit peroksidasyonu ve hidroksil iiretimini arttirarak oksidatif stresi arttirirlar.
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Homosisteinin vaskiiler sisteme etkileriyle ilgili ¢ok sayida ¢alisma olmasina
ragmen penis dokusundaki etkileriyle ilgili ¢alismalar smirli sayidadir (18,19).
Hiperhomosisteineminin korpus kavernosum (KK) diiz kasinda da benzer etkilerinin
oldugu, dolayisiyla HHcy’ nin ED igin ek bir vaskiiler risk faktorii olabilecegi
bildirilmistir (7, 18, 19). Mevcut iki ¢aligma tavsan korpus kavernosum doku
banyolar kullanilarak yapilmis ve Hey seviyeleri her iki caligmada da 100 pmol/L ve
tlizerinde tutulmustur.

Khan MA ve ark., tavsan kavernosal diiz kasinda bakir ve Hcy’nin etkisini
yayinlamistir (18). Hey (100pumol/L) karbakol aracili, endotel bagimli kavernosal
diiz kas gevsemesini azaltmistir ve bu etki Cu iyonlar1 eklenmesi ile arttirilmistir. Bu
inhibitér etki SOD ve CAT eklenmesi ile kismi olarak azaltilmistir. Bu durum
stiperoksit ve hidrojen peroksidin bagimsiz olarak NO aracili gevsemede etkili
oldugunu disiindiirmektedir. Hcy ve bakirin, siiperoksit tizerinden, ED i¢in bagimsiz
bir risk faktorii olabilecekleri belirtilmistir.

Jones RW ve ark. metiyoninden zengin diyet (%2) ile tavsanlarda erken fakat
kalict HHcy saglamistir ve bu hayvanlarin kavernosal seritleri normal beslenen
grubun kavernosal seritleri ile karsilagtinnlmigtir (19). Bir ay sonundaki Hcy
seviyeleri kontrolle karsilagtirildiginda anlamli artmisti (HHcy grubunda ortalama
214 umol/L, kontrolde grubunda 16 umol/ L). Dort hafta sonrasi yapilan ¢alismada
karbakole belirgin bozulmus gevseme yaniti saptanmis ve bununda endotel kaynakl
NO aracili kavernosal gevsemenin bozuldugunu gosterdigi belirtilmistir. Bu bozulma
SOD veya katalaz inkiibasyonlarmin her ikisiyle geriye donmistiir. Endotelden
bagimsiz NO aracili gevsemeyi ifade eden Sodyum nitroprussid ile olusturulan
gevseme veya NANC aracili elektriksel alan stimiilasyonu ile olusturulan gevseme
HHcy’ den etkilenmemistir. Yine ayni ¢alismada, kavernosal cGMP seviyelerinde
belirgin azalma saptanirken, kavernosal dokudaki siiperoksit diizeylerinde 5 kattan
fazla artig bildirilmistir.

Bizim c¢alismamizda Bagi Z. ve ark. daha oOnce tamimladigr rat
hiperhomosisteinemi modelinden yola c¢ikilarak Grup III’ de bulunan ratlara
lgr/kg/glin  L-metiyonin oral gavaj yoluyla uygulandi ve diger yukaridaki
calismalardan daha diisiik ve orta derecede bir hiperhomosisteinemi durumu

amacland1 (85). Grup II’ deki ratlara 0,5 gr/kg/giin L- metiyonin uygulayarak daha
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diisiik dozlardaki degisimleri gozlemeyi amacladik. Bu uygulamalar kontrole gore
GruplIl’ de Hey diizeylerinde yaklasik 10 katlik anlamli artis saglarken, Grup II” de
anlamli artis saglamamistir. 1 gr/kg/glin dozunda metiyonin uygulamasi bizim
calismamizda Bagi ve ark. caligmasindakinden daha yiiksek Hcy seviyesine neden
olmustur (ortalama 30 + 6 pmol/I’a kars1 61.47+11,3umol/l). Bunun sebebi bizim
metiyonini igme suyuna katmayip oral gavaj yolu ile uygulamamizdan
kaynaklanabilir. Bdylelikle rat basina verilen oral metiyonin dozu tam olarak
ayarlanabilmistir. Diger iki ¢alismadaki yliksek Hcy diizeyleriyle karsilastirildiginda
bizim c¢alismamizdaki Hcy seviyeleri toplumda daha sik rastlanan
hiperhomosisteinemi diizeylerindedir.

Calismamizda saptadigimiz penis dokusundaki antioksidan enzim diizeyleri
simdiye kadar higbir ¢alismada hiperhomosisteinemik rat modelinde ¢aligilmamisti.
Yalniz onceki iki ¢alismada da HHcy ile bozulmus olan KK relaksasyonunun SOD
ve CAT ilavesi ile in vitro diizelebildigi gosterilmistir. Ayrica Jones RW ve ark.
kavernosal dokudaki siiperoksit diizeylerinde 5 kattan fazla artig bildirilmistir (19).
Calismamizda Grup III’ de kontrole gére SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde
anlamli artis gdzlenmistir. Bu durum beklenen artmis oksidatif strese adaptif sekilde
ylkselmis antioksidan mekanizmay1 gosteriyor olabilir. Benzer sonuglar HHcy gibi
endoteliyal disfonksiyona yol acan hiperkolesterolemi modelinde belirtilmistir (108).
%2 kolesterol iceren diyetle 2 ay beslenen tavsanlarda kavernosal dokudaki
stiperoksit seviyesinde ylikselmeye bagli KK diiz kas gevsemesinde bozulma
saptanmistir. Ayni ¢alismada, KK diiz kas SOD aktivitesinde artis oldugu bununda
bir kompanzasyon mekanizmasi olabilecegi belirtilmistir. Onemli hiicre igi
tamponlardan olan indirgenmis glutatyon ve GSH-Px hiicre igindeki siilfidril
gruplarinin indirgenmis formda kalmasini, hidrojen peroksidin detoksifiye edilmesini
saglar. Homosisteinemi varliginda hiicre i¢i tamponlarin indirgenmis aktivitesinde
belirgin azalma goriiliir (109). Calismamizda SOD’ de gordiiglimiize benzer bir artis
kavernosal doku GSH-Px diizeylerinde de mevcuttu. Yine bu artisin dokuda olusan ROS
seviyelerindeki artisa cevaben olusabilecegini diisiinmekteyiz. Buna bagli olarak daha
yilksek kan Hcy seviyelerinde ve kronik HHcy durumlarinda bu enzimlerdeki
tiikenmeyle birlikte endoteliyal disfonksiyonda artis olabilir ve bu konuyla ilgili ileri

caligmalar gerektigini diistinmekteyiz.
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5.2. Hiperhomosisteinemi ve Penil NOS Izoenzim Diizeyleri

Akingba ve Burnett immiinhistokimyasal olarak rat penil vaskiiler ve
siniisoidal endotelinde eNOS belirlemiglerdir. Western blot analizi ile rat penil
saftinda nNOS ve eNOS mevcudiyetini gostermis; nNOS ig¢in protein ekspresyonu
oncelikle noronal dokuda lokalize, eNOS kavernosal diiz kas ve endotele lokalize
bulunmustur (110). NOS izoform ekspresyonlarinin bir¢ok kimyasal ve fiziksel
stimiilasyonla degistigi belirtilmistir (111). Orsiektomiyi takiben ve androjen
replasmaniyla nNOS ve eNOS igeriklerinde degisiklik gozlenmistir (112,113).
Benzer sekilde alloxan ile olusturulmus diyabetik rat modelinde, siniizoidal ve
vaskiiler endoteldeki eNOS yogunlugu azalmis saptanmistir (110). Diyabetes
mellitus (111,112) ve hiperkolesterolemisi (36) olan hastalarda, penisi innerve eden
sinirlerdeki nNOS seviyeleri azalmistir ve KK’ un noérojenik vazadilatasyonu
zayiflamistir.

Asimetrik dimetilarginin (ADMA) metillenmis arginin rezidiilerini igeren
proteinlerin proteolizinden olusan endojen bir NO sentaz inhibitoriidiir (113). Artmis
plazma ADMA diizeyleri hiperkolesterolemi, HHcy, diyabetes mellitus ve
hipertansiyonu olan hastalarda ortaya ¢ikan bir kardiyovaskiiler risk faktoriidiir
(113). NO olusumunu inhibe etmesinin yaninda, ADMA eNOS ayrigmasini arttirarak
direkt olarak oksidatif stresi arttirtyor olabilir (113,114). Yiiksek plazma ADMA
degerlerinin rat HHcy modelinde (115) ve insanlarda oral metiyonin yiiklenmesi ile
olusturulmus akut HHcy’de (116,117) bozulmus endoteliyal fonksiyonla korele
oldugu gosterilmistir. Bu gozlemler, HHcy’de ADMA yiikselmesinin NO
mevcudiyetini bozdugunu diisiindiirmektedir. Calismamizda, Western blot teknigi ile
saptanan eNOS ve nNOS seviyeleri Grup III’ de Grup I’e gore anlamli azalmig
bulunmustur (her ikisi i¢in p=0,018). Bu sonug¢ daha 6nce tartisilan yayinlardaki gibi
HHcy durumunda NOS izoenzim seviyelerinde diismeyi gdstermektedir.Hcy nin ¢ok
az miktarda arttigt Grup II’ de eNOS anlamli azalirken (p=0,012), nNOS
seviyelerinde belirgin degisiklik saptanmamistir (p=0,135). eNOS seviyesindeki bu
erken diisiis endotel dokusunun Hcy diizeylerine hassasiyetinden kaynaklanabilir.
Benzer sekilde Jones ve ark. endoteliyal NO bagimli relaksasyondaki belirgin

bozulmanin yaninda NANC liflerin elektriksel alan stimiilasyonu ile relaksasyon
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sagladiklarin1 belirtmislerdir. Ayn1 zamanda bu verinin, diabetes mellitustan farkli
sekilde, HHcy durumunda kavernosal fonksiyona ndropatik bir etkinin olmadigin
gosterdigini belirtmislerdir (19). Tyagi N ve ark. kardiyal mikravaskiiler endoteliyal
hiicreleri 0-24 saat boyunca 0-100 microM Hcy ile kiiltiire etmisler, bu uygulamayla
bazal NO seviyelerinde bir degisiklik saptamamiglardir. Fakat Hcy belirgin sekilde
uyarilabilir NOS’u (iNOS) uyarirken ve eNOS seviyelerini diisiiriirken, nNOS
seviyelerinde bir degisiklik yapmamistir (118). Bu c¢alismada bizim verilerimize
benzer sekilde eNOS’un Hcy seviyelerinden daha kolay etkilendigini, nNOS
diizeyindeki degisikligin daha yiiksek Hcy seviyesinde olustugunu gostermektedir.
Calismamizda NOS izoenzim seviyelerinin doku NO seviyeleri ile korelasyonunun
olmamas1 HHcy durumunda NO seviyelerindeki degisikliklerin NO yapimindan mi1
yoksa peroksinitrit olusumunda kullanimiyla mi azaldigini  ayirt etmemizi
engellemistir.

Sonu¢ olarak; olusturulan rat hiperhomosisteinemi modelinde, Hcy
diizeylerindeki orta derecedeki yiikselme kavernosal doku antioksidan enzimlerinde
yiikselmeye neden olmus, bu durumun artmis bir oksidatif strese cevaben olusmus
olabilecegi diisliniilmiistiir. Calismamiz bildigimiz kadariyla literatiirde ilimlt HHcy
olusturulmus rat korpus kavernosumunda eNOS ve nNOS izoenzim seviyelerindeki
degisimleri gosteren ilk verileri saglamistir. Bu veriler 1s5181inda Hey seviyelerindeki
az miktardaki yiikselme bile KK dokusundaki eNOS seviyelerini anlaml
diisiirebilmektedir. Orta derecedeki HHcy (31-100 pmol/L) durumlarinda hem eNOS
hem de nNOS seviyelerinde anlaml1 diigme goriilmektedir. Vaskiiler bir risk faktorii
olarak hiperhomosisteinemi ve ED iliskisinin gerek deneysel gerekse klinik
caligmalarla aydinlatilmasiyla etiyolojiye yonelik ED tedavisinde faydali veriler elde

edilebilecegine inanmaktayi1z.
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OZET

Rat Hiperhomosisteinemi Modelinde Kavernozal Disfonksiyonun Antioksidan

Sistem Ve Nitrik Oksit Sentaz izoenzimleri fle Tliskisi

Smirli  sayidaki ¢alisma, hiperhomosisteineminin korpus kavernosumda
endoteliyel disfonksiyon olusturdugunu ve bunun erektil disfonksiyon nedeni
olabilecegini belirtmistir. Bu ¢alismada, hafif ve orta diizeyde hiperhomosisteinemi
olusturulmus ratlarin korpus kavernosum dokusundaki antioksidan diizeylerindeki
degisiklikleri ve bunun NOS izoenzim diizeyleri iizerine olan etkisini incelemeyi
amagcladik.

Deney gruplari; kontrol grubu (n=8), 0,5 mg/kg/giin metiyonin verilen grup
(n=9) ve 1 gr/kg/giin metiyonin verilen grup (n=9) seklinde olusturuldu. Deneyin 1.
ay1 sonunda ratlarin anestezi altinda kanlar1 ve penis dokular1 alinarak deney
sonlandirildi. Plazmada homosistein seviyeleri c¢alisildi. Korpus kavernosum
dokusunda glutatyon peroksidaz, sliperoksit dismutaz aktiviteleri ve Western Blot
yontemi ile eNOS, iNOS seviyeleri ¢alisildi.

Grup II ve IlI’de kontrol grubuna goére plazma Hcy seviyelerinde artma
gozlenirken, yalmiz Grup II’ deki yiikselme anlamhiydi. Kontrollerle
karsilastirildiginda, SOD diizeylerinde hem Grup II hem de Grup III’ de istatistiksel
olarak anlamli artis saptandi. Glutatyon peroksidaz Grup II’de istatistiksel olarak
anlamsiz bir artig gosterirken, Grup III’ de anlamli bir artis gosterdi.

eNOS Grup II ve Grup III’ de kontrole gore diisiik saptandi ve bu disiisler
istatistiksel olarak anlamliydi. nNOS seviyelerinde Grup II’ de Grup I’e gore artis
saptanmus, fakat artig istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. Bunun yaninda Grup
I’ de Grup I’ e gore belirgin bir azalma tespit edildi.

Bu calisma, Hcy diizeylerindeki orta derecedeki ylikselmenin kavernosal
dokuda antioksidan enzim aktivitelerinde yiikselmeye ve buna ek olarak eNOS ve
nNOS seviyelerinde diismeye neden oldugunu gostermistir. Etiyolojiye yonelik
erektil disfonksiyon tedavisi agisindan, hiperhomosisteinemi ve erektil fonksiyon
iligkisinin ortaya konulmasi i¢in daha ileri arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar sozciikler: antioksidanlar, erektil disfonksiyon, homosistein, NOS.
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SUMMARY

The Relation of Cavernosal Dysfunction with Antioxidant System and Nitric

Oxide isoenzymes in a Rat Model of Hyperhomocysteinaemia

Limited number of studies pointed out that hyperhomocysteinemia causes
endotelial dysfunction and it could be a reason for erectile dysfunction. In this study,
our aim was to study the effect of mild and moderate hyperhomocysteinemy on
antioxidant and NOS levels of rat corpus cavernousum tissue.

Study groups formed as control group (n=8), 0,5 gr/kg/day methionine given
group (n=9) and 1 gr/kg/day methionine given group (n=9). At the end of the first
month of the study, the blood and penis tissues of the rats were collected under
anesthesia. Homocystein levels were studied at plasma. Gluthation peroxidase (GSH-
Px), superoxide dismutase (SOD) activities and eNOS, iNOS levels, with Western
blot analyse, were studied at rat corpus cavernosum tissue.

Compared to the control group, plasma Hcy levels were increased in group II
and III, but this increase was only significant in group III. There was a statically
significance in SOD levels both in group II and group III. While GSH-Px increase
was not statically significantin group II, it is observed significant in group III.

eNOS was decreased both in group II and group III, and these results were
statically significant. Group II nNOS levels were higher than group I, but the
difference wasn’t statically significant. Furthermore, there was a significant decrease
in group III compared to the control group.

Our study demostrated that, a moderate increase in plasma homocystein levels
causes an increase in antioxidant activities and additionally a decrease in eNOS and
nNOS levels. In terms of etiology based erectile dysfunction treatment, to identify
the relation between hyperhomocysteinaemia and erectile function, there is a need
for further studies.

Keywords: antioxidants, erectile dysfunction, homocystein, NOS.
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