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Abstract

Ferula L. belongs to Apiaceae family and 22 species of this genus grow in Turkey, of which 13 are endemic
and this genus is found to be a rich resource of gum-resin. Ferula species are known in various regions of Turkey as
“caksir, caksirotu, helizan, ¢agsir, kingor, ¢ag etc. ”. F. orientalis is known as “heliz” in Turkey and has been utilised
as carminative, sedative, antispasmodic, laxative, digestive, expectorant, diuretic, aphrodisiac, antiseptic, anthelminitic,
analgesic and stimulants. The purpose of this study is to indicate in vitro the relaxant effect of F. orientalis extracts on
corpus cavernosum (CC). Total of 16 adult male Sprague-Dawley rats were levelly divided down the middle control
and diabetic ingroups. Diabetes was induced by a single intraperitoneial injection of streptozotocin (40 mg/kg). The
relaxation responses to acetylcholine (ACh, 1 mM), electrical field stimulation (EFS, 10Hz) sodium nitroprusside (SNP,
0.1 uM) of corpus cavernosum (CC) strips were studied after the incubation with the aerial parts and roots in organ
baths. The extracts were active in both groups. It was found that root extracts yielded 98.12% relaxation. Among the
extracts of roots indicated the best activity. In other respects, aerial part extracts demonstrated the worst activity.
Depending upon this findings, the roots of this species deserve further in vivo assessments for its aphrodisiac potential.
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Tiirkiye’de yetisen Ferula orientalis L’nin toprak iistii ve kok ekstrelerinin streptozotosin ile indiiklenen
diyabetik sicanlarda erektil disfonksiyon iizerine etkisi

Ozet

Apiaceae familyasina ait Ferula L. cinsinin Tirkiye’de 22 tiirii yetismekte olup bu tiirlerin 13't endemiktir ve
bu cins zamk-re¢ine bakimindan zengindir. Ferula tirleri Tirkiye’nin gesitli yorelerinde “gaksir, ¢aksirotu, helizan,
cagsir, kingor, ¢ag vb.” adlariyla bilinmektedir. Tiirkiye’de F. orientalis “heliz” adiyla bilinir ve karminatif, sedatif,
antispazmotik, laksatif, dijestif, ekspektoran, diiiretik, afrodizyak, antiseptik, antihelmentik, analjezik ve stimulan olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, F. orientalis ekstrelerinin corpus cavernosum (CC) tizerindeki gevsetici etkisini
in vitro gostermektir. 16 adet erkek Sprague-Dawley sigan diyabetik ve kontrol olarak iki gruba ayrildi. Diyabet
grubuna tek doz intraperitoneal enjeksiyonla streptozotosin (40 mg/kg) verilerek diyabet olusturuldu. Organ banyosu
caligmalarinda, izole korpus kavernosum dokularinda asetilkoline (ACh, 1 mM), elektrik alan stimiilasyonuna (EFS, 20
Hz) and sodyum nitroprusite (SNP, 0.1 uM) bagli gevseme cevaplari alinmis, bitkinin toprak iistii ve koklerinden elde
edilen sulu ekstreler ile tekrarlanmstir. Ekstrelerin her iki grupta aktif oldugu goriilmiistiir. Kok ekstrelerinin % 98.12
gevseme sagladigi bulunmustur. Kok ekstrelerinin en iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yanisira, toprak tistii
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kisimlarina ait ekstreler en kotli aktiviteyi gostermistir. Bu bulgulara bagli olarak, bu tlriin kokleri afrodizyak
potansiyel bakimindan daha fazla in vivo degerlendirmeyi hak etmektedir.

Anahtar kelimeler: erektil disfonksiyon, Apiaceae, rat, Ferula
1. Giris

Tirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi adli kitapta Anadolu’da Ferula cinsinin 17 tiiriinin bulundugu ve
bunlarinda 7'sinin endemik oldugu bildirilmistir [1]. Son kayitlara gére ise Ferula cinsinin tilkemizde 22 tiirii dogal
olarak yetigsmekte olup, bunlarin da 13’iiniin endemik oldugu rapor edilmistir [2].

Filogenetik olarak Ferula L. Ferulago W. Koch ve Peucedanum L. cinsleri birbirine ¢ok yakin {i¢ cinstir ve bu
iic cinse ait tiirler dig goriiniigleri birbirine benzediginden dolayi, halk tarafindan cinsel giicii artirici, hazmettirici,
sedatif, kurt diisiiriici ve karminatif olarak benzer amaglarla kullanilmaktadir. Cinslerin birbirine yakinlig1 ¢ok fazla
oldugu igin cinsleri birbirinden kesin olarak ayirt etmek tiirleri ayirmak kadar zordur [3]. Apiaceae familyasina ait
Ferula L. cinsi zamk-regine bakimindan zengindir [4]. Ferula tiirleri ilkemizin gesitli yorelerinde “caksir, ¢aksirotu,
helizan, ¢agsir, kingor, ¢ag vb.” adlariyla bilinmektedir [2]. Tiirkiye’de F. orientalis “heliz” adiyla bilinir [5] ve
karminatif, sedatif, antispazmotik, laksatif, dijestif, ekspektoran, diiiretik, afrodizyak, antiseptik, antihelmentik,
analjezik [6] ve stimulan [7] olarak kullamlmaktadir. Ferula tiirlerinin seskiterpenler ve seskiterpen kumarinleri tasidig
bildirilmistir [8]. “At kasnisi” olarak bilinen F. orientalis'nin soyulmus taze gévde kabuklari, yore halki tarafindan
tursulara lezzet katmasi i¢in kullanilimaktadir [9]. F. orientalis 100-150 cm yiiksekliginde, 1600-2900 m'de kayalik
yamaglarda yetisen ve mayis-haziran aylarinda ¢igeklenen, sar1 gigeklere sahip bir bitkidir [1].

Diabetes mellitus (DM), yasam kalitesini diisiiren bir hastaliktir ve erektil disfonksiyon (ED) saglikli erkeklere
gore diyabetli erkeklerde 3 kat daha fazla goriilmektedir [10, 11]. Diyabetin diger komplikasyonlarina kiyasla, ED
gelisimi daha erken yaglarda baslar. Ayrica, diyabet sirasinda ED insidansi ve sikligi artmaktadir [12]. Norojenik ve
vaskiiler faktorlerin de dahil oldugu multifaktdriyel mekanizmalar diyabetik ED'de yol acar. Diyabetin neden oldugu
ED’de klasik ED tedavilerinin etkinligi siirlidir. Ornegin, ED’nin birinci basamak tedavisi olan oral fosfodiesteraz tip
5 (PDE-5) inhibitorlerinin diyabetli erkeklerde etkinligi sinirlidir [13]. Diyabetik ED igin alternatif tedavi segenegi
fitoterapi olabilir.

Daha o6nce yapilan galigmalarda F. harmonis [14], F. hermonis [15-17], F. assa-foetida [18] tiirlerinin ED
lizerine etkisi arastirilmig ancak, F. orientalis tiiriine ait herhangi bir yayina rastlanmamustir.

Anadolu’da kiigiikbag hayvanlarda dogum sayisini artirmak ve diisiikleri azaltmak amaciyla ¢iftlesme siireci
oncesinde erkek hayvanlar disilerden ayrilarak “Caksir” olarak bitkilerin bol oldugu alanlarda otlatilir. Beslenme
sonrasinda erkek hayvanlar disiler arasina katilmaktadir, bu uygulamaya halk arasinda “kog¢ katilimi” denmektedir ve
bununla yavru sayisinin artirilmasi amaglanmaktadir. Ayrica bu bitkilerin kdk ve toprak iistii kistmlarindan hazirlanan
dekoksiyonlar dahilen afrodizyak olarak kullanilmaktadir [19]. Bu nedenle, Ferula orientalis ’in toprak {stii kisimlar1 ve
koklerinden hazirlanan liyofilize sulu ekstrelerin erektil disfonksiyon iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Bu arastirmada, Tiirkiye'de dogal olarak yetisen F. orientalis’in liyofilize sulu ekstrelerinin erektil doku
lizerine olan etkisinin gosterilmesi amaglanmigtir. Caligmalar sirasinda, bitkinin toprak istii kisimlar1 ve koklerinden
elde edilen ekstrelerin, sigcan korpus kavernozumunda gevsemeye neden oldugu goriilmiistiir. Bu arastirma,
streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik siganlarda F. orientalis’den alinan ekstrelerin ED {izerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in bir baslangi¢ raporudur.

2. Materyal ve yontem

2.1. Bitki materyali

Bitki materyali 13.07.2014 tarihinde Agri-Erzurum arasinda Tahir Dagi’ndan, 2475 m yiikseklikten toplanmis
ve teshisi Prof. Dr. Hayri Duman tarafindan yapilmistir. Herbaryum numuneleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Herbaryumu’nda muhafaza edilmektedir (AEF 10966).

2.2 Ekstraksiyon

Toplanan toprak istii kisimlart (yapraklar ve gdovde) ve kokleri golgede, nemden uzakta bir ortamda
kurutulmustur. Bitkinin toprak tistii kistmlarindan ve koklerinden 100 g toz edilip, tartildiktan sonra 500 ml su ile 0-
40°C’1 gegmeyecek bir sicaklikta 8 saat siireyle hareketli maserasyona tabi tutuldu, 8 saatlik maserasyondan sonra
sicakken siiziildii ve bu islem kalan posalar ile 3 kez tekrarlandi. Siiziintiiler -40°C’ta derin dondurucuda (Derin
dondurucu: Sanyo Medical Freezer, Almanya) dondurulduktan sonra liyofilize edildi ve elde edilen ekstreler tartildi
[19].
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2.3. Deney Hayvanlari

300-350 g agirhiginda, Sprague-Dawley tiirii erkek sicanlar, Bilkent Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Unitesi’nden temin edilmistir. Calismalara baslayabilmek igin dncelikle, "Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu™ ndan 16/07/2014 tarihli 2014-15-86 karar sayili izin alinmigtir. Deney hayvanlari sicakligi (22 +/- 1°C) ve
1siklandiriimasi (07.00-19.00 saatlerinde aydinlik 19.00-07.00 saatlerinde karanlik) kontrol altinda tutulan “Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesi”nde barindirilmistir. Deney hayvanlar1 2 gruba ayrilmistir:
Grup 1:  Kontrol grubu sicanlar (n=8)

Grup 2: STZ ile diyabet yapilan 8 haftalik siganlar (n=8)

Diyabet, 40 mg/kg STZ’in intraperitonal verilmesi ile olusturulmustur. Hayvanlarin beden agirliklart her hafta
6l¢iilmiis ve STZ enjeksiyonunu takiben, ani hipoglisemi riskine karsin, %5 oraninda glukoz igme suyuna karistirilarak
1 glin boyunca sicanlara verilmistir. Kan sekeri seviyeleri, kuyruk veninden kan oOrnegi alinarak diyabetin
indiiksiyonundan 3 giin sonra ol¢iilmiis, kan sekeri seviyesi 250 mg/dL’nin altinda olan si¢anlar ¢aligma dis1
birakilmigtir. 2 hafta sonra 6l¢tim tekrarlanmistir. Son 6l¢iim, 8.hafta sonunda, in vitro deneyler 6ncesinde yapilmistir.
Kan sekeri seviyeleri, Accu-Check Go Roche seker 6l¢iim cihazi ve aym cihaza ait striplerle 6lglilmiistiir. Diyabet
stiresi 8 hafta olarak hesaplanmustir.

2.4. In Vitro Deneyler

Penis 3 ayn erektil dokudan olusan bir organdir. Bu dokulardan ilki {iretranin etrafini saran korpus
spongiosumdur. Diger ikisi ise kanla dolan ve kapasitér gorevi goren korpus kavernosa dokularidir. Korpus
kavernozum siniislerden meydana gelen, kan ihtiyacini rezistans arteriollerden saglayarak derin penil kavernosal
arterlerden beslenen vaskiiler bir yataktir. Kavernosal venlerle kan siniislere doldurulur ve bu venlerle baglantili 6zel
veniiller ile bosaltilmaktadir. Penil ereksiyonu kompleks hemodinamik bir siiregtir ve korpus kavernozum ve onun
arteriollerindeki ndrovaskiiler mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Korpus kavernosum dokusunun gevsemesi
ile doku kan ile dolmakta ve bunun sonucunda da ereksiyon goriilmektedir. Korpus kavernozum dokusu
oksijenlendirilmis "Krebs Bikorbonat" (mM: MgSQg; 1.0, NaHCO3; 25.0, KCI; 4.7, NaCl; 118.1, KH,PO4; 1.0, glukoz;
11.1 ve CaCl; 22.5, pH:7.4) ¢ozeltisi bulunan petri kaplarina kondu ve ince stripler haline getirildi. Kavernozal doku
striplerinin ayr1 ayri bir ucu ipek iplik tutucuya, diger ucu "Grass FTCO3C force displacement transducer"a
baglandiktan sonra seritler, Krebs soliisyonu iginde 20 ml’lik organ banyolaria konuldu. Soliisyon %95 O, %5 CO; ile
stirekli havalandirildi ve 37 £ 1°C ve 1 g gerim altinda 60 dakika dengelemeye birakildi. Mekanik aktiviteler, ‘“MAY
recorder equipment computer system’’(COMMAT, Ankara, Tiirkiye) kullanilarak kaydedilmistir. izole korpus
kavernozum dokular1 10° M fenilefrin (Phe) ile kastirildiktan sonra, asetilkolin (ACh, 1mM), elektriksel alan
stimiilasyonu (EFS, 10 Hz) ve sodyum nitroprussit (SNP, 0.1 uM) iliskin gevseme yanitlart alindi.

Etki ¢aligmasi i¢in tiiriin toprak iistii ve koklerinden hazirlanan liyofilize sulu ekstrelerinden hassas olarak 10
mg tartildiktan sonra 1 ml distile suyla ¢6ziildii. Hazirlanan bu ¢dzeltilerden sirasiyla 25, 50, 100, 200 ve 400 pl/ml
konsantrasyonlarda sisteme verildi.

2.5. Istatistiksel Analiz
Bu calismada, ¢izelge ve sekillerde verilen tiim degerler belli sayida deney sonucunun ortalamasi olarak
gosterildi. Grup isimleri, kontrol ve diyabetik olarak verilmistir. Gruplarin kendi iglerindeki dagilimlarinin
karsilagtirilmasinda ANOVA (Bonferroni post hoc) testinden yararlanilmistir. p<0.05 degerleri anlamli sayilmstir.
Istatistiki analizler ve grafiklerin yapilmasinda ‘GraphPad InStat’ ve ‘Microsoft Office,word ve Excel 2010
programlari kullanilmistir.
2.6. llaclar
Biitiin ilaglar ve kimyasal maddeler Sigma Chemical Co'dan (St. Louis, MO) alinmistir.
3. Bulgular
3.1. Ekstraksiyon
Bitkinin toprak iistii kisimlarindan ve koklerinden sirasiyla 4.56 ve 5.44 g liyofilize sulu ekstre elde edilmistir.

3.2. Hayvanlarin Ozellikleri

Diyabetik sicanlarda beden agirligi, kontrol si¢anlara gore dnemli dlgiide azalmistir (Sekil 1A, P <0.001).
Diyabetik gruptaki kan glukoz diizeyleri kontrol grubuna gére daha yiiksektir (Sekil 1B, P <0.001).
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Sekil 1. Kontrol ve diyabetik gruplarinda beden
agirhigi (A) ve kan glukoz seviyeleri. Veriler ortalama = SEM (n = 6) ve kontrol grubuna gore *** p <0.001'dir

3.3. Izole Korpus Kavernosum (CC) dokusunun in vitro Yanitlart

3.3.1. Ferula orientalis Toprak Ustii ve K6k Sulu Ekstreleri ile Elde Edilen Gevseme Yanitlar:

Tiim gruplardan alinan izole korpus kavernozum dokularinda, non-selektif a-adrenoreseptdr agonisti Phe (1073
iM) ile kasilma sonras1 Ferula orientalis toprak {istii ve kok ekstrelerinin gevseme yanitlar1 Sekil 2’de verilmistir. Elde
edilen bulgulara gore Ferula orientalis kok ekstrelerinin en fazla relaksasyon gosterdigi, toprak istii ekstrelerinin ise en
az relaksasyon gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 2. Ferula orientalis toprak iistii ve kok sulu ekstrelerinin kontrol ve diyabetik gruplardan alinan kavernoz
dokularda iliskin gevseme doz-yanit egrileri (p<<0.001 kontrole gére anlamlilik).

3.3.2. ACh ile Elde Edilen Gevseme Yanitlart

Izole korpus kavernozum penil dokusunun, Phe (10° M) ile kasiimasindan sonra ACh’e (1 mM) ait gevseme
doz-yanitlar1 Tablo 1’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére Ferula orientalis kok ekstrelerinin alinan izole korpus
kavernozum dokularinda ACh’ne ait gevseme yanitlarinda doza bagimli anlamh diigiigler goriilmiistir.

3.3.3. EFS ile Gevseme Yanitlar

Sigan korpus kavernozum penil dokusunun Phe (10°M) ile prekontraksiyonundan sonra, EFS’ye (10 Hz)
iliskin gevseme yanitlar1 hesaplanmistir. Kontrol ve diyabet gruplarina ait EFS gevseme yanitlar1 Tablo 1’de
verilmistir. Deney protokoliindeki 10 Hz kullanilarak elde edilen gevseme yamitlari degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlaml artiglar gézlemlenmistir.

3.3.4. SNP ile Elde Edilen Gevseme Yanitlar

izole korpus kavernozum penil dokusunun, Phe (10 M) ile kastirilmasindan sonrasi SNP’ye (0.1 pM) ait
gevseme yanitlar1 Tablo 1’de verilmistir. Elde edilen sonuglara goére Ferula orientalis kok ekstrelerinin alinan izole
korpus kavernozum dokularinda SNP’ye ait gevseme yanitlarinda doza bagimli anlamli diisiisler goriilmiistiir.
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Tablo 1. Ferula orientalis toprak istii ve kok sulu ekstrelerinin kontrol ve diyabetik gruplardan izole edilen korpus
kavernozum diiz kas dokusunun Phe ile prekontraksiyondan sonra ACh, EFS ve SNP’ye ait % gevseme yanitlari

Tiir Asetilkolin (Ach) EFS SNP
Kontrol Diyabetik Kontrol Diyabetik Kontrol Diyabetik
Ferula ST 57.298+0.772 19.872+1.25 | 34.877+1.98 | 5.933+0.981 | 79.821+0.95 | 68.265+0.93
orientalis | U 5 1 3 3
SK | 69.143+1.098 29.349+0.98 | 48.564+0.65 | 16.045+2.59 | 88.388+1.03 | 81.549+1.09
1 7 8 3 1

STU: Sulu toprak iistii ekstresi, SK: Sulu kok ekstresi
4. Sonugclar ve tartisma

Calismamizda, erkeklerin %5-20’sini etkileyen ve en 6nemli risk faktdriinin DM oldugu bilinen organik
kaynakli ED’un tedavisine 1gik tutmasi amaciyla Ferula orientalis’ten hazirlanan ekstrelerin in vitro etkilerinin
aragtirilmasi hedeflenmistir. Analizler kontrol ve diyabetik olmak iizere 2 grup hayvanda yapilmistir. Elde edilen in
vitro gevseme yanitlari arasinda, bitkinin kok ekstrelerinin anlamli fark olusturacak etki gosterdigi goriilmiistiir. Bizim
bulgularimiz, 8 haftalik diyabetik siirecin sonunda elde edilmistir. DM, sistemik ve kronik bir hastaliktir. DM’u bulunan
hastalarda ilerleyen yillar i¢ginde ED gibi komplikasyonlarin arttig1 bilinmektedir. Daha uzun siireli ¢alismalar hastalik
stiresi ve tedavi baglama zamanlamasinin farkli sonuglar gosterip gostermeyecegine 151k tutabilir. Diyabetik modellerde,
izole korpus kavernozum diiz kas dokularindaki EFS’ye, ACH’ye ve SNP’ye iliskin in vitro gevsetici yamitlar
kontrollere gore, giderek diistiigii goriilmiistiir, ancak bitki ekstrelerinin 15 dakikalik inkiibasyonu sonucunda alinan
doz-gevseme yanitlarina gore azalan bu etki iizerine olumlu etkili gosterdigi tespit edilmistir. ED, diyabetli erkeklerde
siklikla goriilen bir komplikasyon olmakla beraber, olusumundan yiiksek oranda noronal ve penis vaskiiler sistemdeki
degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Penis ereksiyonu, penis arter kan girisi, kavernoz diiz kas gevsemesi ve vendz kan
¢ikis1 gerektiren kompleks noérovaskiiler bir olaydir. Elde edilen sonuglarin Ozturk ve ark. [20] yapmis oldugu
calismayla benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. /n vitro sonuglar degerlendirildigi zaman tiirlerin kok ekstrelerinin ACh,
SNP ve EFS doza bagli gevseme yanitlarini en fazla artirdigi ve Phe doza bagl kasilma yanitlarin1 en fazla azalttigi
goriiliirken, bitkinin toprak dstii ekstrlerinin ekstrelerinin ACh, SNP ve EFS doza bagli gevseme yanitlarini en az
artirdig1 ve Phe doza bagli kasilma yanitlarini en az azalttig1 gézlemlenmistir (Tablo 1).

Ekstreler arasinda kontrol (69.143 + 1.098) ve diyabetik (29.349 + 0.981) grupta en iyi ACh’e ait gevseme
doz-yanitlarin1 kok sulu ekstresi gosterirken, en kotli yamitlar1 diyabetik grubunda toprak iistii kismlarina ait ekstre
19.872 £ 1.255 sonucuyla gostermistir.

Ekstreler arasinda kontrol (88.388 + 1.033) ve diyabetik (81.549 £+ 1.091) grupta en iyi SNP’ye ait gevseme
doz-yanitlarin1 kok sulu ekstresi gosterirken, en kotli yanitlari diyabetik grubunda toprak iistii kismlarma ait ekstre
68.265 + 0.933 sonucuyla gostermistir.

Ekstreler arasinda kontrol (48.564 + 0.657) ve diyabetik (16.045 + 2.598) grupta en iyi EFS’ye ait gevseme
doz-yanitlarim1 kok sulu ekstresi gosterirken, en kot yamitlar1 diyabetik grubunda toprak listii kismlarna ait ekstre
5.933 £ 0.981 sonucuyla gostermistir. Sonugalr Tablo 1°de gosterilmistir.

Bu ¢alismada, F. orientalis’in sulu ekstrelerinin korpus kavernosum'daki gevsetici etkisini in vitro olarak
gozlemlemeyi amagladik. Korporal diiz kas gevsemesi, ereksiyonda 6nemli rol oynar [20]. Bulgularimiz diyabetin
CC'deki EFS in vitro gevseme yanitim azalttigim gostermistir. /n vitro incelemelerde, diyabetik siganlardaki EFS
nitrerjik gevseme cevabi, ekstrelerin inkiibasyonu ile artmistir. Yapilan literatiir taramalarinda F. orientalis’in erektil
fonksiyon iizerindeki etkisini aragtiran herhangi bir ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu sonuglar, diyabetin neden oldugu
ED'de ekstre ve PDE-5 inhibitorlerinin kombinasyonlarini kapsayan daha fazla ¢aligma 6nermektedir.

Bu nedenle bu bitkinin (6zellikle koklerin) erektil disfonksiyonda kullanilabilecegi ve sentetik ilaglara bitkisel
bir alternatif sunabilecegi sonucuna varabiliriz.
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