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OZET

Calismamizda testis torsiyonundan sonra olusan iskemi/reperfizyon
hasarini onlemede NO preklrsoru L-arjinin ve fosfodiesteraz 5 inhibitoru
tadalafilin etkisini sican modelinde incelemeyi amacladik.

Kirk adet erkek Sprague Dawley cinsi sigan randomize bir sekilde 5
gruba ayrildi. Calismaya alinan 40 sicanin 8'i kontrol grubu, geri kalan 32
tanesi ise galisma gruplarini olusturdu. Kontrol grubunda yer alan siganlara
torsiyon islemi uygulanmadan testisleri alindi. Calisma grubundaki siganlarin
sol testisinde torsiyon olusturulduktan sonra, 3 saatlik iskemi olusturuldu.
ikinci gruba ilag uygulanmadi, 3. gruba detorsiyondan 30 dakika ®nce
intraperitoneal L-arjinin, 4. gruba detorsiyondan 30 dakika Once
intraperitoneal tadalafil ve 5. gruba detorsiyondan 30 dakika 6nce hem
tadalafil hem de L-arginin birlikte intraperitoneal olarak verildi. Ardindan sol
testise detorsiyon uygulanarak, 4 saat reperfuzyon icin beklenildi. Yedinci
saatin sonunda biyokimyasal ve histopatolojik inceleme icin bilateral
orsiektomi uygulandi. Biyokimyasal olarak dokuda lipid peroksidasyon (LPx)
ve glutatyon (GSH) duzeyleri incelendi. Gruplar kendi aralarinda ve kontrol
grubuyla karsilastinidi.

LPx duzeylerine gore incelendiginde; ipsilateral testiste 2. grubun
sonuglari, kontrol ve ilag verilen gruplardan anlamli olarak yiiksek izlendi. ilag
verilen gruplar arasinda anlamli fark izlenmedi. Kontrol grubu ile 4. ve 5. grup
arasindan anlamli fark izlendi. Kargi testis incelendiginde 2. grubun sonuglari
kontrol ve ilag verilen gruplardan anlaml olarak yiiksek izlendi. Uglincl ve 4.
grup arasinda anlaml fark saptanmazken, 4. grubun sonuglari kontrol ve 5.
grubun sonugclarindan anlamli olarak farkliydi.

GSH duzeylerine gore incelendiginde; ipsilateral testiste 2. grubun
sonuglari kontrol ve 5. grubun sonuglarindan anlamli olarak farkl iken, diger
ikili karsilastirmalarda anlamli fark izlenmedi. Karsi testiste ise, 5. grubun

sonuglari kontrol ve diger gruplardan anlamli olarak ytksek bulundu. 2. ve 4.



grup arasinda anlamli fark izlenirken, diger ikili kargilagtirmalarda anlamli fark
izlenmedi.

Histopatolojik olarak incelendiginde; ipsilateral testiste Johnsen
skoruna bakildiginda, kontrol grubunun sonuglari diger gruplardan anlamli
olarak yuksek oldugu go6zlenirken, 2. grubun sonuglarinin ise diger
gruplardan anlamh olarak diisiik oldugu izlendi. Uglincii ve 4. grup arasinda
anlamli fark izlenmezken, 5. grubun sonuglari 3. ve 4. grubun sonuglarindan
anlamli olarak farkli bulundu. Isik mikroskobu ile yapilan incelemede ikinci
grupta yiiksek oranda nekroz izlenmistir. Ikinci, 3. ve 4. gruplarda ylksek
oranda 6dem ve konjesyon izlenmesine ragmen, 5. grupta daha az
izlenmistir. Kargi testiste Johnsen skoruna bakildiginda, kontrol grubunun
sonuglari diger gruplardan anlamli olarak yuksek ve 2. grubunun sonuglari
diger gruplardan anlamli olarak dusuk oldugu goéruldd. Besinci grup ile 4.
grup arasinda anlamh fark izlenmesine ragmen 3. ve 5. grup arasinda
anlamli fark izlenmedi. Kargi testiste 151k mikroskobu ile yapilan incelemede
2. grupta yiiksek oranda nekroz izlendi. Uglincii, 4. ve 5. gruplarda benzer
oranda 6dem ve konjesyon izlendi.

Sonug olarak; L-arjinin, tadalafil ve her ikisinin kombine kullaniminin,
hem torsiyone testiste hem de karsi testiste iskemi/reperfizyon hasarina

karsi koruyucu etkisi oldugu gorulmektedir.

Anahtar kelimeler: Testis, L-arjinin, iskemi/reperfizyon hasari,

tadalafil.



SUMMARY

The Effect of Nitric Oxide (L-arginine) and The Phosphodiesterase Type
5 Inhibitor (Tadalafil) in Rats' Testis Ischemia/Reperfusion Injury

In our study, we aimed to examine the effect of NO precursor, L-
arginine and the phosphodiesterase type 5 inhibitor, tadalafil in the
prevention of ischemia reperfusion injury after testis torsion in rats.

A total of 40 adult, male Sprague Dawley rats were divided into 5
groups randomly. Of these 40 rats, 8 consisted the control group and the
remaining 32 consisted the study groups. Rats in control group were
performed bilateral orchiectomy without torsion. In study groups left testis of
rats underwent three hours of torsion. No drug was applied in the 2nd group,
L-arginine was injected intraperitoneally 30 minutes before the detorsion in
the 3th group, tadalafil was injected intraperitoneally 30 minutes before the
detorsion in the 4th group, L-arginine and tadalafil were injected together
introperitoneally 30 minutes before the detorsion in the 5th group. Then left
testis was untwisted for four hours of reperfusion. At the end of 7th hour
bilateral testes were removed for histological and biochemical examination.
For biochemical examination, lipid peroxidation (LPx) and glutathione (GSH)
activities were examined in testicular tissue. Groups were compared with
each other and with the control group.

When analyzed according to the LPx level; the results of the second
group in ipsilateral testis was observed to be significantly higher than the
control and drug treated groups. Among the drug treated groups significant
difference was not observed. Control group's results were significantly
different than the 4th and 5th group's results. When the contralateral testis
was examined, the results of the 2nd group were significantly higher than the
control group and drug treating groups. No significant difference between 3rd
and 4th groups was seen. The result of the 4th group was significantly

different than result of the control and the 5th group.



When analyzed according to GSH levels, in the ipsilateral testis the
results of the 2nd group were significantly different from the results of the
control group and the 5th group. Significant difference was not observed in
other binary comparisons. The results of the 5th group were significantly
higher than other groups in the contralateral testis. Significant difference was
observed between the 2nd and 4th groups and no significant difference was
observed in other binary comparisons.

When examined histopathologically in ipsilateral testis, Johnsen's
score of the control group was significantly higher than the other groups and
Johnsen's score of the 2nd group was significantly lower than the other
groups. No significant difference was seen between Johnsen's score of the
3rd and 4th groups, Johnsen's score of the 5th group was significantly
different from Johnsen's score of the 3rd and 4th groups. High rate of
necrosis was observed in the 2nd group. High rate of congestion and edema
was observed in 3rd and 4th group, but less in 5th group. In contralateral
testis, Johnsen's score of the control group was significantly higher than
other groups and Johnsen's score of the 2nd group was significantly lower
than other groups. No significant difference between the 3rd and 5th groups
was seen. Johnsen's score of the 4th group was significantly different than
Johnsen's score of the 5th group. In contralateral testis necrosis was seen
highly in the 2nd group. Edema and congestion was seen similar rate in the
3rd, 4th and 5th groups.

As a result; L-arginine, tadalafil and combined used of both were
protective against the effect of ischemia/reperfusion injury in ipsilateral and

contralateral testis.

Key words: Testis, L-arginine, ischemia/reperfusion injury, tadalafil



GIRIS

Testis torsiyonu, testis ve spermatik kordun rotasyonu sonucunda
olusan urolojik acil bir durumdur (1). Testis torsiyonu en sik 12 ve 18 yaslari
arasindaki erkeklerde goruldugu gibi antenatal donemde ve yenidogan
déneminde de goérllmektedir. Yirmibes yasindan kuglk erkeklerde 1/4000
oraninda gorulmektedir. Testis torsiyonunda 4-6 saat icinde muidahale
edilmemesi durumunda germ hucre kaybi gorulmektedir (2)

Torsiyon gobzlenen testiste, detorsiyon iglemi uygulandiktan sonra
hasarlanma devam etmektedir. Bu durumdan testiste olusan “iskemik
hasara” ek olarak testisin kan akiminin yeniden saglanmasi sirasinda olusan
“reperflzyon hasari” sorumlu tutulmaktadir (3). Reperfuzyon sirasinda ortaya
cikan serbest oksijen radikalleri, reperflizyon hasarina neden olmaktadir (4).
Hidrojen peroksit, slUperoksit anyonlari ve hidroksil radikali reperflizyon
sirasinda olugan ve doku hasarlanmasina yol acan o©Onemli oksijen
radikalleridir.

iskemi ve reperfiizyon (I/R); hiicresel enerjinin tikenmesine, hiicre
icerisinde sodyum, kalsiyum ve reaktif oksijen radikallerinin birikmesine,
proteazlari, nitrik oksit sentazlari, fosfolipazlari ve endonukleazlari igeren ¢ok
saylda enzim sisteminin aktive olmasina yol acar; hucre hasari ve 6lumuyle
sonuglanir. Reperfuzyonun kendisi, aktive polimorfonukleer |6kositlerin ve
trombositlerin dokuyu infiltre etmeleri ile ortaya c¢ikan akut enflamatuvar
yanita sekonder olarak lokal hasara yol agar. Doku hasarlanmasi; sitokinler,
endotel hicresi adhezyon molekilleri, trombosit aktive edici faktorler ve
serbest radikaller araciligiyla gergeklesir (5).

Nitrik oksit (NO), cesitli fizyolojik ve patolojik durumlara dahil olan bir
anahtar molekdldir. NO’nun hicre fonksiyonlari Uzerinde duzenleyici,
koruyucu ve zararl etkileri oldugunun anlasilmasindan bu yana, NO dondrleri
ve antagonistlerinin, I/R hasarini énlenmesi konusunda c¢alismalar devam
etmektedir. Klguk bir molekul olan NO, L-arginin ve oksijen varliginda nitrik

oksit sentaz (NOS) enzimi yardimi ile olusmaktadir. Endotel hicresindeki



eNOS ve ndronlardaki nNOS NO uretiminde rol alir. NO, ¢O0zunur guanilat
siklaz enzimi Gzerinden siklik guanin monofosfat (cGMP) dizeyini arttirir (6).

Siklik nukleotid sinyallerinin  kontroli veya sonlandiriimasi,
sitoplazmada bulunan fosfodiesteraz enzimleri ile saglanmaktadir. Memeli
hucrelerinde 11 farkli fosfodiesteraz (FDE) enzimi tanimlanmigtir. FDE 5, 6
ve 9 cGMP'ye 6zgu calismaktadir (7).

NO’nun c¢esitli ikincil mesajci kaskadlar Uzerinden etki ettigi
gOsterilmistir, ancak etkilerinin ¢ogu siklik guanozin monofosfat (cGMP)
araciliiyla meydana gelir. cGMP, I/R hasari sirasinda intraseluler kalsiyum
duzeylerinin regulasyonunda ve trombosit fonksiyonlarinin modulasyonunda
onemli bir rol oynar (6,8). Bizde bu ¢alismamizda, NO donorleri olan L-arjinin
ve tadalafilin, testis iskemi/reperfizyon hasarini 6énlemede rolini ortaya

koymay! amacladik.

1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti sekonder oositi
dolleyen sperm tiriine bagh olarak fertilizasyonda belirlenir (9). Insan
embriyosunun 10-12. dorsal segmentleri arasindan primordiyal gonadin
mezenkimal kismi geligir. Primordiyal germ hucreleri ise gelisimin tguncu
haftasinda yolk kesesi duvarinda endoderm hicreleri arasinda ve allantoise
yakin bir yerde belirir. Amibik hareketlerle son barsak mezenterinin dorsali
boyunca ilerler, besinci haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve altinci
haftada genital kivrimlara tamamen yerlesirler. Boylece henlz farklilasmamis
fotal gonad gebeligin altinci haftasinda ortaya ¢ikmis olur (10,11). Gebeligin
yedinci haftasindan énce, her iki cinsin gonadlari benzerdir ve farklilasmamis
gonadlar olarak adlandirilirlar. Gonadlarin erkek ya da digilige farkhlagsmalari
XX, XY kromozom kompleksine baglidir ve gebeligin yedinci haftasinda belli
olur (9).

Genetik olarak XY olan embriyoda primitif germ kordonlari Y
kromozomu Uzerindeki testis belirleyici faktor etkisiyle gebeligin yedinci

haftasinin basinda hizla ¢ogalir. Sonra bu kordonlar testis veya meduller



kordonlari olusturmak uUzere gonadin medulla bdlgesini doldurur. Bu
kordonlar, gonadin hilusunda ince ve daha kuguk kordonlara ayrilip, ag
sekline donuserek rete testisi olustururlar. Gelisim ilerledikge, testis
kordonlari yuzey epiteliyle olan iligkilerini kaybederler. Bu durum, testisin
Uzerinde yer alan fibroz yapidaki tunika albuginea sayesinde olur. Kordonlar,
puberteye kadar kapali durumdadir. Bu donemde Iimen olusarak, seminifer
tubdller belirir. Seminifer tlbdller, rete testis lUmenine baglanip sonrasinda
duktuli efferentes ile devam ederler. Bunlar ise, Wolff kanalina dokulerek
duktus deferensi olugtururlar (10-12).

Leydig hucreleri, 8-18. haftalar arasinda interstisyel dokudaki
mezenkimal hicrelerin hizli degisimi sonucu ortaya ¢ikar. Gebeligin ortasina
gelindiginde, testisin %50’sini bu hicreler olustururken, doguma dogru
sayilari giderek azalir (12).

Baslangigta lomber bdlgede bulunan testisler, Uguncu fotal aydan
itibaren skrotuma dogru inise baslarlar. Hutson (13) hipotezine gore testisin
iniginin iki evresi vardir:

iki transabdominal evredir. Bu evre androjenden bagimsizdir ve inis
anti mullerian hormon etkisiyle olur. Testis karin arka duvari boyunca inise
gecer, gebeligin 17. haftasinda i¢ inguinal halka hizasina gelir ve gebeligin
28. haftasina kadar burada kalir.

ikincisi inguinoskrotal evre olarak adlandirilir. Testis bu dénemde
inguinal kanal yoluyla karin 6n duvarini gecerek skrotuma iner. Testis
gebeligin yedinci ayindan sonra inguinal kanali ge¢cmis ve dogumdan hemen
once de gelisimini tamamlamis halde, skrotumdaki yerini alir (12,13).
Androjenler, gubernakulum, epididim, epidermal blylume faktoru, desendin,
kalsitonin genle iliskili peptid (CGRP), genitofemoral sinir ve karin igi

basincinin inguinoskrotal inigte rol oynadigdi ileri surdlmektedir (14-16).

2. Testisin Anatomisi

Erigkin bir erkegin testisi 4x3.5x3 cm boyutlarindadir. Testisler ovoid

sekilli gonadlardir. Her birinin hacmi 30 ml kadardir. Testisin anterolateral 2/3



bolumu serbest iken, posterolateral ylzu epididim, bag dokusu ve damarlarla
ortuluddr. “Mediastinum testis” olarak isimlendirilen kranioposterior
kismindan, seminal tasiyicilar ¢ikar (17).

Testis, tunika albuginea adi verilen kompakt bag dokusu ile
cevrelenmistir. Bu tabaka; fibroblastlar ve kollajenden yogun bir yapidadir.
Tunika albuginea’nin altinda nispeten daha gevsek bag dokusu yapisinda,
tunika vaskulosa adi verilen damarsal bir tabaka yer alir. Tunika albuginea
testisin arkasinda kalinlasarak mediastinum testisi olusturur. Burada tunika
albugineanin i¢ ylzunden gikan fibroz septalar testisi yaklagik 250 adet,
piramit bigimli loblllere ayirir. Herbir lobullin iginde bir ile dort arasinda
degisen sayida kivrimli seminifer tibul bulunur. Seminifer tibdller ise rete
testis diye isimlendirilen kanal adina acilirlar. Tunika albuginea’nin tzerinde
peritonun uzantisi olan tunika vaginalis yer almaktadir. Tunika vaginalis iki
yaprakldir. Anteriorda, testise yakin olan ve epididimi ¢evreleyen kismina
visseral tabaka, daha dista yer alan kismina ise pariyetal tabaka adi verilir.
Bunlarin da disinda sirasiyla, “fascia spermatica interna”, “musculus
cremaster”, “fascia spermatica externa”, tunika dartos ve cilt yer alir (18).

Spermatik kord; duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni,
testikUler arter, “plexus pampiniformis”, “plexus deferentialis”, “processus
vaginalis peritonei”, “musculus cremaster”, “arteria cremasterica’, “vena
cremasterica”, lenf damarlari, ilioinguinal sinir ve genitofemoral sinirin genital
dallarindan olugur. Tum bu olugumlar birbirine gevsek bir bag dokusuyla
baglanmis ve distan kas lifleri ile “fascia spermatica externa”, “fascia

cremasterica”, “fascia spermatica interna” adi verilen zarlarla sariimistir (18).

Testisin ana damari aortanin 6n yuzunden ve bobrek arterinin
yaklasik iki-u¢ cm altindan c¢ikan testikller arterdir. Bu damar i¢ kasik
halkasina kadar retroperitonda ilerleyip spermatik kord yapilari arasina katilir.
Tek veya dallara ayrilan testikller arter, testis arka yluzune ulasarak oblik
bicimde tunika albugineayi gecer. Sonra ana dallar bdllnerek ilerler ve
seminifer tubuller arasinda yer alan interlobuler arteriolleri olusturur. Ana
damar, testikiler arter olmasina karsin, kremasterik, vazal ve epididimal

arterlerle testikuler arter arasinda birgok anastomoz gorulebilmektedir.



Testisin vendz drenaji kapiler ile baslar ve testis diginda “plexus
pampiniformis”i meydana getirirler. Cogunlukla i¢ kasik halkasi seviyesinde
bu venler birleserek testikller veni olustururlar. Sag testikller ven, sag
bobrek veninin dort-bes cm kadar altindan vena kava inferiora, sol testikuler
ven ise sol bobrek venine acilir.

Testisin innervasyonu asil olarak sempatik postganglionik ve viseral
afferent sinirlerle olmaktadir. Sinirler genelde damarlari takip ederek testise
ulasirlar. Tunika albuginea disinda dallara ayrilan sinirler interstisyuma kan
damarlari ile birlikte ulasirlar.

Testis lenfatikleri, seminifer tubuller etrafinda gorulmeyen lenfatik
kapilerlerle interlobuler septadan baglar. Daha sonra spermatik kordu takip
ederek paraaortik, interaortokaval ve perikaval lenf dugumlerine acilirlar
(17,18).

3. Testisin Histolojisi

3.1 interstisyel Doku

Testis dokusunun %25-30’unu olusturur. intertiibiler bélgede Leydig
hicreleri, kan damarlari, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast hucreleri
bulunur. Leydig hticreleri ergenlikte ortaya cikarlar. Bunlar, santral konumlu,
tek, yuvarlak bir cekirdege sahip, gorevi testosteron Uretimi olan hucrelerdir.
Testosteron, kolesterolden sentezlenen, sekonder seks karakterlerinin
gelismesinden sorumlu erkeklik hormonudur. Testosteron salgilanmasi
lGteinizan hormon kontrollindedir. Plazmada testosteronun %65’i androjen
baglayici protein olarak adlandirilan bir beta globuline, %33’G ise albumine
bagl olarak bulunur (19).

Spermatogenez, hipofizden salgilanan folikll stimtlan hormon ile
liteinizan hormonun testis Uzerindeki etkileriyle iligkilidir. Luteinizan hormon,
Leydig hucrelerine olan etkisiyle normal spermatogenik hucrelerin geligimi
icin gerekli testosteron yapimini uyarir. Folikul stimilan hormon ise Sertoli
hicrelerini etkileyerek adenilat siklazi ve sonugta siklik adenozin monofosfat

artisini uyarir. Boylece androjen baglayici protein sentezi ve salgisi artar.



Androjen baglayici protein, testosteronu baglayarak, seminifer tubul [imenine
tasir. Spermatogenez, testosteron ile uyarilir, ostrojen ya da progesteronla
inhibe edilir (19,20).

3.2 Seminifer Tubuller

Testisin herbir lobulu birbirleri arasinda iligkileri olan bir-dort kadar
seminifer tabdl igerir. Bunlar, dista miyoid hucreleri de igeren bag dokunun
cevreledigi, belirgin bir bazal membran ile interstisyumdan ayrilirlar.
Seminifer tlbuller yaklasik 30-70 cm uzunlukta olup, Sertoli hlicreleri ile germ
hicrelerini icerirler. Erigkin testisindeki Sertoli hucreleri, bolunme yetenegi
olmayan, seminifer tibulun bazal kismindan limene dogru uzanan destek
hicreleridir. Seminifer tubullerin hicresel yapisinin %10-15’ini olustururlar.
Cekirdekleri dizensiz sekilli ve oldukga buklimlGdar. Sertoli htcreleri,
belirgin nlukleoluslari ile germ hicre elemanlarindan ayrilir. Puberte ¢aginda
Sertoli hulcreleri arasinda siki baglantt kompleksleri olusur. Kan testis
bariyerini olusturan bu kompleksler, kandan gelen maddelerin [Umen igerisine
gecisini Onler. Fagositoz kapasiteleri diginda bu hucreler; spermatogenezin
dizenlenmesinde rol alan androjen baglayici protein, transferrin, bliyume
hormonu, seruloplazmin ve inhibin gibi pek ¢ok maddenin sentezini de
yaparlar (19).

Germ hucreleri, insanda olgunlasmasini 64 gunde tamamlayan ve
¢ogalabilen hucrelerdir. Bazal membrana oturan spermatogoniumlarin bir
kismi (spermatogonium A) kok hucreleri olugtururken, bir kismi da
(spermatogonium B) mitoz ile béllinerek [limene dogru go¢ ederler ve primer
spermatositlere  donusurler. Bunlar mayoz bolunme ile sekonder
spermatositleri olustururlar. Sekonder spermatositler ikinci bir mayoz
bolinme daha gegirerek haploid spermatidlere donusurler. Haploid

spermatidler ise olgunlasarak, spermatozoonlari olugtururlar (11).

4.Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu, spermatik kord ve yapilarinin kendi etrafinda

donmesiyle olugan ve acil cerrahi miudahale gerektiren 6nemli bir Grolojik



sorundur. Saglkh tek testisin bile, fertilizasyon igin sorun olusturmadigi
bilindigi halde, tek tarafl testis torsiyonu olgularinin uzun sureli takiplerinde,
%25 oraninda infertilite ve %90’a varan anormal sperm analiz sonugclari
izlenmistir. Buna sebep olarak da, tek tarafl testis torsiyonunun karsi testiste
de histolojik ve hemodinamik degisikliklere neden oldugunu dusundurmagtur
(21).

Torsiyonun sebebi genellikle bilinmemekte, fakat gesitli hazirlayici
etkenlerden so6z edilmektedir. Pubertede testis volumunun beg-alti kat artigi,
torsiyonun bu donemde daha fazla gorulmesine neden olmaktadir. Travma
ya da asir egzersiz, torsiyonu baglatan bir etken olabilir. Yine kremaster
veya dartos kaslarinin kasilmasi da torsiyonu basglatabilir. Cevre isisinin
2°C’nin altina dustigu ortamlarda torsiyonun daha sik goéruldaga bildirilmistir
(22). Sol testis daha uzun bir spermatik korda sahip oldugundan sag testise
oranla iki defa daha sik torsiyone olur. inmemis ve retraktil testislerde
torsiyon olasihgr artmistir (23).

Torsiyonun baglangi¢ evresinde venoz tikaniklik olugur. Bu durum
testiste ani baslayan agrn ve 6deme neden olur. Vendz dolasimin
dizelmemesi arteriyel dolagimin bozulmasina yol agar. Vendz, arteriyel ve
kapiller dizeyde olugsan trombusler testiste iskemi ve devaminda nekroza
neden olur. Testis torsiyonunda olusan doku hasari torsiyonun suresi ve
derecesi ile yakindan iligkilidir. Yapilan galismalarda semptomlari 6 saatten
kisa olan hastalarin buylk gogunlugunda testis morfolojik agidan normal
tespit edilmis, ancak slrenin uzamasi halinde testiste kalici hasarlanmanin
arttig1 goralmustar (24).

Ani baslangi¢cl ve ciddi bir skrotal agri, torsiyon igin 6zgln bir
bulgudur. Skrotal agri, kasiga ve ayni taraf karin alt kadranina yayilir.
Olgularin dortte birinde agriya bulanti, kusma gibi diger sindirim sistemi
sikayetleri eglik edebilir. Bazi hastalarda skrotal travma ya da skrotumu
ilgilendiren bagka bir hastalik Oykusu vardir (25,26). Fizik bakida testis
blylk, hassas ve skrotumun Ust kismina horizontal yerlesmis halde bulunur
ve yukari kaldirmakla testisteki agrinin artmasi (Prehn belirtisi) torsiyonu

destekler. Skrotumda 6dem ve eritem ile birlikte ipsilateral tarafta kremasterik



refleksin  kayboldugu goralur. Pollakitri, disuri gibi Uriner sistem
semptomlarinin olmasi ve idrar tahlilinde piyuri gorilmesi epididimiti
destekler (25,27). Torsiyon dusunilen olgularda yapilacak ultrasonografi, ilk
saatlerden itibaren bliylimus ve hipoekojen testisi gosterir.

Tanida yardimci olabilecek guvenilir diger tetkikler, renkli doppler
ultrasonografi ile testis sintigrafisidir. Teknesyum-99m ile radyoizotop
goruntilemede, karakteristik olarak testiste izotop tutulumunun olmadigi
goralur. Enflamatuvar yanitin gostergesi olarak, tutulum olmayan bdlgenin
etrafinda halka seklinde skrotal perflzyonun varligi, gecikmis torsiyonu isaret
eder. Doppler ile normal kan akimi ve etkilenen tarafta artmis perflizyon
epididimiti ve bazen de appendiks testis torsiyonunu gosterebilir. Tedavisi
detorsiyondur. Once narkotik analjezikler yardimiyla manuel detorsiyon
denenebilir (25,27,28). Semptomlarin baslangicindan sonraki ilk 6-12 saat
arasinda yapilacak detorsiyon testisi kurtarabilir. Daha uzun suren
torsiyonlarda testis ve epididimde nekrotik gérinim var ise, karsi testisi de
etkileyebileceginden orsiektomi gerekir. Torsiyona neden olan fiksasyon
anomalisi buylUk bir olasilikla diger testiste de bulundugu icin kargi taraftaki
testisin de skrotum igerisine tespiti ayni seansta yapilmalidir (25,29).

Testis torsiyonu iki tiptir:

Sekil-1: Testis Torsiyon Tipleri. A:Ekstravaginal B:intravaginal



4.1.Ekstravaginal Testis Torsiyonu

Tunika vaginalislerin, spermatik korda baglanti noktalarinin
proksimalden kordun kendi etrafinda torsiyone olmasidir. Perinatal donemde
gorilen torsiyon tipidir. Bu donemde, testisin skrotuma inigi ile testikuler
fiksasyon tamamlanamamis oldugundan torsiyon meydana gelebilir.
Intrauterin  torsiyonlar ~ “vanishing testis” sendromundan  sorumlu
tutulmaktadir.  Asemptomatik  seyrettiginden  sikhigi  tam  olarak
bilinmemektedir. Ekstravaginal testis torsiyonlari, genellikle testikuler atrofi ile
sonuglanir. Bu olgularda da erken cerrahi girisim ve kontralateral testisin
fiksasyonu onerilmektedir (25).

4.2.intravaginal Testis Torsiyonu

Cogunlukla ergenlik dncesi donemdeki erkek ¢ocuklarinda goruldr.
“‘Bell-clapper (zil tokmagi) deformitesi” adi verilen anatomik yapi
bozuklugunun intravaginal testis torsiyonuna sebep olabilecegi ileri
surtulmastir. Bu malformasyonda, periton testise normalde olmasi gereken
yerden daha yukarida yapismaktadir. Sonucgta testis daha transvers
pozisyonda, serbest bir bigcimde tunika vaginalis i¢cinde asili durmakta ve
kolaylikla torsiyone olmaktadir. Siklikla kremasterin kasilmasi, spermatik

kordu kisaltarak, torsiyonu baslatir (25).

5.iskemi ve Reperfiizyon Hasari

iskemi, herhangi bir nedenle, dokudaki kan akiminin, hiicresel
fonksiyonlari kargilamak i¢in gerekli olan dizeyin altina dismesi durumudur.
Aerobik organizmalar canhliklarint devam ettirebilmek i¢in oksijene
gereksinim duymaktadirlar. iskemi, hiicresel oksidatif fosforilasyonu azaltir
ve adenozin trifosfat (ATP), fosfokreatin gibi enerjiden zengin fosfatlarin
depolarinda yetmezlik olusur. iskemide enerji eksikligine bagh olarak;
asidoz, ATP yikim drunlerinin birikmesi, makromolekul sentezinin durmasi,
iyon dengesinde bozulma gibi olaylar gelisir. iskemi proenflamatuvar durumu
uyararak |6kosit adezyon molekulleri, sitokinler, endotelin, tromboksan A2

gibi mediatorlerin salinmasina neden olur (30).



Iskemik organa kan akiminin tekrar saglanmasi geri donisimsiiz
hasarlanmay! oOnler ve kaybolan fonksiyonlar geri kazanilir fakat olusan
serbest oksijen radikallerine ve kandaki aktive edilmis kan hicrelerine bagh
olarak “reperfuzyon hasari” olusur (30).

Dokuda geri donlisumsiz hasarin ortaya ¢gikmasina kadar gegcmesi
gereken iskemi suresine tolerans zamani denir. Eger iskemi suresi tolerans
zamanini asarsa, hucre 6lumu ve doku nekrozu gelisir. Geri dénusimsiz
hasar olusmadan once iskemik doku reperfliize edilirse doku hasari
gerileyebilir. Reperflzyon sirasinda iskemik doku, olusan serbest oksijen
radikallerine bagli ek zedelenmeye de maruz kalir. Iskemik dokunun
reperflizyonu ile olusan hasar, serbest oksijen radikallerinin vasitasi ile gelisir
(31). iskemik dokuda olusan serbest oksijen radikallerinin ana kaynaginin
ksantin oksidaz oldugu kabul edilmektedir (32). Ksantin oksidaz, hucre igi
Ca'? konsantrasyonunun artisina bagli olarak, aktive edilen bir proteazdir ve
yaygin sekilde bulunan ksantin dehidrogenaz enziminin iskemik dokuda
dénlsiimiine bagl olusur. iskemik dokunun reoksijenizasyonu ile ksantin
oksidaz enzimi, molekuler oksijen ve ATP’nin dusuk enerji yikim Grinu olan
hipoksantin ile reaksiyonu sonucunda, superoksit radikali ve hidrojen peroksit
radikali olugur (32).

5.1 Reperfiizyon Hasarinin Patofizyolojisi

5.1.1 Lokositler ve Kompleman Sistemi

iskemi/reperflizyon sonucunda Idkosit aktivasyonu meydana gelir
(30). Reperfuzyon ile birlikte sirasiyla kemotaksi, |6kosit endotel hucre
yapismasi ve gogu olusur. Hucre disi bolgeye ulasan aktive |0kositlerden
salinan toksik serbest oksijen radikalleri, proteazlar ve elastazlar
mikrovaskuler gecirgenlikte artma, 6dem, tromboz ve parankimal hucre
Olumune neden olurlar (33).

iskemi/reperfiizyon sonucunda birgok proenflamatuvar mediatér
olusur ve kompleman aktivasyonu yapar. C5a, I6kosit aktivasyonunu ve
kemotaksisi uyarir. Monosit kemoatraktan protein 1, interlokin 1 (IL-1),
interlokin 6 (IL-6) ve tumor nekrozis faktdr (TNF) olusumunu saglayarak

enflamatuvar yaniti artirirlar (34,35).
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C3b ve C5b-9, vaskller hemostazi degistirirler. C5b-9, endotelyal
interlokin 8 (IL-8) ve monosit kemoatraktan 1 sekresyonu, l6kosit
aktivasyonunu ve kemotaksisini artirir. Endotelyal cGMP'i azaltarak ve
endotel bagimh relaksasyonu baskilayarak, vaskuler tonusu etkiler.
Endotelden |6kosit adezyon molekullu transkripsiyonu ve salinmasini aktive
eder. Komplemanlar, I6kositin endotelyal yapismasini artirarak ve vaskuler
hemostazi degistirerek iskemik organa kan akimini azaltirlar (34,36).

Reperflizyon sirasinda ortaya c¢ikan serbest oksijen molekulleri
|Okositleri aktive ederek, I6kositlerin damar endoteline yapismasina neden
olmaktadir. Bu Idkositin endotele yapigsmasi sonucu kapiller yatakta tikaglar
olusarak, dolasim bozulmaktadir. Bu nedenle reperflizyon sonrasi kapillerin
bir kismi perfiize olamamaktadir. iskemi/reperfiizyon sonrasi kapillerin bir
kisminda perfuzyonun geri donmemesi “no-reflow fenomeni” olarak
adlandirilmaktadir (4,33).

Aktive olan notrofiller; salgiladiklari proteaz, elastaz, jelatinaz gibi
enzimler ile endotel hucrelerinin pargcalanmasina, endotel devamhliginin
bozulmasina neden olmaktadirlar. Bu da trombositler ve noétrofillerin kapiller
yataga kemotaksisine yol agmaktadir. Endotelyal devamlihdin bozulmasi ile
ortaya cikan sitotoksik mediyatorler mikrovaskuiler gecirgenligi artirmakta ve
bdylece interstisyel alana sivi kaybina neden olmaktadir. intestisyel alana
sivi kaybi sonucu gelisen hemokonsantrasyon ve interstisyel 6dem, kapiller
lGmenin daralmasina neden olmaktadir (4,37).

5.1.2. Kalsiyum:

Reperfiizyon sirasinda hiicre ve organelleri iginde asiri Ca*? birikimi
ciddi doku hasari gelisiminin en énemli nedenidir. iskemide ortaya ¢ikan
hiicre membran hasari ve gradient farki nedeniyle Ca*? hiicre igine girer.
Ayni zamanda iskemi/reperflzyon sirasinda, Ozellikle sUperoksit radikali
(SOR) tarafindan sodyum-potasyum pompasinin bozulmasiyla artan hticre igi

*?u daha da artinr. Disaridan Ca*™ girisinin  yanisira,

sodyum, Ca
endoplazmik retikulumda iskemi/reperfizyon hasarina bagh membran

zedelenmesi sonucu icerdigi Ca*u sitoplazmaya birakir (38).
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Normal kosullarda hiicre icin yararll olan Ca*?

un reperflizyon
sonrasinda hdcre iginde asiri miktarda birikmesi sonucu ortaya ¢ikan hasara
kalsiyum paradoksu denilmektedir. Artan hiicre ici Ca* konsantrasyonu
ATPaz enziminin inaktivasyonuna neden olur. Boylelikle iskemide zaten
azalmis olan ATP depolari daha da bosalir. Hicrede litik gorevi olan birgok
enzimin Ca'? tarafindan aktive edilmesiyle hiicre yikimi baslar. Membran
fosfolipidlerinin, aktive olan fosfolipaz tarafindan pargalanmasi sonucu ise
hicre butinlaga bozulur (38).

5.1.3.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamig elektron iceren
atom veya molekillerdir. Bu tip molekiller ortaklanmamis elektronlarindan
dolayl oldukga reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en &énemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir. Serbest oksijen radikali
biyokimyasinda anahtar rolu oynayan maddeler: oksijenin kendisi, siperoksit,
hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlari ve hidroksil radikalidir. Bunlardan
ilk dordinln gesitli reaksiyonlari ile sonuncusu meydana gelir (39).

a) Superoksit radikali: Hemen tum aerobik hucrelerde oksijenin bir
elektron alarak, indirgenmesi sonucu serbest superoksit radikali (O;-)

meydana gelir.
O, + € — O»-

Superoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak
fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagdi olmasi ve gegis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (8).

b)Hidrojen peroksit: Molekuler oksijenin ¢evresindeki molekillerden
iki elektron almasi veya superoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit
olusur. Peroksit molekulu iki hidrojen molekulu ile birleserek hidrojen peroksiti
(H20,) meydana getirir (39,40).

O, +e +2H — H,O5
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Ancak biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil  Uretimi
suiperoksidin dismutasyonu ile olur. ki stiperoksit molekull iki proton alarak,
hidrojen peroksit ve molekuler oksijeni olustururlar. Bu reaksiyon spontan
olusabilecegdi gibi superoksit dismutaz enzimi ile katalizlenebilir ve radikal

olmayan urunler meydana gelir (39,40).

O, +2H — > HO, + Oy

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen
turleri icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar.
Superoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen

radikali olan hidroksil radikali olusturmak tGzere kolaylikla yikilabilir (32,41).

H,O, + O — OH +OH + O5

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir. Bu reaksiyon demirle
katalizlenir. Once ferri demir stiperoksit (Fe3+) tarafindan ferro demire (Fe2+)
indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak Fenton reaksiyonu ile hidrojen
peroksitten OH ve OH" uretilir (39).

0, + Fe*" — > 0, + Fe?*

Fe** + H,0, —> Fe’" +OH + OH

0O, + HO, — OH + OH +0,

c) Hidroksil radikali: Bu radikal (OH), hidrojen peroksidin gegcis
metallerinin varliginda indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu) meydana gelir
(40). Son derece reaktif bir oksijen radikalidir. Yarilanma émri ¢ok kisadir.
Olustugu yerde buylk hasara neden olur. Tioller ve yag asitleri gibi cesitli
molekullerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina neden olur
(39).

Dogal enzimler ve glutatyon yetersiz dlizeyde ise hidrojen peroksit ve

siiperoksit ayri ayri ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe*® veya Cu*? ile
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reaksiyona girerek sonunda en gugli radikal olan hidroksil molekulinin

olusacagi bir dizi reaksiyon olustururlar (42,43).

Fe”® + 0, — Fe™ + O,
Fe”?+H, 0, — Fe™ + OH + OH

H,O, + O ——» O + OH + OH

Hidrojen peroksitin gucli bir oksidan olan demiroksijen kompleksi
(ferrik) olusturmak igin ferrdz demir (Fe*?) ile girdigi reaksiyona Fenton
reaksiyonu denir. Olusan ferrik, OH vermek Uzere pargalanir. Hidrojen
peroksit ferrdz demirden daha hizli olarak bakir (Cu*?) tuzlari ile reaksiyona
girmektedir (43,44).

HO0, + Fe"> —— Fe™+ OH + OH

H,0, + Cu”? —— Cu™+ OH + OH

d) Singlet Oksijen: Singlet oksijen ortaklanmamig elektronu olmadigi
icin radikal olmamasina ragmen ¢ok reaktif olmasi, Uretimi sirasinda bazi
radikal tepkimeleri olusturmasi nedeniyle serbest radikal olarak sayilir. Bu
radikalin DNA hasari olusturdugu ve mutajenik etkilerinin bulundugu
gOsterilmistir (45,46).

e) Nitrojen Oksitler: Nitrik oksit, serbest radikal olan basit bir gazdir.
Memelilerde bulunan en kiguk otokoid (30 d) ve haberci molekuldir (45,47).
Cok kuguk bir molekil olmasi ve lipofiik olma &zelligi, hicre
membranlarindan kolaylikla gegmesine izin vermektedir (45,47). NO, protein
fonksiyonlarini degistirir ve hicre hasarina ya da hucrenin korunmasina

aracllik eder.
6. Serbest Radikallerin Kaynaklari

En buylk serbest radikal kaynagi elektron transport zincirinden

(ETS) olan elektron sizintisidir. Normal oksijen basincinda radikal Uretimi
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mitokondriyal oksijen tuketiminin %1-2'si kadarken, yluksek O, basincinda bu
oran artar. Serbest radikallerin kaynaklari, biyolojik ve hucre i¢i olarak ikiye
ayrilir. Aktive olmus fagositlerin, radyasyonun, bagimlilik yapan maddelerin
(alkol ve uyusturucular), antineoplastik ajanlarin, ¢evresel ajanlarin (hava
kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, sigara, dumani) ve stresin (katekolamin
artisi ile) etkisi sonucunda olugsan serbest radikaller, biyolojik olanlardir.
Klguk maddelerin otooksidasyonu (katekolaminler), enzimler ve proteinler
(ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin), mitokondriyal elektron
transportu, endoplazmik retikulum ve nilkleer membran elektron transport
sistemleri (Sitokrom P-450), peroksizomlar (oksidazlar), plazma membrani
(lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde nikotinamid adenin
dindkleotid fosfat oksidaz, lipid peroksidasyonu), oksidatif stres etkenleri
(iskemi, travma) ile olusanlar ise hugre ici kaynaklidir (5,8).

6.1. Ksantin Oksidaz Sistemi

iskemi (hipoksi) sirasinda ATP Gretimi durur, ancak kullanimi devam
eder. ATP, ylUksek enerjili fosfat baglari yikilarak adenozin monofosfata
(AMP), daha sonra hucre disina difizyona ugrayarak, burada inozin ve
hipoksantine yikilir. Normalde dokularin iskemik olmadigi durumda
hipoksantin, Urik aside ksantin dehidrogenaz tarafindan metabolize edilir. Bu
reaksiyonda NAD elektron alicisi olarak goérev alir (48).

iskemi esnasinda ATP diizeyindeki azalma ile birlikte iyon
konsantrasyonlarindaki degisikliklerden en dnemilisi, hiicre igi Ca*? iyonunun

*2un yiikselmesiyle, Ca*? ile aktive olan

derisiminin artmasidir. Hicre ici Ca
proteazlar, aktive olarak ksantin dehidrogenazi (D tip), ksantin oksidaz
formuna (O tip) doénustirarler. Olugan ksantin oksidaz ortamda biriken
hipoksantini Urik aside donusturirken NAD yerine reperfuzyonla dokulara
ulasan Oy’yi kullanirlar. Sonugta Urik asitle birlikte O,  radikalini olustururlar

(49).

Ksantin + H,O + 2 O, Ksantn Oksidaz__ Urik Asit + 2 O +2 H*
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6.2. Fosfolipaz Sistemi

iskemi/reperfiizyon  hasarinda, iskemik dokunun reperfiize
olmasindan kisa bir siire sonra intraselliiler serbest Ca*™ miktarinin hizlica
artmasi ile plazma membranlarinda bulunan fosfolipaz A, aktive olur.
Fosfolipaz A, membran fosfolipidlerinden yag asitlerini pargalayan hidrolitik
bir enzimdir. Bu nedenle arasidonik asit Urunlerinin iskemik dokuda agiga
cikmasina ve notrofillerden bagimsiz olarak endotel hasarlanmasina sebep
olur (44,50). Ayrica reperfuzyon hasarinda arasidonik asit Urlnleri (I6kotrien
B4 ve tromboksan A;) notrofilleri etkileyerek olusan hasari artirirlar. Bu Ug¢
mekanizma ile olur.

1- GUglU birer kemoatraktan rolli oynayarak nétrofil akiimulasyonunu
saglarlar ve endotele nétrofillerin adhezyonunu artirirlar. Lokotrien Ba (LTB,)
ve tromboksan A, (TxAz)nin oldukca potent kemoatraktanlar oldugu
bilinmektedir (32). Yapilan calismalarda LTB; ve TxA, inhibisyonunun
deneysel miyokard enfarktlisi ve ekstremiteye turnike uygulanmasi
sonrasinda, notrofil diapedezini 6nemli oranda engelledigi gosterilmistir.

2- Arasidonik asit artnleri, notrofilleri aktive ederek daha fazla oranda
oksijen radikali ve proteolitik enzim Uretmelerine neden olurlar. LTB,'Un,
noétrofillerden H,O, ve elastaz salgilamasinda ve nétrofillerin in vitro ve in
vivo olarak endoteliyal gegirgenligini artirmasinda potent bir stimulator oldugu
gOsterilmigtir (34,51). TxA, ise, iskemi/reperfuzyon sonrasinda notrofilleri
aktive ederek H,O, uretmelerini stimule eder.

3- Lokotrienler ve tromboksanlar, mikrovaskuler yataga dogrudan
vazokonstriktor etki ile reperfizyon sonrasinda bozuk kapiller akima yol
acarlar (44,52).

6.3. Aktive Notrofiller

Notrofiller, iskemi sonrasi doku hasarini gerek serbest oksijen
radikalleriyle gerekse de sitotoksik enzimleri salgilayarak olugtururlar (53).
Dolagimdaki notrofil aktivasyonunun ya da sayisinin azaltilmasi ile
iskemi/reperflizyon hasari ile olusan doku hasarinin azaltildigi gértlmuastur.

Ayni sekilde I0kositlerin endotele adezyonunun oOnlenmesi de hasari
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azaltabilir (54). Kalp, barsak, iskelet kasi, beyin, akciger ve bobrek gibi pek
¢ok dokuda iskemi/reperfuzyon hasarinin olusumundan aktive Iokositler
sorumludur.

Lokositlerin oksijen radikallerini dretmek icin kullandiklari reaksiyona
solunum patlamasi (respiratory burst) denir ve burada NADPH oksidaz rol
alir. Enzimin aktive olmasi ile sitoplazmik NADPH’den alinan iki elektron iki
molekul oksijene verilerek iki molekul superoksit agiga ¢ikarilir.

Notrofillerde ayni zamanda fagosite edilen mikroorganizmalarin yok
edilmesinde kullanilan lizozomal myeloperoksidaz sistemi de bulunmaktadir.
H,O,, myeloperoksidaz enziminin katalizlemesi ile Br, | ve Cl ile tepkimeye
girerek HOCI, HOI, HOBr gibi glgla asitleri olusturur (55,56).

7. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller; hucrenin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve
enzimleri gibi tim énemli bilesiklerine etki edebilirler fakat, lipidler en hassas
olanlaridir (39). Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari,
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon dranlerini
olustururlar. Poliansatlre yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid peroksidasyonu
olarak bilinir ve dokuya c¢ok zararhdir. Lipid peroksidasyonu ile meydana
gelen membran hasari geri donusumsuzdur. Plazma membrani ve
organellerin lipid peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin tumu ile
stimiile edilebilir. U¢ yada daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda malonildialdehid (MDA) meydana gelir, olusan MDA,
membran bilegenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur,
bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve ylzey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. MDA dlgima lipid
peroksit  seviyelerinin  tespitinde  siklikla  kullanihir. MDA, lipid
peroksidasyonunun  spesifik  bir indikatéri  degildir ancak, lipid

peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gdsterir (39,57).
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8. Antioksidan Savunma

Hucreler oksijenin serbest radikallerini kontrol altina almak ve
zararlarini onlemek igin enzimatik ve enzimatik olmayan savunma yollarina
sahiptir (54,56).

8.1.Enzimatik olanlar:

a)Superoksit dismutaz:

0O, + HHO ———» H,O, + O5

b)Katalaz:

Katalaz %80 peroksizomlarda %20 ise sitoplazmada yer alan bir
hem-enzimdir. Katalaz enzimi toksik etkileri nedeniyle radikal olmadigi halde
reaktif bir molekdl olan hidrojen peroksidin (H,O;) dogrudan suya

indirgenmesini katalize eder.

H,O, +H,O, — 2H,0 + O,

c)Glutatyon peroksidaz:

ROOH + 2GSH — > ROH + GSSG + H;0

Bu enzimler icinde en o6nemli olani redikte glutatyon (GSH)
fazlahiginda  hidrojen  peroksidi ortamdan  uzaklastiran  glutatyon
peroksidazdir.

8.2.Enzimatik olmayanlar:

Bunlar direkt serbest radikal gidericidirler.

a)Vitamin E:lipid peroksidasyon zincirini kirar.

b)Vitamin C: O,'ve OH' radikalini direkt tutar ve vitamin E’yi rejenere
eder.

c)Vitamin A: Peroksitlere etki eder.

d)Seruloplazmin: Demiri okside eder.
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e)Albumin: Cu*? baglar.

f)Glutatyon: Glutatyon hucreleri oksidan hasara karsi koruyan hucre
icindeki en 6nemli antioksidan bilegiktir. Karaciger bagta olmak Uzere pek ¢ok
dokuda glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir. Proteinlerdeki sulfidril
gruplarini redikte halde tutar ve oksidasyona karsi korur. Boylece
fonksiyonel  proteinlerin  inaktivasyonunu  engeller  (58).  Testis
iskemi/reperflizyon c¢alismalarinda da doku antioksidan aktivitelerinin

gOstergelerinden birisi olarak glutatyon dizeyleri belirlenmistir (59).

9.Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) ¢ok sayida hayati fonksiyonlarin kontroliinde goérev
alan bir molekul olup, hucresel fonksiyonlarin denetiminde otokrin ve parakrin
etkilere sahiptir. NO, renksiz bir gaz olup, serbest radikal 6zelligine sahip
basit bir molekuldur. Diger radikal turlerinin aksine nitrojen ve oksijen
atomlari Uzerinde delokalize bir sekilde bulunur. NO radikalinin bu 6zelligi
sayesinde kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini artinr ve biyolojik
kosullarda sentezlendigi yerden daha uzak mesafelere difuzyonunu
kolaylastirir. NO sentezi icin kullanilan 6ncul biyomolekdl arjinin amino
asididir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi 2 basamakta arjininden nitrik oksit
sentezlerken bir molekul de sitrulin olusur (46).

Nitrik oksit sentezini katalizieyen NOS enzimlerinin konstitutif (c
NOS) ve induklenebilir (iINOS) olmak Uzere iki temel izoformu bulunur.
Konstitltif enzimin ayrica iki formu vardir. Bunlardan biri endotelial NOS
(eNOS,NOSIII) olup, agirlikh olarak zarsal bir enzimdir ve endotel kaynakli
gevseme faktorinin sentezinden sorumludur. Konstitltif enzimin ikinci formu
ise merkezi sinir sistemi ve noronlarda haberci molekul olarak kullanilan nitrik
oksitin Uretiminden sorumlu olup, néronal NOS (nNOS,NOS 1) olarak
adlandirilir.

Konstitatif enzimlerin (eNOS ve nNOS) aktiviteleri mutlak olarak
Ca?*/Kalmodiilin bagimlidir (46,60,61). NOS enzimlerinin indiiklenebilir olan
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izoformu (INOS, NOS Il) ise alt birim olarak kalmoduline ihtiyag duyar
(46,60). Aktivitesi igin hucrede kalsiyum derigiminin artmasi gerekli degildir.

9.1. Nitrik Oksitin Biyolojik Sistemlerdeki Etkileri

NO, c¢ok yonli bir biyolojik haberci molekll olup, farkh
konsantrasyonlarda farkli biyolojik etkilere sahip olabilen bir molekuldur.
NO'in sinir sisteminde néronal fonksiyonlarin modulasyonundan, damar duz
kaslarinin gevsemesine, |Okositlerin endotel hucrelerine yapismasi ve
enflamatuvar dokuya gd¢ etmesinden, trombosit agregasyonunun
inhibisyonuna, damar gecirgenliginin kontrolunden, penil ereksiyona, immun
sistemin fonksiyonlarindan, bdbrekler ve barsaklarda tuz ve su emilimine
kadar birgok fonksiyonu mevcuttur (46,60).

NO'in hucreleri sitotoksik etkilere karsi koruyucu o6zelligi de
tanimlanmistir. Basta oksijen radikalleri olmak Uzere diger atom merkezli
radikallerle tepkimeye girerek, kendisinin ve tepkimeye girdigi radikalin
reaktivitesini sonlandirir (46).

Sitoprotektif etkisi apoptozda ve diger sitokinlerle olusan doku
hasarinda, hipervalant metaloprotein bilesikleri ile reaksiyona girmesi ve
hicre icine demir (Fe) salinimini kontrol etmesiyle de agiklanmaktadir (60).
Yine NO'in lipid peroksitleriyle reaksiyona girerek sitoprotektif etki gosterdigi
ortaya konmustur. Nitrik oksit ayni zamanda |0kositlerin hucre yluzeyine
tutunmalari ve yapismalarini inhibe ederek de sitoprotektif etki gosterir .

NQ'in regulatdr ve koruyucu etkilerinin yani sira sitotoksik etkileri de
mevcuttur. NO, cesitli enflamatuvar olaylar ve hastaliklarda sentezi artan ve
sonugta doku hasarina katkida bulunan etkenlerden biridir.  Artrit,
ateroskleroz, doku enfarksiyonlari, dejeneratif néronal hastaliklar ve
diyabette NO sentezi artar ve uretilen NO doku hasarina dogrudan katkida
bulunur (46).

NO'in sitotoksik etkisi, demir igeren mitokondriyal ve sitozolik
enzimlere baglanarak, sitokromal enzimler ile DNA'da yapisal degisiklige yol
acgarak, peroksinitritden OH radikalinin olusumuna neden olarak ortaya
cikmaktadir. NO derisimi arttiginda O, ile reaksiyona girerek peroksinitrit
(ONOOQ)) bilesigini olugturur (60).
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NQO'in sitotoksik etkilerinin glikoliz, sitrik asit dongusu ve Ozellikle de
mitokondride solunumun inhibisyonundan kaynaklandigi kabul edilmektedir.
NO, oksijenle yarigmali olarak sitokrom oksidaza baglanip inhibe eder.
Elektron transport sisteminin demir-sulfir (Fe-S) iceren merkezleri (kompleks
| ve kompleks Ill) ve akonitaz enziminin Fe-S merkezleri NO-bagimh S-
nitrozilasyonuna ugrar, demir salinimi gerceklesir. Gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenazin ADP-ribozilasyonu da glikolitik yolun inhibisyonuna neden
olur. Goruldugu gibi NO sentezinin artisi, enerji metabolizmasinin her Gg¢ yolu
uzerinde de inhibitdr etkilere sahiptir. Peroksinitrit ve N;Os; enerji
metabolizmasinda goérev alan proteinlerde yapisal degisimlere neden
olduklari gibi, akonitaz enziminin proteolitik yikimini da hizlandirirlar.
Peroksinitrit protonlanarak nitrat anyonu ve hidrojen katyonu olusturmak
uzere yikima ugrar. Nitrat anyonu ise hidroksi radikali vermek Uzere yeniden
yikilir. Peroksinitritin ve bunun yikim drtnlerinin demir (Fe) gerektirmeden de
lipid peroksidasyonunu basglatabildigini éne siren calismalar da mevcuttur
(60).

Fizyolojik derisiminin Uzerinde NO sentezi her ¢ NOS izoformunda
da gorilir. Serebral iskemide kontrolsiiz artan Ca*, nNOS'I aktive ederek
beyinde toksik etkilere neden olabilir. Cesitli anaflaktik reaksiyonlarda aktive
olan eNOS vazoaktif NO sentezini arttirabilir. Cok daha yaygin olarak artan
NO sentezinin nedeni INOS izoformudur. Clnkl bu izoform sentezlendikten
sonra aktivitesi kontrol edilemez ve lokal olarak NO derisimini ¢ok arttirabilir
(10-100 pM’a kadar). iINOS’dan kaynaklanan NO, damar gegirgenligini arttirir
ve septik sokta oldugu gibi siddetli hipotansiyona neden olur. Diyabet,
romatoid artrit, enflamatuvar ve otoimmun hastaliklarda doku yikimina yol
acar (46).

NO, platelet aktivasyonu ve agregasyonunun ¢esitli basamaklarinda
etkili olarak birbirinden farkli mekanizmalarla agregasyonu inhibe eder. Bu
etkilerini esas olarak hucre icinde siklik GMP (cGMP) derisimini ve cGMP—
badimli protein kinazlarin aktivitelerini kontrol ederek gosterir. Guanilat siklaz

inhibitorleri ve cGMP-bagiml protein kinaz inhibitérleri NO'in antiplatelet
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etkilerini azaltirken; cGMP fosfodiesteraz inhibitorleri, arjinin ya da NO

vericilerinin NO bagimh antiplatelet etkilerini glglendirirler (46).

10. Siklik Guanozin Monofosfat

Cesitli hormonlar, otokoidler, ilaglar ve toksinler fizyolojik etkilerinde
mesajci molekdl olarak siklik guanozin monofosfat (cGMP) kullanirlar.
GTP'den cGMP sentezini katalizleyen guanilat siklaz, enzimi sitoplazmik
(¢6zUnur) yada zarsal (partikul fraksiyonda) enzim seklindedir. Nitrik oksit
sitoplazmik guanilat siklaz (sGC) enzimini aktive ederken, peptid hormonlari
ise zarsal (particulate) guanilat siklaz (pGC) enzimini uyarirlar. sGC enzimi
yapisinda heme ve bakir igerir. Nitrik oksit heme kismi ile etkileserek enzim
aktivitesini artirir (62). Artan cGMP’de protein kinaz G enzimini aktive ederek
intrasitoplazmik Ca*? diizeyini azaltir (62-65). pGC enzimi ise tek bir
polipeptid zincirinden olusur ve natritretik peptidlerin membran reseptorleri
ile etkilesimi sonucu aktive olur. U¢ major natriliretik peptid vardir: atrial
netriliretik peptid (ANP), beyin natriliretik peptid (BNP) ve C-tipi natritretik
(CNP) peptid (62). cGMP'nin etkisine aracilik eden baglica sistemler: a)
cGMP ile kontrol edilen iyon kanallar, b) cGMP ile kontrol edilen
fosfodiesterazlar ve c) cGMP bagimh protein kinazlardir.

Retinal rodlarin 1s1da cevabi, kokularin algilanmasi, steroidogenez,
platelet agregasyonu, bobrek ve barsaklarda iyon transportu, kardiak ve diz

kaslarin kasilmasi cGMP ile kontrol edilen 6nemli fizyolojik olaylardandir (44).

11. Tadalafil

Fosfodiesteraz (FDE); 50 yil 6nce, ikincil haberci siklik adenozin 3’,5’-
monofosfat (CAMP)'In aktivitesini bloke etmek icin hayvan modellerinde
kesfedilen bir enzimdir. FDE Ust familyasi, 21 tek gen lGzerindeki FDE1’den
FDE11’e kadar olan 11 familyayi igerir. Bunlar; dncelikle vaskiler, visseral ve
pulmoner duz kas olmak Uzere ¢esitli dokulara dagilmislardir ve birgok organ

sisteminin fizyolojik fonksiyonlarini duzenlerler. cGMP yikimini 6nlemeleri
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sayesinde, FDES inhibitorleri, cGMP’nin biyoyararlaniminda artis yaratirlar.
Her ikisi de, diz kasin stimulasyon ile NO aracili relaksasyonunu kolaylastirir
ve potansiyelize eder. Kafein ve teofilin, FDE enzimini inhibe ettigi onlarca yil
once bulunmus ilk ilaglardir. Gegen 30 yil suresince, gesitli FDE ailelerinin
inhibitorleri bir grup hastaligin tedavisi igin geligtirilmistir. Bunlardan, FDE3
inhibitoru olan milrinon ve amrinon 1980’lerde kalp yetmezligi icin, FDE4
inhibitord olan cilostazol klodikasyon icin gelistiriimistir; anti-platelet etkisi
olan dipyridamole'de FDES8, FDE9 ve FDES5'i inhibe eder (66).

Baslangigta anjina pektoris tedavisi igin arastirilan ilk oral FDES
inhibitora sildenafilin, galismada yer alanlarda ereksiyona yol acgtigi rastlant
eseri bulunmustur. Sonrasinda sildenafil 1998’de erektil disfonksyonun ilk
oral tedavisi olarak piyasaya ¢ikarilmis ve 2003’te yine FDES5 inhibitori olan
iki ilag, vardenafil ve tadalafil, takip etmigtir (67).

Tadalafilin molekller yapisi, yapilari birbirine benzer olan sildenafil
ve vardenafilden farkhdir. Her Ugl de heterosiklik nitrojen-igeren cift halkal
sisteme ve santral halkaya sahiptir. Bu santral halka cGMP analogudur ve
ilaglarin FDES'’in katalitik bolgesine yarigmali baglanmasini saglar. Tadalafil
bir ®-carboline-type FDES5 inhibitéri olarak farklilik gdsterir, sildenafilin
yapisindaki hidantoin halkasinin modifiye bir formu olan piperazinedione
halkasina sahiptir (66).

Vaskiler sistemdeki bir grup fizyolojik sire¢ NO/cGMP sinyal
yolaklari ile kontrol edilir. Endotelde lokal olarak uretilien NO, cGMP sentezi
ile sonuglanacak olan ¢ozunebilir guanilil siklaz (sGC) stimulasyonu ile
vaskuler tonusu dizenler. Sonug olarak meydana gelen intraseliler cGMP
konsantrasyonlarindaki artig; kalsiyum iyon kanal modulasyonu yapma ve
vaskuler diz kas kontraktil proteinlerinin kalsiyum duyarhliklarini azaltma
yoluyla vazodilatasyon saglayacak olan cGMP bagimli protein kinazlari
aktive eder. intraseliiler cGMP, siklik niikleotid fosfodiesterazlarinin (FDE’ler)
aktivitesi ile hizla GMP’ye inaktive edilir. Bu nedenle, diz kas hticresindeki
cGMP konsantrasyonu temel olarak; bu ikincil haberci igin essiz bir yikim
yolagl olan; sGC tarafindan yapilan Uretim ile FDE'ler tarafindan yapilan

yikim arasindaki dengeye baglidir. Fosfodiesteraz tip 5 (FDES5) selektif
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olarak; cAMP’yi degil; cGMP’yi yikar ve FDES5 aktivitesi vaskuler tonus
regulasyonu ile guglu bigimde ortaya ¢ikar. Bundan dolay1 FDES aktivitesinin
farmakolojik modulasyonu, bu kontroli elde edebilmek igin etkin bir arag olur
(67).

Endotel
Hiicresi

NOS

Kas Hiicresi Guanilat Siklaz
.r"_—'\‘

v7)

Sekil-2: L-arjininden cGMP'ye kadar uzanan yolaklar. NOS: nitrik
oksit sentaz, NO: nitrik oksit, GTP: guanozin trifosfat, cGMP: siklik guanozin

monofosfat, PDE: fosfodiesteraz, GMP: guanozin monofosfat
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GEREG YONTEM

Bu deneysel calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi tibbi etik
kurulunca 07.05.2013 tarihli 2013—-09/01 karar numarasi ile onaylanmis olup,
Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Deneysel Arastirma ve Hayvan
Laboratuvarinda yapilmistir. Toplam 40 adet erigkin erkek Sprague Dawley
cinsi sigan kullanildi. Sicanlarin ortalama agirliklari 250-300 g idi. Calismaya
uc aylik sigcanlar dahil edildi, tim hayvanlar c¢alisma oncesi sistemik
enfeksiyon ve enfestasyon acgisindan mikrobiyolojik ve biyokimyasal olarak
ayrinti degerlendirildi. Siganlar, ortam sicakli§i 20-25'C olan hayvan
laboratuvarindaki her birinde 8 sigcan olan kafeslere yerlestirildi. Hayvanlar
standart diyet ile beslendiler. Giderler igin Uludag Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri kapsaminda destek saglandi (Proje No:HDP(T)-2014/1).
Deney sonunda cikartilan dokularin histopatolojisi Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dall, lipid peroksidasyon ve glutatyon dederleri ise
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan

calisildi.
Hazirlik, Anestezi ve Cerrahi islemler

Siganlara yapilan iglemler sirasinda, anestezi saglamak igin 4 It/dk
02 akimi igerisinde sevofluran (Sevorane, Abbott ABD) % 1-2 volim
konsantrasyonlarinda Drager Titus (ABD) marka anestezi cihazi kullanilarak
verildi. Siganlar, operasyon dncesi 6 saat a¢ birakildi. %5'lik kokospropilen-
diamin-guanidin diasetat, fenoksipropanol, benzalkonyum klorlr igeren
solUsyon kullanilarak, operasyon igin gerekli cerrahi aletler en az 30 dakika
sure ile dezenfekte edildi. Dezenfeksiyon solisyonundan g¢ikarilan cerrahi
aletler, distile steril su ile yikandi. Bu iglemler yapilirken cerraha steril
olmayan ikinci bir kisi yardim etti. Yukarida tarif edildigi sekilde uygulanan

anestezi sonrasi, siganlarin skrotum tayleri tras edildi.
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%10'luk polivinil pirolidon iyot ile bolge temizligi yapildiktan sonra,
steril sartlar altinda gerekli 6rtiim ve aritim islemleri yapildi (Sekil-3).

Sekil-3: Torsiyon 6ncesi steril ortilmuas sigan

Deneklere skrotum orta hat Gzerinde, iki cm uzunlugunda vertikal cilt
ve ciltalti kesisi uygulandi. Skrotal boslukta sol testis tunika vaginalis ve
spermatik kord ile birlikte gubernakulumdan kuint ve keskin disseksiyonla

ayrilarak digariya alindi (Sekil-4).

Sekil-4: Skrotal insizyondan sol testisin disari alinmasi
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Her islem sonrasinda testis dokusu skrotuma yerlestirildikten sonra
3/0 ipek ile kapatildi (Sekil-5).

Sekil-5:insizyonun kapatiimasi

Gruplar

ilk grup kontrol (K) grubuydu. Grupta sekiz denek yer aliyordu.
Deneklere torsiyon uygulanmadan bilateral orsiektomi uygulandi.

ikinci grup sekiz denekten olugan iskemi-reperfiizyon (I/R) grubuydu.
Bu gruptaki deneklerin sol testisleri kord elemanlariyla birlikte saat yonunde
olacak sekilde 720° dondurtlerek deneysel intravajinal testis torsiyonu modeli
olusturuldu. Torsiyone testis 4/0 ipek dikis ile skrotum i¢ yluzine tespit edildi
(Sekil-6).
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Sekil-6: Sol testisin torsiyone edilip, sabitlenmesi

Ug saatlik torsiyon sliresi sonunda detorsiyon gergeklestirildi. Testis
yeniden skrotum igine yerlestirildi ve doért saatlik reperflizyon sonucunda
deneklere bilateral orgiektomi yapildi.

Uclincli grup sekiz denekten olusan arjinin (ARG) grubuydu. Bu
gruptaki deneklerin sol testisleri kord elemanlariyla birlikte saat yonunde
olacak sekilde 720° dondurllerek deneysel intravaginal testis torsiyonu
modeli olugturuldu. Torsiyone testis 4/0 ipek dikis ile skrotum i¢ ylzine tespit
edildi. Uc¢ saatlik torsiyon slresi sonunda detorsiyon gerceklestirildi.
Detorsiyon dncesi ilag uygulamasi yapildi. intraperitoneal 100 mg/kg
dozunda L-arjinin (Sigma Chem. Co, St. Louis, ABD) %0.9 izotonik igerisinde
¢ozundurulerek U¢ saatlik torsiyon suresi sona ermeden 30 dakika once
uygulandi. Testis yeniden skrotum icine yerlestiriidi ve dort saatlik
reperflzyon sonucunda deneklere bilateral orsiektomi yapildi.

Doérdincl grup sekiz denekten olusan tadalafil (TDF) grubuydu. Bu
gruptaki deneklerin sol testisleri kord elemanlariyla birlikte saat yoninde
olacak sekilde 720° dondurllerek deneysel intravaginal testis torsiyonu
modeli olusturuldu. Torsiyone testis 4/0 ipek dikis ile skrotum i¢ ylzune tespit
edildi. Uc¢ saatlik torsiyon silresi sonunda detorsiyon gerceklestirildi.
Detorsiyon éncesi ilag uygulamasi yapildi. intraperitoneal 5 mg/kg dozunda
Tadalafil (Cialis, Lilly, ABD) %0.9 izotonik igerisinde ¢dziundurllerek Ug

saatlik torsiyon suresi sona ermeden 30 dakika Once uygulandi. Testis
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yeniden skrotum igine yerlestirildi ve dort saatlik reperfUzyon sonucunda
deneklere bilateral orgiektomi yapildi.

Besinci grup sekiz denekten olusan kombine (KOM) grubuydu. Bu
gruptaki deneklerin sol testisleri kord elemanlariyla birlikte saat yoninde
olacak sekilde 720  dondiriilerek deneysel intravaginal testis torsiyonu
modeli olusturuldu. Torsiyone testis 4/0 ipek dikis ile skrotum i¢ ylzune tespit
edildi. Ug¢ saatlik torsiyon siiresi sonunda detorsiyon gergeklestirildi.
Detorsiyon éncesi ilag uygulamasi yapildi. intraperitoneal 5 mg/kg dozunda
tadalafil (Cialis, Lilly, ABD) ve 100mg/kg L-arjinin (Sigma Chem. Co, St.
Louis, ABD) %0.9 izotonik icerinsinde ¢ozundurulerek kombine bir sekilde tg¢
saatlik torsiyon slresi sona ermeden 30 dakika 6nce uygulandi. Testis
yeniden skrotum igine yerlestirildi ve dort saatlik reperfizyon sonucunda

deneklere bilateral orgiektomi yapildi.

Biyokimyasal Degerlendirme

1.Dokuda Lipid Peroksidasyon Tayini

Dokulardaki lipit peroksitlerinin tiyobarbittrik asit (TBA) ile asit ph’da
100°C de olusturdugu kromojenin, n-butanol ile ekstraksiyonunun 532 nm‘de
Olcimu yapildi (68). Her bir 6rnekten 250 mg alinip 2,5 ml ye kadar %1,15
KCI eklenerek homojenize edildi. Homojenattan 0,2 ml alinip, 0,2 ml %38,1
sodyum dodesil sulfat (SDS), 1,5 mL %20 asetik asit (ph3,5) , %0,8’lik TBA
ve 0,6 ml distile su eklenerek 60 dk 95°C su banyosunda bekletildi. Her bir
tupe 1 ml distile su ve 5 ml n-butanol:piridin (15:1) eklenerek vortekslendi. 20
dk 3000rpm’de santrif(jj edildi. Ust fazin absorbansi 532 nm‘de kére karsi
okundu. Deneysel calismada Perkin Elmer Precisely, Lambda 25, UV/VIS
Spectrometer cihazi kullanildi.

2.Dokuda Glutatyon Tayini

Sedlak ve Lindsay metodu kullanilarak, drnek GSH miktarinin 412
nm’de dlgima yapildi (69). Her bir érnekten 500 mg alinarak 3 ml'ye kadar
%1,15 KCI eklenerek homojenize edildi. Homojenattan 1 ml alinip, 2 ml
EDTA'l TCA (5 mMol EDTA igeren %10 TCA) eklenmistir.10 dk 10.000g ‘de
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santrifiij edilerek ¢oktiirme islemi yapildi. Ust fazdan 0,4 ml alinarak 2,5 ml
potasyum fosfat tamponu (ph 8,4) ve 0,1 ml DTNB (5,5 -dithio-bis-2-
nitrobenzoik asit) eklendi. 20 dk oda sicakliginda bekletilip 412 nm'de kore
kargi okundu. Deneysel galismada Perkin Elmer Precisely, Lambda 25,
UV/VIS Spectrometer cihazi kullanildi.

Histopatolojik Degerlendirme

Her bir érnek makroskobik olarak tariflenip, %10’luk tamponlanmis
notral formalin solisyonuna alindi ve 24 saat fikse edildi. Tum pargalar
histopatolojik inceleme igin rutin otomatik doku takibi igleminden gecirilerek
parafine gébmuldiu. Parafin bloklardan hazirlanan 3 um kalinligindaki kesitler
hematoksilen-eosin (H&E) ile boyandi. Histopatolojik degerlendirme isik
mikroskobu altinda, H&E boyali kesitler taranarak gerceklestirildi. On
incelemede tim doku kesitleri kiigik buylutmede (x40) gbézden gegcirilerek,
testis dokusunun genel morfolojisi (spesmendeki seminifer tubul bazal
membran yapisi, interstisyel doku 0zelligi, Leydig hucreleri, tubuler
hyalinizasyon vb.) degerlendirildi. Dokuda bulunan konjesyon, interstisyel
0dem ve nekrozun degerlendiriimesi; eger dokuda yoksa O puan, dokuda
varsa 1 puan verilerek degerlendirildi. Seminifer tubdllerdeki histolojik
bulgular Johnsen skorlama sistemine uygun olarak 0-10 arasinda degisen bir
skalada skorlandi (70). Kirk buyutmede 10 ardisik alanda bulunan tubduller
skorlanarak ortalamalari alindi. Johnsen skorlamasi, dncelikle matir hicre
tiplerinin kaybi ile germinal epitelin ilerleyici dejenerasyonu ve spermatozoa,
spermatid, spermatosit ve son olarak da Sertoli hicrelerinin gozlenememesi
ile karakterize, testikiler hasari temel alan bir skorlamadir (70). Hasar

artikca, skorlamada puan azalir (Tablo 1).
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Tablo-1: Testikuler biyopsiler icin skorlama sistemi (Johnsen skoru)

Skor | Histolojik Kriterler

10 Tam spermatogenez

9 Hafif zayiflamis spermatogenez, ¢ok sayida ge¢ spermatid,

disorganize epitelyum

Her tubulde besten az spermatozoa, az sayida ge¢ spermatid

Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, ¢cok sayida erken spermatid

Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, az sayida erken spermatid

Spermatozoa ya da spermatid yok, ¢cok sayida spermatosit

Spermatozoa ya da spermatid yok, az sayida spermatosit

Sadece spermatogonia

Germinal hlicre yok, sadece Sertoli hlicreleri

R N W b 01 O N| ©

Seminifer epitel yok

Istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirmeler, SPSS v.22 (Chicago, lllinois, USA)
istatistik programi kullanilarak yapildi. Normal dagilima uymayan gruplarin
karsilagtinimasinda Kruskal Wallis testis uygulandi. Gruplar arasi farkhlik
Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Sag ve sol testisteki histopatolojik
parametreler ki-kare testi ile degerlendirildi. p degerinin <0.05 olmasi

istatistiksel anlamlilik olarak kabul edildi.

31



BULGULAR

Lipid Peroksidasyonu (LPx)

Deney sonrasi

degerlendirildi.

ipsilateral

elde edilen LPx sonuglarn

ve kontralateral testisler

istatistiksel olarak

kendi aralarinda

karsilastirildi. Gruplara gore tanimlayici LPx dederlerinin ortalamasitstandart

sapmasi ve median degeri (minimum-maximum) Tablo 2 ve 3'te sunuldu.

Tablo-2: ipsilateral testiste Lipid Peroksidasyon degerleri

Lipid Peroksidasyon (nmol/mg)

Gruplar Ortalamazxsd Median (min-max)
1.Grup (Kontrol) 0,058+0,140° | 0,06 (0,04-0,08)
2.Grup (I/R) 0,49+0,288? 0,52 (0,12-0,82)
3.Grup (I/R+Arjinin) 0,10+0,070 0,07 (0,03-0,22)
4.Grup (I/R+Tadalafil) 0,112+0,053 0,115 (0,03-0,18)

5.Grup (I/R+Arjinin+Tadalafil)

0,096+0,031°

0,10 (0,04-0,14)

Mann-Withney U testine gore p<0,05 alindi. I/R: iskemi/reperfizyon

a: Grup 1, 3, 4 ve 5'e gore p<0,05 b: Grup 4 ve 5'e gore p<0,05

c: Grup 3 ve 4'e gore p>0,05

Tablo-3: Kontralateral testiste Lipid Peroksidasyon degerleri

Lipid Peroksidasyon (nmol/mg)

Gruplar Ortalamatsd Median (min-max)
1.Grup (Kontrol) 0,063+0,020" 0,065 (0,03-0,09)
2.Grup (I/R) 0,473+0,263% | 0,490 (0,2-0,96)
3.Grup (I/R+Arjinin) 0,105+0,059 | 0,115 (0,01-0,17)
4.Grup (I/R+Tadalafil) 0,113+0,051 0,135 (0,04-0,19)

5.Grup (I/R+Arjinin+Tadalafil)

0,08+0,0180°

0,075 (0,06-0,11)

Mann-Whitney U testine gore p<0,05 alindi. I/R: iskemi/reperflizyon

a: Grup 1, 3, 4 ve 5'e gore p<0,05 b: Grup 4'e gore p<0,05

c: Grup 4'e gore p<0,05
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Calismamizda ipsilateral testiste LPx duzeyleri diger gruplar ile
kargilastirildiginda 2. grupta anlamh derecede yuksek oldugu saptandi
(p<0,05). ikili karsilastirmalarda ila¢ verilen gruplar arasinda istatistiksel bir
fark gorulmedi (p>0.05). 1. grup ile 4. ve 5. grup arasinda anlaml fark
saptanirken (p<0.05), 1. gruba ait degerlerin 3. gruptan istatistiksel anlamda
farkli olmadigi (p>0.05) goruldi. Kontralateral testise ait LPx de@erlerinin tum
gruplarda 2. grup ile kiyaslandiginda anlamli sekilde dusuk oldugu gérulda
(p<0.05). Kontralateral tarafta 4. grubun degerleri ile, 1. ve 5. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goruldd (p<0.05). Diger ikili

karsilastirmalarda anlamli fark izlenmedi (p>0,05)

Glutatyon

Deney sonrasi elde edilen glutatyon sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi. ipsilateral ve kontralateral testisler kendi aralarinda
kargilastirildi.  Gruplara  gbére  tanimlayici  glutatyon  degerlerinin
ortalamasitstandart sapmasi ve median degeri (minimum-maximum) Tablo 4

ve 5'de sunuldu.

Tablo-4: ipsilateral testiste glutatyon degerleri

Glutatyon (nmol/g)
Gruplar Ortalamazxsd Median (Min-Max)
1.Grup (Kontrol) 9869+2461" 10105 (6029-14342)
2.Grup (I/R) 6651+1413°% 6768 (4668-8353)
3.Grup (I/R+Arjinin) 769611557 7432 (5577-9973)
4.Grup (I/R+Tadalafil) 8048+1429 8144 (5599-9752)
5.Grup (I/R+Arjinin+Tadalafil) 8621+1154° 8264 (7690-11253)

Mann-Whitney U testine gore p<0,05 alindi. I/R: iskemi/reperfizyon
a: Grup 5'e gore p<0,05 b: Grup 2'e gore p<0,05
c: Grup 3 ve 4'e gore p>0,05
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Tablo-5: Kontralateral testiste glutatyon degerleri

Glutatyon (nmol/g)
Gruplar Ortalamazsd Median (min-max)
1.Grup (Kontrol) 8309+1016" 8636 (6756-9405)
2.Grup (I/R) 7481115402 7690 (5184-9459)
3.Grup (I/R+Arjinin) 827611668 7948 (5913-10540)
4.Grup (I/R+Tadalafil) 9421+1546 9396 (7223-11523)
5.Grup (I/R+Arjinin+Tadalafil) 11625+1200° 11870 (9796-12842)

Mann-Whitney U testine gore p<0,05 alindi. I/R: iskemi/reperflizyon
a: Grup 4 ve 5'e gore p<0,05 b: Grup 5'e gore p<0,05
c: Grup 3 ve 4'e gore p<0,05

Calismamizda ipsilateral testiste glutatyon dizeyleri, 2. grupta diger
gruplardan daha diisiik saptandi. ikili karsilastirmalarda sadece 2. grubun
degerleri ile 1. ve 5. gruplarin degerleri arasinda istatistiksel bir fark goruldu
(p<0.05). Diger gruplar arasinda istatistiksel anlamda fark (p>0.05)
gorulmedi. Kontralateral testise ait glutatyon degerlerinin tum gruplarda, 5.
grup ile kiyaslandiginda anlamh sekilde disik oldugu géruldi (p<0.05).
Kontralateral tarafta 1, 2 ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmazken (p>0.05), sadece 2. ve 4. grup arasinda anlamh fark
saptandi (p<0.05).

Histopatoloji

Testis dokusunda gruplara ait Johnsen skorlarinin
ortalamasitstandart sapmasi ve median (minimum-maximum) degerleri tablo
6 ve 7’de verilmistir. Buna gdre gruplar arasi karsilastirma yapildiginda
ipsilateral testiste 2. grubun degerleri, diger gruplarin degerlerinden anlaml
olarak dusuk oldugu belirlendi (p<0.05) ve 1. grubun degerleri, diger
gruplardan anlamli olarak daha yuksek degerlere sahip oldugu belirlendi
(p<0.05). Diger ikili karsilastirmalarda 3. ve 4. grup arasinda anlamli bir fark

saptanmazken (p>0.05), 5. gruba ait degerlerin 3. ve 4 gruptan istatistiksel
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anlamda farkli oldugu (p<0.05) gérulda. Kontralateral testiste yine ayni
sekilde 2. grubun degerleri diger gruplarin degerlerinden anlamli olarak daha
disuk oldugu belirlendi (p<0.05) ve 1. grubun degerleri, diger gruplarin
degerlerinden anlamli olarak daha ylksek oldugu belirlendi (p<0.05). Diger
ikili kargilastirmalarda 3. ve 4. grup arasinda anlamli bir fark saptanmazken
(p>0.05), 5. gruba ait deg@erlerin 4. gruptan istatistiksel anlamda farkli oldugu
(p<0.05) gorulda.

Tablo-6: ipsilateral testiste Johnsen skor degerleri

Johnsen skoru (Sol testis)
Gruplar Ortalama#sd Median (min-max)
1.Grup (Kontrol) 9,737+0,130° | 9,7 (9,6-10)
2.Grup (I/R) 6,862+0,531% | 6,85 (6,40-8)
3.Grup (I/R+Arjinin) 7,975%0,260 8,05 (7,50-8,3)
4.Grup (I/R+Tadalafil) 7,825+0,449 8 (7-8,3)
5.Grup (I/R+Arjinin+Tadalafil) 8,525+0,416° 8,6 (8-9)

Mann-Whitney U testine gore p<0,05 alindi. I/R: iskemi/reperflizyon

a: Grup 1, 3, 4 ve 5'e gore p<0,05 b: Grup 3, 4 ve 5'e gore p<0,05

c: Grup 3 ve 4'e gore p<0,05

Tablo-7: Kontralateral testiste Johnsen Skor degerleri

Johnsen Skoru (Sag testis)
Gruplar Ortalamazxsd Median (min-max)
1.Grup (Kontrol) 9,775+0,175" 9,8 (9,5-10)
2.Grup (I/R) 7,237+0,388% | 7,3 (6,8-8)
3.Grup (I/R+Arjinin) 8,837+0,311 8,95 (8,3-9,2)
4.Grup (I/R+Tadalafil) 8,812+0,269 8,95 (8,40-9,1)
5.Grup (I/R+Arjinin+Tadalafil) 9,120+0,183° 9,15 (8,9-9,4)

Mann-Whitney U testine gore p<0,05 alindi. I/R: iskemi/reperfizyon

a: Grup 1, 3, 4 ve 5'e gore p<0,05 b: Grup 3, 4 ve 5'e gore p<0,05

c: Grup 4'e gore p<0,05
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Testis dokusuna ait mikroskopik degerlendirmede gruplar nekroz,
konjesyon ve interstisyel 6dem olacak sekilde 3 bolumde incelendi. Her
bdlim 6zellik yok (0) ve 6zellik var (1) seklinde siniflandirilarak, istatistiksel
degerlendirme yapildi. ipsilateral ve kontralateral testise ait degerler tablo

8'de verilmisgtir.

Tablo-8: ipsilateral ve kontralateral testisteki nekroz, konjesyon ve

interstisyel 6dem sonugclari

Gruplar Nekroz Konjesyon | interstisyel
o6dem
Var | Yok |Var Yok | Var | Yok

1.grup ipsilateral 0 8 0 8 2 6
(kontrol)

Kontralateral |0 8 0 8 0 8
2.grup (I/R) Ipsilateral 72 1 8 0 8 0

Kontralateral | 4° 4 7 1 8 0
3. grup ipsilateral 2 6 8 0 7 1
(I/R+Arjinin)

Kontralateral 1 7 3 5 3 5
4.Grup ipsilateral 0 8 8 0 8 0
(I/R+Tadalafil)

Kontralateral |0 8 3 5 5 3
5.Grup ipsilateral 0 8 4° 4 4 4
(I/IR+Kombine)

Kontralateral |0 8 2 6 3% |5

Ki kare testine gore p<0,05 alindi. I/R: iskemi/reperflizyon
a: Diger ipsilateral testislere gore p<0,05

b: Diger kontralateral testislere gore p<0,05

c: Ipsilateral testiste 2., 3. ve 4. gruba gére p<0,05

d: Kontralateral testiste 3. ve 4. gruba goére p>0,05
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Isik mikroskobuyla yapilan incelemede ipsilateral testiste 1. grupta
normal testis histolojisi izlenmekte olup, 2. grupta ylksek oranda nekroz
saptandi. ikinci, 3. ve 4. gruplarda yiiksek ddem ve konjesyon izlenmesine
ragmen 5. grupta azaldigi izlendi. Kontralateral testiste ise, yine 2. grupta
nekroz yiiksek oranda izlendi. ila¢ verilen gruplarda benzer oranda édem ve

konjesyon goruldu.

Sekil-7: ipsilateral testisin kontrol grubuna ait i1sik mikroskopik
goérunim (H&E, x40). Kontrol grubuna ait ornekte spermatogenetik
maturasyon mevcuttur ve tubul limeninde c¢ok sayida spermatozoa

gorulmektedir. Sertoli hucreleri sayi ve yapi olarak normaldir.
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Sekil-8: Ipsilateral testisteki iskemi-reperflizyon (I/R) grubuna ait 11k
mikroskopik gorinim (H&E, x40). Duzenleri bozulmug germ hucreleri ile
birlikte, matlrasyon arresti ve I|Umene dokilen germ hicrelerinde

koagulasyon nekrozu goértulmektedir.

Sekil-9: Kontralateral testisteki iskemi-reperflizyon (I/R) grubuna ait
1Stk mikroskopik gérinum (H&E, x40). Dizenleri bozulmus germ hucreleri ile

birlikte, mattrasyon arresti gértlmektedir.
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Sekil-10: ipsilateral testiste Arjinin (A) ve Tadalafil (B) tedavisi
uygulanan 1sik mikroskopisi gérinimleri (A-B: H&E, x40). Her iki grupta
testis dokusunda iskemik degisikliklerin devam ettigi ve matirasyonun
durdugu go6zlenmektedir. Seminifer tlbullerde periferde  immatir
spermatogonialar ve limende ¢ok sayida spermatid izlenmektedir. Tubullerin

cevresinde konjesyon ve interstisyel 6dem goérulmektedir.



Sekil-11: ipsilateral testiste kombine tedavinin uygulandigi 1sik
mikroskopisi goriinimi (H&E, x40). Iskemik zedenlemenin etkisinin devam
ettigi seminifer tUbulUuslerde, maturasyonun yeniden bagladigi ve
limenlerinde az sayida spermatidlerinde bulundugu seminifer tubuller

izlenmektedir.
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TARTISMA VE SONUG

Skrotumda ani baglayan agri ve siglik ile acil servise basvuran her
erkek c¢ocukta, testis torsiyonu akla gelmelidir. Testis torsiyonu doku
hipoksisine ve germinal hucre nekrozu ile infertiliteye neden olur. Deneysel
calismalarda arteryel tikaniklikta iki saat, venoz tikaniklikta ise alti saat iginde
testis nekrozu gelistigi gosterilmistir (71). Bulgularin ortaya ¢ikmasi
sonrasinda ilk 12 saat icinde tedavi edilmeyen olgularda, testisin kaybi s6z
konusu olabilmektedir (26). Ayrica tek tarafli testis torsiyonu sonrasi kargi
testiste de ciddi hasarlanma oldugu bildiriimektedir (72).

Torsiyon genelde sol testiste gortlmesi nedeniyle, deneysel modelde
de siganin sol testisinde olusturuldu. Torsiyon sonucu testiste olusan hasar,
torsiyonun derecesine ve slresine baglidir. Yapilan ¢alismalarda tam iskemi
olusturmak igin torsiyonun derecesinin 720 derece olmasi, yeterli oldugu
belirtiimektedir (3,73). Sigan testislerinde hasar olusturmak igin en az bir saat
gereklidir (74). Sican testisinde, iki saat sure ile olugturulan 360 derece
torsiyonda orta derecede akut vaskuler cevap olusur. Torsiyone edilen sigan
testislerinde, germinal ve tubuler epitelyum igin glvenli surenin 4 saatten
daha kisa bir stire olmasi gerektigi belirlenmistir (75,76). Ancak 4 saatten
daha fazla sure ile 720 derece torsiyone edilen testislerde kan akimi bloke
edilerek infarktusler olugmaktadir (77).

Testikuler iskeminin testis histolojisindeki degisimlerini konu alan
genis kapsamli ilk calisma 1949’'da Harrison ve ark. (78) tarafindan
yapilmistir. Sicanlarda, bir saat slren testis torsiyonunda bozulmanin ilk
olarak seminifer tubullerdeki Sertoli hicrelerinde oldugunu gdstermiglerdir.
Buna karsin 1969’da Steinberger ve ark. bu degisimleri ancak iki saatlik
iskemi sonrasinda izleyebilmiglerdir (79). Cosentino ve ark. ise torsiyon
sonrasi testisleri incelediklerinde en ciddi degisimleri U¢ saat ve sonrasinda
bulmuslardir (77). Calismalarda doért saatten daha uzun siren torsiyonlarda,
detorsiyondan 24 saat sonrasinda dahi ipsilateral testislerdeki kan akiminin

tam olarak duzelemedigi vurgulanmistir (80,81). Bununla birlikte sekiz saatlik
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torsiyon sonrasinda kan akiminin tamamen duzeldigini bildiren galismalarda
mevcuttur (82). Torsiyonun duzeltiimesinden bes dakika kadar sonra kan
akimi torsiyon 6ncesi degerin %70’ine ulagsmaktadir (83).

Testis torsiyonu da iskemi/reperflizyon formunda bir hasarlanmadir.
Testis torsiyonu sirasinda ilk hasar iskemi ve doku hipoksisine bagli olarak
geligir. Bu suregte once iskemik dokularda akut donemde gorulen vaskuler
yanit gergeklesir. Damar gecirgenligi artar ve buna paralel olarak
ekstravazasyon ile 6dem belirginlesir. iskemik dokuda oksidatif metabolizma,
yerini hipoksik metabolizmaya birakir. Testiste hasar olusumu diger organlar
gibi sadece iskeminin uzunluguna bagh dedgildir. Reperfiuzyon suresi de
hasarda énemli rol oynar. Saba ve ark. (84), reperfizyon suresinin kargi taraf
dokunun hasarlanmasinin gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Yapilan diger
calismalarda da dokulardaki hasarin reperflizyon suresiyle dogru orantili
oldugu saptanmigtir (85,86). Azalmis karsi taraf kan akimi tek tarafli testis
torsiyonunda karakteristiktir ve guinler sonra normale doner (82). Tek tarafl
testis torsiyonu sonrasi her iki testikller arterde azalan kan akiminin uzun
donem sonuglari testis fonksiyonu ve fertiliteyi etkilemektedir (87,88). Nagler
(89), Saba (84), Tanyel (81), Cerasara (90) ve Krarup (91) karsi testisin tek
tarafli testis torsiyonundan etkilendigini, buna kargin Turner (80), Akgur
(3,92) ise bu islemin karsi testiste bir degisime yol agmadigini belirtmislerdir.
Hatta Turner kargi testiste gorulen hasarin ancak skrotumdan yapilan cerrahi
girisim sonucu skrotal 6dem ve inflamasyona sekonder bir artefakt
olabilecegini belirtmigtir. Cosentino ve ark. (93) ise degisik sureler igin
uygulanan deneysel testis torsiyonu modelinde, torsiyon suresi ne olursa
olsun detorsiyondan alti hafta sonra kargi testiste de ciddi dejenerasyonlar
gorulduguna bildirilmiglerdir.

iskemi ya da hipoksiye maruz kalan doku ve hiicreler bu duruma
artmig damar gegirgenligiyle birlikte hucre igi ve disinda 6dem ile cevap
verirler. Testis damar gegirgenligi bir saat torsiyon ve 24 saatlik reperfiizyon
sonunda artmaktadir (80). Bir gun suren reperfizyon sonunda toksik aldehit,
hidroperoksit ve peroksilipid duzeyleri, artmigs damar gecirgenligi ve

antioksidan miktarindaki azalmaya bagh olarak yukselmekte, bu ise germ
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hicrelerinde Olume kadar giden yikima yol agmaktadir. Sonunda hicrede
apoptoz ya da nekroz gelismektedir (94,95). Krarup (91), Nagler (89) ve
Barkley (96) tek tarafli testis torsiyonunda karsi testisin ortalama tubul
capinda ve spermatogenezde azalma oldugunu bildirmiglerdir. McCord ve
ark. (41) yaptiklari klinik calismalarda uzamis torsiyon sonrasi hastalardan
alinan testis biopsilerinde hipoksik ve iskemik siUregler sonunda karsi testis
kan akiminda yavaglama ve mikrovaskuler tikkanma ile karakterize vaskuler
hasari gostermislerdir. Hadziselimovic ve ark. (97) testis torsiyonu nedeniyle
basvuran 38 prepubertal ve adodlesan erkek c¢ocugundan alinan testis
biopsilerinde kargi testisin de etkilenmis oldugunu belirtmiglerdir. Bu
yayinlarda karsi taraftaki degisimin iskemi ile degil detorsiyon sonrasi
reperflizyon hasariyla ilgili ve histopatoloji ile uyumlu oldugu gdsterilmistir.
Karsli testis hasari konusunda iskemi/reperfizyon teorisinden baska
otoimmunizasyon, akrozomal enzimlerin salinimi, torsiyon sirasinda
bozulmus noéroendokrin ya da vazomotor cevap Uzerinde durulmustur
(82,89). Puri ve ark. (98) prepubertal hastalari konu aldiklari klinik calismada
agir nekroz saptanan fakat az da olsa testikller fonksiyon gostermesi
umuduyla skrotumda birakilan testisleri puberte sonrasi muayene ettiklerinde
detorsiyone testislerde agir atrofi gérmuslerdir. Sperm incelemeleri ilging
olarak normal bulunmus ve evli olanlarin hepsinin baba oldugu bildirilmigtir.
Sonugcta puberte dncesi ve sonrasi durumlarda farkli mekanizmalarin isledigi
ve prepubertal donemdeki testis torsiyonlarinda kontralateral testis Uzerinde
otoimmdun yolla hasar meydana gelmedigi fikri savunulmustur. Cosentino ve
ark. (77) antisperm antikorlarin karsi testis hasarindan sorumlu oldugunu,
Cerasaro ve ark. (90) ise dokuda artmig sitotoksik antitestis antikorlarinin
bulundugunu vurgulamiglardir. Heindel ve ark. (99) karsi testis hasarinin
hicresel ve humoral immunite ile ilgili oldugunu belirtmislerdir. Karaguzel ve
ark. (100) karsi taraf testis hasarina sempatik aktivitenin neden olabilecegini
One surmuslerdir. Stres altinda, testis yoluyla sempatik refeksin aktive
olmasi, karsi testis hasarlanmasinda etkili bulunmustur. Deneysel tek tarafli

testis torsiyonunda kimyasal sempatektomi uygulamasinin karsi taraf testis
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dokusunda laktik asit ve hipoksantin seviyelerini ylkseltmesi ve histolojik
iyilesme saglamasi buna ornektir.

Serbest radikaller guglu reaktif 6zellikleri olan molekullerdir. Hlcrenin
savunma mekanizmalari ile ortadan kaldirlamazlarsa, hucre hasariyla
sonuglanan bir dizi reaksiyonu baglatirlar (38). Memeli testisleri serbest
radikallerin oksidatif hasarina karsi ¢ok hassastir (101). Reperfuzyonla ATP
yikim Urunu hipoksantin, oksijen sayesinde ve ksantin oksidaz varliginda urik
aside donusulr. Bu dontsum sirasinda ciddi miktarda SOR olusur. SOR hiicre
membranindaki lipidlerle reaksiyona girerek lipid peroksitleri olusturmakta,
bunlar da membran gegirgenliginde degisim yaratmaktadir. SOR olusumu
mikrovaskiler disfonksiyonun patogenezinde 6nemli rol oynayabilir. Yine
olusan serbest radikaller mikrosirktilasyonu durdurarak dolayli hasara sebep
olmaktadir (102). Tim bunlar reperfuzyon hasari olarak adlandiriimaktadir.
Doku lipid peroksit igerigi iskemi reperfuzyonunun en énemli belirtecidir.

Bugline kadar deneysel ¢alismalarda testiste olusturulan I/R hasarini
Oonlemek icin; allopurinol (103), eritropoetin (104), ve melatonin (105) gibi
antioksidanlar kullanilmigtir. Bu /R hasarini azaltmak i¢in kullanilan
mekanizmalar, multifaktoriyeldir ve tam olarak agiklanamamigtir. Tadalafil ve
L-arjinin, SOR'in etkilerini azaltmak ve kanda vyeterli konsantrasyona
¢cikmasini saglamak icin detorsiyondan 30 dakika dnce verilmigtir.

Calismamizda torsiyone testiste lipid peroksidasyon dizeyleri I/R
grubunda, diger gruplardan anlamh derecede yuksek oldugu saptandi
(p<0.05). ikili karsilastirmalarda ila¢ verilen gruplar arasinda istatistiksel bir
fark gorulmedi (p>0.05). Kontrol grubu ile tadalafil verilen grup arasinda
anlamli bir fark saptanirken (p<0.05), kontrol grubuna ait degerlerin, diger ilag
verilen gruplardan istatistiksel anlamda farkli olmadigi (p>0.05) goéruldu.
Karsi testise ait LPx deg@erlerinin tim gruplarda I/R grubu ile kiyaslandiginda
anlamli sekilde disuk oldugu goérulda (p<0.05). Karg! testiste tadalafil verilen
grubun degerleri, kontrol ve her iki ilacin verildigi kombine gruptan istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu gorildi (p<0.05). Torsiyone testislerdeki kadar
olmasa da kontralateral testisdeki I/R grubunun LPx dederlerinin, kontrol

grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttidi izlendi. Bu
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sonug testis torsiyonunda iskemi/reperfuzyon hasarinin her iki testisi de
etkiledigi fikrini desteklemektedir. Calismamizda lipid peroksidasyonu ilgili
elde edilen sonuglar, I/R sirasinda artis gosterdigi ancak I/R’a ilave olarak
verilen L-arjinin, tadalafil ve kombine kullaminin artan lipid peroksidasyon
seviyelerini azaltmak suretiyle siganlarda I/R sirasinda artan doku hasarini,
onemli oranda azaltabilecegini gostermektedir.

Nitrik oksidin serbest oksijen radikalleriyle etkilesimi ve antioksidan
Ozellikleri ile ilgili arastirmalardan elde edilen sonuglar celiskilidir. SUperoksidi
bagladigi icin NO'’in serbest radikalleri temizleyen, koruyucu bir faktér oldugu
dusundlmektedir. Reperflizyonun bagslangicinda serbest birakilan yogun
reaktif oksijen turlerinin hicre yaralanmasi ve doku 6limine neden oldugu
belirtiimistir. Ancak reperfizyon sirasinda salinan NO’in 6n kosullanma
mekanizmalarinda koruyucu etkiye sahip oldugu da éne surulmektedir (106).
Bunun digsinda baska calismalarda, superoksit ile NO reaksiyonunun trinu
olan peroksinitritin (ONOO-) ise gugcli ve yarilanma omrli uzun bir oksidan
oldugu izlenmis ve bu reaktif nitrojen bilesikleri; lipidler, DNA, tioller, amino
asitler ve metallerle reaksiyona girebildigi, enzim fonksiyonlarini bozabildigi,
membran buatlnligune zarar verebildigi ve DNA mutasyonuna neden
olabildigi de rapor edilmistir (107).

NO prekiirséru olan I-arjinin ve NOS aktivitesini inhibe eden NG-nitro-
L-arjinin-metil ester (L-NAME) ile yapilan ¢calismada, lipid peroksidasyonunun
gOstergelerinden biri olan MDA, ipsilateral testiste I/R sonrasi L-arjinin verilen
grupta azaldig! ve I/R sonrasi L-NAME verilen grupta ise MDA duzeylerinin
arttigi izlenmistir (108). Hatta baska bir ¢alismada I/R sonrasi L-NAME
verilen grubun MDA degerleri, ilag veriimeyen I/R grubundan daha yiksek
oldugu izlenmistir. Bu c¢alismada NO’in iskemi/reperflizyon hasarini
onlemedeki olumlu etkilerini, NO’in nétrofil fonksiyonlarini azaltmasina ve
adezyon molekullerinin saliniminda duzenlenmeye baglamiglardir (109).
Bizim gcalismamizda benzer sekilde lipid peroksidasyon degerleri L-arjinin
verilen grupta, I/R grubuyla karsilastiriidiginda anlamli sekilde dusuk

bulunmustur.
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Tadalafil selektif FDES inhibitoru olup, yarilanma omra 17,5 saattir ve
36 saat etkinligi mevcuttur (110). Sildenafilden daha selektif olup, benzer
farmakokinetik 6zelliklere sahiptir (111). Perk ve ark. sildenafil sitratin lipid
peroksidasyonu ve antioksidan enzimlere olan etkisi ile ilgili yaptiklari
calismada, superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) enzim duzeylerini
anlamli yukselttigi ve MDA duzeyini dusurdigunu gozlemlediler (112).
Deneysel spinal kord yaralanmasi uygulanan siganlarda, tadalafil
uygulanmasina takiben, SOD ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim
aktivitesinin arttigi ve lipid peroksidasyon dizeyinin azaldigi bulunmustur
(113). Siganlarda over torsiyonu sonrasi tadalafil uygulanan grupta SOD ve
KAT aktivitelerinin arttigi ve MDA dulzeylerinin azaldigi bulunmustur (114).
Kars! testiste duslk doz sildenafil ile ylksek doz sildenafil uygulanmasini
iceren cgalismada MDA duzeylerinin dusuk doz sildenafilde daha etkin
bulundugu izlenmistir (115). Kendi c¢aligmamizda ise, ipsilateral testiste
tadalafilin LPx dederlerini azaltti§i izlendi, fakat karsi testiste her iki ilacin
kombine verildigi grubun LPx degerleri, tadalafil verilen gruptan anlamli
sekilde daha dusuk bulundu.

Arastirmamizda antioksidan sistemin gostergelerinden birisi olarak
doku glutatyon duzeyleri de degerlendirildi. Glutatyon (GSH), hucreleri
oksidan hasara karsi koruyan hucre igindeki en onemli antioksidan
bilesiklerden birisidir (58). Calismamizda ipsilateral testiste GSH dulzeyleri,
I/IR grubunda diger gruplardan daha dusiik saptandi. Ikili karsilastirmalarda
sadece I/R grubunun degerleri ile kontrol ve kombine gruplarin degerleri
arasinda istatistiksel bir fark goérildi (p<0.05). Diger gruplar arasinda
istatistiksel anlamda fark olmadigi (p>0.05) goérildi. Kontralateral testise ait
glutatyon degerlerinin tGm gruplarda, kombine grubu ile kiyaslandiginda
anlamh sekilde dusik oldugu (p<0.05) izlendi. ikili karsilastirmada I/R ve
tadalafil verilen grup arasinda anlamli fark saptandi (p<0.05).

Yildiz ve ark. deneysel torsiyon modeli uyguladiklari c¢alismada,
dusuk doz sildenafil sonrasi kanda GSH oranlarinin I/R grubuna oranla
yukseldigi (116), kars! testiste de benzer sekilde dusik doz sildenafil sonrasi

doku GSH duzeylerinin I/R uygulanan gruba oranla yuksek oldugunu
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bulmuslardir (115). Bagka bir galismada, 1 saat iskemi/6 saat reperfuzyon ve
3 saat iskemi/6 saat reperfuzyon uygulanan iki grupta, L-alanil-glutamin ve
izotonik sonuglari karsilastirildiginda, GSH duzeyleri, L-alanil-glutamin
uygulanan grupta daha ylksek oldugu go6zlemlenmistir (117). Kendi
calismamizda ise hem torsiyone testiste, hem da kargi testiste, GSH
duzeyleri her iki ilacin kombine verildigi grupta, diger gruplardan daha yuksek
bulunmustur. GSH duzeyleri ele alindiginda ilaglarin kombine kullanimi,
Ozellikle karsi testiste diger gruplardan Ustun oldugu gorulda.

Calismamizda torsiyone testiste Johnsen skorlarini
degerlendirdigimizde, I/R grubunun anlamli olarak duglk skora sahip oldugu
belirlendi (p<0.05) ve kontrol grubunun anlamli olarak en ylksek skora sahip
oldugu belirlendi (p<0.05). Diger ikili kargilastirmalarda tadalafil verilen ve L-
arjinin verilen gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmazken (p>0.05),
kombine grubuna ait degerlerin, diger ila¢ verilen gruplardan istatistiksel
anlamda farkli oldugu (p<0.05) goéruldl. Kontralateral testiste de yine ayni
sekilde I/R grubunun anlamli olarak disuk skora sahip oldugu (p<0.05) ve
kontrol grubunun anlamli olarak en ylksek skora sahip oldugu belirlendi
(p<0.05). Diger ikili karsilastirmalarda tadalafil verilen ve arjinin verilen
gruplar arasinda anlaml bir fark saptanmazken (p>0.05), kombine grubuna
ait skorun, tadalafil verilen gruptan istatistiksel anlamda farkl oldugu (p<0.05)
gériildii. Kontrol grubunda normal testis histolojisi izlenmistir. ipsilateral
testiste I/R grubunda yuksek oranda nekroz izlenmistir. I/R grubuyla benzer
olmakla beraber tadalafil verilen ve L-arjinin verilen gruplarda da yluksek
oranda 6dem ve konjesyon izlenmesine ragmen, kombine grupta daha az
izlenmistir. Kars! testiste ise I/R grubunda yiiksek oranda nekroz izlendi. ilag
verilen gruplarda benzer oranda 6dem ve konjesyon izlendi.

Deneysel testis torsiyonu sonrasi polideoksiribonukleotid (118) ve
ebselen (119) uygulanan g¢alismalarda torsiyone testiste Johnsen skoru, I/R
uygulanan gruba oranla yuksek saptanmis olup, carvedilol (120) uygulanan
bagka bir ¢calismada I/R grubuyla benzer sonuglar bulunmustur. Sildenafil ve
vardenafilin karsilastirildigi bir galismada, her iki ilacin spermatik aktiviteyi

artirdigi, fakat kargi testiste degisiklige neden olmadigi belirtiimistir. Kargi
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testiste degisikligin olmamasi, iskemi suresinin 3 saatten az olmasindan
kaynaklandigi belirtilmigtir (121). Sildenafil uygulanan baska bir ¢alismada,
kargi testiste yuksek doz sildenafil ile I/R grubunun spermatik aktiviteye etkisi
benzer bulunmus olup, dusik doz sildenafilin daha etkin oldugu
gozlemlenmistir. Ayni calismada 6dem ve konjesyon yuksek doz sildenafil
uygulanan grupta izlenmistir (115). Barlas ve ark.'nin 30 dakika iskemi/30
dakika reperfuzyon uyguladigi deneysel torsiyon modelinde L-arjinin verilen
grup ile L-NAME verilen grup karsilastirildiginda L-arjinin grubunda daha az
0dem ve konjesyon izlenmis olup, her iki grupta da nekroz goézlenmemistir
(108). Bizim g¢alismamizda daha yuksek o6dem, konjesyon ve nekroz
izlenmesi iskemi ve reperfizyon surelerinin daha uzun olmasindan
kaynaklanabilir. 6 saat iskemi/21 gin reperfizyon uygulanan bagka bir
calismada, kargi testiste L-arjinin verilen grupta yuksek spermatojenik aktivite
ve daha dusuk oranda 6dem ve konjesyon izlenmistir (122). Bizim
calismamizda da torsiyone testiste ilag uygulanmasinin spermatik aktiviteyi
artirdi§i izlendi, fakat kombine kullaniminin diger ila¢g gruplarindan Ustin
oldugu goruldl. Kargl testiste ise spermatik akvite, ilag verilen gruplarda, I/R
grubu ile karsilastirildiginda yuksek izlendi, fakat kombine kullaniminin,
tadalafil verilen gruptan Gstun oldugu izlendi.

Calismamizda oncelikle sicanlarin testis dokusunda,
iskemi/reperflizyon hasari olusturulmasi planlandi. Arastirmanin bulgulari
genel olarak deg@erlendirildiginde iskemi/reperfuzyon hasarinin tam anlamiyla
olustugu; lipid peroksidasyonu gdzlenmesinden, antioksidan sistemin
baskilanmasindan ve testis histolojisindeki bozulmadan go6zlenmektedir.
Bunlara ilave olarak calismada kullanilan L-arjinin, tadalafil ve ilaglarin
kombine kullanimi, hem oksidanlari baskilayarak hemde antioksidanlarin
etkisini artirmak suretiyle, deneysel iskemi/reperfUzyon hasarinda lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu etkiye sahip oldugu gorulmektedir. Ancak
ipsilateral testiste LPx deg@erlerine bakildiginda istatistiksel anlamda ilaglarin
birbirlerine Ustlnligu gézlenmemistir. Antioksidan olan glutatyon degerlerine
bakildiginda, ilag verilen gruplarda I/R grubuna oranla daha yuksek deger

izlenmesine ragmen, sadece kombine grubunun degerleri I/R grubundan
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anlamli olarak daha yuksek izlendi. Testis dokusunda spermatik aktivite
yoninden ilag verilen gruplar énemli bir etki gdstermistir. ilaglarin kombine
verildigi grubun degerleri, diger iki ilag grubunun degerlerinden anlaml olarak
yuksek izlenmistir, bu sonuca gore ilaglarin kombine verilmesi, torsiyone
testiste spermatik aktiviteyi daha fazla korudugu sonucuna variimigtir. Karsi
testis ele alindiginda ilaglarin tek basina verildigi gruplar karsilastinildiginda
lipid peroksidasyonunu baskilama, antioksidan olan GSH duzeyini yukseltme
ve spermatik aktivite konusunda birbirlerine UstinlUkleri olmadigi, fakat
kombine kullaniminin LPx'i baskilama ve spermatik aktivite yoninden
tadalafilden ve GSH dizeyini yukseltme yonunden diger iki gruptan ustin
oldugu izlenmigtir. Calismada genel olarak bakildiginda, iki ilacin kombine
kullaniminin ézellikle kars! testiste daha etkin oldugu gézlenmistir, fakat daha
fazla deney gruplari ile farkli stre ve uygulama sekilleriyle birlikte bu ilaglarin
verilmesinin olusturacagi doku koruyucu etkisinin daha iyi bir sekilde ortaya

konulmasi saglanabilecektir.
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