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Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.

Sekil 4.

Sekil 5.

Sekil 6.

SEKILLER DiZiNi

7 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole edilen
korpus kavernozum seritlerinde fenilefrin (5)(1()'6 M) ile olusturulan kasilma
cevaplar tizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn,
15 sn), ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevsemelerinin
trase ornegi (A) ve siitiin grafigi (B) . Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi
(n=12)..

14 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole
edilen korpus kavernozum seritlerinde fenilefrin (5)(10'6 M) ile olusturulan
kasilma cevaplari tizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5
msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M)
gevsemelerinin trase Ornegi (A) ve siitiin grafigi (B). Veriler ortalama + SH
olarak ifade edildi (n= 15).

14 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole
edilen korpus kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8
Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107
M) gevseme cevaplari iizerine L-nitroarjinin’nin (L-NOARG; 10“*M) etkisinin
trase ornegi (A) ve siitiin grafigi (B) . * Kontrol grubuna gore anlamlilig
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=8).

14 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole
edilen korpus kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8
Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107
M) gevseme cevaplari iizerine L-nitroarjinin (L-NOARG; 10*M) + L-arjinin
(10*M)’nin etkisinin trase drnegi (A) ve siitiin grafigi (B) . * Kontrol grubuna
gore, * L-NOARG grubuna gére anlamlihig1 gostermektedir (P<0.05). Veriler
ortalama + SH olarak ifade edildi (n=8).

14 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole
edilen korpus kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8
Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107
M) gevseme cevaplari lizerine ODQ (10*M)’niin etkisinin trase ornegi (A) ve
stitiin grafigi (B) . * Kontrol grubuna gore anlamliligi gostermektedir (P<0.05).
Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n= 5)

7 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10°M) ile olusturulan kasiima cevaplart
tizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn),
ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevsemelerinin trase
ornegi (A) ve siitiin grafigi (B). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=
12).
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Sekil 7.

Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

7 giin siiresince hava (KONTROL) ve alkol inhalasyonu (ALKOL) yapilan
farelerden izole edilen korpus kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10°M) ile
olugturulan kasilma cevaplari tizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8
Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107
M) gevsemeleri. Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi.

14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10°M) ile olusturulan kasilma cevaplari
iizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn),
ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevsemelerinin trase
ornegi (A) ve siitiin grafigi (B). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=
17).

14 giin siiresince hava (KONTROL) ve alkol inhalasyonu (ALKOL) yapilan
farelerden izole edilen korpus kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10°M) ile
olusturulan kasilma cevaplar iizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8
Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107
M) gevsemeleri. * Kontrol grubuna gore anlamlilign gostermektedir
(P<0.05).Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi.

7 ve 14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10°M) ile olusturulan kasiima cevaplart
iizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn),
ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevsemeleri. * 7
giinliik alkol grubuna gore anlamhilifi gostermektedir (P<0.05). Veriler
ortalama + SH olarak ifade edildi.

14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5
msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme
cevaplari iizerine L-nitroarjinin’nin (L-NOARG; 10*M) etkisinin trase ornegi
(A) ve siitiin grafigi (B) . * Kontrol grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir
(P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=8).

14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5
msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme
cevaplan iizerine L-nitroarjinin (L-NOARG; 10*M) + L-arjinin (10*M)’nin
etkisi. * Kontrol grubuna gore, * L-NOARG grubuna gére anlamliligi
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=8) .

14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5
msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme
cevaplari iizerine ODQ (10™*M)’niin etkisinin trase 6rnegi (A) ve siitiin grafigi
(B) . * Kontrol grubuna gore anlamliligi gostermektedir (P<0.05). Veriler
ortalama + SH olarak ifade edildi (n=5)
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Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

Kontrol grubu. Endotel hiicresi (E), liimende eritrosit (Er), diiz kas hiicresi
(DK) ve bazal lamina (ok). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Kontrol grubu. Endotel hiicresi (E), sitoplazmada pinositotik vezikiiller (ok),
eritrosit (Er). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Kontrol grubu. Endotel hiicresi (E), sitoplazmada pinositotik vezikiiller (ok),
eritrosit (Er). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Kontrol grubu. Endotel hiicresi niikleusu (N), sitoplazmada pinositotik
vezikiiller (asterisk) ve mitokondriyonlar (m). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok), diiz kas
hiicresi (DK) ve eritrosit (Er). (Uranil asetat-Kursun sitrat)
Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok). (Uranil

asetat-Kursun sitrat)

Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok), diiz kas
hiicresi (DK) ve eritrosit (Er). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok). (Uranil
asetat-Kursun sitrat)

Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusu (N), diiz kas hiicresi (DK). (Uranil
asetat-Kursun sitrat)

Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusu (N), diiz kas hiicresi (DK). (Uranil
asetat-Kursun sitrat)

Deney grubu. Endotel hiicresi sitoplazmasinda vakuoler degisiklikler (ok bas1),

bazal lamina (0k), diiz kas hiicresi (DK) ve bag dokusu (BD). (Uranil asetat-
Kursun sitrat)
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CiZELGELER DIiZiNi

Tablo 1. 7 ve 14 giin siire ile alkole maruz kalan farelerin 7. ve 14. giinlerde kandaki
alkol diizeyleri. Kan alkol diizeyleri ortalama konsantrasyon (mg/dl) =+
Standart Hata seklinde ifade edildi. * Kontrol grubuna gore anlamliligi
gostermektedir (P<0.05). 25
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ATP

ASK
ACTH
ALDH
p

Ca?
CaCl,
cAMP
CO,
¢GS
DDL
DNA
EDRF
eNOS (NOS I1I)
ESS
PF
FAD
FMN
GABA
YDL
5-HT
iNOS (NOS II)
i.s.v.
i.v.

K

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Adenozin trifosfat
Alfa
Asetilkolin

Adrenokortikotropin

Aldehid dehidrojenaz

Beta

Kalsiyum

Kalsiyum Kkloriir

Siklik adenozin monofosfat
Karbondioksit

Coziiniir guanilil siklaz

Diisiik dansiteli lipoprotein
Deoksi riboniikleik asit

Endotel kaynaklh gevsetici faktor
Yapisal endotelyal nitrik oksid sentaz
Elektriksel saha stimiilasyonu
Prostaglandin F,

Flavin adenin diniikleotid

Flavin mononiikleotid
Gamaamino butirik asid

Yiiksek dansiteli lipoprotein
Serotonin

Indiiklenebilir nitrik oksid sentaz
Intraserebroventrikiiler
Intravenoz

Kappa



KCl Potasyum kloriir

L-NAME N®-nitro-L arginin metil ester
L-NA N®-Nitro-L-arjinin

MgCl, Magnezyum Kkloriir

MPOA Medial preoptik bolge

mRNA Mitokondriyel riboniikleik asid
1 Mii

NaCl Sodyum Kloriir

Na*/ Ca** pompasi Sodyum/Kalsiyum pompasi
NAD Nikotin adenin diniikleotid
NaF Sodyum floriir

NaHCO; Sodyum bikarbonat

NaHPO4 Sodyum hidrojenfosfat
NMDA N-metil D-aspartat

NaNO; Sodyum nitrit

NANK Non-adrenerjik non-koliner;jik
NO Nitrik oksid

NOS Nitrik oksid sentaz

nNOS (NOSI) Noronal nitrik oksid sentaz

0, Oksijen

® Omega

OoDQ 1H-[1,2,4]oksadiazolo[4,3]kuinoksalin-1-one
0s0y4 Osmiyum oksid

PKG Protein kinaz G

PGE Prostaglandin E

PGF Prostaglandin F

PVN Paraventrikiiler cekirdek
sGMP Siklik guanozin monofosfat
sGK1vell sGMP-bagimh protein kinaz

SOD Siiperoksid dismutaz
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SSS
SSRi
TXA,
TX
VIP
YDL

Santral Sinir Sistemi

Selektif serotonin re-uptake inhibitorleri
Tromboksan A2

Tromboksan

Vazoaktif intestinal peptid

Yiiksek dansiteli lipoprotein
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OZET

Alkol Bagimh Farelerden izole Edilen Korpus Kavernozum Dokusundaki Nitrerjik

Gevsemelerin Arastirilmasi

Kronik etanol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus kavernozum
dokusunda kronik alkol aliminin nitrerjik gevsemeler {izerindeki etkisi arastirildi. Farelere
kronik etanol uygulamas1 7 ve 14 giin siiresince inhalasyon yoluyla yapildi. Kontrol
grubu ve kronik etanol grubuna ait farelerden izole edilen korpus kavernozum preparati
200 mg tansiyon altinda, %95 O, ve %5 CO;ile gazlandirilmis Krebs soliisyonu iceren,
sicakligi 37°C olan, 15 ml’'lik organ banyolarina asildi. Dokular fenilefrin (5x10°M) ile
kastirilarak plato fazi olusturulduktan sonra ardisik olarak elektriksel saha stimiilasyonu
(ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen nitrik oksid (NO; 10'4M) ve asetilkolin (10'7
M) gevsemeleri elde edildi. Etanole 7 giin maruz kalan grubun ESS, ekzojen NO ve
asetilkolin gevseme cevaplar ile kontrol grubunun ESS, ekzojen NO ve asetilkolin
gevseme cevaplart arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Ancak, 14 giin siiresince etanol
uygulanan grubun asetilkolin gevsemelerinde anlamli bir azalma gézlendi. Kontrol ve 14
giin siiresince etanol inhalasyon yapilan gruba ait dokularda, nitrik oksit sentaz inhibitorii
olan L-nitroarjinin (10* M) ESS ve asetilkolin gevsemelerini anlamli olarak azaltti;
ekzojen NO gevsemesini degistirmedi. L-nitroarjinin’in ESS ve asetilkolin gevsemeleri
iizerindeki inhibitor etkisi, L-arjinin (10* M) ile geri dondii. Ayrica, guanilat siklaz
inhibitorii ODQ (10'4 M) ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevsemelerini inhibe etti.
Kontrol vel4 giin siiresince etanol inhalasyonu yapilan gruptan elde edilen korpus
kavernozum dokulariin endotelyumu elektron mikroskobu ile histolojik olarak incelendi;
alkol grubunda endotelyum hasari tespit edildi.

Sonug olarak, 14 giin siiresince inhalasyon yoluyla kronik etanole maruz birakilan
farelerden izole edilen korpus kavernozum dokusunda ESS ve ekzojen NO
gevsemelerinde degisme olmaksizin asetilkolin gevsemelerinde azalma gozlenmesi ve
histolojik incelemelerde endotelyumda hasar tespit edilmesi, kronik etanoliin endotelyum
hasarina bagl olarak NO saliverilmesini azaltmasi sonucu erektil disfonksiyona neden
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Fare, korpus kavernozum, kronik etanol, nitrerjik gevseme, nitrik
oksid
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ABSTRACT

Investigation of Nitrergic Relaxations of Corpus Cavernosum Smooth Muscle in
Chronic Ethanol-Dependent Mice

The effect of chronic ethanol intake on nitrergic relaxations was investigated in
the corpus cavernosum isolated from chronically ethanol inhalated mice for 7 and 14 days.
Corpus cavernosum from control mice and the mice exposed to chronic alcohol vapour
were mounted under a load of 200 mg in tissue baths (15 ml) containing Krebs solution,
maintained 37°C , %95 O, and %5 CO, gassed. Tissues were contracted with,
phenylephrine (5x10° M), an a;-receptor agonist. When a stable contraction was obtained,
consecutive electrically filed stimulation (EFS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), exogenous
nitric oxide (NO; 10" M) and acetylcholine (10'7 M) relaxations induced. There was no
significantly difference in relaxations between the 7 days-ethanol inhalated mice and
control mice. However, acetylcholine-induced relaxation was significantly decreased in
the 14 days-ethanol inhalated mice. L-nitroarginine (10* M), NOS synthase inhibitor,
significantly reduced EFS and acetylcholine-induced relaxations but not those to
exogenous NO in both control mice and 14 days-ethanol inhalated mice. Addition of L-
arginine (10* M) reversed this inhibitory effect of L-nitroarginine on EFS and
acetylcholine-induced relaxations. Also, ODQ (10" M), guanylate cyclase inhibitor,
inhibited EFS, NO and acetylcholine-induced relaxations in both control mice and 14
days-ethanol inhalated mice. Furthermore, corpus cavernosum tissues were investigated
under electron microscopy. Endothelium damage was observed in 14 days-ethanol
inhalated mice, however, there was no ultrastructural change in the control mice.

In conclusion, acetylcholine-induced relaxation significantly reduced in corpus
cavernosum tissue from 14 days-ethanol inhalated mice, whereas there was no difference
between ESS and NO-induced relaxations, and it was determined endothelium damage in
ethanol-inhalated mice, suggesting that chronic ethanol may lead to erectile dysfunction
through a decreasing NO release from endothelium via an endothelial impairment.

Key words: Mice, corpus cavernosum, chronic ethanol, nitrergic relaxation, nitric oxide
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1. GIRIS

Penil ereksiyonu, korpus kavernozum diiz kasinin gevsemesine bagli olarak
gelisen norovaskiiler bir fenomendir. Penil ereksiyonunun kontroliinde nitrik oksid (NO)
onemli bir rol oynamaktadir. Kavernoz diiz kasinda NO, ¢oziiniir guanilil siklazi (¢GS)
aktive ederek siklik guanozin monofosfat (sGMP) diizeyinin artisina bagli gevseme
yapmasi sonucu penil ereksiyonuna neden olmaktadir'?. NO-aracilikli korpus
kavernozum diiz kas gevsemelerinin NO sentaz (NOS) ve ¢GS inhibitorleri tarafindan
inhibe edilmesi ve sGMP’ye bagimli gevsemelerin fosfodiesteraz inhibitorleri tarafindan
artirlmasi, erektil fonksiyonun NO-¢GS-sGMP yolag tarafindan modiilasyonunu

343 Insanda ve hayvanlarda erektil cevabin sinirlerden ve vaskiiler

gostermektedir
endotelyumdan salinan NO’ya baghh olarak ortaya ciktigi gosterilmistir; korpus
kavernozumu innerve eden sinirlerde noronal NO sentaz (nNOS)G, kavernoz diiz kasinda
ve endotelyumda ise endotelyal NO sentaz (eNOS) proteini’ eksprese edilmistir. Ayrica,
asetilkolin stimiilasyonuna bagli NO saliniminin endotelyumdaki kolinerjik Mj
reseptorlerinin uyarilmasi sonucu olustugu bilinmektedir®. Insan korpus kavernozum
dokusunda ve bu dokunun endotelyal hiicre kiiltiiriinde muskarinik asetilkolin
reseptorlerinin varligi gosterilmistir’.

Diisiik diizeyde diizenli alkol alintminin koroner arter hastaliklari, iskemik fel¢, miyokard
enfarktiisi ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttig
kaydedilmistirlo’“. Ancak yiiksek dozda kronik alkol tiiketiminin hipertansiyon da dahil
olmak iizere kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden oldugu ve mortaliteyi artirdigini
gdsteren bulgular mevcuttur'>". Klinik ve deneysel calismalarda kronik etanoliin endotel
hiicrelerinden NO saliverilmesini azaltigi gosterilmistir'*. Endotelyal NO iiretiminin
azalmasmin, NO’nun etanoliin biyoinaktivasyonu sonucu olusan serbest superoksid

anyonlart ile reaksiyona girip peroksinitrit radikallerine doniismesine ve/veya eNOS’un



oksidatif inaktivasyonuna bagli olabilecegi ileri siiriilmektedir””. Yapilan arastirmalarda,
kronik etanol uygulamasinin endotelyum iizerinde farkli etkiler yaptigi goriilmektedir;
sican aortasinda kronik etanoliin endotelyuma baglh asetilkolin gevsemelerini artirdigt
bulunmustur'®. Diger yandan, ayn dokuda kronik etanol, endotelyuma bagl asetilkolin
gevsemelerini anlamli olarak azaltmistir'’. Williams ve ark.'® ise sican torasik aortasinda
kronik etanol uygulamasinin asetilkolin gevsemelerini degistirmedigini gostermislerdir.
Tavsan korpus kavernozumunda ise kronik etanol betanekol gevsemelerini artirmustir'.

Literatiir taramalarinda kronik etanoliin, korpus kavernozum diiz kas1 endotel hiicreleri ve
nitrerjik gevsemeler iizerine etkisinin yeterince arastirilmadigi tespit edilmistir. Bu
calismada, fare korpus kavernozum dokusunda kronik etanol inhalasyonunun elektriksel
saha stimiilasyolu (ESS), ekzojen NO ve asetilkolin gevseme cevaplari iizerine etkisi
arastirildi.  Ayrica, kronik etanol inhalasyonun korpus kavernozum dokularmin

endotelyumu iizerine etkileri elektron mikroskobu ile histolojik olarak incelendi.



2. GENEL BILGI

2.1. Penil Erektil Doku

Penis, ikisi lateralde olan korpora kavernoza ile birisi ortada yer alan korpus
spongiosum isimli vaskiiler sinusoidlerden ibarettir. Her bir erektil yapi, 6zel bir bag
dokusu tabakasi olan tunica albuginea ile sarilidir. Bir cift vaskiiler erektil doku olan
korpora kavernoza, ramus ischiopubica boyunca yerlesmislerdir ve her biri radix penis
olustururlarzo. Erektil doku genis kavernoz sinusoidlerinden ibarettir. Bu sinusoidler
normalde bostur. Ancak, arteriyel kan, ereksiyon aninda vendz damarlarin o anda kismen
kapali olmasi nedeniyle biiyiik bir basin¢ ve hizla sinusoidlere dolar. Ayrica, erektil
cisimcikler, 6zellikle korpora kavernoza giiclii bir fibroz ortili ile kaphd1r21.

Penil ereksiyonu, somatik yolaklarin periferik veya santral aktivasyon ile
tetiklenebilen oldukca koordineli bir reflekstir. Erektil fonksiyon kavernoz diiz kas ve kan
damarlarinda sempatik, parasempatik ve nitrerjik sinirler arasindaki dengeye baglidir™”.
Insan penisinde erektil doku, korpora kavernoza ve diiz kas demetini saran sinusoidal
boslugu cevreleyen endotelyumdan olugsmaktadir. Korpus kavernozum diiz kasinin
gevsemesi penil ereksiyonunun baslamasi ve devam etmesi i¢in Onemlidir. Korpus
kavernozum diiz kasmin tonusu sinirler ve endotelyum ile kontrol edilmektedir®.
Kavernozal ve arter diiz kasinin gevsemesi, kanin korpora kavernozadaki sinusoidal
bosluklara ge¢mesine ve intrakavernozal basincin artmasina ve buna baglh olarak da penil
ereksiyonuna neden olur’. Bu diiz kasin gevsemesine yol acan mekanizmanin bozulmasi

- 2
impotense neden olur 3

2.2 Penil Erektil Dokunun Innervasyonu
Penil ereksiyonu, santral ve periferik sinir sistemindeki fizyolojik yolaklar ve

biyokimyasal olaylarin integrasyonuyla diizenlenmektedir’.



2.2.1. Santral regiilasyon

Erektil fonksiyonun santral sinir sistemi regiilasyonunda, spinal ve supraspinal
yolaklar ve mekanizmalar rol oynamaktadir. Penil ereksiyonun santral ndrotransmisyonu
oldukca karigiktir ve sadece bir kismi bilinmektedir. Yapilan arastirmalarda erektil

fonksiyonun santral regiilasyonunda ¢esitli ndrotransmiterlerin rol oynadig1 saptanmustir.

2.2.1.1 Serotonin

Insanlarda ve hayvanlarda, seksiiel davraniglarin kontroliinde serotonin (5-
Hidroksitriptamin; 5-HT) ndéronlarinin katkis1 gosterilmistir. Serotonerjik yolak erkek
seksiiel davranisinda genel inhibitor etki gostermektedir®. Ancak, serotonin santral sinir
sistemindeki degisik bolgelere yerlesmis farkli 5-HT-reseptor alt-tiplerine bagli olarak
inhibitdr veya fasilator etki olusturabilirler. Yapilan arastirmalarda beyinde serotonin
diizeyinin azalmasi veya serotonerjik nodronlarin hasar1 sonucu seksiiel aktivitenin arttig1
gosterilmistir®. Diger yandan, intraserebroventrikiiler (i.s.v.) veya intratekal yoldan
selektif serotonin re-uptake inhibitorlerinin (SSRI) veya amin sentez ve salinmasini
artiran ilaglarin verilmesinin seksiiel aktiviteyi azalttigi bulunmustur®®. Bu bulgulara gore
serotonin penil ereksiyonunun santral nororegiilasyonunda major modiilator olarak
reseptor alt-tipine gore inhibitdr veya fasilator etki yapmaktadir. Spinal kordun cesitli
diizeylerinde 5-HT;a, 5-HTp, 5-HT-54 ve 5-HT,c reseptor alt tiplerinin bulundugu
g()'sterilmistir27’28. Bu reseptorlerden 5-HT;4 ve 5-HTp ereksiyon iizerindeki inhibitor, 5-
HT,c reseptorleri ise fasilator etkiye aracilik etmektedir™". 5-HT reseptor alt-tipleri, G
proteini (GTP’ye bagimli diizenleyici proteinler) ve iyon-kanaliyla kenetli reseptor alt
familyasindandir’’. 5-HT reseptor agonist ve antagonistlerinin seksiiel fonksiyonlar
izerindeki zit etkileri, reseptorlerin farkli hiicrelerde farkli efektor sistemlerini

kullanmastyla aciklanabilir "%,

2.2.1.2. Dopamin

Cesitli calismalarda santral dopaminerjik yolagin penil ereksiyonunda 6énemli bir



rol oynadigini gosterilmistir’>. Santral dopaminerjik noronlar medial preoptik bolge
(MPOA) ve paraventrikiiler ¢ekirdek (PVN)’te bulunmaktadi™. MPOA ve PVN
bolgesinde olusan lezyonlarin erkek seksiiel davranislar: ortadan kaldirmasi nedeniyle bu
bolgelerin seksiiel davranis ve duyarlilikta Gnemli oldugu samlmaktadir’*. Maymunlarda,
non-selektif dopaminerjik reseptor agonisti apomorfinin sistemik uygulamasi penil
ereksiyonunu fasilite ettigi, ve bu etkinin dopaminerjik reseptdr antagonisti haloperidol
ile bloke oldugu gosterilmistir’”. Santral erektil fonksiyonda dopaminerjik D; ve D,
benzeri reseptorler rol oynamaktadir; yapilan arastirmalarda primer olarak D,
reseptorlerinin ereksiyonu fasilite ettigi gésterilnlistir36. Dopaminerjik néronlarin PVN’de
oksitosinerjik noronlar1 aktive ederek oksitosin salinmasina baglh erektil cevap
olusturmasi nedeniyle paraventrikiiler D, reseptor stimiilasyonuna bagli ereksiyonda

oksitosinerjik nérotransmisyonun ise karistig di'lsiinl'ilmektedir37.

2.2.1.3. Noradrenalin

Kisith  sayidaki calismalar, spinal kortta yerlesim gosteren alfa(a)-
adrenoseptorlerin  penil ereksiyonunun santral regiilasyonunda rol oynadigini
géstermistir38. Sicanlarda  MPOA’ya ap-adrenoseptor agonisti  klonidin'in  direkt
injeksiyonu erkek seksiiel davranisini baskilamis ve bu etki selektif ay-adrenoseptor

antagonisti ile inhibe olmustur39.

2.2.1.4. Eksitator amino asidler

Yapilan cesitli arastirmalar, eksitator amino asitler olan glutamat ve aspartatin
penil ereksiyonunda bir rolii olabilecegini ileri siirmektedirler. L-glutamat’in MPOA’a
mikroinjeksiyonu intrakavernoz basingta artis yaptigi gozlenmistir®. Ayrica, yapilan
davranis calismalarinda N-metil D-aspartat (NMDA) 1in PVN icerisine injeksiyonunun
penil ereksiyon sayisini arttirdigi ve bu etkinin oksitosin antagonisti ile ortadan kalktig
bulunmustur. NO sentaz inhibitorlerinin NMDA ile olusan ereksiyonu inhibe etmesi

nedeniyle NMDA’nin etkisine NO sentaz-sinyal transdiiksiyon sisteminin aracilik ettigi



dijlsijmiilmektedir41 .

2.2.1.5. Gama-aminobutirik asid

Gama-aminobutirik asidin otonomik ve somatik refleks yolaklarin aracilik ettigi
penil ereksiyonunda inhibitdér modiilator bir fonksiyonu oldugu sanilmaktadir. GABAy
reseptor agonisti olan baklofenin sistemik uygulanmasi veya lumbosakral bolgeye
intratekal injeksiyonu sicanlarda ereksiyon frekansim azaltmistir”®. Erkek sicanlarda
yapilan bir calismada, PVN’deki GABA, reseptorlerinin aktivasyonunun apomorfin,

NMDA ve oksitosinin olusturdugu penil ereksiyonunu azalttigi gosterilmistir®.

2.2.1.6. Oksitosin

PVN’de oksitosin iceren noronlarin  bulundugu ve plazma oksitosin
konsantrasyonunun seksiiel stimiilasyon arttig1 bulunmustur®. Laboratuar hayvanlarinda,
oksitosinin PVN icine lateral serebral ventrikiile veya hipokampusa injekte edildiginde
giiclii penil ereksiyonu olusturdugu gozlenmistir**. Erektil cevap, oksitosin antagonisti ve
elektrolitik PVN lezyon ile bloke edilmistir”. Oksitosin ile olusan ereksiyon ayrica
kastrasyon ile ortadan kalkmus ve testosteron replasmaniyla diizeltilmistir'®. PVN’de
oksitosin aracili penil ereksiyonunda kalsiyum (Ca®")’un ikinci ulak oldugu ve Ca**
kanallar1 ile kenetli oksitosinerjik reseptorlerin aracilik ettigi bulunmustur®’. NO sentaz-
sinyal transdiikleme yolagini inhibe eden maddelerin oksitosine bagli penil ereksiyonunu

onlemesi, bu yolagin oksitosinerjik sistemi etkileyebilecegini gostermektedir®®.

2.2.1.7. Adrenokortikotropin (ACTH)

Pro-opiomelanokortinin proteolitik yikimiyla adrenokortikotropin (ACTH) ve o-
melanosit stimiile edici hormon (a-MSH ) dahil olmak iizere cesitli peptidlerin miktar:
artmaktadir. Cesitli hayvan modellerinde, i.s.v. veya hipotalamik periventrikiiler ACTH
ve a-MSH injeksiyonu, penil ereksiyonu, ejakiilasyon, esneme ve gerilme olusmasina

neden olmustur®. «-MSH/ACTH peptidlerinin tamami olmasa da ¢ogunun etkilerini



spesifik melanokortin (MC) reseptor alt-tipleri {izerinden olusturduklar1 anlasilmistir;
erektil fonksiyon i¢in Onemli oldugu bilinen hipotalamus ve limbik sistemde MC;
reseptorlerin yiiksek yogunlukta bulundugu gosterilmistir’”. ACTH’in etkisinin N-tipi
kalsiyum Ca®* kanal blokorii olan Omega (w)-conotoxin’in i.s.v. injeksiyonu ile
onlenmesi ACTH’1n etkisine Ca”* kanallarinin aracilik ettigini diisiindiirmektedir’'. N°-
nitro-L-arginin metil ester (L-NAME)’in i.s.v. injeksiyonu, ACTH 1n neden oldugu
ereksiyonu anlamli olarak ortadan kaldirdig1 gosterilmistir ve ACTH 1n etkisine, NO’nun

aracilik ettigi ileri siiriilmektedir’”.

2.2.1.8. Opioid Peptidler

Kronik opioid kullanan erkeklerde klinik olarak seksiiel disfonksiyonun
gozlenmesi nedeniyle endojen opioid peptidlerin erkek seksiiel cevabin diizenlenmesine
karistig1 Varsay11m1$t1r53. Morfin veya diger opioidlerin sistemik uygulanmasi erkek
sicanlarin ciftlesme davramislarini deneysel olarak deprese etmistir’’. Morfin’in erkek
sicanlara sistemik veya PVN icine injeksiyonunun, NMDA’’nin PVN’ye injeksiyonu ile®
veya i.s.v. oksitosin uygulamasiyla® olusan penil ereksiyonunu dnledigi gosterilmistir.
Ancak, selektif Kappa («)-opioid reseptor agonistleri apomorfin veya oksitosin'in neden
oldugu erektil cevab1 degistirmemistir. Opioid antagonisti nalokson'in, morfinin si¢an
ereksiyonu iizerindeki santral Onleyici etkisini ortadan kaldirmasi, morfinin etkisinden
PVN’deki mii (u) reseptorlerinin sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. PVN’de NO
metabolit konsantrasyonlarinin, apomorfin, NMDA veya oksitosinin lokal uygulanmasi
artmasi ve morfin uygulanmasi ile azalmasi, morfinin NO-aracili ereksiyonu deprese

edici etkisinin oldugunu isaret etmektedir’’.



2.2.1.9. Asetilkolin

Asetilkolin’in santral diizeyde penil ereksiyonunu diizenleyici rolii, cogunlukla
muskarinik agonistler ve antagonistlerin sistematik/intraserebral uygulamasi ve beyindeki
lezyonlar ile ilgili sinirli sayida norofarmakolojik calismalar ile yorumlanmakta ve
hipokampus ve MPOA’da kolinerjik mekanizmalarin erektil fonksiyonda diizenleyici rolii

olabilecegi 6ne siiriilmektedir’.

2.2.1.10. Nitrik Oksid

Sicanlarda dopamin agonistleri, oksitosin, ACTH, 5-HT,c agonistleri veya
NMDA araciligiyla olusan erektil cevaplarin, NOS inhibitorlerinin i.s.v. veya PVN’ye
injeksiyonu ile onlemesi penil ereksiyonunun santral néromediyasyonunda NO’ un rolii
oldugunu gostermektedir*'***>>*%  NO’nun, penil ereksiyonunda oksitosinerjik
mekanizma ile etkilesme yerinin PVN oldugu sanilmaktadir®. Bu beyin cekirdeginin
beyindeki en yiiksek NOS konsantrasyonu iceren yerlerden biri oldugu belirlenmistir®.
Bir NO donérii olan nitrogliserinin  PVN icerisine injeksiyonu sicanlarda penil
ereksiyonuna neden olmustur™. Ayrica, sicanlarda seksiiel aktivitede MPOA’dan NO
salindig1 gosterilmistir. MPOA’daki NO diizeyinin direkt 6l¢iimii, ciftlesme davranislar
ile NO salintminin iligkili oldugunu gostermistir. NOS inhibitoriiniin lokal olarak
uygulanmasi, NO saliiimini ve ¢iftlesme davranisi azaltm1$t1r63. GS inhibitorlerinin
(metilen mavisi gibi) PVN igerisine injeksiyonunun ila¢ ile olusan penil ereksiyonunu
engellememesi ve 8-bromo-sGMP’nin PVN’ye injeksiyonunun ereksiyon olusturmamast,
NO’in etkisinde GS’nin rol oynamadigimi diisiindiirmektedir. NO yakalayicist
hemoglobinin PVN’de NO iiretimini bloke edebilmesine ragmen penil ereksiyonunu
ortadan kaldirmamasi nedeniyle NO’nun PVN’de erektil cevaplari interseliilerden ziyade

intraseliiler modiilator olarak etkiledigi ileri siiriilmiistiir™.



2.2.2. Periferik regiilasyon

Korpus kavernozum diiz kas tonusu, adrenerjik, kolinerjik ve non- adrenerjik non-
kolinerjik (NANK) olmak iizere en az iic noroefektor sistem ve endotelyumdan salinan

gevsetici ve kasici faktorler tarafindan kontrol edilmektedir®.

2.2.2.1. Parasempatik Aktivasyon

Penil diiz kasi pelvik parasempatik sinirler tarafindan kontrol edilmektedir.
Pregangliyonik otonomik sinir liflerinin tiimiiniin ve postgangliyonik parasempatik
sinirlerin  ¢ogunun nérotransmiteri asetilkolindir. Insan korpus kavernozumunda,
kolinesteraz iceren kolinerjik sinirlerin®, muskarinik reseptérlerin bulundugu® ve bu
sinirlerden asetilkolinin sentez edilip saliverildigi gésterilmistirég. Penil ereksiyonu, penil
arteriyel dilatasyona neden olan pelvik parasempatik sinirlerin aktivasyonuyla
baslamaktadir. Asetilkolin, kolinerjik sinir uglarinda kolin’in enzimatik asetilasyonu
suretiyle sentez edilir’. Bu olay1 katalize eden enzim kolin asetiltransferaz enzimidir.
Asetil kaynagi, sinir ucundaki mitokondrilerde sentez edilen asetilkoenzim A’dir. Kolin
sinir ucuna sinaps veya kavsak araligindan membranda bulunan transportér molekiilleri
tarafindan aktif transport suretiyle alinir. Asetilkolinin penil arteriyel dilator etkisine
muskarinik tipteki kolinerjik reseptorleri aracilik ederler. Insan korpus kavernozum
dokusunda, dort muskarinik reseptor alt tipinin (M;-M4) bulundugu gosterilmis ve
bunlardan M, alt tipinin diiz kasta, M; alt tipinin ise endotelyumda yerlestigi
saptanmustir™. Asetilkolin ile olusan gevsemelerin, noradrenalin gibi kasici bir faktoriin
inhibisyonuna veya NO gibi gevseme olusturan faktoriin salintmina bagli olustugu
bilinmektedir. Adrenerjik sinir uclarinda inhibitor presinaptik muskarinik reseptorler
yerlesim gostermektedir; parasempatik sinirlerin  aktivasyonu, adrenerjik sinir
terminallerindeki muskarinik reseptorlerin stimiilasyonuyla noradrenalin salinimini inhibe
ederek”® ve ayrica endotelyumdan ve sinirlerden NO ve diger vazodilator peptidlerin

salinmasini saglayarak ereksiyon ve penil tumesensini olusturur3.



2.2.2.2. Sempatik Aktivasyon

Trabekiiler korpus kavernozum diiz kasi, penil arter ve venleri adrenerjik
innervasyon bakimindan zengindir. Korpus kavernozum diiz kasinin kasilmasi sempatik
sinirler aracilidir’'. Adrenerjik sinirlerden salinan noradrenalin penil damar agindaki a-
adrenerjik reseptorleri stimiile ederek damarlarin ve korpus kavernozumun kasilmasina
neden olur. Noradrenalin, hem o hem de beta (B)- adrenerjik reseptorleri aktive eder;
ancak radyoligand reseptdr baglama yontemi ile yapilan c¢aligmalar insan korpus
kavernozum dokusunda a adrenerjik reseptorlerin B-adrenerjik reseptorlere oranla 10 kat
daha fazla bulundugunu gbstermistir72. Insan korpus kavernozumunda a; ve a,-adrenerjik
reseptorler bulunmaktadir’™™, fakat o-adrenerjik reseptorler fonksiyonel olarak daha
baskindir. Traish ve ark.” insan korpus kavernozumunda o ja, o 13 Ve o;p reseptor alt
tiplerinin varligin tespit etmisler ve noradrenalinle olusan kasilmalara bu ii¢ reseptor alt
tipinin aracilik ettigini ileri siirmiislerdir. Ayrica postsinaptik o,-adrenerjik reseptorlerinin
alt tipleri (o2a, 02 Ve oOpc) insan korpus kavernozumunda tespit edilmis ancak bu
reseptorlerin  kavernoz diiz kas tonusunun diizenlenmesindeki rolii  heniiz
aydinlatilamamustir”. Insan korpus kavernozumunda presinaptik a,-adrenerjik
reseptorlerin stimiilasyonu sonucu adrenerjik sinir ucundan noradrenalin sentezinin inhibe
oldugu gi)'sterilmistir76. Diger bir ¢calismada ise, at penil rezistans arterlerinde, presinaptik

op-adrenerjik reseptorlerin stimiilasyonu NANK transmitter salinimini inhibe etmistir’’.

2.2.2.3. Non-Adrenerjik Non-Kolinerjik innervasyon

2.2.2.3.1. Nitrik Oksid

Serbest radikal gaz 6zelliginde olan NO, ¢evre kirleticisi ve toksik madde olarak
biliniyordu; fakat son yillarda fizyolojik olaylarda endojen hiicre-sinyal molekiilii olarak
cok onemli rol oynadigi bulunmustur. ilk olarak 1980’de Furchgott ve Zawadzki’®

tarafindan asetilkolinin etkisi altinda tavsan aortasi endotel hiicrelerinden saliverildigi
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gosterilen NO cok labil bir vazodilator otakoiddir. Daha sonra insan dahil, ¢esitli memeli
tirlerinde cesitli kimyasal ve fiziksel etkenlerin endotelyumdan endotel kaynakli
gevsetici faktor (EDRF) saliverdikleri’ ve EDRF ile NO’nun aymi madde oldugu
bulunmustur'~.

NO, NOS enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile L-argininden sentez edilir’.
NOS sitosolik bir enzim olup flavoprotein yapisindadir; bu enzimin kofaktorleri
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) , flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin
mononiikleotid (FMN), tetrahidrobiopterin (BH4), hem ve kalmodulindir. NOS’un,
yapisal noronal NOS (nNOS veya NOSI), indiiklenebilir NOS (iNOS veya NOSII) ve
yapisal endotelyal NOS (eNOS veya NOS III) olmak iizere ii¢ farkli izoformu vardir™.
nNOS ve eNOS Ca”** ve kalmodulin bagimhi®' yapisal nitelikte izoformlardir; selektif
agonist ile reseptor stimiilasyonuna veya sinir ucunun depolarizasyonuna bagl olarak
NO’yu fentomolar (107 M) veya pikomolar (10" M) konsantrasyonlarda saliverirler.
Sinir ucunun depolarizasyonu sonucu hiicre icerisine giren Ca®*, kalmodulin ile
birlestikten sonra NOS’u aktive eder, NO sentez ve saliverilmesini artirir. Makrofajlarda
olusan ve sitokinler ve endotoksin tarafindan sentezi artirilan iNOS Ca”* ve kalmodulin-
bagiml degildir®. iNOS indiiklenmesinden birka¢c saat sonra nanomolar (10° M)
konsantrasyonlarda proinflamatuvar NO saliverir ve bu uzun siireli devam edebilir.

NO, biyolojik etkilerini sGMP’e bagimli ve sGMP’den bagimsiz mekanizmalar
olmak {iizere temel olarak iki mekanizma ile gdsterirgz. NO, diiz kas hiicresindeki ¢GS
enziminin hem molekiilinde bulunan demir (Fe**) atomuna baglanarak molekiiliin iic
boyutlu konfigiirasyonunu degistirmek suretiyle enzimin aktif hale gelmesini saglar®>®*.
Aktiflesen enzim guanozin trifosfattan sGMP yapimim artirir; sGMP, tip I ¢Oziiniir
sGMP-bagimli protein kinaz G’ye (PKG) baglanarak hiicre i¢i etkilerini olugturur Aktive
olmus PKG, hiicre ici Ca®* konsantrasyonunu veya kontraktil sistemin Ca**’a
duyarlilgimi azaltarak diiz kas gevsemesine neden olur®. Ayrica son yillarda yapilan
calismalarda kavernozal diiz kas tonusunun regiilasyonunda RhoA/Rho-kinazin énemli
bir rol oynadig saptanmustir®*°. insan endotelyum hiicresi ve korpus kavernozum diiz
kas hiicrelerinde RhoA ve Rho-kinaz ekspresyonu gosterilmistir® . Sican penisinde nitrik

oksidin Rho-kinaz aktivitesini inhibe etmesi endojen NO gevsemesinin Rho-kinaz
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vazokonstriktor ~ aktivitesinin  inhibisyonuna  bagli = olarak  olusabilecegini
diisiindiirmektedir®™. RhoA/Rho-kinaz sinyal transdiiksiyon yolagmim insan endotelyal
hiicrelerinde eNOS gen ekspresyonunu ve enzim aktivitesini inhibe ederek endotel

kaynakli NO biyosentezini azalttigi gosterilmistir®.

2.2.2.1.1. NO ve Korpus kavernozum
NO’nun, erektil fonksiyonun diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigi kabul
edilmektedir**°". Korpus kavernozumda nitrerjik sinirlerden ve sinusoidal

endotelyumdan salinan NO proerektil norotransmitterdir ve kavernoz diiz kasinda
gevseme yapmaktadir. Yapilan c¢alismalarda NANK sinirlerden saliverilen NO’nun
ereksiyona aracilik eden en 6nemli gevsetici endojen mediyatdr oldugu gosterilmistir™?.
NO, hem sinir hem de endotelyuma bagimli gevsemelere aracilik etmektedir. Norojenik
NO, korpus kavernozum ve penil damarlarinda gevsemeden sorumlu en 6nemli faktordiir.
Ancak, ereksiyonun siirdiiriillmesinden endotelyum kaynaklit NO’nun sorumlu oldugu ileri
siirilmektedir’®. Son yillarda yapilan arastirmalarda korpus kavernozumu innerve eden
penil néronlarinda nNOS°®, kavernoz diiz kas1 ve endotelyumunda ise eNOS un eksprese
edildigi gﬁsterilmistir7. Yapilan aragtirmalarda, nNOS geni “silinmis” farelerde ereksiyon
gézlenmesi94’95 ve aym farelerde nNOS’un mitokondriyel riboniikleikasit (mRNA)
ekspresyonunun gbsterilmesi%, farelerde ve sicanlarda nNOS’un penil nNOS olarak
farkl1 bir isoformunun olabilecegini diisiindiirmektedir’*®%°. Ayrica, sitokinlere maruz
kalindiginda veya patofizyolojik durumlarin upregiilasyonunda eksprese edildigi kabul
edilen iNOS izoformunun penil kavernozal diiz kasinda yapisal olarak eksprese edildigi
bulunmugtur M1 fakat INOS’un  erektil fonksiyondaki Gnemi  heniiz
aydinlatilamamustir.

NO’nun erektil fonksiyonundaki etkisini GS-sGMP sinyal transdiikleme sistemini

aktive ederek olusturmaktadlrm4

. NO, kavernozal diiz kasta GS’ yi aktive ederek ve
sGMP diizeylerini artirarak vazodilatasyon yapmaktadir™®'. Erektil fonksiyonun NO-
sGMP sistemi tarafindan modiilasyonu, NO-aracilikli korpus kavernozum gevsemelerinin

NOS  inhibitorii L—NG—nitroarjinin metil esteri  ve GS inhibitori = 1H-
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[1,2,4]oksadiazol[4,3]kuinoksalin-1 (ODQ) tarafindan inhibe olma51105’106; ayrica
sildenafil, verdanafil gibi fosfodiesteraz inhibitorlerin sGMP aracilikli gevseme

107,108

cevaplarin artirmasiyla desteklenmektedir Hemen hemen biitiin hiicre tiplerinde

GS’nin ¢oziiniir ve membrana bagli izoformlar1 eksprese edilmistir'®

. Ancak, ¢coziiniir
GS peniste NO icin en 6nemli sinyal molekiiliidiir. Genel olarak intraseliiler sGMP
konsantrasyonu sadece ¢oziiniir GS degil ayni zamanda sGMP’i 5 -sGMP’e hidroliz eden
sGMP-fosfodiesteraz enzimi tarafindan da regiile edilmektedir''®. Memelilerde iki farkl
sGMP-bagimli protein kinaz (sGK I ve II) belirlenmistir''"''*. Fare korpus kavernozum
diiz kasinda, sGMP-bagimli protein kinaz I ‘in erektil fonksiyonda Oneminin biiyiik

oldugu g()'sterilnlistirm4.

2.2.2.2. Vazoaktif Intestinal Polipeptid
Insan ve hayvanlarda yapilan calismalarda, penil damar yapisinda ve korpus
kavernozum trabekiiler diiz kasinda vazoaktif intestinal polipeptid (VIP) iceren sinirlerin

113,114 C
. Bu sinirlerin

bulundugu ve NOS ve VIP’in birlikte lokalize oldugu gosterilmistir
cogunun kolinerjik sinirler i¢in spesifik marker olan vezikiiler asetilkolin transporter’
icermesi nedeniyle NO ve VIP iceren sinirlerin cogunun kolinerjik oldugu
diisiiniilmektedir' >, VIP korpus kavernozum iizerindeki etkisini VIP reseptorleri (tip 1
ve 2) ve siklik adenozin monofosfat (SAMP)’a bagimli sinyal transdiikleme kaskadi
araciligi ile olusturmaktadir''’. VIP reseptorlerinin stimiilasyonu sonucunda stimiilator
tipteki G-proteinleri tarafindan aktive edilen adenilil siklaz, SAMP artisina ve bunun
sonucunda sAMP’ye bagimli protein kinazin aktivasyonuna neden olur; bu protein

kinazin aktivasyonu korpora diiz kasinda gevseme yapar. VIP’in peniste transmiter veya

modiilator olarak rolii kesin olarak ortaya konulamamuistir.

2.2.2.3. Adenozin trifosfat (ATP)
ATP ve diger purinlerin izole tavsan korpus kavernozumunda, hem bazal hem de

fenilefrin ile stimiile edilmis tonusu azalttigi gosterilmistir; bu dokuda ATP’nin NANK
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bir transmitter oldugu ve purinerjik transmisyonun, penil ereksiyonunun baslamasi ile
siirdiiriilmesinde onemli bir komponent olabilecegi ileri siiriilmiistir'*'"”. Ancak,
purinlerin korporal diiz kasinda elektriksel uyar1 ile olusan cevaplar: etkilememesi bu
maddelerin,  nOrotransmiter  olarak  davranmadiklarin1  sadece  ereksiyonun
modiilasyonunda rol oynayabileceklerini gostermektedir''’. insan korpus kavernozum
seritlerinde P2Y purinoseptorlerin stimiilasyonun NO aracilikli gevsemeye neden oldugu
ve bu cevaba endotelyum-bagimh mekanizmanin aracihik ettigi bulunmustur'”. Ancak,
ATP’nin  ereksiyonun  fizyolojik  mekanizmasindaki rolii  heniiz  tamamen

aydinlatilamamistir.

2.3. Etanol

Etanoliin, cilt antiseptigi olarak kullanilmasi disinda, ila¢ olarak fazla bir 6nemi
yoktur. Ancak alkollii ickiler seklinde alinmasi nedeniyle, baz1 kisilerde ilagtan da sik
kullandiklar1 bir maddeyi olusturur. Alkollii ickiler, meyve sulari, yas ve kurutulmusg
meyveler ve tahil taneleri icinde bulunan sekerler ve polisakkaridlerin maya mantarlari
tarafindan anaerobik bir bicimde fermantasyonu suretiyle elde edilir. Agiz yolundan
alinan alkol, mide-barsak kanalindan pasif difiizyonla hizli bir sekilde ve tam olarak
absorbe edilir. Absorpsiyon hizinin fazla olmasi, sivi olmasina, molekiil agirliginin ufak
olmasina ve iyonize olmamasina baglidir Alkol ve alkollii losyonlar koklandiginda,
akciger alveollerinden az da olsa alkol absorbe edilir. Alkol viicutta biitiin sivi
kompartimanlarina  kolayca gecer. Plazma proteinlerine baglanmaz. Viicut
bosluklarindaki sivilarda alkol konsantrasyonu kandakine yaklasik olarak esittir.

Viicuda giren alkoliin %98’1 biyotransformasyon suretiyle elimine edilir. Viicuda
fazla alkol girmisse bu oran %90’a kadar inebilir. Geri kalan kismi, akcigerlerde
alveollerden nefese atilmak, bobreklerden idrar igine itrah edilmek ve ter bezleri
tarafindan  salgilamak suretiyle uzaklastirir.  Ekspirasyon havasindaki  alkol
konsantrasyonu, kandaki konsantrasyonu gecikmeksizin ve diizenli bir oranda yansitir.
Bu nedenle nefesteki alkol kandaki miktarin oldukga iyi bir gostergesidir. Alkol esas

olarak karacigerde ve diger ufak oOlciide diger dokularda metabolize edilir. Diger dokular
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icinde alkolii en fazla metabolize eden mide mukozasidir.  Alkoliin
biyotransformasyonunda birinci basamak, asetaldehide oksitlenmesidir. Bu doniisiim iki
yolak iizerinden olur.

1) Alkol dehidrojenaz yolagi: Bu enzim esas itibariyle karaciger hiicrelerinde
sitoplazma icinde bulunan ve ¢inko iceren sistolik bir enzimdir. Mutad dozda
alkol alindiginda doniisim bu yolak iizerinden olur. Biiyilk miktarda alkol
alindiginda, doniisiimiin biiyiik kismi yine bu yolak iizerinden olur. Alkoliin
oksidasyonu, nikotinamid adenin diniikleotid kofaktorii’niin, nikotin adenin
diniikleotid (NAD)’e indirgenme olayma kenetlidir. Bu reaksiyon etanol
metabolizmasinda hiz kisitlayici bir basamaktir.

2) Mikrozomal karma fonksiyonlu oksidazlar: Karacigerde endoplazmik
retikulumda yerlesmis olan bu enzimlerin etanoliin oksidasyonunu yapan
boliimiine, mikrozomal etanol oksidleyici sistem adi verilmis ve daha sonra bunun
Sitokrom P2E1 (CYP2E1) oldugu anlasilmistir. Alkolii oksidleyen mikrozomal
oksidazin Km degeri, alkol dehidrojenaz enziminkinden 4-40 kat yiiksek
oldugundan; CYP2E1 alkol konsantrasyonu yiikseldiginde ve artan bir olcekte
devreye girer.

Alkoliin oksidasyonunda ikinci basamak, asetaldehidin asetik aside doniisiimiidiir.
Asetaldehidin =~ %90’indan  fazlas1 bu reaksiyona girer. Olay1r NAD’a-bagimh
mitokondriyel bir enzim olan aldehid dehidrojenaz (ALDH) kataliz eder; bu olaya
karaciger mikrozomal enzimlerinin katkis1 diisiik derecededir. Ikinci basamaktaki
doniistimiin hizi, birincininkinden ¢ok daha fazladir. Bu nedenle, alkol alindiktan sonra
viicutta asetaldehid birikmez; bu maddenin kandaki konsantrasyonu alkoliinkinin %1°1
kadardir. Alkoliklerde muhtemelen mitokondrilerin bozulmasina baglh olarak asetaldehid
oksidasyonu yavaslar. Asetaldehidden olusan asetik asid kismen metabolize edilerek
karbon dioksit (CO,) ve suya doniisiir. Alkoliklerde CYP2E1 indiiklenir; fakat alkol,
viicutta bulundugu siire boyunca bu enzim akut olarak inhibe edilmis durumdadir. Bu
durum alkoliin barbitiirat ve benzodiazepin gibi diger bazi ilaclarla karmasik bir sekilde
etkilesmesine neden olur.

Alkoliin en 6nemli farmakolojik etkileri santral sinir sistemi iizerinde depresyon ve bu
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arada disinhibisyon yapmasina bagl olarak olusan behevyoral etkilerdir. Yiiksek dozda
viicuda girdiginde genel anestezi olusturur; fakat bu amagcla kullanilmaz.

1. Behevyoral etkiler: Alkol ufak miktarda alindiginda sedasyon yapar. Kiside anksiyete,
endise, sikilganlik ve sorumluluk duygusunu azaltir; 6fori olusturur. Davranis1 baski
altinda tutan moral inhibisyonu hafifletir ve baski altinda tutulan i¢giidiilerin, isteklerin,
ve egilimlerin eyleme doniisiimiinii kolaylastirir. Baslangicta, konugma ve hareket etme
egilimini arttirir; disinhibisyona bagli eksitasyon yapar. Alkol, kiside kendini kontrol ve
Ozelestiri yetenegini azaltir. Usa-vurma yetenegini bozar.

Alkoliin etkisi altinda kognitif yeteneklerde azalma olur. Zihinde aritmetik islem
yapilmasi zorlasir; beceri isteyen islerin hatasiz yapilmasi zorlasir ve psikomotor testlerde
basar1 orani diiser. Etanol, serebeller fonksiyonu nisbeten belirgin sekilde bozar. Alkoliin
afrodizyak etkisi oldugu ileri stiriilmiistiir.

2. Kardiyovaskiiler etkisi: Alkol alindiginda cilt damar yataginda genellikle belirgin
vazodilatasyon olur. Periferik damar rezistans: diiser. Ciltte kizarma olur ve terleme artar.
Benzer ilaglar (barbitiiratlar) esit derecede behevyoral depresyon yapan dozlarda
vazodilatasyon yapmaz. Bu iki bulgu, alkoliin ufak dozda alindiginda yaptigi
vazodilatasyonun santral etkiden ziyade damar diiz kasi itizerindeki direkt etkiye bagiml
oldugunu disiindiiriir. Son zamanlarda yapilan incelemeler alkoliin yaptig1
vazodilatasyonun, ondan olusan asetaldehide bagl oldugunu gostermistir. Asetaldehid
oldukca giiclii vazodilator bir maddedir; ufak dozda 1i.v. infiizyonu, belirgin
vazodilatasyon ve zonklayict basagris1i yapabilir. Alkol cilt damarlarinda olusan
vazodilatasyon nedeniyle kisiye 1sitnma hissi verir. Vazodilatasyon ciltte 1s1 kaybin1 azaltir.
Alkol, sogukta kalindiginda kolayca hipotermi olugmasimna neden olur ve donmay1
kolaylastirir.  Alkol koroner ve serebral kan akimlarini artirmaz. Alkoliin anginal
hastalarda ekzersize bagh agriyr azalttigi ve Onledigi saptanmistir. Bunun, alkoliin
periferik damar rezistansini diisiirerek kalbin yaptig1 isi azaltmasi ile ve anginal nobeti
tetikleyen psisik gidermesi ile ilgili olabilir. Ufak dozda veya asir1 dozda alkol
alindiginda kalp atis hiz1 azalabilir; bunun asetaldehide bagl olmasi muhtemeldir. Orta
miktarda alindiginda, genellikle kan basinci diismesine bagli olarak gelisen refleks

sempatik uyari nedeniyle, kalp hizin1 ve atis hacmini arttirabilir. Orta veya fazla miktarda
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alkol uzun siire kullanildiginda miyokard kontraktilitesinde azalma olur; bu etkinin
asetaldehidin miyokartta sempatik sinir uclarindaki noradrenalin deposunu azaltmasina
(deplesyona) bagli oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu durum miyokard fonksiyonu normal
diizeyde olanlarda kisa siireli bir sorun olusturmayabilir.

3. Solunum iizerine etkisi: Olusan asetaldehide bagl olarak ufak ve orta dozdaki alkol,
solunum merkezini stimiile eder; Solunumu hizlandirir.

4. Emetik etki: Asir1 dozda alkol alindiginda bulanti ve kusma gelisir. Bu, akut alkol
intoksikasyonunu Onleyen “yararli” bir etki gibi goziikiir. Ancak mide igeriginin
aspirasyonu ile pnomoni ve bazen bogulmaya neden olabilir. Emetik etkinin alkollii
ickinin mideyi tahrisine bagli olmasi yaninda, santral sinir sistemin (SSS)’de kusma ile
ilgili kusma ile ilgili merkezlerin uyarilmasindan ileri gelmesi de muhtemeldir. Nitekim
i.v. yoldan infiizyonla alkol c¢evrilmesi sirasinda bulanti ve kusma sik goriilen bir yan
tesirdir.

5. Gastrointestinal etki: Alkol istahi arttirir. Bunda alkollii ickinin lezzeti, 6fori hali,
inhibisyondan kurtulma ve alkol mide asid salgisinin uyarilmasi gibi etkenlerin katkisi
vardir. Alkol midede antrum bolgesindeki lokal ve belki de santral etkisi ile gastrin
salgilanmasini arttirir; boylece hidroklorik asid salgisini arttirir. Yiiksek konsantrasyonda
alkol iceren igkiler sulandirilmadan ve fazla miktarda alinirsa, midede siddetli irritasyon,
motilitede ve asit salgisinda azalma, pilor spazmi, mukus salgisinda artma, mide bosalma
siiresinde bosalma ve bir sure sonra bulant1 ve kusma olusur. Fazla miktarda alinan alkol
barsak tahrisi ile diyareye neden olabilir. Asir1 miktarda alindiginda kolonun hareketini
deplese eder ve kabizlik yapar. Alkol pankreasin dis salgisini artirir; bu organda da
mukoza bariyerini bozabildigi i¢in asirt miktarda alkol alinmasi akut pankreatite neden
olabilir.

6. Diiiretik etkisi: Alkol hipofiz arka lobundan antidiiiretik hormon salgilanmasini inhibe
eder. Alkollii icki alanlarda diiirez olur.

7. Uterus iizerine etkisi: Intravenoz verilen veya agizdan alinan alkol, oksitosin
salgilanmasini inhibe eder. Oksitosinin uterus kasi iizerindeki biiziicii etkisini azaltir.

8. Metabolik etkiler: Kronik olarak az veya orta miktarda alkollii icki kullananlarda

plazmada yiiksek dansiteli lipoprotein (YDL) diizeyinin arttigi, diisiik dansiteli
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lipoprotein (DDL) diizeyinin ise diistiigii saptanmistir. YDL, kolestroliin dokularda ve
arter ¢eperinde mobilizasyonu ve yikilmasini sagladigl i¢in ateroskleroz gelisimini
onleyen “‘yararli” lipoproteindir. Cesitli epidemiyolojik incelemelerde alkol kullanma ile
koroner kalp hastalig1 insidensi arasinda ters bir iliski bulundugu saptanmistir. Asir
miktarda alkol kullananlarda ise karaciger bozuklugu gelistiginde aterojenik lipoprotein
olan DDL’nin diizeyi artmaya baslar. Alkol plazma trigliserid diizeyini daima arttirir.

9. Endokrin sisteme etkisi: Alkol adrenal medulladan adrenalin ve noradrenalin
salgilanmasini arttirir. Bu etki hi¢ olmasa kismen asetaldehid bagl olabilir. Yiiksek dozda
ACTH ve buna bagl olarak kortikosteroid salgilanmasini stimiile eder. Prolaktin
salgilanmasin1 arttirir. Hipofiz arka lobundan hormon salgilanmasim1i daha Once
belirtildigi gibi inhibe eder. Alkol erkeklerde plazmada testosteron diizeyini azaltir.
Bunda hipofiz 6n lobunda luteinleyici hormon salgilanmasini inhibe etmesi ve ayrica
direkt etkisiyle testiste steriodojenezi inhibe etmesi rol oynar. Steriodojenez iizerinde
asetaldehid, alkolden daha gii¢lii bir direkt inhibisyonu yapar. Alkol bilinmeyen bir
mekanizma ile erkeklerde estrojen diizeyini yiikseltir. Alkoliin seks hormonlari
tizerindeki etkisi belirgin derecede ortaya ¢ikar.

10. Teratojenik etki: Gebelik esnasinda sik alkol alinmasi, doz pek fazla olmasa bile
fotiista morfolojik bozukluklara neden olabilir. Alkolik gebe kadinlardan dogan
bebeklerde bu bozukluklar oldukca sik goriiliir. Bu duruma fétal alkol sendromu denilir.
Alkol fotiista somatik ve mental fonksiyonlarin gelismesini kapsayan intrauterin biiyiime
gecikmesi (retardasyon) yapar.

11. Alkoliin organik toksik tesirleri: Alkoliklerde olugu gibi uzun sure asir1 miktarda
alkol alinmas1 hepatotoksik, norotoksik, kardiyotoksik ve rabdomyotoksik (¢izgili kasici
bozucu etki yapar).

Alkol bagimhihgi: Alkol, psisik ve fiziksel bagimlilik olusturan ve boylece kisiyi
kompiilsif olarak alkol igmeye sevk edebilen bir maddedir. Alkol bagimliligi, diger bazi
ilag bagimliligi durumlarinda oldugu gibi kendini psikotik belirtilerle gosterir. Alkole
fiziksel bagimlilik gelismesi genellikle ge¢ olarak ve belirgin derecede tolerans
gelistikten sonra olur. Diger bagimlilik tiplerinden farkli olarak alkol bagimliliginda

karaciger, beyin, miyokard ve cizgili kaslarda anatomopatolojik bozukluklarda gelisir. Bu

18



nedenle alkol bagimlilig1r ayn1 zamanda kronik alkol zehirlenmesidir; alkol bagimliligi
alkolizm diye adlandirilir.  Alkolizm, batida en yaygin olan kronik bir psisik

hastaliktir' 2122,

2.3.1 Alkol ve NO
Kronik etanoliin endotelyal hiicrelerden NO sentezini veya salinimini etkiledigi

14,123

gosterilmigtir . Etanoliin diisiik diizeyde koroner damar arter hastaliklari, iskemik felg,

miyokard enfarktiisii ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigi

kaydedilmistir'*""

. Ancak yiiksek dozda kronik etanoliin hipertansiyon da dahil olmak
lizere kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden oldugu ve mortaliteyi artirdigin1 gésteren
bulgular mevcuttur'>". Sicanlarda etanoliin kronik olarak agizdan verilmesinin kalp ve

diger dokularda oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir'**'>

. Siganlarda yiiksek
miktarda etanoliin oksidatif doku hasarini arttirdigi, NO ve antioksidanlar1 deplese ederek
hipertansiyona yol actig: ileri siiriilmiistiir'?°. Endotelyal NO iiretiminin azalmasinin,
NO’nun etanoliin biyoinaktivasyonu sonucu olusan serbest siiperoksid anyonlar1 ile
reaksiyona girip peroksinitrit radikallerine doniismesine ve/veya eNOS’un oksidatif
inaktivasyonuna bagh olabilecegi ileri siiriilmektedir *'*’. Klinik ¢aligmalarda, alkolik
hastalarda endotelyum hasarina bagli kardiyavaskiiler hastaliklarin ortaya ciktigi

8

gdsterilmistirlz. Penil wvaskiiler endotelyum hasarinin erektil disfonksiyona neden

12930 Alkoliin erkek seksiiel aktivitesi iizerindeki

olabilecegi ileri siiriilmektedir
farmakolojik ve behevyoral etkileri uzun zamandan beri tartisilmaktadir. Tavsan korpus
kavernozum dokusunda %1-5’lik akut etanol uygulamasinin bazal tonusu ve elektriksel
stimiilasyona bagl gevsemeleri anlamli olarak inhibe ettigi bulunmus ve asetilkolin-L-
arjinin-NO yolagin aracilik ettigi korpus kavernozum gevsemelerinin etanole daha duyarl

oldugu gosterilmistir'".
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3. GEREC VE YONTEMLER

Deneylerde C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinden
(TIBDAM) saglanan 20-25 g agirhiginda Swiss albino tiirii beyaz erkek fareler kullanildu.
Deneylere almacak hayvanlar oda sicakligi 22+0.5 °C olan ve 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik olacak sekilde aydinlatilmasi yapilan ortamda barindirildi.

Kontrol grubu ve kronik etanol grubuna ait fareler kullanildi.

3.1. Kronik Etanol Uygulamasi

Inhalasyon yolu ile etanol uygulamak icin Goldstein'*? tarafindan tanimlanan ve
daha once modifiye edilmis yontem kullanildi. Bu amagla 7.5 L hacminde pleksiglastan
yapilan ve bir hava ¢ikis borusu bulunan yar1 kapali bir sistem kullanildi. Kabin altina
icinde filtre kagid1 bulunan bir petri kutusu sabitlendi. Fareler kabin ortasindaki delikli
platform iizerine konuldu. % 95’ lik alkol perfiizyon sistemi ile dakikada 35 pl olacak
sekilde kap igerisine yerlestirilen petri kutusundaki filtre kagidina damlatilarak emdirildi.
Aynu filtre kagid1 tizerine bir hava motoru araciligiyla hava gonderildi. Bu sekilde alkoliin
buharlasmasi ve kap icerisindeki havaya karismasi saglandi. Sistemdeki diger bir boru
yardimi ile yar1 kapali devreden havanin ¢ikmasi temin edildi. Farelerin bir grubuna 7
giin, diger gruba ise 14 giin siiresince etanol inhalasyonu yapilarak iki ayr1 alkol grubu
olusturuldu. Ayrica, alkol verilmeden sadece hava verilen bu yar1 kapali sistem igerisinde
farelerin 7 ve 14 giin yasatilmasiyla iki ayri kontrol grubu olusturuldu. Bu siire i¢cinde

hayvanlar icin gerekli su ve yeterli yiyecek saglandi.
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3.1.1 Kandaki Etanol Diizeyinin Olciilmesi

Etanole maruz birakilan farelerin kanlarindaki alkol diizeyleri C.U. Adli Tip
Anabilim Dalinda olgiildii. 7 ve 14 giin alkole maruz birakilmis fareler dekapite
edilmeden Once halotan (% 2) ile anestezi edildi. Anestezi altindaki farelerin gogiis
kafesi acilarak kan ornekleri pasteur pipetleri ile kalp ve gogiis boslugundan alinip
onceden hazirlanan steril sodyum floriirlii (1cc’ye 10 mg NaF) tiiplerin icine aktarildi.
Agizlart kapatilarak, hava ile temaslart kesildi, numaralandirildi, calisilincaya kadar
+4°C’da saklandi. Gaz Kromatografisi/Headspace cihazi kullanilarak kanda etanol
diizeyleri ol¢iildii. 0.2 ml kan otomatik pipet yardimi ile 6 ml’'lik gaz
kromatografi/headspace sisesine konuldu. Uzerine 0.8 ml internel standart hamilton
siringa ile eklenerek sise kapagi klamp ile bekletilmeden kapatildi. Iyice karistirilarak
analiz icin cihaza yerlestirildi. 15 dakika 65 °C’da bekleme sonrasi (sivi buhar dengesi

saglandi) Ornegin cihaza enjeksiyonu yapildi.

3.2. In Vitro Cahsmalar

Kontrol grubu ve kronik etanol inhalasyonu yapilan fareler servikal dislokasyon
ile oldiiriildii. Penisleri ¢ikarilip Krebs soliisyonu (mM olarak NaCl 119, KCl 4.6, CaCl,
1.5, MGSI, 1.2, NaHCO; 15, NaHPO,4 1.2, glukoz 11) iceren petri kutusunda izole edildi.
Glans penis ve iiretra ayrilip her iki korpus kavernozum dokusu arasindaki fibroz septum
kesilerek ve turnika albuginea intakt birakilarak iki ayr1 korpus kavernozum preparati
elde edildi. Her iki preparat 200 mg tansiyon altinda %95 O, ve %5 CO;ile gazlandirilan
Krebs soliisyonu iceren 15 ml’lik organ banyolarma asildi. Banyo sicakligi 37° C
derecede muhafaza edildi. Dokular daha sonra bir saat siiresince inkiibasyona birakildi.
Bu inkiibasyon sirasinda dokular her 15 dakikada bir Krebs soliisyonu ile yikandi. Bir
saatlik inkiibasyon sonunda dokulara deneysel protokol uygulandi. Cevaplar izotonik
transduser araciligi ile (Ugo Basile, 7006) bir poligraf (Ugo Basile Gemini 7070) tizerine
kaydedildi.
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3.2.1. Elektriksel Saha Stimiilasyonu (ESS), Ekzojen Nitrik Oksid (NO) ve
Asetilkolin Gevsemeleri

Kontrol grubu ve kronik etanol inhalasyonu yapilan (7 ve 14 giinliik gruplar)
farelerden izole edilen korpuz kavernozum dokular1 bir saatlik inkiibasyon siiresinden
sonra fenilefrin (5x10° M) ile kastirildi. Maksimum kasilma ve plato cevabi elde
edildikten sonra dokulara ardisik olarak elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V,
0.5 msn, 15 sn; Grass S88 stimiilatorii), ekzojen NO (asidifiye NaNOy; 107 M) ve
asetilkolin (10”7 M) verilerek gevseme cevaplarn elde edildi. Uygulamalar sonrasinda
doku Krebs soliisyonu ile yikandi ve 30 dakikalik ara inkiibasyona birakildi. Bu ara
inkiibasyondan sonra ayni deney protokolii bir kez daha tekrarlanarak ikinci seri cevaplar
elde edildi. Istatistiksel olarak % gevsemeyi hesaplayabilmek icin ikinci seri
uygulamadan sonra dokuya papaverin (10 M) uygulamas: yapilarak gevseme cevabi

elde edildi.

3.2.2. 1H-[1,2,4]oksadiazol[4,3]kuinoksalin-1 (ODQ) ve L-Nitroarjinin (L-
NA) Uygulanan Deneyler

Kontrol grubu ve kronik etanol inhalasyonu yapilan ( 7 ve 14 giinliik gruplar)
farelerden izole edilen korpus kavernozum dokular1 bir saatlik inkiibasyon siiresinden
sonra fenilefrin (5x10° M) ile kastirildi. Maksimum kasilma cevabi platoya ulastiktan
sonra dokulara ardigik olarak elektriksel saha stimiilasyonu (ESS, 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15
sn), ekzojen NO (10"4 M) ve asetilkolin (10'7 M) uygulanarak gevseme cevaplari elde
edildi. Dokular Krebs soliisyonu ile yikandiktan sonra ODQ ve L-NA iceren banyo
ortaminda 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon siirecinin sonunda dokulara ikinci kez ESS,
ekzojen NO ve asetilkolin uygulandi. Diger bir deney grubunda ise L-arjininli ortamda L-
NA’nin etkileri arastirildi. Bu grup deneylerde fenilefrin ile kastirilan dokuya (8 Hz, 30 V,
0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (10'4 M) ve asetilkolin (10’7 M) uygulanarak gevseme

cevaplarin elde edildi. Dokular Krebs soliisyonuyla yikandiktan sonra L-NA ve L-arjinin
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kombinasyonu iceren ortamda 30 dakika inkiibe edildi ve tekrar ESS, ekzojen NO ve
asetilkolin uygulamasi yapildi.

3.3. Histolojik Calismalar

Kontrol ve 14 giinliik alkol gruplarindan almman korpus kavernozum dokusu
%?2.5’luk gluteraldehit ile fikse edildi, %1’lik osmiyum oksit (OsO,) ile postfiksasyon
yapildi. Dehidrasyon islemi yiikselen derecelerde alkol kullanilarak gerceklestirildi.
Propilen oksitle seffaflandirma ve resine alistirma asamalarindan sonra, dokular resine
(Araldite, EMS) gomiildii. 24 saatlik polimerizasyon isleminden sonra, bloklardan Leica
Ultracut UCT-125 ile oOncelikle 1 im kalinhiginda yar1 ince, sonra da 50-70 nm
kalinliginda ince kesitler alindi. Yar1 ince kesitler toluidin mavisi ile boyanarak 1sik
mikroskobunda incelendi ve hangi alandan ince kesit alinacagi belirlendi. Ince kesitler ise
uranil asetat-kursun sitrat ile kontrastlandilar. Kesitler JEOL-JEM 1011 elektron

mikroskobunda incelendiler. Mikroskoba eklenmis dijital kamera ile fotograflar: ¢ekildi.

3.4. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

ESS, ekzojen NO ve asetilkolin ile olusturulan birinci ve ikinci seri gevsemeler,
papaverin gevsemelerinin yiizdesi olarak degerlendirildi. Papaverin gevsemesi 100 olarak
kabul edildi. Birinci ve ikinci serideki ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevsemeleri
papaverine gore oranlandi. Papaverin ile olusan gevseme degeri (A) ve ESS, ekzojen NO
ve asetilkolin ile elde edilen gevseme degeri ise (B) gosterildi. Milimetre olarak ol¢iilen
bu degerlere asagidaki formiil uygulandi.

% gevseme: Bx100/A

Gruplarin % degerleri ortalama (g) + Standart Hata seklinde ifade edildi. L-NA ve ODQ
deneylerinde ilagsiz ortamda elde edilen birinci seri gevseme cevaplart kontrol grubu
olarak kabul edildi. Gruplar arasi istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (one way
ANOVA) ve Benferroni-t testi yapildi ve 0.05’ten kiiciik P degerleri anlamli olarak kabul
edildi (P<0.05).
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3.5. Kullamlan flaclar ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Kullanilan ilaglardan asetilkolin (asetilkolin klorid), fenilefrin hidrokloriir (i
Fenilefrin hidrokloriir), L-Arjinine (L-Arjinin hidrokloriir), L-nitroarjinin (N“-Nitro-L-
arjinin), ODQ (1H-[1,2,4]oksadiazol[4,3]kuinoksalin-1), papaverin (6,7-Dimetoksi-1-
veratri-isokuinolin) SIGMA firmasindan, sodyum nitrit (NaNO,) MERCK firmasindan,
etanol (%95°lik) ise SISMED Medikal Limited sirketinden temin edildi.
Asetilkolin, 5.5x10% M stok soliisyonlar halinde distile suda hazirlanip, bu stok
soliisyondan seyreltilerek banyoya 107 M olacak sekilde verildi. ODQ, 102 M stok
soliisyondan banyo ortamima 10* M konsantrasyonda verildi. Asidifiye sodyum nitrit,
sodyum nitrit’in buzlu ortamda pH 2’de coziilmesiyle hazirlandi ve -4C”de muhafaza
edildi. Alkol calismalarinda %95°lik etanol kullanildi. Deneylerde kullanilan tiim
maddelerin soliisyonlar: distile suda hazirlandi. Asidifiye sodyum nitrit, fenilefrin, L-

arjinin, L-nitroarjinin, papaverin ve krebs soliisyonu giinliik olarak hazirlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Kandaki Alkol Diizeyleri

Farelere inhalasyon yolu ile 7 ve 14 giin boyunca etanol verildi. 7. ve 14. giinlerde
alkol inhalasyonu uygulamasi sonlandirildi ve her iki grup farelerde alkol kan diizeyleri
oOlciildii. Kontrol grubunun kan alkol diizeyleri ile 7 ve 14 giin siiresince etanole maruz
kalan farelerin kandaki etanol diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (P<0.05); ancak 7 ve 14 giin siiresince etanole maruz kalan gruplarin kan alkol

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak bir fark yoktu (Tablo 1, P>0.05)

Alkole maruz kalma siiresi Kandaki alkol diizeyi
(giin) n (mg/dl)
Kontrol 3 53.3+12.8
7 8 110.4 £ 13*
14 8 1148 £ 11%*

Tablo 1. 7 ve 14 giin siire ile alkole maruz kalan farelerin 7. ve 14. giinlerde kandaki alkol
diizeyleri. Kan alkol diizeyleri ortalama konsantrasyon (mg/dl) + Standart Hata
seklinde ifade edildi. * Kontrol grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05).

25



4.2. Kontrol Gruplarinda Elektriksel Saha Stimiilasyonu, Ekzojen NO ve
Asetilkolin cevaplari

7 giin boyunca alkol yerine hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden
izole edilen korpus kavernozum dokusunda spesifik o;- adrenerjik reseptdr agonisti
fenilefrin (5x10° M) uygulamasi kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi olusturdu.
Fenilefrin ile kastirilmis dokulara ardisik olarak ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn),
ekzojen NO (10* M) ve asetilkolin (107 M) uygulanmasi hizli ve gecici gevsemeye
neden oldu. Doku Krebs soliisyonu ile yikanip 30 dakikalik inkiibasyondan sonra ikinci
seri ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevsemeleri elde edildi (Sekil 1A). Birinci seri olarak
elde edilen ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevseme yanitlarinin papaverin gevsemelerine
gore ortalama yiizde degerleri sirasi ile 27.1£2.9, 35.4+6.5, 33.2+5.1 ve ikinci seri
ortalama degerler ise 32.9£2.9, 40.4+5.7, 34.8+6 idi. Birinci seri gevsemeler ve ikinci seri

gevsemeler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (Sekil 1B, P>0.05, n=12).
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Sekil 1. 7 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10°®) ile olusturulan kasilma cevaplari iizerinde elektriksel
saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin
(ASK; 107 M) gevsemelerinin trase érnegi (A) ve siitiin grafigi (B) . Veriler ortalama + SH
olarak ifade edildi (n= 12 ).
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14 giin siiresince alkol yerine hava verilen deney gruplarinda kontrol cevaplarin1 almak
icin, fenilefrin (5x10°M) ile kastirilmis dokulara ardisik olarak ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn,
15 sn), ekzojen NO (10 M) ve asetilkolin (107 M) uygulamasi yapildi. ESS, ekzojen NO
ve asetilkolin korpus kavernozum dokusunda hizli ve gegici gevseme olusturdu. Doku
Krebs soliisyonu ile yikanip 30 dakikalik inkiibasyondan sonra ikinci seri ESS, ekzojen
NO ve asetilkolin gevsemeleri elde edildi (Sekil 2A). Birinci seri ESS, NO, asetilkolin
gevsemelerinin yiizde degerleri sirasi ile 30.243.2, 39.1+5.5, 31.744.1 idi. Bu grubun
ikinci seri ESS, NO, asetilkolin gevsemelerinin yiizde degerleri ise sirasi ile 33.7+2.6,
41.244.6, 33.3+4.9 idi. Birinci seri gevsemeler ve ikinci seri gevsemeler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (Sekil 2B, P>0.05, n=15).
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14 giin suresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10° M) ile olusturulan kasilma cevaplari {iizerinde
elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10™ M) ve
asetilkolin (ASK; 107 M) gevsemelerinin trase Ornegi (A) ve siitiin grafigi (B) . Veriler
ortalama + SH olarak ifade edildi (n= 15).
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4.3. Kontrol Grubunda Elektriksel Saha Stimiilasyonu, Ekzojen NO ve
Asetilkolin Gevseme Cevaplari Uzerine L-Nitroarjinin (L-NA)’in Etkisi

14 giinliik kontrol grubu farelerden izole edilen korpus kavernozum dokular
fenilefrin (SXIO’(’) ile kastirildiktan sonra ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO
(10* M) ve asetilkolin (10”7 M) uygulamalari ile birinci seri gevseme cevaplari alindu.
Dokular NOS inhibitorii L-NA (10* M) iceren Krebs’li banyo ortammnda 30 dk
inkiibasyona birakildi ve bu siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri
ESS, NO ve asetilkolin uygulamalar1 yapildi. ilagsiz ortamda ESS, NO ve asetilkolin
gevsemelerinin yilizde degerleri siras1 ile 28.4+4.6, 26.4+4.5, 12.5+£2.7 iken L-NA
ortamda inkiibasyondan sonra elde edilen ESS, NO ve asetilkolin yiizde degerleri sirasi
ile -1.1+£2.2, 3248, -242.3 idi. L-NA, ESS ve asetilkolin gevsemelerini kasilma
cevaplarina doniistiirdii (P<0.05); ekzojen NO gevsemelerini ise etkilemedi (Sekil 3,
P>0.05 ,n=8).

L-NA ile elde edilen gevsemeler iizerindeki inhibitor cevaba NO prekiirsorii olan
L-Arjinin (10*M)’in etkisi arastirildi. Bu grup deneylerde birinci seri ESS, ekzojen NO
ve asetilkolin gevseme cevaplari alindiktan sonra ortama L-NA (10*M) ve L-arjinin (10
* M) kombinasyonu ilave edildi; 30 dakikalik inkiibasyondan sonra ikinci seri ESS,
ekzojen NO ve asetilkolin uygulamas1 yapildi. flagsiz ortamda ESS, NO ve asetilkolin
gevsemelerinin ylizde degerleri sirast ile 43.6£3.2, 18.4+1.5, 39.6+10.4 iken L-NA + L-
arjininli ortamda elde edilen ESS, NO ve asetilkolin yilizde degerleri sirast 38.6+6.5,
24.242.6, 22.9+10.1 idi. L-arjinin, L-NA’in ESS ve asetilkolin gevsemeleri iizerindeki
inhibitor etkisini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltt1 (Sekil 4, P<0.05, n=8).
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14 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn),
ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme cevaplar iizerine L-
nitroarjinin’nin (L-NA; 10*M) etkisinin trase ornegi (A) ve siitiin grafigi (B). * Kontrol grubuna
gore anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=8).
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Sekil 4. 14 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn),
ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme cevaplarl iizerine L-
nitroarjinin (L-NA; 10*M) + L-arjinin (10*M)’nin etkisinin trase ornegi (A) ve siitiin grafigi
(B) . * Kontrol grubuna gore, © L-NA grubuna gore anlamlihgi gostermektedir (P<0.05).
Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=8).
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4.4. Kontrol Grubunda Elektriksel Saha Stimiilasyonu, Ekzojen NO ve
Asetilkolin Gevseme Cevaplan Uzerine 1H-[1,2,4]oksadiazol[4,3]kuinoksalin-1
(ODQ)’niin Etkisi

14 giinliikk kontrol grubu farelerden izole edilen korpus kavernozum dokularinda
fenilefrin (5x10'6 M) kasilmalarina, ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (10'4
M) ve asetilkolin (10”7 M) uygulamalar1 ile birinci seri gevseme cevaplari alindiktan sonra
Krebs’li banyo ortamina guanilil siklaz inhibitdrii ODQ (10'4 M) ilave edildi ve dokular
bu ortamda 30 dk inkiibasyona birakildi. ilagsiz ortamda ESS, NO ve asetilkolin
gevsemelerinin yiizde degerleri sirasi 36.2+3.8, 27.6+5.3, 25.4+4.9 iken ODQ iceren
ortamda inkiibasyondan sonra elde edilen ESS, NO ve asetilkolin yiizde degerleri sirasi
ile -4.6+3.1, 12.6£3.6, -0.70+3.4 idi. ODQ, ESS ve asetilkolin gevsemelerini kasilma
cevaplarina doniistiiriirken, ekzojen NO gevsemelerinde de istatistiksel olarak anlamli bir

azalmaya neden oldu (Sekil 5, P<0.05, n=5).
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14 giin siiresince hava inhalasyonu yapilan kontrol grubu farelerden izole edilen korpus
kavernozum seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn),
ekzojen NO (NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107M) gevseme cevaplar tizerine ODQ (10
“M)’niin etkisinin trase 6rnegi (A) ve siitiin grafigi (B). * Kontrol grubuna gore anlamlilig
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=5).
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4.5. Alkol Gruplarinda Elektriksel Saha Stimiilasyonu, Ekzojen NO ve
Asetilkolin Cevaplari

Inhalasyon yoluyla 7 giin siiresince alkol verilen farelerden izole edilen korpus
kavernozum dokusunda fenilefrin (5x10° M) kasilma yaniti ve bunu izleyen plato fazi
olusturdu. Fenilefrin ile kastirilmis dokulara ardisik olarak ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15
sn), ekzojen NO (10™* M) ve asetilkolin (10”7 M) uygulanmasi hizli ve gecici gevsemeye
neden oldu. Birinci seri elde edilen ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevseme yanitlarinin
papaverin gevsemelerine gore ortalama yiizde degerleri sirasi ile 35.2+5.2, 293+4.8,
37.1£7.7 ve ikinci seri ortalama degerler ise 39.6+5.3, 37.34£7.5, 42.6+7.5 idi. Birinci seri
gevsemeler ve ikinci seri gevsemeler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(Sekil 6, P>0.05, n=12). Kontrol grubunun ikinci seri gevseme cevaplari ile alkol grubu
farelerin ikinci seri gevseme cevaplart karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmadi (Sekil 7, P>0.05).

35



% GEVSEME

Sekil 6.

tor ot P
8Hz 10M 10 M 10M
NO ASK PAPV
6 T
5{%0 M 5x10 M
FE
100 —
ALKOL (7 glin)
75 —
1.seri 2.seri
I 1 I 1
50 —
—_1 _l_
| R
_I_ SRR
25 — dain
0 —
ESS NO ASK ESS NO ASK

7 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus kavernozum
seritlerinde fenilefrin (5x10°° M) ile olusturulan kasilma cevaplari iizerinde elektriksel saha
stimiilasyonu (ESS; 8Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin
(ASK; 107 M) gevsemelerinin trase 0rnegi (A) ve siitiin grafigi (B). Veriler ortalama + SH
olarak ifade edildi (n= 12).
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7 giin siiresince hava (KONTROL) ve alkol inhalasyonu (ALKOL) yapilan farelerden izole
edilen korpus kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10° M) ile olugturulan kasilma cevaplari
tizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO;
10* M) ve asetilkolin (ASK; 10”7 M) gevsemelerinin siitiin grafigi . Veriler ortalama + SH
olarak ifade edildi.
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14 giin siiresince inhalasyon yolu ile alkol verilen deney gruplarinda, fenilefrin (5x10° M)
ile kastirilmis dokulara ardisik olarak ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (10'4
M) ve asetilkolin (107 M) uygulamas: yapildi. Birinci seri ESS, NO ve asetilkolin
gevsemelerinin yiizde degerleri sirasi ile 27.844.2, 42.7£5.4, 10.2 £2.1 ve ikinci seri
gevsemelerin yiizde degerleri 30.26+3.7, 46.66+£5.9, 9.25+3.07 idi. Birinci seri
gevsemeler ve ikinci seri gevsemeler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(Sekil 8, P>0.05, n=17). Bu grup deneylerde ESS ve ekzojen NO uygulamasi, kontrol
cevaplarina benzer sekilde hizli ve gecici bir gevseme yapti; ancak asetilkolinin gevseme
cevaplarinda azalma oldu. Kontrol grubunun ikinci seri asetilkolin gevseme cevaplari ile
alkol grubu farelerin ikinci seri asetilkolin gevseme cevaplar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (Sekil 9, P<0.05). Alkol gruplart kendi
aralarinda karsilastirlldiginda, 14 giin alkole maruz kalan farelerden izole edilen korpus
kavernozum dokularinin ikinci asetilkolin gevsemelerinde 7 giin siiresince alkol alan
farelerden izole edilen dokularin asetilkolin gevsemelerine gore istatistiksel olarak

anlaml1 bir azalma gozlendi (Sekil 10, P<0.05).
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14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus kavernozum seritlerinde
fenilefrin (5x10°M) ile olusturulan kasilma cevaplar iizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS,
8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10™ M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevsemelerinin
trase ornegi (A) ve siitiin grafigi (B). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n= 17).
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14 giin siiresince hava (KONTROL) ve alkol inhalasyonu (ALKOL) yapilan farelerden izole
edilen korpus kavernozum seritlerinde fenilefrin (5x10° M) ile olusturulan kasilma cevaplari
tizerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz: 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO;
10 M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevsemelerinin siitiin grafigi. * Kontrol grubuna gére
anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05).Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi

40



1

% GEVSEME

Sekil 10.

00

75

o
o

[
<.}

ALKOL 7 gin) ALKOL (14 gur)
| | | 1
_|_ _|_
ESS NO ASK ESS NO ASK

7 ve 14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus kavernozum
seritlerinde fenilefrin (5x10° M) ile olusturulan kasilma cevaplari iizerinde elektriksel saha
stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO (NO; 10 M) ve asetilkolin
(ASK; 107 M) gevsemelerinin siitiin grafigi. * 7 giinliik alkol grubuna gére anlamlilig:
gostermektedir. (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi.
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4.6. Alkol grubunda Elektriksel Saha Stimiilasyonu, Ekzojen NO ve
Asetilkolin Gevseme Cevaplari iizerine L-Nitroarjininin Etkisi

14 giinliikk alkol grubu farelerden izole edilen korpus kavernozum dokular
fenilefrin (5)(10’6 M) ile kastirildiktan sonra ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen
NO (10* M) ve asetilkolin (10”7 M) uygulamalari ile birinci seri gevseme cevaplari alind1.
Dokular NOS inhibitorii L-NA (10* M) iceren Krebs’li banyo ortammnda 30 dk
inkiibasyona birakild1 ve siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri
ESS, NO ve asetilkolin uygulamalar1 yapildi. flagsiz ortamda ESS, NO ve asetilkolin
gevsemelerinin ylizde degerleri siras1 ile 20.8+4.3, 40.2+3, 4.4+1.8 iken L-NA ortamda
inkiibasyondan sonra elde edilen ESS, NO ve asetilkolin yiizde degerleri sirasi ile -
10.14£5.9, 32.448.9, -5.1£54 idi. L-NA, ESS ve asetilkolin gevsemelerini kasilma
cevaplaria doniistiirdii (P<0.05); ekzojen NO gevsemelerini ise etkilemedi (Sekil 11,
P>0.05, n=8).

L-NA’in gevsemeler iizerindeki inhibitor cevabi iizerinde NO prekiirsorii L-
arjinin (10 M)’in etkisi arastirildi. Bu grup deneylerde birinci seri ESS, ekzojen NO ve
asetilkolin gevseme cevaplari alindiktan sonra ortama L-NA (10'4M) ve L-arjinin (10'4 M)
kombinasyonu ilave edildi; 30 dakikalik inkiibasyondan sonra ikinci seri ESS, ekzojen
NO ve asetilkolin uygulamasi yapildi. Ilagsiz ortamda ESS, NO ve asetilkolin
gevsemelerinin yiizde degerleri sirast ile 20.8+£10.3, 25.2+1.2, 17.54+6.6 iken L-NA + L-
arjininli ortamda elde edilen ESS, NO ve asetilkolin yiizde degerleri siras1 25.8+8.5,
34.9+7.1, 8.14£8.2 idi. L-arjinin, L-NA’nin ESS ve asetilkolin gevsemeleri iizerindeki
inhibitor etkisini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti (Sekil 12, P<0.05).
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Sekil 11. 14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus kavernozum

seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO
(NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme cevaplari lizerine L-nitroarjinin’nin (L-
NA; 10’4M) etkisinin trase Ornegi (A) ve siitiin grafigi (B). * Kontrol grubuna gore
anlamlilig1 gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=8).
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14 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerden izole edilen korpus kavernozum
seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 Hz: 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO
(NO; 10 M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme cevaplari tizerine L-nitroarjinin (L-NA;
10*M) + L-arjinin (10*M)’nin etkisinin siitin grafigi. * Kontrol grubuna gore, T L-NA
grubuna gore anlamliligi gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi
(n=8).
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4.7. Alkol Grubunda Elektriksel Saha Stimiilasyonu, Ekzojen NO ve
Asetilkolin Gevseme Cevaplan Uzerine 1H-[1,2,4]oksadiazol[4,3]kuinoksalin-1
(ODQ)’niin Etkisi

14 giinliikk alkol grubu farelerden izole edilen korpus kavernozum dokular
fenilefrin (5x10'6 M) ile kastirildiktan sonra ESS (8 Hz, 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen
NO (10 M) ve asetilkolin (10”7 M) uygulamalart ile birinci seri gevseme cevaplari alindi.
Dokular guanilil siklaz inhibitérii ODQ (10 M) iceren Krebs’li banyo ortaminda 30 dk
inkiibasyona birakild1 ve siirenin sonunda fenilefrin ile kastirilmis dokularda ikinci seri
ESS, NO ve asetilkolin uygulamalar1 yapildi. flacsiz ortamda ESS, NO ve asetilkolin
gevsemelerinin yiizde degerleri sirast 25.5+5.7, 36.5+5.9, 8.9+4.1 iken ODQ iceren
ortamda inkiibasyondan sonra elde edilen ESS, NO ve asetilkolin yiizde degerleri sirasi
ile -3.4%1.5, 49423, 1.842.7 idi. ODQ, ESS gevsemelerini kasilma cevaplarina
doniistiiriirken, ekzojen NO ve asetilkolin gevsemelerinde de istatistiksel olarak anlaml

bir azalmaya neden oldu (Sekil 13, P<0.05, n=5).
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Sekil 13. 14 giin siiresince alkol inhalayonu yapilan farelerden izole edilen korpus kavernozum

seritlerinde elektriksel saha stimiilasyonu (ESS; 8 H,: 30 V, 0.5 msn, 15 sn), ekzojen NO
(NO; 10* M) ve asetilkolin (ASK; 107 M) gevseme cevaplar tizerine ODQ (10*M)’nun
etkisinin trase ornegi (A) ve siitiin grafigi (B). * Kontrol grubuna gore anlamliligt
gostermektedir (P<0.05). Veriler ortalama + SH olarak ifade edildi (n=5)
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4.8. Elektron Mikroskobu Bulgular:

4.8.1. Kontrol Grubu i¢in Elektron Mikroskobu Bulgulari

Inhalasyon yoluyla 14 giin siiresince alkol yerine hava verilen kontrol grubu
farelerin korpus kavernozumundan izole edilen ve elektron mikroskobunda incelenen
endotel hiicreleri, olduk¢a saglikli sekilde 6kromatik niikleuslu, belirgin niikleoluslu, ince
sitoplazmal1 olarak izlendi (Sekil 14-17). Sitoplazmalarinda mitokondriyonlarin yanisira,
cok sayida pinositotik vezikiil dikkati cekti (Sekil 15-17). Ayrica, baglanti kompleksleri

ve bazal lamina da normal olarak goriildii (Sekil 14).
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Sekil 14.  Kontrol grubu. Endotel hiicresi (E), lumende eritrosit (Er), diiz kas hiicresi (DK) ve bazal
lamina (ok). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

S 000

Sekil 15.  Kontrol grubu. Endotel hiicresi (E), sitoplazmada pinositotik vezikiiller (ok), eritrosit (Er).
(Uranil asetat-Kursun sitrat)
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Sekil 16.  Kontrol grubu. Endotel hiicresi (E), sitoplazmada pinositotik vezikiiller (ok), eritrosit (Er).
(Uranil asetat-Kursun sitrat)

Sekil 17.  Kontrol grubu. Endotel hiicresi niikleusu (N), sitoplazmada pinositotik vezikiiller (asterisk)
ve mitokondriyonlar (m). (Uranil asetat-Kursun sitrat)
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4.8.2. Alkol grubunun elektron mikroskobu bulgular:

14 giinliik alkol grubu farelerin korpus kavernozumundan izole edilen ve elektron
mikroskobunda incelenen endotel hiicrelerindeki en biiyiik degisiklik niikleuslarindaydi.
Niikleuslarda belirgin heterokromatik goriintii izlendi. Ayrica, heterokromatin 6zellikle
niikleus periferinde yogunlasmis olarak goriildii (Sekil 18-24). Bunun yanisira,
niikleuslarda belirgin ve derin c¢okiintiiler dikkati ¢ekti (Sekil 18-21, 23). Bir¢ok hiicrede,
sitoplazmada pinositotik vezikiillerde azalma saptand1 (Sekil 22). Yer yer bazi hiicrelerin
sitoplazmalarinda vakuoler degisiklikler belirlendi (Sekil 23, 24). Hiicreleraras1 baglanti
komplekslerinde ya da bazal laminada bir degisiklige rastlanmadi (Sekil 24).
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Sekil 18.  Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok), diiz kas hiicresi (DK) ve
eritrosit (Er). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Sekil 19. Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok). (Uranil asetat-Kursun
sitrat)
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Sekil 20. Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok), diiz kas hiicresi (DK) ve
eritrosit (Er). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Sekil 21. Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusunda derin ¢okiintiiler (ok). (Uranil asetat-Kursun sitrat)
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Sekil 22. Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusu (N), diiz kas hiicresi (DK). (Uranil asetat-Kursun sitrat)

Sekil 23. Deney grubu. Endotel hiicresi niikleusu (N), niikleusta derin ¢okiintiiler (ok) ve sitoplazmada
vakuoler degisiklikler (ok bas1). (Uranil asetat-Kursun sitrat)
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Sekil 24. Deney grubu. Endotel hiicresi sitoplazmasinda vakuoler degisiklikler (ok basi), bazal lamina (ok),
diiz kas hiicresi (DK) ve bag dokusu (BD). (Uranil asetat-Kursun sitrat)
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5. TARTISMA

Izole fare korpus kavernozum dokusunda, inhalasyon yoluyla uygulanan kronik
etanoliin ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevsemeleri lizerindeki etkisi arastirildi. Kronik
etanol uygulamasi korpus kavernozumda ESS ve ekzojen NO gevsemelerini degistirmedi;
fakat asetilkolin gevsemelerini inhibe etti. Ayrica, elektron mikroskobu ile yapilan
histolojik incelemelerde, kronik etanole maruz kalan farelerin korpus kavernozum
dokusunun endotelyumunda hasar tespit edildi. Endotel hasari, kronik alkole maruz kalan
farelerin korpus kavernozum dokusunda gozlenen asetilkolin gevsemelerinin inhibisyonu
ile paralellik gostermektedir. Bulgularimiz, kronik etanoliin korpus kavernozum
dokusunda endotelyum hasar1 olusturup NO saliverilmesini azaltarak erektil
disfonksiyona yol acabilecegini diisiindiirmektedir.

Penil ereksiyonu kavernoz diiz kasin gevsemesine bagli olarak olusmaktadir.
Insan dahil cesitli memelilerin korpus kavernozumunda major gevsetici maddenin, korpus
kavernoz diiz kasini innerve eden pelvik sinirler icindeki NANK nitelikteki nitrerjik sinir

4,116,133,134

ucundan saliverilen NO oldugu bilinmektedir . Fare korpus kavernozum

dokusunda da L-NA ve ODQ’ya duyarli elektriksel gevsemelerin nitrerjik sinirlerden

salinan nitrik okside bagli oldugu gosterilmistir’®*+9>13,

Ayrica, fare korpus
kavernozum dokusunda yapilan immiinoreaktif ¢alismalarda, sinir lifleri ve terminal
varikozitelerde nNOS’un bulundugu tespit edilmis ve nNOS’un vezikiiler asetilkolin
tastyict protein, VIP, noropeptid Y ve tirozin hidroksilaz ile birlikte lokalize oldugu rapor
edilmistir135 . Laboratuar sartlarimizda, izole fare korpus kavernozum dokusunda
elektriksel gevsemelerin nitrerjik nitelikte oldugunu teyit etmek amaciyla, fenilefrin ile
kastirilmis izole korpus kavernozum dokusuna 8 Hz frekansta 15 sn elektriksel saha
stimiilasyonu uygulandi. Elektriksel saha stimiilasyonu sonucu olusan gevsemelerin NOS
inhibitorii L-NA ve ¢GS inhibitorii ODQ tarafindan tamamen inhibe edilmesi

gevsemelerden nitrerjik sinirlerden salinan NO’nun sorumlu oldugunu gostermektedir.

55



Korpus kavernozumda NANK sinirlerden salinan NO’ya ilave olarak endotelyumdan
sallman NO’nun de penil ereksiyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Immiinohistokimyasal ve molekiiler ¢alismalarda, penisin kiiiik intrakavernozal rezistans
arterlerinde ve korpus kavernozumun trabekiiler yapisinda eNOS’un bulundugu

95,135

STHOI0  Ayrica, fare erektil dokuda eNOS tespit edilmistir

gosterilmistir
Calismamizda, fenilefrin ile kastirilmis izole fare korpus kavernozum dokusunda
asetilkolin ile elde edilen endotelyum-bagimli gevsemeler L-NA ile tamamen inhibe oldu
ve bu inhibisyon L-arjinin ile 6nlendi. Ayrica, asetilkolin gevsemeleri ODQ ile tamamen
ortadan kalkti. Bu bulgular asetilkolin stimiilasyonu sonucu endotelyumdan salinan nitrik
oksidin gevsemeye neden oldugunu gostermektedir. Benzer bulgular tavsanm, 51gan138,
kopek'* ve insan korpus kavernozumunda® da gdzlenmistir. Asetilkolin stimiilasyonuna
bagli NO salimminin endotelyumdaki kolinerjik M3 reseptorlerinin uyarilmasi sonucu
olustugu bilinmektedir; endotel hiicrelerindeki M3 reseptorlerinin  stimiilasyonu
intraseliiler Ca®" diizeyini artirip Ca®*/ kalmoduline bagli eNOS’u aktive ederek endotel
kaynakli NO iiretimini ve saliverilmesini artirmakta ve boylece damar diiz kaslarini
gevsetmektedir®.  Calismamizda fare korpus kavernozum dokusunda elde edilen

k' tarafindan yapilan calismada, asetilkolin

bulgularin tersine, Gartwaite ve ar
gevsemeleri L-NA ve ODQ tarafindan tamamen inhibe olmamistir ve yiiksek potasyumlu
ortamda rezidiiel gevsemelerin ortadan kalkmasi nedeniyle arastirmacilar asetilkolinin K*
kanallarin1 agarak hiperpolarizasyona neden olan madde/maddeler salabilecegini ileri
siirmiislerdir.

Fenilefrin ile kastirllmis dokularda, ekzojen NO uygulamasi hizli ve gegici bir
gevsemeye neden oldu. Ekzojen NO’ya bagh gevsemeler ODQ ile tamamen bloke olmadi,
rezidiiel bir gevseme kaldi. Bu rezidiiel gevseme, yiiksek NO konsantrasyonunun
ODQ’nun inhibitor etkisinin iistesinden gelmesine bagli olabilir. Diger bir olasilik ise,
NO yiiksek konsantrasyonlarda sSGMP’nin stimiilasyonu disinda baska mekanizmalar ile
de etki yapabilir. Kiiltiirel insan korpus kavernozum diiz kasi hiicrelerinde NO’nun
Sodyum/Potasyum ATPaz (Na'/K* ATPaz)’1 aktive ettigi'®, diger diiz kas
preparatlarinda ise hiperpolarizasyon yaptig1 rapor edilmistir'*>. Fare korpuz kavernozum

diiz kasinda rezidiiel ekzojen NO gevsemelerinin mekanizmasin1 aydinlatmak i¢in ilave
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caligmalar gerekmektedir.

Calismamizda, fare korpus kavernozum dokusunda kronik etanoliin ndronal ve
endotel kaynakl nitrerjik gevsemelere etkisini arastirdik. Farelere kronik etanol, 7 giin ve
14 giin siiresince devamli alkol inhalasyonu seklinde uygulandi. Cesitli arastirmalarda
kronik alkol uygulamasi i¢in inhalasyon teknigi kullanilmis ve fareler 12 giin veya 28 giin

132,143,144,145 . 143
S Nantida ve Alkana ™ tarafindan yapilan

siiresince alkole maruz birakilmistir
bir caligmada 12 giin siiresince alkol inhalasyonu yapilan farelerde kan alkol diizeyi 160-
290 mg/dl olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda, alkole 7 giin ve 14 giin siiresince
maruz kalan gruplarda alkol kan diizeyleri siras1 ile 110.4 £ 13.6 ve 114.8 £ 11 mg/dl idi
ve iki grup arasinda kan alkol degerleri istatistiksel olarak farkli degildi. Kronik etanole 7
giin siiresince maruz kalan farelerin korpus kavernozum dokularinin ESS, NO ve
asetilkolin gevsemelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmedi; bu bulgu 7 giin siiresince etanole maruz kalan farelerde kan alkol diizeyinin
yiiksek olmasina ragmen nitrerjik gevsemelerin etanolden etkilenmedigini gostermektedir.
Ancak, 14 giin siiresince etanol inhalasyonu yapilan farelerin korpus kavernozumlarinda
ESS ve ekzojen NO gevsemeleri degismezken, asetilkolin gevsemelerinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma elde edildi. Bizim bulgularin tersine,
tavsan korpus kavernozumunda kronik etanol betanekol gevsemelerini artlrmlstlrlg.
Benzer sekilde, sican aortasinda kronik etanoliin endotelyuma bagl asetilkolin

gevsemelerini artirdigi bulunmustur16

. Diger yandan, aym dokuda kronik etanol,
endotelyuma bagli asetilkolin gevsemelerini anlamli olarak azaltmistir'’. Williams ve
ark'® ise sican torasik aortasinda kronik etanol uygulamasimim asetilkolin gevsemelerini
degistirmedigini gostermislerdir. Yapilan arastirmalarda kronik etanol uygulamasinin
endotelyum tizerinde farkli etkiler yaptig1 goriilmektedir; bu farklilik, etanoliin dozuna,
verilis yoluna, maruz kalma siiresine veya farkli deneysel protokollere bagli olabilir.
Calismamizda, fare korpus kavernozumunda kronik etanol uygulamasinin endotel
kaynakli asetilkolin gevsemelerini inhibe edip, noronal kaynakli ESS ve ekzojen NO
gevsemelerini  etkilememesi, etanoliin ndron veya diiz kas diizeyinde bir etki

olusturmaksizin endotelyuma etki yaparak NO salinimimi azalttigini gostermektedir.

Calismamizda, elektron mikroskobu ile yapilan histolojik incelemelerde, kronik etanole

57



maruz kalan farelerin korpus kavernozum dokusunun endotel hiicresi niikleusunda
belirgin ve derin cokiintiiler, sitoplazmada pinositotik vezikiillerde azalma ve vakuoler
degisiklikler seklinde hasar saptanmasi, diiz kaslarda ise herhangi bir dejeneratif
degisiklik tespit edilmemesi bu bulgumuz ile Ortiismektedir. Klinik ve deneysel
caligmalarda kronik etanoliin endotel hiicrelerinden NO sentezini veya saliverilmesini
azalttigi gosterilmistir'®. Endotelyal NO iiretiminin azalmasimin, NO’nun etanolun
biyoinaktivasyonu sonucu olusan serbest superoksid anyonlari ile reaksiyona girip
peroksinitrit radikallerine doniismesine ve/veya eNOS’un oksidatif inaktivasyonuna bagh
olabilecegi ileri siiriilmektedir'®. Tavsan korpus kavernozum dokusunda, alkoliin
metabolizamasi sonucu olusan asetaldehitin nitrik oksid formasyonunu inhibe ederek
erektil disfonksiyona neden olabilecegi rapor edilmistir'’. Sican mezenterinde ise kronik
etanoliin reperfiizyona bagli mikrovaskiiler hasar1 artirdig1 ve glutatyon sentezini azalttig1
gosterilmistir'*®.  Ayrica, Grattaglione ve ark.'”® alkolik hastalarda yaptiklari bir
arastirmada ksantin oksidaz aktivitesinin arttig1 ve glutatyon diizeyinin azaldig1 bulunmusg
ve bunun serbest radikallerin artisina ve oksidatif strese karsi korunmanin ortadan
kalkmasina neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Alkole bagli endotelyal hasar olusum
mekanizmalarindan biri lipoprotein profilinde meydana gelen degisiklikler olabilir.
Kronik alkoliklerde plazma YDL diizeyinin diistiigii ve DDL diizeyinin yiikseldigi
gdsterilmistirl49. DDL peroksidasyonu endotel hiicrelerinde hasara neden olmakta ve
ateroskleroz gelisiminde rol oynamaktadir. Okside DDL’nin korpus kavernozumda
endotelyuma bagh gevsemeleri bozdugu ve superoksid anyon olusumunu artirarak
endotelyal disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir”’. Bu bulgulara paralel olarak,
kronik alkolik hastalarda, serum trigliserid ve kolesterol diizeylerinin anlaml bir sekilde

151,152,153 .
. Etanoliin

arttigi ve bunun ateroskleroz i¢in risk faktdrii oldugu bulunmustur
olusturdugu endotelyum hasari, alkoliin direkt sitotoksik etkisine de bagli olabilir.
Memeli serebral vaskiiler dokularda akut etanol uygulamasinin intraseliller Ca**
salmmuni  artirarak ~ vazokonstriksiyon ~ yaptigi  gosterilmistir'™*.  Calismamizda
endotelyumdan bagimsiz olarak gevseme yapan ESS ve ekzojen NO cevaplariin kontrol
gruplartyla benzer olmasi, alkoliin bu dokuda direkt sitotoksik etkinin olmadigim ve

ayrica, NO-sGMP sinyal transdiiksiyon yolagin etkilemedigini gostermektedir.
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Izole fare korpus kavernozum dokusunda kronik etanol, selektif adrenerjik o;-
reseptor agonisti fenilefrin ile olusturulan kasilma cevaplarinda kontrol grubuna gore
azalma yapti; ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Tavsan korpus
kavernozum dokusunda kronik etanol fenilefrin kasilmalarmi artirdigi gozlenmistir'.
Sican torasik aortasinda ise kronik etanoliin fenilefrin kasilmalarini etkilemedigi'’,
azalttig'” veya artirdigi'® kaydedilmistir. Bu farkli sonuglar, etanoliin dozuna, verilis
yoluna veya siiresine bagl olabilir. Caligmamizda kronik etanole maruz kalan farelerin
korpus kavernozum dokusunda, L-NA ve ODQ’niin ESS, ekzojen NO ve asetilkolin
gevsemeleri {lizerindeki inhibitor etkilerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli
olmamasi, kronik etanoliin korpus kavernozum dokusunda bu maddelere karsi bir
duyarlilik olusturmadigin1 gostermektedir.

Sonug olarak, 14 giin siiresince inhalasyon yoluyla kronik etanole maruz birakilan
farelerden 1izole edilen korpus kavernozum dokusunda ESS ve ekzojen NO
gevsemelerinde degisme olmaksizin asetilkolin gevsemelerinde azalma gozlenmesi ve
histolojik incelemelerde endotelyumda hasar tespit edilmesi, kronik etanoliin endotelyum
hasaria bagli olarak NO saliverilmesini azaltmasi sonucu erektil disfonksiyona yol

acabilecegini diisiindiirmektedir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Fenilefrin ile kastirilmis kontrol grubu izole fare korpus kavernozum dokusunda
ardisik olarak ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevsemeleri elde edildi. Kontrol grubuna
ait dokularda, NOS inhibitorii olan L-NA’in, ESS ve asetilkolin gevsemelerini anlamli
olarak azaltti; ekzojen NO gevsemesini degistirmedi. L-NA’in ESS ve asetilkolin
gevsemeleri iizerindeki inhibitor etkisi, L-arjinin ile geri dondii. Bu bulgular, ESS ve
asetilkolin gevsemelerinin nitrerjik nitelikte oldugunu gostermektedir. Ayrica, ESS,
ekzojen NO ve asetilkolin gevseme cevaplarinin guanilil siklaz inhibitérii ODQ inhibe
edilmesi nitrerjik gevsemelerde guanilil siklaz-sGMP yolaginin kullamildigini teyit
etmektedir. Etanole 7 giin siiresince maruz kalan grubun ESS, ekzojen NO ve asetilkolin
gevseme cevaplart ile kontrol grubunun ESS, ekzojen NO ve asetilkolin gevseme
cevaplart arasinda anlaml bir farklilik gdzlenmedi. Bu bulgular, 7 giin kronik etanole
maruz kalan grubun kan alkol diizeyinin yeterli olmasina ragmen, dokudaki nitrerjik
gevsemelerin etanol uygulamasindan etkilenmedigini gostermektedir. Ancak, 14 giin
siiresince kronik etanol inhalasyonu yapilan grubun korpus kavernozum dokularinda ESS
ve ekzojen NO gevsemeleri degismezken, asetilkolin gevsemelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gozlenmistir; bu etanoliin diiz kas veya NO-sGMP sinyal
transdiiksiyon yolagininda bir etki olusturmaksizin endotelyuma bagli gevsemeyi inhibe
ettigini gostermektedir. Bu bulgu, elektron mikroskobu ile histolojik inceleme sonucu 14
giin siiresince etanol inhalasyonu yapilan farelerin korpus kavernozum dokularinin
endotelyumunda hasar tespit edilmesi ile desteklenmektedir.

Bu bulgular, kronik etanoliin endotelyumda hasar yaparak NO saliverilmesini

azaltmas1 sonucu erektil disfonksiyona yol acabilecegini gostermektedir.
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