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ONSOZ

Benign prostat hiperplazisi (BPH), prostat bezi biliylimesi olarak tanimlanir ve
prostat stromal hiicrelerinin proliferasyonundan kaynaklanir. BPH, orta ve ileri
yaslardaki erkeklerde siklikla goriilen 6nemli saglik problemlerinden birisidir. BPH’l1
hastalar, iiretradaki darliga bagli olarak gelisen ¢esitli alt iiriner sistem semptomlari
(AUSS) ile genellikle klinige basvururlar. Yapilan klinik ¢alismalarda, AUSS nin
siddetinin erektil disfonksiyon (ED) derecesi ile iliskili oldugu ve aralarinda bir¢ok
ortak mekanizma bulundugu, son yillarda elde edilen calismalar ile gosterilmistir.
Fosfodiesteraz 5 inhibitorii (PDE-51) olan tadalafil, , ED tedavisinde kullanilan ve
BPH tedavisinde kullanilmak tizere 2011 yilinda FDA tarafindan onay almais bir ilagtir.
Son arastirmalar, tadalafilin diiz kas ve endotel gevsemesini, hiicre proliferasyonunu,
dokulara giden kan akimin arttirdigini ve oksidatif stresi azalttigin1 géstermistir. Bu
etkileri nedeniyle, ED ve BPH tedavisinde, dual etki saglamasi miimkiin
goriinmektedir. Hidrojen siilflir (H2S), nitrik oksit (NO) gibi bir sinyal molekiiliidiir.
H2S’in, birgok fizyolojik fonksiyonu oldugu kantlanmistir. H2S’in neden oldugu
vaskiiler diiz kas gevsemesinin gergeklestigi bilinmektedir. Ote yandan, H2S’in erektil
yanit olusturmada rolii oldugu gosterilmistir. Bu projede, tadalafilin ve H>S’in doniirii
olan sodyum hidrojen siilfit (NaHS) ve onlarin kombinasyonlarinin parsiyel mesane
obstriiksiyonlu (PBOO) sican modelinde gelisen, ED {izerinde, olas1 diizeltici etkisinin

arastirilmasi amacglanmustir.

Doktora egitimim boyunca bilgileri ve deneyimleriyle yolumu aydinlatan, beni
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caligmalarimin her zaman yanimda olan degerli Hocam Dr. Nur Bayatli’ya;
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Deneylerim esnasinda bilgisi ve becerisiyle hicbir fedakarliktan kag¢inmayan,
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1. GIRIS

Benign prostat hiperplazisi (BPH) ye bagli alt iiriner sistem semptomlar1 (AUSS)
ve erektil disfonksiyon (ED) o6zellikle yashi erkeklerde hayat kalitesini etkileyen en
onemli klinik sorunlarin basinda gelmektedir (Giuliano, 2008; Rosen ve ark., 2003).
Birgok iilkede (27.839 hasta) yapilan epidemiyolojik bir ¢alisma, hastlarin yaklasik
%50’sinde ciddi, %66’sinda orta siddette ED varhigimi gostermistir (Rosen ve ark.,
2004). Ek olarak yapilan diger bir ¢aligmada, BPH 40 yasindaki erkeklerin % 10’unda,
70 ve lstl yaslarindakilerinde ise %40’inda goriilmektedir (Goldenberg, 1997).
Epidemiyolojik veriler, AUSS’ye bagh gelisen ED’ nin yas ve genel saglik
durumundan bagimsiz oldugunu gostermis olmasina (Giuliano, 2008; Rosen ve ark.,
2005) karsin ED ile AUSS aralarindaki iliskinin mekanizmalar1 heniiz tam olarak

aydimlatilmamustir.

BPH/ AUSS ve bu hastaliklara bagl ortaya ¢ikan ED igin, hastanin semptomlarina
gore planlanan kombine tedavi yaklasimlarinin daha faydali oldugu goriilmektedir.
AUSS hastalarinda, medikal veya operasyonel tedavi sonucunda erektil fonksiyonu
nasil etkileyecegi konusunu bilmek istemektedirler. Bunun yaninda BPH/ AUSS ve
ED’ den biri tedavi edildiginde, diger pataloji i¢in olumlu ya da olumsuz sonuglar

ortaya ¢ikabilmektedir.

1.1. Alt Uriner Sistem Semptomlar1 (AUSS) / Benign Prostatik Obstriiksiyon
(BPO) ve Erektil Disfonksiyon (ED)’ni prevelansi

BPH/ AUSS ve bu hastaliklara bagli gelisen ED &zellikle son yillarda oldukga sik
goriilmektedir (Rosen ve ark., 2005). BPH’ 11 hastalarda AUSS ve ED’ nin prevalansi
oldukca yiiksektir. Yas, diabet, ila¢ ya da koroner arter hastalig1 gibi bilinen ED risk
faktdrlerine karsm, birgok calisma ED' nin artan prevelansmin AUSS’nin artan
siddetiyle iliskili oldugunu gostermistir (Rosen ve ark., 2005). 40 yas iizerindeki

erkeklerin % 50'sinden fazlasinin ED' ye sahip oldugu ve toplam popiilasyonun %



75'nin yaslanma ile birlikte obstriiktif iiriner semptomlar yasadigir bilinmektedir
(Safarinejad, 2003). "Multinational Survey of the Aging Male-7 " klinik arastirmasi,
ABD ve Avrupa’da 14254 hasta tizerinde yapilan simdiye dek gergeklestirilen en
genis kapsamli calismadir (Rosen ve ark., 2003). Bu klinik arastirmada, yas, AUSS,
bunlara eslik eden durumlar ve ED birlikte degerlendirilmistir. AUSS ve ED
arasindaki baglantinin, yas, beraberindeki hastaliklar ve yasam tarzindan bagimsiz
oldugunu kanitlamistir (Rosen ve ve ark., 2003). Bu genis popiilasyonlu arastirmada,
ED, ‘Uluslararasi Erektil Fonksiyon indeksi (International Index of Erectile Function,
IIEF)’ ile birlikte degerlendirildiginde, bunun AUSS nin ciddiyeti ile dogrudan iliskili
oldugu goézlemlenmistir (Rosen ve ve ark., 2003). Almanya’da ise 30-80 yas
araligindaki 4477 hasta ile yapilan ‘Cologne Male Study’ isimli ¢alismada, yas,
hipertansiyon, diyabet ve pelvik operasyonu gegirenlerde, AUSS (Uluslararasi Prostat
Semptom Skoru, IPSS’e dayanarak) ED’ nin bagimsiz bir risk faktdrii oldugu
gosterilmistir (Braun ve ark., 2000; Braun ve ark., 2003). ED’ li hastalarda AUSS
prevalanst % 72 iken ED’ si olmayan hastalarda %38 bulunmustur. Ingiltere’de
yapilan 11327 hastanin katildig1 benzer baska bir ¢alismada ise ED’ nin prevalansi
AUSS semptomlarmin varliginda anlamli olarak daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Morant ve ark., 2009). Fransa’da 6000 hasta katilimiyla gergeklesen bir arastirmada
ise, ED’nin, yas, BPH ile birlikte AUSS nin siddeti ile dogrudan baglantili oldugunu
gostermigtir (Lukacs, 1999). 2013 yilinda Seftel ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada bu bilgilere paralel sonuglar elde edilmistir (Seftel ve ark., 2013). Genel
popiilasyonda ortaya ¢ikan orta ila siddetli BPH/AUSS prevalans1 % 13 ila % 29 iken
ED prevalans1 % 8 ila % 35 oldugu gosterilmis; bununla birlikte, BPH/AUSS tedavisi
i¢in klinige gelen erkeklerde, birlikte gériillen BPH/AUSS ve ED prevalans: % 71 ile
% 80 arasinda bulunmustur (Seftel ve ark., 2013). Bunlara ek olarak, birlikte goriilen
BPH/AUSS ve ED’ nin semptom siddeti ve yasam kalitesi {izerindeki etkileri daha

fazladir.

AUSS sikayeti olan hastalar, ilk asamada, ortaya ¢ikmas1 muhtemel ED riski
acisindan kontrol edilmelilerdir. Genis hasta katilimyla yapilan bir ¢alismada ED’ nin,
AUSS siddeti ile dogrudan baglantili oldugunu ve 50 yas iistii erkeklerde, seksiiel

aktivitenin yasam kalitesinde 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir.



1.2. Prostat Bezi

Prostat bezi, anatomik olarak belirgin 3 farkli bdlgeye ayrilmaktadir: merkez
(central zone), ara bolge (transition zone) ve periferik bolge (peripheral zone). Sa-
rediiktaz enzimi testosteronu prostatin igerisinde aktif form olan 5o-
dihidrotestosterona (DHT) dontistirmektedir (Traish ve ark., 2011). DHT, prostatin
gelismesi ve biiylimesi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Prostat diiz kasi, sempatik sinir
sisteminin uyarilmasinin ardindan, prostatik sivi iiretraya atilir ve bu sirada mesane

boynu kapatilir.

Yasla birlikte erkeklerde gelisen BPH ile benign prostat biiyiimesi (BPE), AUSS
neden olan yaygin hastaliklardir. Prostat hastaliklarina iligkin yerinde ve dogru taninin

konmasi hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir yer tutmaktadir.

1.3. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

BPH, o6zellikle BPE ile ilgili histolojik durumlar1 tanimlamak i¢in kullanilan bir
terimdir. BPH, genellikle ara bolgede, yani prostatin periiiretral alanina girdigi
noktada lokalize olan ve asir1 bliylimiis nodiillerle iretray: ¢evreleyen stromal ve
epitel hiicrelerinin ilerleyen hiperplazisi ile karakterizedir. Tek bir mekanizma ile
BPH’in nedeni ile aciklanamamaktadir ve yasin ilerlemesi ile birlikte birgok
mekanizmanin birlikte ortaya ¢ikmasi bu duruma neden olabilir. Hiicre diizeyinde
meydana gelen degisimler, bazal hiicre hiperplazisi ile stromal ve epitelial yapilarin
artisi ile iliskilidir (Sekil 1.1)(Bostwick, 1992). BPH tanist konulan hastalarda, ilk
once prostat hiperplazisi, sonra bu durumu prostat genislemesi ve tiretral obstriiksiyon

takip eder.



Geniglemig prostat Normal prostat

Sekil 1.1. Benign prostat hiperplazisi

1.4. Benign Prostat Biiyiimesi (BPE)

BPE, prostat biliylimesini ifade eden ve genellikle BPH’a sebep olabilen bir
hastaliktir. BPE yavas olarak ilerler. Yapilan ¢aligmalara gore hastalarin % 30°dan
fazlasinda BPE tanis1 konduktan sonra bes yil i¢cinde semptomlarin ilerleyisi belirgin
sekilde goriilir. Kilavuzlar, semptomlarin hafif kalmasi ve yasam kalitesi
etkilenmedigi siirece herhangi bir tedavi 6nermemektedir (Crawford ve ark., 2006;
Krambeck ve ark., 2012; Roehrborn ve ark., 2011).

1.5. Benign Prostatik Obstriiksiyon (BPO)

BPO, prostatin biiyiimesinin neden oldugu iiretra genisliginin azalmasi olarak
bilinen ve BPH ile iliskili olan bir kavramdir (Anderson, 1980). BPH’ in tek basina
semptomlar olusturmadig: bilinmektedir. Fakat, BPH’ a bagl ortaya ¢ikan BPE ve
BPO ciddi klinik problemlere sebep olabilmektedir.



1.6. Mesane Bosaltim Fonksiyonu

Saglikli mesane bosaltim fonksiyonunda sirayla, mesane idrarla dolar, bu idrar
depolanir ve istemli bir sekilde bosaltilir. Bu siire¢, otonom ve somatik sinir sistemi
tarafindan kontrol edilir. Otonom sinir sistemi uyarilar1 adrenerjik, kolinerjik ve
nitrerjik sinirler tarafindan yonetilmektedir. Miksiyon sirasinda parasempatik uyari
artar, diiz kas kasilir, sempatik uyar1 azalir (Burnstock, 1977). Mesanede nitrerjik
uyarinin sonrasi norotransmitter adenozin 5’-trifosfat (ATP) salinir, P2X purinerjik

reseptorleri uyararak mesane kasilmasina neden olur (Ambache ve Zar, 1970).

1.7. AUSS

Prostat bezinin genislemesine bagli olarak, iiretral obstriiksiyon ve AUSS ortaya
cikabilir. BPH' i erkeklerde siklikla acil idrar yapma hissi, sik idrara ¢ikma, gece idrar
yapmak i¢in uyanma, akim giiclinde azalma, kesik kesik idrar yapma, yetersiz bosaltim
hisside dahil olmak i{izere AUSS semptomlar1 goriilmektedir (Abrams ve ark., 2002).
AUSS geleneksel olarak ii¢ kategoriye ayrilir: depolama, bosaltim ve iseme sonrasi
belirtiler. Bosaltim semptomlari, iseme sirasinda yavas veya aralikli akinti, idrar
akiginin boliinmesi gibi semptomlardir (Abrams ve ark., 2002). BPH'nin sadece
histolojik olarak teshis edilebilmesine karsm, bu tip AUSS semptomlar1 genellikle
BPH' nin gostergesi olarak kabul edilir. Depolama semptomlar1 arasinda acil idrar
yapma hissi, sik idrara ¢ikma, gece idrar yapmak i¢in uyanma gibi belirtiler

vardir(Abrams ve ark., 2002).

Yasli hastalarin birgogu, prostatik obstriiksiyondan, asir1 aktif mesane (overactive
bladder, OAB) semptomundan, bosaltim sirasinda mesanenin diisiik aktivitesinden ve
gece idrara ¢ikmadan sikayet ederler. Bu semptomlarin ortaya c¢ikma sikligi
degismektedir. "International Continence Society”, OAB’ yi idrar yapmak igin
ertelenmesi imkansiz zoraki istek, bazen idrar tutamama ve genellikle sik tekrarlayan
idrar ve gece idrar1 olarak tanimlamistir (Schafer ve ark., 2002). OAB tedavisi igin

cerrahi girisim yerine, ilag tedavileri tercih edilmektedir (Mazucco, 2001).



EPIC calismasina gore, birgok erkekte, OAB ve iiriner inkontinans semptomlari
ortaya ¢ikmaktadir. Depolama semptomlarinin ortaya ¢ikma sikligi, %5; bosaltim
problemlerinin siklig1 %26 ve iseme sonrasi semptomlarin ortaya ¢ikma sikligi ise
%17 olarak verilmektedir. Ozellikle, 60 yasindan sonra erkeklerde semptomlarin
ortaya ¢ikmasinda artis gézlenmektedir. Bu calismada, depolama semptomlart diger

somptomlara oranla daha sik oldugu gosterilmistir (Irwin ve ark., 2006).

1.8. Giiniimiizde AUSS /BPH Tedavisi

Prostatik hiicre yayilmasini engellemek ve prostat diiz kas tonusundaki artisi
azaltmak BPH/AUSS tedavisindeki baslica amaclardir. Tedavide kullanilan ilaglar, iki
ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar: "ozi-adrenerjik reseptor antagonistleri" ve "Sa-
rediiktaz inhibitorleri" dir. Ancak giiniimiizde onay alan fosfodiesteraz 5 inhibitorleri
(PDE-5i) de kullanilmaya baslanmistir (Filson ve ark., 2013).

1.8.1. a1-Adrenerjik Reseptorleri ve Antagonistleri

ai-Adrenerjik reseptorler, alt iriner sistemde (prostat, mesane ve penis) ve
damarlarinda yer almaktadirlar. Prostatta ai-Adrenerjik reseptorlerinin ii¢ alt tipi 1a,
2g Ve 1p bulunmaktadir. En aktif alt tip 1a’dir (McVary ve ark., 2011). a:-Adrenerjik
reseptOrlerin uyarilmasi prostat ve penil diiz kasinda kasilmaya neden olur. Bunlara ek
olarak, prostat diiz kasinda, bulunan al-Adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile artan
diiz kas tonusu BOO ile sonuglanan idrar basinci ve akut idrar tutulmasina sebep

olabilecegi disiiniilmektedir (Lepor ve ark., 1998).

ai-Adrenerjik reseptor antagonistleri, BPH tedavisinde ilk secenek olarak
kullanilmaktadirlar. a:-Adrenerjik reseptdr antagonistleri, mesane boynunu, prostati
ve prostatik iiretra kasilmasini engelleyerek BOO’nun dinamik komponentlerini bloke

ederler (Roehrborn ve ark., 2007; Black ve ark., 2006).



AUSS/BPH tedavisinde en sik kullanilan ai-Adrenerjik reseptdr antagonistleri

terazosin, doksazosin, alfuzosin, tamsulosin ve silodosindir.

1.8.1.1. Terazosin

Terazosin, ilk kez BPH tedavisinde kullanilan, uzun etkili, oi-adrenerjik reseptor
antagonistidir. Terazosin ai-adrenerjik reseptorleri bloke ederek damarlarda ve
prostatta gevsemeye neden olur. Bu etkilerine bagli olarak kan basimncin ve
semptomatik BPH bagli iirodinamik parametrelerde iyilesme meydana gelir (Djavan
ve Marberger, 1999).

1.8.1.2. Doksazosin

Doksazosin, BPH tedavisinde onaylanmig ikinci os-adrenerjik reseptor
antagonisttir. Yapilan bir klinik ¢alismada, 52 hafta boyunca doksazosin tedavisi goren
1007 hastada, BPH’a bagli iirodinamik semptomlarin plaseboya goére belirgin bir
iyilesme meydana geldigi goriilmiistiir (Kirby ve ark., 2003). 13 haftalik standart
doksazosin ve doksazosinin uzun siireli preparati ile tedavi sonrasinda BPH'li
hastalarda erektil fonksiyonda diizelme gozlenmistir. Ancak bu etki, AUSS iizerinde
olan yararh etkilerinden bagimsiz olabilir.Clinkii doksazosinin seksiiel fonksiyon
tizerindeki pozitif etkileri, sadece semptomatik BPH"1 olmayan hastalarda rapor
edilmistir (Kirby ve ark., 2005). Yine yapilan bagka bir klinik ¢alismada, 3 ay sonunda
doksazosin tedavisinin hem erektil fonksiyon, hem de iirodinamik parametrelerde

iyilesme gosterdigi saptanmustir (De Rose ve ark., 2002).



1.8.1.3. Tamsulosin

Tamsulosin aia-adrenerjik reseptorii alt tipine 2g ve 1p alt tiplerine gore daha
spesifiktir. Tamsulosin ve terazosin ile birlikte yapilan ¢alismada, 6zellikle yash ve
hipertansif hasta grubunda terazosine gore daha giivenli bulunmustur (Tsujii 2000).
Tamsulosin ile yapilan klinik bir ¢alismada, tamsulosinin ilk dozu ve tedavinin 3.
ayinda tirodinamik parametrelerde iyilesme bulunmustur (Akin ve ark., 2013). Diger
bir calismada, 12 hafta boyunca tamsulosin tedavisi alan 168 hastada BPH
semptomlarinda iyilesme goriiliirken, erektil fonksiyonda bir diizelme gozlenmemistir
(Oelke ve ark., 2012). Yine yapilan basgka bir ¢aligmada, tamsulosin tedavisinin BPH’a
bagli semptomlari, hayat kalitesini ve erektil fonksiyonu iyilestirdigi bulunmustur

(Singh ve ark., 2014)

1.8.1.4. Alfuzosin

Uroselektif bir ajan olan alfuzosin, BPH tedavisi i¢in onaylanan dérdiincii o-
adrenerjik reseptdr antagonistidir. Gur ve ark., tarafindan yapilan bir ¢aligmada 6
haftalik PBOO sican modelinde alfuzosin tedavisinin diiz kas tonusunu azaltarak
ED’yi diizelttigini gostermislerdir (Gur ve ark., 2008).148 hastada yapilan klinik bir
calismada 24 haftalik alfuzosin tedavisinde erektil fonksiyon ve {irodinamik
fonksiyonlarda iyilestirdigi goriilmiistiir (Chung ve ark, 2009). Diger bir calismada ise,
hipertansiyonlu hastalarinda, alfuzosinin AUSS/BPH semptomlarinda etkili ve

giivenilir oldugu bulunmustur (Zhang ve ark., 2015).

1.8.1.5. Silodosin

Silodosin, 2008 yilinda FDA’den onay alan ve aia-adrenerjik reseptor alt tipine
spesifik antagonistidir (Lepor ve Hill, 2010). Silodosin, hizl1 etkili ve AUSS/BPH
tedavisinde gilivenle kullanilan bir ilagtir. Alfuzosin, tamsulosin ve silodosin ile

yapilan ¢alismada, AUSS/BPH iizerine etkileri ve 6zellikle hemodinamik parametreler



tizerine olan yan etkileri acgisindan benzer etkiye sahip olduklar1 bulunmustur
(Manjunatha ve ark., 2016). Klinik c¢alismalarda, 12 haftalik silodosin tedavisinin
iiriner semptomlarda hizli bir iyilesme saglamistir (Marks ve ark., 2009). Silodosin,
prostatik kan akisimi iyilestirerek BPH semptomlar1 ve mesane depolama
fonksiyonunu diizelterek AUSS iyilestirebilir (Shimizu ve ark., 2015). Deneysel
PBOO modelinde silodosinin mesene fonksiyonlarini iyilestirmistir (Goi ve ark.,
2015). Goi ve ark., tarafindan yapilan bir caligmada, si¢anlarda gelisen kronik mesane
iskemi modelinde silodosinin mesane kan akisini ve fonksiyonlarini diizenledigi

bulunmustur (Goi ve ark., 2013).

1.8.1.6. ai-Adrenerjik Reseptor Antagonistlerinin Yan Etkileri

a-adrenoreseptdr antagonistlerinin yan etki profilleri birbirlerinden farklilik
gosterir. Yapilan klinik ¢alismada, alfuzosin ve tamsulosin yan etki profilleri bir birine
benzer bulunmus, terazosin ve doksazosinin yan etkilerine gore, daha iyi tolere
edilebilmislerdir (Djavan ve Marberger, 1999). a-adrenoreseptor antagonistlerin bazi

yan etkiler ve ilag etkilesimler sunlardir:

o Hipotansiyon: a-adrenoreseptor antagonistlerin en onemli yan etkileri
ortostatik hipotansiyon ve bas donmesidir. Hipotansiyon ve senkop yan etkilerinin
ortaya c¢ikma riski acisindan tamsulosin, alfuzosin ve silodosin; terazosin veya
doksazosine gore daha diisiik potansiyele sahiptir (Lee, 2000; Roehrborn ve ark., 2003;
Marks ve ark., 2009). a-adrenoreseptor antagonistlerinin kan basinci iizerine olan
farkli etkileri, etkiledikleri reseptdr alt tipine bagli olarak ortaya ¢ikabilir (Schwinn ve
ark., 2004). Hipertansiyonu olan yaslh erkeklerde, hipotansif etki yararli olabilirken,
tiim hastalarda dikkatli bir kan basinci kontrolii gereklidir. Hipertansiyon hastasi olan
fakat ayn1 zamanda ortostatik hipotansiyonu olan yasl erkeklerde tamsulosin makul
bir secenek olabilir. a-adrenoreseptor antagonistlerin, hipertansiyon i¢in monoterapi
olarak kullanildiginda kalp yetmezligi insidansini artirabilir (Djavan ve Marberger,
1999).



. Seksiiel yan etkiler: o-adrenoreseptor antagonistlerin en yaygin seksiiel yan
etkisi, ejakulasyon disfonksiyonudur. Mesane boynunda o reseptérlerin bloke olmasi
ile meydana gelen gevseme sonucunda retrograd ejakiilasyon gelisebilmekte; vaz
deferens ve seminal vezikiildeki a reseptorlerin bloke olmasi, ejakiilat hacmini
azaltmaktadir. Buna karsin, libido ve erektil fonksiyon iizerine a-adrenoreseptor
antagonist tedavisinin olumsuz etkileri bulunmamaktadir (McVary ve ark., 2011).
Tamsulosin ve silodosin, dzellikle ejakulasyonu etkileyebilir (Gacci ve ark., 2014). Bir
calismada, tamsulosin, hastalarin yiizde 90' indan fazlasinda ortalama ejakiilat hacmini
azaltmistir; bunlarim %35' 1 de ejakiilat icermemektedir. Bu yan etki alfuzosin
tedavisinde goriilmemistir (Giuliano, 2006). Silodosinin, hastalarin yaklasik %28'inde

retrograd ejakiilasyona neden oldugu goriilmiistiir (Marks ve ark., 2009).

1.8.2. 5o-Rediiktaz inhibitorleri

Sa-rediiktaz inhibitorleri, Sa-rediiktaz enzimlerinin inhibisyonuna neden olur ve
testosteronun prostat biiyiimesinden sorumlu olan, DHT ye doniismesini engeller
(Hamilton ve ark., 2012). 5-rediiktaz enziminin 3 tipi bulunmaktadir. Tip 1,
karacigerde bulunurken, tip 2 karacigerin yaninda prostat ve seminal vezikiilde
bulunmaktadir (Mysore, 2012). Son yillarda kesfedilen tip 3’{in ise beyin, kalp ve diger
organlarda oldugu kanitlanmigtir (Welliver ve ark., 2014). Bu enzimler ilag tedavisi
icin potansiyel hedeflerdir. Sa-rediiktaz inhibitorleri, BPH ile iligkili ameliyatlarin
sikligini ve riskini azaltmaktadir. Bu sebeple, hem Amerikan Uroloji Dernegi, hem de
‘Avrupa Uroloji Birligi’ tarafindan BPH' m medikal tedavisi igin 6nerilmektedir
(McConnell ve ark., 1998; Roehrborn ve ark., 2002). Giiniimiizde, benzer klinik
etkilere sahip iki o-rediiktaz inhibitorii kullanilmaktadir, bunlar ‘finasterid’ ve

‘dutasterid’dir.
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1.8.2.1. Finasterid

Finasterid, BPH tedavisi i¢in klinik onay alan, ilk Sa-rediiktaz inhibitoridiir ve tip
2 Sa-rediiktaz enzimini bloke eder (Finn ve ark., 2006). Yapilan ¢alisma sonucunda,
finasteridin serum DHT seviyesini %70 oraninda azalttig1 bulunmustur (Roehrborn ve
ark., 2001). BPH’I1 erkeklerde, 12 ay boyunca plasebo ve finasterid ile tedaviyi
karsilastiran randomize ¢ok merkezli bir calismada, finasterid ile tedavi edilen
erkeklerin, idrar akis hizi ve ortalama prostat hacminde %19 azalma bulunmustur
(Palea ve Barras, 2003). Giinlik 5 mg finasterid veya plasebo ile tedavi edilen
3000'den fazla erkek tizerinde yapilan bir g¢aligmada, semptom skorlarindaki,
maksimal idrar akis hizlarinda ve prostat hacmindeki diizelmelerin dort yildan fazla
stirdiigli gosterilmistir (McConnell ve ark., 1998). Finasterid tedavisi, akut idrar
retansiyonu ve cerrahi olasiligi azaltmistir. 2783 hasta ile yapilan MTOPS
calismasinda, finasterid, doksazosin, kombinasyon tedavisi ile plasebo
karsilagtirillmistir.  Tedavi  gruplarmin = tiimiinde, erektil ve ejakiilasyon
fonksiyonlarmin yani1 sira, libidoda da azalma gozlenmistir. Bununla birlikte,
finasterid ve kombinasyon tedavisinde, ejakiilasyon fonksiyonunun belirgin sekilde
kotiiye gittigi, kombinasyon tedavisinde ise erektil fonksiyonun da bozuldugu
bulunmustur. Ancak, erektil fonksiyon i¢in 4 yilin sonunda kombinasyon tedavisi ile

plasebo grubu arasinda fark saptanmamigtir (Demir ve ark., 2009).

1.8.2.2. Dutasterid

Dutasterid, hem tip 1, hem de tip 2 So-rediiktaz inhibe eden S5o-rediiktaz
inhibitoridiir. Yapilan ¢aligmalarda, toplam prostat hacmini yaklasik % 26 ve serum
DHT diizeyini %90'dan fazla azalttigi gosterilmistir (Roehrborn ve ark., 2002;
Roehrborn, 2004). Dutasteridi plasebo ile karsilastiran bir meta-analizde, dutasteridin,
prostat hacmini, akut {iriner retansiyon ataklarni ve cerrahi miidahale gereksinimini
azalttigl, ek olarak semptom skoru ve maksimum akis hizim1 da iyilestirdigi

bulunmustur (Wu ve ark., 2014).
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1.8.2.3. 5a-Rediiktaz inhibitorlerinin Yan Etkileri

S5o-rediiktaz inhibitorlerinin baslica yan etkileri, libido kaybi, ejakiilasyon
disfonksiyon ve ED’dir (Gacci ve ark., 2014). Yapilan klinik ¢alismada, finasterid
tedavisi alan erkeklerin %4 ile 6 oraninda seksiiel yan etkiler gorilmiistiir (Gormley
ve ark., 1992). Baska bir klinik ¢alismada ise, seksiiel yan etkilerin oran1 % 13.8
bulunmustur (Tenover ve ark., 1997). Yapilan diger bir ¢alismada ise, benzer sonuglar
bulunmustur. Hastalarda libidoda azalma ve ED g6zlemlenmistir (Corona ve ark.,
2017). Ayrica ejakiilasyon disfonksiyon riski agisinda finasterid ve dutasterid arasinda
farklilik gézlenmemistir (Gacci ve ark., 2014).

1.8.3. Fosfodiesteraz 5 inhibitorleri (PDE-5i)

PDE-5i’ lerinin BPH/AUSS iizerine tedavi edici etkileri multifaktoriyeldir. PDE-5
izoenzimleri, penis, prostat, mesane ve kardiovaskiiler sistem dahil olmak tizere, erkek
tirogenital sisteminde aktif rol oynar (Cohen, 2012; Andersson ve ark., 2007; Uckert
ve ark.; 2006). Tadalafil, ED tedavisi icin kullanilan bir PDE-5i ve BPH/ AUSS kronik
tedavisinde kullanilmak iizere FDA’den 2011°de onay almis tek PDE-51"dir.

Tadalafilin  BPH/AUSS bagli semptomlar1 iizerine etkisi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, insan ve hayvan dokularinda yapilan in vitro ¢aligmalar,
siklik guanozin monofasfat (cGMP) ile regiile edilen prostat ve mesanenin stromal
diiz kas gevsemesinin yaninda mesane boynunun gevsemesi ve mesane diiz kasinin
asir1 aktivitesini azaltmasi ile iliskili olabilecegini gostermistir (Gacci ve ark., 2007;
Filippi ve ark.; 2007; Uckert ve ark., 2008; Angulo ve ark., 2012). Tadalafilin etki
mekanizmasina bakildiginda diiz kas ve endotel gevsemesini, hiicre proliferasyonunu,
dokulara giden kan akimim arttirdigini ve inflamasyonu azalttigini gosterilmistir
(Andersson ve ark., 2011). Yapilan preklinik ¢alismalarda, insan ve hayvan prostatik
ve mesane dokularmin nitrik oksit (NO) aracili gevsemesinin artmasi, BPH ile iligkili
pelvik arteriyel yetmezligi ve iskemiyi azaltabilecegi bulunmustur (Azadzoi ve ark.,
2003). Bu etkilerinden dolayr, AUSS tedavisinde etkili oldugu diisiiniilmektedir
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(Andersson ve ark., 2011). Kawai ve ark. yapmis oldugu g¢alismada, PBOO’lu
sicanlarda tadalafil tedavisinin obstriiksiyon sonrasi azalan kan akimini arttirdigt ve
mesane fonksiyonlarini iyilestirdigini belirtilmistir (Kawai ve ark., 2016). Yapilan bir
preklinik ¢alismada, hipertansif siganlarda prostat dokusunda hipoksiye bagli hypoxia-
inducible factor- (HIF)-1a diizeylerinde artis1 oldugu, tadalafil tedavisinin ise bu artisi
azalttig1 gosterilmistir (Morelli ve ark., 2011). Vignozzi ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, tadalafil tedavisinin metabolik sendromun neden oldugu fibrozis ve hipoksi
belirteclerini azalttigr gosterilmistir (Vignozzi ve ark., 2014). Klinik c¢alismalarda,
tadalafil tedavisinin 12 hafta sonunda iirodinamik semptomlarda iyilesme sagladigi

gosterilmistir (McVary ve ark., 2007; Porst ve ark., 2011).

Klinik ¢aligmalar, tadalafilin, ED veya AUSS/BPH veya her iki patolojinin birlikte
eslik ettigi durumlarda, etkili ve giivenli oldugunu dogrulamistir (Egerdie ve ark.,
2012; Oelke ve ark., 2012). BPH/ AUSS olan erkeklerde, PDE-5i tedavisi sadece ED
icin etkili ve iyi tolere edilen bir tedavi degildir, ayn1 zamanda Uluslararasi Prostat
Semptom Skoru (IPSS) ile dlciilen AUSS da iyilestirmistir (Wong ve ark., 2009).
Semptomatik BPH' 1 olan erkeklerde bes plasebo kontrollii randomize ¢alismanin meta
analizinde, PDE-5i ile tedavi edilen hastalarda, >12 haftalik tedaviden sonra IPSS' de
anlamli diizelme gdzlenmistir (Liu ve ark., 2011). Urodinamik parametrelerde ise
anlamli bir fark bulunmamugstir (Liu ve ark., 2011). BPH semptomlar1 olan erkeklerde
yapilan bir sonraki randomize ¢aligmada ise, plaseboya kiyasla hem tadalafil, hem de
tamsulosin, maksimum idrar akis hizlarin1 ve semptom skorlarini iyilestirdigini ancak
tadalafilin ED’yi de iyilestirdigi bulunmustur (Oelke ve ark., 2012). 1500 hastanin
dahil oldugu calismada ise, plaseboya gore tadalafil'in IPSS ve BPH etki indeksini,
semptom siddetine, yasa, testosteron diizeyine veya prostat hacminden bagimsiz
tyilestirdigi bulunmustur (Porst ve ark., 2013). Buna karsin, 12 adet faz II ve III
calismalarin bir araya toplanmus analizinde, tadalafilin 75 yas alt: hastalarda AUSS’yi
tedavi etmekte basarili olmus, ancak 75 yas ve lizerindeki hastalarda bu basariy1

gosterememistir (Oelke ve ark., 2017).
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1.9. Penil Ereksiyonun Mekanizmasi

Penil ereksiyon, sinirlerin, endotelin ve kan damarlarinin, penisteki diiz kas
hiicrelerinin yer aldig1 karmasik bir nérovaskiiler siirecin sonucudur. Ereksiyon temel
olarak spinal refleks tarafindan kontrol edilen, farkli merkezi ve periferik, néronal
ve/veya hormonal mekanizmalarinda dahil oldugu bir olaydir (Andersson 2011).
Parasempatik sistem, diiz kas gevsemesini ve ereksiyonu saglarken; sempatik sistem
diiz kas tonusunda artmaya neden olur ve ‘flasid (non-erektil)’ faz1 saglarlar. NO,
penil ereksiyon i¢in en dnemli transmitterdir. Korpus kavernozum diiz kas dokusunda
noronal NO sentaz (nNOS) ve endotel NOS (eNOS) enzimlerinin NO {iiretiminden
sorumlu oldugu bilinmektedir. nNOS ereksiyonun baglamasinda sorumlu iken, eNOS
ereksiyonun siirdiiriilmesinden sorumludur (Lue 2000). eNOS ve nNOS araciligi ile
sentez edilen NO arteriyel ve kavernozel diiz kasta solubl guanilat siklaz (sGS)’in
aktive olmasina yol acar. Aktive olan sGS, CGMP seviyesi artirir (Ignarro ve ark.
1990). Hiicre iginde ¢cGMP protein kinaz G (PKG)’yi aktive eder. PKG, Ca*?
aktivitesini ve hiicre ici Ca*? diizeylerini azaltarak kavernozel diiz kasta gevsemeye

neden olur (Ignarro ve ark., 1990).

Kavernozel diiz kasta ¢cGMP seviyesini diizenleyen en Onemli enzimle PDE
enzimleridir (Boolell ve ark., 1996). Kavernozal diiz kasin gevsemesinin ardindan,
arteriyel kan akisinin artmasi ve penil ereksiyon meydana geldikten sonra PDE-5

enzimi, cGMP’yi parcalamaktadir (Goldstein ve ark., 1998).
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Sekstiel uyari
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Endotel hiicreleri
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gevseme

Sekil 1.2. Kavernozal diiz kas hiicresinde gevseme

Flasid faz, sempatik sinir sistemi kontrolii altindadir. Bu fazda, damar diiz kasi
kasilir. Ek olarak, endotel hiicrelerden salgilanan endotelin-1 ve prostaglandin F2o ve
diger mediyatdrler (6rnegin; anjiyotensin II, ndropeptid Y) kas tonusunda artis
meydana getirirler. Sonug olarak, penise gelen kan akimi azalir (El Melegy ve ark.,
2005).

1.10. AUSS Bagh Gelisen ED’ye iliskin Teoriler

BPO, AUSS neden olur ve her iki durum da ED ile ilgilidir. Bu hastaliklarin nasil
birbirleriyle bagli oldugunu gosteren dort teori bulunmaktadir (Sekil 2) ve bunlar
sOyledir (McVary, 2005).

[ h
4' Rho-kinaz/endotelin % | \
4
BPH/AUSS \ NOS/NO camp | | /
lskem|

Sekll 1.3. BPOO/AUSS ve ED iliskisi
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1.10.1. Azalan Nitrik Oksit Sentaz (NOS)/NO Diizeyleri

Penis, mesane ve prostatta NOS/NO diizeylerinin azalmasi sonucunda ED ve
AUSS arasinda baglanti bulundugunu dngdren bir hipotezdir. NO, penil dokudaki diiz
kas ve damarlarinda gevsemeye neden olan en Onemli nd&rotransmitterdir
(Andersson,2003). Ek olarak, NO’nun prostat ve mesanede diiz kas tonusunun
saglanmasinda sorumlu oldugu gosterilmistir (Bloch ve ark., 1997). NOS/NO
diizeylerinin azalmasi ile diiz kaslarda kasilma ve gevseme dengesinin bozulmasina
ve ED’nin gelismesine neden olur. PBOO’Iu si¢anlarin penis dokusunda, nNOS
ekspresyonunlarinin azaldig1 gosterilmis ve azalmaya bagli olarak erektil yanitlarin
da bozuldugu bulunmustur (Bastaskin ve ark., 2016; Gur ve ark., 2016; Gur ve ark.,
2008).

Prostat dokusunda yapilan ¢alismada, ilerleyen yasla NOS gen ekspresyonu ve NO
tiretiminin azaldig1 bulunmustur (Dey ve ark., 2012). Ek olarak, hiperplastik prostatta
transizyonel zonda NOS/NO diizeylerinin ve nitrerjik innervasyonun azaldigi
bildirilmistir. NOS/NO yolaginin azalmasina bagli olarak artan prostat tonusu
BPH’nin dinamik komponentini ve diiz kas hiicresinde proliferasyona neden olarak
statik komponenti de etkilemektedir (Bloch ve ark., 1997; Felsen ve ark., 2003).

1.10.2. Artan iskemi

Kronik iskemi ve oksidatif stres obstriiksiyonun bas etiyolojik faktoriidiir (Azadzoi
ve ark.,, 2007). Yapilan calismalarda, iskeminin kavernoz, prostat ve mesane
dokularinda endotel ve diiz kas hasar1 ile hipoksiye neden oldugu, bdylece diiz
kaslarin gevsemesini azaltarak AUSS yol agtig1 bilinmektedir (Andersson ve ark.,
2014). PBOO’da mesane agirligimin arttigi, mesane fonksiyonlarinin bozuldugu ve
mesane diiz kasinda incelme meydana geldigini gosterilmistir (Comiter ve Phull,
2012; Kawai ve ark., 2016). Yapilan bir ¢calismada, PBOO olusturulduktan 2 hafta
sonra, mesanede HIF-1o’nin arttig1 ve bu artisa bagli olarak mesanede iskemi gelistigi

gosterilmistir (Sano ve ark., 2012; Al-Saikan ve ark., 2016). Ekman ve ark. tarafindan
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yapilan bir ¢calismada, PBOO modelinde mesanede niikleer faktor kappa B (NF-kB)
aktivasyonunun ve ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Ekman ve ark., 2013). Gur
ve ark. yapmis oldugu calismada ise, 6 haftalik PBOO’lu siganlarda penil dokuda
indiiklenebilir NOS (iNOS) ekspresyonunun kontrol siganlara gore arttigi
gosterilmistir (Gur ve ark., 2008).

Yapilan ¢alismalarda, PBOO modelinin, mesanede ilerleyen hipertrofi, fibrotik
bozulma ile fonksiyon bozukluguna neden oldugu belirtilmistir (Maciejewski ve ark.,
2015; Al-Saikan ve ark., 2016; Jiang ve ark., 2015). PBOO modelinde, mesane
dokusunda “transforming growth factor-g1 (TGF-B1)” diizeylerinin arttigi, diiz kasin
azaldig1 ve kollajen miktarinin ise arttigi gosterilmistir. Bu duruma bagh olarak
mesanede fibrosis gelistigi belirtilmistir (Al-Saikan ve ark., 2016 Jiang ve ark., 2015).
Laboratuvarimizda yapilan son ¢aligmada, PBOO’lu siganlarin penisinde diiz kas ve
kollajen oranimin kollajen yoniinde arttigi bulunmustur (Bastaskin ve ark., 2016).
PBOO modeli ile yapilan ¢alismalarda apoptozisin artigi, bu tablonun fibrozise

katkis1 oldugu diistiniilmektedir (Taylor ve ark., 2006; Hsieh ve ark., 2016).

1.10.3. Otonom Sinir Sisteminin Hiperaktivitesi

BPH/AUSS bagl artan sempatik aktivite ile ED arasinda iliski vardir. Yapilan
hayvan deneylerinde, yasl sicanlarda artan otonom sinir sisteminin aktivasyonu BPH
ve ED’ye neden oldugu gosterilmistir. Hipertansif si¢ganlarda gelisen BPH ve ED’nin
sebep oldugu detriisér overaktivitesindeki artisin nedeninin otonom sinir sistemi
hiperaktivasyonu oldugu bulunmustur (Golomb ve ark., 2000). Klinik ¢alismalarda
ise, idrar ve serum katekolamin seviyeleri ile AUSS siddeti arasinda anlamli bir iliski

bulunmustur (McVary ve ark., 2005).
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1.10.4. Endotelin-1 ve Rho-kinaz Aktivitesinde Artis

Diiz kas kasilmasi, intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir.
Rho-kinaz sinyal yolaginin aktive olmasi ile intraselliiler kalsiyuma duyarlilig1 artar
ve diiz kasta kasilma meydana gelir (Somlyo ve Somlyo, 2000). as-adrenerjik
reseptorlerin aktivasyonunun ardindan Rho-A, Rho-kinazi aktive eder ve aktive
olusan Rho-kinaz diiz kas hiicresindeki myozin hafif zincir fosfatazi inhibe eder ve
kalsiyum duyarlilig: artarak diiz kas kasilmas1 gergeklesmektedir (Rees ve ark., 2003).
Daha once yapilan bir ¢alismada, Rho-kinazin, alt {iriner sistem diiz kas tonusunun
fizyolojik ve patofizyolojik diizenlenmesindeki onemini belirtilmistir (Christ ve
Andersson, 2007). Tavsanlarda yapilan bir galismada, obstriiksiyona bagli olarak Rho-
kinaz aktivitesi artmis ve bu artisin ED’ye neden olabilecegi bulunmustur (Chang ve
ark., 2005).

1.11. Hidrojen siilfiir (H2S)

H>S, penil ereksiyonda ve iiriner sistem fonksiyonlarinda yer alan, NO gibi bir
gazotransmitterdir (Fusco vd., 2012). Bu mediyatér, endojen olarak {iretilir, hiicre
membranindan gegebilir ve etkilerini gosterir (Wang 2002). H2S, bir¢ok fizyolojik
fonksiyonu etkiler. H>S’in vaskiiler homeostaz ve vasorelaksasyonun kontroliinde
onemli bir rolii vardir (Beltowski ve Jamroz-Wisniewska, 2014). Ayrica, apoptoz,
inflamasyon, anjiyogenez, proliferasyon, metabolizma ve oksidatif stres ile ilgili goklu
sinyal yollaklarinda yer alan proteinlerin aktivitesini ve ekspresyonunu da etkiler (Yu
ve ark., 2014; Lo Faro ve ark., 2014).

H>S, baslangic maddesi olarak L-sistein kullanan baslica {i¢ enzim tarafindan
sentezlenir: sistatyonin [-sentaz (CBS), sistatyonin gama-liyaz (CSE) ve 3-
merkaptopiruvat transferaz (MST) (Wang 2002). Bu enzimler karaciger, bobrek,
beyin, vaskiiler olan ve olmayan bir¢ok diiz kas hiicresinde bulunur (Wang 2002).
hizla pargalanir. H,S, tiyol S-metiltransferaz tarafindan dimetilsiilfid ve methanetiol

olusumu ile sonuglanan bir reaksiyon ile par¢alanir (Kimura, 2014).
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Hayvan modellerinde ve insanlarda yapilan galigsmalarda, H>S’in erektil yanit
olusumunda katkis1 oldugunu gostermistir (Gur ve ark., 2015). Calismalarda, H>S’in
erektil yanit olusturmada, 6nemli rol oynadigi da gosterilmistir (A'Emmanuele di Villa
Bianca ve ark., 2009; Srilatha ve ark., 2007). Yapilan ¢alismalarda, H2S’in doniirii
olan sodyum hidrojen siilfit (NaHS) intrakaverndz yoldan uyguladiktan sonra, erektil
yanit1 arttirdifi ve in vivo olarak yapilan deneylerde NaHS’in doz bagimli olarak
korpus kavernozumu gevsettigi belirtilmistir (Jupiter ve ark., 2015; Yetik-Anacak ve
ark., 2015). ED ile ilgili yapilan oOnceki ¢aligmalarda, diabetik ve hipertansif
hayvanlarda, CBS ve CSE enzimlerinin penisdeki ekspresyonlarmnin azaldigi
gosterilmis ve meydana gelen azalma ED tablosu ile iliskilendirilmistir (Huang
vd.,2014; Zhu vd., 2014). H>S’in bir diger etki mekanizmasi, PDE aktivitesini
azaltmas1 ve cGMP diizeyini arttirmasidir (Bibli vd., 2015). NaHS, in vitro ortamda
diisiik konsantrasyonlarda PDE aktivitesini azalttigi gosterilmistir (Bucci vd., 2010).
Ek olarak, H>S uygulamasindan sonra, eNOS aktivasyonuna bagli olarak NO

seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Bir vd., 2012).

H>S’in diger urogenital organlar {izerine etkileri oldugu gosterilmistir. Onceki
caligmalar, H2S’in sigan mesanesinde duyusal sinirleri uyardigini, insanda ise prostat
ve erektil fonksiyona dahil oldugunu gostermistir (Patacchini vd., 2004; d’Emmanuele
di Villa Bianca vd., 2009; Guo vd., 2012) . Fusco ve ark. yapmis oldugu bir caligmada
insan mesanesinde HzS ve sildenafilin gevsetici etkisi oldugunu ve PDE-5

inhibisyonunun HzS diizeylerini arttirdigini gostermislerdir (Fusco vd. 2012).

H>S'nin giiclii bir antioksidan oldugu bildirilmistir (Kabilve ark., 2014). H,S’in,
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu inhibe ettigi, temizledigi ve endojen antioksidan
sisteminin iyilestirdigi gosterilmistir (Li ve ark., 2015; Wu ve ark.,2015). Ayrica H2S,
oksidatif strese bagli hasar1 azaltmistir. iskemi/reperfiizyon hasarinda ve in vitro
oksidatif streste H>S'in rolii arastirilmistir(Snijder ve ark., 2013). H.S, oksidatif
strese bagli toksik etkilerin azaltilmasmna katkida bulundugu ve antioksidan

mekanizmalarini destekledigi gosterilmistir (Snijder ve ark., 2013).
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H>S hem pro-hem de anti-inflamatuar mekanizmalar tizerinde etkili olabilir. Bu
ikilem muhtemelen doza veya incelenen sistem/hastalik modeline bagimlidir
(Whiteman ve ark., 2010). Yiiksek konsantrasyonlarda NaHS, proinflamatuar
mediyatorlerin olusumunu kolaylastirirken, diisiik dozlarda NaHS antiinflamatuar

mediatorlerin sentezini artirir (Whiteman ve ark., 2010).

1.12. Amag

Deney hayvanlarinda, parsiyel mesane obstriiksiyonu, siitur ligasyonu ile
yapilmaktadir ve bu model genellikle BPH/AUSS’deki semptomlara benzer
patolojiler ortaya koymaktadir. Bu patolojilerden biri ve en dnemlisi ED’dir. Daha
once yapilan ¢alismalar PBOO modelinde meydana gelen oksidatif stres, iskemi ve
fibrozise baglh ED’nin gelistigini géstermistir. Bu nedenle BPH tedavisi i¢in onay
alan tadalafilin 6zellikle urogenital sistemde iskemi ve oksidatif stres tizerine etkileri

oldugu bilinmektedir.

H2S’in  erektil fonksiyonun diizenlenmesinde, ve ayrica antioksidan ve
antiinflamatuar mekanizmalarda rol aldig1 bilinmektedir. Ancak kronik tedavide, H2S
dondrit NaHS’nin ED iizerine etkileri bilinmemektedir. Bu noktadan yola ¢ikarak
projemizde, tadalafilin ve NaHS’nin PBOO’lu sigan modelinde gézlenen ED iizerinde
diizeltici etkisinin olup olmadigi ve obstriksiyona bagl olusan iskemi, oksidatif stres

ve fibrozis lizerine etkilerinin arastirilmas1 amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Geregler

2.1.1. Malzemeler

* MAY recorder equipment computer system (Commat Ltd. Ankara, TURKIYE)

* Veri kayit ve analiz sistemi (MP35 Biopac Student Lab Pro, Data Acquisition
System)

* % 95 Oksijen, % 5 karbondioksit gaz karisim tiipii

* Kaba terazi (Scaltec, SBA 61 Heiligenstadt, ALMANYA)
* Hassas terazi (Scaltec, SBA 31 Heiligenstadt, ALMANYA)
* Cesitli hacimlerde otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, ALMANYA)
* Pipet uglar

» pH metre (Mettler Toledo MP220; ISVICRE)

* -80 °C Derin dondurucu (JOUAN VXS 380)

» Likit nitrojen tanki

* Buz makinasi (Hosizaki Ice Maker, JAPONYA)

* Polilizin kapli lam

* Lamel

* Etiv

* Mikrotom (Leica RM2125RT, Sermed, INGILTERE)

» Isik mikroskopu (Leica DM4000B, INGILTERE)

* Cesitli cam ve plastik malzemeler

* Cerrahi makas ve pensler

* Cesitli boyutlarda enjektorler

* Cerrahi flaster

* 4F Uretral katater

* 3.0 Krome kat-giit (Dogsan, TRABZON)

* PE-240 tube
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* BioRad Wet/Tank blotting Systems (Mini Trans-Blot Cell®)

» Elektroforez aleti (SCIE-PLAS, INGILTERE)

» Gii¢ kaynag1 (SCIE-PLAS, INGILTERE)

» Manyetik karistirici/torrey pine scientific

* Ultrasantrifuj (Beckman Coulter® - Type 50.2 Ti Rotor)

« Santrifiij (Hettich Rotina 35R, Tuttlingen; ALMANYA)

* Odyssey Fc system (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, ABD).

2.1.2. Kimyasal Maddeler

+ Ketamin (Ketalar, Pfizer, TURKIYE)

+Ksilazin (Xylazinbio, Bioveta, CEK CUMHURIYETT)

» Siprofloksasin (Ciproktan 200 mg/100 ml, Kocak Farma, TURKIYE)
* Sodyum hidrojen siilfit (Sigma-Aldrich, ABD)

* Potasyum kloriir (Merck, ALMANYA)

* Absolii etanol (Sigma-Aldrich, ABD)

« Tadalafil (Cialis, Eli Lilly, ABD)

* Asetilkolin (Sigma, St. Louis, ABD)

* Fenilefrin (Sigma, St. Louis, ABD)

* Sodyum nitroprussid (Sigma, St. Louis, ABD)

» Heparin (Nevparin 25000 IU, Mustafa Nevzat, TURKIYE)
» Izotonik sodyum kloriir soliisyonu 1000 ml (I1.E. ULAGAY, Istanbul TURKIYE)
* Formalin (Riedel-de Haen, ALMANYA)

* Ksilen (Merck, ALMANYA)

* Parafin (Paraffin in pastille, Merck, ALMANYA)

* Target retrieval solution (Dako Cytomation, USA)

* Biotinylated link universal (Dako Cytomation, USA)

* Protein block serum free (Dako Cytomation, USA)

« Streptavidin-HRPC (Dako Cytomation, USA)

* Link (Dako Cytomation, USA)

+ Extravidin peroxidase conjugate (Sigma, ALMANYA)
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* Biotin blocking system (Avidin + Biotin) (Dako Cytomation, USA)
* Phosphate buffered saline (Sigma, ALMANYA)

* Bovine serum albumin (BSA %2), Fraction V (Sigma, ALMANYA)
* nNOS antikor (BD Transduction Lab., USA)

+ eNOS antikor (BD Transduction Lab., USA)

» CBS antikor (Santa Cruz, Dallas, Texas, ABD)

+ CSE antikor (Santa Cruz, Dallas, Texas, ABD)

+ 3-MST antikor (Novus Biologicals, Littleton, CO, ABD)

* HIF-1a antikor (Novus Biologicals, Littleton, CO, ABD)

* TGF-B1 antikor (Abcam, Cambridge, MA, ABD)

« INOS antikor (Santa Cruz, Dallas, Texas, ABD)

* NF-«xB antikor (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD)

* GAPDH (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD)

* Hematoxylin solution modified (Merck, ALMANYA)

* Liquid DAB + chromogen (Sigma, ALMANYA)

« Eukitt quick, Biochemika-Fluka (Sigma, ALMANYA)

* Hydrogen peroxidase (Dako Cytomation, USA)

* DAB + substrate buffer (Dako Cytomation, USA)

* RIPA buffer (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD)

* Protease Inhibitor Cocktail (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD)
* TEMED (Sigma-Aldrich, ABD)

* PVDF membran (Bio-Rad, ABD)

* Nitroselliilloz membran (Bio-Rad, ABD)

« SDS (Sigma-Aldrich, ABD)

* Akrilamid:Bisakrilamid (%29:%1) (Bio-Rad, ABD)

* Metanol (Sigma-Aldrich, ABD)

* Tris (Sigma-Aldrich, ABD)

» Bromfenol blue (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD)

» ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (Thermo Scientific, Waltham,
MA, ABD)

* In Situ Apoptosis kiti (Abcam, Cambridge, MA, ABD)

* cCGMP Elisa Kiti (Cayman, Ann Arbor, MI, ABD)

* MDA kiti (Cayman, Ann Arbor, MI, ABD)
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* HS kiti (Elabscience Biotechnology, Houston, Texas, ABD)

2.2. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

Calismamizda, 8 haftalik 300-350g agirhiginda Sprague-Dawley erkek sicanlar
kullanilmistir. Aragtirma siiresince siganlar sicakligi (22+1 °C ) ve 1siklandirilmasi
(07.00-19.00 saatleri aras1 aydinlik 19.00-07.00 saatleri arasi karanlik) kontrol altinda
tutulan Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde
barmdirilmislardir. Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni ile
deneyler yapilmistir (karar no: 2015-16-184). Calismamizda siganlar (n=75) bes gruba
ayrilmistir.

Grup 1: Penoskrotal kesi ile mesanesi agiga cikarilan ancak {retral ligasyon
yapilmamis kontrol (sham) si¢anlar (n=15)

Grup 2: PBOO’lu siganlar (n=15)

Grup 3: NaHS ile (5.6 mg/kg, i.p.) 6 hafta boyunca tedavi edilen PBOO’lu si¢anlar
(n=15)

Grup 4: Oral tadalafil ile (2 mg/kg/giin) ile 6 hafta boyunca tedavi edilen PBOO’lu
siganlar (n=15)

Grup 5: Kombine olarak tadalafil ve NaHS ile 6 hafta boyunca tedavi edilen PBOO’lu
sicanlar (n=15)

Grup 3, 4 ve 5. gruplarin tedavisine PBOO olusturmak i¢in yapilan cerrahi
islemden hemen sonra baslatilmistir. Tadalafil dozu (2mg/kg/giin) ve NaHS (5.6
mg/kg/glin) dozu daha 6nce yapilmis caligmalar baz alinarak belirlenmistir (Nomiya

ve ark., 2013; Snijder ve ark., 2015).

2.3. PBOO’nun Olusturulmasi

Mid-prostatik {iretral obstriiksiyon retropubik girisim yoluyla olusturulmustur.

Ketamin (80-100 mg/kg i.p.) ve ksilazin (50 mg/kg) ile anesteziden sonra asagi
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abdominal duvar boyunca 2 cm’lik orta hat kesisi yapilmistir. Grup 2, 3, 4 ve 5’te
islem, abdominal duvarin altinda bulunan kas ve deri alt1 dokusunun diseksiyonu ile
devam edilmistir. Prostatik iiretra, seminal keseler, tireterler ve kavernozal sinirin
zarar gormemesi i¢in dikkatlice izole edilmistir. Sonrasinda steril 4F {iretral katater
yerlestirilerek ve 3-0 polipropilen, absorbe olmayan siitur prostatik iiretranin etrafina
baglanmistir (Sekil 2.1). Siitur saglama alindiktan sonra katater dikkatli olarak,
prostatik tiretray1 kismen tikali sekilde birakarak ¢ikarilmistir. 4-0 ipek siiturla iizerini
orten kas tabakalar1 yaklastirilmig ve cilt kapatilmistir. Operasyon sonrasi
enfeksiyonlarina karsi, haftada bir kez antibiotik (siprofloksasin) injeksiyonu

yapilmuistir.

Sekil 2.1. Ratlarda yapilan PBOO olusgturma yontemi

2.4. Tadalafil ve NaHS Tedavisi
4. ve 5. grup siganlara, 6 hafta boyunca oral tadalafil tedavisi (2mg/kg/giin)

uygulanmistir. Tadalafil, sicanlara gavaj yontemi ile oral yoldan verilmistir. 3. ve 5.

grup sicanlara, 6 hafta boyunca i.p. NaHS tedavisi (5.6 mg/kg/giin) uygulanmstir.
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Sekil 2.2. Ratlarda tadalafil ve NaHS tedavisi

2.5. In Vivo Deneyler

2.5.1. Metabolik Kafes Ol¢iimleri

PBOO’nun olusturulmasindan 2, 4 ve 6. hafta sonra sicanlar metabolik kafese

alinarak, 24 saatteki total idrar miktarlar1 6l¢iilmiistiir.

2.5.2 Kavernéz i¢ci Basmemmm (ICP) ve Ortalama Arter Basing (MAP)

Degerlerinin Olciilmesi

ED’nin in vivo degerlendirilmesi igin her bir sigan grubunda kavern6z igi basinci
(ICP)’1ar Sl¢iilmiistiir. Bunun i¢in, ketamin (80-100 mg/kg i.p.) ve ksilazin (50 mg/kg)
anestezisi altinda, sigcanlarin soluk borusu hava akimini saglamak icin kaniile edilmistir
[polietilen (PE)-240 tiip]. Karotid arter ortalama arter basincinin (MAP) 6lgiilebilmesi
i¢in kantile edilmistir (PE-50 tiip). Penisin sag krurasina ve diizenli olarak ICP'yi 6l¢en
basing doniistiiriiciisiine bagli PE tiipe, 25G enjektorle 250 U/ml heparin enjekte
edilmistir. Sag major pelvik ganglion ve kavernozal sinir tanimlanmistir. Prostatin arka

yan (posterolateral) tarafina, platin elektrod, stimiilasyon i¢in, kavernozal siniri
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cevreleyecek sekilde yerlestirilmistir. MAP ve ICP degerleri diizenli olarak basing
dontistiirticiiler yardimiyla dl¢iilmiistiir. Total ICP, egri altinda kalan alan [area under
curve (AUC), mmHg/s] hesaplanmasi ile belirlenmistir. Kavernozal sinir, 2.5, 5ve 7.5
V, 15 Hz, 30 ms dalga boyunda elektriksel stimiilatér yardimiyla uyarilmistir.
Calismanin sonunda, siganlarin penisleri ¢ikarilip, hizla sivi nitrojenle dondurulup

—80°C'ye saklanmustir.

Sekil 2.3. /n vivo olarak kavernozal sinirin uyarilmasi ile ICP 6l¢iilmesi

2.6. In Vitro Deneyler

[zometrik diiz kas tonusunu degerlendirmek igin gruplardan ¢ikarilan korpus
kavernosum dokulari, Krebs-bikarbonat ¢ozeltisi iceren (mM=NaCl:118.1, KCI:
4.7,KH2PO4: 1.0, MgSO4: 1.0, NaHCOs: 25.0, CaCl,: 2.5 ve glukoz: 11.1) petriye
konulmus ve bunlar %95 Oz - %5 CO: ile siirekli oksijenlendirilmistir. Strip seklinde
dokular (1x 1x 8 mm), 1 g gerilim altinda, bir ucu elektrot tutucusuna diger ucu da
gliclii doniistiiriiciiye bagl sekilde, %95 Oz - %5 CO: ile siirekli oksijenlendirilen ve
37°C olan 20 mI’lik organ banyosuna yerlestirilmistir. Organ banyosuna yerlestirilen
korpus kavernosum dokusunun denge periyoduna ulasabilmesi igin 60 dakika
beklenmistir. Sonuglar "MAY recorder equipment computer system" kullanilarak
kaydedilmistir. Korpus kavernosum dokulari fenilefrin (Phe, 10 uM) ile
kastirildiktan sonra asetilkolin (ACh, 1010-3M), sodyum nitroprussid (SNP, 10°8-
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103M) ve EFS (40 V, 1ms, 1-20 Hz) ile gevseme yamitlar1 alimmustir. Daha sonra
direkt nérojenik EFS (80V, 5 ms, 1-40 Hz), Phe (108-10°M) ve KCI (60mM) ile

ilgili kontraktil yanitlar alinmistir.

Sekil 2.4. In vitro caligmalarin yapildig1 izole organ banyosu sistemi

2.7. Masson’s Trichrome Boyama

Deney gruplarindan alinan penis Oreneklerinde kollajen ve diiz kas oranini
belirlemek icin ‘Masson’s Trichrome’ boyamas: yapilmistir. Boyama islemi
yapilmadan 6nce, dokular %10’ luk formalin ¢6zeltisinde 24 saat bekletilmis ve daha
sonra parafine gomiilmiistiir. Parafin igindeki dokular, mikrotom ile 8-10 um kalinlikta
kesilerek lamlara yapistirilmigtir. Kesitleri deparafinizasyon islemi igin ksilen i¢inde
beklettikten sonra, alkol ile hidrate edilmistir. Dokular, Bouin’s karisimda 56 °C’de 15
dakika bekletilmislerdir. Slaytlar daha sonra sogutulmus ve akan musluk suyu altinda
yikanmistir. Daha sonra, Weigert hematoksilen ¢ozeltisinde 5 dakika boyanmis ve
deiyonize su ile yikanmustir. Sirasiyla, Biebrich Scarlet-Asit fuksin ve
fosfotungustik/fosfomolibdik asit ¢ozeltileri iginde 5 dakika bekletilmistir. En son
olarak %1 asetik asit ¢ozeltisinde 2 dakika bekletilmistir. Deneyler sonunda, kollajen

ve bag doku maviye, diiz kas kirmiziya boyanmistir.
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Sekil 2.5. Masson’s Trichrome boyama teknigi ile boyanmis drnekler

2.8. Immunohistokimyasal Deneyler

Boyama islemi yapilmadan once, dokular %10’ luk formalin ¢6zeltisinde 24 saat
bekletilmis ve daha sonra parafine gomiilmiistiir. Parafin i¢indeki dokular,
mikrotom ile 8-10 um kalinlikta kesilerek lamlara yapistirtlmistir. Daha sonra,
nNNOS ve eNOS, CBS, CSE ve 3-MST, HIF-1a, TGF-B1, oksidadif stres belirtegleri
olarak, iNOS ve NF-kB proteinlerinin immunohistokimyasal lokalizasyonlar: igin
boyama islemi yapilmustir. Ornekler 10 dakika %3 hidrojen peroksid ¢ozeltisinde
bekletilmis, nonspesifik IgG baglanmasi engellemek i¢in 30 dakika sican serumu
ile hemen ardindan gece boyu +4 °C’de birincil antikor (1:400) ile inkiibe
edilmiglerdir. Kesitler deiyonize su ile yikanmis ve 30 dakika biotinlenmis ikincil
antikor ile inkiibe edilmistir. Daha sonra avidin-biotin konjugasyonu ve boyama
maddesi olan ‘diaminobenzidin’ ile muamele edilmistir. Hematoksilin karsit
boyama yapildiktan sonra, NNOS ve eNOS, CBS, CSE ve 3-MST, HIF-1a, TGF-
B1, iNOS ve NF-kB pozitif olan hiicreler koyu kahverengi olarak goriilmiistiir.
Kesitler 151k mikroskopta incelenip renkli dijital kamera sistemi kullanilarak

fotograflanmistir.
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Sekil 2.6. Immunohistokimyasal boyama teknigi ile boyanms &rnekler

2.9. Western Blot Analizi

Sicanlardan alinan penis dokular1 sivi azot igerisinde havanda toz edilmistir. Daha
sonra toz edilen dokularin lizerine, 1500uL RIPA tamponu-+fosfataz inhibitor kokteyli
karisimindan ilave edilmistir. Bundan sonra 6nceden +4 °C’ye getirilmis santrifiij
cihazinda 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir Siipernatant alinarak Western
Blot analizine baslamadan 6nce tiim dokulardaki protein miktar tayini ayn1 anda
yapitlmistir. Dokulardaki protein miktar tayinleri bikinkoninik asit yoOntemi
(bicinchoninic acid assay, BCA) ile yapildiktan sonra, her bir kuyuya esit miktarda
protein yiiklemesi yapilacak sekilde orneklerden alinan lizat hacmi ve su miktari
hesaplandiktan sonra laemmli islemi yapilmistir. Laemmli islemi yapilmis 6rnekler 5
dakika siiresince 95°C’de inkiibe edilerek denatiirasyon islemi yapilmistir. Daha sonra
laemmli iglemi yapilmis 6rnekler (yaklasik olarak 40 pg protein) %10’luk SDS-PAGE
jelinin kuyucuklarina yiiklenmistir ve elektrik akimi uygulanmistir. Elektroforez
tamponu yardimi ile elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Molekiil agirliklarina gore
ayrilmis jeldeki 6rnekler PVDF veya nitroseliiloz membrana elektrik akimi ile transfer
edilmistir. Transferden sonra membranlar %2.5 siit tozu - %1BSA / PBS-T i¢inde 2

saat boyunca oda sicakliginda bloklama islemine tabi tutulup, sonrasinda ise uygun
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birincil antikorlarla gece boyu 4°C de inkiibe edilmislerdir. Kullanilan antikorlar; %2.5
stit tozu - %1BSA / PBS-T iginde hazirlanmiglardir. Kullanilan antikorlar: nNOS
(1:500) ve eNOS (1:1000), CBS (1:1000), CSE (1:1000) ve 3-MST(1:1000), HIF-1a
(1:1000), TGF-B1(1:1000), iNOS (1:1000) ve NF-xB (1:1000)dir. Birincil antikor
inkubasyonunu takiben, membranlar 3 kez 15’er dakika siireyle PBS-T ile yikanmustir.
Sonrasinda 1 saat boyunca oda sicakliginda ikincil antikor olan anti-HRP (Horse
Radish Peroxidase) ile inkiibe edilmistir. Blotlanan membranlar ‘ECL Plus Western
Blotting Detection Reagents’ kullanilarak ‘Odyssey Fc system’ goriintiileme cihazinda
goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiiller tarandiktan sonra ilgili proteinlere ait
bantlarin yogunluk analizleri ‘Image J’ programi ile gerceklestirilmistir. Sonuglar,
internal kontrol protein (GAPDH) bant yogunlugu ile normalize edilerek hedef protein

artigi/azalisi belirlenmistir.

2.10. Apoptozun Belirlenmesi

Apoptozun belirlenmesi, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak
DNA kiriklarinin isaretlemesiyle in situ olarak yapilmistir. Deneyler “In Situ
Apoptosis Detection” Kiti kullanilarak yapilmistir. Parafine gomiilii penis dokular
ksilen icinde, deparafinize edildikten sonra, alkol banyosunda hidrate edilmistir.
Permeabiliteyi artirmak ic¢in “Proteinase K” ile muamele edilmistir. Endojen
peroksidaz, %3 hidrojen peroksid ile muamele edilmistir. Yikanan lam {izerine TdT
soliisyonu eklendikten sonra 37°C’de etiivde 1 saat ve daha sonra ‘stop wash buffer’
ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. 15 bes dakika diaminobenzidin ile
inkiibe edilmistir. Kesitler 1s1k mikroskobunda incelenip renkli dijital kamera sistemi
kullanilarak fotograflanmistir. Apoptoz pozitif olan hiicreler koyu kahverengi olarak

gorilmiistiir.
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2.11. ¢cGMP Olciimii

CGMP diizeyleri ELISA yontemi i¢eren kit kullanilarak 6l¢iilmistiir. Penil korpus
kavernosum dokular1, s1v1 azot igerisinde havanda toz edildikten sonra, toz edilen
dokularin iizerine, 400 ul %5 trikloroasetik asit ¢gozeltisinden ilave edilmistir. Bundan
sonra, dnceden +4 °C’ye getirilmis santrifiij cihazinda 1500 g’de 10 dakika santrifiij
islemi yapilmustir. 50 pl siipernatant alinarak onceden hazirlanmis ELISA buffer ve
antiserum ¢ozeltileri ile birlikte antikorla kaplanmis kuyucuklarda 18 saat 4°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan yikama ¢ézeltisi ile 5 kere yikanmus ve Ellman
reaktifi ile 2 saat 4°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra, 405 nm’de absorbanslari
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Dokulardaki protein miktar tayinleri
bikinkoninik asit yontemi (bicinchoninic acid assay, BCA) ile belirlenmistir. Penis

dokusundaki cGMP konsantrasyonlart pmol/mg protein olarak hesaplanmigtir

2.12. Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii

MDA diizeyleri, spektrofotometrik (Lipid peroxidation assay kit, Cayman
Chemical) olarak Olgilmistiir. Penis dokular1 sivi azot igerisinde havanda toz
edilmistir. Daha sonra, toz edilen dokularin tizerine 400 ul RIPA tamponu+ fosfataz
inhibitoér kokteyli karisimindan ilave edilmistir. Bundan sonra 6nceden +4 °C’ye
getirilmis, Santrifiij cihazinda 1600 g’de 10 dakika santrifiij islemi yapilmistir. 100 pl
slipernatant alinarak 6nceden hazirlanmis tiyobarbitiirik asit (TBA) standartlarina 100
ul trikloroasetik asit ve 800 pl renk reaktif karistmindan (TBA, TBA asetik asit ve
sodyum hidroksit) eklenmistir. 1 saat boyunca kaynar suda inkiibe edilen deney tiipleri
daha sonra 10 dakika buzda bekletilmistir. 10 dakika siireyle 1600 x g santrifiij
edilmistir. Daha sonra 96’lik plaklarda 540 nm’de absorbanslari spektrofotometrik
olarak olglilmistiir. Dokulardaki protein miktar tayinleri bikinkoninik asit yontemi
(bicinchoninic acid assay, BCA) ile belirlenmistir. Penis dokusundaki MDA

konsantrasyonlari nmol/mg protein olarak hesaplanmaistir.
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2.13. H2S Ol¢iimii

H2S diizeyleri, spektrofotometrik (Elabscience Biotechnology kiti) olarak
Ol¢tilmustiir. Penis dokular1 s1v1 azot igerisinde havanda toz edilmistir. Daha sonra toz
edilen dokularin iizerine, 1000 pl ekstraksiyon ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Bundan
sonra Onceden +4 °C’ye getirilmis santrifiij cihazinda 10000 rpm’de 10 dakika
santrifiij islemi yapilmistir. 250 pL siipernatant alinarak, reaktif 1 ve 2’den 250 puL
eklenerek 10000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Sediment alinarak
tizerine esit miktar reaktif 1,3 ve 4’den (250 pl) ilave edilmistir. 10000 rpm’de +4
°C’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Stipernatant alinarak tizerine 50 pl reaktif 5’den
eklenmis ve 20 dakika bekledikten sonra 96’lik plaklarda 665 nm’de absorbanslari
kore kars1 spektrofotometrik olarak dl¢tilmistiir. Dokulardaki protein miktar tayinleri
bikinkoninik asit yontemi (bicinchoninic acid assay, BCA) ile belirlenmistir. Penis

dokusundaki H2S konsantrasyonlari nmol/mg protein olarak hesaplanmuistir.

2.14. istatistiksel Analiz

Bulgular ortalamalar + standart hata olarak verilmistir. Gruplarin kendi i¢lerindeki
dagilimlarinin karsilagtirllmasinda ANOVA (Bonferroni post hoc) testi kullanilmistir.
p<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizler ve grafiklerin
yapilmasinda ‘GraphPad InStat” ve ‘Microsoft Office, Word ve Excel 2010

programlari kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Deney Hayvanlarinin Beden Agirhiklar:

Deney hayvanlarina ait ortalama beden agirliklari, sekil 3.1’de gosterilmistir.
Sonuglarimiza gore, PBOO’lu ve tedavili gruplardaki beden agirliklari ile kontrol

grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamastir.

Beden agirhigi (g)
500 -
400 - T
300 +
200 +
100 -
0 T T T T Y
Kontrol PBOO PBOO+NaHS PBOO+Tadalafil PBOO+ NaHS
Tadalafil

Sekil 3.1. Tiim gruplarin ortalama beden agirliklari. N=10-12.

3.2. Total Mesane Agirhiklar:

6 hafta PBOO sonunda, deney hayvanlarimin ortalama mesane agirliklarindaki
degisimler, sekil 3.2°’de gosterilmistir. Obstriiksiyonlu grubun mesane agirliklar1 1.6
kat (p<0.001), NaHS tedavili obstriiksiyon grubunda 0.8 kat (p<0.05), tadalafil tedavili
obstriiksiyon grubunda da 1.0 kat (p<0.05) artmistir. Kombine tedavili obstriiksiyon

grubunda ise mesane agirligi kontrole yaklagmuistir.
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. Mesane agirhgi (g)
0,8 o
* Kok
0,6 o
#
*
*
04 A #
-
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0 T T T T Y
Kontrol PBOO PBOO+NaHS PBOO+Tadalafii PBOO+NaHS
Tadalafil

Sekil 3.2. Tim gruplarda ortalama mesane agirliklar: (*p<0.05, ***p<0.001 kontrole gére anlamlilik;
#p<0.05 PBOO grubuna gore anlamlilik). N=10-12.

3.3. Metabolik Kafes Olciimii Sonuglar

Kontrol, PBOO, tedavili PBOO gruplarina ait 6 hafta sonundaki total idrar
hacimleri sekil 3.3’de gosterilmistir. Bulgularimiza gore, tiim gruplar arasinda anlaml

bir farklilik bulunmamistir. 2. ve 4. haftada yapilan 6lgiimlerde de anlamli fark

bulunmamustir.
Total idrar hacmi (ml)

50 -

40 A

30 A

20 4

-
N i U
0 r r r r S
Kontrol PBOO PBOO+NaHS PBOO+Tadalafil PBOO+ NaHS
Tadalafil

Sekil 3.3. Deney gruplarina ait total idrar hacimleri. N=10-12.
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3.4. In Vivo ICP / MAP ve Total ICP Sonuclar:

In vivo kavernoz sinirlerin elektriksel olarak uyarilmasiyla elde edilen ICP/MAP
(A) ve Total ICP (B) degerleri Sekil 3.4 A ve B’de gosterilmistir. 7.5 V’de,
obstriiksiyonlu grupta o6l¢iilen ICP/MAP ve Total ICP degerleri, anlamli bir sekilde
kontrol degerlerine gore azalmistir (***p<0.001). ilging olarak, NaHS veya tadalafil
tedavili PBOO grubunda o6l¢iilen ICP/MAP ve Total ICP degerleri de kontrol grubuna
gore diisiik bulunmasina karsin, parsiyel olarak diizelme gézlenmistir. Kombine tedavi

ise tiim voltaj degerlerinde ICP/MAP ve Total ICP degerlerini diizeltmistir.

H Kontrol EPBOO ®PBOO+NaHS mPBOO+Tadalafil & PBOO+NaHS Tadalafil A

0,8 A
Hith

ICP/MAP

H Kontrol EPBOO ®PBOO+NaHS mPBOO+Tadalafil & PBOO+NaHS Tadalafil B

6000 -
5000 -
4000 +
3000 -
2000 -

1000 -

0 -

7,5 5 2,5
Total ICP (mmHg)

Sekil 3.4. Deney hayvanlarindan in vivo deneyler sirasinda elde edilen ICP/MAP (A) ve Total ICP (B)
yanitlart (*p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001 kontrole gore anlamlilik; ##p<0.01, ###p<0.001 PBOO
grubuna gore anlamlilik). N=10-12.
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3.5. Izole Korpus Kavernosum Dokularinda ACh ile Elde Edilen Endotel Bagimh

Gevseme Yanitlar

Phe (10°M ) ile prekontraksiyondan sonra, izole korpus kavernozum dokusundan
alman ACh’ e (1078-10M ) iliskin gevseme doz-yanitlar1 egrileri, sekil 3.5°de
gosterilmektedir. Bu verilere gore, PBOO grubundan elde edilen ACh gevseme
yanitlarinda belirgin diistisler bulunmustur (p<0.001, Sekil 3.5). NaHS ve tadalafil
tedavileri azalan ACh yanitlarin1 kismen diizeltmistir. Kombine tedavi ise endotel

bagimli yanitlari tamamen geri dondiirmiistiir.

e=i=s Kontrol e=jii==PBOO «=ji#=>PBOO+NaHS

e=jii==PBOO+Tadalafil i~ PBOO+NaHS Tadalafil
100 -

80 +

60 +

40 +

Phe sonrasi % gevseme

20 A

ACh (-LogM)

Sekil 3.5. izole korpus kavernosum dokusunun Phe ile kasilmasindan sonra ACh % gevseme yamitlari
(*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 kontrole gore anlamlilik; #p<0.05, ##p<0.01 PBOO grubuna gore
anlamlilik). N=10-12.

3.6. Izole Korpus Kavernosum Dokularinda EFS ile Elde Edilen Nitrerjik

Gevseme Yanitlari

Phe (10 M) ile kasilma sonrasi, EFS’ye (1-20 Hz) iliskin nitrerjik gevseme
yanitlar1 Sekil 3.6’da goriilmektedir. Verilerimize gére, PBOO grubundan alinan EFS
gevseme yanitlar1 kontrole gore diisiik bulunmustur. 20 Hz frekansta alinan gevseme

yanitlarinda, PBOO’ lu grupta %46 oraninda diisme gozlenmistir. NaHS ve tadalafil

37



tedavileri tek basina 10, 15 ve 20 Hz’de kismu bir iyilestirmeye neden olurken,

kombine tedavi grubundaki gevseme yanitlarinin tamami kontrole yaklagmuistir.

H Kontrol @PBOO W PBOO+NaHS W PBOO+Tadalafil  PBOO+NaHS Tadalafil

100 -
(]
€ 80 -
3
> H#it
(V]
0{3 60 - pr L
)
S 40 -
[ =
o
v
2 20 -
o
0.

EFS (Hz)

Sekil 3.6. izole korpus kavernosum dokusunun Phe ile kasiimasindan sonra EFS % gevseme yanitlari
(*p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 kontrole goére anlamlilik; ###p<0.001 PBOO grubuna gore
anlamlilik). N=10-12.

3.7. izole Korpus Kavernosum Dokularinda, SNP ile Elde Edilen Gevseme

Yanitlar

Tiim deney gruplarindan izole edilen korpus kavernozum dokularinda, Phe (10™°M)
ile prekontraksiyondan sonra, SNP’ye (1078-10M) iliskin gevseme yanitlar1 elde
edilmistir (Sekil 3.7). SNP’ye iliskin gevseme yanitlarinda gruplar arasinda bir fark

gbozlenmemistir.
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emgi=s Kontrol e=jii==PBOO
=== PBOO+NaHS e=jii== PBOO+Tadalafil
4~ PBOO+NaHS Tadalafil
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Sekil 3.7. izole korpus kavernosum dokusunun Phe ile kasilmasindan sonra SNP % gevseme yantlari.
N=10-12.

3.8. izole Korpus Kavernosum Dokularindan Phe ile Elde Edilen Kasilma
Yamtlar:

Sekil 3.8’de, tim deney hayvanlarindan alinan izole korpus kavernosum
dokularinda, ai-adrenerjik agonisti Phe (1078-10M) iliskin kasilama yamtlar:
gosterilmistir. Sonuglarimiza gore, 6 haftalik PBOO grubunda azalma gozlenmistir.

Azalan Phe yanitlari, tiim tedavi gruplarinda kontrole yaklagsmustir.
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e=i=s Kontrol e=jii=PBOO
«=jii=>PBOO+NaHS e=jii== PBOO+Tadalafil
j4->PBOO+NaHS Tadalafil

100 -
80 -
60 -

40 -

Kasilma (g/g doku)

20 +

6 5 4 3
Phe (-LogM)

Sekil 3.8. izole korpus kavernosum dokusunun Phe"ye iliskin doz-yanit egrileri (**p<0.01, *** p<0.001
kontrole gore anlamlilik). N=10-12.

3.9. izole Korpus Kavernosum Dokularindan EFS ile Elde Edilen Nérojenik

Kasilma Yanitlari

Deney gruplarindan alinan izole korpus kavernosum diiz kasinda, EFS’nin (1-40
Hz) direkt norojenik kasilma cevaplart elde edilmistir (Sekil 3.9). PBOO’lu
sicanlardan alinan dokularda, nérojenik kasilma yanitlarinda belirgin bir azalma
gozlenmistir. NaHS ve kombine tedavili gruplarda tiim voltaj seviyelerinde artis

bulunurken, tadalafil tedavili grupta 40 Hz disinda diizelme olmamustir.
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m Kontrol mPBOO mPBOO+NaHS mPBOO+Tadalafil & PBOO+NaHS Tadalafil
100 -

Kasilma (g/g doku)

EFS (Hz)

Sekil 3.9. Izole korpus kavernosum dokusunun EFS ye iliskin nérojenik kasilma yanitlar1 (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 kontrole gore anlamlilik; #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 PBOO grubuna gore
anlamlilik). N=10-12.

3.10. izole Korpus Kavernosum Dokularindan KCI ile Elde Edilen Kasilma
Yanitlan

Tiim gruplarda, korpus kavernozum dokularinda, KCI’nin (60mM) kontraktil
yanitlart elde edilmistir (Sekil 3.10). Alt1 haftalik PBOO gruplarindan alinan
dokularda KCI’ye kars1 alinan kontraktil yanitlarda kontrole gore anlamli bir azalma

gbzlenmistir. Bu azalma tiim tedavili gruplarda artmistir.
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Kontrol PBOO PBOO+NaHS PBOO+Tadalafil PBOO+NaHS
Tadalafil
KCI (60mM)

Sekil 3.10. izole korpus kavernosum dokusunun KCl'ye iliskin kasilma yanitlar1 (**p<0.01 kontrole
gore anlamlilik). N=10-12.

3.11. Masson’s Trichrome Boyama

Bu deney yontemiyle, penil dokudaki diiz kas hiicrelerine kollajen oranini tespit
edilmektedir. Diiz kas kirmizi, kollajen mavi renk boyanmaktadir. Bulgularimiza gore,
diiz kas hiicresi (smooth muscle cell, SMC)/ kollajen orant PBOO grubunda kontrol
ve kombine tedavili PBOO grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde disiik
bulunmustur (Sekil 3.11). "Imaje J analiz” programi ile  yapilan kantitatif
degerlendirmeye goére PBOO grubunda SMC/ kollajen orani %53,6 oraninda
azalmigtir (Sekil 3.11, alt panel). NaHS ve tadalafil tekli tedavileri bu azalmay1

diizeltmemistir.
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Sekil 3.11. Tiim deney hayvanlarindan alinan penis dokularinda Masson Trichrome boyamasi sonuglart.
Diiz kas hiicresi ve kollajen orami alttaki grafikte gosterilmektedir (alt panel) (***p<0.001 kontrole gore
anlamlilik; #p<0.05, ##p<0.001 PBOO grubuna gére anlamlilik). N=5.

3.12. immiinohistokimyasal Sonuglar

Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, nNOS proteinin immiinohistokimyasal
boyama sonuglari, Sekil 3.12.1°de gosterilmistir. PBOO’1lu siganlardan alinan penil
dokularda kontrole gore nNOS boyamasinin yogunlugunda onemli derecede
azalmistir. Tadalafil ve kombine tedavi ile PBOO’lu grupta, artan nNOS

lokalizasyonlarini gézlenmistir.
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PBOO+ Tadalafil PBOO+ NAHS Tadalafil

Sekil 3.12.1. Tim orneklerden alinan penil dokularda, nNOS proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.

Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, eNOS proteinin immiinohistokimyasal
boyama sonuglar1 Sekil 3.12.2°de gosterilmistir. Sonuglarimiza gore, eNOS

boyamasinin yogunlugunda gruplar arasinda fark gézlenmemistir.

PBOO+ NaH$

Sekil 3.12.2. Tim o6rneklerden alinan penil dokularda, eNOS proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.
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Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, iNOS proteinin immiinohistokimyasal
boyama sonuglart Sekil 3.12.3’de gosterilmistir. Bulgularimizda, obstriiksiyonlu
gruplarda kontrole gore, iNOS boyamasmin yogunlugunda bir artis bulunmustur.
NaHS tedavisinde artan iNOS boyamasi azalmazken, tadalafil tekli tedavisinde azalma
bulunmustur. Kombine tedavi ile PBOO’lu grupta da azalan iNOS lokalizasyonlarini

gozlenmistir.

PBOO+ Tadalafil PBOO+ NAHS Tadalafil

Sekil 3.12.3. Tim oOrneklerden alinan penil dokularda, iNOS proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.

Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, CSE proteinin immiinohistokimyasal

boyama sonuglari, Sekil 3.12.4’de gosterilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére, CSE

proteinin lokalizasyonlarinda gruplar arasinda fark gézlenmemistir.
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PBOO+ NaHS

Sekil 3.12.4. Tim Srnek
lokalizasyonu (x10). N=5.

Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, CBS proteinin immiinohistokimyasal
boyama sonuglart gekil 3.12.5’de gosterilmistir. Deney sonuglarma gore, CBS

boyamasinin yogunlugunda gruplar arasinda fark gézlenmemistir.

Sekil 3.12.5. Tim orneklerden alinan penil dokularda, CBS proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.

Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, 3-MST proteinin immiinohistokimyasal

boyama sonuglar1 Sekil 3.12.6’da gosterilmistir. Sonuglarimiza gore, obstriiksiyonlu
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sicanlardan alinan penil dokularda azalan 3-MST protein lokalizasyonu bulunmustur
(Sekil 3.12.6). Tim tedavi gruplarinda, artan 3-MST protein lokalizasyonlarini

gozlenmistir.

o
Kontrol

PBOO+ NaHS

‘[' PBOO+ NAHS Tadalafil

PBOO+ Tadalafil

&

Sekil 3.12.6. Tim O6rneklerden aliman penil dokularda, 3-MST proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.

Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, HIF-1a proteinin immiinohistokimyasal
boyama sonuglari, Sekil 3.12.7°de gosterilmistir. PBOO’lu siganlardan alinan
orneklerde kontrol siganlardan alinan Orneklere goére HIF-la boyamasinin
yogunlugunda bir artis bulunmustur. NaHS ve tadalafil tedavisinde artista bir azalma

gozlenmezken, kombine tedavide azalma olmustur (Sekil 3.12.7).
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PBOO+ Tadalafil PBOO+ NAHS Tadalafil

Sekil 3.12.7. Tim oOrneklerden aliman penil dokularda, HIF-1a proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.

Tim  Orneklerden  alinan  penis  dokularinda, = TGF-B1  proteinin
immiinohistokimyasal ~boyama sonuglari, Sekil 3.12.8’de  gésterilmistir.
Sonuglarimiza gore, PBOO gruptan alinan korpus kavernosum dokularinda kontrole
gore TGF-P1 proteinin lokalizasyonlar1 6nemli derecede artmistir. NaHS ve tadalafil

tedavisinde artista bir azalma gozlenmezken, kombine tedavide azalma olmustur.

PBOO+ NaHS

LY, T C5 AW . ! - K >
PBOO+ Tadalafil PBOO+ NAHS Tadalafil

Sekil 3.12.8. Tim O6rneklerden alinan penil dokularda, TGF-B1 proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.
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Tiim 6rneklerden alinan penis dokularinda, NF-kB proteinin immiinohistokimyasal
boyama sonuclari, sekil 3.12.9°da gosterilmistir. Bulgularimizda, 6 haftalik
obstriiksiyondan sonra penis dokularinda NF-kB boyamasinin yogunlugunda 6nemli
derecede artmistir. NaHS tedavisinde artista bir azalma gézlenmezken, tadalafil ve

kombine tedavide azalma olmustur.

| :

PBOO+ Tadalafil PBOO+ NAHS Tadalafil

Sekil 3.12.9. Tim orneklerden alinan penil dokularda, NF-xB proteinin immiinnohistokimyasal
lokalizasyonu (x10). N=5.

3.13. Western Blot Sonuclar:

Bulgularimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, nNOS protein
ekspresyonlarinda anlamli bir azalma bulunmustur (Sekil 3.13.1). NaHS tedavili
grupta herhangi bir artis gozlenmezken, tadalafil tedavili grupta kismen bir artis
gozlenmistir. Kombine tedavili grupta ise azalmis olan protein ekspresyonlarin arttigi

gozlenmistir.
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Sekil 3.13.1. Deney hayvanlarmin penil dokularinda, nNOS protein ekspresyonu (**p<0.01,
***p<0.001 kontrole gore anlamlilik; #p<0.05 PBOO grubuna gore anlamlilik). N=5-6.

Bulgularimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, eNOS protein

ekspresyonlarinda gruplar arasinda fark gozlenmemistir (Sekil 3.13.2).

PBOO+ PBOO+ PBOO+NaHS
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Sekil 3.13.2. Deney hayvanlarmin penil dokularinda, eNOS protein ekspresyonu. N=5-6.

Sonuglarimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, iINOS protein
ekspresyonlarinda anlamli bir artis bulunmustur (Sekil 3.13.3). NaHS tedavili grupta
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herhangi bir azalma olmazken, tadalafil ve kombine tedavi gruplarinda ise artmis olan

ekspresyonlarin azaldigi bulunmustur.

PBOO+ PBOO+ PBOO+NaHS
Kontrol  PBOO NaHs  Tadalafil  Tadalafil

Vol
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Kontrol PBOO PBOO+NaHS PBOO+NaHS
Tadalafl Tadalafil

iNOS/ GAPDH
L

Sekil 3.13.3. Deney hayvanlarinin penil dokularinda, iNOS protein ekspresyonu (*p<0.05 kontrole gore
anlamlilik; #p<0.05 PBOO grubuna gére anlamlilik). N=5-6.

Bulgularimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, CSE protein

ekspresyonlarinda gruplar arasinda fark gozlenmemistir (Sekil 3.13.4).

PBOO+ PBOO+ PBOO+NaHS
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Sekil 3.13.4. Deney hayvanlarimin penil dokularinda, CSE protein ekspresyonu. N=5-6.
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Bulgularimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole goére, CBS protein

ekspresyonlarinda gruplar arasinda, fark gézlenmemistir (Sekil 3.13.5).

PBOO+ PBOO+ PBOO+NaHS
Kontrol PBOO NaHS Tadalafil  Tadalafil
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Sekil 3.13.5. Deney hayvanlariin penil dokularinda, CBS protein ekspresyonu. N=5-6.
Bulgularimizda, 6 haftaik PBOO gruplarinda kontrole gore, 3-MST protein

ekspresyonlarinda 6nemli derecede diisiis gdzlenmistir (Sekil 3.13.6). Bu azalma tiim

tedavi gruplarinda diizelmistir.
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Sekil 3.13.6. Deney hayvanlarinin penil dokularinda, 3-MST protein ekspresyonu (**p<0.01 kontrole
gore anlamlilik; #p<0.05, ###p<0.001 PBOO grubuna gore anlamlilik). N=5-6.

Bulgularimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, HIF-1a protein
ekspresyonlarinda 6nemli derecede bir artig gézlenmistir (Sekil 3.13.7). NaHS tedavili
grupta herhangi bir azalma olmazken, tadalafil ve kombine tedavi gruplarinda ise

artmis olan ekspresyonlarin tamamen kontrole yaklastigi bulunmustur (Sekil 3.13.7).
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Sekil 3.13.7. Deney hayvanlarinin penil dokularinda, HIF-1a protein ekspresyonu (*p<0.05 kontrole
gore anlamlilik; #p<0.05 PBOO grubuna gore anlamlilik). N=5-6.
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Bulgularimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, TGF-f1 protein
ekspresyonlarinda 6nemli derecede artis gozlenmistir (Sekil 3.13.8). NaHS tedavili
grupta herhangi bir azalma goézlenmezken, tadalafil tedavili grupta kismen bir azalma
gozlenmistir. Kombine tedavili grupta ise artmis olan ekspresyonlarin azaldig

gozlenmistir.
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Sekil 3.13.8. Deney hayvanlarmin penil dokularinda, TGF-B1 protein ekspresyonu (*p<0.05,
***p<(0.001 kontrole gore anlamlilik; ###p<0.001 PBOO grubuna gore anlamlilik). N=5-6.

Bulgularimizda, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, NF-kB protein
ekspresyonlarinda 6nemli derecede artis gozlenmistir (Sekil 3.13.9). NaHS ve tadalafil
tedavili gruplarda kismen bir azalma gozlenmistir. Kombine tedavili grupta ise artmis

olan ekspresyonlarin azaldigi gézlenmistir (Sekil 3.13.9).
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Sekil 3.13.9. Deney hayvanlarinin penil dokularinda, NF-xB protein ekspresyonu (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 kontrole gore anlamlilik; #p<0.05, ###p<0.001 PBOO grubuna goére anlamlilik). N=5-6.

3.14. Penil Dokuda Gelisen Apoptoz

Bulgularimizda, gruplardan alinan korpus kavernosum dokularinda apoptotik
hiicrelerin  lokalizasyonlart  gosterilmistir. Bulgularimizda, 6 haftaik PBOO
gruplarinda kontrole gore apoptotik hiicrelerin lokalizasyonlarinda artis gozlenmistir
(Sekil 3.14). NaHS, tadalafil ve kombine tedavili Orneklerde apoptotik hiicre

lokalizasyonunda azalma bulunmustur (Sekil 3.14).
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PBOO+ Tadalafil PBOO+ NAHS Tadalafil

Sekil 3.14. Deney hayvanlarinin penil dokularindan alinan kesitlerde, apoptotik hiicre lokalizasyonu
(x10). N=5.

3.15. Penil Dokularinda cGMP Seviyeleri

Penil dokulardan elde edilen cGMP seviyeleri Sekil 3.15°da gosterilmistir. cGMP
seviyelerinde 6 haftalik PBOO grubunda kontrole gore anlamli bir azalma
gozlenmistir. NaHS ve tadalafil tedavisi azalmig diizeyleri kontrol seviyesine geri
donmesini saglamigken, kombine tedavili grupta kontrole gore anlamli bir artig

gozlenmistir.
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Sekil 3.15. Tiim gruplardan alinan penis dokularindaki ¢cGMP seviyeleri (*p<0.05 kontrole gore
anlamlilik, #p<0.05, ###p<0.001 PBOO grubuna goére anlamlilik). N=4-6.

3.16. Penis Dokularinda MDA Seviyeleri

Penis dokulardan elde edilen MDA seviyeleri Sekil 3.16° da gosterilmistir.
Gruplardan alinan penis dokularinda, MDA seviyelerinde 6 haftalik PBOO grubunda
kontrole gore anlaml1 bir artis gdzlenmistir. Ilging olarak, NaHS tedavisi kismen azalig

saglarken tadalafil ve kombine tedavi tamamen diizeltmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Tiim gruplardan alinan penis dokularindaki MDA seviyeleri (*p<0.05, ***p<0.001 kontrole
gore anlamlilik; ###p<0.001 PBOO grubuna gore anlamlilik). N=4-6.

3.17. Penis Dokularinda H2S Seviyeleri

Penis dokularmdan elde edilen H2S seviyeleri Sekil 3.17 ’de gosterilmistir. Penis
dokularindan elde edilen sonuglara gore, Hz2S seviyelerinde 6 haftalik PBOO
grubunda, kontrole gore anlamli bir diisiis gdzlenmistir. Tlging olarak, NaHS tedavisi
artis saglamazken tadalafil tedavisi kismen artig saglamis, kombine tedavi tamamen

diizeltmistir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Tiim gruplardan alinan penis dokularindaki HS seviyeleri (*p<0.05, **p<0.01 kontrole gére
anlamlilik; ##p<0.01 PBOO grubuna gore anlamlilik). N=4-6.
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4. TARTISMA

Erkeklerde BPH’1n neden oldugu AUSS ile ED arasinda anlaml1 bir iligkinin oldugu
bilinmektedir (Rosen ve ark., 2005). Prostat biiyiimesinin iiretrada olusturdugu darlik
nedeniyle gelisen AUSS erkeklerde ED’ye neden olmaktadir. Deneysel olarak
olusturulan mesanenin parsiyel ligasyon modeli, insandaki BPO’ya oldukca
benzemektedir. Bu ¢alismada, H2S donorii olan NaHS ve PDE-5i olan tadalafilin
PBOO’lu sigan modelinde gozlenen ED {izerine etkisini arastirilmistir. Bulgularimiza
gore, 6 haftalik PBOO sican modelinde, erektil yanitlar azalmakta ve ED
gelismektedir. Tlging olarak; H2S donérii NaHS ve PDE-5i tadalafil tek basina erektil
yanitlar1 parsiyel olarak diizeltmis olmasina karsin, kombinasyon tedavisi erektil

yanitlar1 tamamen diizeltmistir.

Sonuglarimiza gére, mesane agirliklari 6 haftalik PBOO grubunda, yaklagik olarak
2.7 kat artmistir. NaHS ve tadalafil tedavisi bu artis1 kismen geri dondiirmektedir.
llging olarak; kombine tedavi mesane agirliklarindaki artisi tamamen geri
dondiirmiistiir. Metabolik kafes 6l¢iimlerinden elde ettigimiz sonuglara gore, 24 saatlik
total idrar hacimleri arasinda fark yoktur. Benzer sekilde, daha 6nce yapilan bir
calismada, 2 haftalik tadalafil tedavili PBOQO’lu si¢anlarda, artan mesane agirliklarinin
kismen azaldig1 bulunmus ve 24 saatlik total idrar hacimlerinde fark bulunmamistir
(Kawai ve ark., 2016). Gur ve ark. yapmis oldugu c¢alismada, 6 haftalik sildenafil
tedavisi artan mesane agirliklarini geri dondiirememistir (Gur ve ark., 2016). Sezginer
ve ark. yapmis oldugu calismada ise 4F katater ile yapilan PBOO modelinde mesane
agirligr artarken ve 24 saatlik total idrar hacminin degismedigi bulunmustur (Sezginer
ve ark., 2018).

Calismamizda, siganlarda deneysel olarak olusturulan PBOO modelinde, in vivo
olarak elde edilen erektil yanit (ICP) ve izole korpus kavernozum diiz kas dokularindan
in vitro deneylerde elde edilen EFS’ye iliskin gevsetici yanitlar kontrollere gore, diisiik
bulunmustur. Bu durum, PBOO ile artan mesane Kitlesi, iiretral ligatiirle kavernozal

sinirlere yapilan siirekli basing ve bu basincin neden oldugu iskemi ve bu duruma ek
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olarak artan oksidatif stres ile olusan mesane degiskenleriyle ilgili olabilir (Ertemi ve
ark., 2013; Lin ve ark., 2012) Yani olusan basing ve bu basincin tetikledigi iskemi ve
oksidatif stres korpus kavernozumun nitrerjik néronal innervasyonunu ve iletisimi
engelleyebilir. Benzer bir galismalarda, PBOO yapilan si¢anlarin in vivo erektil
yanitlarinin 6nemli 6l¢iide azaldigi bulunmustur (Gur ve ark., 2008; Kobayashi ve ark.,
2011). Bulgularimiza gore, PBOO’lu gruplarda, NaHS ve tadalafil tedavileri, azalan
yanitlar1 kismen arttirmistir. ilging olarak, kombine tedavi ise, azalan yanitlarin
tamamini diizeltmistir. Onceki bir calismada, sicanlarda olusturulan kaverndz sinir
hasar1 modelinde mezenkimal kok hiicre ve tadalafil kombine tedavisi tekli tedaviler
ile karsilastirildiginda erektil yanitlarda daha basarili oldugu gézlenmistir (Martinez-
Salamanca ve ark., 2016). Yapilan klinik ¢alismalarda, tadalafilin ozellikle ol-
adrenerjik reseptdr antagonistleri ile kombine tadavisi, BPH/AUSS ve ED tedavisi
i¢in daha basarili ve giivenli oldugunu géstermektedir (Kim ve ark., 2017; Takeda ve
ark., 2017). NaHS’in erektil fonksiyon {izerine olan etkileri hala arastirilmaktadir.
Yapilan bir g¢alismada NaHS’in akut etkilerini incelemistir. Deneysel olarak
olusturulan metabolik sendrom hayvan modelinde intrakaverndz olarak uygulanmis ve

metabolik sendrom kaynakli azalan erektil yanitlar1 arttirmistir (Dayar ve ark., 2018).

Erektil yanitlarin azalmasindan sorumlu molekiiler mekanizmalardan biri olan ve
nitrerjik sinirlerden NO salinimimi saglayan enzim nNOS, immiinohistokimyasal
boyama ve Western analizi sonucu PBOO’lu grupta azaldigi gosterilmistir.
Bulgularimiz daha 6nce yapilan PBOO modellerinin sonuglarina uyumludur (Gur ve
ark., 2008; Gur ve ark., 2016; Bastaskin ve ark., 2016; Malykhina ve ark, 2013). Bu
sonuglara ek olarak, deneysel iskemi modellerine bagli gelisen ED’de nNOS
diizeylerinin belirgin sekilde azaldig1 gosterilmistir. (Azadzoi, 2006; Azadzoi ve ark.,
2004). Immiinohistokimyasal lokalizasyon ve Western blot protein ekspresyonu
sonuglarimiza gore, NaHS tedavisi azalan yanitlar1 diizeletmemis, tadalafil tedavisi
kismen diizeltmistir. Tlging olarak, NaHS ve tadalafilin birlikte verilmesi ile azalan
yanitlar tamamen diizelmistir. Baska bir calismada ise NaHS kavendz dokuya
verildikten sonra, eNOS ve nNOS ekspresyonlari incelenmis, nNOS ekspresyonlarini
degistirmezken yalnizca eNOS ekspresyonlarinda artis gozlemlenmistir (Meng ve

ark., 2013). Calismamiza gore, PBOO, penil dokuda néronal NO’in kullanilabilirligini
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azaltmis ve bu duruma bagli olarak kavernozal dokunun néron bagimli gevsemesi
bozulmustur. Tek basina NaHS ve tadalafil tedavileri, bu durumu diizeltmeye yeterli
olmadig1 gozlenmistir. Ancak, NaHS ve tadalafilin kombinasyon tedavisi basarili

bulunmustur, bu durum belki de sinerjik etki nedeniyle meydana gelmis olabilir.

Sonuglarimiza gore, PBOO grubundan alinan izole korpus kavernosum
dokularinda, ACh’e iligskin endotel bagimli gevseme yanitlarinda anlamli azalmalar
bulunmustur. Tekli tedavi gruplar1 azalan bu yanitlarda kismen geri doniis saglasa da
kombine tedavi sonucu, yanitlar kontrol grubunun degerlerine yaklasmustir. Ilging
olarak elde ettigimiz in vitro gevseme yanitlarinin aksine, immiinohistokimyasal
boyama sonucu, 6 haftalik PBOO gruplarinda kontrole gore, eNOS boyamasinin
yogunlugunda ve Western analizleri sonucu, eNOS protein miktarinda bir degisim
gbzlenmemistir. Onceki calismalarda, deneysel PBOO modelinde, izole korpus
kavernosum dokularindaki, ACh gevseme yanitlar1 kontrole goére azaldigi
gosterilmistir (Gur ve ark., 2016; Lin ve ark., 2008; Bastaskin ve ark., 2017). Bu
caligmalara ek olarak, eNOS protein ekspresyonunun PBOO grubunda kontrole gore
degismedigi bulunmustur (Malykhina ve ark., 2013). Gur ve ark. tarafindan yapilan
onceki ¢calismada PBOO’1u si¢anlarda endotel bagimli ACh yanitlarinin diisiik, eNOS
protein ekspresyonun kontrole goére anlamli bir sekilde artmis oldugunu
gostermislerdir (Gur ve ark., 2008). 4, 8 ve 16 hafta sonunda PBOO’nun penil
dokudaki etkilerini inceleyen bir diger ¢alismada, 4 ve 8 hafta sonunda eNOS protein
ekspresyonunda bir degislik bulunmamuis, ancak 16 haftalik PBOO sununda eNOS
protein diizeylerinde azalma gézlenmistir (Kobayashi ve ark., 2011). Calismamiza
gore, 6 haftalik PBOO sonucunda endotel hasari gelismekte ve ACh’e gevseme
yanitlart bozulmaktadir. Ancak eNOS protein ekspresyonu beklendigi gibi
azalmamustir. Bu durum olusan PBOO ile gelisen patolojinin siddeti ve siiresi ile ilgili

olabilir.

NO aracili iiretilen cGMP, penil dokuda protein kinaz1 ve iyon kanallarini aktive
ederek diiz kas gevsemesi ve ereksiyona neden olan bir molekiildiir. Penil dokularda
Olciilen cGMP ise PBOO grubunda diisiik, NaHS ve tadalafil tekli tedavi grubunda

kontrole es, kombine tedavi grubunda ise kontrolden fazla bulunmustur. Onceki
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calismalar, ¢esitli hayvan modellerinde tadalafilin PDE-5 inhibe ederek penil dokuda
c¢GMP yikimini 6nleyerek miktarini arttirdigini gostermistir (Mostafa ve ark., 2012;
Abdel Aziz ve ark., 2015). NaHS ise konsantrasyon bagimli olarak, aort diiz kas
hiicrelerinde ¢GMP miktarin1 arttirmistir  (Bucci ve ark., 2010). Bu artisin
mekanizmasi ise, NaHS PDE’yi inhibe etmesidir (Bucci ve ark., 2010). Yapilan bagka
bir ¢alismada, endotel hiicrelerde NaHS ile sildenafilin PDE enzimi tizerindeki etkisi
karsilastirilmis ve NaHS sildenafil kadar etkin bir sekilde enzimi inhibe etmistir
(Coletta ve ark., 2012). Ek olarak, insan fare endotel hiicrelerinde H2S’in eNOS’un
fosforilasyonunu arttirarak cGMP olusumunu desteklemistir (Coletta ve ark., 2012;
Altaany ve ark., 2013). Bir ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada H>S’in ksantin
oksidaz1 aktive ettigini ve nitritten NO sentezini uyarip, NO biyoyararlanimini
arttirdigint ve buna bagli olarak cGMP seviyelerinde artis bulmuslardir (Bir ve ark.,
2012). Bu sonuglar 1s1§inda, PBOO’lu hayvanlarda azalan cGMP diizeylerinin
kombine tedavi grubunda kontrole gore daha ¢ok artmasinin nedeni NaHS ve
tadalafinin cGMP artis1 iizerindeki etki mekanizmalar1 birbirinden farkli olmasi

olabilir. Kombine tedavide sinerjik bir etkinin ortaya ¢ikmis oldugu sdylenebilir.

Bulgularimiza gére, NO donérii olan SNP’ye iliskin gevseme yanitlarinda gruplar
arasinda fark yoktur. PBOO modelinde yapilan ¢alismalarda korpus kavernosumda
SNP’ye iliskin alinan yanitlarin degismedigi gozlenmistir (Bastaskin ve ark., 2016;
Gur ve ark., 2008).

Sonuglarimiza gore, PBOO grubundan elde edilen izole penil dokularinda os
adrenerjik reseptor agonisti, Phe’ye iliskin kasilma yaniti, direk ndrojenik elektriksel
uyarilma ile sempatik sinirlerden noradrenalin salinimina bagl kasilma yanit1 ve tek
doz KCl (60 mM) depolarizasyonu ile elde edilen kasilma yanitlarinda PBOO grupta
azalma meydana gelmistir. Bu azalan yamt tiim tedavili gruplarda diizelmistir. Onceki
caligmalar, 8 haftalik obstriiksiyon sonrasi alinan penil dokularda, Phe’e ve EFS’ye
kars1 alinan kasilma yanitlarda, bir azalma oldugu ve 2 haftalik obstriiksiyonlu grupta
ise, 8 haftalik obstrilksiyona gore daha fazla kasilma yaniti meydana geldigi
gosterilmistir (Lin ve ark., 2008). Baska bir ¢alismada ise, insan korpus kavernozum

dokusunda Phe’e dair kasilma yaniti, BPH/AUSS varliginda artmistir (Demir ve ark.,
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2006). ilging olarak, baz1 ¢alismalar ya da teoriler sempatik aktiviteye bagh diiz kas
tonusunun artacagmi ileri siirmiislerdir (Gur ve ark., 2008). Bu duruma ek olarak,
semptomatik BPH’li hastalarin artan sempatik tonusa yatkin olduklar1 da gosterilmistir
(Traish ve ark., 1995). Kasilma yanitlarindaki bu degisim, obstriiksiyonun siddetine,
stiresine ve ek patolojilerin de ortaya ¢ikmasina bagli olabilir. Bu sonuglara gore,
deneysel obstriiksiyon modeli sonucunda meydana gelen iskemi ve oksidatif strese
bagli olarak néronlarda denervasyonuna meydana gelebilir. H2S ve PDE-5i, penisteki
sempatik tonusu kontrol ederek, erektil fonksiyon i¢in gereken korpus kavernosum
diiz kasmin NO baglantili tam gevsemesine yardim etmis olabilir. Onceki bir
calismada, si¢anlarda olusturulan 8 haftalik kronik iskemi modelinde tadalafil tedavisi
(2 mg/kg) prostatta artan Phe, EFS ve KCI kasilmalarini azaltmistir (Zarifpour ve ark.,
2015). Diger bir ¢alismada ise insan ve si¢an prostatlarinda silodosin and tadalafilin

kasilma yanitlarini sinerjik bir etki ile diisiirdiigii gozlenmistir (Buono ve ark., 2014).

Sonuglarimiza goére, PBOO grubundan alinan penis dokularinda CSE ve CBS
protein miktarlarinda degisme olmazken, 3-MST protein miktarinda azalma
bulunmustur. Bu bulgulara ek olarak, PBOO’lu penis dokularinda H»S seviyeleri
diisiik bulunmustur. Tedavi gruplarinda ise azalan 3-MST protein seviyeleri
diizelirken, H»S seviyeleri yalnizca kombine tedavide kontrol grubunu yakalamistir.
Onceki calismalarda, cesitli patolojik kosullarda CSE ve CBS ekspersyonlarinin
diistiigii gosterilmistir (Zuo ve ark., 2014; Huang ve ark., 2014). Baska bir ¢calismada
ise, diabetik sicanlarda CSE ve CBS ekspresyonlarinin degismedigi ancak 3-MST
ekspresyonunun azaldigi bu duruma ek peniste H2S seviyelerininde diistiigi
gosterilmistir (Zhang ve ark., 2016). Bulgularimiza gore, degismeyen CSE ve CBS
protein ekspresyonuna karsin, azalan HS diizeyleri, NaHS tedavisi ile de
diizelmemistir. Ortamdaki iskemi, fibrozis ve artan oksidatif stres enzimlerin
aktivitesini diiglirmiis olabilir. Tadalafil tedavi grubundaki kismi artisin sebebide
kismen azalan fibrozis, iskemi ve oksidatif stres olabilir. Ek olarak, daha dnce yapilan
bir caligmada, sildenafilin insan mesane dokusunda H2S diizeylerini arttirdig1
bulunmus, CSE ve CBS enzim inhibisyonlar1 ile H2S diizeyleri anlamli bir sekilde

diismiistiir. Tadalafil de sildenafil gibi, CSE ve CBS enzimleri iizerinden H>S iiretimini
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arttirmis olabilir (Fusco ve ark., 2012). Azalan fibrozis, iskemi ve oksidatif stres ve

ortamda bulunan HzS doniirii enzimlerin aktivitesini arttirmig olabilir.

Bulgularimiza gore, oksidatif stres belirteglerinin (MDA seviyesi, iINOS ve NF-kB
protein ekspresyonu) 6 haftalik PBOO grubunda arttigi bulunmustur. Yapilan
calismada PBOQ’Iu tavsanlarin penis dokularinda artan oksidatif stres gosterilmistir
(Lin ve ark., 2012). Baska bir ¢alismada ise 12 haftalik PBOO’lu tavsanlarda oksidatif
stresin arttigir gosterilmistir (Ertemi ve ark., 2013). Gur ve ark. yapmis oldugu
calismada ise 6 haftalik PBOO’Iu sicanlarda penil dokuda iNOS ekspresyonunun
kontrol siganlara gore arttigi gosterilmistir (Gur ve ark., 2008). Yine sonuglarimiza
gore, obstiiksiyonlu si¢anlarda NaHS ve tadalafil tekli tedavileri oksidatif stres
belirteglerini parsiyel olarak azaltmis, kombine tedavi ise artan MDA seviyesi, iINOS
ve NF-xB protein ekspresyonu tamamen geri g¢evirmistir. Spinal kord hasarli
sicanlarin penil dokularinda yapilan bir ¢alismada, tadalafil (10 mg/kg, 10 giin) tekli
tedavisi oksidatif stresi kismen geri ¢evirmis, melatonin ile kombine tedavisisinde ise
¢ok daha basarili sonuglar bulunmustur (Tavukgu ve ark., 2014). H>S ile yapilan bagka
bir ¢alismada, iskemi/reperflizyon hasarinda ve in vitro diizeyde oksidatif strese bagl
toksik etkilerin azaltilmasina katkida bulundugu ve antioksidan mekanizmalarini

destekledigi gosterilmistir (Snijder ve ark., 2013).

Sonuglarimiza gére, PBOO’lu gruptan alinan penis dokularinda fibrozis (TGF-B1),
apoptoz ve iskemi (HIF-1a) belirtegleri anlamli bir sekilde artmistir. PBOO grubunda
diiz kas hiicresi/ kollajen orani kontrol ve kombine tedavi grubu ile karsilastirildiginda
belirgin sekilde azalmistir. Caligmalarda hipoksi ile birlikte artan HIF-1a diizeylerinin
kavernoz dokularinda endotel ve diiz kas hasarina neden oldugu, bdylece diiz kaslarin
gevsemesini azaltarak, ED’ye yol ac¢tig1 bilinmektedir (Andersson ve ark., 2014). Bu
patalojik durumlara ek olarak, PBOO modeli ile yapilan c¢alismalarda apoptozun
arttigi, bu tablonun fibrozise katkist oldugu diistintilmektedir (Taylor ve ark., 2006;
Hsieh ve ark., 2016). PBOO’Iu sicanlarin penisinde diiz kas ve kollajen oraninin
kollajen yoniinde arttigi bulunmustur (Bastaskin ve ark., 2016). Bu durum penis
dokusundaki diiz kas oraninin azalmasi PBOO sigan modelinde gozlenen azalan

erektil yanitin gostergesi olarak diisiiniilebilir. Lin ve ark. yapmis oldugu ¢aligmada 8
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haftalik PBOO’lu tavsanlardan alinan penis dokularinda artan TGF-B1 ekspresyonu
gdsterilmistir (Lin ve ark., 2012). Onceki bir ¢alismada, tadalafil PBOO modelinde
mesanede zamana bagli TGF-B1 ekspresyonu azaltarak antifibrotik etki gostermistir
(Maciejewski ve ark., 2015). Baska bir ¢alismada, si¢anlarda olusturulan kavernoz
sinir hasar1 modelinde, 45 giinliik tadalafil tedavisinin (5 mg/kg) penil dokuda artan
apoptozisi ve azalan diiz kas hiicresi/kollajen oranini diizelettigi, ancak artan TGF-f1
ekspresyonu degistirmedigi bulunmustur (Kovanecz ve ark., 2008). NaHS’in ¢esitli
patolojilerde fibrozisi ve hipoksiyi azalttigi bulunmustur (Xiao ve ark., 2016;. Wu ve
ark., 2016). Ancak penil doku ve erektil fonksiyon iizerine olan etkileri ile ilgili
calisma heniiz yapilmamistir. Bulgularimiza gore, fibrozis, apoptoz ve iskemiyi NaHS
ve tadalafil tekli tedavilerinin diizeltmede yeterli olmadigi, kombine tedavinin daha

basarili oldugu bulunmustir.

Sonug olarak, PBOO ile indiiklenen ED’de bir¢ok mekanizma rol oynamaktadir.
Bunlarin arasinda en Onemlileri nNOS’un azalan ekspresyonu ve azalan eNOS
aktivitesi anti-erektil etkilerdir. PBOO modelinde artan mesane agirligina bagli olarak
ortamda olusan fibrozisi iskemi ve oksidatif stres kavernosal sinirlerde ve endotel
hiicrelerinde korporal diiz kas gevsemesini azaltarak ve erektil fonksiyonu degisimine
neden olabilir. Peniste NaHS ve tadalafil tedavisi gevsetici etkisinde parasempatik,
nitrerjik ve adrenerjik yolaklar rol oynamaktadir. Bu etkilerine ek fibrozisi, iskemiyi
ve oksidatif stresi de azaltmistir. Komibine tedavi sonucu bu yolaklarin modiilasyonu
ile artan NO aracili néronal gevseme, normalize olan sempatik tonus ve artan kan

akimi ile erektil fonksiyonda diizelme gerceklesmis olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonuglari, PBOO grubunun ortalama mesane agirliklari kontrole gore
anlamli bir artis gostermistir. Bu artista, tekli tedavi sonrasi kismen, kombine tedavi
sonrasi ise tamamen diizelme gozlenmistir. EK olarak, PBOO grubunda in vivo erektil
yanitlar azalirken, kombine tedavi sonrasi kontrol grubuna yaklasmistir. Bu bulgulara
gore, tedaviler sonucu artan erektil yanitin ve azalan mesane agirliginin birbirlerinden

bagimsiz olmadigini ortaya ¢ikmaktadir.

6 haftalik PBOO sonrast in vivo erektil yanitlarda, in vitro nitrerjik gevsemede ve
nNOS protein ekspresyonunda ve lokalizasyonunda azalma bulunmustur. NaHS ve
tadalafil tedavisi, in vivo ve in vitro yanitlarda kismen iyilesme gozlenirken, NaHS ve
tadalafil birlikte tiim yanitlar1 diizeltmistir. Tadalafilin NO ve erektil fonksiyon iizerine
etkileri bilinmesine karsin, H>S etkileri heniiz tam olarak bilinmemektedir. Erektil
fonksiyon lizerine H2S’in etkilerinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in ¢ok sayida

calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir

PBOO’lu gruplardan alinan korpus kavernosum dokularinda azalan endotel bagimli
gevseme yanitlart ve ¢cGMP seviyeleri bulunmustur. Ilging olarak eNOS protein
ekspresyonu ve lokalzasyonu degismemistir. Degisen yanitlar izerine 6zellikle cGMP
seviyelerinde kombine tedavi sinerjik bir ekti gostererek artis saglamistir. Yine,
obstiiksiyonlu siganlardan alinan penil dokuda CSE ve CBS protein ekspresyonlarinda
degisme olmazken, 3-MST protein ekspresyonunda ve penil HzS diizeylerinde azalma
bulunmustur. Kombine tedavi azalan yanitlari diizeltmede tekli tedavilere gore daha
basarili olmustur. H2S ve NO sentezine katkida bulunan bu enzimlerin protein
ekspresyonun degismemesine karsin {retilen son Triinlerdeki azalma ortamdaki
oksidatif sters ve iskemiye bagli olarak bu enzimlerin aktivitelerinin azaldigini
gosteriyor olabilir. Daha sonra yapilacak ¢aligmalarin penil dokuda eNOS, CSE ve
CBS enzimlerinin etkilesimini ve oksidatif stresin bu etkelisim {izerine odaklanilmasi

gerekliligini ortaya koymaktadir.
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PBOO’lu gruptan alinan penis dokularinda fibrozis, apoptoz, iskemi ve oksidatif
stres artis1 gozlenirken, tekli tedavilerde bu artiglar kismen diizelmis, kombine
tedavide tamemen azalmistir. Ortaya ¢ikan bu molekiiler degisikliklerin seviyeleri,
fonksiyonel erektil yanitlar ve penisin morfolojik yapisi iizerine dogrudan etki ettigi

sOylenebilir.

Tim sonuglar degerlendirildiginde, Sicanlarda deneysel olarak olusturulan
obstriikksiyona bagli olarak, erektil yanitlarin, nitrerjik ve endotel bagimh
gevsemelerin, nNOS ekspresyonun ve cGMP diizeylerinin azalmasi gézlenmistir. Bu
patalojilere ek olarak, gelisen iskemi, fibrozis ve artan oksidatif siddet, ED tablosunu
siddetlendirmistir. H>S dondrii NaHS ve PDE-5i tadalafil kombinasyon tedavisi erektil
yanitin hem fonksiyonel hem de molekiiler mekanizmalarini diizeltmis, ek olarak artan

iskemi, fibrozis ve oksidatif siddeti azaltmistir.

60 yasin lizerindeki erkeklerde goriilme siklig1 %20’ den fazla olan ve erkek cinsel
sorunlarinin baginda gelen ED, her ne kadar kisisel bir saglik sorunu olarak goriilse de
sosyal hayatta kisiyi glivensizlik, huzursuzluk, utanma, mutsuzluk, tiziinti, sinirlilik
gibi farkli duygulara siiriikleyebilmektedir. Hastalar, baslangigta BPH yaninda bazen
ED’yi dnemsememektedir, daha sonra hayat kalitelerinde diisme sikayeti ile doktora
siklikla bagvurmaktadirlar. ED’nin tedavisi giiniimiizde yasam kalitesi bakimindan
oldukg¢a 6nemli hale gelmistir ve PDE-5i ile tedavi olduk¢a pahalidir. Preklinik olarak
sicanlar iizerinde yapilan bu ¢aligmanin sonucunda NaHS ve tadalafilin PBOO’lu
sican modelinde goriilen ED fizerinde diizeltici etkisi gosterilmistir. Bu sonuglar
gelecekte yapilacak olan preklinik ve Klinik g¢alismalara 151k tutacak, yapilan
deneylerinin sonucunda H>S ve tadalafil kombine BPH sonucu gelisen ED’nin

diizeltilmesine yonelik dual etkili yeni tedavi segenegi olarak ortaya ¢ikarilabilir.
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OZET

Parsiyel Mesane Obstriiksiyonlu Sicanlarda Hidrojen Siilfiir Donorii Sodyum Hidrojen
Siilfit ve Fosfodiesteraz 5 Inhibitérii Tadalafil Tedavisinin Erektil Disfonksiyon Uzerine
Etkisi

Benign prostat hiperplazisi (BPH), orta ve ileri yaslardaki erkeklerde, siklikla goriilen
onemli saglik sorunlarindan birisidir. Prostat bezinin biiyiimesi sonucu iiretra ¢ikisinda olusan
darhik, alt iiriner sistem semptomlart (AUSS) ve buna bagli olarak gelisen erektil
disfonksiyona (ED) neden olmaktadir. Bu iligkinin en kuvvetli teorilerinden biri artan
obstriiksiyon kaynakli oksidatif stres ve inflamasyondur. Bu c¢aligmadaki amag, sigcanlarda
olusturulan parsiyel mesane obstriiksiyonunun (PBOQO), erektil fonksiyonu nasil etkiledigi ve
bu degisiklikler iizerinde bir hidrojen siilfiir donorii sodyum hidrojen siilfit ve fosfodiesteraz
5 inhibitorii (PDE-5i) olan tadalafilin tedavi edici etkisinin olup olmadigini aragtirmaktir.

Yetiskin 300-350g agirligindaki SpragueDawley erkek sicanlar (n=75) bes esit gruba
ayrilmistir kontrol (sham-operasyon yapilanlar); 6 hafta PBOO yapilan si¢anlar; 6 hatta PBOO
ve NaHS (5.6mg/kg) tedavisi yapilan siganlar; 6 hafta PBOO ve tadalafil (2mg/kg) tedavisi
yapilan siganlar; 6 hafta PBOO ve NaHS ve tadalafil tedavisi yapilan siganlar. /n vivo erektil
yanitlar, intrakavernozal basing (ICP)/ortalama kan basmci (MAP) oranlan ve total ICP
degerleri olgiilerek hesaplanmustir. /n vitro deneylerde, kavernosal doku izole edilerek,
gevseme ve kasilma deneyleri ilgili ajanlarla organ banyosunda ¢alismalar yapilmistir. Tiim
gruplardan alinan penis dokularinda nitrik oksit sentaz (NOS) ve hidrojen siilfiir sentaz
tirevlerinin, hipoksi, oksidatif stres ve fibrozis belirteglerinin proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri immiinohistokimyasal ve Western blot analizi ile ve bunlara ek olarak, TUNEL
metodu ile de apoptozis ve Masson trikrom boyama ile diiz kas kollajen orani tayin edilmistir.
Ayrica penil dokularda siklik guanozin monofosfat (CGMP), H2S ve malondialdehid diizeyleri
Ol¢iilmistiir. 6 hafta sonunda, PBOO’lu grupta artmus mesane agirhidi, azalan in vivo erektil
yanit ve yine azalan endotel ve nitrerjik gevseme yanitlari bulunmustu. Tekli tedavi
gruplarinda bu degisimler kismen diizelirken, kombine tedavide tamemen diizelmistir.
PBOOQO’ya bagli azalan kasilma yanitlari tim tedavili gruplarda diizelmistir. Obstriiksiyon
sonucunda penil dokuda azalan noéronal NOS ve 3-merkaptopiruvat transferaz enzim
ekspresyonlari da kombine tedavi ile tamamen diizelmistir. Tekli tedavi gruplar1 artan hipoksi,
oksidatif stres ve fibrozis belirteglerini, azalan diiz kas oranini, cGMP ve H,S seviyelerini
kismen iyilestirirken, kombine tedavi bu degismleri tamamen diizeltmistir.

Calismamiz sonuglar1 ilk olarak, obstriikksiyonun neden oldugu oldugu ED, peniste
iskemiye bagli gelisen fonksiyonel ve morfolojik degisiklikler iizerine H.S donérii ve PDE-bi
kombinasyonunun basarali oldugunu gostermistir. Erektil fonksiyonun molekiiler
diizenlenmesinde ve penil dokuda ortaya ¢ikan etkilerin HzS ve NO’nun sinerjik etkisine bagh
olabilir ve ED ve BPH/AUSS hastalarinda klinik yarar saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Benign prostat hiperplazisi, erektil disfonksiyon, hidrojen siilfiir,
parsiyel mesane obstriiksiyonu, tadalafil
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SUMMARY

The Effects of Hydrogen Sulfide Donor Sodium Hydrogen Sulfide and
Phosphodiesterase Type 5 Inhibitor Tadalafil Treatment on Erectile Dysfunction in a
Rat Model with Partially Bladder Outlet Obstruction

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is one of the major health problems typically seen in
middle-aged and elderly men and causes partial bladder outlet obstruction (PBOO). Clinically,
BPH with lower urinary tract symptoms (LUTS) linked to benign prostatic obstruction (BPO)
causes erectile dysfunction (ED). Previous studies have shown that the severity of LUTS is
related to ED and there are many similar common mechanisms such as increased oxidative
stress and inflammation which lead to ED. The aim of this study was to investigate if there is
any beneficial effect on ED after treatment, phosphodiesterase type 5 inhibitor (PDE-5i)
tadalafil and sodium hydrosulfide (NaHS), a hydrogen sulfide donor, and combinations can be
used as a pharmacological agent for the treatment of ED in patients with BPH/LUTS.

Adult Sprague-Dawley rats (n = 75) were equally divided into five groups: 1) sham-
operated control; 2) PBOO (6-week); 3) NaHS (6-week, 5.6 mg/kg/day, i.p.)-PBOO; 4)
tadalafil (6-week, 2 mg/kg/day, oral)-PBOO; and 5) combination treatment with NaHS and
tadalafil in PBOO. PBOO was induced by ligation of the urethra. Erectile response was
evaluated by cavernosal nerve stimulation. The relaxant and contractile responses of CC were
obtained from organ bath studies. Western blotting and immunohistochemistry were used to
determine protein expression and localization of nitric oxide synthase (NOS) and hydrogen
sulfide synthase enzymes, oxidative stress, hypoxia and fibrosis markers. The relative area of
smooth muscle to collagen using Masson trichrome staining was evaluated. Apoptosis was
analyzed using TUNEL assay. In addition, cyclic guanosine monophosphate (cGMP), H,S and
malondialdehyde levels were determined in penile tissues. At the end of 6 weeks, increased
bladder weight, decreased in vivo erectile function and reduced endothelial and nitrergic
relaxation responses in the PBOO group, which were partially improved with monotherapy
while combined therapy recovered completely. Decreased contraction responses induced by
PBOO were ameliorated by all treatments. Decreased neuronal NOS and 3-mercaptopiruvate
transferase enzyme expressions in penile tissue as a result of obstruction also completely
increased with combined treatment. Monotherapy partially improved the levels of increased
hypoxia, oxidative stress, and fibrosis markers, decreased smooth muscle mass, cGMP and
H.S levels, while combined therapy completely enhanced.

We firstly pointed out that beneficial combination with H,S donor and PDE-5i treatment
contributed to the restoration of erectile function, the progression of ischemia-associated
functional as well as morphological penile alterations in obstruction. H,S and NO most likely
might have a synergistic effect on the structure of penile tissue and molecular modulation of
erectile function, and be effective for ameliorating clinical outcomes in men with ED and
BPH/LUTS.

Keywords: Benign prostate hyperplasia, erectile dysfunction, hydrogen sulfide, partial
bladder outlet obstruction, tadalafil
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