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OZET

Cinsel uyar1 olmaksizin uzamis istemsiz ereksiyon olarak tanimlanan
priapizm; klinik olarak diisiik akimli, yiiksek akimli ve tekrarlayan tipte olmak tizere
iic grupta smiflandirilir. Iskemik priapizm olarak da tanimlanan diisiik akiml
priapizmde, kavernozal diiz kas yapisinin bozulmasi nedeniyle erektil disfonksiyon
goriilebilmesinden dolay1, iskemik priapizm iirolojik acil bir patoloji olarak kabul
edilmektedir. Etyopatogenezinde iskemik apoptozisin etkin oldugu bu erektil
disfonksiyon tablosunda, ¢esitli growth faktorlerin rol oynayabilecegi bildirilmistir.
Bu calismada, deneysel olarak diisiik akimli priapizm fizyopatolojisinde apoptozisi
indiikleyen Bcl-2/adenoviriis E1B 19 kDa-interacting protein 3 (BNIP-3) ve
antiapoptotik etkiye sahip growth faktorlerden Epidermal Biliylime Faktori
(EGF)’niin etkinligi arastirildi.

Deneysel iskemik priapizm modeli olusturulmak iizere toplam 24 adet erigkin
Sprague-Dawley sigan dort esit grup olacak sekilde galismaya dahil edildi. Grup 1
kontrol grubu olarak degerlendirilip, Grup II’e 4 saatlik iskemik priapizm uygulandi.
Grup I1I’e, 4 saatlik iskemik priapizm uygulanmadan 6nce 7 giin boyunca 10 mcg/kg
dozda intraperitoneal (i.p.) EGF verildi. Grup IV’e ise, yine 4 saatlik iskemik
priapizm uygulanmadan 6nce 7 giin boyunca 20 mcg/kg (i.p.) dozda EGF verildi.
Kontrol grubunda ereksiyonun spontan sonlanmasini takiben ve diger gruplarda 4
saatlik iskemik priapizm sonrasi, tiim ratlar dekapite edilerek en bloc penis
eksizyonu uygulandi. Alinan kavernozal doku orneklerinden Western Blot yontemi
ile BNIP-3 ekspresyon diizeyi ve TUNEL metodu ile apoptozise giden hiicreler
belirlendi.

Gruplar BNIP-3 ekspresyon diizeyleri agisindan degerlendirildiginde; en
yiksek BNIP-3 diizeyi Grup II’de 120,7 + 1,68 oraninda saptanmakla birlikte,
calisma gruplar igerisinde en diisiik BNIP-3 diizeyi 7 giin boyunca 20 mcg/kg (i.p.)
EGF verilen Grup 1V’de 102,9 + 1,56 oraninda tesbit edildi. Her ii¢ ¢alisma
grubunda da, BNIP-3 ekspresyon diizeylerindeki artis kontrol grubuna gore anlamli
yiikksek bulunmasma ragmen, EGF uygulanan gruplardaki BNIP-3 diizeyleri Grup
II’e gore anlamli olarak diisiik diizeylerde belirlendi (p<0,05). Apoptozis yayginlik
derecesi agisindan g¢alisma gruplarinin degerlendirilmesinde, en diisiik apoptozis

oraninin Grup IV’de oldugu belirlendi.



Uzama siiresine gore degisik oranlarda erektil disfonksiyon gelisebilecek olan
iskemik priapizmde, kavernozal diiz kas biitinliginii korumaya yonelik
antiapoptotik tedavi yontemleri yeni arastirma konularidir. Apoptotik etkisi olan
BNIP-3’tin, EGF ile antagonize edilmesi sonucu kavernozal dokularda goriilen
apoptozisdeki azalma, bu yolaklar {izerinden konservatif yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesini saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: iskemik priapizm, Apoptozis, BNIP-3, EGF



ABSTRACT

THE ROLE OF APOPTOSIS AND THE EFFECT OF EPIDERMAL
GROWTH FACTOR (EGF) ON PRO-APOPTOTIC BNIP-3 IN THE
EXPERIMENTAL PRIAPISM RAT MODEL

Priapism, which is described as prolonged erection without any sexual
stimulus is clinically classified in three groups as low-flow, high-flow and stuttering
priapism. By low flow priapism which is also described as ischemic priapism,
irreversible erectile dysfunction may result due to impairment of the cavernousal
smooth muscle therefore it is accepted as an urological emergency. It is reported that
various types of growth factors could play a role in this ischemic apoptosis induced
erectile dysfunction. In this experimental study the efficacy of apoptosis inducing
Bcl-2/adenoviriis E1B 19 kDa-interacting protein 3 (BNIP-3) and Epidermal Growth
Factor (EGF) with its antiapoptotic effect in the pathophysiology of low-flow
priapism is researched.

Twenty-four adult Sprague-Dawley rats divided into 4 equal groups were
included to the study in order to realize the experimental ischemic priapism model.
Group | is accepted as the control group, ischemic priapism is achieved and
maintained for 4 hours in the group II. In the group Il and IV EGF was
intraperitonealy admitted during 7 days in 10 mcg/kg and 20 mcg/kg doses
respectively before achieving the 4 hours lasting priapism status. After spontaneous
regression of erection in the control and 4 hours of priapism in the other groups the
rats were decapitated and en-bloc penis excision was performed. BNIP-3 expression
level and the cells in the apoptotic phase were determined respectively by using
Western Blot and TUNEL method in the cavernousal tisssue samples.

By comparing the groups in regard to the BNIP-3 expression levels it was
detected that Group Il had the highest and Group IV with intraperitoneal 20 mcg/kg
EGF application for 7 days the lowest level with 120,7 + 1, 68 and 102,9 + 1,56
respectively among all groups. Although the BNIP-3 expression level increase in all
three study groups is statistically significant higher than the control group it was
detected that BNIP-3 expression level was statistical significantly lower in the study
groups with EGF admission than Group Il (p<0,05). By the analysis of the study

Vi



groups regarding the apoptosis extension level the lowest apoptosis rate was
detected by Group IV.

The antiapoptotic therapy methods regarding the protection of the
cavernousal smooth muscle structure in ischemic priapism which may result in
various levels of erectile dysfunction due to the duration of the ischemic status, are
new aspects of research. The decrease in apoptosis in the cavernousal tissue as a
result of the antagonisation of the apoptotic agent BNIP-3 with EGF could lead to
development of new therapy methods through these pathways.

Keywords: Ischemic priapism, Apoptosis, BNIP-3, EGF
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1. GIRIS

Priapizm; seksiiel uyar1 ve orgazm olmaksizin 4 saati agsan tam veya kismi
ereksiyon seklinde tanmimlanmaktadir. Kadinlarda ender olarak goriilen priapizm
insidans1 erkeklerde de ¢ok fazla degildir (1.5/100.000) (1). Priapizm klinikte ti¢
farkli sekilde karsimiza gikmaktadir. iskemik priapizm en sik goriilen seklidir ve
tedavi edilmediginde kavernoz diiz kaslarda nekroz, fibrozis ve erektil disfonksiyona
yol acar. Bu durum kompartman sendromunun bir &rnegidir ve acil tedavi
gerektirmektedir. Non iskemik priapizm ise siklikla kavernozal arter yaralanmasinin
eslik ettigi , penil veya perineal yaralanmalarda goriiliir. Bu durum idiyopatik olarak
ta gortilebilir. Tekrarlayan priapizm ise genellikle orak hiicre anemisi gibi bazi kan
hastaliklarinda gériilmektedir (2).

Iskemik priapizmde hipoksi, asidoz ve glikopeni nedeniyle 4 saat sonra
kavernozal diiz kaslarda degisiklikler belirlenmekle birlikte, 12. saatte ultrastriiktiirel
degisimler belirginlesmektedir (2, 3). Iskemik priapizmin 24 saati astig1 hastalarda
endotel hiicrelerinde irreversibl nekroz ve erektil dokulardaki fibrozis sonucu %
90’lara varan oranlarda erektil disfonksiyon gelisebilecegi bildirilmektedir (4).

Iskemik priapizmde kavernozal dokuda pO2 ve pH azalmakta, pCO2 ise
artmaktadir. Ayrica gikopeni ile birlikte metabolik degerlerde bozulma ortaya
¢ikmaktadir (5). Metabolik degerlerdeki bozulma kavernozal dokuda oksidatif
fosforilasyonu bozmakta ve sonucta hiicre i¢i adenozin trifosfat (ATP) miktari
hiicrenin yasamin1 devam ettirebilecegi seviyenin altina diigmekte ve apoptotik siire¢
baslamaktadir. Bu apoptotik siliregte pek ¢ok mediator rol oynamakla birlikte
ozellikle growth faktorlerin etkin oldugu belirlenmistir (6).

Onemli bir pro-apoptotik mediatér olan Bcl-2/adenoviriis E1B 19 kDa-
interacting protein 3 (BNIP-3)’iin de priapizm patofizyolojisinde etkin olabilecegi ve
BNIP-3’tin  inhibisyonunun priapizmde olusabilecek penil doku patolojilerini
onlemede kullanilabilecegi yeni arastirma konularidir.

Calismamizda si¢an diisiik akimli priapizm modelinde, kavernozal diiz kasta
meydana gelen fonksiyonel degisimlerde pro-apoptotik mediatér olan BNIP-3’iin
rolii ve Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) ile bu degisimlerin 6nlenebilirliginin

arastirilmasi amaglandi.



1.2. Genel Bilgiler

1.2.1. Tarihce

Priapizm ¢ok eski zamanlardan beri bilinmekle birlikte, Yunan mitolojisi ve
eski Misir yazitlarinda adi gegmektedir. Priapizm adini antik Yunan kiiltiiriinden
bilinen erkeklik ve fertilitenin sembolii olan Priapus tanrisindan almistir (Sekil 1.1).
Anadolu’da gecen efsaneye gore, Zeus'un Afrodit’ten olan gayr-i mesru gocuguna,
Zeus’un esi Hera kem gozlerini gondermis ve cocuk (priapus) penisi kendi boyu
kadar ve siirekli ereksiyon halinde dogmustur. Afrodit cocugundan utanmis ve onu
bugiin Lapseki olarak bilinen yerde bir tarlada terk etmistir. Tarlada biiyliyen
priapus, tipki kendisi gibi toprakla biiyiiyen ve yetisen her seye giic ve bereket
vermistir. Bu onu “Bereket Tanris1” yapmis ve cok biiyliik olan penisi de gii¢

sembolii haline gelmistir (7, 8).

| Sk

Priapo. Pompei, casa dei Vetti . Photo © Maicar Forlag - GML

Sekil 1.1. Topragin bereket tanrisi Priapus (9)
Eski Misir Ebers papiriislerinde priapizmle ilgili bilgiler ve tedavi igin

regeteler bulunmaktadir (10).



Priapizm tanimma ilk kez 1616’da Petraens tarafindan yaymlanan
“Gonorrhoea, Satyriasis et Priapisme” baslikli bir makalede rastlanmistir (12).
Priapizm’in ilk tanimlandigi ingilizce literatiir ise 1845‘te Tripe tarafindan
yayinlanmustir (11).

Priapizm patofizyolojisi ile ilgili modern literatiirde yayinlanmis ilk makale
Hinman’a ait 1914 yilinda yayinlanan arastirmadir (12). Hinman priapizmi mekanik
(%80) ve norojenik (%20) olarak iki kategoriye ayirmistir. Mekanik nedenler
arasinda hematolojik hastaliklar, pelvik abse, genital travma ve penil timor,
norojenik sebepler olarak ta sifiliz, beyin timori, epilepsi, beyin travmasi ve
entoksikasyonlar bildirilmistir (12). Daha sonra 1960 yilinda Frank Hinman Jr. 151k
mikroskopu kullanarak, korporal dokunun giinler igerisinde kalinlasarak, 6dematoz
ve fibrotik hale geldigini gostermistir (13).

1.2.2. Anatomi

Insan penisi iki adet kaverndz, bir adet spongioz cisimden ve bu yapilari
cevreleyen fasial yapilarindan meydana gelmis kompleks bir yapidir (14).

1.2.2.1. Korpus Kavernozum

Iki tane olup, distalde birbirine yapisik olan kaverndz cisimler simfizis pubis
altinda birbirlerinden ayrilarak iki krus olustururlar. Her bir krus, iskion pubis
kemiginin altindaki tuberositas iskiiye yapisir. Simfizis pubis ile kaverndz cisimler
arasindaki ligamentum suspensoryum, kruslardan sonra ikinci fiksasyon noktasini
olusturur. Timesans ve rijidite sirasinda korpus kavernozumdaki ¢ok sayida siniizoid
kanla dolar. Korpus kavernozumlari ayiran septumdaki fenestrasyonlar iki taraftaki

sintizoidler arasinda gegisi saglar (Sekil 1.2 A, B) (15).
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Sekil 1.2. A, B Penisin aksiyel kesit anatomisi (16)

1.2.2.2. Korpus Spongiozum

Penisin ventralinde bulunan yapidir. Ugte ikilik distal {iretray1 igerir. Distalde
glans penisi olusturur. Penisin ereksiyonuna 6nemli katkis1 yoktur (14).

Buck fasyasi, korpus kavernozumlarla, korpus spongiozumu sarar. Bu
fasyadan olugsan fibroz bir septum kaverndz cisimleri spongidz cisimden ayirir. Her
korpus kavernozum Buck fasyasinin altinda, tunika albuginea olarak adlandirilan

kalin fibroz bir kapsiille sarilidir. Penis, Buck fasyasinin iizerinde i¢ten disa dogru;



ince bir faysa (Colles fasyasi), gevsek cilt alti dokusu ve cilt ile cevrilidir.
Siniizoidler endotel ile doseli bosluklardir. Bunlar gevsek bag dokusu ve diiz kas
trabekdilleri ile ¢evrili, ndrojenik uyaranlara hassas aktif kontraktil birimlerdir (Sekil

1.3A, B) (14).

Endotel Hitcrelen

Diiz Kas Hiicrelenn

Kollojen Lifler1 — Lalkiiner Bosluk

Ductus ejacuiatont \ f ~~ Ductull prostaict

bulbo-urethralis, — _“ T

Glandula - s
Ductus glanduiae |.® - Crista urethraks

- Tunice P cavert

_ Trabeculae corporum cavernosorum

Sekil 1.3. B. Penisin kesitsel anatomisi (17)



1.2.2.3. Arterler

Erektil dokunun ana arteri, internal iliyak arterin terminal dali olan internal
pudendal arterdir. Her iki tarafta internal pudendal arterler penis kokiine girmeden
once birer perineal, bulber ve kiiglik tiretral dal verirler ve penil arter olarak devam
ederler. Penil arterler, penis kokiinde dorsal penil arter (DPA) ve kaverndz arter
olmak tizere ikiye ayrilir. DPA’ler primer olarak glans ve penis derisini
kanlandirirlar. DPA’ler ile kaverndz arterler arasinda sik anastomozlar bulunur. DPA
penisin dorsal yiiziinde glansa dogru uzanir ve glansta kisa helisin arterler halinde
son bulur. Normal durumlarda her kaverndz cisim kendi kavernozal arteri ile
beslenir. Kavernozal arterler her bir kavern6z cismin ortasinda ya da mediale dogru
hafifce ekzantrik yerlesim gosterirler ve siniizoidal bosluklara kiigiik dallar verirler.
Erektil doku kan akiminin asil kaynagi kavernozal arterlerdir (Sekil 1.4) (14).
Bununla birlikte penil arteryel anatomide anlamli varyasyonlar bulunabilir.
Bookstein ve Leng, erektil disfonksiyonlu 25 hastada yaptiklar1 bir arastirmada,
olgularin %80’inden fazlasinda klasik anatomiden farkli onemli varyasyonlar

saptamuglardir (15).

Hehcin arter ey
|nternal pudendal

Kavemozal arter
artenn penil kolu

Bulboiiretral arter
Sirktimfleks arter
Dorsal arter

Sekil 1.4. Penisin arter agi (17)

1.2.2.4. Venoz Drenaj

Kavernoz cisimlerin vendz drenaji emisser ya da sirkumfleks venler araciligi
ile derin dorsal vene (DDV) olur. DDV retropubik vendz pleksusa dokiiliir. Kavernoz
cisimlerin proksimal kisminin drenajini saglayan kaverndz venler, deri ve deri alt1
dokusunu drene eden iiretral venlerle birleserek internal pudendal vene; deri ve

derialti1 dokusunu drene eden siiperfisyal dorsal ven ise eksternal pudendal vene



dokiilir. Kaverndz cisimlerin vendz drenaji retropubik pleksus ve internal venler
aracilig1 ile internal iliyak vene olurken, penisin siiperfisyal vendz drenaji eksternal

pudendal venler araciligi ile eksternal iliyak vene olmaktadir (Sekil 1.5) (14).

Kaverrozal ven

Intemal pudendal ven

Bulbar ven

Subtunial ventis pleksus
[ Retrokoronal vends pleksus

Sekil 1.5. Penisin vendz drenaji (17)

1.2.2.5. Penisin Innervasyonu

Penis derisi ve glans penisten gelen duyuyu ileten sinir lifleri dorsal penil
sinir yolu ile pudendal sinire katilirlar. Penisin somatik innervasyonu pudendal sinir
kanali ile primer olarak S2, S3 ve S4 spinal sinirlerden kaynaklanir. Glans penisin
parasempatik innervasyonunu saglayan liflerin kokeni S2-4’tlir ve nervus erigentes
(nervus splanchnici pelvici) araciligr ile pelvik pleksusa ulasirlar. Ejakiilasyonu
saglayan sempatik liflerin ¢ikis merkezi ise T11-L2 spinal segmentleridir (Sekil 1.6 )
(14).



Sekil 1.6. Penisin innervasyonu (16)

1.2.3. Fizyoloji

Ereksiyon, kavernoz arteriyoller, veniiller ve siniizoidlerdeki diiz kaslarin
tonusu ile diizenlenen kompleks bir hemodinamik olaydir. Flask bir peniste, bazal
alfa-adrenerjik stimiilasyon, kavernozal arterioller ve korporal siniizoidlerin diiz
kaslarini kontrakte durumda tutar. Bu evrede kaverndz cisimlere sadece metabolik
faaliyetlere yetecek kadar kan akimi olmaktadir. Siniizoidler kontrakte durumda iken
tunika albuginea ile sinilizoid duvarlar1 arasinda seyreden veniiller agik olup vendz

drenaj serbest¢e olmaktadir (Sekil 1.7) (18).



Sekil 1.7. Flask durumda korpus kavernozum ve damarlar (16)

Penil ereksiyon;

Seksiiel uyari ile kavernozal sinirlerden diiz kas gevsemesini saglayacak
ndrotransmitter salinimi

Hem sistolik, hem de diyastolik fazda artmis kan akimi i¢in arteriyol ve
arterlerde dilatasyon

Genisleyen siniizoidlere kanin depolanmasi

Subtunikal venlerin, tunika albuginea ve periferal siniizoidler arasinda
kompresyonu ile vendz geri doniiste azalma (Tlimesans fazi)

Tunikanin gerilmesiyle, icteki sirkiiler ve distaki longitudinal tabakalar
arasindaki emisser venlerin kapanmasi ile vendz geri doniislimiin en aza
inmesi

Kavernoz i¢i basincin artmasi (yaklagik 100 mmHg) ile penisin ereksiyon
konumunu almasi (Tam ereksiyon fazi)

Iskiyokavernozal kaslarin kasilmasi ile kavernozal basincin daha da
artmasi (birka¢ yiiz mmHg) (rijid ereksiyon fazi) ile gergeklesir (Sekil
1.8) (18).



Sekil 1.8. Ereksiyon sirasinda korpus kavernozum ve damarlar (16)

Penil ereksiyonu baglatan ve yoneten néromediyator nitrik oksittir. Nitrik
oksit (NO), nitrik oksit sentetaz (NOS) enziminin katalizorliigiinde L-Arjininin (L-
Arg), L-Sitruline doniismesi sirasinda meydana gelmektedir (Sekil 1.9). Bu
tepkimeden meydana gelen NO, ¢6ziinebilir guanilat siklaz enzimini aktive ederek,
siklin guanozin monofosfat (¢cGMP) iiretimini arttirmakta ve sonugta arteriyel ve
kavernozal diiz kasta gevseme meydana gelmektedir (19). NOS’un baglica 3 farkl
izoformu tanimlanmistir. Bunlar;

e NOS Tip 1 (néronal NOS veya nNOS)

e NOS Tip 2 (indiiklenebilir NOS veya iNOS)

e NOS Tip 3 (endotelyal NOS veya eNOS)

NOS Tipl ve NOS Tip3, temel NOS (constitutive NOS veya cNOS) olarak
adlandirilir. Ayrica yakin zamanda tanimlanan ve mitokondriyal NOS (mNOS)
olarak isimlendirilen yeni formda bulunmaktadir. Tanimlanan NOS izoformlar
arasinda penil ereksiyon mekanizmasinda en onemli rolii arteriyel vazodilatasyon

olusturmasi nedeniyle eNOS oynamaktadir.
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L-Atjinin

NOS

NO NO* ONOO-
(Nitroksil Anyomi) (Nitrozonyum Katyonu) (Peroksinitrit)

Sekil 1.9. NO ve tiirevlerinin olusumu (19).

Kavernoz arterdeki basing ve akim, ereksiyon siirecinin arteryel yeterliligini
belirler. Arteryel akim azalirsa veya kanin geri doniisiimii artarsa detiimesans olusur.

Pudendal ve kaverndz arteryel akimlarin ve intrakorporal basinglarin
gozlenmesi sonucu ereksiyonun;

e Flask/Latent

e Tlumesans

e Tam Ereksiyon

¢ Rijid Ereksiyon

e Detlimesans

olmak tizere 5 faza boliinebilecegi gosterilmistir (20).

Detiimesans, penil ereksiyonun sonlanmasini ve tekrar flask duruma gegisi
tanimlamaktadir. Detiimesans sirasinda sirasiyla asagidaki olaylar gerceklesir;

e Kaverndz diiz kasin kasilmasi

e Arteryel akimda azalma

e Venoz geri doniisiin tam olarak ya pasif (intrensek diiz kas tonusu ile) ya
da aktif (artmis sempatik aktivite ile) veya her ikisi ile saglanmasi sonucunda
gergeklesir.

Insanda ereksiyon sirasinda kaverndz diiz kastaki elektriksel aktivite

azalmakta, detiimesans ile normale donmektedir (21, 22).
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1.2.4. Priapizm

Priapizm, cinsel uyar1 olmaksizin uzamis istenmeyen ereksiyon halidir (23).

1.2.4.1. Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Priapizm, insidansi biitiin yas guruplarinda 1.5/100.000’dir (1). Tipik olarak
insidans 5-10 yas arasinda ve 20-50 yas arasinda iki kez pik yapar. Cocukluk ¢aginda
en sik neden orak hiicre anemisi iken, eriskinlerde siklikla farmakolojik ajanlar
nedeni ile priapizm gelismektedir (10). Ancak priapizm uzamis noktiirnal
ereksiyonun sonucu olarak veya seksiiel iliski sonrasinda da baglayabilmektedir.
Etyolojik faktorlerin ortak noktasi ereksiyonun devamlilifinda seksiiel uyarinin veya
uyaranin mevcut olmamasidir (24). Priapizme neden olan faktorler Tablo 1.1’ de
Ozetlenmistir.

Priapizmin siniflandirilmasi patofizyolojisine gore; Diisiik akimli (iskemik),
yiiksek akimli (iskemik olmayan), etyolojiye gore; primer, sekonder, idyopatik veya
tekrarlama sikligina gore; tekrarlayan, tekrarlamayan seklinde yapilmaktadir.
Giliniimiizde kabul edilen siniflama ile priapizm 3 gurupta incelenmektedir.

1- Iskemik(diisiik akiml1) priapizm,

2- Non-iskemik (ytiksek akimli) priapizm,

3- Tekrarlayan (rekiirren) priapizm.

Tablo 1.1. Priapizme neden olan etiyolojik faktorler (24).

Idyopatik
Tlaclar
Antikoagiilanlar
= Heparin
= Varfarin
Antihipertansifler
= Dihidralazin
= Guanetidin
= Labetolol
= Nifedipin
= Fenoksibenzamin
Antidepresanlar
= Fenelzin
= Trazodon
= Hipnotikler
= Klozapin
= Diazepam
Alfa adrenerjik reseptor blokerleri
Tamsulosin (25)
Doksazosin (26)
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Terazosin (27)

Prazosin (28)

Bagimlilik yapici maddeler

Kokain

Etanol

Marihuana

Intrakavernozal enjekte edilebilen ilaglar

Papaverin

Prostoglandin E1

Sildenafil sitrat (29)

Testosteron (30)
Hematolojik bozukluklar

Orak hiicreli anemi

Losemi

Multiple myelom

Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri

Talasemi

Trombositopeni

Henoch-Schonlein purpurasi
Metabolik bozukluklar

Amiloidozis

Fabry Hastalig

Gut

Diyabet

Nefrotik sendrom

Bobrek yetmezligi

Hemodiyaliz sendromu

Hiperlipidemik total parenteral beslenme sendromu
Travma
Tiimorler (primer veya metastatik)
Norolojik bozukluklar

1.2.4.2. Priapizm Patofizyolojisi

Arteriyel veya veno-okliizif mekanizmay1 etkileyen, penil hemodinamideki
uyumsuzluk priapizm ile sonuglanmaktadir (10). Bu mekanizma her iki tip priapizmi
de (distik ve yiiksek akimli) agiklamaktadir.

Kavernozal dokularin iskemik hasar1 erektil disfonksiyona neden olacagindan
dolayr iskemik priapizmin erken degerlendirilmesi ve tedavisi 6nemlidir. Bu
nedenden dolay1 priapizmin tipinin belirlenmesi hayati onem tasimaktadir.

Iskemik (veno-okluzif, diisiik akimli) priapizm en sik goriilen tiptir. Iskemik
priapizmi tanimlamada ereksiyon siiresi tartigmalidir. Bununla birlikte, deneysel ve
klinik ¢aligmalar gostermistir ki, hipoksi ve asidoz 4 saat sonra kavernozal fibrozise

neden olmaktadir ve bu siireden 6nce priapizmin tedavi edilmesi kavernozal fibrozisi
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onleyebilmektedir (31, 32, 33). Iskemik priapizm rijid ve agrili ereksiyon ile
karakterizedir. Kavernozal kan gazi analizlerinde siklikla hipoksi, hiperkapni ve
asidoz ile bulunmaktadir. Iskemik priapizmde, kavernozal diiz kasta ultrastriiktiirel
degisiklikler 12 saat sonra, fokal nekroz 24 saat sonra, son olarak genis nekroz ve
fibroblast benzeri hiicrelerin transformasyonu ise 48 saat sonra goriilmektedir (34).
Tedavi edilmezse veya tedavide gec¢ kalinirsa (>24 saat) kavernozal diiz kaslarda
nekroz, irreversibl korporal fibrozis ve erektil disfonksiyon meydana gelmektedir
(Sekil 1.10) (26).

Non-iskemik (arteriyal, yiiksek akimli) tip, priapizmin daha az goriilen tipidir
ve diizensiz kavernozal kan akimi nedeniyle olusmaktadir. Bu tip siklikla kavernozal
arter veya dallarindan birinin korpus kavernozum ig¢ine riiptiirii sonucu meydana
gelmektedir (35). Ayrica intrakavernozal tedavi sirasinda kavernozal arterin igne ile
laserasyonunun da yiiksek akimli priapizme neden oldugu rapor edilmistir (36).
Travma sonrasi, diizensiz arterial akim, direkt olarak lakunar alanlara girmektedir.
Bunun sonucu kavernozal siniislerde kan gollenmekte ancak subtunikal veniillerin
kompresyonu tiimesansi tamamiyla 6nlemek i¢in yeterli diizeyde olmamaktadir (37).
Bu nedenden dolay1 ereksiyon genellikle agrisizdir ve korpus kavernozum rijit
degildir. Kavernozal kan analizi normal arterial oksijen basincini gosterir; asidoz ve

hipoksi yoktur. Aspirasyon kan rengi acik kirmizidir ve acil tedavi gerekli degildir.

: 24. saat
. Priapizmin uyariimasi
Y Mindr endotelyal
Diiz kas hasar
kontraksiyonunda Minor diiz kas
azalma nekrozu
Pihtr olugumu
l 48. saat

Trombiis olugumu
Kan akiminin durmasi
Yaygin diiz kas nekrozu

Y
Histolojik Degisiklikler

Endotel yikimi

48. saatten sonrasi

Trombiis

12. saat . ‘ Kas nekrozu
T ol SOl ¢ e AT Fibrozis
inimal endotelya b e G TET34 o i
hasar d e s I@n Sli)n_erﬂ

. Fibrozis

Interstisyel ddem

Sekil 1.10. Disiik akimli priapizmde patofizyolojik degisiklikler (16).
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Uciincii tip olan tekrarlayan priapizm olduk¢a ender goriilmektedir ve
istenmeyen agrilt ereksiyon epizodlari arasinda detiimesans periyotlart ile
seyretmektedir. Siklikla idiopatik olmakla beraber daha fazla iskemik olma
egilimindedir. Ozellikle ¢ocuklarda orak hiicre anemisi ile iliskili olabilmektedir
(38).

1.2.4.3. Tam

Priapizm tanis1 siklikla klinik olarak kolaylikla konur. Anamnez, fizik
muayene ve gerektiginde yapilacak laboratuar incelemeler ile etyolojinin saptanmasi
miimkiindiir. Anamnez sirasinda sorgulanmasi gereken en 6nemli parametrelerden
birisi priapizmin siiresidir. Dort saatten daha uzun siiren priapizm olgularinda
kavernozal fibrozis daha sik gelismekte ve erektil disfonksiyon sikligi artmaktadir.
Sira dis1 vakalarda ise penil nekroz goriilebilmektedir (6). Agrinin varhgr diisik
akimli ve yiliksek akimli priapizmin ayirici tanisinda faydali olabilir. Yiiksek akimli
priapizm siklikla agrisiz olmaktadir.

Idiyopatik priapizm ile bagvuran hastalarda, mutlaka hematolojik diskrazi,
malignensi, yiiksek doz antidepresan, psikoaktif ila¢ kullanimi arastiriimalidir.

Diisiik akimli priapizm ile yiiksek akimli priapizmin ayrimim saglayacak en
onemli inceleme intrakorporeal kan gazi analizidir. Diisiik akimli ve yiiksek akimli
priapizm ayrimi tablo 1.2°de 6zetlenmistir (1, 10, 24).

Tablo 1.2. Diisiik ve yiiksek akimli priapizmin ayirict tanisinda 6lgiitler (1, 10, 24).

Yiiksek akimh priapizm Diisiik akimh priapizm
pO2 >30 mmHg <30 mmHg
pCO2 <60 mmHg >60 mmHg
pH >7.25 <7.25
Agn - ++
Pulsasyon ++ -

Palpasyon Elastik Rijid
Arteryel akim Yiiksek Diisiik
Venoz akim Var Yok
Viskozite Diisiik Yiiksek
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1.2.4.4. Tedavi

Diistik ve yiiksek akimli priapizm ayrimi yapildiktan sonra tedavi segenegi
belirlenmektedir (Sekil 1.11).

Diisiik akimli priapizm kavernozal dokuda iskemi ve buna bagl erektil
disfonksiyona neden olabileceginden acil miidahele gerektirmektedir. Diisiik akimli
priapizm tanis1 konar konmaz 19 G kelebek igne ile korpus kavernozum
aspirasyonuna baglanmalidir. Aspirasyon ile irrigasyon uygulanabilir. Aspirasyon ile
agr1 azalir, intrakavernozal basin¢ diiser ve kavernozal diiz kaslarin yeniden
oksijenlenmesi saglanmis olur. Bu tedavinin yaklasik %30’luk bir basar1 oran1 vardir.
On dakikalik bir detiimesanstan sonra basarili olunamazsa alfa-adrenerjik bir ajan
intrakavernozal olarak uygulanmalidir. Uygulanabilecek alfa-adrenoreseptor
agonistleri ve diger ilaglarin dozlar1 Tablo 1. 3’ te 6zetlenmistir. Bu tedavi, cerrahi

yontemlere gecmeden Once detiimesanst saglamak i¢in 1 saat boyunca

tekrarlanmalidir (1, 39).

Distal gantn
tekrarlanman veva
proksimal sint + Biyopsi

Erken penil protez
implantasyom

Sekil 1.11. Priapizmin tedavi algoritmasi (40).
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Tablo 1.3. Priapizm tedavisinde kullanilabilecek ¢esitli ilaglar, dozlar1 ve uygulama

yontemleri (1, 39).

Ilac Doz

Intrakavernozal uygulama

Alfa-adrenoseptor agonistleri

Epinefrin 0.03-0.05 mg
Etilnefrin 2-20 mg
Fenilefrin 0.1-1 mg
Norepinefrin 0.01-0.02 mg
Metilen mavisi 50 mg

Intravenéz/oral uygulama

Dopamin 2-4ug/kgi.v.
Terbiitalin siilfat 5 mg oral
Ketamin hidroklortir 1 mg/kg i.v. veya i.m.

Konservatif tedavi ile detiimesans saglanamaz ise cerrahi tedavi
uygulanmalidir. Cerrahi tedavide amag korpus kavernozum ile glans penis (korpus
spongiozum) arasinda veya korpus kavenozum ile vendz dolasim arasinda bir sant
olusturmaktir (10). Korpus kavernozum ile glans penis arasinda sant olusturmanin en
kolay yontemi Winter prosediiriidiir. Bu uygulamada bir biyopsi ignesi glans
penisten korpus kavernozuma kadar ilerletilir (41, 42, 43, 44, 45). Basarisiz olunan
vakalarda daha kesin bir sant olusturmak gereklidir. Grayhack’in tanimladig
kavernosafenoz sant veya Quackles tarafindan tanimlanan kavernospongioz santlar
uygulanabilir (46, 47). Son olarak 2009 yilinda Tom Lue ve arkadaslari tarafindan
olusturulan ve diger tiim distal ve proksimal santlarin yerini alma potansiyeli olan T
santlar1 tanimlanmistir. Bu prosediirde on numara bistiiri, glans penisten ayni
taraftaki korpus kavernozuma kadar ilerletilir ve daha sonra {iretranin aksi yoniine 90
derece gevrilir (48). Cerrahi dekompresyon tekniklerinin basari oranlari yaklagik
%75tir (39).

Rees ve arkadaslari, konvansiyonel tedaviye yanitsiz priapizm vakalarina acil
penil protez implantasyonu uygulamasii Onermislerdir. Hastalarda, erken

komplikasyon gozlenmedigi, hastalarin tamaminin sonugtan memnun oldugu ve
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biiyiilk cogunlugunun sekstiel olarak aktif oldugu, penil uzunlugun korunabildigi
bildirilmistir (49).

1.2.5. Apoptozis

Apoptozis; Wyllie, Kerr ve Currie tarafindan hiicre biiziilmesi ve niikleer
kondensasyonla seyreden hiicre dliimiinii tanimlamak i¢in yunanca “ddkiilen yaprak™
anlamina gelen kelimeden tiiretilmistir (50). Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii
biitiin ¢ok hiicreli canlilarda organ boyutunun sabit kalmasi1 i¢in durmadan yenilenen
dokularda hiicre proliferasyonunun kontroliinii tanimlamaktadir (51). Programli
hiicre o6limi sadece apoptozis terimini igermemektedir. Programli hiicre oliimii
apoptozis, apoptozis benzeri programlanmis hiicre Olimii ve nekroz benzeri
programlanmais hiicre 6liimii olmak tizere 3 baslikta incelenmektedir.

Apoptozis, nekrozdan oldukga farklidir (52) (sekil 1.12). Nekrozda akut hiicre
hasarmi takiben hiicre ve organellerinin sisip lizise ugradig1 pasif ve patolojik bir

hiicre 6limi sz konusudur.

Apoptozis ve nekrozun farkhliklan

Nekmz
{ hocrazannda s D
P M l‘ .J paigakinma % ¥
‘s (& ' nultu\. b o &
( !° S -1 soedesime) Sutubares o
Neinil ' . ATPazolma | " [‘ngckom . o
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hucre \_ Wy s ™
. | e of A — . Y el - o
'l ‘ Fagositoz
S Y 4
\ -‘- " e 4 2 Ty
hucrbizismes 2 5 ’,-- l
e 5i -3 . - ik -
Jrcmatnve - - “r‘x“ . 4
stopazmada 1 ;
woaurlEms = f — -.. Y
Y apegrtotil

cizimek

Apoptozlf.

Sekil 1.12. Apoptozis ve nekrozun morfolojik farkliliklari (52).

Nekroz sirasinda hiicrenin su ile siserek patlamasi sonucunda hiicre
igerigindeki molekiillerin ortama ¢ikmasi ile inflamatuvar yanit olusur. Apoptozis ise
nekrozdan farkl olarak aktif islev gerektiren genetik kontrollii bir siirectir. Apoptozis
sirasinda hiicre bliziislir ve 1 saatten kisa bir slirede hacminin %30’unu kaybeder.
Mitokondriyum morfolojik olarak saglamdir, ancak burada hasarlanan asil hedef
organel hiicre ¢ekirdegidir. Niikleusta kromatin yogunlasir ve deoksiriboniikleikasit

(DNA) pargalanir. Bu DNA pargalar1 hiicre zari ile kaplidir (apoptotik cisimcikler)
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ve c¢evredeki hiicreler tarafindan fagositoz ile uzaklastirilir. Apoptozis sirasinda
hiicre igerigi membranla kapli oldugundan inflamatuvar yanit gelismez. Apoptozun
asirt oldugu durumlarda ortamdaki makrofajlar apoptotik cisimcikleri yeterli
fagositozla temizleyemezlerse bunlar degrade olarak ikincil nekroza ugramakta ve
inflamasyona yol acabilmektedirler (53). Programlanmis hiicre  6limii,
embriyogenezis, organ involiisyonu (6rnegin; timus), immiinolojik reaksiyonlar ve
diferansiye hiicrelerin yasam siirelerinin sonlanmasi gibi bir¢ok fizyolojik olayda yer
almaktadir (54). Ayrica degisik hiicre tiplerinde farkli gevresel uyarilar apoptozisi
baglatmaktadir. Hemen tiim hiicrelerde iyonizan radyasyon, inflamatuvar sitokinler,
oksidatif stres, redoks potansiyelinde degisiklikler, biiylime faktorleri veya trofik
faktorlerin ortamdan kaybolmasi, mekanik stres apoptozisi baglatabilmektedir (53,
54, 55). Apoptozis reaktif oksijen radikalleri ile uyarilabilir. Antioksidan enzimlerin
azalmasi, apoptozisin uyarilmasindan sorumlu hiicresel reaktif oksijen radikallerinin
artisina neden olmaktadir (53).

1.2.5.1 Apoptozisin Diizenlenmesi ve Etki Mekanizmasi

Apoptotik siirecte bugiine kadar saptanmis en az 30 protein ve bir o kadar da
olast rolii diigiiniilen protein vardir. Apoptozis Bcl-2 grubu dimerize proteinler
tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 geni, bir proto-onkogendir. Bazi antiapoptotik (bcl-2,
bcl-xlI) ve pro-apoptotik (bax, bad) proteinler bu grupta yer almaktadir. Apoptozisle
ilgili diger Onemli bir protein de p53 geni ile iligkilidir. p53 geni, insan
malignitelerinde en stk mutasyonu gosterilmis gendir. Aberran hiicre biiyiimesi ve
hiicre boliinmesini azaltic1 6nemli gorevleri olan bu onko-Supresor gen, DNA hasari
ile aktive olur ve apoptozisi baslatabilmektedir. Oliim reseptérii olarak adlandirilan
bir membran proteini olan Fas antijeni, apoptozisin diger bir kilit noktasini
olusturmaktadir. Fas antijeninin hiicre yiizeyinde ilgili ligandina baglanmasi ile
intrasitoplazmik FADD (Fas Associated protein with Death Domain, Fas ile iliskili
hiicre 6liimii zinciri) kompleksi olustugu gosterilmistir (56). Apoptozis sirasinda
hiicre fragmentasyonunu saglayan proteolitik enzim ailesine kaspazlar adi
verilmektedir (56,57). Sistein proteaz yapida olan bu enzimler tiim hiicrelerde inaktif
pro-enzim halinde bulunurlar. Oliim sinyalini baslatan enzimler olarak da kabul
edilen kaspazlar bir kaskad seklinde birbirini aktive ederek apoptozis siirecinde rol

oynarlar (sekil 1.13) (58). Kaspaz enzimleri apoptotik siire¢te ¢cok 6nemli bir rol
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oynamalarina ragmen kaspazdan bagimsiz °’Apoptozis benzeri programli Hiicre
Oliimii (PHO)’* olarak tanimlanan bir apoptotik siire¢ de tammlanmstir. Apoptozis
benzeri PHO’ nii apoptozise neden olan olaylarm tamami uyarabilmektedir. Bu
olaylar Endoniikleaz G ve Apoptozisi Indiikleyen Faktor uyarimma neden olmakta

ve hiicreyi Apoptozis Benzeri PHO ne siiriiklemektedir (sekil 1.14) (59).
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Sekil 1.13. Kaspaz-bagimli apoptozis semast (58)

PUMA: Apoptozisin p53 ile regiile edilen modiilatorii (p53-upregulated modulator of apoptosis)

IAP: Apoptozis inhibitorii (Inhibitor of apoptosis)

Smac: Mitokondriden saliman ikinci kaspaz aktivatorii (Second mitochondria-derived activator of
caspase)

Diablo: Disiik pI degerli direk IAP baglayan protein (Direct IAP binding protein with low pl)

Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive eden faktor 1 (Apoptotic protease activating factor 1)
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Sekil 1.14. Kaspaz bagimsiz apoptozis semasi (59)

IAP: Apoptozis inhibitorii (Inhibitor of apoptosis)
EndoG: Endoniikleaz G

AIF: Apoptozisi indiikleyen faktor (Apoptosis Inducing Factor)

PHO: Programli hiicre liimii

Smac: Mitokondriden saliman ikinci kaspaz aktivatorii (Second mitochondria derived

activator of caspase)

ROS: Reaktif oksidatif tiirler (Reactive oxidative species)
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1.2.5.2. BNIP-3

Bcl-2/adenoviriis E1B 19 kDa-interacting protein 3 (BNIP-3), hipoksik
durumlarda upregiile olan Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik tiyelerinden birisidir (60,61).
BNIP-3’tin kuvvetli sekilde asir1 ekspresyonu mitokondride gegirgen transisyon
porlarin (permeability transition:PT) a¢ilmasi, membran potansiyelinin kaybi ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi ile karakterizedir (62). BNIP-3 ekspresyonu
sonras1 yaygin sitoplazmik vakuolizasyon ve elektron-dens cisimlerin formasyonu
elektron mikroskopisinde (EM) goriilebilir. Ayrica BNIP-3 ile olusan hiicre 6liimii,
mitokondriden sitokrom c salinimindan ve fibroblast ile epitelyal hiicrelerdeki kaspaz
aktivasyonundan bagimsizdir (62). BNIP-3 yapisi diger Bcl-2 aile fiyelerine
benzemektedir. Mitokondri proteinini hedefleyen ve hiicre 6liimiinii indiiklemek igin
gerekli olan C-terminal transmembran (TM) domainini i¢cermektedir (62). BNIP-3
proteini diger Bcl-2 aile iiyelerinde de bulunan ve aymi dizilime sahip Bcl-2
homology 3 (BH3) domainine sahiptir. Ancak diger Bcl-2 aile iiyelerinden farkl
olarak BH3 domainindeki delesyon BNIP-3’iin 6ldiirme aktivitesini etkilemez (63).
BNIP-3 ile olusan hiicre 6liimii Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu ile bloke edilirken, diger
pro-apoptotik Bcl-2 aile iiyelerinde bu olay goriilmemektedir. Bel-2, BNIP-3’iin BH3
domaini yerine TM domaini ile birlesmektedir. Bu nedenle BNIP-3’deki BH3’iin
fonksiyonu tam olarak anlasilamamuistir (62).

Hipoxia-inducible factor-1 (HIF-1), hipoksik hiicre cevabinda gen
ekspresyonunun regiilasyonunda transkripsiyon faktorii olarak rol oynar. HIF-1
diisiik oksijen konsantrasyonlarindan etkilenen bir sensére sahiptir (64). BNIP-3
promotor bolgesi 5’-CGTG-3” dizesine sahip HIF-1 duyarli element (HRE) igerir ve
hipoksiyle ya da HIF-1 alfa ekspresyonunun artmasiyla aktiflenir (65).

Hipokside BNIP-3 ekspresyonu asil olarak transkripsiyon ile kontrol edilir ve
HIF-1 alfa’nin kontrolii altindadir (Sekil 1.15) (66).
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Sekil 1.15. BNIP-3 etki mekanizmasi (66).

1.2.5.3. Apoptozisin Saptanmasi

Apotozis ile ilgili ¢alismalar hizla artmasina karsin apoptozisi saptamak ve
degerlendirmek pek kolay olmamaktadir (67). Ozellikle tek bir hiicrede apoptozis
olay1 saatler icerisinde gelistiginden, apoptotik siirecteki hiicreyi morfolojik olarak
tammak ve Kkantifiye etmek zordur (68). Apoptotik hiicredeki morfolojik
degisiklikleri saptamak i¢in 151k mikroskobu, elektron mikroskobu ve akim
sitometrisi (flowcytometry) kullanilmaktadir. Yine ¢esitli sitoplazmik degisikliklerin
saptanmas1 (6rnegin kaspaz aktivitesinin, hiicreye kalsiyum akisinin veya mitokondri
disfonksiyonun Ol¢lilmesi) membran degisikliklerinin belirlenmesi (6rnegin,
membran gecirgenliginin de§ismesi) apoptozis siirecinde veya regiilasyonunda
gorevli cesitli proteinlerin kandaki veya dokudaki diizeyinin 6l¢giilmesi (6rnegin,
Bcl2/Bax orani), DNA pargalanmasinin gesitli 6zel immiinohistokimyasal boyalarla
saptanmast bu yontemler arasinda sayilabilir. Biitlin bu yontemler i¢inde en sik
rastlanan yontemler DNA’daki degisikliklere dayali olan DNA agarose gel
electrophoresis ve terminal deoxytransferase mediated bio-dUTP Nick and Labeling
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(TUNEL) boyasi ile formalinde veya Bouine soliisyonunda fikse edilmis materyalde
yapilan mikroskobik incelemedir (69).

1.2.6. Priapizm ve Apoptozis

Diisiik akimli priapizm sirasinda kavernozal dokuda iskemi gelismektedir.
Iskemiye bagl olarak kavernozal dokularda hasar olusmakta ve bu da fibrozise
neden olarak erektil fonksiyonu bozmaktadir. Ote yandan konservatif tedavi veya
cerrahi ile tedavi edilen olgularda da kavernozal fibrozis gelismektedir (70). Diisiik
akimli priapizmde uygulanan aspirasyon/a-adrenerjik ajan veya cerrahi girisim ile
goreceli yiiksek basingli oksijen kavernozal dokuya ulasarak siiperoksit radikallerinin
olugsmasina neden olmaktadir. Siiperoksit radikalleri oksidatif stres olusumuna neden
olmakta ve yaygin apoptozis gelisimine yol ag¢maktadir. Yaygin apoptozis,
inflamatuvar yanit ve fibrozis ile sonuglanmaktadir (70).

1.2.7. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

EGF ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek fare
submandibular tiikiiriik bezinden izole edilmistir (71, 72). Cohen erkek fare
submandibular tiikiirik bezinde Sinir Biiyiime Faktoriinii (NGF) izole etmeye
calisirken bu bezlerden elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere enjekte edildiginde
erken dis patlamasi ve erken goz kapagi acilisina neden oldugunu gozleyerek etken
maddeyi izole etmis ve bu maddeye epidermisin gelisimini hizlandirict etkisinden
dolay1 Epidermal Growth Factor (EGF) adin1 vermistir (73, 74).

EGF endojen olarak submandibular tiikiiriik bezinden sentezlenerek tiibiiler
kanal hiicrelerinde depo edilir. Bu bezin ¢ikarilmasi ile plazma EGF diizeylerinde
herhangi bir degisiklik olmaz. Bu durum organizmada ikinci bir sentez yerinin
bulundugunu diisiindiirmektedir (71, 75, 76). Insanda EGF’nin asil kaynag
submandibular bez olmay1p parotis bezdir (77).

EGF trombositlerde de bulunmaktadir (71, 78). Trombositler tarafindan bu
madde yara iyilesmesinin erken evrelerinde yiiksek miktarlarda salinmaktadir (71).

EGF benzeri bir faktor insandan da izole edilerek “urogastron” denmistir (79).
EGF’nin pek ¢ok dokuda varlig1 gosterilmistir. Bobrek, tiikriik bezleri ve lakrimal bez
tarafindan da iretildiginden idrar, tiikriikk ve gozyasinda bol miktarda bulunur (71).

Duodenum brunner bezleri, troid, pankreas, adrenal bez, ovaryum, parotis bezi,
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karaciger, 6zefagus, mide, ince bagirsak, kolon, kalp, bobrek, prostat, iskelet kasi, diiz
kas, akcigerler, timus bezi bunlar arasinda sayilabilir.

EGF amino asit dizisinde lizin, fenilalanin ve alanin bulundurmayan ve 53
amino asitten olugsmus tek zincirli bir polipeptittir. 6000 Da molekiil agirligina sahip
(73), birgok dokuda reseptorleri olup, epitelyal ve mezotelyal kokenli hiicrelerde
mitojenik bir polipeptitdir (80). Molekiiliin bir ucu NH2 grubu, diger ucu ise COOH

grubu ile sonlanmaktadir. Polipeptit alti Sistein kokiine sahiptir ve {i¢ tane disiilfit

bag icerir. Bu disiilfit baglari molekiiliin biyolojik aktivitesi i¢in ¢ok gereklidir (Sekil
1.16) (81).

Sekil 1.16. EGF’nin yapisi1 (80).

EGF reseptortii, diger bliylime faktor reseptorleri gibi sinyalin baglatilmasinda
rol oynayan tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. EGF reseptorii ile birlesip agregasyon
ve fosforilasyon olayr meydana geldikten sonra EGF+reseptor birlikte sitoplazmaya
gecerler (82). Orada lizozomlar ile birleserek reseptozomlart olustururlar ve
parcalanirlar. Alternatif bir yol olarak EGF+reseptor direkt olarak nukleusa giderek
orada kopyalanmayi baslatirlar (83). EGF reseptor aktivasyonu hiicre replikasyon ve

transkripsiyonunu ve DNA sentezini baslatir (Sekil 1.17) (84).
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Sekil 1.17. EGF sinyalizasyon yolu (82)
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney Hayvanlan

Ratlarda deneysel diisiik akimli priapizm modeli olusturmak i¢in Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alindi. Firat Universitesi Deney Hayvanlar ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen, ortalama agirligi 271.25 + 26.9 g olan 24 adet
yetiskin (3, 5 aylik) Sprague Dawley sigan kullanildi. Biitiin deney hayvanlari
vivaryumda 12 saatlik gece/giindiiz diizeninde, 20 + 2°C oda sicakliginda ve %50 +
10 nemli ortamda barindirildi. Sigcanlar standart sigan yemi ile beslendi. Deney
hayvanlarina yem ve su kisitlamasi uygulanmadi, ancak deney giinlerinde anestezi
uygulamasindan dnce 2 saat siireyle yem ve su verilmedi.

Sicanlar rastgele asagidaki 4 gruba ayrildi.

Grup I: Kontrol Grubu

Grup II: Priapizm Grubu

Grup I1I: Epidermal Biiylime Faktorii (10 mcg/kg) verilen Priapizm Grubu

Grup 1V: Epidermal Biiyiime Faktorii (20 mcg/kg) verilen Priapizm Grubu

Birinci gruptaki siganlarda anestezi altinda vakum yontemi ile ereksiyon
olusturuldu fakat ereksiyonun 10 dakika icinde spontan sonlanmasi saglandi. Ikinci
grup sicanlara herhangi bir ila¢ veya kimyasal madde verilmedi ve penis kokiine
lastik klemp yerlestirilerek ereksiyonun 4 saat devamlilig1 saglandi. Penis kokiine
yerlestirilmis olan lastik klemp 4. saatin sonunda ¢6ziildii ve daha sonra penis rezeke
edildi. Ugiincii grup sicanlara 7 giin boyunca 10 mcg/kg EGF intraperitoneal (i.p.)
olarak verildi ve 7. giiniin sonunda priapizm grubundaki deney hayvanlarindaki gibi
priapizm olusturularak 4 saat sonra penis rezeke edildi. Dordiincii grup siganlara ise
7 giin boyunca 20 mcg/kg EGF (i.p.) verildi ve 7. giiniin sonunda priapizm
olusturularak 4 saat sonra penis rezeke edildi. Diseksiyon plagina alinan penis tesbit
edilerek diseksiyon mikroskobu yardimi ile proksimalden iiretra tanimlandi. Uretra,
korpus spongiozum, glans penis ve derin dorsal ven diseke edilerek korpus
kavernozumlar izole edildi (Sekil 2. 1, 2. 2).
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Sekil 2.1. Rat penis anatomisi grafik (85).

Uretra ve Korpus
Spongiozum

Korpus Kavernozumlar

Derin Dorsal Ven

Sekil 2.2. Mikrocerrahi diseksiyon sonrasi rat penis anatomisi

Alinan dokularin yarist histopatolojik degerlendirme igin, diger yarist da
Western blot degerlendirme igin ayristirildi.

2.2. Deney Sirasinda Kullanilan Anestezi

Deneyler sirasinda her tiirlii cerrahi girisim anestezi altinda uygulandi. Bu

amagla deney hayvanlarinin cerrahi anestezi derinligine ulagsmasi beklendi. Sedatif
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ve diiz kas gevsetici olarak ksilazin hidroklorid (Rompun %2, Bayer, Tirkiye) 10
mg/kg (i.p.) dozunda uygulandi. Dissosiyatif anestezik olan ketamin hidrokloriir
(Alfamine %10, Ege Vet, Tiirkiye) 50-60 mg/kg (i.p.) dozunda uygulandi.

2.3. Ereksiyon ve Priapizmin Olusturulmasi

Deney hayvanlarinda ereksiyon olusturma i¢in vakum yontemi kullanildi.
Vakum olusturmak i¢in ucu genisletilmis ¢cam uglu enjektor kullanildi. Deney
hayvanlarina anestezi uygulandiktan sonra, penis tanimlanarak prepisyum retrakte
edildi ve ¢am uglu enjektor ucuna yerlestirilip vakum olusturmak i¢in enjektoriin

pistonu 20cc ¢ekildi (Sekil 2. 3).

Sekil 2.3. Vakum ile ereksiyon olusturulmasi
Ereksiyon olusturulduktan sonra vendz geri doniisiin engellenmesi ve
priapizm gelismesi igin penis proksimaline lastik klemp yerlestirildi. Sekil 2.4°de

ereksiyon olusturuldugunda ve 4 saat sonrasi goriilmektedir.

A B

A: Priapizm olusturulduktan hemen sonra,
B: Priapizm olusturulduktan 4 saat sonra
Sekil 2.4. Priapizm olusturulmasi
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2.4, Tlaclar

Epidermal Biiyiime faktori (EGF) (Sigma, E 9644). Serum fizyolojikte
¢Oziinerek hazirlandi.

2.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 pum kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara alind1.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi.

TUNEL boyama metodu:

Lamlar, gece boyu (12saat) 37°C'lik etiivde bekletildikten sonra
deparafinizasyona alindi. Bu amag ile;

Deparafinizasyon ve rehidratasyon:

1. Oda 1sisinda 15 dakika ksilene daldirildi. Taze ksilen kullanarak 2. kez 15
dakika inkiibe edildi.

2. Oda 1sisinda 5 dakika %100 etanole daldirildi. Taze etanol kullanarak 2.
kez 5 dakika inkiibe edildi.

3. Oda 1s1sinda 5 dakika %90 etanole daldirildi.

4. Oda 1s1sinda 5 dakika %80 etanole daldirildi.

5. Oda 1s1sinda 5 dakika %70 etanole daldirildi.

6. Kisaca 1XTBS (Tris buffer saline) ile durulandi ve spesimenin etrafi
dikkatle kurulandi.
Spesimenin gecirgenligini arttirmak amaciyla;

1. 2 mg/ml proteinaz K 10 mM Tris PHS i¢gnde 1:100 diliie edildi. (Lam

basina 2mg/ml Protenaz K’nin 1 mikroL ‘si 10mM Tris’in 99mikroL’sine eklenerek
karistirildi.)

2. Spesimenin tamami 20 mikrog/ml proteinaz K’nin 100mikroL ile kaplandi.
Oda 1s1sinda 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin asilmamasma dikkat
edildi. Kurumasina izin verilmedi.

3. IX TBS (Tris buffer saline) ile durulandi.

Endojen Peroksidaz inaktivasyonu asamasina gecildi;

1. %30 luk H202 metanol iginde 1:10 diliie edildi. (Lam basina 10 mikrol
%30 H202 ile 90 mikrol metanol karistirildi.)
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2. 100mikrol %3 H202 ile spesimen kaplandi. 5 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Bu asamada da inkiibasyon siiresine uyuma 6zen gosterildi.

3. 1X TBS (Tris buffer saline) ile duruland.

4. Dikkatlice fazla olan s1v1 alind1 ve spesimen etrafi kurulandi.

Dengeleme ve Isaretleme reaksiyonu icin;

1. 5X TdT dengeleyici tampon 1:5 oraninda dH2O ile diliie edildi. (Lam
basina 20mikroL 5X tampon ile 80 mikroL dH20 karistirildi.)

100mikroL 1X TdT dengeleyici tampon ile spesimen kaplandi. 10-30 dakika

oda 1sisinda inkiibe edildi.

Bu esnada isaretleme reaksiyonu karistmi hazirlandi. (Lam basina
57.0mikroL. TdT isaretleme reaksiyon karisimi ve 3.0 mikroL TdT enzimi buzdaki
mikrofiij tiibiine transfer edildi ve hafifce karistirildi.)

Lamlarin kurumamasina dikkat edildi.

2. Dikkatle spesimendeki 1X TdT dengeleyeci tampon kurutma kagidi ile
alindi. Spesimene dokunmamaya dikkat edildi.

3. Hemen 60mikroL TdT isaretleyici reaksiyon karigimi (daha once
hazirlanmis olan) spesimene uygulandi.

4. Lamdan daha genis hazirlanmig olan parafin film ile spesimen kaplandi.
Parafin filmin bir kosesi uzun birakilarak daha sonra kaldirma ve yapistirma
esnasinda kolaylik saglandi.

5. Lamlar nemli ortama alinarak 37°C de 1, 5 saat inkiibe edildi.

Isaretleme Reaksiyonunun sonlandirilmasi icin;

2. Parafin film kaldirildi, slide 1X TBS ile durulandi.

3. Spesimen 100mikroL stop soliisyonu ile kaplandi. Oda 1sisinda 5 dakika
inkiibe edildi.

4. 1X TBS (Tris buffer saline) ile durulandi.

5. Dikkatlice fazla olan s1v1 alind1 ve spesimenin etrafi kurulandi.

Tespit asamasina gecildi;

1. Spesimen 100 mikroL bloklayicit tampon ile kaplandi. Oda i1sisinda 10
dakika inkiibe edildi.

2. 50X konjugat bloklayic1 tampon iginde 1:50 oraninda diliie edildi (Lam
basina 2 mikroL 50X konjugat ile 98 mikroL bloklayici tampon karigtirildr).
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3. Bloklayic1 tampon kurutma kagidi ile spesimene dokunmadan dikkatle
alindi. Hemen 100mikroL dilue 1X konjugat spesimene uygulandi.

4. Lamlar nemli ortama alinarak oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.

5. Inkubasyonun bitmesine 5 dakika kala DAB soliisyonu hazirland.

(Her 10 lam igin 1 tablet DAB ve 1 tablet H202/iire, 1Iml TAP/FAUCET
H20 i¢inde ¢ozdirildii.)

6. 1X TBS (Tris buffer saline) ile duruland.

7. Fazla olan s1v1 alind1 ve spesimen etrafi kurulandi.

8. 100 mikroL DAB soliisyonu ile spesimen kaplandi. Oda 1sisinda 10- 15
dakika inkiibe edildi.

9. Lamlar dH2O ile durulandu.

Zit boyama icin;

1. Hemen spesimen 100 mikroL metil green counterstain soliisyonu ile
kaplandi.

2. Oda 1sisinda 3 dakika inkiibe edildi.

3. Lamlar kenarindan emici havluya degdirildi ve soliisyon emdirildi. Lam
tutucu ile coplin kabina yerlestirildi.

4. Lamlar 2-4 defa %100 etanole daldirild1.

5. Emici havlu ile kisa siire kurulandi.

6. Tekrar taze %100 etanole 2-4 kez daldirild.

7. Emici havlu ile kisa siire kurulandi.

8. Lamlar 2-4 defa %100 ksilene daldirildi.

9. Lamlarin arkasinda ve spesimenin etrafindaki ksilen temizlendi.

Spesimenlerin isti entalan ve lamel ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlar aragtirma mikroskobunda (Olympus BH-2)
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Metil green ile yesile boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi
niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyanmanin yayginlig1 esas alindi.
TUNEL boyamanin yayginligi 0’dan +4’¢ kadar sayi ile semi-kantitatif olarak
skorlandi (Tablo 2.1.).
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Tablo 2.1. TUNEL boyanma yayginliginin derecesi

Derece Anlami
0 Yok
+1 Cok az
+2 Az
+3 Orta
+4 Siddetli

2.6. Western Blot Analizleri

Sican  korpus kavernozum  dokusu  Orneklerinin  hazirlanmasinda
homojenizasyon yontemi kullanildi. Dokular 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon
solusyonunda {10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NacCl, 0.1mM fenil metil siilfonil
florid (PMSF), 5uM soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)} mekanik homojenizator
(Ultraturrax, IKA, Almanya) yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi.
Homojenatlar sogutmali santrifiijde (Hettich, Almanya) +4 °C’de 60 dakika siireyle
60.000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar mikrosantrifiij tiiplerine
alinarak Western blot analizleri i¢in —70 "C’de saklandh.

Western blot prosediirii; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog
ettirilen proteinlerin, nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin
immiinolojik metotlarla gdsterilmesini kapsar. Blotlama yapilmadan 6nce ¢alisilan
orneklerdeki proteinler elektriksel ortamda poliakrilamid jel {izerinde go¢
ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-PAGE’de gergeklestirilmektedir.
Bu amacla, elde edilen Sican korpus kavernozum dokusu homojenatlarindaki protein
konsantrasyonu; kit kullanilarak (Abcam, Cambridge, UK) daha oOnce bildirilen
prosediire gore saptandi (86). Homojenatlarin Western blot analizi bildirilen
metodlara gore yapildi (87, 88, 89).

Jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana (Schleicher and Schuell, Inc.,
USA), aktarimi (blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel
blotlanmak iizere alindi. Nitroselilloz membrana transferin gerceklestirilmesi i¢in
poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran ylizeyleri arasinda bosluk kalmayacak
bicimde kars1 karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlartyla sarilmis bir sekilde
blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus

tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek ig¢in 60 dakika
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boyunca 150 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi
saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliiloz membranda
protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama
islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliiloz membran tampon
solusyonla [NaH,PO,4.2H,0 (0.025 M), Na,HPO,4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)],
calkalayic1 tizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan
baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na, HPO,;, 20 mM NaH,PO, (pH: 7.2)
tamponunda % 1’lik taze sigir serum albumini (BSA) ile 37 °C’de 90 dakikalik
inkiibasyonla bloklandi.

Primer antikor olarak BNIP-3 (Abcam, Cambridge, UK) kullanildi. Primer
antikor % 0.05 oraninda Tween—20 bulunan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak
kullanildi. Nitroseliiloz membran primer olarak BNIP-3 antikoru ile +4 °C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonraki safhada nitroseliiloz membran 5 kez 5
dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
nitroseliiloz membran % 0.05 oraninda Tween—-20 bulanan tamponda 1:1000
oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle
37 °C’de 90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz
membran 5 kez 5 dakika tampon solusyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05
oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
reaksiyon sonucu nitroseliiloz membran tizerindeki bantlar kisa bir siire sonra
goriinlir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la
renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliilloz membran iyice
yikandi. Nitroselilloz membran iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif
yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rdlatif yogunluklari Image
Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim
programi kullanilarak analiz edildi.

2.7. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analiz i¢in
SAS (Statistical Analysis System) programi kullanildi. Biitiin degerler; ortalama
standart hata (AO+SH) olarak belirlendi. Kontrol grubu ile degerlendirmede Fisher’s
post hoc testi kullanildi. Sonuglar, anlamlilik p<0, 05 diizeyinde degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol grubunda (Grup
I) +1 (Sekil 3.1.1.), priapizm grubunda (Grup Il) +3 yayginliginda gozlendi (Sekil
3.1.2.). Priapizm grubu (Grup Il) ile kiyaslandiginda tedavi gruplarinda (Grup Il ve
Grup 1V) belirgin olarak azalmis TUNEL pozitifligi dikkati ¢ekti. Grup III’de +2
(Sekil 3.1.3.) ve Grup IV’de +1 (Sekil 3.1.4.) yayginliginda TUNEL pozitifligi
azalmis olarak izlendi. Pozitif kontrol i¢cin meme dokusu (Sekil 3.1.5.) kullanildi.

Negatif kontrolde TUNEL pozitifligi saptanmadi (Sekil 3.1.6.).

Sekil 3.1.1. Kontrol grubunun (Grup I) TUNEL ile boyanmasi

Sekil 3.1.2. Priapizm grubunun (Grup Il) TUNEL ile boyanmast
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Sekil 3.1.3. Epidermal Biiylime Faktorii (10mcg/kg) verilen grubun (GruplIl)
TUNEL ile boyanmasi

Sekil 3.1.4. Epidermal Biiyiime Faktorii (20mcg/kg) verilen grubun (GrupIV)
TUNEL ile boyanmast
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Sekil 3.1.5. Pozitif kontrol i¢in kullanilan meme dokusu

: e b
~A - - - .
. 4 -
4 -] P W
+ o . ] b

Sekil 3.1.6. Negatif kontrol i¢in kullanilan meme dokusu

Tablo 3.1. Tiim gruplarda elde edilen TUNEL boyanma indeks degerleri

Groups
Variables
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV
Apoptozis indeksi +1 +3 +2 +1
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3.2. Western Blot Bulgular

Hipoksik durumlarda ekspresyon artig1 goriilen BNIP-3 proteini, proapoptotik
aktivite gostermektedir.

Western Blot BNIP-3 ekspresyon diizeyleri, Sekil 3.2.’de sunulmustur.
Calismamizda; kontrol grubu ile kiyaslandiginda priapizm grubunda (Grup 1),
korpus kavernozumdaki BNIP-3 ekspresyon diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artmis olarak saptandi (Sekil 3.2.; p<0,05).

Yine c¢alismamizda; 7 giin siireyle 10 mcg/kg ve 20 mcg/kg dozda EGF
uygulanan tedavi gruplarinda (Grup III ve Grup 1V), korpus kavernozumdaki BNIP-3
ekspresyon diizeyi priapizm grubuna (Grup Il) gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmis olarak saptandi (Sekil 3.2.; p<0,05).

BNIP-3 | commnty WSS W Ssecnan’ |
150 -

100 -
50 | I
ﬂ Ll Ll Ll 1

Grup | Grupll Grup Il Grup IV

Percent of control

Sekil 3.2. Deneysel Priapizm olusturulan Siganlarda EGF’nin BNIP-3
ekspresyonu tizerine etkisi (BNIP-3 Ekspresyon diizeyleri Western Blot yontemiyle,

kontroliin yiizdesi olarak belirlenmistir).

Priapizm olusturulan ratlarda, BNIP-3 diizeylerinin kontrole gore %20,7
diizeyinde artig1 tespit edilmistir. Tedavi gruplarinda, BNIP diizeylerinin doza
bagimli olarak lineer azaldigi tespit edilmistir. 7 giin siireyle 10 mcg/kg EGF
uygulanan grupta (Grup Il) BNIP-3 ekspresyon diizeyi priapizm grubuna gére %10,7
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azalirken, 7 giin siireyle 20 mcg/kg EGF verilen grupta (Grup III) %14,7 oraninda
azalmistir (Tablo 3.2.).
Tablo 3.2. EGF’nin BNIP-3 ekspresyonu iizerine etkisi.

Grup | Grup Il Grup 111 Grup IV

BNIP-3** 100,0+1,22 120,7+1,68 107,7+3,13 102,9+1,56

*Veriler Fisher's testi ile onemlilik diizeyi P<0,05 olacak sekilde degerlendirilmistir. Veriler
ortalama+standart sapma seklinde sunulmustur.
**BNIP-3 ekspresyon diizeyleri western blot yontemiyle kontroliin yiizdesi olarak verilmistir.
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4. TARTISMA

Priapizm, seksiiel istek veya uyaran olmaksizin geligen istenmeyen ereksiyon
hali olarak tanimlanmaktadir. Priapizm klinikte {i¢ farkli sekilde belirlenmektedir.
Diisiikk akimli (iskemik) priapizm en sik goriilen seklidir ve tedavi edilmediginde
kavernozal kaslar nekroza gitmekte, sonugta kavernozal fibrozis ve erektil disfonksiyon
gelismektedir. Iskemik priapizm rijid ve agrili ereksiyon ile karakterizedir. Aspire
edilen kavernozal kan koyu renklidir ve kan gazi analizleri siklikla hipoksi (PO2<30
mmHg), hiperkapni (PCO2>60 mmHg) ve asidoz (pH<7.25) ile karakterizedir.
Deneysel ve klinik caligmalar gostermistir ki, hipoksi ve asidoz 4 saat sonra
kavernozal fibrozise neden olmaktadir ve bu siireden dnce priapizmin tedavi edilmesi
kavernozal fibrozisi dnleyebilmektedir (2, 31, 32). Iskemik priapizmde; kavernozal
diiz kasta ultrastriiktiirel degisiklikler 12 saat sonra, fokal nekroz 24 saat sonra, genis
nekroz ve fibroblast benzeri hiicrelerin transformasyonu ise 48 saat sonra
goriilmektedir (10). Tedavi edilmezse veya tedavide ge¢ kalinirsa (>24 saat)
kavernozal diiz kaslarda nekroz, irreversibl korporal fibrozis ve erektil disfonksiyon
meydana gelmektedir (4). Bundan dolay1 iskemik priapizmde penil kan akiminin
optimal sekilde saglanmasi, acil tedavinin ana prensibi olmalidir.

Priapizm patofizyolojisi ile ilgili modern literatiirde yayinlanmis ilk makale
Hinman’a ait 1914 yilinda yayinlanan arastirmadir (12). Daha sonra 1960 yilinda
Frank Hinman Jr. 1s1tk mikroskopu kullanarak, korporal dokunun giinler icerisinde
kalinlasarak odematoz ve fibrotik hale geldigini gostermistir (13). Spycher ve
arkadaslari, elektron mikroskobu incelemesinde priapizm olusan dokuda 12. saatte
sinuzoidal epitelde destriiksiyon, 24. saatte trombosit adheransi, 48. saatte sinuzoidal
alanda trombiis ve diiz kasta nekroz olustugunu goéstermislerdir (3). Broderick ve
arkadaslari, hayvan (tavsan) deneyinde anoksik kosullarda alfa-adrenerjik
agonistlerin c¢alismayarak intraseliiler kalsiyum artisina ve uzun siliren diiz kas
relaksasyonuna yol agtiklarini kanitlamiglardir (90).

Viicuttaki tim diiz kaslar istirahatte relaksasyon, fonksiyonel durumda
kontraksiyon halinde bulunurlar. Bu durumun tek istisnasi penistir. Penil diiz kaslar
istirahat halinde yani giiniin yaklasik 23 saatinde kontrakte sekilde bulunurlar. Ancak
penisin fonksiyonel olarak aktif hali olan ereksiyonda, diiz kaslar relaksasyona

ugramaktadirlar. Dolayisiyla peniste gerek tiimesans, gerekse detiimesans
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olugsmasinda penis diiz kas fonksiyonu etkin rol oynamaktadir. Pek ¢ok
mekanizmalarla regiile edilen penil diiz kas tonusunda, kontraksiyona egilimin
artmast erektil disfonksiyonla, relaksasyona egilimin artmasi priapizmle
sonuc¢lanabilmektedir.

Kavernozal diiz kaslarda relaksasyon saglayan baslica yolaklar; nitrik oksit-
siklik guanozinmonofosfat (NO-cGMP) yolagi, adenozin yolagi ve hemoksijenaz 1-
karbonmonoksit (HO1-CO) yolagidir. Kontraksiyonu etkileyen olas1t mekanizmalar
ise; fosfodiesteraz tip 5 (PDES) enzim aktivitesi, norepinefrin (NE), endotelin-1 (ET)
ve Rho-kinaz cevabidir. Penisin anatomik yapisi ve fonksiyonel &zelliklerinin
optimum olarak korunmasi i¢in, diiz kas tonusunun regiilasyonunda etkili olan bu
mekanizmalarin dengeli bir sekilde fonksiyon gostermesi gerekmektedir. Dolayisiyla
priapizm etyopatogenezinde penis diiz kas dokusunda kontraksiyonda etkin olan
mekanizmalar azalmis, relaksasyonda etkin olan mekanizmalarda ise artmis bir
fonksiyon beklenmektedir (10, 32, 33).

In vitro ¢alismalarda, korporal diiz kasin cikarilarak ayiklandiktan sonra
hipoksik ortama maruz birakildiginda anlamli apoptozis sonuglarinin ortaya ¢iktigini
ve alfa adrenerjik uyarinin diiz kas kasilmasim tetikleyemedigi gosterilmistir (90,
96). Uzamis anoksi korporal diiz kas kasilmasinda anlamli azalma, diiz kas
nekrozuna ve korpus kavernozumda fibrozise neden olmaktadir. Iskemik priapizmin
deneysel hayvan modellerinde lipid peroksidasyonunun reaktif oksijen radikalleri
tarafindan verilen zararin belirleyicisi oldugu, iskemik priapizm siiresince ve daha
sonrasinda hemooksijenaz tiretimini arttirdigini gostermislerdir (70).

Endotel hiicreleri, mekanik giiclere ve ndrohumoral mediatorlere karsi ¢esitli
kasilma ve gevseme faktorleri salarak bazal vaskiiler tonus ve reaktivitesini
diizenlemektedir. Peniste vaskiiler endotel, damarsal gevseme faktorleri olan NO ve
adenozinin oldugu kadar kasilma faktorleri olan RhoA/Rho-kinazin da kaynagidir.
Son veriler iskemik priapizm esnasinda anormal NO ve adenozin sinyalizasyona ek
olarak, RhoA/Rho-kinaz sinyalizasyonununda NO/siklik gunaozin monofosfat
(cGMP) dongiisiinii  diizenlemede ve patofizyolojisinde rolii  oldugunu
gOstermistir.(97, 98, 99).

Priapizm gelistikten sonraki ilk 6 saat i¢inde tedavi edilen olgularda da erektil

disfonksiyon gelisebilmektedir (90). Bu paradoks iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari ile
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aciklanmaktadir (91). I/R hasari ¢ok bilesenli ve heniiz tamamen aydinlatilmamis bir
siire¢ olmakla birlikte, iskemi sirasinda gelisen elektrofizyolojik anormallikler
[6zellikle, potasyum (K") iyonunun hiicre i¢i dengesinin bozulmasi ve buna ikincil
gelisen hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) birikmesi] ve reperfiizyonda gozlenen asir1 serbest
radikal tretimi gegerli hipotezler olarak kabul edilmektedir (92). Reaktif oksijen
tirleri (ROS), I/R hasarinin en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir (93, 94).
Oksijenden iiretilen en Onemli reaktif tiirler arasinda siiperoksit anyonu (O2-),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH-), NO ve peroksinitrit anyonu
(ONOQOO-) vardir. Bu radikaller hiicre membrani1 ve DNA hasart, proteaz aktivasyonu,
mitokondriyal sigsme, lipid ve protein peroksidasyonu, takiben apoptozis ve nekrozla
sonuclanan hiicre 6liimiine neden olmaktadirlar (92). Bu siirecte NO de 6nemli rol
oynamaktadir. Kardiyak I/R c¢alismalar1 gostermistir ki hem iskemi, hem de
reperfiizyon sirasinda endotelyumdaki NO sentezi dalgalanma gostermektedir.
Reperfiizyonun ge¢ fazinda iiretilen NO ve ONOO-'in reperfiizyonun erken fazina
oranla ¢cok daha fazla oldugu ve bu durumun uyarilabilir NOS (iNOS) upregiilasyonu
(up-regulation) ile iliskili oldugu belirtilmektedir. NO diizeyindeki bu gecikmis artis,
doku hasarinin daha da artmasina neden olmaktadir (95).

Iskemi kaynakli fibrozis progresyonunda ek patolojik mekanizmalarin,
hipoksinin tetikledigi biiyime faktori iiretimini arttirdigi bildirilmektedir. Bunlara
ornek olarak bir pleotrofik (cok yonlii etkili) molekiil olan ve doku tamirinde hayati
Oonem tastyan transforming growth faktér beta (TGF-B) verilebilir. Hipoksi ve
oksidatif stres sirasinda olusan asir1 miktardaki TGF-B iiretimi doku hasar1 ve
fibrozisi tetikleyebilir (97).

Iskemik priapizmin siiresine bagli olarak kavernozal dokuda apoptozis
gelismektedir. Yaygin apoptozis, inflamatuvar yanit ve fibrozis ile sonu¢lanmaktadir
(70). Ancak bu apoptotik siirecin kalici hasardan ne oranda sorumlu oldugu
bilinmemektedir.

Insanda apoptozisin diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar
devam eden bir olaylar zinciridir. Bir tiimdr siipresor gen olarak calisan p53,
mutasyona ugradigt ya da bulunmadigi zaman hiicre yasami uzamaktadir.
Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasar1 p53'i aktive eder. p53 protein {iriinii,

DNA’ya dogrudan baglanarak hasar1 tanidiktan sonra, G1’de hiicre siklusunun
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durmasini uyararak tamir i¢in gerekli zamani elde eder. Diger bir taraftan hasar
fazlaysa hiicreyi apoptozise sevkeder. Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/Bcl-2 ve Bcl-
2/Bcl-2 gruplariin oranlarini diizenledigi sanilmaktadir (54). Bcl-2/Bax gen ailesi,
apoptozisin regiilasyonundan sorumludur (54, 55). Bu ailenin 20 iyesi
tanimlanmistir; bunlardan bazilar1 Bel-2, Bel-xL, Bcl-w, Boo, Mcl-1 gibi apoptozis
inhibitoriidiir, bazilar1 ise apoptozisi indiikler ve proapoptotik genler olarak
adlandirilir (56). Proapoptotik genlerin Bax (Bax, Bak ve Bok) ve BH3 (Bik, BIk,
Hrk, BNIP-3, Bad, Bid gibi) olmak {izere iki alt ailesi vardir (55, 56). Bcl-2/Bax gen
ailesinin {riinleri, mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yani sira endoplazmik retikulum
zarinin lizerinde de bulunurlar ve homodimer ya da heterodimerler seklinde
kompleks olusturarak islev goriirler (57). Ornegin; Bcl-2’nin Bax ile olan
etkilesiminde Bcl-2’nin oraninin daha yiiksek olmasi halinde hiicre yasamina devam
ederken, Bax’in daha fazla olmasi halinde hiicre hayatina devam edemez (55, 57).
Apoptozis sirasinda hiicre fragmentasyonunu saglayan proteolitik enzim ailesi olan
kaspazlar tiim hiicrelerde inaktif pro-enzim halinde bulunurlar. Oliim sinyalini
baslatan enzimler olarak da kabul edilen kaspazlar bir kaskad seklinde birbirini
aktive ederek apoptozis siirecinde rol oynarlar (58). Kaspaz enzimleri apoptotik
stirecte cok onemli bir rol oynamalarina ragmen, kaspazdan bagimsiz *’Apoptozis
benzeri programli Hiicre Oliimii (PHO)’* olarak tanimlanan bir apoptotik siire¢ de
tamimlanmustir. Apoptozis benzeri PHO nii apoptozise neden olan olaylarin tamami
uyarabilmektedir (59).

Bcl-2/adenoviris E1B 19 kDa-interacting protein 3 (BNIP-3), hipoksik
durumlarda upregiile olan Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyelerinden birisidir (60,61).
BNIP-3 yapisi diger Bcl-2 aile iiyelerine benzemektedir. Mitokondri proteinini
hedefleyen ve hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in gerekli olan C-terminal transmembran
(TM) domainini igermektedir (62). BNIP-3 proteini, diger Bcl-2 aile iiyelerinde de
bulunan ve ayni dizilime sahip Bcl-2 homology 3 (BH3) domainine sahiptir. Ancak
diger Bcl-2 aile iiyelerinden farkli olarak BH3 domainindeki delesyon, BNIP-3’{in
hiicre nekrozu aktivitesini etkilememektedir (63). BNIP-3 ile olusan hiicre 6liimii;
Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu ile bloke edilirken, diger pro-apoptotik Bcl-2 aile
tiyelerinde bu olay goriilmemektedir. Bcl-2, BNIP-3’iin BH3 domaini yerine TM

domaini ile birlesmektedir (62).
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BNIP-3’iin kuvvetli sekilde asir1 ekspresyonu; mitokondride gegirgen
transisyon porlarin (permeability transition: PT) agilmasi, membran potansiyelinin
kaybr ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile karakterizedir (62). BNIP-3
ekspresyonu sonrasi yaygin sitoplazmik vakuolizasyon ve elektron-dens cisimlerin
formasyonu, elektron mikroskopisinde (EM) goriilmektedir. Ayrica BNIP-3 ile
olusan hiicre oliimii, mitokondriden sitokrom c¢ salimmindan ve fibroblast ile
epitelyal hiicrelerdeki kaspaz aktivasyonundan bagimsizdir (62).

Cogu canli organizmada, yap1 maddelerindeki ya da oksijendeki eksiklik
genellikle hiicre 6limiinii indiikler. Hiicrelerin hayatta kalabilmeleri i¢in hipoksiye
adaptasyon saglamalar1 gerekmektedir. Hipoksik sartlarda hiicreler oksidatif
fosforilasyondan anaerobik glikolize ge¢me, glukoz alimini arttirma ya da stres
proteinlerinin salinimini arttirma gibi mekanizmalardan herhangi birini kullanirlar
(100, 101). Hipokside, BNIP-3 ekspresyonu asil olarak transkripsiyon ile kontrol
edilir ve Hipoxia-inducible factor-1 alfa (HIF-1 alfa)’nin kontrolii altindadir. HIF-1
alfa, hipoksik hiicre cevabinda gen ekspresyonunun regiilasyonunda transkripsiyon
faktorii olarak rol oynar. HIF-1 alfa, disiik oksijen konsantrasyonlarindan etkilenen
bir sensore sahiptir. Normal sartlar altinda HIF-1 alfa, prolin hidroksilasyonuna
maruz kalir ve Von Hippel Lindau proteinine (VHL) baglanarak yikilir. Hipoksi
sirasinda HIF-1 alfa hidroksillenmez, bunun yerine niikleusa transloke olarak burada
birikir. Hipoksi regiilasyonunu saglayan promotor elementler yolu ile hedef genler
tarafindan tekrar aktive edilirler. HIF-1 alfa iceren genlerin hedef noktalari,
eritropoezis, anjiogenezis, ATP metabolizmasi, proliferasyon ve 6liimle ilgilidir (64).

BNIP-3 promotor bolgesi, 5’-CGTG-3" dizesine sahip HIF-1 duyarli element
(HRE) igerir ve hipoksiyle ya da HIF-1 alfa ekspresyonunun artmasiyla aktiflenir.
Buna karsi; BNIP-3 salinimi, BNIP-3 promotor bolge icerisindeki Nuclear factor-
kappa B (NF-kB) duyarli elementler araciligiyla NF-kB sinyal yolunun aktive
olmastyla siiprese edilebilir. BNIP-3 ekspresyonunun siki regiilasyonu, hiicre
devamliligini saglamak i¢in olduk¢a 6nemlidir (65).

Hipoksik durumlardaki BNIP-3 indiiksiyonu, kardiyak miyositlerde sik
goriilen durumlardan biridir. BNIP-3, myokardial enfarktiis sirasindaki kardiyak
miyosit 6liimiinde merkezi mediatordiir. Kronik hipoksi ve nétral PH’da meydana

gelen BNIP-3 indiiksiyonu, asidik PH’da daha fazla artar. Hipoksik asidoz nedeniyle
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kardiyak miyositlerde goriilen 6liim olayr kaspaz inhibitorleri tarafindan degil,
BNIP-3 antisense oligoniikleotidleri tarafindan bloklanir. Bu bulgular, BNIP-3 ile
indiiklenen hiicre 6liim yolaginin kaspazlardan bagimsiz olmasi ile agiklanabilir
(102, 103).

Hipoksi ile indiiklenen BNIP-3, endotelyal hiicreler ve makrofajlardaki
hipoksik hiicre dliimiinde rol oynar (102). Sowter ve arkadaslari, BNIP-3’ iin ayni
zamanda insan solid tiimorlerinde yiikseldigini de belirtmislerdir. BNIP-3, solid
timorlerin hipoksik bolgelerinden iiretilir (64). Hipoksik bolgeler, bu hiicrelere
yeterli ila¢g dagilimi saglanamamasi nedeniyle kemoterapiye daha direnglidirler
(104). Apoptozise neden olan ROS formasyonu iizerine dayanan radyasyon, oksidatif
fosforilasyonun diisiik diizeyde olmasi nedeniyle hipoksik hiicrelerde inefektiftir
(105). Hipoksi sonrast BNIP-3 proteininin artmis seviyesi, epitelyal kaynakli kanser
hiicrelerini de igeren bir¢ok hiicre tipinde mitokondriyal disfonksiyon araciligiyla
hiicre 6liimiine neden olmaktadir (60). Boylelikle, BNIP-3 gibi hipoksi ile olusan
hiicre Oliimiinii hedefleyen mekanizmalar kanser tedavisinde onemlidir (104).
Kothari ve arkadaglarinin yaptigi calismada, MCF-7 hiicreleri Herceptin ile inkiibe
edilerek ErbB2 reseptorleri inhibe edilmis ve hipoksi ile olusan BNIP-3 ekspresyonu
ile hiicrelerin apoptozise daha duyarli olduklart tesbit edilmistir (106). Bu da;
tiimdriin hipoksik bolgelerinde biliylime faktor sinyalinin blokajinin, bu hiicrelerde
BNIP-3’iin hiicre oliimiinii indiiklemek icin yeterli olabilecegini gostermektedir.
Yine ayni ¢alismada, BNIP-3 indiiksiyonunun ve fonksiyonunun bloke edilmesi ile
insan epitelyal hiicrelerinde hipoksi ile olusan hiicre 6limii miktariin azaldig:
saptanmistir (106).

EGF; amino asit dizisinde lizin, fenilalanin ve alanin bulundurmayan ve 53
amino asitten olusmus tek zincirli bir polipeptittir. 6000 Dalton molekiil agirligina
sahip olan EGF’nin bir¢ok dokuda reseptorii olup, epitelyal ve mezotelyal kokenli
hiicreler i¢in mitojenik bir polipeptitdir (73, 80). Molekiiliin bir ucu NH2 grubu,
diger ucu ise COOH grubu ile sonlanmaktadir. Polipeptit, alt1 sistein kokiine sahiptir
ve li¢ tane disiilfit bagi igerir. Bu disiilfit baglari, molekiiliin biyolojik aktivitesi i¢in
cok gereklidir (81).

EGF reseptorii, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir (83). EGF reseptor

aktivasyonu, hiicre replikasyon ve transkripsiyonu ile DNA sentezini baslatir (84).
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Fibroblastlarda reseptorii bulunan ve bu hiicreler i¢in potent bir gelisme faktorii olan
EGF; graniilasyon dokusu, kollajen ve glikozaminoglikan diizeyini arttirir, sonugta
epitelizasyon hizlanir ve yara gerilim kuvveti artar (74, 107).

EGF, birgok ektodermal ve mezodermal kokenli hiicre i¢in mitojenik
ozelliktedir (71, 74, 108). Korneal endotelial hiicreler, fibroblastlar ve sinir sistemi
destek dokusu hiicreleri {izerinde mitojenik aktiviteye sahip olan EGF; en fazla
mezodermal hiicreler tarafindan salgilanir (71, 109). Etkili oldugu hiicrelerde iyon
almmmini, glikolizisi, DNA ve RNA ile protein yapimi arttirict 6zellik gosterir
(108).

EGF, hiicre kiiltiirlerinde normal ve transforme hiicrelerde hiicre ¢ogalmasini
arttirict etki gostermektedir (110). Cesitli epitel hiicre kiiltiirlerinde EGF; biiyiimeyi,
cogalmay1 ve farklilasmay1 arttirmaktadir (111). EGF gibi peptit biiyiime faktorleri
keratinositlerin ve fibroblastlarin mitogenezini, keratinositlerin gogilinii, doku ve
graniilasyon gelisimini uyarir (112).

Bir c¢ok tliimoér, kanser progresyonuna neden olan biiylime faktorlerini ve
bunlarla ilgili reseptorleri eksprese eder. Tiimor progresyonuna neden olan iki 6nemli
faktor; Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
(IGF)’diir. Bu faktorler ile tedavi hiicreleri degisik apoptotik wuyarilardan
korumaktadir (113). BNIP-3, epitelyal kaynakli tiimorlerin hipoksik bdlgelerinden
eksprese edilir ama bu hipoksik hiicrelerde hiicre 6liimiine neden olmaz (64). Kothari
ve arkadaslari, EGF ve IGF ’nin mitokondriyal disfonksiyonunu, plazma membran
permeabilitesini ve stoplazmik vakuolizasyonunu Onleyerek hiicreleri BNIP-3 ile
olusan hiicre 6liimiine kars1 korudugunu tespit etmislerdir (106). Ancak, tiimorlerde
hipoksik bdlgelerin bulunmasi ve yiiksek derecede biiyiime faktorlerinin ve/veya
bunlarin reseptorlerinin ekspresyonu siklikla kétii prognozla birliktedir (114).

Urolojik acil bir patoloji olan ve tedavi edilmediginde irreversibl ereksiyon
kaybina sebep olan priapizmde, EGF’nin kaspazdan bagimsiz apoptotik siiregte rol
oynayan BNIP-3 proteini {izerine olan etkinligi arastirildi.

Deneysel  iskemik  priapizm  modelimizde;  kontrol  grubu ile
karsilastirildiginda priapizm grubunda, kavernozal diiz kas hiicrelerinde BNIP-3
diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis olarak saptandi ve yine

kavernozal diiz kas hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda apoptozisin
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istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis oldugu belirlendi. Iskemik priapizme
bagl olarak kavernozal dokuda BNIP-3 diizeyinin artis1 apoptozisde sadece kaspaz
enzimlerinin degil, kaspaz bagimsiz yolaginda olduk¢a aktif oldugunu
gostermektedir.

Priapizm olusturulmadan 6nce EGF uygulanan deney hayvanlarindan izole
edilen kavernozal dokularda; BNIP-3 ekspresyon diizeyinin, EGF uygulanmayan
priapizm grubuyla karsilagtirildiginda doz bagimli olarak lineer azaldigi ve yine
kavernozal diiz kas hiicrelerinde apoptozisin istatistiksel olarak azaldigi saptandi.
EGF’nin koruyucu etkisinin arastirildigi bu ¢alisma, Kothari ve arkadaglarinin elde
ettigi bulgularla benzerlik gostermektedir. Dolayisiyla priapizm tedavisinde; kaspaz
enzim inhibitérleri ile birlikte, kaspaz bagimsiz yolu BNIP-3 proteinini bloke ederek
etki eden EGF’nin kullanimi, priapizm tedavisinde yeni tedavi modellerinin
gelisimini saglayacaktir. Iskemik priapizmde apoptozisin roliiniin aydinlatilabilmesi
icin biyoaktif olmayan ¢oziciilerle ve daha selektif kaspaz bagimli ve kaspaz
bagimsiz yol inhibisyonu yapan molekiiller ile daha ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak; iskemik priapizm kavernozal dokunun 6zellikle gevseme fazi
olmak {iizere erektil fonksiyonlarinda kalict hasara neden olmaktadir. Bu hasardan
apoptotik siire¢ sorumlu olabilir. Apoptozisin, kaspaz inhibisyonu ile birlikte kaspaz
bagimsiz yolun birlikte dnlenmesi erektil fonksiyonun korunabilirligiyle ilgili umut
vermektedir. Calismamizda alinan olumlu sonuglar, yeni arastirmalar dogrultusunda
EGF’nin insanlarda priapizm tedavisinde kullanilabilmesi yoniinde umut vericidir.
Iskemik priapizmde, kaspaz-bagimli/bagimsiz apoptotik siire¢ ve apoptozis

inhibitorlerinin etkinligini aydinlatmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.
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