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1-GIRIiS

Urolojik acil girisim gerektiren hastaliklar arasnda olup testis torsiyonu
yirmibes yas altindaki erkeklerde 1/4000 oraninda goriilmektedir (1). Ani baglayan
skrotal agr1 en sik rastlanan sikayettir. Dogru tani konulmaz ve uygun tedavi
yapilmaz ise ilk alt1 saat icinde geri doniisiimsiiz iskemiye neden olarak o taraf
testisin kaybedilmesi ile sonug¢lanabilmektedir. Bu nedenle 0Ozellikle ani baslayan
skrotal agr1 sikayeti ile bagvuran hastada hizli bir sekilde taniya gidilmesi ve
sonrasinda tedavi amacli manuel detorsiyon veya cerrahi eksplorasyon yapilmasi

gerekmektedir (2).

Testis torsiyonu esnasinda olusan iskemik hasarin etyolojisinde ortamda
bulunan reaktif oksijen radikallerine (ROS) baglh oksidatif stres ve inflamasyon siireci
yer alir. Iskemik hasar donemi olarak adlandirilan bu siiregte testikiiler hasar primer
olarak oksijen desteginin azalmasina baghdir. Torsiyonun diizeltilmesinden sonra da

ROS iirtinlerinin olusmasiyla reperfiizyon hasari siireci baglar (3).

Apocynin; Apocynum cannabinum bitkisinin koklerinden elde edilen NADPH
oksidaz (NOX) inhibisyonu etkisi olan bir maddedir. Geleneksel hint tibbinda kalp
hastaliklarinda kullanilan apocynin (4-hydroxy-3-methoxyacetophenone) giiniimiizde,
piyasada bulunan en segkin selektif NOX inhibitorlerinden biridir. NOX siiperoksit
olusumunda rol alan bir enzimdir. Apocyninin NOX inhibitorii olarak tedavide
kullanilabilecegi deneysel c¢alismalarda gosterilmistir (4). ROS birgok reaksiyon
sonucunda iriinler olan hidrojen peroksit (H202) , peroksi nitirit (ONOO) , Nitrik
oksit’e (NO) doniislir. Apocyninin, antioksidan savunma sistemini ve rediikte
glutatyon’u (GSH) artirdigi, iskeminin tetikledigi hiicresel stresi smirladigi
goriilmiistiir (5 ). Iskemik korteks doku analizlerinde apocyninin GSH tiiketimini,
hidrojen peroksit olusumunu (H202), ve DNA fragmantasyonunu azalttig1
bildirilmistir (6).

Yapilan deneysel ¢alismalarda apocyninin beyin bobrek ve kalp dokusunda

iskemiye bagl hasar1 azalttigi vurgulanmistir (7,71). Yapilacak olan bu caligmayla



apocyninin iskemi reperflizyona (I/R) wugramis testis dokusu iizerine koruyucu ve

tedavi edici 6zelligini aragtirmak amaclanmustir.
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2-GENEL BIiLGIiLER

2-1 Testis Embriyolojisi

Embriyonun dorsal duvarmdaki mezodermal kabartidan iirogenital sistem
gelisi. Bu  kabarti intermediate mezoderm olarakta adlandirilir. Embriyonun
horizontal diizlemde katlanmasi ile tirogenital kabariklik adi verilen longitudinal

mezodermal sigkinlikler olusur.

Genital kabart1 icinde germ hiicrelerinin olusmasi1 6. gestasyonel haftada olur.
Primordial germ hiicreleri yolk kesesinin allantoise yakin endoderm
hiicrelerinden meydana gelmektedir. Altinci gestasyonel haftada germ hiicreleri son
barsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyip genital kabartiya gelirler. Primordial
germ hiicreleri genital kabarikliga varmadan once genital kabartinin kolomik epiteli
prolifere olur ve altinda yer alan mezensimin i¢ine girmeye baslar. Kolomik epitel
hiicreleri burada primitif cinsiyet kordonlar1 adi verilen diizensiz sekilli kordonlar
meydana getirirler. Genital kabarti primordial germ hiicrelerinin indiiklemesi ile over

veya testise farklilagir .

Eger embriyo erkekse primordial germ hiicreleri XY kromozomunu tasirlar. Y
kromozomu tizerindeki testis belirleyici faktoriin etkisiyle primitif cinsiyet kordonlar
cogalmaya devam eder ve testisin mediiller kordonlarmi meydana getirmek {izere
medullanin i¢ine dogru ilerlerler. Kordonlar sonradan hilusa dogru
ince hiicre siralarindan olusan bir ag meydana getirir. Bu agdan testis tiibiilleri

meydana gelmektedir.

flerleyen dénemlerde testis kordonlari yiizey epiteli ile olan iliskilerini
kaybeder ve testisin ylizeyi tunika albuginea adi verilen fibroz bir bag dokusu ile
epitelden ayrilir. Gestasyonun 16-20. haftalar1 arasinda testis kordonlar1 at nal
seklini alir ve bu kordonlarin uglar1 rete testis olarak devamlilik gosterir. Bu donemde
testis kordonlar1 germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden kdken alan sertoli

hiicrelerinden olugsmaktadir.

11



Testis kordonlar1 arasmmda yer alan interstisyel leydig hiicreleri gonadal
kabartinin  orjinal mezensiminden koken alarak kordonlarm  farklilasmaya
baslamasindan sonra ortaya c¢ikmaktadir. sekizinci haftada leydig hiicrelerinde
testosteron iiretimi baglar ve testisler dig genital organlarm farkhilasmasini saglar.
Puberteden sonra testis kordonlari agilarak seminifer tiibiilleri meydana getirirler.
Seminifer tiibiiller kanalize olarak rete testis tiibiillerine katilir ve sonrasinda duktus

eferente girerler (Sekil 1) .

Duktus eferentes kanallari rete testis ile mezonefrik kanal arasinda iliskiyi
saglar. Mezonefroz gerilerken epigenital tiibiiller rete testisin kordonlar1 ile birlesip
duktus eferentesleri meydana getirir. Paragenital tiibiiller ise rete testis kordonlari ile
birlesmez ve bunlarin kalintilar1 paradidimisi olusturur. Mezonefrik kanallar ana
genital kanallar1 olustururlar. Mezonefrik kanallar uzayarak eferent duktuslarmn giris
yerinin hemen altindan itibaren duktus epididimi meydana getirirler. Mezonefrik
kanal epididimin kuyruk kismindan seminal vezikul tomurcuguna kadar kalin bir kas
kilifi ile sarihdir ve bu kisim duktus deferens admi almaktadir. Duktus deferensin
seminal vezikiillerden sonraki wuzantis1 ise ejekulatuar kanaldir. Erkekte
paramezonefrik kanaln kranial ucundaki kismi diginda tiimii dejenere olmaktadir.

Dejenere olmayan bdliimden ise apendiks testis olusur.

Testis ve mezonefroz 2. aym sonunda iirogenital mezenter ile karm arka
duvarma baglanir. Testisin kaudal kutbundan uzanan ekstraselliiler matriksten zengin
mezensimal yap1 ise gubernakulumdur. Testisin inferiora inigini tamamlamasimdan
once gubernakulum inguinal bolgede internal ve eksternal abdominal oblik kaslar
arasinda son bulur. Testisin skrotum i¢ine inmeye baglamasit ile birlikte
gubernakulumun ekstraabdominal kismi olusur ve inguinal bolgeden skrotal sislige
dogru biiyiir. Testis inguinal kanaldan gecerken gubernakulum skrotum tabanina
tutunmaktadir. Testisin inigini kontrol eden faktorler tam olarak bilinmemektedir. Bu
donem miillerian inhibe edici faktor (MIF) ve androjen hormonlarin etkisi altinda
gerceklesmektedir.

Kolomik bosluga ait periton karin 6n duvarmnin her iki yaninda vaginal proses
ad1 verilen bir peritoneal cep olusturur. Muskiiler ve fasiyal yapilarla birlikte skrotal
sislige dogru ilerleyen vaginal prosesler inguinal kanali meydana getirirler. Testisler
inguinal kanaldan ge¢ip skrotuma inerler ve sonrasinda ise vaginal prosesin katlantisi

ile sarilirlar. Testisi saran peritonun i¢ kisimda kalan parcasi tunika vaginalisin viseral
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yapragi, dis tarafta kalan pargasi ise pariyetal yapragidir. Internal spermatik fasia
fasia transversalisten, kremaster internal oblik kastan ve eksternal spermatik fasia ise

eksternal oblik kastan meydana gelir (9).
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Sekil 1: Testis gelisimi (8).
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2.2. Testis anatomisi

Testis ortalama 15-20 ml hacminde ve 4x3%2,5 cm boyutlarmdadir. Siklikla sol
testis sagdakine oranla yaklasik 1cm daha asagida bulunmaktadir (10). Testis distan
ice dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa olmak iizere 3
tabakadan olusan bir kapsiil ile sarilidir. Tunika vaginalis visseral ve parietal olmak
iizere 2 tabakadir (Sekil 2). Bu iki tabaka arasindaki boslukta serdz sivi bulunur, bu

stvinin artigt ile hidrosel olusur. Ekstravaginal testis torsiyonu bu boslukta olusur

(11).

Tunika albuginea testis igerigini sarar, yapisinda kollajen doku icine dagilmis,
dallanmis diiz kas hiicreleri bulunur. Bu lifler ejekiilasyonda kasilarak  sperm
hiicrelerinin efferent duktuslara dogru hareket etmesine yardimci olur. Tunika
albuginea septalarla seminifer tiibiiliisleri 250-300 lobiile boler. Tunika vaskulosa
testisin septumlarmin i¢ yiiziinii orter. Her bir septum seminifer tiibiil ve sentrifugal
arter icerir. Interstisyel doku, leydig hiicreleri, mast hiicreleri makrofajlar, sinir, kan
ve lenfatik damarlardan meydana gelir. Seminifer tiibiiller; iki ucu da rete testiste
sonlanan ‘V’ seklinde tiibiillerdir. Testisde yaklastk 600- 1200 seminifer tiibiil
bulunur (12). Rete testis 6-12 efferent kanalin birlesmesi ile olusur, testikiiler sivi ve

spermatazoanin epididim bas kismina aktarilmasini saglar.

2.2.1.Testisin norovaskiiler yapilari

Testis kan akimi 100 mg doku i¢in yaklasik 9 ml/dk’dir. Testikiiler arter
abdominal aortadan renal arterin hemen altindan ¢ikar. Kremasterik ve deferential
arterler de hipogastrik arterin dallaridir ve testisin kanlanmasma katkida bulunur.
Testikiiler arter testise posteriyordan girer. Tunika albugineayr gegtikten sonra
anteriyorda testis parankimi lizerinden transvers olarak gececek sekilde dallanir,
sonra posteriyora ve inferiyora dogru seyreder. Testisin anterior ve inferior bolgeleri,

medial ve lateral bolgelerine oranla daha cok damar igermektedir.
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Sekil 2:Testis Anatomisi (12)

Posteriyordan ilerleyen venler, mediastenden gelen kiiciik venlerle ve vas
deferens venleri ile birlesir ve pleksus pampiniformisi olusturur. Pleksus
pampiniformis spermatik kordun i¢inde inguinal kanaldan gecerek sagda vena kava

inferiora, solda ise renal vene dokiiliir.

Testisin lenfatik drenaji 4-8 lenfatik damar ile spermatik kord icinden gegerek

paraaortik lenf nodlarina dokiiliir (13).

Testis, medulla spinalisin torakal 10-12 segmentlerinden kaynaklanan sempatik
ve nervus vagustan kaynaklanan parasempatik liflerden olusan pleksus testikiilaris ile
innerve edilir. Pleksus testikiilaris sinirler testikiiler arter ve deferential arter etrafinda

testise ulasir (13).
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2.3.Testis Histolojisi

2.3.1. intertisyel Doku

Intersitisyel doku testis dokusunun %30’unu olusturur. Leydig hiicreleri, kan
damarlari, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast hiicrelerini icerir. Leydig hiicreleri
santral konumlu, tek, yuvarlak bir ¢ekirdege sahip, testosteron iireten hiicrelerdir ve

ergenlikte ortaya ¢ikarlar.

Testosteron, kolesterolden sentezlenir, seckonder seks karakterlerinin
gelismesinden sorumludur. Liiteinizan hormon testosteron salgilanmasmi uyarir.
Testosteronun %65°1 androjen baglayici protein olarak adlandirilan bir beta globiiline,

%33’1 albiimine bagh, % 2’si ise serbest olarak bulunur.

Spermatogenez, hipofizden salgilanan folikiil stimiilan hormon ile Liteinizan
hormonun testise stimiilan etkileriyle baslar. Liiteinizan hormon, Leydig hiicrelerine
testosteron yapimmi uyarir. Folikiil stimiilan hormon ise sertoli hiicrelerini
etkileyerek adenilat siklazi, siklik adenozin monofosfat’s, androjen baglayici protein
sentezini artirir. Androjen baglayici protein testosteronu baglayarak seminifer tiibiile
tasir. Testosteron spermatogenezi uyarir, 0strojen ve progesteron ise spermatogenezi

inhibe eder (15).

2.3.2.Seminifer Tiibiiller

Her testis lobiili 1-4 arasinda seminifer tiibiil icerir. Intertisyumdan miyoid
hiicreler iceren bazal membran ile ayrilirlar. Seminifer tiibiil uzunluklar1 yaklasik 30-
70 cm’dir, germ hiicreleri ve sertoli hiicrelerini igerirler.

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin bazal kismindan liimene dogru uzanan
boliinme yetenegi olmayan destek hiicreleridir. Seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin

%10’unu olustururlar. Cekirdekleri diizensiz sekilli ve biiyiiktiir.

Pubertede sertoli hiicreleri arasindaki siki baglanti kompleksleri kan testis

bariyerini olusturur ve kandan gelen maddelerin limen igerisine gegisini Onler.
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Spermatogenezin diizenlenmesi, androjen baglayict protein, transferrin, bilyiime
hormonu, seruloplazmin, inhibin gibi pek c¢ok maddenin sentezini yaptiklari gibi

fogositoz islevleride vardir (15).

Germ hiicrelerinin olgunlagmasmi 64 giinde tamamlanir. Bazal membrana
oturan spermatogonium A kok hiicreleri olustururken, spermatogonium B mitoz ile
boliinerek primer spermatositlere doniisiirler ve sonrasinda mayoz bdlinme ile
sekonder spermatositleri olustururlar. Sekonder spermatositler ikinci bir mayoz
boliinme ile haploid spermatidlere donisiirler. Haploid spermatidler ise,

spermatozoonlar1 olustururlar (16,17).

2.4. Testis torsiyonu epidemiyoloji ve etyolojisi

Testis torsiyonu ilk defa Huntur tarafindan etkilenen testiste kalici iskemik
yaralanmaya sebep olan iirolojik acil durum olarak tanimlanmistir (3). Yirmibes yasin
altindaki  erkeklerde testis torsiyonu insidanst 1/4000’dir. Cummings ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir c¢alismada hastalarin %61’inin 21 yasindan kiigiik
oldugunu bildirmislerdir (2). Testis torsiyonu birincisi neonatal donemde ve ikincisi
13 yas civarinda olmak {izere iki kez pik yapmaktadir (5). Testis torsiyonu goriilen en

yash vaka ise 69 yasmdadir (10).

Tunika vajinalis testisin anterior ylizeyini sarar ve epididim ile spermatik kord
iizerinde alanlar olusturur. Eger tunika vajinalis korda kadar sararsa testis tunikal
kavite i¢inde serbest olarak hareket eder ve kendi mezenteri etrafinda donebilir. Bu
duruma “can tokmagr” varyanti denilen durum olusur. Postmortem testislerin
%12’sinde goriiliir. Cocukluk ve adolesan doneminde torsiyonun en sik nedenidir ve
siklikla bilateraldir (13). Testis skrotumda horizontal bir pozisyonda durur. Neonatal
donemde inmekte olan testis ve testisi saran dokular skrotum igerisinde ¢ok
hareketlidir. Bu yas gurubunda kord ve tunica vajinalis birlikte donebilir. Bu durum
ekstravajinal torsiyon olarak adlandirilir ve kiigiik yastaki torsiyonlarin c¢ogundan

sorumludur. Ancak bu yaslarda intravajinal torsiyon da goriilebilir (14).
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2.4.1. Cocukluk donemi ve peripubertal torsiyon

Torsiyon siklikla akut baslayan tek tarafli testikiiler agri ile kendini gosterir.
Skrotal agri, kasik, karm veya uyluk agris1 goriilebilir. Travma, egzersiz ve bisiklet

siirme torsiyona neden olabilir.

Genel olarak muayeneye normal testisten baslanir, horizontal pozisyondaki
testis can tokmagi deformitesini akla getirmeli ve kontralateral testiste torsiyon
olabilecegi diistiniilmelidir. Etkilenen tarafta testis hassas ve sistir, skrotumda yiiksek
yerlesimlidir, kord kalinlasmis ve hassastir. Sekonder hidrosel bulunabilir, kremaster

refleksi goriilmeyebilir (18).

Iskemik testikiiler hasar testisin dénme sayis1 ve torsiyon siiresiyle iligkilidir.
360°’ den fazla ve 24 saatten uzun siiren torsiyonlarda testis yerinde birakilirsa testis
atrofisi sonucu ipsilateral testis kaybi1 gerceklesir. Dort saatten uzun siiren

torsiyonlarda da testiste atrofi gortilebilir (19).

Tedavi icin acil olarak manuel yada cerrahi detorsiyon uygulanmasi gerekir.
Cerrahi islem sirasinda orta hat skrotal insizyon ile testise ulasilir. Kord diizeltilir ve
testis 1slatilmis gazli bez ile sarilir. Eger torsiyone testis belirgin olarak siyah ve
cansiz gorllilyorsa c¢ikartilmast uygun olur. Bristol ve arkadaslarmm yaptiklar
caligmalarda, 12 saatten kisa torsiyone olan testislerin sadece %4’iiniin nekrotik
oldugu, ancak daha uzun siireli torsiyon gergeklesmisse %75’ine orsiektomi yapildigi

bildirilmistir (18).

2.4.2. Testis torsiyonunda klinik bulgular

Hastalar siklikla akut baslayan ve gittikce artan agri ile hastaneye basvurur.
Ayn1 zamanda abdominal agr1 da olabilir. Bulant1 kusma siklikla olur ve hafif ateste
goriilebilir. Torsiyon genellikle tek tarafli olup %2 oraminda bilateral olabilir. Sol
taraf genelde daha sik etkilenir. Palpasyonla testis ¢ok hassastir. Torsiyone testis
retrakte olur, skrotumda yiiksek yerlesimli ve horizontaldir. Epididimin anteriorda
hissedilmesi onemli bir bulgudur. Testikuler elevasyon ile agri azalmaz (Phren

bulgusu) ve bu durum orsitte goriilenin tersidir (20).
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2.4.3. Kronik intermitan torsiyon

Kronik intermitan torsiyonda hasta tekrarlayici akut tek tarafli skrotal agri
epizodlar1 tarif eder. Agr1 genelde birkac¢ saat i¢inde kendiliginden kaybolur. Klinik
muayene ve radyolojik bulgular hastaneye geldiginde genellikle normale donmiist

olur (21).

2.4.4. Ayiric: tam

Testis torsiyonunun apendiks testis torsiyonu, strangiile herni, orsit, epididimit
gibi akut skrotal agr1 yapan hastaliklardan ayrimi yapilmalidir. Testis torsiyonu agrisi
epididimorsitten daha siddetlidir (22). Apendiks testis torsiyonu testis torsiyonundan
daha yavas baslar, “mavi nokta” bulgusu ve testisin iist poliinde lokalize hassasiyet
vardir. Cocuklarda akut skrotal agrinin %35-67 sinden apendiks testis torsiyonu
sorumludur. Kremasterik refleks ¢ogunlukla mevcuttur. Akut travma &ykiisii varsa
testis riiptiirii ve hematosel ayric1 tanida diisiiniilmelidir. Henoch-Schonlein purpurasi

ve poliartritis nodoza akut skrotal agrinin diger nedenleri arasindadir (23).

2.4.5. Tamsal testler ve goriintilleme yontemleri

Tam kan saymmi ve idrar analizi genellikle normaldir. Ultrasonografik inceleme
(USQ) testis torsiyonu tanisinda en sik tercih edilen radyolojik yontemdir (20). Tam
torsiyonda doppler ultrasonografik goriintiilemede kan akimi tamamen kaybolmustur.
Kismi torsiyonda kan akimi bazi pollerde goriilebilir. Torsiyonun siiresine gére USG
bulgular1 degisebilir. Genel olarak etkilenen testis genislemis ve heterojen eko yapisi

gortiliir (21). Epididim boyutu artmis ve avaskulerite goriilebilir (22).

Manyetik rezonans (MR) goriinteleme de testis torsiyonu tanisinda ileri tetkik
olarak kullanilabilir (23). Klinikk uygulamada pediyatrik doénemde anestezi
gerekliliginden dolay: pek tercih edilmemektedir.

izotop Tc 99’ kullamlarak yapilan sintigrafi de testisin kan akimmmn

degerlendirilmesinde kullanilir. Sintigrafide torsiyone olmus testisin g¢evresindeki
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dokulara nazaran radyoniklid izotopu daha az tutmasma bagl olarak halka bulgusu

gortiliir (24).

2.4.6. Komplikasyonlar

Spermatogenez torsiyon geg¢irmis hastalarda belirgin olarak bozulmustur ve bu
durum infertiliteye sebep olabilir. Hastalarin yaklasik %35’inde sperm sayist 15

milyon / ml’nin altindadir (25).

Baz1  arastirmalarda testis torsiyonunun kontralateral testiste biyokimyasal
degisikliklere neden oldugu bulunmustur (21). Kontralateral hasara ndro-hormonal
yolaklarin yol agtig1 diisliniilmektedir. Unilateral detorsiyondan sonra pentoksifilin
gibi bazi ilaclarin her iki testiste de kan akimim arttirdiklar1 gosterilmistir (26). Buna

ragmen kontralateral hasarin patofizyolojisi heniiz tam olarak a¢iklifa kavusmamustir.

2.4.7. Tedavi

Akut hassas skrotal sisligi olan erkekte hikaye, muayene veya goriintiileme
yontemleri ile torsiyon tanist konulabilir. Manuel detorsiyon, ilk 6 saatte, cerrahi
hazirhigin devam ettigi esnada uygulanmalidir. Manuel detorsiyon kronik intermitan
torsiyonlarda da denenmelidir (27). Agrili bir prosediir oldugu i¢in sedasyon veya
spermatik kord blogu gereklidir. Genellikle testisler medialden laterale dogru
detorsiyone edilir. Basarili manuel detorsiyonda skrotal agrmmm hemen gegmesi
gerekir. Detorsiyonun kesin gostergesi ise dopler ultrasonografide kan akiminin

diizelmesidir (28).

Manuel detorsiyonun basarili olmadigi hastalarda acil cerrahi  miidehale
gereklidir. Alt1 saatten sonra kalic1 iskemi olugmaya baslar. Cerrahi insizyon ig¢in
genellikle transskrotal yaklasim tercih edilir. Eksplorasyon esnasinda etkilenen testis
ve spermatik kord detorsiyone edilir, testisin canliifi degerlendirilir. Testis
canliligini yitirmigse veya nekrotikse orsiektomi yapilir. Miimkiinse orsiektomi
kontralateral orsiopeksi ile beraber uygulanmalidir. Detorsiyon sonrasi testis canli
goriilityorsa bilateral orsiopeksi yapilir. Torsiyon igin yapilan orsiopekside testis

tunika albugineadan dartosa fikse edilir (29).
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2.5. Testis torsiyonu, iskemi / reperfiizyon sonrasi oksidatif stres

Testisde iskemi, reperfiizyon hasarinin olusumunda ROS ve RNS’nin asiri
iretimi rol oynamaktadir (30). Molekiiler oksijen ve serbest elektron, reperfiizyon
fazinda hipoksantin, XO sisteminde karsilasir ve dnce O2- anyonuna, sonrasinda
SOD aktivitesi ile H202’ye doniisiir. Dokularda hipoksi ile bir purin metaboliti olan
hipoksantinin artar, hipoksantin XO sistemi ile temizlenirken oksijen radikalleri

olusur (Sekil 3) (31).

ikinci faz saatler veya giinler siirer geri ddniisiimsiiz doku hasar1 ve
inflamasyon olusur. Notrofil infiltrasyonu ve makrofaj hakimiyeti séz konusudur.

Erken reperflizyon esnasinda SOR iiretimi nonenzimatik reaksiyonlara olur (32).

Lipid peroksidasyonu, hiicre membranindaki ve lipoproteinlerdeki unsature
lipid ve kolesterollerin oksidasyonu ile olusur ve iskemi-reperfiizyonun (I/R) en
zararli sonucu olarak kabul edilmektedir (32). Bazi arastirmacilar rat testisi
tizerindeki etkileri sadece iskemiye baglayip IR’nin ortak etkisini yok saymustir(34).
MDA I/R hasarmm lipid peroksidasyonu esnasinda olusan, sekonder bir iiriiniidiir.
Testis dokusunda, testikiiler hasar sonrast MDA seviyesi artar Antioksidan enzimler
serbest oksijen radikallerini su ve oksijen haline cevirirler. Bu enzimlerden en iyi
bilinenleri siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalazdir
(CAT)’. SOD seviyesi reperflizyon hasarina bagh olarak azalir (32).
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Sekil 3: Serbest Oksijen Radikallerinin Olusumu ve Antioksidan Enzimler (32)

2.5.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal, bir ya da daha c¢ok sayida ciftlesmemis elektron igeren atom

veya atom gruplaridir. Herhangi bir atom veya molekiiliin dis orbitallerinde bir veya

daha fazla paylasilmamis elektron bulunmasiyla, kimyasal tiiriin reaktivitesi artar,

boylece kararsiz hale gelir ve dis yoriingesindeki elektronun ortaklanmasini saglamak

ve kararli hale gelmek icin diger molekiillerle reaksiyona girebilecek aktif bir yapi

gosterir (35).

Ekzojen kaynaklar: dogal zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik oksijen),

iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaglar, alkol, patojenik bakteri ve viriislerdir ( 36).

Endojen kaynaklar ise mitokondrial elektron transport sistemi,
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endoplazmik retikulum fonksiyonlari, arasidonik asit metabolizmas1 veya
siklooksijenaz (COX) sistemi, redoks dongiisii, fagositik hiicreler (monosit,
makrofajlar, ndtrofil, eozinofil) ve endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar,

X0, NOX gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir (37).

Serbest radikaller basta niikleik asitler, lipidler ve proteinler olmak tizere birgok
molekiile zarar verir. Reaktif oksijen {iriinleri biyolojik sistemde hasara neden
olmakta, bu durum da oksidatif veya nitrozaktif stres olarak nitelendirilmektedir.
Serbest radikallerin hiicrede ilk karsilastiklari yapt membran lipid komponentleridir

(38).

2.5.2. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Hiicre membranlar1 ¢oklu doymamis yag asitleri acisindan zengindir. Coklu
doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve
zincirleme olarak kendiliginden siiren bir reaksiyon cesididir. Coklu doymamis yag
asitlerinin serbest radikal aracili oksidasyonu ile lipid hidroperoksitler gibi birincil
metabolitler olusurken daha ileri oksidasyon reaksiyonlar1 sonrasi siklik peroksitler
gibi ikincil lipid peroksidasyon metabolitleri olusur (39). Coklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu, yapilarindaki hidrojen atomunun zincir baslatici radikale
veya hidroksil radikali gibi kararsiz yapilara transferi sonucu pentaenil karbon
merkezli lipid radikalinin olugmasi ile baslar. Burada karbon merkezli lipid radikali
molekiiler oksijenle tepkimeye girerek lipid hidroperoksil radikalini olusturur. Lipid
hidroperoksitler ~ boliiniip  siklik  aldehitlere  (4-hidroksinonenal, MDA, 4-
hidroksihekzenal)  doniisebilir. Bu aldehitler diger biyolojik molekiillerle
(aminoasitler, proteinler) reaksiyona girerek hiirede sitotoksik, genotoksik hatta

proliferatif etki gosterirler (40).

2.5.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin oksidasyonu, ROS ile veya diger oksidan metabolitlerle kovalent
modifikasyonu sonucu gerceklesir. Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari

enzim aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarmm ve proteaz inhibitor aktivitenin

kaybi, protein agregasyonu, artmis ya da azalmis
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proteolize yatkinlik, reseptdr aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki
degisimler, immunojen aktivitedeki artig olarak siralanabilir (41). Serbest radikallerin
proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna yol actigi ve bunun da protein
oksidasyonunun en erken gozlenebilen belirtisi oldugu bilinmektedir. Sistein
aminoasidinin —SH grubu oksidatif ataga olduk¢a yatkindir ve —SH gruplarindan
degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali (-S.) proteinlerdeki disulfit baglarinin
olusumuna onciilik eder. Ayni zamanda —SH gruplar1 oksidasyonu sonucu oksiasit

tiirevleri olusur (42).

2.5.4. Oksidan Ve Antioksidanlar

Organizmalardaki lipid, protein, niikleik asit ve karbohidratlar oksidatif hasar
icin hedef molekiillerdir. Viicutta olusan serbest radikalleri metabolize eden, onlarin
diizeylerini kontrol altinda tutan, serbest radikal olusumunu onleyen, temizlenmesini
artiran veya olusabilecek hasar1 engelleyen ve onaran savunma mekanizmalar1 vardir.
Savunmay1 yapan bu maddelere antioksidan maddeler denir. Aerobik hiicrelerde

bulunan antioksidan sistemler endojen veya eksojen olabilir.

Endojen antioksidanlar; ya enzimatik (glutatyon transferaz, glutatyon rediiktaz,
mitokondriyal oksidaz sistemi) veya nonenzimatik (bilirubin, albumin, trik asit, o-
tokoferol, seriiloplazmin, transferrin, ferritin, glutatyon gibi) maddelerdir. Ekzojen
antioksidanlar; C vitamini, E vitamini, folik asit, asetilsistein, allopurinol, mannitol ve

demir selatorleri sayilabilir (43).

Antioksidanlar islevlerine gore primer, sekonder ve tersiyer olarak Tige
ayrilirlar. Primer antioksidanlar yeni ROS olusumunu 6nler (Ferritin, seriiloplazmin,
haptoglobulin, hemopeksin gibi). Sekonder antioksidanlar (vitamin C, vitamin E,
bilirubin, B karoten ve iirik asit gibi) zincir kirict reaksiyonlar sayesinde serbest
radikalleri uzaklagtirirlar. Tersiyer antioksidanlar ise serbest radikaller tarafindan

hasar goren biyomolekiilleri onarirlar (37).
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2.54.1. SOD

Stiperoksit dismutaz ilk olarak 1968 yilinda Mccord ve Fridovich tarafindan
tamimlananmis olup, antioksidan savunmanm ilk basamagi olan siiperoksitin
H202’ye ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalizler.
SOD
202- + 2H+ >H202 + 02

Okaryotlarda SOD enziminin 3 izoenzimi bulunmaktadir. Bunlar tasidiklari
prostetik grup (metallere) ve lokalizasyonlarina gore adlandirilir. hiicre i¢i sitozolde
bulunan Cu-ZnSOD (SOD1), mitokondride bulunan, mangan iceren MnSOD (SOD2)
ve Cu-ZnSOD’un hiicre dig1 formu (SOD3) olmak iizere ii¢ formu bulunmaktadir.
Hiicrede en ¢ok bulunan izomer SOD1’dir. Mitokondri MnSOD enzimi niikleer DNA
tarafindan kodlanmakta ve mitokondriye tasinmaktadir. Bunlarin disinda 6karyotlarda

bulunmayip prokaryotlarda bulunan Fe-SOD mevcuttur (44).

2.54.2. CAT

Katalaz; H202’yi O2 ve suya yikan enzimdir. Yapisal olarak kovalent olmayan
bag ile bagh protoporfirin IX Fe (hem) grubu igerir. Hemoprotein olan CAT in
molekiil kiitlesi 248 kDa’dur. Yapisinda dort hem grubu bulunan bir hemoproteindir.
Kan, kemik iligi, miikoz membranlar, karaciger ve bobrekte yiiksek miktarlarda
bulunmaktadir. Hidrojen peroksid olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda katalitik
tepkimeyle hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir.
Hidrojen peroksid olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda ise peroksidatif etkisi
vardir. Enzimler arasinda en yiiksek katalitik doniisiim hizina sahiptir, aktivitesi i¢in
demir gereklidir (45).

CAT
2 H202 >2H20 + 02 (45)
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2.5.4.3. Glutatyon

Glutatyon; sistein, glutamik asit, ve glisinden olusan diisiik molekiil agirlikl bir
tripeptiddir. intraselliiler tiyol bilesigidir. Gamma-glutamil kdpriisii ve siilfidril grubu
seklinde iki kisimdan meydana gelmektedir. Glutatyon, bazi endojen ve eksojen
bilesikler ile konjuge olur. Glutatyonun dokulardaki diizeyi gama glutamil transferaz
(GGT) ile ayarlanir. Lipit peroksidasyonu ile GSH konsantrasyonu azalirken, okside
glutatyon (GSSG) konsantrasyonu yiikselir. Proteinlerdeki —SH gruplarinin
korunmast ve aminoasidlerin hiicre i¢ine tasinmasinda rol oynamaktadir. Glutatyon,
selenyum iceren glutatyon peroksidaz (GPx) ile yiikseltgenmektedir. GPx ise GSH’1n

indirgenmesinde gorev yapmaktadir.

Glutatyon Rediiktaz
2GSSG + NADPH >2GSH + NADP

Karaciger, plazma, kan hiicreleri, beyin, akciger, bobrekler gibi organlarda
bulunur. Karaciger sitozoliindeki GSH hizli bir dongiiye sahiptir ve yar1 omrii 2-4
saattir, mitokondride ise yaklasik 30 saatlik bir yar1 6mre sahiptir. Hiicreden toksik
metabolitleri uzaklastirir ve indirgenmis formu sayesinde hiicrelerdeki siilthidril
grubunun devamliligim saglar. Hiicre digina taginabilen GSH membranda bulunan
GGT enziminin etkisiyle aminoasitlerle birlesip bunlarm transportunda rol
oynamaktadir. GSH’un sisteinin depo ve transport formu oldugu diistiniilmektedir

(46).

2.5.4.4. GPx

Glutatyon peroksidaz hiicrelerin sitozoliinde bulunur. Siiperoksit dismutaz
tarafindan olusturulan H202 ve yag asidi peroksitlerini elimine eder. Glutatyon
peroksidaz fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlarda rol alir. Fagositoz sirasinda
olusan solunum patlamasi neticesinde meydana gelen serbest radikal
peroksidasyonundan fagositik hiicrelerin zarar gdérmesini engeller (47). Eritrositlerde
oksidan strese karsi en etkili antioksidan GPx’dir. GPx aktivitesi azaldiginda H202
seviyesi artar, bu durum siddetli hiicre hasarina yol agar (48).

GPx
H202 + 2GSH > GSSG +2 H20
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2.54.5. MDA

Malonaldialdehit  lipid  peroksidasyonunun son {riinidir ve lipid
peroksidasyonunun degerlendirilmesinde MDA seviyesi Olgiiliir. Enzimatik olmayan
oksidatif lipid peroksid parcalanmasi sonucu olusur. Doku reaksiyon zincir hizinin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir. Reaktif oksijen iirlinlerinin seviyesinin tesbitinde
MDA o6nemli bir gostergedir. Malonaldialdehit niikleik asitlere, proteinlerin amino

gruplarina, fosfolipidlere baglanarak toksik etkisini gosterir (49).

Lipid peroksidasyonu, bir zincir reaksiyonu olup daha ileri peroksidasyonu
baslatan serbest radikaller i¢in siirekli bir kaynak saglar. Lipid peroksidasyon;
fosfolipid, gliserid, glikolipid, ve steroidlerin yapisinda bulunan doymamis yag
asitlerinin oksidan maddeler araciligiyla aldehit, alkol, hidroksi asit, pentan ve etan
gibi triinlere yikilmasi kapsayan, potansiyel olarak yikici etkileri olan bir zincir
reaksiyondur. Bu sekilde olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Lipid
peroksidasyonu, organizmada serest radikal etkisi sonucu, membranin yapisinda
bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen uzaklastirilmasiyla baglar ve

MDA seviyesinin artmasina neden olur (50).

Malonaldialdehit diffiize olabilmekte ve DNA ile reaksiyona girebilmektedir.
Bu nedenle MDA mutajenik, karsinojenik ve genotoksik bir bilesiktir. Membrana
bagli reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna, membranin salgilama
fonksiyonunun kaybina, transmembran iyon gradiyentini bozarak Ca+* gibi iyonlara
kars1 nonspesifik permeabiliteyi arttirmaya, mikrozomal enzim aktivitelerinde
degisikliklere, hiicre i¢i organellerin (lizozom gibi) biitiinliigiiniin kaybolmasina yol

acar ve mitokondrideki oksidatif fosforilasyonu olumsuz yonde etkiler (50).
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2.5.4.6. MPO

Myeloperoksidaz NO metobolizmasinda yer alan nitrit, nitrat ve peroksidasyon
islemlerinde rol alan bir enzimdir. Antioksidan kapasitedeki azalmanin yanisira

oksidatif stres diizeyini gdsteren bir belirtectir (51) .

Notrofiller ve monositler bakterilerin 6ldiiriilmesi i¢in, hem oksijen bagimh
hem de oksijenden bagimsiz mekanizmalar1 kullanirlar. Oksijen bagmml
mekanizmalar, MPO sistemini ve oksijen tlirevi serbest radikallerin {iretimini
saglayan baska sistemleri icerirler. Polimorfoniikleer lokositlerin (PMNL) azurofil
graniillerinde bulunur. Bu ylizden MPO aktivitesinin 6l¢limii dokuya PMNL
toplanmasini gostermekte oldukca yararhdir (52).

MPO
H202 + Cl- >HOCI + H20

Notrofillerin mikrobisid aktivitesi sirasmda ~ MPO hidrojen peroksidin
varhginda halojenleri oksitleyerek hipohaloz asitleri olusturur. Halojen olarak CI, I-
ve Br- de kullanilabilir. HOCI asit, Hipoiyodit ve hipobromit olusur. Hipohal6z asitler

ve serbest radikaller mikroorganizmalara kars1 toksiktir (53).

Enzimin LII ve III olarak tanimlanmis ii¢ tipi mevcuttur ve MPO I en
gliclistidiir. Halojenler etki siralamasinda, iyodit, bromit ve klorit olarak yer alirlar.

En etkili kombinasyon MPO+H202+I {igliistidiir (54).

2.5.4.7. Total oksidan seviye (TOS)

Oksidan molekiiller endojen {iretilebildigi gibi ve c¢evresel faktorlerlede
alinabilir. Elektron transport sistemi ve NOX, MPO, XO, glikolat ve MAO gibi
oksidatif enzimler, major endojen ROS kaynaklaridir. Ultraviole 1smlar, sigara
dumani, zehirli gazlar, radyasyon, bazi ilaglar, kanserojen maddeler ve pestisitler en

onemli eksojen serbest oksijen radikali iiretim kaynaklaridir (55).
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2.5.4.8. Total antioksidan kapasite ve Oksidatif stres indeksi (TAK,0SI)

Organizmada olusan oksidan molekiiller enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan  molekiilleri vasitasiyla Onlenir. Antioksidanlarin serum veya plazma
konsantrasyonlar1 laboratuvarlarda ayri1 ayr1 olgiilebilir. Fakat bu olgiimleri yapmak
zaman alici, pahali ve komplike teknikleri gerektirir. Bu nedenle TAK Oolciimii

yapilmasi en ¢ok kabul géren yontemdir

Total antioksidan kapasiteyi 6lgmek icin genellikle bir tip radikal kullanilir ve
radikale karsi olusan antioksidan ornek Olgiiliir. En sik kullanilan kalorimetrik
metotlar  2,2’-azinobise  (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit=ABTS ) dayal
metotlardir. Olgiimiin temel prensibinde indirgenmis ABTS renksizdir, oksitlenince
mavi-yesil ABTS+ rengini alir. Renkli ABTS oksitleyici bir ajanla muamele edilince
indirgenir ve renksiz ABTS formuna tekrar doner. Oksidatif stres indeksi, TOS un
TAK’a boliinmesi ile hesaplanir (56).

Plazmada bilirubin, serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin, {irik
asit, E vitamini, C vitamini gibi serbest radikalleri tutan zincir kiric1 antioksidanlar
bulunmaktadir. Albumin, iirik asit, askorbik asit insan plazmasindaki TAK’mn
%85’inden fazlasimi olusturmaktadir. Kanda bilirubin, glutatyon, alfa tokoferol ve
beta karoten gibi antioksidan molekiilleri albumin, iirik asit ve askorbik asit
seviyelerinden daha azdir. Yenidoganda en 6nemli antioksidanlar bilirubin ve iirik

asittir. C vitamini, E vitaminide TAK’a onemli katkilar saglarlar (57).

2.6. NOX

NADPH oksidaz yapist iki membran sinir elemani (gp91phox ve p22phox), li¢
sitozolik bileseni (p67phox, p47phox ve p40phox), ve diisilk molekiil agirhkhh G

proteininden (rac 1, rac 2) olusur (58).

NADPH oksidaz sitozoldeki elektronu fagosomdaki oksijen’e nakleden, ayrica
sitozolden fagosoma proton transfer eden apocyninin inhibitorii oldugu enzimdir.
NADPH oksidaz mikroorganizmalari 6ldiirmenin disinda optimal pH ayarlamasi

yapar ve bu yolla lizozomal proteazlarin salinimimni ve aktivasyonunu saglar. Fagosite
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edilmis bir bakteri patlama {irlinlerinin etkisiyle Oldiiriiliir. Bu iiriinler siiperoksit

anyonu, H202 ve hidroksil radikalleridir.

NOX
202 + NADPH >202- + NADP+ + H+ (59).

2.7.Apocynin

Apocynin ilk olarak 1883 yilinda Schmiedeberg tarafindan tanimlanmis
ve apocynum cannabinum bitkisinin 6ziinden elde edilerek (Kanada keneviri), ddem
coziicii olarak kalp hastaliklarmin tedavisinde kullanilmistir (Resim 2). Sonraki
yillarda Hindistan, Nepal, Tibet ve Pakistan daglarinda yetistirilen bir bitki olan
Picrorhiza kurroa kokiinden izole edilmistir (Resim 3). Geleneksel Hint tibbinda
kullanilmistir. Apocyninin immiinomodiilator etkisi 1990 yilinda bulunmustur (60).

Apocynin hafif bir vanilya kokusuna ve 115 ° C’lik bir erime noktasina
sahiptir. Yizaltmisalt1 dalton molekiil agirhgindadir. Beyaz kristalimsi bir yapisi
vardir (46).

Apocynin peroksidaz aracili oksidasyon ile bir dimere doniisiir ve bu form daha
aktiftir (Sekil 4). Apocynin hiicre i¢i translokasyon inhibitoriidiir. Hiicre
membraninda etkiledigi kritik sitozolik komponentler vardir. Apocyninin NOX
inhibisyon mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte NOX un sitozolik bilesenleri olan
p47phox ve gp9lphox translokasyonlarmi onleyerek hareket ettigi diisiiniilmektedir
(Sekil 5). Apocynin NOX aktivitesini selektif olarak inhibe eder. Fogositik ve
nonfogositik hiicrelerin fonksiyonlari ile iliskilidir. (60).

Apocynin inhibitor aktivitesi gecikme siirecinden sonra olusur. Aktivasyon icin
MPO gereklidir. Zymosan gibi maddeler apocynin MPO saliniminm tesvik eder (60).
Apocyninin IP verildikten 20 saat sonra % 80’1 idrarda degismeden atilir. Yan etkileri
tam bilinmemekle beraber farelerde oral uygulamadan sonra ¢ok diisiik bir toksisiteye

sahip oldugu goriilmiistiir (LD50: 9 g/ kg) (61) .

NADPH oksidaz; ROS iretiminden sorumlu enzimdir. Bu enzimin inhibe
edilmesi bircok hastalifin tedavisi icin terapotik bir hedeftir. Apocyninin GSH’u
artirdigi, bu etkisiylede antioksidan savunma sistemini indiikledigi ve iskeminin

indiikledigi hiicresel stresi sinirladig goriilmiistiir (62).
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Apocyninin NOX' inhibisyonu yapabilmesi i¢in; MPO tarafindan aktivasyonu
gerekir. NADPH oksidaz; NADPH ve elektronlarim kullanir. Iskemik korteks doku
analizlerinde apocyninin GSH’1, H202 olusumunu ve DNA fragmantasyonunu
azalttig1 gozlenmistir. Yapilan deneysel c¢alismalarda apocyninin beyin, bdbrek ve

kalp dokusunda iskemiye bagh hasar1 azalttig1 vurgulanmistir (63).

H,C O
H,C (e} H,C @] K
H,O, OH X
. 202
MPO H,CO | _—
= | OCH,
OCH, OCH, o .
OH OH
/
o/\CH

Sekil 4:Apocyninin aktif dimerizasyonunun olusumu (64).

N
4‘ pﬂ}'phox

Sekil 5: Apocyninin NOX inhibisyonu mekanizmasi (64).
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Resim 1: Apocynin cannabium (65).

Resim 2: Picrorhiza currora (65).

Apocynin aktivitesinin MPO’dan baska H202 ile indiiklendigi varsayilr.
Tiyol, glutatyon ya da sistein takviyesinin apocyninin NOX inhibitor etkisini onledigi
gortilmistiir (66).

Apocyninin invitro anti-inflamatuar etkileri arasinda; notrofil aracili oksidatif
hasar1 azaltilmasi, tiimor nekroz faktorii ile muamele edilmis insan umbilikal ven
endotel hiicrelerinde monositik hiicre adezyonunu azaltilmasi, polimorfoniikleer

graniilosit kemotaksisini azaltilmasi, ONOO inhibisyonu,
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enflamasyon-aracili  kikirdak  hasarmmin  inhibisyonu  sayilabilir. Doddo ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 ¢alismada apocyninin koyun akcigerlerinde vaskiiler

permeabilite artisiyla olusan iskemi ve hasari 6nledigi goriilmiistiir (67).

Apocyninin NOX inhibisyonu ile deneysel iskemik inme modellerinde beyin
hasar1 azaltabilir. Apocyninin gerbil hipokampusunda global serebral IR’nin
indiikledigi oksidatif stres ve yaralanmaya karst koruyucu etkileri oldugu
bildirilmistir. In vitro apocynin uygulanmasi ile siiperoksit iiretimi inhibe olur ve kan-

beyin bariyeri bilesenleri iskemi, yaralanma gibi durumlardan korunur (68).

Tang ve arkadaslarinin farelerde apocyninin farkli dozlarda etkilerini
arastirdiklart ¢aliymada apocynin deneysel inmelerde olumlu etkileri olabilir ancak

dar bir terapdtik pencere kullanilmalidir (69).

Testis iskemisinde apocyninin koruyucu etkisi i¢in yapilan tek calisma Zhang
GL ve arkadaslarnin yapmis olduklar1 caligmadir. 17 giin ve giinlik 8 saat/gilin
iskemiye maruz birakilan rat testislerinde apocynin ve raisanberine verilen grupta
diger gruplara gore seminifer tiibiiller ve sperm iiretinindeki hasarmn daha az oldugu

izlenmistir (70).

Apocynin erkek Sprague-Dawley ratlarda NOX inhibisyonu i¢in, aort
segmentlerinde p22phox mRNA diizeylerini azaltir, insan endotel hiicrelerinde ise

p47phox subuniitinin membran kompleksine montaj1 engeller (71,72).

Apocyninin aragidonik asit metabolizmasma etkisi heniiz aydmlatilamamustir.
Apocynin oral kullanildiginda nonsteroid anti-inflamatuar olan ibuprofenle benzer
COX inhibitor etkisi vardir. Bu nedenle, Apocynin osteoartrit veya romatizmal artrit

gibi kronik enflamatuvar eklem hastaliklar1 tedavisinde kullanilabilir ( 73).

Apocynin disinda diger bir NOX inhibitdrii diphenylene iodonium XO, NOS ve
diger flavin icerikli oksidazlar gibi ROS iireten enzimlerin etkili bir inhibitdriidiir
(74).

Apocynin aktivasyonunda H202 konsantrasyonun artisi, hiicre ici GSH / glutation
disiilfit oraninda azalma 6nemlidir. Apocynin ile pentoz fosfat yolu ve trikarboksilik

asit dongiisii uyarilir (75). Heumuller ve arkadaslar1 apocyninin radikal tutucu
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oldugunu ve damar hiicrelerinde ROS bagh sinyalleri direk inhibe ettigini

gostermislerdir. (76).

Tang ve arkadaslari apocyninin antiinflamatuar etkisinin ne dimer ne trimer
nede tiyol bilesikleriyle olmadigini, GSH ile konjuge olduktan sonra etkinlestigini
dogrulamislardir (77). Apocyninin koruyucu etkisi NOX inhibisyonu ile sl
degildir. Apocynin akcigerlerde I/R hasarindan sorumlu tutulan tromboksan sitokrom

P450 ve tromboksan sentazida inhibe ettigi gosterilmistir (78).

Klees ve arkadaslarmma gore apocyninin subtoksik konsantrasyonlarda meme
kanseri hiicre hattt MDAMB-435 migrasyonunu inhibe ederek meme kanseri

olusumunu azalttigini iddia etmislerdir (79).

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Ratlar

Inénii Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Baskanligr’® ndan
2012/A-66 sayili 18.5.2012 tarihli belgeyle etik kurul onay: alindiktan sonra 250-350
gr agirliginda 32 adet wistar albino rat deneyde kullanildi.

3.2. Grup Dagilimi

Calismada cinsel olgunluga erismis 32 adet wistar albino rat gelisi giizel 4
gruba ayrildi. Tim deney hayvanlarma ilk islemde sol skrotal eksplorasyon
uygulandi. Sham grubu hari¢, sol testis torsiyon/detorsiyon uygulandi, iskemi
sirasinda salin uygulanacak gruba, iskeminin 210.dk’sinda tek doz 10cc/kg %0.09’luk
serum fizyolojik (SF) intraperitoneal uygulandi, apocynin grubuna, iskeminin
210.dk’sinda 20 mg/kg apocynin intraperitoneal yolla verildi ve tiim gruplarda 4
saatlik iskemi sonrasinda 1 saatlik reperflizyon uyguladiktan sonra sol orsiektomi
islemi uygulanarak  deney sonuglandirildi. Tim deney hayvanlarinda iiretan
anestezisi kullanilarak cerrahi islemler yapildi. Gruplar sirasiyla:

1.Sham Grubu; Sol skrotal explorasyon yapildi (n=8)
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2.I/R Grubu; Sol skrotal explorasyon yapilip sol testis saat yoniiniin tersine 720°
torsiyone edilerek 4 saat iskemi olusturuldugu, detorsiyon sonrasi 1 saat reperflizyon
uygulanan grup (n=8)

3.Iskemi sirasinda salin uygulanan Grup; Sol skrotal eksplorasyon yapilip sol testisin
saat yoniiniin tersine 720° torsiyone edilerek 4 saatlik iskemi olusturuldu ve
detorsiyondan 30 dk once (iskeminin 210.dk’sinda) SF uygulanan, detorsiyon yapilip
1 saat reperflizyon uygulandi (n=8)

4.Iskemi sirasinda Apocynin uygulanan Grup; Sol skrotal eksplorasyon yapilip sol
testisin saat yoniiniin tersine 720° torsiyone edilerek 4 saatlik iskemi olusturuldugu ve
detorsiyondan 30 dakika once (iskeminin 210. dk’smnda) Apocynin uygulandi,
detorsiyon yapilip 1 saat reperfiizyon uygulandi (n=8)

3.3. Cerrahi Prosediir

Intraperitoneal iiretan (25mg/kg) ile anestezi uygulandi. Skrotum iizerinden
yapilan sol vertikal insizyon ile testise ulasildi ve testis vaskiiler yapilariyla birlikte
dogurtuldu. Grup 1°de testis hemen geri yerlestirilirken grup 2,3, 4 *de sol testis 720 °©
saat yOniiniin tersine torsiyone edildi. Detorsiyone olmamasi i¢in 2 adet 4/0 ipek ile
testis tunika albugeniasindan bilateral dartosa fikse edildi. 2/0 ipek ile skrotum
kapatildi (Resim 4,5,6,7) .

4 saat sonunda Ortii kaldimrilarak testis detorsiyone edildi ve hipotermiyi
engellemek i¢in 1lik SF ile wslatilmis gazli bezle testis ortiildii, 1 saat reperfiize edildi.
Daha sonra sol testise orsiektomi uygulandi. Testisler 2 esit parcaya boliinerek bir
parca histolojik inceleme i¢in alindi, diger parga biyokimyasal inceleme icin petri
kaplarinda saklandi.Bu sirada iglemlerden sonra 6tenazi uygulanarak deneyin cerrahi

kismi sonlandirildi. Ratlardan intrakardiyak kan alindi.
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Resim 4: I.R. grubu testis torsiyonu olusturulmasi
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Resim 6: Apocynin verilen grup iskeminin 4.saati
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3.4. Biyokimyasal Yontem

3.4.1. Analizler
Malonaldialdehit ve GSH seviyeleri doku homojenatlarinda; SOD, CAT, GPx
ve MPO enzim aktiviteleri ile TAK, TOS ve OSI diizeyleri siipernatanda &l¢iildii.

3.4.2.Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Derin dondurucuda saklanan testis dokular1 analiz giinii ¢ikarilarak tartildi.
Soguk SF ile dokular yikandi. Cam tiiplere konulan testis dokular1 5 ml Tris-HCI
(pH=7,4) tamponunda 16.000 devir/dk hizda 3 dakika homojenize edildi (IKA,

Germany). Homojenatlarin bir kismi santrifiij edilerek siipernatanlar elde edildi.

3.4.3. MDA Miktarmn Ol¢iimii

Uchiyama ve arkadaslarmm yontemine gore yapildi (80). Yontemin prensibi;
MDA’nin 95°C’de tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe
renkli iirtiniin N-butanol fazindan alinan siipernatanin spektrofotometre ile 535 ve 520

nm’de 6l¢lilmesine dayanmaktadir. Sonuglar nmol/g doku olarak ifade edildi.

3.4.4.S0D Enzim Aktivitesi Olciimii

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi Sun ve arkadaslarinimn
yontemine gore tayin edildi (81). Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin / XO sistemi
ile iiretilen siiperoksidin nitrobluetetrazolium’u (NBT) indirgemesiyle Ol¢iilmektedir.
Ortamda SOD enzimi bulunmas1 halinde NBT indirgenmesi gergeklesmeyip, enzim
miktar1 ve aktivitesine bagl olarak acik renk olusmaktadir. Enzimin bulunmadigi
ortamda ise bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk olusmaktadir. Sonuglar U/g

protein olarak ifade edildi.
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3.4.5. CAT Enzim Aktivitesi Olciimii

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’nin yontemine gore Olgiildii (82).
Deneyin prensibi H,O,’nin pargalanma hiz sabitinin (K) tayinine dayanmaktadir.
Deney ortamina eklenen H,O,, CAT enzimi tarafindan su ve oksijene parcalanir. Bu
reaksiyon UV spektrofotometrede absorbans azalmasi seklinde ortaya cikar.

Aktiviteler K/g protein olarak ifade edildi.

3.4.6. GPx Enzim Aktivite Olciimii

Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve arkadaslarmin
yontemine gore Olgildi (83). Yontem, ortamda bulunan NADPH’in  enzim
aktivitesiyle ortamdan uzaklastirilmas: sonucu 340 nm’de absorbansin azalmasi

prensibine dayanmaktadir. GPx enzim aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.

3.4.7. GSH Miktarmm Ol¢iimii

Testis dokusundaki GSH 6l¢iimii Ellman yontemine gore yapildi (84). Doku
homojenatlar1 %50 trikloroasetik asitle karistirildiktan sonra santrifiije tabi tutuldu.
Elde edilen siipernatanlarda ol¢iim yapildi. Sonuglar mikromol/g doku olarak ifade
edildi.

3.4.8. Protein Ol¢iimii

Modifiye Lowry yontemi ile 6l¢tim yapildi (85).

3.4.9. MPO Enzim Aktivite Ol¢iimii

Myeloperoksidaz, (EC 1.11.1.7) aktivitesi 510 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak dl¢iildii (86). Sonuglar U/g protein seklinde ifade edildi.
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3.4.10. TAK belirlenmesi

Total antioksidan kapasite diizeyleri ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik
Ol¢ctim yapild1 (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye). Bu yontem, daha kararh
bir durumda ve koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalinin ortamda bulunan
antioksidanlarla orantili olarak renginin kaybolmasi temeline dayanir. Ortamdaki
antioksidanlar arttikga renk kaybi da artmaktadir. Hesaplamalar hazir standart kite
gore yapild1 ve sonuglar mmol Trolox Eq/L seklinde ifade edildi (87).

3.4.11. TOS belirlenmesi

Total oksidan seviyesi diizeyleri ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik
Olclim yapildi (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tirkiye). Bu yeni yoOntem,
numunelerdeki oksidan bilesiklerin ferr6z iyon-odianisidin kompleksini ferrik iyona
oksitlemesi temeline dayanir. Olusan rengin koyuluguna gore spektrofotometrik
Olgiim yapilir. Bu Ol¢iim ortamda bulunan oksidan molekiillerin toplamini yansitir.

Sonuglar mmol H,O, Eq/L olarak ifade edildi (88).

3.4.12. OSI hesaplanmasi

Oksidatif stres indeksi; mmol H,O, Eq/L cinsinden TOS degerinin mmol
Trolox Eq/L cinsinden TAK degerine oranidir (89).

3.4.13. Verilerin istatistiksel Analizi

Gruplarm dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile analiz edildi. Gruplar OSI
disindaki parametreleri yoniinden normal dagilm gdsterdiginden One-Way ANOVA
testi; posthoc testlerden TOS, GPx, SOD, CAT, MPO, TAK i¢in Tukey testi;, GSH,
MDA i¢in Tamhane 2 testi uygulandi. Degerler ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi.

OSI yoniinden normal dagilima uyulmadigindan dolayr Kruskal-Wallis ve posthoc
olarak Bonferroni diizeltmesi ile Mann-Whitney testi yapildi. Degerler ortanca
(minimum-maksimum) seklinde ifade edildi.

Karsilastirmalarda p<0,050 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3.5. Histolojik Yontem

3.5.1. Preparatlarin Hazirlanmasi

Deney sonunda alman testis dokular1 %10’luk formaldehit igerisinde tespit
edildi. Tespit sonunda c¢esme suyunda yikanan dokular, dehidrasyon ve parlatma
islemlerinden gegirilerek parafine gémiildii. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinhiginda
kesitler alindi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden gecirilen kesitlere
hematoksilen- eozin (H-E) boyama metodu uygulandi. Boyanan preparatlar Leica

DFC-280 aragtirma mikroskopu ile incelendi.

3.5.2. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Her preparattan 20’lik biiylitmede, 20 tiibiiliin cap1 Olgiildii. Tibiillerin
smiflandirilmast germ hiicrelerinin liimene dokiilmesine, ¢cok cekirdekli dev hiicre ve
dejenere hiicrelerinin varligmna gore, her bir preparattan X20’lik biiyiitmede 10 farkl

alan incelenerek yapild.

3.5.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler, SPSS programi (SPSS for Windows version 17) ve
MedCalc (2007, Belcika) istatistiksel yazilim programlar: ile yapildi. Biitiin veriler
aritmetik ortalama + SE. olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilastirmalar icin
Kruskal Wallis varyans analizi ve Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0.05 anlamh
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. BiYOKIMYASAL BULGULAR
Malonildialdehit, TOS ve OSI degerleri IR ve IR+SF grubunda sham grubuna

gore anlamli olarak artmis izlendi (Tablo 1) (p<0,05).

sham grubuna gore anlaml olarak azalmis izlendi (Tablo 1) (p<0,05).

Stiperoksit dismutaz, CAT, GPX ve GSH degerleri IR ve IR+SF grubunda

Malonildialdehit, TOS ve OSI degerleri IR+Apocynin grubunda IR ve IR+SF

gruplarina gore anlaml olarak azalmig, SOD ve CAT degerleri ise anlamli olarak

artmis izlendi (Tablo1) (p<0,05).

Myeloperoksidaz degeri IR+Apocynin grubunda IR ve IR+SF gruplarina gore

azalmig , TAK degeri ise IR+Apocynin grubunda IR ve IR+SF gruplarma gore artmis

izlensede istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 1) (p<0,05).

MDA SOD CAT GPX GSH MPO TAK TOS OSI
Trolox mmol
GRUPLAR
nmol/g Ul/g protein Kig U/mg mol/g doku Urg cquivale | H,0, arbitrary unit
doku Ep protein protein K & protein nt/g equivalent/ y
protein g protein
Grup 1: 1,49+ 8,61
Sham 84+13 1,42+0,38 | 70+18 | 4316 | 0,73+0,17 40£12 14,2443
(n=7) 0,30 (4,49-16,79)
Grup2:IR . . 1,20+ . 18,70
(n=3) 155435 ° 0,74+0,21* | 22+8* 20+£9 0,47+0,08 56+11 23,5+5,8 .
0,18 (12,75-37,53)
Grup 3: SF . . 1,20+ .| 19,09
(n=8) 154439 0,87+0,12* | 23+6* 20+6 0,43+0,06 56+15 20,9+4,0 .
0,19 (10,82-22,68)
Grup 4: . . . 1,455 .| 1039
Apocynin | 77411 1,4740,35" | 42117 | 27412° | 0,4340,12° | 437 16,1+4,7 .
(n=8) 0,27 (6,73-21,93)

Tablo 1: Gruplardaki oksidan ve antioksidan parametrelerin degerleri. OSI digindaki tim degerler

Ortalama=+Standart sapma seklinde iken OSI degerleri Ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade

edilmistir. Gruplararasi karsilagtirmalarda a:Sham grubuna gore, b:IR grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli farklilig1 (p<0,05) gostermektedir.

41




4.2.HISTOLOJIiK BULGULAR

4.2.1. SHAM GRUBU:

Seminifer tiibiiller bazal laminadan limene dogru yerlesmis, normal histolojik

gorlinime sahip germinal epitelden olugsmaktaydi. Germinal epitelde Sertoli hiicreleri

ve spermatogenik seri hiicreleri belirgin olarak ayirt edilmekteydi (Resim8 ). Bu

grupta seminifer tiibiil cap1 260.1 = 2.7 olarak bulundu (Tablo 3).

Resim 8. Sham Grubu: Seminifer tiibiil epitelinde yer alan Sertoli hiicreleri (ok) ve farkh gelisim

asamalarinda olan spermatogenik hiicrelerin (yildiz) goriiniimii. H-E X40.

4.2.2. I’'/R GRUBU

Bu gruba ait kesitlerde, interstisyel alanda 6dem ve hemoraji izlenirken (Resim
8), bircok tiibiilde germinal epitel hiicre organizasyonunun bozuldugu ve geligimini
tamamlamamig spermatogenik seriye ait hiicrelerin liimen icerisinde biriktigi gézlendi
(Resim 9). Baz tiibiillerde ¢ok cekirdekli dev hiicrelere, mayozun belli asamalarinda
duraksamis ve farkli sekillerde izlenen dejenere hiicrelere rastlandi (Resim 10 ve 11).
Bu gruptaki seminifer tiibiil cap1 204.5 + 2.6 olarak tespit edildi (Tablo 3). 20’lik
objektifin gordiigli alanda incelenen seminifer tiibiillerden 0.25 + 0.08’inin dev

hiicreli, 0.15 + 0.05’inin dejenere hiicreli, 1.72 = 0.12’sinin dokiilmiis oldugu saptandi
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(Tablo 2). Sham grubu ile karsilastirildiginda bu grupta seminifer tiibiil ¢apinin
istatistiksel olarak onemli derecede azaldigi (P<0.0001), diger yandan dev hiicreli
(P=0.001), dejenere hiicreli (P=0.007) ve epiteli liimene dokiilmiis (P=0.000)
seminifer tiibiil sayisiin arttig1 tespit edildi (Tablo 2) .

e 10 VS AR e VRS Lk o E T S e
¥ » - » pE. " R ) T W
DT : = a a5 A Al AV g
A ¢ gl T . . ; o i 3 :
¢ *'U. X
i

e .".
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b AN ok

Resim 9. I/R Grubu: Olgunlagsmasimi tamamlamadan seminifer tiibiil liimenine dokiilen germ

hiicreleri izlenmekte (yildiz). H-E X20.
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Resim 11. I/R Grubu: Mayozun belli asamalarinda duraksamis dejenere hiicreler (oklar). H-E
X40.

4.2.3. I/R + SF GRUBU

Bu gruba ait kesitlerde, I/R grubunda izlenen tiibiiller arasi interstisyel alanda
hemorajinin azaldig1 goriildii (Resim 12). Germ hiicreleri limene dokiilmiis (1.45 +
0.13) (Resim 13) ve cok cekirdekli dev hiicreli (0.03 + 0.02) tiibiillerin sayis1
istatistiksel olarak I/R grubuna benzer bulundu (P>0.05) (Tablo2). SF grubunda tespit
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edilen seminifer tiiblil capmin (236.9 + 2.2) I/R grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede arttig1 saptandi (Tablo3).

Resim 12. SF Grubu: I/R grubuna gore tiibiiller arasi interstisyel alanda hemorajinin azaldig1
izlenmekte. H-E X20.

4

Resim 13. SF Grubu: Germ hiicre sayis1 azalmis ve liimene dokiilmiis seminifer tiibiiller
izlenmekte. H-E X10.
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4.2.4.1/R + APOCYNIN GRUBU

Bu grupta tiibiiller aras1 interstisyel alanda gozlenen hemorajinin /R ve SF +
I/R grubuna gore azaldigi izlendi (Resim 14). /R grubunda goriilen ¢ok ¢ekirdekli
dev hiicreli (Resim 15) ve dejenere hiicreli (Resim 16) seminifer tiibiillere bu gruba
ait kesitlerde de rastlandi. Ancak bu tiir hiicreleri igeren tiibiil sayisinin, IR grubu ile
karsilastirldiginda, istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi tespit edildi (Tablo
2). Bununla birlikte, bu grubun seminifer tiibiillerinin ortalama ¢apmnin (222.5 + 2.8)
IR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 saptandi (Tablo 3).

Resim 14. I/R + Apocynin: I/R grubuna gore tiibiiller arasi interstisyel alanda hemorajinin
azaldigi izlenmekte. H-E X20.
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X40.

Resim 16. I/R + Apocynin: Mayozun belli asamalarinda duraksamis dejenere hiicreler (oklar). H-
E X40.
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Gruplar Dev Hiicreli Dejenere Hiicreli
Sham 0.00 £+ 0.00 0.00 £+ 0.00
I/R 0.25+0.08 0.15+0.05
I/R + SF 0.03 £0.02 0.03 £0.02
I/R + APO 0.01 £0.02 0.02 +0.02
P Degerleri

Sham -I/R 0.001 0.007
Sham - I/R + SF 0,156 (Fark yok) 0.156 (Fark yok)
Sham - I/R + APO 0.317 (Fark yok) 0.317 (Fark yok)
I/R-1/R + SF 0.081 (Fark yok) 0.014
I/R-1/R + APO 0.004 0.028

Tablo 2: Histolojik skorlama bulgulari
Gruplar Tiibiil Cap1 P<0.0001
1. Sham 260.1 £2.7 2,3,4
2.1IR 204.5+2.6 1,3,4
3.I/R+SF 236.9+2.2 1,2,4
4./R+APO  2225+28 1,2,3

Tablo 3: Seminifer tiibiil cap ortalamasi
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Dékiilmiis

0.88 £ 0.07
1.72+0.12
1.45+0.13
1.35+0.14

0.000
0.000
0.021
0.180 (Fark yok)
0.044



S5.TARTISMA

Testis torsiyonu ¢ocuklarda ve adolesanlarda sik goriilen, en kisa zamanda
miidahale gerektiren iirolojik hastaliklardan biridir. Torsiyon sonucunda olusan
iskemik testikiiler hasar; testisin donme derecesi ve torsiyon siiresiyle iliskilidir.
Ugyiizaltmis dereceden fazla ve 24 saatten uzun siiren torsiyonlarda testis yerinde
birakilirsa testis atrofisi sonucu ipsilateral testis kaybi gerceklesir (90) .Deneysel
caligmalar 720° torsiyonda, kan akiminin geri doniisumsiiz olarak kesildigi ve tam bir
iskemi olustugunu gostermistir (91). Bazi arastiricilar cerrahi eksplorasyon ve
testikiiler ~detorsiyon yapilmasmm I/R hasarinin artmasina yol actigimi One
sirmiislerdir (92). Siiperoksitler gibi SOR’da reperfiizyon esnasinda olusurlar ve
plazma membraninda lipid peroksidasyonuna ve artmis hiicre 6liimiine neden olurlar

(93).

Testis torsiyonu esnasinda olusan iskemik hasarin etyolojisinde ortamda
bulunan reaktif oksijen metabolitlerine baghh oksidatif stres ve inflamasyon

olusmaktadir (3).

Iskemi reperfiizyona bagl olusan oksidatif strese bagl yag asidi
peroksidasyonu ve bunun sonucunda lipid hidroperoksitlerinin olusumu testis

torsiyon/detorsiyon modelinde oksidatif stres bulgusudur (94).

inflamasyon sonucu nétrofillerdeki respiratuar patlama siiperoksit kaynagidir.
Bu respiratuar patlamadan sorumlu enzim NOX’dur. Bu enzim O2’yi —O2 anyonuna
doniistiiriir. Iskemi esnasinda nétrofillerde olusan kalsiyum akis1 hiicrelerde artmis bir
NOX aktivitesine neden olur. Bu durum reperfiizyon esnasinda —O2 radikallerinin

ortaya ¢ikmasina yol acar (95).

Oksidatif hasarda diger bir siire¢ olan proteinlerin oksidasyonu, ROS tiirevleri
ile kovalent modifikasyonu sonucu gerceklesir. Protein oksidasyonunun biyokimyasal
sonuglart enzim aktivitelerindeki azalma, protein fonksiyonlarmin ve proteaz
inhibitor aktivitesinin kaybi, protein agregasyonu, artmis ya da azalmis proteoliz
yatkinhigi, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki

degisimler, immunojen aktivitedeki artis olarak siralanabilir (96). Serbest radikallerin
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proteinlerdeki -SH gruplarinda oksidasyona yol agtigi ve bununda protein

oksidasyonunun en erken gozlenebilen belirtisi oldugu bilinmektedir (97).

Kontralateral hasarin patofizyolojisi heniiz tam olarak aciklia kavusmamis bir
konudur. Testikiiler torsiyon ve detorsiyona bagh ipsilateral testis hasar1 diger
dokularda oldugu gibi kontralateral testis dokusundada I/R hasarmi ortaya cikarir
(98). Reperfiizyon doneminde testis dokusunda XO enzim aktivitesine bagh O2-ve
OH- artar.

Hidrojen peroksit ve ONOO gibi serbest oksijen radikallerinin ve ROS’un
artmasi, testiste baslica lipid peroksidasyona, protein oksidasyona ve oksidatif DNA

hasar gibi toksik etkilere neden olur.

Reperfliizyon hasarmi engelleyebilecek kimyasal maddeler {izerine giincel
aragtirmalar vardir. Bu baglamda meloksikam, propofol, rosglitazone, raisanberine,
dexpantenol ile umut verici sonuglar elde edilmistir. (99,100,101,102,103).
Detorsiyondan sonra pentoksifilin gibi bazi ilaglarin her iki testisde kan akimim

arttirdiklar1 gosterilmistir (104).

Apocynin NOX ailesinin piyasada bulunan en seckin selektif inhibitdrlerinden
biridir. NADPH oksidaz orijinal ¢aligmalarda O2- olusumunda rol alan enzimdir.
Reaktif oksijen radikalleri birgok reaksiyonla toksik H202, ONOO, NO’e doniistir.
Apocyninin antioksidan savunma sistemini, GSH ‘u arttrdigi ve iskeminin

indiikledigi hiicresel stresi sinirladigi gortilmistiir (5).

Literatiir tarandiginda testis iskemisinde apocyninin koruyucu etkisi igin
yapilan tek calisma Zhang ve arkadaslarmm yapmis olduklari ¢alismadir. Onyedi
giinliik 8 saat/giin iskemiye maruz birakilan rat testislerinde apocynin ve raisanberine
verilen grupta diger gruplara gore seminifer tiibiillerdeki ve sperm iiretinindeki

hasarm daha az oldugu izlenmistir (70).

Tang ve arkadaslarinin apocynin’in farkli dozlardaki etkilerini arastirdiklar
caligmada farelerde 2 saatlik gegici orta serebral arter tikaniklig1 modeli ve sonrasinda
22 saatlik reperfiizyon ile izlendi. Reperfiizyon 6ncesi 30. dakika 2.5mg/kg dozunda

Apocynin verilenlen farelerde, norolojik fonksiyonlarin geri doniisiiniin hizlandigs,
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infarkt hacmi ve intraserebral hemoraji sikligininda azaldigi goriilmistiir. Bes mg/kg
gibi daha yiliksek dozlarda ise intraserebral hemoraji sikliginin arttigr goriilmiistiir

(69).

Malonoldialdehit lipid peroksidasyonun son iiriiniidiir. Iskemi reperfiizyon
hasar1 gelisen dokularda artis gosterdigi bir¢cok caligmada belirtilmistir (49). Giirdal
ve arkadaglar1 torsiyone rat testisinde gelisen I/R hasarmda pentoksifilinin
antioksidan etkisini aragtirmiglar. Bir saat boyunca 720° uygulanan torsiyon sonrasi
pentoksifilin verilen tedavi gruplarnda MDA diizeylerinin IR ve kontrol grubuna
gore anlaml derecede diisiik bularak; pentoksifilinin antioksidan olarak etkili
oldugunu gostermislerdir (p<0,05) (105). Hekimoglu ve arkadaslari ratlarda testikiiler
/R uyguladiktan sonra reperflizyonun 24. saatinde MDA diizeylerinin
etkilenmedigini bulmuslar (106). Unsal ve arkadaslarmmn yaptig1 ratlarda testikiiler
/R calismasinda MDA, GSH, CAT seviyeleri Ol¢iilmiis, propofol verilen grupta
MDA IR grubuna gore anlamli olarak daha diisiik ¢ikmistir (p<<0,05)(107). Bizim
calismamizda MDA, degerleri I/R ve I/R+SF gruplarinda sham grubuna gore anlaml
olarak artmis, /R+Apocynin grubunda I/R ve I/R+SF gruplarina goére anlaml olarak
azalmis izlendi (p<0,05).

Miyeoperoksidaz, NO metobolizmasinda yer alan nitrit, nitrat ve peroksidasyon
islemlerinde rol alan bir enzimdir. Antioksidan kapasitedeki azalmanin yanisira
oksidatif stres diizeyini gosteren bir belirtegtir. Myeloperoksidaz, notrofiller ve
monositlerin  aktivasyonu sirasinda sekrete edilir. Myeoperoksidaz, ortamdaki
H202’yi kullanarak 2 basamakli bir reaksiyon sonucunda hipoklorik asit ve tirozin
radikallerini olusturur (51). Wei S. ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada
deneysel olarak olusturulan testis torsiyon/detorsiyon modelinde taurin verilip
torsiyone edilen grupta sham ve IR grubuna goére MPO aktivitesi anlaml olarak daha
diisikk saptanmis (p<0,05) (108). Tirkmen S. ve arkadaglarinin yapmis oldugu
caligmada deneysel olarak olusturulan testis torsiyon/detorsiyon modelinde N-
Asetilsistein verilerek yapilan ¢aligmada torsiyone edilen testiste MPO aktivitesindeki
artig ile histopatolojik hasar skorlar1 arasinda anlamh bir iliski oldugu gorilmustiir
(109). Altintas ve arkadaslarmin ratlarda bobrek I/R’da apocynin etkisi iizerine
yaptiklar1 bir ¢alismada MDA ve MPO diizeyleri I/R grubunda anlamli olarak ytiksek
bulunmustur, tedavi gruplarinda ise MDA ve MPO anlamh olarak azalmis

bulunmustur (p<0,05) (71). Bizim ¢alismamizda MPO IR grubunda Sham grubuna
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gore artmis, apocynin grubunda ise I/R-IR+SF grubuna gore azalmis bulundu. Fakat

bu azalma istatiksel olarak anlaml degildi.

Stiperoksit dismutaz antioksidan savunmanm ilk basamagi olan siiperoksitin
H202’ye ve molekiiler oksijene cevrilmesini katalizleyen antioksidan enzimlerden
biridir (44). Katalaz ise hidrojen peroksiti O2 ve suya yikan antioksidan bir enzimdir
(45). Aksoy ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada deneysel olarak olusturulan
testis torsiyon/detorsiyon modelinde torsiyone edilen testiste sham grubuna gére CAT
aktivitesi anlamli olarak daha diisiik saptanmistir (110). Benzer olarak yagmurdur ve
arkadaslarinin. yaptig1 calismada deneysel olarak olusturulan torsiyon/detorsiyon
grubunda kontrol gruplarmna gére CAT ve SOD aktiviteleri anlamli olarak daha diisiik
saptanmistir (p<0,05) (80). Bizim ¢alismamizda SOD ve CAT enzimlerini, I/R ve
I/R+SF gruplarinda sham grubuna gore anlamli olarak azalmis oldugu goriildii
(p<0,05). Prillaman ve Turner’m yaptiklar1 testis torsiyonu c¢aligmasinda antioksidan
madde olarak SOD, CAT, verapamil ve allopurinol kullanmiglar. Bir saatlik
torsiyondan sonra tek doz SOD ve CAT’m etkili oldugu, verapamil ve allopurinoliin
ise etkili olmadigm tespit etmisler. Ancak iki saatlik torsiyondan sonra olusturulan
reperflizyon hasarma kullandiklar1 antioksidan maddelerin higbirinin etkili olmadig:
gortilmistir (p<0,05) (111). Taati M. Ve arkadaslarmin Ghrelin kullanarak yapmis
oldugu calismada deneysel olarak olusturulan testis torsiyon/detorsiyon modelinde
ghrelin verilen grupta CAT diizeylerinde anlaml artis saptanmustir (p<0,05) (112).
Bizim calismamizda SOD, CAT degerleri 4 sattlik iskemi sonras1 IR grubunda sham
grubuna gore anlamli olarak azalmis, I/R+Apocynin grubunda I/R ve I/R+SF
gruplarina gore anlamli olarak artmis izlendi (p<0,05). Reperfiizyon esnasinda artmis
oksidatif stres artmis lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. Bu da CAT, SOD ve
GPX gibi antioksidan enzimlerin asir1 tiiketimi ve azalmalar1 ile sonuglanmaktadir.

Apocynin ise bu azalmayi diizeltici yonde etki gdstermistir

Glutatyon; tiim memeli canli hiicrelerinde bulunan, hiicreleri serbest radikal ve
toksik metabolitlere kars1 koruyan bir -SH bilesigidir. Glutatyon ve diger -SH igeren
bilesikler, kimyasal maddelerin olusturdugu hiicre ve doku hasarmma karsi hiicrenin
canliigim ve membran stabilitesini korumaktadirlar. Glutatyon kimyasal maddelerin
ve c¢esitli ilaglarin detoksifikasyonunda ©nemli bir rol oynamaktadir. Glutatyon
peroksidaz ise hiicrelerin sitozoliinde bulunur. Siiperoksit dismutaz tarafindan

olusturulan H202 ve yag asiti peroksitlerini elimine eder. Basta GSH olmak {izere -
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SH bilesiklerinin dokular iizerine koruyucu rolii ¢esitli arastirmalarla gosterilmistir
(113). Yildiz H. ve arkadaglarinin sildenafil sitrat kullanarak yapmis oldugu
caligmada deneysel olarak olusturulan testis torsiyon / detorsiyon modelinde IR
grubunda GSH ve GPx diizeylerinde anlamli azalma, sildenafil sitrat verilen grupta
GSH ve GPx diizeylerinde anlamli artig saptanmistir (p<0,05) (114). Altintag ve
arkadaslarinin yaptig1 renal I/R calismasinda GSH da anlamli bir fark bulunamamis
fakat apocyninin GPX {izerine artirict etkisi bulundugu gorilmistiir. (71) Bizim
calismamizda da GPX ve GSH degerleri I/R ve I/R+SF grubunda sham grubuna gore
anlaml olarak azalmis, apocynin grubunda IR gruplarina gore artig goriilsede bu artig
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu calismalarda gostermistirki  iskeminin
indiikledigi stiperoksit radikallerindeki artisinin  GSH gibi antioksidan etkisi olan
tiyollerin ve GPX gibi antioksidan enzimlerin asir1 tiiketimi ve azalmasiyla

sonuglanmaktadir.

Organizmada olusan oksidan molekiiller enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan molekiilleri vasitasiyla Onlenir. Antioksidanlarin serum veya plazma
konsantrasyonlar1 da TAK 6l¢iimii ile bulunur. Zhou Y. ve arkadaglarinin Shengmai
kullanarak yapmis oldugu c¢alismada deneysel olarak olusturulan testis torsiyon /
detorsiyon modelinde Shengmai verilen grupta TAK kapasitesinde ve SOD
diizeylerinde IR grubuna gore anlamli artig saptanmistir (p<<0,05) (110). Kdksal M. ve
arkadaslarinin melatonin kullanarak yapmis oldugu calismada deneysel olarak
olusturulan testis torsiyon/detorsiyon modelinde TAK; TOS diizeylerinde degisiklik
saptanamamistir (115). Bizim caligmamizda TAK degeri IR grubunda sham grubuna
gore azalmis, I/R+Apocynin grubunda I/R ve I/R+SF gruplarina gore artmis izlensede

istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Oksidan molekiiller endojen {retililebildigi gibi ¢evresel faktorlerlede
alinabilir. Elektron transfer zinciri , NOX, MPO, XO ve MAO gibi oksidatif
enzimler, major endojen ROS kaynaklaridir. Total oksidan seviyenin TAS’a ylizde
olarak orani oksidatif stres indeksini verir. Oksidatif stress hasarinda TOS ve OS]
genellikle yiikselme egilimindedirler (55). Ekici ve arkadasglarmm melatonin
kullanarak  yapmis olduklar1 c¢alismada deneysel olarak olusturulan testis
torsiyon/detorsiyon modelinde melatonin verilen grupta MDA, TOS diizeylerinde
anlamli artis saptanmustir (p<0,05) (116). Bizim ¢ahsmamizda TOS ve OSI degerleri

I/R grubunda sham grubuna gore anlaml olarak artmis, I/R+Apocynin grubunda ise
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/R ve I/R+SF gruplarmma gore anlaml olarak azalmis izlendi (p<0,05). Apocynin
kuvvetli antioksidan etkisiyle TOS ve OSI’ yi azaltic1 yonde etki gdstermistir.

/R uygulanmis testiste meydana gelen histopatolojik degisiklikler; tiibiil
caplarinda azalma, interstisyel alanda 6dem ve hemoraji, tiibiillerde germinal
epitelyum  hiicre  organizasyonunun  bozulmasi,  gelisimini tamamlamamis
spermatogenik hiicrelerin limen igerisinde birikimi, ¢ok cekirdekli dev hiicrelerin,
mayozun belli asamalarinda duraksamis ve farkli sekillerde izlenen dejenere
hiicrelerin goriilmesi olarak siralanabilir. Kanter ve arkadaslar ratlarda testikiiler /R
calismasinda melatonin’in koruyucu etkinligini histopatolojik degisiklikler iizerine
olan etkisini degerlendirmistir. Burada I/R yapilan grupta seminifer tiibiil ¢aplarinin
anlamli derecede azaldigi ancak melatonin tedavisi verilen I/R grubunda seminifer
tiibiil caplarmin anlamli derecede diizeldigini tespit etmislerdir (117). Aktoz ve
arkadaslar testikiiler I/R’da quercetin’in koruyucu etkinligini histopatolojik olarak
gostermek icin ve quercetin tedavisi verilen grupta seminifer tiibiil ¢caplarmin anlamli
derecede diizeldigini tespit etmisler (118). Ranade ve arkadaslari testikiiler I/R
sonras1 vit. E’nin histopatolojik degisiklikler {izerine olan etkisini degerlendirmisler.
Bu calismada vit. E tedavisinin seminifer tiibiil ¢caplarmn diizelttigi saptanmistir (119).
Bizim ¢alismamizda apocyninin koruyucu etkinligini histopatolojik olarak gostermek
icin tiibiil ¢aplarmna ilaveten tiibiillerin smiflandirilmas1 germ hiicrelerinin limene
dokiilmesine, ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre ve dejenere hiicrelerinin varligma gore
degerlendirmeye aldik. Burada I/R yapilan gruplarda tiibiil capmnin azaldigi, ancak I/R
yapilip apocynin tedavisi verilen grupta seminifer tiibiillerinin ortalama ¢apmimn I/R

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artt11 saptandi.

Biz bu caligmada ratlarda deneysel testis torsiyon / detorsiyon modeli
Olusturduk. Testiste olugan I/R hasarmim derecesi histopatolojik olarak ve dokudaki
SOD, CAT , GSH, GPx, MDA, MPO, TOS, TAK, OSI gibi belirteclerin diizeylerini
Olgerek biyokimyasal olarak arastirdik. Apocyninin Testisteki I/R hasar1 tizerindeki
etkilerini belirledik. Sonu¢ olarak oksidatif enzimlerde, lipid peroksidasyonda ve
protein oksidasyonda artis, antioksidan enzimlerde azalma, testis dokusunda torsiyon
sonrasinda oksidatif stresin gelistigi goriildii. Apocynin verilen grupta diger gruplara
gore anlamli olarak histopatolojik hasarm daha az oldugu, biyokimyasal bulgularinda
diger gruplara gore belli oranlarda diizeldigi goriildii. Caligmamizin bulgular1 15181nda

bu tedavi modalitesinin insanlarda rutin kullanima dahil edilebilmesi i¢n randomize,
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prospektif, genis kapsamli ve uzun donem takip sonuglarina sahip c¢alismalarin

yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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6. SONUC

Rat testisi lizerinde yaptigimiz torsiyon / detorsiyon modelinde Apocynin + I/R
gruplarinda meydana gelen biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikler, sham, I/R,
I/R + SF gruplarna gore istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Torsiyon
sonrasinda oksidatif stres belirteci olan MDA, TOS, OSI seviyelerinde anlamh olarak
azalma, antioksidan enzimler olan SOD, CAT’da anlamli olarak artis izlendi. iskemi
reperflizyon yapilan gruplarda tiibiil c¢apinin azaldigi, diger degerlerin anlamh
derecede arttig1, apocynin verilen grupta hedef dokuda histopatolojik hasarin daha az
gelistigini ortaya koymaktadir.

Biitiin molekiiler ¢alismalarin ana amaci verilen tedavinin klinik kullanima
uyarlanabilme potansiyelidir. Biz ¢alismamizda bu amagla diinyada bilinen en giiclii
antioksidan molekiillerden biri olan NOX inhibitorii apocynini sectik. Bulgular
is1¢inda  apocynin kullanilldiginda esas amacimiz olan testisteki oksidatif stresi
olduk¢a azaltabildik. Rat modellerinde bircok torsiyon caligmasi olmasma karsin
insanlarda bu amaca yonelik c¢ahsma sayist azdir. Insanlardaki sonuglar
degerlendirmek i¢in randomize, prospektif, genis kapsamli ve uzun donem takip

sonuglarma sahip ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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7. OZET

Amag: Testis torsiyonu ¢ocuklarda ve adelosanlarda sik goriilen, kisa zamanda
miidahale gerektiren {irolojik acillerden biridir. Bu calismada amacimiz testis
torsiyonu sonrast dokudaki oksidatif stresi biyokimyasal, histopatolojik olarak

belirlemek ve apocynin tedavisinin bu hasar {izerindeki etkilerini incelemektir.

Materyal metod: 250-350 gr agirliginda 32 adet wistar albino rat gelisi giizel
olarak 4 gruba ayrildi. 1.grup sham grubu olarak belirlendi. 2. grupta torsiyon +
detorsiyon olusturuldu, 3. grupta 2.gruba uygulanan prosediire ek olarak torsiyonun
(iskemi) 210. dk’sinda tek doz salin tedavisi intraperitoneal uygulandi (10ml/kg ). 4.
grupta 2. gruba uygulanan prosediire ek olarak iskeminin 210. dk’sinda tek doz
apocynin tedavisi intraperitoneal uygulandi. (20 mg/kg ). Sham grubu hari¢c diger
gruplara 240 dk ‘lik torsiyon sonrasinda 60 dk detorsiyon (reperfiizyon)
uygulandiktan sonra sol orsiektomi yapilip ratlardan kan Ornekleri alinarak Gtenazi

uygulandi ve isleme son verildi.

Bulgular: MDA, TOS ve OSI degerleri I/R ve I/R+SF grubunda Sham grubuna

gore anlamli olarak artmis izlendi.

Stiperoksit dismutaz, CAT, GPX ve GSH degerleri IR ve IR+SF grubunda

Sham grubuna gore anlamli olarak azalmis izlendi.

Malonoldialdehit, TOS ve OSI degerleri I/R+Apocynin grubunda I/R ve
I/R+SF gruplarma gore anlamlh olarak azalmis, SOD ve CAT degerleri ise anlamh

olarak artmis izlendi.

Myeloperoksidaz degeri I/R+Apocynin grubunda I/R ve I/R+SF gruplarina
gore azalmig, TAK degeri ise I/R+Apocynin grubunda I/R ve I/R+SF gruplarma gore

artmis izlensede tiim gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi.
Iskemi reperfiizyon yapilan gruplarda tiibiil ¢apmm azaldigi, ancak apocynin

tedavisi verilen grupta seminifer tiibiillerinin ortalama c¢apmm I/R grubuna gore

istatistiksel olarak anlaml derecede arttig1 saptand.
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Sonug: Torsiyon sonrasinda oksidatif enzimlerde, lipid peroksidasyonda artis
testis dokusunda oksidatif stresin gelistigini ortaya koymaktadir. Caligmamizin
bulgular1 1s18inda apocyninin testisteki oksidatif stresi azalttigini gozlemledik. Bu
tedavi modalitesinin insanlarda rutin kullamma dahil edilebilmesi i¢in randomize,
prospektif, genis kapsamli ve uzun donem takip sonuglarina sahip calismalarin

yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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8. SUMMARY

8.1. Object:

Testicular torsion is one of the urological urgencies which is frequenty seen
among children and adolescents. Our target in this study is to find out the oxidative
stres on tissue after testicular torsion biochemically and histopathologically as well as

to investigate the apocynin treatment over this damage.

8.2. Material and methods:

Thirty two we wistars of the weight between 250-350 grams were Sprague-
Dawley rats, divided in to four groups randomly. In the first group, 2, 3, 4. groups 8
rat were there. The first group was named as sham. In the second group, there become
torsion and detorsion. In the third group in addition to the procedure applied in the
second group after was conducted at the 210. minutes of (10 ml/day) ischemia. In the
fourth group in addition to the procedure applied in the second group after was
conducted at the 210. minutes of (20 mg/kg/day IM) the ischemia. Except for the
sham group the other groups were applied the torsion process (20 mg/kg/daylM)
group after the applied reperfusion for about 60 minutes. Which was following the
conduction of bilateral orchiectomy blood samples were picked than the euthanized

was done and all was over.

8.3. Results:

Malonoldialdehit, TOS and OSI levels are significantly higher in I/R and I7R
SF group than Sham group.

Superoksitdismutaz, CAT, GPX ve GSH levels are significantly lower in /R
and I/R+SF group than Sham group.
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Malonoldialdehit, TOS and OSI levels are significantly lower in I/R +
Apocynin group than I/R and I/R+SF group, SOD and CAT levels find significantly
higher.

Myeloperoksidaz level was find lower in /R + Apocynin group than I/R and
/R + SF groups, TAK level was find higher in /R + Apocynin group than I/R and
I/R + SF groups, but didn’t find significantly difference for istatistcially.

In the groups that were applied I/R it was found that the tubule diameters got
smaller but other values significantly sinificantly got higher. However in the ggroup
given apocynin treatment the average diameter of seminifer tubules significantly rose

and the other values were found when compared to the.

8.4. Conclusion

The raise in the oxidative enzymes, lipid peroxidation and protein oxidation
after torsion put forward that the oxidative stres. In the target tissues improved. In the
light of the findings of our study it was that the pull down the oxidative stress in the
testicle. The include this treaatment modality in to the routine us efor people, we
think that it to the some works which have randomized, prospective, comprehensive

and long-term follow-up results.
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