ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
COCUK CERRAHISI ANABILIM DALI

Deneysel Testis Torsiyonu Modelinde Hidrojen Sulfiiriin Etkinliginin
Arastirilmasi

Uzmanhik Tezi

Dr. Segcil Yiiksel

Tez Danmismam

Prof. Dr. Erbug Keskin

Istanbul-2018



TESEKKUR

Cocuk cerrahisi uzmanlig1 egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini paylasarak teorik
ve pratik anlamda bana yol gosteren Anabilim Bagkanimiz ve tez danismanim Prof. Dr. Erbug

Keskin' e

Uzmanlik egitimim siiresince tecriibelerini ve bilgi birikimlerini benimle paylasan
degerli 6gretim tiyeleri Prof. Dr. Alaaddin Celik, Prof. Dr.Tansu Salman, Prof. Dr. Hiiseyin
Ozbey ve Prof. Dr. Feryal Giin Soysal’a

Ayrica uzmanlik egitimim siiresince bilgi, deneyim ve mesleki becerilerini benimle

paylasan ve tez olusturma siiresince yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Basak Erginel’e

Tez caligmam siliresince bana yol gosteren ve yardimlarini esirgemeyen Patoloji
Anabilimdali 6gretim iiyeleri Prof.Dr Isin Kilicaslan, Dog. Dr. Yasemin Ozliik ve Dr. Hiiseyin
Karatay’a Biyokimya Anabilimdali 6gretim {iyeleri Prof. Dr. Mehmet Miijdat Uysal,
Dog.Dr.Fatih Aydin ve Dr.Ilknur Bingiil’e Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel tik
kurulu iiyeleri ve Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

calisanlarina

Asistanligim siiresince beraber calistigim birsiirii ac1 ve tatli anilarimizin oldugu ve
emegi gecen tiim arastirma gorevlisi arkadaslarima, hemsirelerime, sekreterlerime ve

personellerime,

Tiim egitim hayatim siiresince ve bugiinlere gelmemde biiyiik emekleri olan sevgi ve
sabirla giic veren, 0zveri ile her zaman yanimda olan ve her daim destekleyen sevgili Babam

Kenan Yiiksel, Annem Neriman Yiiksel ve Kardesim Murat Erdem Yiiksel’e
En icten tesekkiirlerimi sunarim...

Dr. Segil Yiiksel



ICINDEKILER
Sayfa No:
TESEKIKUR ........cooviiiiieieieee e eee et en st sas sttt en st n st s e en et enenaanenses I
ICINDEKILER............oooiiiiiieeeeceeeeeee ettt I
KISALTMALAR VE SIMGELER............cocooevoiiiiiiieteieeseee s s iss s v
TABLOLAR DIZINI .......cooiiiiiiiii e VI
SEKILLER DIZINT .......coooiiiiiieeeeeeeeeee et Vil
RESIMLER DIZINT ..o VI
L0 )/ D PO PRPPPPPPP IX
ABSTRACT ..ttt ettt bttt bbbt e et ne et s X1
I-GIRIS VE AMAGC ........ooiiieieieet ettt sttt en st n st ensn s 1
11- GENEL BILGILER..........coooiiiiiiiiniisisse sttt 3
I1. A, TeStiS EMDIIYOIOJIST ....vovviiieeiiiic et 3
[ AL 1. TESHKULET INIS vvivieiiieceeece ettt sttt ettt n st st en e 6
[1. B. Testis Anatomisi V& HIStOIOJIST ......cc.oviiiiiiiiieiiieicc e 7
[1. B. 1. Testisin HIStOfIZYOIOJISI........cccoiiiiiiiiiiie e 12
II. B. 2 Testis VasklariZasyonU ...........cccveviiiiiieiinieiiciisie et 12
[ B. 3. TeStisin INNErVasyOnU........c.ccvvirevevieiiiicie ettt 14
O O 1Sy F I o] 657U SOOI 15
[1. C. 1. Epidemiyoloji V& EtYOIOJISi.......cccvviiiiiiiiieie e 15
[1. €. 2. PAIOGENEZ ...ttt 15
O O T T o] 1= TSSOSO 16
T Gl KIINIK ettt 17
II. C. 5. Tanisal Testler ve Gorlintiileme YONtemIeri .......ccuvveeviiveveeiiiiiee e 18
IL €. 6. AYITICT TANL..cciiiiiiiiiiieee et nnneas 19
O O A I To - Y ORI 19
[1. C. 8 Komplikasyonlar Ve Prognoz .........cccccoveeiieiieiiie i 20
IL D. Iskemi-Reperfizyon HASAIT ..........ccccevieiuivereiiecieteieiessceeie e 20
IL. D. 1. I/R Hasarinin Patofizyolojisi ve EtKenIeri............ccoovviiiiiiiiiniiciiieeeens 22
[1. D. 2. Antioksidan Savunma SIStEMIETT ..........cooiiviiiiiiii e 25
IL. E. Hidrojen SUHUT (H2S) veoeieeiiiiieiiiisiie e 26
II. E.1. Hidrojen Siilfiir’iin Genel OZellKIEri ...........cccvvveveiririreiieresicieeseesesee s 26

I1. E. 2. Hidrojen SUlflr SentezIenmesi ..........cccoeivviiiiiriiiieeiiie e 27



I1. E. 3. Hidrojen STHUr YIKIMI.....ooooooiiiiiiicii e 28

I1. E. 4. Hidrojen Siilfiir’iin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri..............cccrunnv.. 28

II. E. 5. Hidrojen Siilfiir’iin Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri.........ccccecoevvvrvrerernne. 29

I1. E. 6. Hidrojen Siilfiir’iin Diabet Uzerine EtKileTi...........cccococvvvvrvevirreiriisseeeesssennns 29

I1. E. 7. Hidrojen Siilfiir’iin Uriner Sistem Uzerine EtKileri...........cccococvvvvrvrvrrvireriririnennns 30

IL. E. 8. Hidrojen Siilfiir’{in Intestinal Sistem Uzerine BtKileri ..........cccocoueverirerrrerernnnns 30

1H1- GEREC VE YONTEM ........ooviiiiiiiieeiereceeeeeees ettt ss s sens st s s san e snen e 32
III. A. Calismada Kullanilan Deney Hayvanlart ..........cccoceviiiiiiiniiiiiiie e 32
II1. B. Deney ProtOKOLT .......viiiiiiiiiie ittt 32
1. C. DENEY GIUPIATT....ccviiiiiiiiiiiiee e 34
I1I. D. Deneyin Tamamlanmas1 ve Orneklerin Muhafaza Edilmesi.............ccccococuevrircvernnnens 36
I11. E. Histopatolojik INCEIEME ............ccrveveviiiecicieieisieceeie ettt 36
I11. F. Biyokimyasal INCEIEME ...........c.crveveviiiceiieiei ettt 37
I11. G. Istatistiksel DeZerlendirie ..........ccccevrververiirerereeeieeeeeseseee st 44
IV-BULGULAR ..o bbbttt b e bbbt 45
IV. A. Serum ve Testis Dokusunda TNF-0 DUZEYIETT ..c..evverviiveriininieieienie s 45
IV. B. Testis Dokusunda MDA, AOPP, MPO Duzeyleri........ccccooviiiiiiiiiciiiniic e 45
IV. C. Testis Dokusunda Antioksidan GOSstergeler ............ccocvriiiiiiiieniceeee 45
V. D. Histopatolojik BUIQUIAK ..o 52
V-TARTISMA ..ottt r bbbt 56
VI-SONUGQ ...t b bt e s bbbttt 63

KAYNAKLAR ettt r e nns 65



H,S
I'R
SRY
SOX9
FGF-9
CSL
MIF
INSL-3
H20:2
OH-
HOCI
SOR
SNR
ROS
RNS
H202
TNF-a
IL
MDA
MPO
AOPP
FRAP
GSH
GSSG
GSH-Px
PHGPx
SOD
SOD-Ex
NO
NOS
iNOS

v

KISALTMALAR VE SIMGELER

: Hidrojen siilfiir

. Iskemi-Reperfiizyon

- Seks belirleyici bolge

: SRY box 9

: Fibroblast biiylime faktorii 9
: Gonadal siispansor ligaman

: Miilleryan inhibe edici faktor
- Insulin-like peptide 3

: Hidrojen peroksit

: Hidroksil radikali

: Hipoklorik asid

- Serbest oksijen radikalleri

: Serbest nitrojen radikalleri

- Reaktif oksijen tiirleri

: Reaktif nitrojen tiirleri

: Hidrojen peroksit

:Tiimor nekroz faktori alfa

. Interldkin

: Malondialdehit

: Myeloperoksidaz

: Tleri oksidasyon protein iiriinii
: Demir azaltic1 antioksidan gii¢
: Glutatyon

. Yiikseltgenmis glutatyon

: Glutatyon peroksidaz

: Fosfolipid hidroperoksit GPx
- Stiperoksit dismutaz

. Ekstraselliiler SOD

- Nitrik oksit

- Nitrik oksit sentaz

: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz



eNOS
NNOS
CO

HS

S_z

CBS
CSE
CAT

3- MST
CL

PLP
NaHS
Na.S
TSMT
GFR
HADYEK
DEHAM
ELISA
SD

: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Noronal nitrik oksit sentaz

- Karbonmonoksit

. Hidrosiilfit

: Siilfiir iyonu

- Sistatyonin [} sentetaz

: Sistatyonin gama liyaz

: Sistein amino transferaz

. 3-Merkaptopiriivat siilfiirtransferaz

- Sistein liyaz

: Kofaktorii pridoksal 5°-fosfat

: Sodyum hidrostilfit

> Sodyum siilfit

: Sitozolik tiyol S-metiltransferaz

. Glomeriiler filtrasyon hizini

: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
: Istanbul Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi
: Enzim bagli immiinosorbent deneyi

: Standart sapma



Vi

TABLOLAR DIiZiNi

Tablo 1: Modifiye Johnsen testikiiler biyopsi SKOTIamast...........ccccveiveriereiiiiniiiseceeee, 37

Tablo 2: Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde sodyum hidrojen siilfiiriin serum ve testis
dokusu TNF-alfa diizeyleri iizerine etkisi (Inflamasyon) (ortalama£SD)..........c.cc.ccovrrvernnn. 45

Tablo 3: Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde sodyum hidrojen stilfiiriin (NaHS) ,
(MDA), ( AOPP), (MPO) diizeylerine etkisi.(Oksidan etki) (ortalama+SD) ............ccceeennens 47

Tablo 4: Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde sodyum hidrojen siilfiiriin (NaHS)
(GSH),(FRAP),(SOD),(GSH-PX) diizeylerine etkisi.(Antioksidan etki) ...........ccocvrvvrvrvnnne 49

Tablo 5: Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde tiim gruplarin Johnsen’in ortalama
testikiiler biyopsi skoru (ortalamaSD) .......cccoiiiiiiiiiiiiii 55



Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8&:

Sekil 9:

VIl

SEKILLER DiZIiNi
Gruplara gore serum TNF-alfa degerlerinin kargilastirilmast..........ccccoevvieiiieeninnn. 46
Gruplara gore testis dokusu TNF-alfa degerlerinin karsilastirilmasi............ccccveueene. 46
Gruplara gore testis dokusu MDA degerlerinin karsilastirilmasit .......c.coccveviveeiinnnns 48
Gruplara gore testis dokusu AOPP degerlerinin karsilastirilmast ........ccoccvevivvieiinnnns 48
Gruplara gore testis dokusu MPO degerlerinin karsilastirilmast..........cccocviiiiinnnnne, 49
Gruplara gore testis dokusu GSH degerlerinin karsilastirilmast........cccooeeiiiciinnnne, 50
Gruplara gore testis dokusu FRAP degerlerinin karsilagtirilmast..........ccocoovveiinnnne, 50
Gruplara gore testis dokusu SOD degerlerinin karsilagtirilmasi..........cccocceeviiiieeninenn 51
Gruplara gore testis dokusu GSH-Px degerlerinin karsilastirilmast ............ccceeeveeneen. 51

Sekil 10: Gruplara gore testis Johnsen skor degerlerinin karsilastirilmast ............ccoceeevneenne 55



VI

RESIMLER DiZINI
Resim 1: Testisin embriyolojik GeliSIMi .....c.ccveiiiiieiieiiiic e 5
ReSIM 2: TESHIS @NAIOMISE .....c.veiiiiiiieiiiicre s 10
Resim 3: Testis anatomisi V& NIStOIOJIS........cccviiiiieiiiiicseee e 11
ReSIM 4: TEStIS @NAIOMIST .....ouveveiiiiiiiicii e 11
Resim 5: Deneysel torsiyon modeli operasyon dncesi hazirlik asamast.........ccoccvevvvveervenenne 33
Resim 6: Skrotal explorasyon sonrasi testislerin insizyon digina alinmasi ............cccocvereeeneene. 35
Resim 7: Testis toSiyonu OlUStUTUIMAST ......ecvviiieiiieieie it 35
Resim 8: Intraperitoneal hidrojen stlflir UygUIANMAST ...........cevevvcrevererieieceereieee e, 35
Resim 9: Bilateral orsiektomi sonrasi testis dOKUIArT..........ccceevviiiieiiiiieeiee e 36

Resim 10: Patoloji incelemesinde spermatozoa diizeyinde matiirasyon igeren normal

spermatogenez gosteren seminifer tubuluslarin gosterilmesi ........ccocveeviiiiiiiiiiiiin e 53

Resim 11: Patoloji incelemesinde seminifer tubuluslarda nekroz, apoptotik cisimcikler ve dev

hiicrelerin @OStEITIMEST .. .oouviiiieiiicec e 53

Resim 12: Patoloji incelemesinde spermatosit ve spermatid diizeyinde matiirasyon gosteren

seminifer tubuluslarin OStETIIMEST ........eiiiriiiiiiie e 54

Resim 13: Seminifer tubuluslarda spermatosit ve spermatozoa diizeyine ulasan matiirasyon

gosteren germ hiicrelerinin @OStETIIMEST ......cocvvveiiiiieiiiie i 54



OZET

Amag: Testis torsiyonu spermatik kordun vertikal eksende donmesi ile testis ve
yapilarinin kanlanmasinin bozulmasina bagli olarak testiste kalici iskemik hasara sebep
olabilen akut seyirli, her yasta goriilebilen ve hizli tan1 ve tedavi gerektiren tirolojik acil bir
durumdur. Dogru teshis konulamaz, uygun ve erken tedavi yapilmazsa geri doniisiimsiiz testis
kayb1 ile sonug¢lanabilmektedir. Testis hasarmin olugmasinda iskeminin etkisi ile birlikte
testisin detorsiyonu sonrasida gelisen reperfiizyonun da etkisi vardir. Testis torsiyonunda bu
iskemi/reperfiizyon hasarin1 azaltmak i¢in birgok tedavi yontemi denenmekte ve

arastirilmaktadir

Hidrojen siilfiir (H,S) renksiz, yanici, ugucu ve karakteristik ¢iirimiis yumurta
kokusuna sahip suda ¢6ziinebilen bir gazdir. Uzun yillar toksik bir gaz oldugu bilinen H,S’ in
daha sonra Kimura ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismalarda organizmada endojen olarak
sentezlendigi ve birgok fizyolojik ve patolojik siireci etkiledigi saptanmistir. Wang ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calismalar sonrasi karbon monoksit (CO) ve nitrik oksit
(NO)’ten sonra lgilincii gazotransmitter olarak kabul edilmistir. H,S> in kardiyovaskiiler
sistemin diizenlenmesinde, hiicre proliferasyonu ve apoptozunda, glukoz metabolizmasinda,
ndrotransmisyonda, inflamasyonda ve damar yataklarinda gevsetici etki gosterdigi cesitli

caligmalarda gosterilmistir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda H,S tedavisinin oksidatif stresin neden oldugu
doku hasarini iyilestirdigi ve iskemi /reperfiizyon hasarminin onlenmesinde rolii oldugu
gosterilmistir. Ozellikle enflamasyonun diizenlenmesi konusunda énemli bir rol oynadif ve
dogru oranda kullanilan hidrojen siilfidin iskemi / reperfiizyon hasarina karsi inhibitor-
enflamatuvar sitokinlerin salinmasini saglayarak antiinflamatuar, antioksidan ve ayrica
antifibrotik aktiviteye katkida bulundugu gosterilmistir. Bu 6zelligi ile hidrojen siilfiir iskemi

Ireperfiizyon , sok, sepsis tedavisinde de kullanilabilir.

Testis torsiyonuna bagli iskemi / reperflizyon hasari sonrasi testislerde meydana gelen
histolojik ve fonksiyonel degisiklikleri ve farkli tedavi metodlarini inceleyen ¢ok sayida yayin

bulunmaktadir.

Iskemi/reperfiizyon hasarini azaltmak icin, serbest radikal kurtaricilar1 da igeren birgok

farmakolojik ajan kullanilmistir. H,S tedavisi de testisteki iskemi/reperfiizyon hasarinda, hasari
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sinirlamak ve geri ¢evirmekte kullanilabilecek bir serbest radikal kurtaricisidir. Hidrojen siilfiir
tedavisiyle ilgili birgok yeni ¢alisma olmasina karsin literatiir verileri incelendiginde testis
torsiyonu ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda amacimiz testis torsiyon-
detorsiyonu modeli olusturdugumuz si¢anlarda testistin iskemi ve reperfiizyonuna bagli olusan
hasarin 6nlenmesinde hidrojen siilfiir (H,S) tedavisinin iskemi/reperfiizyon hasarina etkisini

biyokimyasal ve histopatolojik parametreler kullanarak arastiriimasidir.

Materyal ve Metod: Deneysel ¢alismada 18 adet erkek, erigkin, ortalama agirligi 300-
400 gr olan Wistar albino cinsi siganlar kullanildi. Siganlar sicakligi 21+/- 2 °C, %40-60 bagil
nem altinda ve 151k 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde bir odadaki ayr1 kafeslere
yerlestirildi. Tiim sigan deneylerinde, istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylanan protokole uygun hareket edildi. Siganlar her grupta 6 adet olacak
sekilde rastgele secilerek 3 gruba ayrildi. 1. Grup cerrahi stres uygulanan sham grubuydu. 2.
Grup testis torsiyonu yapilip 1 saat sonrasinda detorsiyon yapilan iskemi reperfiizyon
grubuydu. 3. Grup ise testis torsiyonu yapilmasi sonrasinda detorsiyondan 30 dk once iskemi
evresinde Hidrojen siilfiir kaynagi olarak NaHS (Sodium hydrosulfide monohydrate, Sigma-
Aldrich) kullanilarak normal salinle ¢6ziindiiriilmesi sonrasi olusan ¢6zeltinin (1ml salin de 10
mg/kg/giin doz NaHS) intraperitoneal olarak uygulandigi I/R+NaHS tedavi grubuydu. Tiim
cerrahi iglemler intraperitoneal ketamin ( 50 mg/ kg) ve ksilazin (10 mg/ kg) anestezisi altinda
yapildi. Operasyonlarda midskrotal vertikal insizyon sonrasi bilateral testisler serbestlendi ve
insizyon disina alindi. Sham grubuna torsiyon uygulanmadan tekrar scrotuma yerlestirildi.
Diger tiim gruplarda bilateral testislerin serbestlenmesinin ardindan 720° torsiyone edilerek
nontravmatik siitiirler ile tespit edildi.l saat sonrasinda detorsiyon yapildi. Yalnizca tedavi
grubu olan I/R+ NaHS grubuna torsiyon siiresinin 30dk sinda intraperitoneal olarak NaHS
¢ozeltisi enjeksiyonu uygulandi. Testis torsiyonu toplam siiresi bir saat olunca testisin dartosa
sabitleme siitiirii kesilerek testisler manuel olarak saat yoOniiniin tersi yoniinde detorsiyone
edilerek reperfiizyon saglandi. Ardindan testisler skrotuma yerlestirilerek anatomik katlar
nontravmatik siitiir ile kapatildi. Postoperatif ilk giinden itibaren 1 hafta boyunca I/R +NaHS
grubuna intraperitoneal olarak giinde 1 kez olmak tizere NaHS ¢ozeltisi enjeksiyonu uygulandi.
Tiim gruplarin detorsiyonun 7. gilinlinde skrotum eski insizyon yerinden agilarak bilateral
orsiektomi yapilarak doku ve ayni zamanda kan Ornekleri alindi. Deney bitiminde bilateral
orsiektomi sonrasi alian testis dokular1 sol testis ve sag testis olmak iizere ayrildi. Sol
testislerin tiimii histopatolojik inceleme igin Bouin soliisyonunda fikse edilerek Patoloji

Anabilim Dalina gonderildi. Sag testislerinde tiimii serum fizyolojik ile yikandiktan ve steril
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sekilde kurulandiktan biyokimyasal islemler i¢in 6l¢iim yapilacagi giine kadar — 80°C’de derin
dondurucuya kaldirildi. Sicanlardan biyokimyasal iglemler i¢in intrakardiyak kan alindiktan

sonra yiiksek doz anestezi altinda sakrifiye edilerek deneyin cerrahi kism1 sonlandirildi.

Bulgular: Gruplarin intraoperatif ve postoperatif cerrahi degerlendirmesinde 1. grup
olan sham grubuna gore makroskopik goériiniimii baz alindiginda, 2. Grup olan ve torsiyon
uygulanan I/R grubunda doku canliliginin kétiilestigi, hidrojen siilfiir uygulanan 3. Grup olan
I/R+NaHS grubunda ise I/R grubuna gore daha iyi doku canliliginin oldugu saptandi. Bir saatlik
torsiyon siiresinin sonunda testiste mor renk degisikligi ve 6dem artisinin oldugu goriildi.
Testislerin detorsiyone edilmesi sonrasinda testislerin renginde kismi diizelme olmasina
ragmen minimal 6demin devam ettigi gozlendi.1 hafta sonra yapilan orsiektomi sonrasinda
ozellikle I/R grubunda testislerdeki mor rengin minimal oldugu ve 1 tanesinde atrofi gelistigi,

sham grubuyla I /R +NaHS grubu testisleri arasinda morfolojik olarak belirgin fark saptanmadi.

Yapilan mikroskobik incelemede sham grubunda normal spermatogenez gosteren
seminifer tubuluslarin oldugu I/R grubunda seminifer tiibiil yapilarinin ve spermatogenik
hiicrelerin diizeninin bozuldugu, tiibiil icerisinde c¢ok c¢ekirdekli graniilasyon hiicrelerinin
gozlendigi, bazi seminifer tiibiiliislarda spermatogenik hiicrelerin bulunmadigi, I/R +NaHS
grubunda ise seminifer tubuluslarda spermatosit ve spermatozoa diizeyine ulasan maturasyon
gosteren germ hiicreleri saptandi. Histopatolojik incelemede modifiye Johnsen skorlamasi
kullanilarak bu skora gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (
p<0.05). Farkliligin tespiti i¢in yapilan ikili karsilasgtirmalar sonucunda; sham grubunun
degerleri ile I/R grubu arasinda yapilan degerlendirme sonrasinda sham grubunun degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek oldugu saptandi. (p<0.05).1/R grubunun degerleri
ile I/R+NaHS grubunu degerlerinin karsilagtirilmasi sonrasinda I/R  grubu degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu saptandi (p<0.05). Sham grubu ve /R+NaHS
grubu arasinda ise Johnsen skoru degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamadi. (p>0.05)

Serum ve testis dokusu TNF-o diizeylerine bakildiginda gruplar arasinda anlami bir
degisiklik gostermedigi saptandi. (p>0,05). Miyelperoksidaz (MPO) aktivitesinin | / R
grubundaki siganlarin testis dokusunda sham grubuna goére anlamli artiglar gosterdigi ve
I/R+NaHS grubunda H,S uygulamasi ile artmis olan MPO aktivitesi diizeylerinde anlamli bir
azalma oldugu saptandi. (p<0,05).Yine ayni sekilde ileri oksidasyon protein iiriinii (AOPP)

aktivitesinin | / R grubundaki siganlarin testis dokusunda sham grubuna gére anlamli artiglar
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gosterdigi ve I/R+NaHS grubunda H,S uygulamasi ile artmis olan AOPP aktivitesi
diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu saptandi. (p<0,05) Malondialdehit(MDA) diizeylerine
bakildiginda gruplar arasinda anlami bir degisiklik géstermedigi saptandi. (p>0,05) .

Glutatyon (GSH) diizeylerinin I/ R grubundaki siganlarin testis dokusunda sham
grubuna gore anlamli bir azalma gosterdigi ve /R+NaHS grubunda ise H,S uygulamasi ile GSH
diizeylerinde anlamli bir artis gosterdigi saptandi. (p<0,05) Buna karsilik Siiperoksit dismutaz
(SOD) , Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve Demir azaltici antioksidan gii¢ (FRAP)
aktivitelerinde herhangibir degisiklik goriilmedi.

Sonug¢: Testis torsiyonunda hidrojen silfiiriin  detorsiyon sonucu olusan
iskemi/reperfiizyon hasarini1 6nlemede etkili oldugunu saptadik. Fakat literatiirde bu konuyla
ilgili ilk ¢alisma oldugundan saptadigimiz bulgularin daha genis kapsamli deneysel ¢alismalarla

desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Testis torsiyonu, Hidrojen siilfiir, iskemi, Reperfiizyon hasari,
Oksidatif stres
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ABSTRACT

Objective: Testicular torsion is an acute urological emergency in all ages requiring
rapid diognosis to prevent the permanent ischaemic damage of the testicles due to the vertikal
rotation of spermatic cord cutting off the blood supply to testicles. Irreversible testicular loss
may occur if the disease diagnosed not correctly and not treated properly. The reperfusion has
also an effect on the testicular loss. Several approaches have beed tried to reduce the damage

of ischemia reperfusion in testicular torsion

Hydrogen Sulfide (H.S) is a colorless, flammable and volatile water-soluble gas with a
characteristic odor of rotten egg. H,S which has been known to be a toxic gas for many years,
was later identified that it is synthesised as an endogenous in the organism and effect many
physiological and pathological processes in studies performed by Kimura and his colleagues.
H2S was accepted as the third gasotransmitter after Carbon Monoxide (CO) and Nitric Oxide
(NO) by Wang and his colleagues. Relaxing effect of the H2S on regulation of cardiovascular
system, cell proliferation and its apoptosis, glucose metabolism, neurotransmission,

inflammation and vascular beds has been shown in several studies.

Recent studies have shown that H,S treatment cure tissue damage which is caused by
oxidative stress and has a role in the prevention of |1 / R damage. It has been shown that, the
correct use of H,S which is play an important role, especially in regulation of inflammation,
contribute to antiinflammatory, antioxidant and antifibrotic activity by releasing inhibitory-
inflammatory cytokines against I / R damage. With this feature, H,S can be used in the treatment

of ischemia / reperfusion, shock, sepsis.

There are numerous studies examining histological and functional changes in the
testicles and different treatment modalities after ischemia /reperfusion injury due to testicular
torsion. In order to reduce ischemia / reperfusion damage, many pharmacological agents
including free radical scavenger have been used. H,S is also a free radical scavenger that can
be used to limit and reverse in the ischemia / reperfusion damage in the testicles. There are
many recent studies on the treatment of H,S and no available studies have been found in terms
of the treatment of testicular torsion. In this thesis, we aimed to investigate the effect of H,S

treatment on ischemia / reperfusion injury by using biochemical and histopathological
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parameters to prevent damage caused by ischemia / reperfusion in testis torsion-detorsion

model.

Materials and Method: In the exprimental study, 18 ea, male, adult, Wistar albino rats
with an average weight of 300-400 gr were used. The rats were placed in seperate cages in a 12
hours illuminated, 12 hours darkened room with temperature of 21+/- 2 °C, %40-60 relative
humidity. All the rat experiments has been performed according to protocol which is approved
by Istanbul University Animal Experiments Local Ethics Committee. The rats were randomly
divided into 3 group with 6 number in each group. 1st group was the sham group which is
applied surgical stress. 2nd group was the ischemia /reperfusion group which detorsion
performed 1 hour later than testicular torsion application. 3rd group was the |1 / R + NaHS
treatment group which is applied intraperitoneally during the ischemia phase with normal saline
solutionized NaHS (Sodium hydrosulfide monohydrate, Sigma-Aldrich) solution (10 mg/kg
/ day dose NaHS in 1ml Saline) as a source of Hydrogen Sulfide after the testicular torsion was
performed 30 minutes before the detorsion. All surgical procedures have been performed under
anesthesia with intraperitoneal ketamine (50 mg / kg) and xylazine (10 mg / kg). Bilateral
testicles released and then taken out of incision after midscrotal incision. It was placed in the
scrotum before torsion was applied to the sham group. Bilateral testicles were determined by
nontraumatic sutures with 720° torsion after releasing of bilateral testicles in all other groups.
Detorsion has been performed after 1 hour. Only the 1 / R + NaHS treatment group received
intraperitoneal injection of NaHS solution at 30th minute of the torsion time period.
Referperfusion has been conducted by cutting the dartos fixation suture of testicles and
manually counterclockwised when the total duration of the testical torsion was over 1 hour.
Then the testicles were placed in to the scrotum and the anatomic layers were closed with non-
traumatic sutures. NaHS solution was injected intraperitoneally once once a day for 1 week
from the first postoperative day to the I/ R+ NaHS group. The scrotum was opened from old
incision location and bilateral orchiectomy has been performed due to receive testis tissue and
blood samples on the 7th day of the detorsion of all groups. Testicular tissues which ware taken
after bilateral orchiectomy seperated into two as right and left testis at the end of the experiment.
All left testes were fixed in Bouin solution and sent to Pathology Department for
histopathological examination. All right testes were washed with normal saline, dried in a sterile
way and stored in — 80°C deepfreeze up to the date of biochemical processes. Intracardiac blood

has been received from rats for the biochemical procedures. After the procedure, rats were
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sacrificed under high dose anesthesia and the surgical phase of the expriment has been

completed.

Results: The intraoperative and postoperative surgical evaluation of the groups based
on the macroscopic appearance according to the sham group .Tissue viality worsened in the
torsion applied I/ R group . Better tissue viality has been found in the Hydrogen Sulfide applied
I / R + NaHS group according to I / R group. Purple discoloration and increase in edema have
been observed at the end of one hour torsion period. It was observed that minimal edema
continued despite partial improvement in the color of the testes after detorsion of the testes.
After the orchiectomy which was performed 1 week later, it was observed that the purple color
in the testis was minimal and atrophy developed in one especially 1 / R group . No significant

morphological difference has been found between sham group and | /R + NaHS group .

According to microscopic examination; it was observed the existence of seminiferous
tubules that shows normal spermatogenesis in sham group. It was also observed that there is no
spermatogenic cells observation in some seminiferous tubules, there is multi-core granulation
cells in tubule, distorsion of spermatogenic cells and seminiferous tubule structures in I / R
group . Mature showing germ cells reaching spermatocytes and spermatozoa have been
observed in seminiferous tubules in 1/ R + NaHS group . According to Johnsen scoring, it was
found that there is significant statistical differences between groups (p<0.05). As a result of the
paired comparisons to determine the differences; sham group values were found statistically
and significantly higher according to comparision between sham and I/ R groups (p<0.05). I /R
group values were found statistically and significantly lower according to comparision between
I/Rand I/R + NaHS groups (p<0.05). No significant and statistical difference has been found
according to comparision between sham and | / R + NaHS groups based on Johnsen scoring
(p<0.05).

When serum and testis tissue TNF-o levels were examined; it was found that
examination results not showed any significant difference between groups (p<0.05). It was
also found that Myelperoxidase (MPQO) activity of the rats placed in I / R group showed
significant increases in testicular tissue compared to sham group and MPO activity levels which
was increase due to application of H,S showed significant decrease in | /R + NaHS group
(p<0.05). Likewise; it was found that advanced oxidation protein product (AOPP) activity of

the rats placed in |1 / R group showed significant increase in testicular tissue compared to sham
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group and AOOP activity levels which was increase due to application of H,S showed

significant decrease in | /R +NaHS group (P<0.05).

When the malondialdehyde (MDA) levels were examined, 1t was found that there was

no difference between groups (p<0.05).

It was found that Glutathione (GSH) levels of the rats placed in 1 / R group showed
significant decrease in testical tissue compared to sham group and GSH levels of I / R + NaSH
group showed significant increase with H,S application (p<0.05). On the contrary, any change
has not been observed in Superoxide dismutase (SOD), Glutathione peroxidase (GSH-Px) and

and Ferric reducing antioxidant power (FRAP) activities.

Conclusion: We found that Hydrogen Sulfide is effective on preventing ischemia /
reperfusion which is caused by detorsion in testicular torsion. The findings of our study should
be supported with more extensive experimental studies because our study is the first study on
this subject in the literature.

Key Words: Testicular torsion, Hydrogen sulfide, Ischemia, Reperfusion damage,

Oxidative stress



I-GIRIS VE AMAC

Testis torsiyonu spermatik kordun vertikal eksende donmesi ile testis ve yapilarinin
kanlanmasinin bozulmasina bagli olarak testiste kalict iskemik hasara sebep olabilen akut
seyirli, her yasta goriilebilen ve hizli tan1 ve tedavi gerektiren tirolojik acil bir durumdur. Dogru
teshis konulamaz, uygun ve erken tedavi yapilmazsa geri doniisiimsiiz testis kaybi ile

sonuglanabilmektedir. (1, 2, 3)

Testis torsiyonunda vendz doniisiin bozulmasina bagli olarak 6dem ve hemoraji
meydana gelmesi sonrasinda ilerleyen siirecte vendz konjesyon arteryel dolasimida bozarak
arteryel obstriiksiyon bulgularinin da meydana gelmesine neden olur. Bu siirecte kan akimi
azalmasi sonucu testiste hipoksi ve devaminda iskemi meydana gelir. Yapilan deneysel
caligmalar sonucunda testis dokusunda iskemiye en duyarli hiicrelerin baslica germ hiicreleri
oldugu saptanmistir. (4) Testis torsiyonu sirasinda olusan iskemik hasar reaktif oksijen
radikallerine (ROS) bagl olarak oksidatif stres ve inflamasyon sonucu meydana gelmektedir.
Iskemik hasar déneminde testikiiler hasarin primer nedeni oksijen desteginin azalmasi ile
iliskilidir. (5) Iskemi meydan gelmis dokularin canliligim koruyabilmek igin en kisa siirede
doku reperflizyonun saglanmasi gerekmektedir. Testisin detorsiyone edilmesi sonrasinda
reperfiizyonun da hiicresel hasara neden oldugu bu hasarin ROS {iretiminde artis ve notrofil
infiltrasyonu ile baglantili oldugu bilinmektedir. Bu siirecte meydana gelen radikaller hiicre
membraninda bulunan lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin denaturasyonuna ve DNA

hasarina neden olur. (6)

Hidrojen siilfiir (H,S) renksiz, yanici, ugucu ve karakteristik ¢lirliimiis yumurta
kokusuna sahip suda ¢oziinebilen bir gazdir. Uzun yillar toksik bir gaz oldugu bilinen hidrojen
stilfiirlin daha sonra Kimura ve arkadaglar tarafindan yapilan caligmalarda organizmada
endojen olarak sentezlendigi ve bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireci etkiledigi saptanmustir.
Ozellikle H,S in beyin, kardiyovaskiiler sistem, Karaciger ve bobrekte en yiiksek diizeyde
tiretildigi tespit edilmistir. (7) Wang ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢calismalar sonrasi karbon
monoksit (CO) ve nitrik oksit (NO)’ten sonra {igiincii gazotransmitter olarak kabul edilmistir.
Yapilan ¢alismalarda H,S nin vaskiiler tonusun regiilasyonunda, myokardiyal kontraktiliteyi
diizenlemede, norotransmisyonda ve insiilin sekresyonu gibi pek ¢ok fizyolojik fonksiyonda rol

aldig1 gosterilmistir. (8,9) Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda H,S tedavisinin oksidatif



stresin neden oldugu doku hasarini iyilestirdigi ve iskemi / reperfiizyon hasarinin 6nlenmesinde
rolii oldugu gosterilmistir. Ozellikle enflamasyonun diizenlenmesi konusunda énemli bir rol
oynadigi ve dogru oranda kullanilan hidrojen siilfiiriin iskemi / reperfiizyon hasarina karsi
inhibitér-enflamatuvar sitokinlerin salinmasim1 saglayarak antiinflamatuar, antioksidan ve
ayrica antifibrotik aktiviteye katkida bulundugu gosterilmistir. Bu 6zelligi ile hidrojen siilfiir

iskemi / reperfiizyon , sok , sepsis tedavisinde de kullanilabilir. (10,11.12)

Testis torsiyonuna bagl iskemi / reperfiizyon hasari sonrasi testislerde meydana gelen
histolojik , fonksiyonel degisiklikleri ve farkli tedavi metodlarini inceleyen ¢ok sayida yayin

bulunmaktadir.

Iskemi / reperfiizyon hasarimi azaltmak igin serbest radikal kurtaricilari da igeren birgok
farmakolojik ajan kullanilmistir. H,S tedavisi de testisteki iskemi / reperfiizyon hasarini
siirlamak ve geri ¢evirmekte kullanilabilecek bir serbest radikal kurtaricisidir. H,S tedavisiyle
ilgili bir¢cok yeni ¢alisma olup testis torsiyonu tedavisi agisindan mevcut veriler incelendiginde
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamis olup bu ¢alisma ilk defa yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda
amacimiz testis torsiyon-detorsiyonu modeli olusturdugumuz si¢anlarda iskemi / reperfiizyon
hasarinin 6nlenmesinde H,S tedavisinin etkisinin biyokimyasal ve histopatolojik parametreler

kullanarak arastirilmasidir.



- GENEL BILGILER

I1. A. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti genetik ve kromozomal olarak sekonder oositi délleyen spermin
tirtine gore fertilizasyon sonucunda ortaya ¢ikar fakat her iki cinsiyetin gonadlar1 gebeligin 7.
haftasina kadar erkek veya disi morfolojik ozelliklerine sahip degildir ve farklilagmamis
gonadlar olarak adlandirilirlar. Gonadlarin farklilasmalar1 XX, XY kromozom kompleksine
baglhdir. (13,14)

Gonadlar; mezotelyum (posterior abdominal duvar1 déseyen mezodermal epitelyum),
mezensim (mezotelyum altindaki embriyonik bag dokusu) ve primordiyal germ hiicreleri olmak
iizere lic embriyonel kaynaktan koken alirlar. Gonadlar baglangicta bir ¢ift halinde, ¢dlomik
epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagsmasi sonucunda olusmus genital veya
gonadal kabarti halinde belirirler. Gelisimin 6. haftasina kadar gecen siirede bu genital
kabartilar icinde germ hiicreleri bulunmamaktadir. Primordial germ hiicreleri, embriyonik
gelisimin erken evrelerinde yolk kesesinin allantoise yakin duvarinda, endoderm hiicreleri
arasinda ortaya ¢ikar. Primordial germ hiicreleri ameboid hareketlerle son barsak mezenterinin
dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve epitelyum
hiicrelerinin altindaki mezensimin i¢ine gomiiliirler. Genital kabart1 i¢ginde germ hiicrelerinin
goriilmesi 6. gestasyonel haftada olur. Bu donemde erkek veya disi gonadal yapilarin
birbirinden ayirt edilmesi miimkiin degildir ve bu donem farklilagmamis gonad olarak
adlandirlir. Boylece gelisimin 5. haftasinin sonunda korteks ve medullaya sahip bipotansiyel

gonad olusturulmustur. (13,15)

Bipotansiyel gonadlarin testis veya over dokusuna doniisiimii genetik yapi ile belirlenir.
Primordial germ hiicrelerinin sahip oldugu kromozomlar XY ise embriyo genetik olarak
erkektir. Altincr haftada Y kromozomunun kisa kolundaki SRY (seks belirleyici bolge) geni ve
SOX9, FGF9 gibi diger testis belirleyici genlerin birlikte ger¢eklesen aktivasyonu sonucunda
gonadin korteks dokusu gerileyerek testis veya medullar kordonlari olusturulur. Bu kordonlar
gonadin hilusunda ince ve daha kii¢iik kordonlara pargalanip ag sekline doniiserek “rete testis”i
olustururlar. (16) Bu safhada testis kordonlari primordial germ hiicreleri ve sertoli destek
hiicrelerinden olusur. Testiste primordial germ hiicrelerinden spermatogoniumlar , plika

genitalis mezotelinden sertoli hiicreleri olusur. Sertoli hiicreleri 6. haftada ortaya ¢ikar ve



8. haftadan sonra miillerian inhibitoér faktér (MIF) salgilanir. Gonadal sirtin kendi
mezensiminden gelisen intertisyel leyding hiicreleri testis kordonlarinin arasinda yer alir ve bu
kordonlarin farklilagsmaya baslamasindan sonra gelismeye baslarlar. Leydig hiicreleri 8.
haftada ortaya ¢ikmaktadir ve bu hiicreleri 10. haftadan itibaren testosteron ve androstenedion
salgilamaya baglar. Testisler artik genital kanal ve dis genital organlarin cinsiyetini
belirleyebilecek duruma gelmistir. (13,16) Gonadal sekse gore gelisen internal ve eksternal
genital organlar, diferansiye olan gonadin hormonal fonksiyonuna goére belirlenmektedir. Bu
kritik hormon mekanizmasinda bir aksama oldugunda disi yonde farklilasma veya anormal
erkek yonde farklilasma gelisebilmektedir. Erkek dis genital organlarinin gelisimi i¢in bu
dokularda testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiinii saglayan 5-Alfa rediiktaz enzimine

gerek vardir. (13)

Testis gelisiminde temel rol oynayan SRY geni testisin, mezonefrik kanal tubiillerinin
gonadal sirta penetre olabilmesini ve testislerin gelisimini saglayan kemotaktik ajan
salgilamasint uyarmaktadir. Bunun yaninda SRY geni sertoli ve leydig hiicrelerinin
farklanabilmesi i¢in gerekli olan ve etkisini bir baska transkripsiyon faktdrii olan SOX9 geni
tizerinden gosteren steroidogenezis faktorii 1° in salgilanmasini diizenlemektedir. Sertoli
hiicrelerinin salgiladigi miillerian inhibe edici faktér (MIF) miillerian (paramezonefrik)
kanallarin regresyonunu neden olur. Testis kordonlar1 arasinda yer alan interstisyel leydig
hiicrelerinden salgilanan testosteron, 5-alfa rediiktaz enzimi yardimiyla dihidrotestosterona
dontstiiriiliir. Reseptorii ile kompleks olusturan testosteron wolfian (mezonefrik) kanallarin
virilize olmasindan sorumluyken, Reseptorii ile kompleks olusturan dihidrotestosteron ise

erkek dis genital yapilarmin diferansiyasyonuna yardimei olur. (13)

Piibertal gelisime kadar solid yapida olan ve kapali olan testis kordonlar1 piibertal
gelisim ile birlikte limen yapisi olusarak seminifer tiibiilleri meydana getirir. Rete testis
tiibiilleri ve seminifer tiibiillerin bir araya gelmesiyle duktuli efferentesler meydana gelir.
Epididim, duktuli efferenteslerden sonra gelen, kendi tizerine kivrilmis tiip seklinde, spermlerin
depolandiklar1 ve olgunlastiklari bir yapidir. Wolfian kanallar kivrimlar yaparak epididimisi
(ductus) meydana getirir. (13,15) Mezonefrik kanal epididimin kuyruk kismindan seminal
vezikul tomurcuguna ulasincaya kadar kalin bir kas kilifi ile sarilidir ve bu kisma duktus
deferens adi verilir. Seminal vezikiillerden sonra devamlilik gosteren duktus deferens kismi ise
duktus ejekulatoryus adini alir. Erkekte paramezonefrik kanalin kranial ucu diginda tiimii
dejenere olmaktadir. Dejenere olmayarak devamlilik gosteren kisimdan ise apendiks testis
olusur. (17)
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I1. A. 1. Testikiiler inis

Testis ve mezonefroz 2. aymn sonunda iirogenital mezenter araciligiyla karin arka
duvarma bagl sekilde bulunur. Testisin karin duvarina bagli kalmasini saglayan iki ligaman
bulunmaktadir. ilki testisi kranial bélgeye dogru c¢eken kranial gonadal siispansdr ligaman
(CSL). ikincisi ise testisin kaudal kismindan baslayarak uzanim gdsteren mezensimal yapi
gubernakulumdur. (kaudal genital ligaman). Baslangigta lomber bélgede bulunan testisler,
tclinci fotal aydan itibaren skrotuma dogru inise baslarlar. Hipotezlere gore testislerin
scrotuma inisi transabdominal ve inguinoskrotal olmak iizer iki fazda gergeklesir.(18, 19, 20,
21)

1- Transabdominal Faz

[k faz transabdominal evredir ve testis bu evrede karin arka duvari boyunca inise geger;
gebeligin 17. Haftasinda i¢ inguinal halka hizasina gelir ve gebeligin 28. haftasina kadar burada
kalir. Testisin inguinal bolgeye kadar indigi transabdominal fazda mekanik etki, gubernakulum
veya genitoinguinal ligamandir. Testisin skrotuma iniginin tamamlamasindan Once
gubernakulum inguinal bolgede eksternal ve internal oblik kaslar arasinda uzanim gdsterir.
Gubernakulumun transabdominal fazda erkeklerde leyding hiicrelerinden salgilanan insulin-
like peptide 3 (INSL-3) etkisi ile yapisinda meydana gelen kalinlasma sayesinde inguinal
kanal1 genislettigi diisiiniilmektedir. Testisin skrotuma inig donemi miillerian inhibe edici faktor
(MIF) ve androjen hormonlarin etkisi altinda gergeklesmektedir. .MIF in testisin inis yolu
iizerindeki miillerian yapilarin kaybolmasini saglayarak mekanik engelleri ortadan kaldirdig:
diistiniilmektedir. Erkeklerde androjenlerin etkisi ile regrese olan CSL testisin kaudal yonde
mobilizasyonuna olanak saglar. (17, 18, 19, 20, 21, 23, 24).

2- Inguinoskrotal Faz

2. evre olan inguinoskrotal fazin gergeklesmesi 28-35. gestasyonel haftalar arasinda
olur. Bu evre gubernakulumun skrotuma migrasyonunun oldugu dénemdir. Testis bu evrede
inguinal kanal yoluyla karin 6n duvarini gecerek skrotuma iner. Testis gebeligin yedinci
aymdan sonra inguinal kanali gegmis ve dogumdan hemen 6nce de gelisimini tamamlamig
halde skrotumdaki yerini alir. Androjenler, inguinoskrotal migrasyonu baslatmaktan sorumlu
tutulmaktadirlar. (21,22) Testisin skrotum i¢ine inmeye baslamasi ile birlikte gubernakulumun
ekstraabdominal kismi olusur ve inguinal bdlgeden baslayarak skrotuma dogru ilerler. Testis

inguinal kanali terk ederken gubernakulumun ekstraabdominal boliimii  skrotuma



tutunmaktadir. (17) Co6lemik bosluktan olusan periton, karin 6n duvarmin her iki yaninda
vaginal proses adi verilen peritoneal bir cep olusturur. Muskiiler ve fasiyal yapilarla birlikte
skrotuma dogru ilerleyen prosesus vaginalis inguinal kanali meydana getirir. Testisler vajinal
proses kokenli peritoneal tabaka ile birlikte icinden gegtigi karin 6n duvarina ait tabakalar ile
orttuliidiirler. Transversalis fasyasi internal spermatik fasyay1; internal oblik kas ise kremaster
adalesini ve fasyasini olusturur. Eksternal oblik kasda eksternal spermatik fasyay1 olusturur.
Transversus abdominis kasi bu bdlgenin iizerinde arkus yaptigit ve go¢ yolu iizerinde
bulunmadig1 i¢in testis ve testise ait yapilarin ¢evresinde bu kasa ait tabaka bulunmaz. (13)
Biiyiiyen organlarla beraber karin i¢i basincin artmasi ve gubernakulumda meydana gelen
degisiklikler ile beraber procesus vajinalis olustuktan sonra guberkanulum rehberliginde 6nce
epididim, ardindan da testis procesus vajinalis igine girer. (25) Gubernakulumun kisalmaya
devam etmesi ile testis skrotumun alt boliimiine kadar iner ve ardindan processus vajinalis
kapanir. (26)

I1. B. Testis Anatomisi ve Histolojisi

Testisler skrotum igerisinde yer alan ovoid sekilli olup gonadlar olup erigkin erkekte
yaklasik 4x3,5x3 cm boyutlarindadir ve her bir testisin hacmi ortalama olarak 30 ml kadardhr.
Testisin 2/3 olan anterolateral boliimii serbest iken, posterolateral yiizii epididim, bag dokusu
ve damarlarla ortiiliidiir. Testis distan ige dogru en dista tunika vaginalis, ortada kollajen ve diiz
kas elamanlarini igeren tunika albuginea ve en igte vaskiiler yapilarin yogun sekilde bulundugu
tunika vaskulosa adlar1 verilen 3 yapi1 olusturdugu sert bir kapsiil ile sarilidir. Tunika vaginalisin
iizerinde ise sirasi ile internal spermatik faysa, kremaster kasi1 ve eksternal spermatik fasya,
dartos fasyasi ve cilt yer alir. Tunika vajinalis; viseral ve pariyetal tabaka olmak iizere 2
tabakalidir. Testisin On yiiziinde ve her iki yaninda viseral tabaka, testisin alt kismindan tst
kismina dogru parietal tabaka uzanir. Bu iki tabaka arasindaki potansiyel boslukta testisin
etrafin1 saran az miktarda ser6z sivi bulunur ve bu sivinin artisi ile hidrosel meydana gelir.
Ekstravaginal testis torsiyonu bu boslukta olusur. (27) Tunika albuginea kalin, sert fibr6z bir
tabaka olup testis i¢c kismmi sarar. Tunika albuginea testisin arkasinda kalinlasarak
mediastinum testisi olusturur. Tunika albuginea yapisinda esas olarak kollajen doku igine
dagilmis ¢ok sayida, dallanmis, diiz kas hiicreleri vardir ve bu lifler otonomik innervasyon
sonrasinda ejekiilasyon sirasinda kasilarak efferent duktuslara dogru sperm hiicrelerinin hareket
etmesinde yardimci olur. Tunika albuginea i¢ yiiziinden ¢ikan fibroz septalar testisteki
seminifer tiibiilleri yaklasik 250-300 adet piramit bi¢imli lobillere ayirir. (28) Her bir lobiiliin

icinde, bir ile dort arasinda degisen sayida kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller



ise rete testis olarak isimlendirilen kanal agina agilmaktadir. Seminifer tiibiiller erkek iireme
hiicreleri olarak adlandirilan spermatozoalar iiretirler. Rete testis 6-12 efferent duktusun
birlesmesi ile olusarak ve epididimisin bas kismina baglanarak, testikiiler sivi ve

spermatazoanin epididime aktarilmasini saglar.

Tunika vaskulosa testisin septumlarinin i¢ yiizeyini 6rten yapidir ve tunica albugineanin
hemen altinda yer alir. Testisin septumlarinin i¢ yiiziinii orttiiglinden dolayi kapsiil araciligiyla
septalarla 250 kadar kompartmana boliinen testis kompartmanlari etrafinda uzanmaktadir. Her
bir septum, interstisyel doku ve gelismekte olan germ hiicreleri igeren seminifer tiibiil ve en az
bir sentrifugal arter igerir. Interstisyel dokuda, leydig hiicreleri, mast hiicreleri makrofajlar,

sinir, kan ve lenfatik damarlar1 bulunur. (29)

Epididim bas, gévde ve kuyruk olmak iizere {i¢ boliimden olusur. Epididim basi, testisin
superiorunda, govde ve kuyruk boliimii ise posterolateral kisminda yer alir. Epididimin gévde
ve kuyrugu kivrimli tek bir kanaldan olusmustur. Rete testisten ¢ikan 8- 20 adet duktuli
efferentes epididim bas kismina girerek epididim lobiillerini olustururlar. Her lobiil 15-20 cm
boyunda, kivrimli tek bir tubulusdan olusur. Bu tubuluslar birleserek, kivrimli bir epididim
kanali meydana getirirler. Bu kanaldan kuyruga dogru ilerledik¢e kanalin ¢ap1 ve kalinlig
artarak duktus deferens meydana gelir. Epididim sperm depolanmasi, tasinmasi ve

olgunlagmasi i¢in gerekli bir organdir. (30)

Spermatik kord; duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni, testiskiiler arter,
‘plexus pampiniformis’, ‘processus vaginalis peritonei’, ‘musculus cremaster’, ‘arteria
cremasterica’, ‘vena cremasterica’, lenf damarlari, ilioinguinal sinir ve genitofemoral sinirin

genital dallarindan olusur. Tiim bu olusumlar birbirine gevsek bir bag dokusu ile baglanmistir.
(31)

Testisler; seksiliel maturasyonla birlikte embriyolojik gelisimi ve ilireme yetenegini
etkileyen; ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip bir ¢ift organdir. Testislerde leydig
hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron piiberte doneminde sperm iiretiminin baslamasini ve

sekonder seks karakterlerinin olusumunu etkiler. (32)

Testisin %30 unu intersitisyel doku olusturur ve bu dokunun intertiibiiler bolgesinde
leydig hiicreleri, lenfatikler, kan damarlari, sinirler, makrofajlar bulunur. Santral yerlesimli ve
tek ¢ekirdegi bulunan leydig hiicreleri, testosteron iiretimini saglar. Liiteinizan hormonun

uyarisiyla kolesterolden sentezlenen testosteronun; dolasimda %98’1 proteinlere bagli, % 2’si



ise serbest halde bulunur. Folikiil stimiilan hormon ve liiteinizan hormon hipofizden
salgilanarak testiste spermatogenezi baglatir. Folikiil stimiilan hormon araciligiyla sertoli
hiicrelerinde iiretilen androjen baglayici protein; liteinizan hormon etkisiyle leydig
hiicrelerinde iiretilen testosteronu baglayarak seminifer tiibiile getirir. (13, 32, 33) Seminifer
tubuli, testis Kkitlesinin % 85-90 1n1 olusturan yapidir. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri
olarak adlandirilan spermatozoalari retirler. Seminifer tiibiiller fibroz bag dokusu kilifi ile
belirgin bir bazal lamina ve seminifer epitelden meydana gelir. Tunika propria seminifer tiibiilii
cevreleyen fibroblast katmanlarindan meydana gelmistir. Bazal laminaya birlesik olarak
bulunan en igteki katman diiz kas 6zellikleri sergileyen yassilagsmis miyoid hiicrelerden olusur.
Seminifer tiibiilin epiteli; germ hiicrelerine destek olan ve beslenmelerini saglayan sertoli
hiicrelerinden ve germ hiicreleri olan spermatogenetik hiicrelerden meydana gelmistir. Sertoli
hiicreleri germ hiicrelerini besleyen, bozulanlar1 fagosite eden, bazal membrandan tiibiil
yiizeyine kadar uzanan, sabit sayida olan ve ¢ogalmayan prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri
androjen baglayici protein (ABP) ve inhibin tiretir, androjen ve dstrojenlerin katabolizmasini
saglar ve FSH reseptorleri tasir. Bazal membranina oturmus seminifer tubuli sik1 eklemlerle
birbirine baglanmis olup liimene sitoplazmik uzantilar verirler ve peritiibiiler kontraktil
hiicrelerin (myoid hiicreler) katilmasiyla kan-testis bariyerini olustururlar. Spermatogenetik
hiicreler, bazal lamina ve tiiblil liimeni arasin1 dolduran 48 tabaka halinde olusmuslardir. Bu
hiicre tipleri, belirli sayida boliinmelerden sonra farklilasarak spermatozoay: olustururlar.
Bunlar erkek germ hiicrelerinin devamli farklilagma siirecindeki farkli evrelerini temsil ederler.
(34) . Bu hiicreler bazal membrandan liimene dogru uzanim gdsteren bir yapiya sahiptir.
Spermatogenetik hiicreler sertoli hiicrelerinin lateral kismindaki bélmelerde bulunmaktadir.
Kan-testis bariyerini olusturan yap1 bu iki hiicre grubu arasindaki siki baglant1 kompleksleridir.

(30, 35)

Seminifer tubiillerin karbonhidrat, iyon, aminoasit ve protein icerigi; kan ve lenf
dolasimindan olduk¢a farklidir. Kan-testis bariyeri ile olusan bu fark germ hiicrelerinin
dolasim yolu ile gelen zararli maddelere karsi korunmasini saglamaktadir. Kan testis bariyeri
spermatogenetik hiicrelerin immiin sistemle karsilagsmasini, akabinde immiinolojik bir
infertiliteyi 6nlemis olur. Spermatogenetik hiicreler farkli gelisim safhalarinindan gegerler.
Bazal membrana yakin yerlesimli olanlar spermatogonyumlardir. Liimen yakininda yerlesim
gosteren spermatid hiicreleri, daha olgun yapidadir. Liimende bulunan hiicreler ise
spermiyumlardir. Seminifer tiibiillerin enine alinan kesitinde spermatogenetik hiicreler bazi

ozellikleri ile birbirlerinden ayirt edilebilirler. (33)
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I1. B. 1. Testisin Histofizyolojisi

Testisler; embriyolojik gelisimi, seksiiel farklilasma ve olgunlasmayi, {ireme
fonksiyonlarini belirlemede rolii olan endokrin ve ekzokrin fonksiyonlu bir ¢ift organdir.
Burada iiretilen androjenler, erkek fetiis gelisimi i¢in Onemlidir. Pubertede testislerden
salgilanan testesteron, spermatogenezi ve seconder seks karakterlerinin gelisimini
saglamaktadir. Eriskinde ise testesteron, spermatogenezin devami ve seconder seks
karakterlerinin korunmasinda rol almaktadir.(36) Spermatogenez bir gelisim siireci olup,
farklanmamis spermatogonyumlarin ileri derecede farklanmis spermiyumlara donligmesidir.
Spermatogenez viicut sicakliginin altindaki sicakliklarda olusur ve spermatogenezin
diizenlenmesinde 1s1 ¢ok Onemlidir. Testikiiler 1s1 birka¢ mekanizma ile kontrol edilir.
Pampiniform pleksus her bir testikiiler arterin etrafin1 sarar ve testikiiler 1sinin devam
ettirilebilmesi i¢in bir kars1 1s1 akimi saglar. Diger faktorler ise skrotumdaki terin buharlagmasi
sonucunda 1s1 kaybi ve spermatik kordondaki kremaster kaslarinin kasilmasiyla birlikte
testislerin daha yiiksek 1sida kalabilecegi inguinal kanallara ¢ekilmesidir. Spermatogenezde en
onemli etkiyi endokrin faktorler meydana getirirler. Spermatogenez, hipofizin FSH ve LH nin
testikiiler hiicreler iizerindeki etkilerine baglidir. LH interstisyel hiicrelere etki ederek
spermatogenik hiicrelerin normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini stimiile eder.
FSH ise sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimiile eder ve sonucunda
cAMP’nin artigina sebep olur ve ayn1 zamanda androjen baglayici protein’in (ABP) sentez ve
salgilanmasini saglar. Androjen baglayici protein testosteron ile baglanir ve testosteronu
seminifer tiibiillerin liimenine kadar tasir. Spermatogenez testosteron ile uyarilir, dstrojen ve
progesteronlarla inhibe edilir. Spermatozoonlar, uygun bir ortam olan testikiiler siv1 igerisinde
epididimise kadar taginirlar. Bu testikiiler siv1 Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan tretilir

ve bu s1v1 steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteron ile birlesmis ABP icermektedir. (34)
I1. B. 2 Testis Vaskiilarizasyonu

Insan testikiiler parankimi i¢in kan akimi1 100 mg doku i¢in yaklasik 9 ml/dk’dir. (37)
Testisler, baglica ti¢ arteriyel sistem tarafindan kanlanmaktadir ve bu ii¢ sistem de birbirleriyle

anastomozlar yapar. (38)
1. Internal spermatik (Testikiiler) arter
2. Eksternal spermatik (Kremasterik) arter

3. Deferensiyel (Vazal) arter
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Testikiiler arter (internal spermatik) abdominal aortadan renal arterin hemen altinda
anterolateral yiizeyden ¢ikar. Ana testikiiler arter olup testis kan akiminin yaklagik 2/3’sini
saglar. Retroperitoneal olarak ilerler, iireter ve eksternal iliak arterin alt kismini ¢aprazlayarak
inguinal kanal i¢ halkasinda spermatik korda katilir. Kordda internal spermatik fasya iginde
seyreder. Orta pol posteriorda, epididimisin altinda tunikay1 oblik olarak gecerek testise girer.
Internal spermatik arter alt polde deferensiyel ve kremasterik arterlerle, iist polde deferensiyel

arterlerle anastomoz yapar.(39)

Kremasterik (eksternal spermatik) arter testis kan akiminin 1/6’sin1 saglar, esas olarak
tunika vajinalisi besler. Arteria iliaka eksternanin dali olan arteria epigastrika inferiordan ¢ikar.
Testikiiler mediastinumda internal spermatik ve deferensiyel arterler ile anastomoz yapar.

Tunika vaginalis iizerinde ag yaparak sonlanir.

Deferensiyel arterler (vazal) a.iliaka interna’nin son dali olan a.vezikalis inferior ya da
superior’dan ayrilir. Testisin kan akiminin 1/6’sin1 saglar. Vas deferens ve epididimin globus

mindr’iinii besler, testise yakin yerde internal spermatik arterle anastomoz yapar.

Ug arter de testikiiler mediastinumda anastomoz olusturarak testisin kanlanmasina

katkida bulunur.
Testikiiler vendz drenaj sistemi ise dort ayr1 ven ile birlikte olmaktadir.
1. Internal spermatik (Testikiiler) ven
2. Eksternal spermatik (Kremasterik) ven
3. Deferensiyel (Vazal) ven
4. Gubernakuler ven

Internal spermatik (Testikiiler) ven internal spermatik artere eslik ederek, solda renal
vene dik olarak, sagda ise v.cava inferiora oblik olarak ag¢ilir. Sol internal spermatik ven daha
yiiksek konumu ve sol testisin daha asagi pozisyonu nedeniyle sagdakinden 8-10 cm daha
uzundur. (40)

Eksternal spermatik (Kremasterik) ven spermatik kordun posteriorunda yer alarak
eksternal inguinal ring bolgesinde yiizeyel ve derin inferior epigastrik venlere ve eksternal iliak

vene agilir.
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Deferensiyel (Vazal) ven: Vas deferens’e eslik ederek stiperior-inferior vezikal venler

yoluyla internal iliak ven’e dokiiliir.

Gubernakular ven: Eksternal pudental ven, safen ven yoluyla eksternal iliak vene drene

olur.

Intratestikiiler kiigiik venler, testis yiizeyel venlerine ve rete testis’te hiler venlere
acildiktan sonra, testis ve epididimden kaynaklanan venler, mediasitinumdan ¢ikar ve duktus
deferens Oniinde ve testikiiler arter ¢evresinde 8-12 venden olusan bir sebeke halinde serbest
anastomoz yapar ve panpiniform pleksusu olustururlar. (41) Pleksus pampiniformis ile skrotum
ve epididimin vendz doniisiinii saglayan kremasterik pleksus ve vazal ven sistemi, inguinal ring
hizasinda birbirleriyle anastomoz olustururlar. Pleksuslar daha yukarida gonadal veni meydana
getirirler. Boylece deferansiyel ve kremasterik vendz yapilar, testikiiler venin ligasyonu

sonrasinda kollateral dolasim ag1 olusumunu saglar. (27, 42)

Testis lenfatikleri, seminifer tiibiiller etrafinda goriilmeyen lenfatik kapilerlerle
interlobiiler septadan baslar. Daha sonra spermatik kordu takip ederek paraaortik,

interaortokaval ve perikaval lenf diigiimlerine agilirlar. (31, 43)
I1. B. 3. Testisin Innervasyonu

Testisin innervasyonu, siiperior mezenterik ve renal arter bolgesindeki aortik pleksuslar,
kollateral ganglionlar ile iliskili sempatik lifler, genel visseral duyu lifleri ile saglanir(44) Bu
lifler testise testikiiler arterleri takip ederek ulasir ve sempatik ve duyusal innervasyonu
tagirlar. Agri iletimiyle ilgili spinal kord seviyeleri, torasik ve splanknik sinirlerin ¢iktiklar
T5-T12 seviyesidir. Kremaster kasini innerve eden genitofemoral sinirin genital dali, (L1-L2)
inguinal kanala internal inguinal halkadan girer. Ilioinguinal sinir ise (L1) krista iliaka anterior
stiperior yakininda eksternal ve internal oblik kaslar arasindan ¢ikar, kanala girer ve sonrasinda
dis inguinal halkadan ¢ikar. ilioinguinal sinir penis kokiiniin derisini, skrotum’un iist kismini,

uylugun tist medial boliimiinii innerve eder. (45)
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I1. C. Testis Torsiyonu
I1. C. 1. Epidemiyoloji ve Etyolojisi

Testis torsiyonu spermatik kordun vertikal eksende donmesi ile testis ve yapilarinin
kanlanmasinin bozulmasina bagli olarak testiste kalici iskemik hasara sebep olabilen acil bir
durumdur. Tan1 geciktigi zaman ve bazende cerrahi miidaheleye ragmen testiste fonksiyon
kayb1 ve infertilite gelismektedir. Testis torsiyonu ilk defa 1800’ lii yillarda Hunter tarafindan
tamimlanmustir. (46, 47) Testis torsiyonu ¢ocukluk ¢agmin en 6nemli akut skrotum nedeni
olarak bilinir ve pediyatrik akut skrotal hastaliklarin %25-35’ini olusturur. Testis ve yapilarinda
25 yasina kadar torsiyon goriilme sikligi 1 /160 iken sadece testis degerlendirmeye alindiginda
bu oran 1/4000°dir.(48,49) Testis torsiyonu puberte ve yenidogan dénemi olmak tizere iki yas
araliginda pik yapar. Olgularin %65°1 pubertal donemde ve yas ortalamasi ise 13’tiir. (50, 51,
52) Yenidogan doneminde tertis torsiyonun sik goriilmesi yenidoganlardaki testosteron
diizeylerinin puberte donemi harig¢, diger donemlere gore daha yiiksek diizeylerde olmasindan
kaynaklanir. Neonatal torsiyon vakalarinin %12-21’1 bilateraldir. Puberte doneminde daha sik
goriilmesinin nedeni ise; artan testosteron diizeyine bagl olarak olusan testis elevasyonu ve

rotasyonudur. (53)
11. C. 2. Patogenez

Testis torsiyonda ana patoloji testiste 6deme ve agriya yol agan vendz tikanikliktir.
Ancak bu venoz tikaniklik testisin tunikasi elastik olmadigindan arteriyel dolagimi bozarak tipki
diger dokularda oldugu gibi testiste de hipoksiye neden olur. Vendz, arteriyel ve kapiller
diizeyde olusan trombiisler testikiiler iskemi ve devaminda nekroza neden olur. Olusan doku
hasar1 torsiyonun siiresi ve rotasyon derecesi ile yakindan iligkilidir. Torsiyon siiresi 6 saatten
kisa siiren hastalarin biiyiik gogunlugunda testis morfolojik olarak normal tespit edilmis ancak
stirenin uzamasi halinde testiste kalic1 hasarlanma saptanmistir. Hellner’ in testis torsiyonu ile
meydana gelen 6 saatlik iskemi siiresinin testisin kaderini belirleyen ana faktor oldugu
diistincesi giintimiizde de kabul gérmektedir. (54,72) Yapilan deneysel caligmalarda testis
dokusunda iskemiye en hassas hiicrelerin baslica germ hiicreleri oldugu daha direncli hiicrelerin
ise Leyding hiicreleri oldugu bildirilmistir. Dort saatlik iskemiden sonra agir sertoli hiicre hasari
goriiliirken, leydig hiicre hasar1 10-12 saatlik iskemiden sonra ortaya ¢ikar. (55,56) Yapilan
caligmalarda tam iskemi olusturmak igin 720°’lik bir torsiyona gerek oldugu literatiirde

belirtilmistir. (73)
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Testis torsiyonunda meydana gelen iskemik hasarin temelinde fazla miktarda tiretilen
reaktif oksijen metabolitlerine bagli oksidatif stres ve inflamasyon siireci yer almaktadir.
Iskemik hasar donemi olarak adlandirilan bu siirecte testiste meydana gelen hasar dncelikli
olarak oksijen desteginin azalmasi sonucunda gelisen hipoksiye baglidir. Reaktif oksijen ve
nitrojen lriinlerinin olusmasi sonrasinda torsiyonun ortadan kaldirilmasi ile reperfiizyon hasari

stireci baslamis olur. (57)
Il. C. 3. Tipleri

Ug tip torsiyon tanimlanmistir. Ekstravaginal testis torsiyonu tunica vaginalisin skrotum
icinde fiksasyonundan onde daha ¢ok perinatal dénemde goriiliirken, Intravaginal testis
torsiyonunda ise testisler tunica vaginalis i¢inde dondiigiinde meydana gelir. Ugiincii ise

appendiks testis ve epididim torsiyonu gibi testis eklerinin torsiyonudur.
1-Ekstravajinal Torsiyon:

Prenatal donemde goriilen ve testisin inisi sirasinda fiksasyon tamamlanmadan testis ve
eklerinin spermatik kordun {ist seviyelerinde, tunika vajinalislerin spermatik korda baglanti
yaptiklar1 noktalarin proksimalinden torsiyone olmasi nedeniyle olusur. Kiigiik yasta goriilen
torsiyonlarin en 6nde gelen sebebidir. (52) Extravajinal torsiyon; dogum 6ncesi veya dogum
sonrast ilk bir ayda gelisebilir, fakat taninin dogum sonrasinda konulabilmesinden dolay1
intrauterin  torsiyonlarda testisin kurtarilabilmesi ¢ok zordur Intrauterin torsiyonlar
monoorsidizmin en 6nemli nedenlerindendir. Genelde tek tarafli gelismekte olup ¢ift tarafli
olgularda vanishing testis sendromuna yol agabilir. Ekstravajinal torsiyon tedavisi cerrahidir.
(58) Torsiyone testisin karsi taraftaki testiste torsiyon gelisme riskine karsi kontralateral

fiksasyon uygulanmasi 6nerilmektedir. (59)
2-Intravajinal Torsiyon:

Spermatik kordun tunika vaginalise yapistig1 noktanin distalinde torsiyon gelismesidir.
Intravajinal torsiyona neden olan predispozan faktorler arasinda tunika vajinalislerin normale
gore spermatik kord tizerinde daha proksimal bir noktaya yapigsmasinin énemli bir faktér oldugu
bilinmektedir. Konjenital anormallikler olarak inmemis testis, gevsek epididimal birlesme,
testisin horizontal uzanimi, testisin gubernakular yapisinin anormal uzun veya kisa olmasi ve
yasam icinde gelisen travmalar da torsiyona sebep olabilmektedir. (58) Tunika vajinalisin
spermatik kordonun anormal olarak iist kisimlarinda sonlandigi durumlarda, testis tunica

vajinalis i¢inde serbest bir sekilde asili durmaktadir. Bu varyasyon “Can tokmagi deformitesi”
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olarak adlandirilir. Cocukluk ve adolesan doneminde geceklesen testis torsiyonunun en sik
goriilen nedenlerindendir ve siklikla bilateral tutulum goriiliir. (60) Ayrica “Clapper-
bell”’deformitesi ad1 verilen bu durum intravajinal torsiyonlarda en dnemli neden kabul edilir

ve spermatik kordun hareketlerle veya kremasterik kontraksiyonlarla rahatga donmesine neden

olur. (61)
3-Testis EKlerinin Torsiyonu:

Appendiks testis ve epididimislerin {ist kisimlarinda bulunan embriyolojik kalintilarin
torsiyonu ile gelisen patolojilerdir. Genelde 16 yas 6ncesi erkeklerde gozlenir. Ani baslangigh
siddetli bir agrinin ardindan testisin veya epididimisin ist boliimiinde kitle ele gelmesi
patognomoniktir. (62) Appendiks testis torsiyonunda apendiks yerlesimi ile uyumlu olarak
skrotum cildinde testisin st kutbunda mavi-nokta bulgusu (blue-dot sign) gozlenir, fizik
muayenede appendiks testis 6demli ve sis, geri kalan testis dokusu ise normal palpe edilir.
Tedavide agr1 kesici ve skrotal elevasyon onerilir. Tedavi edilmeyen olgularda agr1 ve skrotal
odem genellikle 5-7 giinde geriler ve kaybolur. (63) Eger testis torsiyonu ile ayirici tanisi

yapilamazsa hasta operasyona alinabilir.
Il. C. 4. Klinik

Testis torsiyonunda ilk semptom olarak ¢ogunlukla ani baslayan siddetli skrotal agri
olmakla birlikte agri1 inguinal bolgeye ve karin alt kadranlarina yayilabilir. Fizik muayenede
testisler olduk¢a hassastir, biiyiik ve iist skrotal yerlesimlidir. (64) Torsiyon gelisen testis
genelde retrakte, kordun orantili kisalmasina bagli olarak skrotumda yiiksek yerlesimli ve
horizontal pozisyondadir. (65) Bu bulgular ile birlikte epididimin on tarafta bulunmasi,
kremaster refleksinin alinamamasi, kalinlasmis hassas kordun palpe edilmesi testis torsiyonu
tanisinda yol gostercidir. (66) Klinik ¢aligmalarda testis torsiyonu olgularinda kremasterik
refleks kaybinin %90- %100 sikliginda goriildiigii belirtilmis, diger akut skrotum vakalarinda
ise kremasterik refleksin % 80’lere varan oranda devam ettigi gosterilmistir. (67, 68) Torsiyona
ugrayan testisin elevasyonu ile birlikte vaskiiler okliizyonda ve agrida artis olurken, epididimit
ve orsitte hastanin agrisi elevasyon ile geriler. Klinikte bu muayene de saptanan bulgular prehn
bulgusu olarak adlandirilir ve orsit ve testis torsiyonu ayirici tanisinda 6nemli bir yere sahiptir.
(68) Testis torsiyonunda sol testis genelde daha sik etkilenir, ayrica inmemis testislerde de
torsiyon solda daha sik saptanir. Bunun nedeni olarak sol testisin daha uzun bir spermatik korda
sahip olmasindan dolayi, torsiyon olasiligimin sag testise oranla iki kat fazla goriildiigi,

inmemis ve retraktil testislerde torsiyon olasiliginin arttig1 saptanmustir. (69) Hastalardan alinan
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klinik hikayelerde hastalarin yaklasik %50 sinde gecirilmis ve tedavi almadan gerilemis skrotal
agr1 Oykiisii mevcuttur. (70, 71) Testis torsiyonu, genellikle egzersiz, aktivite ve travmay1
takiben yada uyku esnasinda gergeklesebilir. (72) Testis torsiyonunda olusan doku hasari
torsiyonun siiresi ve derecesi ile yakindan iligkilidir. Tan1 geciktigi zaman testiste fonksiyon
kayb1 ve infertilite gelisebilir. Acil tam1 konularak zaman kaybedilmeden testisin cerrahi
eksplorasyonla detorsiyone edilmesi gereklidir. Eger hasta 4-6 saat iginde opere edilir ve
kontralateral testis fiksasyonu yapilirsa prognoz iyidir. (74) Testis torsiyonu gelistigi donemde
bazi proteinlerin sistemik sirkiilasyona katildigi, bunun da kontralateral normal testis dokusuna

zarar veren anti-testikiiler antikorlarin gelisimine neden olabilecegi diistiniilmektedir. (75)
I1. C. 5. Tanisal Testler ve Goriintiilleme Yontemleri

Akut skrotum bulgular1 olan bir hastada testis torsiyonunun ilk 6nce diger tanilardan
ekarte edilmelidir. Dopler ultrasonografi son yillarda testis torsiyonunun degerlendirilmesinde
ekonomik, hizli ve noninvazif olmasi nedeniyle en sik bagvurulan tan1 yontemi haline gelmistir.
(76) Testis torsiyonunda, doppler goriintiillemede kan akimi tamamen kaybolmus ya da torsiyon
derecesine gore kan akimi azalmis olarak goriilebilir durumdadir. Usg goriintiisiinde etkilenen
testisin boyutlarinin artmis oldugu ve hipoekojen heterojen bir goriintim aldig saptanir. (77)
Usg de testikiiler arteriyel akimin artis1 daha ¢ok epididimit, orsit gibi inflamatuar hadiseleri
diisiindiirtir. Akut skrotum bulgulari olan ve kesin tanilar1 konulmamis olgularda renkli doppler
ultrasonografinin % 88.9 sensitivitesi ve % 98.8 spesifitesi oldugu, bunun yaninda %1 yanlig

pozitif sonug verdigi gosterilmistir. (78)

Manyetik rezonans (MR) goriintiiliimesi testis torsiyonunda kullanilabilir ancak klinik
uygulamada pediatrik donemde anestezi gerekliliginden dolayi rutin olarak kullanilmamaktadir

ve ileri tetkik amaciyla kullanilabilir. (79)

Torsiyonda kullanilan bagka bir goriintiileme yontemi ise Teknesyum-99m ile yapilan
radyontiklid sintigrafidir. Torsiyon tanisinda torsiyone testisin radyoniiklid izotop tutulumunun
zaylf olmasi tanida yardimci olur. Radyoniiklid sintigrafinin dezavantaji intravendz girigim
gerektirmesi, islemin iiziin siirmesi ve daha yiliksek maliyetli olmasidir. Yapilan bazi
caligmalarda radyontiklid goriintiileme ile renkli doppler USG karsilastirildiginda tan1 koyma

sensivite oranlarinin birbirine yakin degerlerde oldugu bildirilmistir. (80)
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1. C. 6. Ayirica1 Tani

Testis torsiyonunun ayirict tanisinda apendiks testis torsiyonu, inkarsere-strangiile
herni, orsit, epididimit gibi akut skrotal agr1 yapan diger hastaliklardan ayriminin yapilmasi
uygulanacak tedaviyi belirleme agisindan onemlidir. Henoch-Schonlein purpurasi (HSP),
idiyopatik skrotal 6dem, hidrosel, skrotal yag nekrozu, poliarteritis nodosa, testisisin 16semik
infiltrasyonu, ve akut travma Oykiisii bulunan hastalarda testis riiptiirii ve travmatik hematom
ayrici tanida nadir akut scrotum nedenleri olsada akla gelmelidir. (67, 81) Cocukluk déneminde
akut skrotal agrinin % 35-67’sinden apendiks testis torsiyonu sorumludur ve testis ve epididim
ekleri arasinda en ¢ok apendiks testis torsiyonu goriiliir. Apendiks testis torsiyonu testis
torsiyonuna gore daha yavas ve agrisi daha hafiftir ve kremaster refleksi korunmustur.
Apendiks testisin infarktina bagli olarak testisin iist polunde mavi nokta seklinde hassas
olmayan bir kitle palpe edilebilir ve “mavi nokta”bulgusu olarak adlandirilir. (67)

I1.C. 7. Tedavi

Testis torsiyonu acil miidahele gerektiren bir durumdur. Testis torsiyonun tedavisi
cerrahi explorasyondur. Manuel detorsiyon cerrahiye alternatif degildir, fakat ilk 6 saat i¢inde
cerrahi hazirhigin devam ettigi donemde uygulanabilir. Fakat testis ¢ok agrili ve hassas oldugu
icin uygulanmasi zor ve agrili bir islem oldugundan sedasyon altinda ve spermatik kord
anestezisi yapilmasi gerekmektedir. (82) Manuel rediiksiyonda testis kaudalden kraniyale ve
medialden laterale dogru dondiiriilerek detorsiyone edilir. Basarili bir manuel rediiksiyonda
uygulamasinda detorsiyone olan testiste kisa siirede agr1 geger. Basarisinin kesin gostergesi ise
doppler ultrasonografide kan akimimnin diizeldiginin goriilmesidir. (83) Manuel detorsiyonun
basarili oldugu durumlarda da cerrahi miidahale ile testikiiler fiksasyon uygulanmasi gereklidir.
Alt1 saatten sonra kalic1 iskemi siirecinin basladigi unutulmamalidir. (84) Eksplorasyonda testis
torsiyonu tanist dogrulandiktan sonra testis ve spermatik kord detorsiyone edilir ve testisin
reperfiizyonu degerlendirilir. Testise sicak serum fizyolojik ile gazli bezlerle kompres yapilir.
Eger detorsiyone testiste belirgin olarak nekroz gelismis, cansiz ve reperfiizyon bulgusu yoksa
orsiektomi yapilir. Testisin canliligint degerlendirmek i¢in tunika albuginea iizerine insizyon
yapilarak kanama olup olmadigma bakilabilir. Detorsiyon uygulandiktan sonra testis
reperfiizyonu iyiyse ve dogal rengine dondiiyse bilateral testis fiksasyonu uygulanir. Torsiyon
gelisimi sonrasinda uygulanan testis fiksasyonunda testis dartos posuna fikse edilir. (84, 85)
Fiksasyon yapilirken ince, absorbe olabilen ve non-reaktif siitiirlerin kullanilmasma dikkat

edilmelidir. Operasyon esnasinda kars1 scrotumda degerledirilmelidir. Ciinkii ‘Bell clapper’
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deformitesi siklikla bilateral goriildiigii igin sonrasinda da karsi testiste de torsiyon olma

ihtimali oldugundan fiksasyon bilateral yapilmalidir. (86)

Testiste olusan iskemi sonucunda iskeminin kan-testis bariyerinde hasara neden oldugu
ve ¢ocuk yas grubunda kendi spermatogoniasina karsi potansiyel otoimmiinizasyon riski
olusturduguna dair énemli kanitlar bulunmustur. Adolesan dénemde iskemik testisin fikse
edilmesi sonrasinda eriskin dénemde spermatogenesis ile ilgili sorunlar ortaya c¢iktig
saptanmistir. On yasindan kii¢lik ¢cocuklarda, spermatogenesis heniiz tam olusmadigindan ve
kan-testis bariyeri olmadigindan siipheli testisle eksize edilmeyebilir. On yasindan biiyiik

iskemik testis saptanan ¢ocuklarda ise orsiektomi yapilmasi onerilir.(85)
Il. C. 8 Komplikasyonlar ve Prognoz

Testis torsiyonunda semptomlarin baglamasi sonrasinda 1lk 6 saat e kadar yapilacak
detorsiyon girisimi sonrasi testis fonksiyonlarinin yiiksek oranda korunabildigi saptanmaistir.
Torsiyonun ilk 12 saatlik déneminden sonra uygulanan tedavilerde testis fonksiyonlarinin
ancak % 20' sinin korunabildigi, 24 saatten daha uzun siire gegmis olgularda testiste irreversibl
degisikliklerin belirginlestigi bildirilmistir.(58) Testisler, serbest oksijen radikallerinin hasarina
kars1 olduk¢a duyarlidir ve oksidatif stres varliginda germ hiicreleri hasar goriirler. Torsiyon
sonrasi gelisen oksidatif stres, germinal hiicrelerde nekroza yol a¢ip spermatogenezisin belirgin
olarak bozulmasia neden olur ve infertiliye neden olur. infertilite testis torsiyonu sonrasi uzun
donemde istenmeyen yan etkilerin en Onemlisidir. Bu hastalarda ortaya cikan fertilite
bozuklugu olusan iskemi derecesine ve kontralateral testiste olusan hasara baghdir. Yasanan
torsiyon siiresine bakmaksizin hastalarin yaklasik %36’ sinda sperm sayis1 15 milyon/ml’ nin

altinda saptanmigstir. (87,88)

Testis torsiyonu tedavisinde altin standart cerrahi miidahele olmasina ragmen, iskemi
stiresinin 6 saatten daha uzun olmasi durumunda germ hiicrelerinde irreversibl degisikliklerin
meydana gelmesi ve tedavi sonrasi gelisen reperfiizyon hasarinin da germ hiicrelerine zarar
vermesi, cerrahi tedaviye ek olarak hasarin olusumunu engellemeyi amaglayan farkli medikal

tedavilerin de kullanim gerekililigini diisiindiirmektedir.(49)
I1. D. Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Testis torsiyonu sonrasi testikiiler hasarin gelismesinde iskemi ve bunu takiben
reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri sorumludur. (89) Iskemi,

dokudaki kan akiminin, hiicresel fonksiyonlar1 karsilamak i¢in gerekli olan diizeyin altina
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diismesi durumudur. (90) Iskemik hasarlanmada oksijen yetersizligi sonucu oksidatif
fosforilasyon bozularak adenozin trifosfat (ATP), fosfokeratin gibi enerjiden zengin fosfat
depolarinda yetersizlik meydana gelir. Iskemi sonucunda gereken enerjinin saglanamamasi,
hiicre membraninda bulunan adenozin Trifosfat (ATP) bagimli sodyum-potasyum (Na+/K+)
pompasinin inhibe olmasina neden olur. Bunun sonucunda olusan iyon dengesizligi, hiicre
icinde izo-ozmotik vasifta su birikimine ve akut hiicresel sismeye sebep olur. Anaerobik
glikoliz sonucunda meydana gelen asidoz, karbondioksit (CO2) birikimi sonucunda olugan
karbonik asit (H2CO3) ile daha da derinlesir. (79) ATP bagimli ¢alisan, hiicre membraninda
bulunan diger bir pompa ise kalsiyum (Ca++)’ un dengelenmesini saglamaktadir. Hiicre i¢inde
(Cat+)’ un artmasi1 sonucunda proteolitik enzimler, fosfolipazlar aktive olur ve sitotoksik etki
yaparak, proinflamatuvar sitokinlerin ve 16kosit adhezyon molekiillerinin yapimi artar.
Fosfolipazlarin aktivasyonu sonucunda olusan arasidonik asit direkt etki ile mitokondriyal
enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunu hizlandirir ve bunlarin sonucunda hiicre

lizise ugrar. (91, 92 ,93)

Iskemi siirecinde ATP seviyesi azalmis olsa da ATP kullanim1 devam ettiginden dolay1
hipoksantin’den ATP elde edilmektedir. Bu indirgenme olaymda ilk ATP’den AMP ve
adenozin meydana gelmektedir. Adenozin hiicre iginden hiicre disina dogru difiize olur ve bu
olayin sonucunda inozine ve hipoksantine ayrisir. Normal sartlarda hipoksantin, ksantin
dehidrogenaz ile ksantine oksitlenir. Iskemi sirasinda hiicrelerde artan Ca+2 proteazlari
aktiflestirip ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza doniisiimiine neden olur ve hipoksantinin
ksantine oksitlenmesi ger¢eklestirilemez ve dokularda asir1 hipoksantin birikimi meydana gelir.
Reperfiizyon sirasinda dokuya yeniden giren oksijen ve ksantin oksidaz, hipoksantin ile
reaksiyona girerek serbest oksijen radikallerini olusturur. Reaktif oksijen radikalleri, hiicre
membranlarinda olusturdugu lipid peroksidasyonu sonucunda protein denatiirasyonuna ve

hiicre hasarina yol agar. (94 ,95, 96)

Reperfiizyonda iskemiye sebep olan etkenin ortadan kaldirilmasi sonucu iskemik organa
kan akiminin tekrar saglanmasi ile geri doniisiimsiiz hasarin Oniine gecilip, kaybolan
fonksiyonlar geri kazanilabilir. Ancak olusan serbest oksijen radikallerine ve kandaki aktive
edilmis kan hiicrelerine bagli olarak “reperfiizyon hasar1” olusur. Iskemi sonrasinda meydana
gelen reperfiizyon, dokuyu iskemi hasarindan daha fazla zarara ugratir. (97,98) Iskemik
dokunun reperfliizyonunun hiicre hasarini arttirmasinda birka¢ mekanizma vardir. Ortamda
bulunan nétrofiller, postkapiller endotele yapisarak vaskiiler yapilara ve interstisyuma zarar

verirler. Ayrica mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif fosforilasyonun basarisizligir sonucu
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mitokondriyal ROS’un iiretimi artar, toksit metabolitlerde artig olur. Hiicrenin antioksidan
savunma sistemleri de iskemiden olumsuz etkilenmis olabileceginden, serbest radikallerin
birikimi kolaylagir. (99, 100, 102) Meydana gelen SOR olusumu ile mitokondri ve hiicre
membraninda gelisen peroksidasyon sonucunda membran biitiinliigiinde ve gegirgenliginde

bozulma, ilerleyen siiregte protein yikimi ve sonugta niikleik asit hasar1 meydana gelir. (75)

Son yillarda yapilan ¢alismalarda iskemi / reperfiizyon siirecinde gelisen DNA
hasarinda en son basamak olarak poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) ya da diger adiyla poli
(ADP-riboz) sentaz (PARS) adli enzimin rol oynadigi gosterilmistir. (102) Dokularda
DNA’nin onarilmasina yardimci olan PARP, oksijen radikallerinin olusturdugu hasarda fazla
ATP kullanarak olusturdugu enerji tilkenmesi neticesinde hiicre 6liime sebep olmaktadir. Farkl
doku ve organ modellerinde PARP enzim inhibitorlerinin iskemi / reperfiizyon hasarini 6nledigi

gosterilmistir. (102,103)

Iskemi / reperfiizyon déneminde oksijen radikallerinin artis1, inflamatuvar sitokinlerin
(TNF-a, IL-6,1L-1p) tiretilmesi, notrofil infiltrasyonu, membran lipidlerinin serbest radikallerle
peroksidasyonu ile olusan lipit peroksitin hiicresel yapilarda hasar olusturdugu

gosterilmistir.(104,105)
Il. D. 1. I/R Hasarmin Patofizyolojisi ve Etkenleri
1-Serbest Oksijen Radikalleri:

Serbest oksijen radikalleri en dig yoriingelerinde bir veya birden fazla eslenmemis
elektron bulunduran atom ya da atom gruplaridir. Viicut enerjisinin biiyiik kism1 O2’nin suya
indirgenmesi olarak bilinen oksidatif fosforilasyon ile {tretilmekte olup serbest oksijen
radikalleri bu sirada ortaya g¢ikmaktadir. (94) Oksijenin tek elektronunun indirgenmesi
sonucunda meydana gelen serbest oksijen radikallerinin yol actigi oksidan yikim; iskemi,
hiperoksijenizasyon ve doku inflamasyonu gibi bircok olayda yer alarak sonugta olusan

hastaliklarin patogenezinde rol almaktadir. (94)

Serbest radikallerin en Onemlileri oksijenden olusan radikalledir. Serbest oksijen
radikali biyokimyasinda en 6nemli rolii oynayan maddeler: oksijenin kendisi, siiperoksit,
hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalidir. Ik dordiiniin gesitli

reaksiyonlara girmesi ile sonuncunda hidroksil radikali meydana gelir. (107)
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Reaktif oksijen bilesiklerinden ilki molekiiler oksijenin (O2) bir elektron (e ) alarak
indirgenmesi sonucu olusan stiperoksit radikalidir (O2 ) ve serbest radikal olarak
degerlendirilir. Belirgin toksik etkisi gdsterilmemistir. Sitoplazmadaki P450 sistemi tarafindan

iretilmektedir.(108)

Molekiiler oksijenin(O2) bulundugu ortamdan iki elektron (2e ) alarak indirgenmesi
sonucunda peroksit olusur. Peroksit de iki hidrojen (2H") molekiilii ile birleserek hidrojen
peroksiti (H202meydana getirir. Eslenmemis elektronu bulunmadigi igin hidrojen peroksit
serbest radikal olarak degerlendirilmez fakat reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer. Hidrojen peroksit
biyolojik sistemlerde asil olarak siiperoksitin dismutasyonu sonucunda olusur. Bu reaksiyon

spontan veya siiperoksit dismutaz (SOD) ile enzimatik olarak gergeklesir. (109)

Hidrojen peroksit ile siiperoksitin metal iyonlarimin( Fe veya Cu )varliginda tepkimeye
girmesi ile (Fenton reaksiyonu) ve Haber-Weiss reaksiyonu ile en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil (OH-) olusur. Kisa dmiirliidiir ve protein tiyollerini oksitleme ve

DNA’da zincir kirilmalar1 olusturarak hasar meydana getirir.(110)

Singlet oksijen eslenmemis elektronu olmadigi i¢in radikal degildir ancak ¢ok reaktif
olmasi, iiretimi sirasinda bazi radikal tepkimeleri olusturmasi nedeni ile serbest radikal olarak
sayilir. Oksijen molekiiliiniin daha reaktif bir tiirli olup, molekiiler oksijenin enerji almasi
sonucunda olusur. Kisa 6miirlii olup ,DNA hasar1 olusturdugu ve mutajenik etkilerinin oldugu

gosterilmistir. (109)

Hipoklorik asid (HOCI) hidrojen peroksitin hidrojen ve CI ile reaksiyona girerek
miyeloperoksidaz enzimi ile katalize edilmesi sonrasinda olusur. Bakterilerin fagositik

hiicreleri 6ldiirmesinde 6nemli rol oynar. Enzimatik olarak notrofil ve makrofajlar tarafindan

tretilirler.(109)
2-Serbest Radikallerin Etkileri:

Iskemi / reperfiizyon doneminde oksijen radikallerinin artis1, inflamatuvar sitokinlerin
iretilmesi, ilgili dokuya nétrofillerin go¢ etmesi, bdylece lipit peroksit iiriinlerinin artisi
sonucunda hiicresel yapilarda hasar olustugu gosterilmistir. (104,105) Lipid peroksidasyonu
sonucu membranlarin transport sistemi bozulmakta, membrana bagli enzimler azalmakta ve
protein sentezi inhibe olmaktadir. Lipid peroksidasyonu sonucu yeni oksijen radikallerinin de
olusumuna yol agmaktadir. Hiicre i¢i organellerde lizozom ve mitokondri gibi olusan membran

hasar1 sonucu ve litik enzimlerin salgilanmasina bagl hiicre hasari gelisir . Iskemi / reperfiizyon
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hasarinin en 6nemli belirtecinin doku lipid peroksit iceriginin oldugu ve bunun da lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olarak bilinen MDA seviyesinin belirlenmesi ile

gosterilebilecegi belirtilmigtir. (111)

Torsiyonun testikiiler hasar iizerine yapilan bazi ¢alismalarda iNOS ve NO iiretimindeki
artisin ratlarda nekroz veya apoptozisi indiikleyerek hiicre oliimiine yol agtig1 gosterilmistir.
(105) Nitrit oksit (NO); kisa yar1 omiirld, su ve yagda ¢6ziinebilen molekiiler oksijen ve L-
argininden nitrik oksit sentaz (NOS) ile olusan serbest radikaldir. NOS (Nitrik oksit sentaz)
damar endotelinde, noronal dokuda, trombositlerde ve viicutta farkli dokularda bulunur. Nitrik
oksit sentazin endoteliyal, néronal ve indiiklenebilir olmak iizere {i¢ farkli izoenziminin oldugu
bilinmektedir. Testis dokusu igerisinde eNOS; Leyding, Sertoli, spermatosit ve spermatid
hiicreleri  tarafindan sentezlenirken nNOS; Leyding hiicrelerinde bulunmakta ve
vazodilatasyonda rol oynamaktadir. eNOS, c¢esitli sitokinlerin indiiklenmesiyle beraber
transkripsiyonel bir aktivasyon sonucu olusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda eNOS, testis
torsiyonundan artmakta ve bu durum ge¢ donemde olusan geri doniisiimsiiz hasarda eNOS
aktivitesiyle yiiksek miktarda sentezlenen NO' nun 6énemli rol oynadigini ortaya koymaktadir.

(113,114)

Reperfiizyon doneminde NO diizeyinin arttigi dénemde, inflamatuvar sitokinlerden
TNF-o ve IL-1B’ deki artisin buna eslik ettigi tespit edilmistir. (103) Reperfiizyon siirecinde
NO etkisiyle makrofajlar tarafindan iiretilen inflamatuvar sitokinler tarafindan inflamasyonun
baslatildigini ve aktive olan nétrofiller ile olusturulan ROS’un reperfiizyon ile meydana gelen

hasarda 6nemli rol aldig1 gosterilmistir.(112)

Reperflizyon sonrasinda olusan serbest oksijen molekiilleri 16kositleri aktive ederek
damar endoteline yapismasina neden olmaktadir. Bu olay sonucunda kapiller yatakta tikaglar
olusmasi sonrasinda dolagim bozulmaktadir. Bu yiizden reperfiizyon sonrasi kapillerin bir kism1
perfiize olamamaktadir. Iskemi / reperfiizyon sonrasi kapillerin bir kisminda perfiizyon geri
donmemesi “no-reflow fenomeni” olarak adlandirilmaktadir. Aktive olan nétrofiller,
salgiladiklar1 proteaz, elastaz, jelatinaz gibi enzimler ile endotel hiicrelerin pargalanmasina,
endotel devamliliginin bozulmasina neden olmaktadirlar. Bu da trombositler ve nétrofillerin

kapiller yataga kemotaksisine yol acarak ve embolizasyona neden olur.(115, 116)

Iskemi / reperfiizyon sonucunda birgok proinflamatuar mediator olusurak kompleman
sistemini aktive ederler. Kompleman sistemi, 16kositlerin endotelyal yapismasini arttirarak ve

vaskiiler hemostazi1 bozarak iskemik organa kan akimini disiirir. (117, 118)
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I1. D. 2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikallerinin tiretimi ile antioksidan defans sistemininin arasindaki

denge bozuldugunda oksidatif stres meydana gelerek hiicre hasar1 olusur. Serbest radikallerin

meydana getirdigi hasardan korumak icin ¢esitli savunma mekanizmalar1 antioksidanlar

tarafindan yonetilir. (119) Antioksidanlarin baslica etkileri; hiicre zar1 yapisindaki yapilarin

ozellikler lipidlerin peroksidasyona karsi korunmasi, serbest oksijen radikallerini zayif bir

molekiile c¢evirerek etkisiz hale getirmek, metal iyonlar1 baglayarak radikal olusumunun

engellenmesi serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi ve hasarli hiicrelerin

ortamdan temizlenmesi seklindedir.(120)

Antioksidanlar cesitli kriterlere gore smiflandirilirlar. Oncelikle endojen ve eksojen

olarak ayrilabilirler. Endojen olanlar da enzim yapisinda olanlar ve enzim yapisinda olmayan

protein veya daha kiiclik molekiiler yapida olanlar diye ikiye ayrilir.

1-

a-

Enzim yapisinda endojen antioksidanlar:

Sitokrom Oksidaz: Mitokondride bulunan ve bakir i¢eren bir enzimdir. Solunum
zincirin de yer almasinin yani sira siiperoksit radikalinin suya doniistiiriilmesinde
etkilidir.(121)

Stiperoksit Dismutaz (SOD): Hiicre icindeki siiperoksitin radikalinin molekiiler
oksijen ve hidrojen peroksite doniistiiriilmesini saglayarak stiperoksit miktarin
azaltir. SOD aktivitesi artarak radikallerinin olusturdugu peroksidasyona kars1 hiicre
membranlarini korur. Siiperoksit dismutaz enziminin testislerdeki koruyucu 6zelligi
ile ilgili olarak sertoli ve germ hiicrelerinden iiretilen SOD formu olan ekstraselliiler
SOD (SOD-Ex) sorumludur.(122)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Testis, prostat, vas deferens, epididimis ve
spermatozoalarin tiimiinde lokalize olan selenyum bagimli bir enzimdir.(123)
Hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin parcalanmasini katalize ederek membran
lipidi ve hemoglobini peroksitlerin oksidasyonuna kars1 korur. Glutatyon hidrojen
verici olarak kullanilir. Hidrojen peroksit ile glutatyon (GSH) reaksiyona girerek
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) olusur. Olusan yiikseltgenmis glutatyon glutatyon
rediiktaz enzimi ile tekrar indirgenmis glutatyona g¢evrilir.(120)

Glutatyon Transferaz: Cesitli endojen ve eksojen bilesiklerinin glutatyon ile

konjugasyonunu katalizler. (109)



26

e- Katalaz: Peroksizomlarda bulunan ve yapisinda dort tane hem grubu igeren bir
enzimdir. Katalaz enzimi yardimiyla hidrojen peroksitin su ve oksijene doniisiimii
saglanir.(109)

2- Enzim yapisinda olmayan endojen antioksidanlar:

Alfa-tokoferol, beta-karoten membran6z lipid fazda bulunurken , albumin, askorbit asit,

bilirubin, ferritin, glutatyon, laktoferrin, melatonin, iirat, sistein nonmembrandz sivi

fazda bulunmaktadir.(109)

Eksojen antioksidanlar ise vitaminlerden , vitamin A, vitamin E, vitamin C, folik asit
gibi ve ilaglardan, ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitérleri, rekombinant

sliperoksit dismutaz,, barbiiratlar, demir selatorleri, nétrofil adezyon inhibitorleri olusur.(109)
Il. E. Hidrojen Siilfiir (H,S)
I1. E.1. Hidrojen Siilfiir’iin Genel Ozellikleri

Hidrojen siilfiir (H,S) renksiz, yanici, ugucu, karakteristik ¢iirlik yumurta kokusuna
sahip suda ¢ozilinebilen toksik bir gazdir. Gegmiste tamamen toksik 6zellikleri nedeniyle bilinen
hidrojen siilfiirlin 6zellikle kardiyovaskiiler sistemde vazodilatasyon yapici 6zelliginin
kesfinden sonra, diger sistemlerde de etkileri incelenmeye baslanmigtir. H,S memelilerde
endojen enzim aracili ve enzim aracili olmayan yolaklar (tiyollerin ve tiyol iceren bilesiklerin
indirgenmesi) tizerinden sentezlenir. Hidrojen siilfiiriin fizyolojik 6nemi 1996 yilinda Abe ve
Kimura tarafindan yeni bir néromodiilator olarak adlandirilmasiyla ortaya konmustur. Hidrojen
stlfiir, eski donemlerde tamamen toksik yonden incelenirken, giiniimiizde fizyolojik etkileri ve
terapotik potansiyeli ortaya konulmustur. H,S, nitrit oksit (NO) ve karbonmonoksit (CO) gibi
endojen gazotransmitterlerden biridir. Gazotransmitterler; biyolojik membranlardan kolayca
difiize olabilen, endojen olarak iiretilebilen, fizyolojik konsantrasyonlarinda biyolojik
yolaklari/fonksiyonlar1 etkileyebilen, spesifik hedef molekiillerinin varlig1 ile karakterize
gazlardir.(124) H,S, suda ve plazmada ¢6ziinebilen bir zay1f asittir. H,S ¢ozeltilerde asagidaki
tepkime ile sirastyla hidrosiilfit (HS ) ve siilfiir iyonlarina (S 2) ayrisir. (125)

H,S <+ HS +H*- S 2+2H*

Memeli viicudunda, fizyolojik pH’da (7.4) H,S’in iigte biri ayrismamuis olarak, {igte ikisi
ise hidrosiilfid anyonu (HS ) seklinde bulunur. H,S’in lipofilik ¢oziiciilerdeki ¢oziintirligii

sudan yaklasik 5 kat biiyiik oldugu icin NO ve CO’ya benzer sekilde hiicre membranlarindan
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serbestce difiize olabilmektedir. (126) Endojen olarak sentezlenen H,S’in hizlica siilfat’a
okside oldugu ya da proteinlere baglanarak depolandigi saptanmustir. (127) H,S’in yapilan
caligmalar sonrasinda reaktif oksijen tilirevlerini siipliren bir antioksidan olarak gorev yaptigi

saptanmistir.
Il. E. 2. Hidrojen Siilfiir Sentezlenmesi

Hidrojen siilfir memeli hiicrelerinde hem enzimatik hem de nonenzimatik yolaklar
tizerinden sentez edilir. Enzimatik olarak H,S, L-sisteinden, Sistatyonin B sentetaz (CBS),
Sistatyonin gama liyaz (CSE), Sistein amino transferaz (CAT), 3-Merkaptopiriivat
stilfiirtransferaz (3- MST) ve Sistein liyaz (CL) gibi enzimler araciligi ile dort ayr1 yolakta
sentezlenir. CBS, CSE, CAT, CL enzimlerinin kofaktorii pridoksal 5’-fosfat (PLP) iken 3-MST
enziminin kofaktorii ise ¢inkodur. (128) Nonenzimatik olarak ise elementel siilfiir, glukoz
oksidasyonu ile olusan metabolitlerle (NADH, NADPH, GSH) H2S’¢ indirgenir. H,S’in
nonenzimatik olarak sentezlenen miktart enzimatik olarak sentezlenen miktarina kiyasla
oldukga diisiiktiir. (129) CBS ve CSE hiicre sitozolunde bulunurken, CAT ve MPST ise hem
mitokondri hem de sitozolde bulunmaktadir. H,S’in ana kaynagi L-sistein olup L-metiyonin de
senteze aracilik eden diger bir prekiirsordiir. (130) Shibuya , Kimura ve arkadaslari ile yapilan
son caligmalarda D-sistein’den D-amino asit oksidaz (DAO) enzimi aracilifiyla H,S’in
sentezlendigi gosterilmistir . D-sistein’den H,S sentezi pH 7.4’te optimum iken, L-sistein’den
H,S sentezi alkali kosullarda en yiiksek seviye saptanir. Ayrica D-sistein’den H,S sentezi
PLP’den bagimsiz iken, L-sistein aracili sentez PLP bagimli olarak saptanmistir .(131) CBS
ve CSE enzimlerinin karaciger, bobrek, kalp, damar, beyin hiicreleri ve lenfositler gibi pek ¢ok
hiicrede eksprese oldugu saptanmistir. CBS sinir sisteminde, karacigerde ve bobreklerde en
etkili H,S iiretim kaynagi iken, vaskiiler sistemde ve ¢ogunlukla periferal dokularda CSE en
¢ok H,S iiretim kaynagidir. (132) CAT ve MPST ile birlikte beyin ve vaskiiler endotel
tabakasinda H,S iiretimine katki saglamaktadir. L-sistein yolagindan farkli olarak, D-
sistein’den H,S sentezi baslica beyincik ve bobreklerde gerceklesmektedir. DAO beyincikte
astrositlerde, Bergmann glia ve Purkinje hiicrelerinde eksprese edilmekteyken, DAO ve MPST
bobrekte CBS ve CSE’ye benzer sekilde proksimal tiibiillerin korteksinde eksprese
edilmektedir. (133). H,S’in dokularda ve biyolojik sivilardaki konsantrasyonunu belirlemek
icin aragtirmacilar tarafindan kullanilan en yaygin iki yontem spektrofotometrik yontem olan
metilen mavisi ile 6l¢iim ve siilfiir duyarli elektrotlar ile 6l¢iimdiir. H,S’in biyolojik olarak

kullanilabilen az sayida H,S donérii bulunmaktadir. Bu donerlerden ikisi genellikle H2S
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¢ozeltisi hazirlamak igin kullanilan sodyum siilfit (Na,S) ve sodyum hidrosiilfittir (NaHS)
(135).

I1. E. 3. Hidrojen Siilfiir Yikimi

Oksidasyonun gergeklestigi ana organ karaciger olmakla birlikte, viicuttaki tiim hiicreler
H,S’i oksitleyebilme kapasitesine sahiptir. H,S sentez edildikten sonra mitokondride
oksidasyon, sitozolik metilasyon ve hemoglobinle baglanma gibi bir¢ok yolla metabolize olur.
Mitokondride H2S oksidasyonu ile olusan tiyosiilfat, stilfiirtransferaz ile katalize edilerek
stilfite doniisiir. Sonrasinda siilfit, siilfit oksidaz enzimi vasitasiyla siilfata dontismektedir. Son
iiriin olan siilfatlar serbest veya konjuge siilfatlar halinde idrarla atilmaktadir. (132,133) H2S
metabolizmasinin bir bagka yolu ise H,S’in sitozolik tiyol S-metiltransferaz (TSMT) enzimi
araciligryla metilasyonu sonucu metantiyol ve dimetilsiilfiir olusmasidir. Ayrica H,S kanda
methemoglobin ile baglanarak sulfhemoglobin olusturabilmektedir. Yakin zamanda yapilan
caligmalarda H,S biyoyararlaniminin sabit bir diizenleyicisi olarak rol alan siiperoksit ve
hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile endotelyal H,S arasinda 6nemli bir
etkilesimin varlig1 gosterilmistir. Ozellikle endotel hiicrelerden ROS olusumu, dolasim soklar

ve diyabetik komplikasyonlarda damarsal islev bozuklugunun anahtar bir mekanizmasidir.

(134).
I1. E. 4. Hidrojen Siilfiir’iin Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

H,S kardiyovaskiiler sistemde ki bir¢ok hiicre ve dokuda endojen olarak iiretilmekte ve
kardiyak fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol almaktadir. Yapilan ¢alismalarin sonuclarinda
H,S’in kardiyovaskiiler sistemde homeostazin saglanmasinda ve endojen vazodilatator olarak
onemli bir rolii oldugu bulunmustur. Yapilan birgok calismada da ayrica dnden kastirilmis
vaskiiler dokularda 6zelikle arter ve venlerde H,S tarafindan konsantrasyona bagh gevsemeler
oldugu gosterilmistir. H,S’in vaskiiler etkisinin tiirlere, damar yatagina, endotel tabakasinin
durumuna, kastirict ajana, konsantrasyona, uygulama yontemi ve siiresine bagli olarak
degistigi gézlenmektedir. (135,136) H,S’in etki mekanizmasini anlamaya yonelik yapilan ilk
caligmalarda H,S’in olusturdugu gevseme cevabina, ATP-duyarli potasyum kanallarinin
(KATP) eslik ettigi saptanmustir.(137) izole sigan aorta ve mezenterik diiz kas hiicrelerinde
yapilan c¢esitli calismalarinda H,S’in KATP kanallar1 araciligi ile damar diiz kasindaki KATP
kanallarmi agarak K+ akimlarini arttirdigi ve diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyona neden

oldugu saptanmistir. Boylelikle hiperpolarizasyonun voltaj bagimli Ca2+ kanallariin
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kapanmasina, intraselliiler Ca2+ konsantrasyonunun azalmasina ve sonu¢ olarak dokuda
gevseme cevabinin olugmasma neden oldugu saptanmustir. (137,138) Endotel kaynakli
hiperpolarizan faktér (EDHF) vaskiiler diiz kas hiicrelerinde hiperpolarizasyon meydana
getirerek vazodilatasyona neden olmaktadir. Bu etki 6zellikle kiiglik rezistans arterlerde daha
belirgin olup yapilan son ¢alismalar, H,S’in major bir EDHF oldugunu 6ne stiriilmiistiir.(139)
Iskemi / reperfiizyonun erken déneminde H,S’in biyosentezinde anlamli bir artisa yol
agcmaktadir. Iskemi / reperfiizyon epizodlarina tabi tutulan sican kalbinde reperfiizyon periyodu
esnasinda NaHS wuygulamas: kalpte iskemi sonrasi fonksiyonel performansi arttirdigi

saptanmustir.(140).
I1. E. 5. Hidrojen Siilfiir’iin Santral Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Hidrojen siilfiirlin 6zellikle serebrovaskiiler sistemde yapilan ¢alismalar sonucunda
serebral arterlerde fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynadig1 gdsterilmistir. Noromodulator
etkinlige ek olarak, H,S’in ndronlar hiicre ici ve hiicre disinda oksidatif stresten korudugu
gosterilmistir. (141) Rediikte glutatyonun beyinde onemli bir antioksidatif savunma oldugu
bilinmektedir. Ayrica H,S in vitro ortamda bir¢ok hiicrede H202’yi de etkisiz hale getirir.
(142) H,S rediikte glutatyon tiretimini arttirmaktadir. H,S’in GSH iizerine etkisiyle ilgili bir
baska 6nemli mekanizma da glutamat alimmin gii¢clendirilmesidir. H,S’in hidrojen peroksidle
indiiklenen hiicresel hasarlar1 geri dondiirdiigii ve bu etkinin glutamat alim inhibitorlerince
zayiflatildigi gosterilmistir. (143) Hu ve ark, H,S’in lipopolisakkaridle indiiklenen nitrik oksid
ve TNF-o salmimmini zayiflatarak, mikroglia ve astrositleri inflamasyondan korudugunu
gostermislerdir. (144) Zhang ve ark. 2009 yilinda gegici serebral iskemi /reperfiizyonunda
H,S’in apoptozu 6nleyerek noronal korunma sagladigini tespit etmislerdir. (145) Retina yiiksek
miktarda oksijene ve 1s18a maruz kalmasi nedeniyle oksidatif strese karsi daha hassastir. Asiri
miktarda 1518a maruziyet reaktif oksijen tiirevlerini ve intraseliiler Ca+2 konsantrasyonunu
arttirarak fotoreseptorlerde irreversibl bir dejenerasyona neden olmaktadir. Yapilan
caligmalarda H,S’in intraseliiler Ca2+ artisin1 baskilamak suretiyle fotoreseptdr hiicrelerini

1is1kla indiiklenen dejenerasyona Karsi korudugu gosterilmistir. (146)
I1. E. 6. Hidrojen Siilfiir’iin Diabet Uzerine Etkileri

Yapilan c¢alismalarda CBS ve CSE enzimlerinin pankreasta yiiksek miktarda
gosterilmesi  lizerine H,S’in insiilin sekresyonunun kontroliinde rol oynayabilecegi

distiniilmektedir. Yang ve arkadaslarinin yaptigr ¢alismada CSE inhibitorii uygulanmasi
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sonrasinda si¢an insiilinoma hiicrelerinde (INS-1E) insiilin salinimin1 arttirdigi H,S’in eksojen
olarak uygulanmasinin ise INS-1E hiicrelerinde ve izole fare pankreas adaciklarinda glukozla
indiiklenen insiilin salimmini azalttigi gézlenmistir. (147) Tang ve arkadaslarinin yaptigi
caligmalarda ise H,S dondrii olan NaHS uygulanmasi sonrasinda ile insiilin saliniminin
diizenlenmesinde kritik rol oynayan bir diger kanal olan L-tipi voltaj duyarli Ca+2 kanallarinin
akimlarinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Sonug olarak eksojen ve endojen H,S’in L-
tipi Ca+2 kanal aktivitesini ve pankreastan insiilin salinimini inhibe ettigi gosterilmistir. (148)
Kaneko ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise yiiksek konsantrasyondaki glukozun pankreatik
B-hiicrelerinde CSE ekspresyonunu ve H,S olusumunu arttirdigi, eksojen H,S’in yiiksek
glukozla indiiklenen B-hiicre apoptozunu inhibe ettigi ve bu yolla B hiicrelerini glukotoksisiteye

kars1 korudugu gosterilmistir. (149)
Il. E. 7. Hidrojen Siilfiir’iin Uriner Sistem Uzerine Etkileri

H.S inin bobrekte birgok 6nemli fizyolojik ve patolojik rolu oldugu gosterilmistir. (150)
H,S’in bobrekteki etkilerini ¢ogunlukla vaskiiler ve tiibiiler fonksiyonlar {izerinde
degisikliklere neden olarak gosterir. Tiibiiler fonksiyonlar1 arasinda glomeriiler filtrasyon hizini
(GFR) arttirmak ve idrarda sodyum atilimini arttirmak oldugu saptanmistir. (151) H,S'nin renal
iskemi ve perfiizyon hasarini antioksidan, antiapoptotik ve antienflamatuar etkilerle iyilestirme
etkilerini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. (152) Simon ve arkadaglarinin domuzlar {izerinde
olusturulan renal iskemi / reperfiizyon hasarinda hidrojen siilfiir doneri Na,S kullanilmasi
sonucunda kreatinin kan seviyelerindeki yiikselmeyi azalttigini, 1L-6, IL-1 ve nitrit + nitrat
konsantrasyonlarin1 da diislirdiigiinii ve glomeriiler histolojik hasar1 ve doku zedelenmesi
azalttigini, organ disfonksiyonunda 6n tedavi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. (153)
Jiang ve arkadaslarinin siganlar {izerindeki yaptigir calismada bobrek hasarina karsi siilfiir
donoérii olarak intraperitoneal yoldan NaHS tedavisi uygulanmasi sonucunda makrofajlarin
infiltrasyonunun ve TNF-a'nin ekspresyonunun dnemli 6l¢iide azaldigt MDA diizeyinde ve
intersitisyel fibrozisde anlamli azalma ve SOD aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir. Bu
caligma sonucunda NaHS 1n dokulari oksidatif stres, lipid peroksidayonu ve inflamasyona karsi

korudugu gosterilmistir. (11)
I1. E. 8. Hidrojen Siilfiir’iin Intestinal Sistem Uzerine Etkileri

Intestinal iskemi / reperfiizyon hasari intestinal mekanik obstriiksiyon, abdominal aort

anevrizmasi cerrahisi, kardiyopulmoner baypas, strangiile herni, karaciger ve bagirsak
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transplantasyonu, mezenterik arter tikanikligi, sok ve siddetli travma gibi birgok klinik durumda
major ve sik goriilen bir problem olarak kabul edilir. (154) Bu hasar sistemik inflamatuar yanit
sendromuna ve ¢oklu organ yetmezliginin gelismesine yol agabilir. (155) Liu ve arkadaslarinin
siganlar ilizerindeki yaptig1 ¢alismada hidrojen siilfiir kaynagi olarak NaHS kullanilarak
intestinal iskemi / reperfiizyon hasarini 6nemli derecede azalttigini yapilan histopatolojik
incelemelerde ise serum ve bagirsak MDA aktivitesini 6nemli Olglide azaltarak serum ve
bagirsak SOD ve GSH-Px aktivitesinin diizeylerini 6nemli dl¢lide artirdigini gostermistir. Bu
caligma sonucunda hidrojen siilfiiriin intestinal hasara karsi antioksidan enzim aktivitesi

gosterdigi ve H,S’nin bir terapotik ajan olarak potansiyel kullanimini diistindiirmiistiir. (156)

LI ve arkadaslarinin neonatal fareler iizerindeki yapilan maternal ayirma sonucunda meydana
gelen oksidatif stres, inflamasyona ve epitel hasara karsi hidrojen siilfidin kolonu korudugu

gosterilmistir. (10)
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I11- GEREC VE YONTEM

Deneysel testis torsiyonu modelinde hidrojen siilfiiriin etkilerini degerlendirmek igin
yapilan bu ¢alisma Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 2018 / 21 karar
numarasi ile onay alindiktan sonra istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi
Anabilim Dal1 ve Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinde
yapilmistir. Deney sonrasinda yapilan histopatolojik incelemeler istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda, biyokimsal incelemeler ise Istanbul Universitesi

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapilmistir.
I11. A. Calismada Kullanilan Deney Hayvanlari

Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinden ortalama
agirliklar1 300-400 gr olan 18 adet Wistar albino cinsi erkek sigan temin edildi. Bu calisma
stiresince denek hayvanlar1 uygun standart kafeslerde, her kafeste bir hayvan olacak sekilde
barindirildi. Barinma ortaminin sicakligr 21+/- 2 °C %40-60 bagil nem altinda ve 151k 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde sekilde ayarlandi. Hayvanlarin kafesleri devamli olarak
suya ve yeme ulasabilmelerine olanak saglayacak sekilde planlandi. Hayvanlara anesteziye
alinacaklar1 giiniin Oncesinde saat 24:00°dan itibaren yem kisitlamasi yapildi.  Calisma

HADYEK tarafindan onaylanan protokol ve DEHAM prensiplerine uygun olarak yapildi.
I11. B. Deney Protokolii

Calismada kullanilan siganlar her grupta 6 tane sican olucak sekilde rastgele secilerek 3
gruba ayrildi. Hayvanlara uygulanan cerrahi iglemler steril sartlarda ve intramiiskiiler olarak
uygulanan 50 mg/kg ketamin (Ketalar, Pfizer ) ve 10 mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer,)
anestezisi altinda gergeklestirildi. Siganlara anestezi uygulanip supin pozisyon verilerek
stabilizasyon saglandiktan sonra skrotal bolge cildi tras edilerek cerrahi saha %10°luk povidon
iyot (Isosol, Merkez Lab) ile temizlenilerek geleneksel asepsi ve antisepsi kurallarina uyuldu.
Ardindan tiim gruplardaki siganlara midhemiskrotal insizyon yapilarak bilateral testisler ve
spermatik kord serbestlestirilerek insizyon disina alindi. Torsiyon modeli planlanan gruptaki
sicanlarda once sol testis, kord elemanlar1 ile birlikte sonrasinda hemen sag testis ve kord
elemanlarinin longitudinal aks1 boyunca saat yoniinde olacak sekilde 720 derece dondiiriilerek
deneysel testis torsiyonu modeli olusturuldu. Testisin tekrar detorsiyone olmamasi i¢in 4/0

nontravmatik absorbable siitiir ile dartos ve testis tunika albugineasindan gegilerek testisler
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skrotum i¢ yiizeyine sabitlendi. Takiben skrotum cildi 4. 0 ipek ile tek tek siitiire edilerek
kapatildi. Torsiyon siiresinin 30dk sinda testis torsiyonu + NaHS grubundaki 6 si¢ana
intraperitoneal olarak NaHS ¢ozeltisi enjeksiyonu uygulandi. Testis torsiyonu toplam siiresi 1
saat dolunca testisin dartosa sabitleme siitiirii kesilerek testisler manuel olarak saat yoniiniin
tersi yoniinde detorsiyone edilerek referperfiizyon saglandi. Ardindan testisler skrotuma
yerlestirilerek anatomik katlar 4/0 ipek siitiir ile kapatildi. Postoperatif ilk giinden itibaren 1
hafta boyunca iskemi/reperfiizyon +NaHS grubuna intraperitoneal olarak giinde 1 kez olmak
tizere NaHS ¢ozeltisi enjeksiyonu uygulandi. Tiim gruplarin detorsiyonun 7. giiniinde skrotum
eski insizyon yerinden acilip bilateral orsiektomi yapilarak doku ve ayni zamanda kan
ornekleri alindi. Deney protokoliiniin tamamlanmasinin ardindan ratlar yiiksek doz anestezi

altinda sakrifiye edildi.

Hidrojen siilfiir kaynagi olarak NaHS (Sodium hydrosulfide monohydrate, Sigma-
Aldrich) kullanilarak normal salinle ¢ozindiriilerek 1ml salin de 10 mg/kg/giin doz NaHS
olucak sekilde intraperitoneal olarak giinde 1 kez olmak iizere torsiyon giinii ve sonrasindaki 7

giin boyunca iskemi / reperfiizyon + NaHS grubuna (n:6) uygunlandi. (10,11)

Resim 5- Operasyon 6ncesi hazirlik agamasi
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I11. C. Deney Gruplari

1.Sham Grubu (n=6 ): Grupta yer alan 6 adet sicana midskrotal kesi yapilarak
spermatik kord ve testisler diseke edilerek serbestlestirilip scrotum disina g¢ikarildiktan sonra
torsiyon modeli uygulanmadan testis anatomik pozisyonuna uygun sekilde skrotuma
yerlestirilerek scrotumdaki insizyon primer olarak kapatildi. Postoperatif 7. giinde siganlar

sakrifiye edilerek bilateral orsicktomi yapilarak doku ve ayn1 zamanda kan 6rnekleri alindi.

2. Iskemi / Reperfiizyon Grubu(n=6): Grupta yer alan 6 adet sicana midskrotal kesi
yapilarak spermatik kord ve testisler disseke edilerek serbestlestirildikten sonra testisler kord
elemanlari ile birlikte saat yoniinde 720 derece dondiiriilerek deneysel testis torsiyonu modeli
olusturuldu ve testisler skrotum i¢ yiizeyine fikse edildi. 1 saatlik iskeminin sonrasinda testis
detorsiyone edilip dokuda reperfiizyon saglandi. Testisler anatomik pozisyonuna uygun sekilde
skrotuma yerlestirilerek scrotumdaki insizyon primer olarak kapatildi. Postoperatif 7. giinde
sicanlar sakrifiye edilerek bilateral orsiektomi yapilarak doku ve ayn1 zamanda kan 6rnekleri

alindi.

3. Iskemi / Reperfiizyon + NaHS Grubu (n=6): Grupta yer alan 6 adet sigana
midskrotal kesi yapilarak spermatik kord ve testisler disseke edilerek serbestlestirildikten sonra
testisler kord elemanlar ile birlikte saat yoniinde 720 derece dondiiriilerek deneysel testis
torsiyonu modeli olusturuldu ve testisler skrotum i¢ yiizeyine fikse edildi. Torsiyonun 30.
dksinda hidrojen siilfit kaynagi olarak kullanilan NaHS intraperitoneal olarak si¢anlara enjekte
edildi. 1. Saatlik torsiyon sonrasinda testisler detorsiyone edilerek dokuda reperfiizyon
sagland1. Testisler anatomik pozisyonuna uygun sekilde skrotuma yerlestirilerek scrotumdaki
insizyon primer olarak kapatildi. Postoperatif ilk giinden itibaren 7 giin boyunca intraperitoneal
olarak NaHS siganlara enjekte edildi. Postoperatif 7. Giinde siganlar sakrifiye edilerek bilateral

orsiektomi yapilarak doku ve ayn1 zamanda kan 6rnekleri alindi.
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Resim 7- Testis tosiyonu olusturulmasi Resim 8-intraperitoneal hidrojen siilfiir
(NaHS) uygulanmasi
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I11. D. Deneyin Tamamlanmasi ve Orneklerin Muhafaza Edilmesi

Deney bitiminde bilateral orsiektomi sonrasi alinan testis dokular1 sol testis ve sag testis
olmak tizere ayrildi. Sol testislerin tiimii histopatolojik inceleme i¢in Bouin soliisyonunda fikse
edilerek patoloji anabilim dalina gonderildi. Sag testislerinde tiimii sf ile yikandiktan ve steril
sekilde kurulandiktan biyokimyasal islemler i¢in 6l¢lim yapilacag: giine kadar — 80°C’de derin

dondurucuya kaldirildi. Sicanlardan biyokimyasal islemler i¢in intrakardiyak kan alinarak ve

sonrasinda si¢anlar sakrifiye edilerek deneyin cerrahi kismi sonlandirildi.

Resim 9- Bilateral orsiektomi sonrasi testis dokulari

I11. E. Histopatolojik Inceleme

Her bir sigcana ait olan ve histopatoloji igi ayrilan sol testis dokularmin bouin
solusyonunda fiksasyonu ardindan standart parafin doku takip prosediirleri uygulandi. Parafin
bloklardan mikrotom cihazinda (thermo scientific) yaklasik 4 mikron kesitler alinarak genel
degerlendirme amaciyla hemotoksilen-eozin (H&E) boyama yontemi ile boyandi. Boyanmisg
tiim preparatlar patoloji 6gretim iiyesi tarafindan Olympus BX-40 151k mikroskobunda uygun
olarak degerlendirildikten sonra semi- kantitatif modifiye Johnsen testiskiiler biyopsi

skorlamasi kullanilarak morfolojik hasar ve testikiiler hasar durumu degerlendirildi. (157,158)
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Johnsen skoru i¢in her bir sigcandan alinan testis dokusu Orneklerinin H&E ile boyanmis
kesitlerinde, seminifer tiibiillerde yer alan spermatogenik hiicrelerin goriiniimleri
degerlendirilerek her bir seminifer tiibiil i¢in her bir tiibiile 1 ile 10 arasinda bir skor verildi.

Sonuglar elde edildikten sonra grup ortalamalar1 alindi ve istatistiksel olarak gruplar arasinda

karsilagtirma yapildi.

Skor 10 Komplet spermatogenez, liimende ¢ok sayida sperm varligi, normal ve
diizgiin yiikseklikte germinal epitel, normal ¢apli seminifer tiibiil liimeni

Skor 9 Cok sayida sperm, disorganize germinal epitel, oblitere tiibiiler limen

Skor 8 Germinal epitelin ¢ok tabakali olmasi ancak liimende 10’dan az sayida
spermatozoon bulunmasi

Skor 7 Cok sayida spermatid olmasi ve hi¢ spermatozoon olmamasi

Skor 6 Spermatozoon olmamasi ve 10°dan az sayida spermatid olmasi

Skor 5 Sadece spermatositlerin olmasi, spermatozoon ya da spermatidlerin hig
olmamasi

Skor 4 Hi¢ spermatozoon ve spermatid olmamasi ve 5’den az sayida spermatosit
varligi

Skor 3 Germ hiicresi olarak sadece spermatogonyum varligi

Skor 2 Sadece sertoli hiicreleri olmasi ve hi¢ germ hiicresi olmamasi

Skor 1 Seminifer tiibiil liimeninde hi¢ hiicre olmamasi

Tablo 1. Modifiye Johnsen Testikiiler biyopsi skorlamasi

I11. F. Biyokimyasal Inceleme

Deney sonunda biyokimya analizleri i¢in her bir sigandan kan 6rnekleri alindi. Kan
ornekleri antikoagiilan icermeyen jelli biyokimya tiiplerine alinarak +4°C 4000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum 6rnekleri polipropilen tiipler i¢ine ayrilarak —80°C’de
saklandi. Biyokimyasal igslemler i¢in ayrilan sag testis dokular1 derhal sivi nitrojen ile islem

edilerek donduruldu ve biyokimyasal incelemeler yapilana kadar -80°’de saklandi.
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1-Serumda Yapilan incelemeler
a- Serum TNF-a Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum TNF-o (Rat TNF-alpha, Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China)
diizeyleri ELISA yontemiyle 6l¢iildii. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

2-Testis Dokusunda Yapilan incelemeler

a- Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi ve Postmitokondri Fraksiyonunun

Eldesi

Islem: Testis dokulari tartildi ve doku homojenizatorii ile soguk 0.15 M KCI ¢ozeltisi
icinde homojenize edilerek %10’luk homojenatlar (w/v) hazirlandi. Doku homojenatlar1 +4 °C
ayarlanmis soguk santrifiijjde 600 xg’de 10 dakika santrifiij edildi, nukleus ve parcalanmamis
doku parcalar1 uzaklastirildi. Malondialdehit (MDA), ileri oksidasyon protein iiriinleri
(advanced oxidation protein product: AOPP), antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant
power: FRAP) ve GSH diizeyleri bu siipernatanda (postniikleer fraksiyon) ¢alisildi. Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri ise bu supernatanin ependorf
santrifiijinde 10000 xg’de 20 dakika santrifiij edilmesi ile elde edilen postmitokondri
fraksiyonunda tayin edildi. Tiim 6rnekler deneyler yapilana kadar -80°C’de sakland.

b- TNF-a Diizeylerinin Ol¢iimii

Tiimor Nekroz Faktorii alfa (TNF alfa) akut inflamasyon sirasinda makrofajlar
/monositler tarafindan iiretilen inflamatuar sitokindir. Nekroz veya apoptoza yol agan
hiicrelerdeki ¢esitli sinyal olaylarindan sorumludur. Enflamasyon gelisiminde ve diger
sitokinlerin uyariminda bir¢cok fonksiyona sahiptir.(169) Testis dokusunda TNF-a (Rat TNF-
alpha, Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China) diizeyleri ELISA ydntemiyle

ol¢iildii. Sonuglar pg/mg protein olarak verildi.

c- MDA Diizeyleri Tayini: Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA’nin
tiyobarbitiirik (TBA) asit ile sicak ve asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan

renk spektrofotometrik olarak 6lgiildii.
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Ayrraclar:

e Buege-Aust ayrract: 375 mg TBA bir miktar distile suda eritildi. Uzerine 15 mL
%100’liik triklorasetik asit ve 2.1 mL derisik hidroklorik asit (HCI) eklendi, karistirildi

ve hafifce 1sitilarak ¢oziindiikten sonra distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e 1,13,3-tetractoksipropan (TEP) standardi: 22 mg TEP 10 mL distile suda ¢oziinerek 10
mM’lik ana standart hazirlandi. Daha sonra bu ana standart 1000 kez sulandirilarak 10

uM’lik calisma standardi hazirlandi.

Islem: 0.2 mL postniikleer fraksiyon iizerine 0.2 mL PBS ve 0.8 mL Buege-Aus tayiraci
eklendi. Kaynar su banyosunda 15 dakika tutuldu. Soguduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek elde edilen siipernatanin absorbansi kore karsi okundu. Ayrica kor ve standart
tiipler hazirlandi. Sonuglar ekstinksiyon katsayis1 (e=1,56x10° M™? cm?) ve standardin

absorbansi degerlendirilerek hesaplandi. (159)

d- AOPP Diizeyleri Tayini: Baslica ditirozin i¢eren ¢apraz bagli protein iirinleri olan
AOPP tayini i¢in serum 6rneklerinin Sitrik asit iceren asit ortamda verdigi absorbanslar 340
nm.’de okundu. Sonuglar kloramin-T ile potasyum iyodiiriin (KI) oksidasyonuyla olusan
triiyodid ile standardize edilerek karsilastirildi.

Ayriraclar:

e 0.2 Msitrikasit

e 116 MKI

e Kloramin-T stok standardi (100 mM): 227.6 mg kloramin-T 10 mL’de ¢oziildi ve
sulandirilarak 25, 50 ve 100 uM’lik ¢aligsma standartlar1 hazirlandi.

Islem: Mikroplaka kuyucuklarma 0.04 mL postniikleer fraksiyon ve 0.16 mL 0.2 M
sitrik asit konuldu (deney). Ayrica 0.190 mL 0.2 M sitrik asit ve 0.01 mL 1.16 M potasyum
iyodiir iceren (kor) ve 0.190 pl kloramin-T (25, 50 ve 100 uM; 0.2 M sitrik asitte hazirlandr)
ve 0.01 mL 1.16 M Kl igeren (standart) kuyucuklar hazirlandi ve 2 dakika sonra kor tiipe karsi
deney ve standardin absorbanslari 340 nm’de pQuant mikroplaka okuyucuda belirlendi.

Sonuglar nmol/Lkloramin-T esdegeri olarak verildi.(160)

e- GSH Diizeylerinin Ol¢iimii: Ellman ayiracinin (5,5'- ditiobis-2 nitro benzoik asit;

DTNB) dokulardaki serbest siilfidril (-SH) gruplari tarafindan indirgenmesi sonucunda, 1 mol



40

-SH grubu basmna 1 mol 2-nitro-5 tiyobenzoik asit olusmaktadir. Olusan sar1 renk

spektrofotometrik olarak 412 nm’de absorbans vermektedir.

Ayrraclar:

e Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA ve 30
g NaCl 100 mL distile suda ¢oziildii.

e 0.3 M Na2HPO4: 4.26 g Na2HPO4 100 mL distile suda ¢6ziindii.

e Ellman Renk Ayiraci: 4 mg DTNB 10 mL %1 ’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

e GSH standardi: (0.1 mg/mL)

Islem: Ependorf tiiplere 0.2 mL postniikleer fraksiyon, 0.6 mL 0.15 M KCI ve 1.2 mL
proteinsizlestirme ¢ozeltisi kondu, karistirildi, 13000 xg’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Ayirag korli ve standart tiiplere de aymi islemler uygulandi. Daha sonra elde edilen bu
supernatanlardan mikroplaka kuyucuklarina 0.05 mL pipetlendi ve tizerine 0.2 mL 0.3 M
NazHPO4 ve 0.05 mL Ellman ayiract kondu ve olusan renkler 412 nm’de ayira¢ koriine karsi
okundu. GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayisi 13.6x103 M-1 cm-1 ve standart kullanilarak

hesapland1 ve sonuglar nmol/mg protein olarak tanimlandi.(161)
f- FRAP Diizeylerinin Olgiimii : +3 degerlikli demir (Fe*3) iyonlarmm +2 degerlikli
demir (Fe*?) iyonlaria indirgeyen antioksidan giiciin 6l¢iilmesi esasina dayanir.
Ayiraclar:

40 mM HCI

e 300 mM Asetat tamponu (pH 3.6): 3.1 g Na-asetat.3H20 ile 16 mL asetik asit
karigtirildi ve 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. pH 3.6’ya ayarlandi ve 10 kat

sulandirild.

e 10 mM 2,4,6-tripridil-s-triazin (TPTZ): 312.33 mg TPTZ tartild1 ve 100 mL 40 mM
HCI’de eritildi.

e 20 mM FeCls.6H20: 540 mg FeCl3.6H20O tartildi. Distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

e FRAP ayiract: Sirasi ile asetat tamponu, TPTZ ve FeCls ayiraglar: 10:1:1 oraninda

karistirilarak hazirlandi.

e Askorbik asit standartlari: 500 ve 1000 uM (sudaki ¢ozeltileri)
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Islem: Mikroplaka kuyucuklarma 0.01 mL postniikleer fraksiyon ve 0.2 mL FRAP
caligma ayiract konuldu, 37 °C’de 4 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda 593
nm’de absorbanslar okundu. Ayrica 0.01 mL askorbik asit (500 ve 1000 uM) ve 0.2 mL FRAP
caligma ayiraci igeren standartlar hazirlandi. 1 mM askorbik asidin FRAP degeri 2000 olarak

kabul edilerek sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.(162)

g- SOD Aktivitesinin Ol¢iimii: SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-
dianisidinin fotooksidasyon hizin1 arttirma yetenegi spektrofotometrik olarak oOlgiiliir.
Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siliperoksit radikali, ortamdaki SOD’un
etkisiyle hidrojen peroksite indirgenir. Hidrojen peroksit ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek
renkli tirtin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli iiriin olusumu o kadar fazla olur.

Olusan renkli iirtin 460 nm’de spektrofotometrik olarak saptanir.
Ayiraclar:
e 0.1 mM EDTA igeren 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.8)

e 0.2 mM riboflavin: 7.3 mg riboflavin 100 ml 10 mM potasyum fosfat tamponunda
(pH 7.5)’ de ¢Oziindii.

e 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 mL distile suda ¢6ziindi.

e SOD (100 IU/mL) standardi: Sigma firmasindan saglanan SOD standardi 100
IU/mL olacak sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Daha sonra bu ana standarttan
0.1 ve 0.05 mL alinarak deney ortaminda 10 ve 5 IU SOD standardinin bulunmasi

saglandi.

Islem: Kor, standart ve deney tiiplerine siras1 ile 2.6 mL 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH:7.8), 0.1 mL o-dianisidin ilave edilir. Kor tiipiine 0.1 mL distile su; standard
tiipline 0.1 mL standart; deney tiipiine 0.05- 0.1 mL postmitokondri fraksiyonu eklendi ve her
tiipe 30 saniye ara ile 0.2 mL riboflavin konuldu, karistirildi ve 460 nm’deki absorbans degerleri
okundu. Tiipler 20W floresans lamba iceren 37 °C’ye ayarlanmis 6zel bir kutuya yerlestirildi
ve tam 8 dakika stire ile floresans 1518a maruz birakildi. Siirenin bitiminde tiiplerin absorbansi
tekrar 460 nm’de okundu ve iki absorbans arasindaki fark alindi. Ayrica deney korii ve standart

icin de ayni islemler yapildi. Sonuglar U/mg protein olarak verildi.(163)

h- GSH-Px Aktivitesinin Olciilmesi: GSH-Px aktivite tayini birbirini izleyen iki
reaksiyona dayanir. Birinci reaksiyonda H.O> veya organik hidroperoksitler (ROOH), GSH-Px
etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH oksitlenmis GSH’a (GSSG) déniisiir. Ikinci
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reaksiyonda GSSG, GSH- rediiktaz (GSH-R) etkisi ile tekrar GSH’a, NADPH ise NADP*’ye
oksitlenmektedir. Bu doniisiim 340 nm’de absorbansda azalma olarak izlenir, NADPH 340
nm’de bir absorbans verdigi halde, NADP™ bu dalga boyunda absorbans vermemektedir.

GSH-P
ROOH + 2GSH —>"%_» 2ROH + GSSG

GSSG + NADPH — MR 5GsH + NADP

GSH-Px aktivitesi, 1 mL’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM potasyumfosfat
tamponu (pH 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM sodyumazid, 0.2 mM NADPH, 1 mM GSH, 0.5 IU/mL
glutatyon rediiktaz (GSH-R), 1.2 mM kumen hidroperoksit ve degisik oranlarda sulandirilmig
postmitokondri fraksiyonu igerecek sekilde hazirlanmis ortamda 37°C’de tayin edilmektedir.

Ayiraclar:

e 20 mL potasyum fosfattamponu (125 mM, pH 7.0), 2.5 mL sodyum azid (130
mg/dL), 2.5 mL Nax-EDTA (744 mg/dl), 5 mL NADPH (8.3 mg/5 mL) ve GSH
(15.3 mg/5 mL) igeren havuz

e Glutatyon rediiktaz (0.5 1U/mL)

e 12 mM kiimen hidroperoksit

Islem: 0.7 mL havuz alinarak spektrofotometre kiivetlerine kondu. Uzerine 0.1 mL
GSH-Rediiktaz (0.5 IU) ve 0.1 mL 40 kez sulu karaciger post mitokondri fraksiyonu eklendi.
Daha sonra 0.1 mL 12 mM kiimen hidroperoksit ilavesi ile reaksiyon baglatildi ve
spektrofotometrede absorbans azalmasi 340 nm’de izlendi. Sonuglar NADPH’in ekstinksiyon
katsayist olan 6.22x10° M*cm™®’den yararlamlarak hesaplandi sonuglar nmol/dk/mg protein

olarak verildi.(164)

I- Miyeloperoksidaz Tayini(MPO) : Miyeloperoksidaz baslica notrofil graniillerinde
bulunan bir enzimdir. Reaksiyon peroksidaz igeren bir soliisyonla oksitlenen orto-dianisidin
dihidrokloriir ve hidrojen peroksit varliginda gerceklesir. Peroksidaz enzimi hidrojen peroksit

varliginda orto-dianisidini oksitler.

Ayriraglar:
e 0.1 M Potasyumfosfat tamponu (pH 6.0): 0.1 M KH2PO4 (1.36 g/ 100 mL) ve 0.1
M K2HPO4 (1.74 g/100 mL) ¢ozeltilerinden pH 6.0 olacak sekilde karistirilarak

hazirlandi.
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50 mM potasyumfosfat tamponu (pH 6.0): 0.1 M potasyumfosfat tamponu esit
hacim distile su ile karistirildu.

%1 HTAB (Heksadesil trimetil amonyum bromir): 1 mL HTAB, 0.1 M
potasyumfosfat tamponunda ¢oziinerek 100 mL’ye tamamlandi.

HTAB ¢alisma ayiraci: %1 HTAB esit hacim 50 mM potasyumfosfat tamponu ile
sulandirildi.

0-dianisidindihidrokloriir:16.7 mg o-dianisidin 50 mM potasyumfosfat tamponunda
¢oziindii ve 100 mL’ye tamamlandi. Calismadan hemen 6nce 100 mL o-dianisidine
200 uL % 30’luk H20- eklendi.

Dokunun hazirlanmasi: 200 mg doku 3 mL soguk HTAB ¢alisma ayiraci ig¢inde

homojenize edildi ve 30 sn siireyle sonikasyon uyguland: ve daha sonra ti¢ kez tuz-buz islemi

yapildi. 15 dakika ependorf santrifiiide 10000 rpm’de santrifiyj edildi. MPO aktivitesi

slipernatanda calisildu.

Islem: 2.9 mL H,0;igeren o-dianisidin iizerine 0.1 mL siipernatan eklendi. Cam kiivette

37° C’de 460 nm’de absorbans degisimi ti¢ dakika boyunca izlendi. Absorbans degisimi

(AA/dak) saptandi ve sonuglar nmol/dk/mg protein olaraki fade edildi.(165)

J- Protein Tayini :

Doku homojenatlar1 ve postmitokondri fraksiyonlarinda protein miktar1 bisikoninik asit

metodu ile belirlendi.

Ayrraclar:

Bisikoninik asit
%4 CuSOq

Protein renklendirme ayiraci: 10 mL bisikoninik asit ¢ozeltisi tizerine 0.2 ml %4 Cu

S04 ekleyerek hazirlandi.

Islem: 0.200 mL protein renklendirici ayiraci {izerine sulandirilmis testis postniikleer

veya postmitokondri fraksiyonlarindan 0.01 mL ilave edildi. Karistirildiktan sonra 37 °C’de 30

dakika beklendi. Oda 1s1sinda sogutuldu ve olusan rengin absorbansi 562 nm’de mikroplaka

okuyucusunda okundu. Sonuglar mg/mL olarak ifade edildi.(166)
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I11. G. istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar ortalama +SD olarak verildi. Grup dagilimlar1 Levene’s testi kullanilarak
degerlendirildi. Normal dagilim gésteren parametreler igin tek yonliit ANOVA (post hoc Tukey
HSD), nonhomojen dagilim gosteren parametreler igin ise Kruskal-Wallis (post hoc Mann-
Whitney U) testi kullanildi.
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IV-BULGULAR

IV. A. Serum ve Testis Dokusunda TNF-a Diizeyleri
Serum ve doku TNF-a diizeyleri gruplar arasinda bir degisiklik gostermedi. (Tablo 2).
IV. B. Testis Dokusunda MDA, AOPP, MPO Diizeyleri

Torsiyon grubundaki siganlarin testis dokusunda MPO aktivitesi ve AOPP diizeylerinde
kontrol grubuna gore anlamli artiglar saptandi. NaHS uygulamasi ile artmis olan MPO aktivitesi

ve AOPP diizeylerinde anlamli bir azalma bulundu. MDA diizeylerinde ise gruplar aras1 bir
farklilik bulunmadi. (Tablo 3).

IV. C. Testis Dokusunda Antioksidan Gostergeler

GSH diizeyleri torsiyon grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gosterdi. H2S
grubunda ise azalmig olan GSH diizeylerinde anlamli bir artis saptandi. Buna karsilik FRAP
diizeyleri ile SOD ve GSH-Px aktivitelerinde degisiklik goriilmedi. (Tablo 4).

Sham I/IR I/R+NaHS
TNF-a serum 25.96+4.59 22.96+4.72 22.95+3.31
(pmol/mL)
TNF-a testis dokusu 1.92+0.46 2.63+1.31 2.06+0.62
(pmol/mg protein)

Tablo 2. Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde sodyum hidrojen siilfitin serum ve testis

dokusu TNF-alfa diizeyleri iizerine etkisi (Inflamasyon) (ortalama+SD) (sekil 1,sekil 2)
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TNF-a serum
(pmol/mL)

35

30

25

20 W Sham
mI/R

m |/R+NaHSs

15

10

Sekil 1: Gruplara gore serum TNF-alfa degerlerinin karsilastirilmasi

TNF-a testis dokusu
(pmol/mg protein)

3,5
3

2,5 m Sham

mI/R

m |/R+NaHS

2
15
1
0,5

0

Sekil 2: Gruplara gore testis dokusu TNF-alfa degerlerinin karsilagtirilmasi
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Sham I/IR I/R+NaHS

MDA

) 24224482 225,6+50,2 250,6+62,2
(pmol/mg protein)
AOPP

) 36,3+1,79 43,85+5,76 2 32,90+2,79"°
(nmol/mg protein)
MPO

) 11,59+0,51 18,38+4,61° 13,52+1,69°
(nmol/mg protein)

Tablo 3. Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde sodyum hidrojen siilfitin (NaHS) , (MDA),
(AOPP), (MPO) diizeylerine etkisi.(Oksidan etki) (ortalama+SD) (sekil 3,sekil 4,sekil 5)
& p<0.05 tiim gruplarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli sonug

b p<0.05 I/R+NaHS grubu,I/R grubu ile karsilastirildiginda anlamli sonug
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MDA

(pmol/mg protein)

350
300
250
200 B Sham
mI/R
150 W |/R+NaHS
100
50
0
Sekil 3: Gruplara gore testis dokusu MDA degerlerinin karsilastirilmasi
AOPP
(nmol/mg protein)
60
50
40 H Sham
30 mI/R
® |/R+NaHS
20
10
0

Sekil 4: Gruplara gore testis dokusu AOPP degerlerinin karsilagtiriimasi
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MPO

(nmol/mg protein)

25

20

15

10

a

m Sham
mI/R
m I/R+NaHSs

Sekil 5: Gruplara gore testis dokusu MPO degerlerinin karsilastirilmast

(nmol/dk/mg protein)

Sham I/IR I/R+NaHS
GSH
_ 30,85+1,65 21,23+4,752 28,23+2,90P
(nmol/mg protein)
FRAP
] 66,15+7,28 70,40+8.04 79,66+6,24
(nmol/mg protein)
SOD
) 6,74+0,95 7,66+1,30 6,56+0,95
(U/mg protein)
GSH-Px
90,10+24,73 92,64+9,25 82,68+9,68

Tablo 4. Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde sodyum hidrojen siilfiiriin (NaHS)

(GSH),(FRAP),(SOD),(GSH-PX) diizeylerine etkisi.(Antioksidan etki) (ortalama+SD)

(sekil 6,s ekil 7, sekil 8, sekil 9)

2 p<0.05 tiim gruplarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli sonug
b p<0.05 I/R+NaHS grubu,l / R grubu ile karsilastirildiginda anlamli sonug
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Sekil 6: Gruplara gore testis dokusu GSH degerlerinin karsilastiriimasi
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30
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FRAP
(nmol/mg protein)

B Sham
mI/R
M |/R+NaHS

Sekil 7: Gruplara gore testis dokusu FRAP degerlerinin karsilagtiriimasi
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10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

SOD
(U/mg protein)

B Sham
mI/R

M |/R+NaHS

Sekil 8: Gruplara gore testis dokusu SOD degerlerinin karsilagtirilmasi

120

GSH-Px
(nmol/dk/mg protein)

100

80

60

40

20

B Sham
mI/R
o |/R+NaHS

Sekil 9: Gruplara gore testis dokusu GSH-Px degerlerinin karsilagtirilmasi
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IV. D. Histopatolojik Bulgular
1-Operasyon Sirasinda Makroskopik Gozleme Dayanan Bulgular

Testislerin insizyon disina alindigindaki goériintiisii agik pembe renkliydi fakat torsiyone
edildikten sonra testislerin renginin agik pembeden mora dogru koyulastigi goézlendi.
Sonrasinda 1 saatlik torsiyon siiresi sonucunda insizyon agildiginda testislerde mor renk
degisikligi yanisira 6dem de gelistigi gbzlendi. Testislerin detorsiyone edilmesi sonrasinda
testislerin renginde kismi diizelme olmasina ragmen minimal 6demin devam ettigi gozlendi.1l
hafta sonra yapilan orsiektomi sonrasinda 6zellikle iskemi/ reperflizyon grubunda testislerdeki
mor rengin minimal oldugu ve 1 tanesinde atrofi gelistigi, sham grubuyla iskemi / reperfiizyon

+NaHS grubu testisleri arasinda morfolojik olarak belirgin fark saptanmadi.

Yapilan mikroskobik incelemede sham grubunda normal spermatogenez gosteren
seminifer tubuluslarin oldugu iskemi/reperfiizyon grubunda seminifer tiibiil yapilarinin ve
spermatogenik hiicrelerin diizeninin bozuldugu, tiibiil icerisinde ¢ok ¢ekirdekli graniilasyon
hiicrelerinin gozlendigi, baz1 seminifer tiibiiliislarda spermatogenik hiicrelerin bulunmadigi,
iskemi / reperfiizyon +NaHS ise seminifer tubuluslarda spermatosit ve spermatozoa diizeyine
ulagan maturasyon gosteren germ hiicreleri saptandi. Johnsen skorlamasina goére gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu .( p<0.05) Farkliligin tespiti igin yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda; sham grubunun degerleri ile iskemi / reperfiizyon grubu
arasinda yapilan degerlendirme sonrasinda sham grubunun degerlerini istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek oldugu saptandi. (p<0.05) Iskemi / reperfiizyon grubunun degerleri ile
[/R+NaHS grubunu degerlerinin  Karsilastirilmas1 sonrasinda iskemi /reperfiizyon grubu
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu saptandi . (p<0.05) Sham grubu
ve I/R+NaHS grubu arasinda ise Johnsen skoru degerleri acgisindan istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik bulunamadi. (p>0.05)



Resim 10- Spermatozoa diizeyinde matiirasyon igeren normal spermatogenez gosteren

seminifer tubuluslar (Hematoksilen eozin, 200x)

Resim 11- Seminifer tubuluslarda nekroz (A), apoptotik cisimcikler (B) ve dev hiicreler
(C)(Hematoksilen eozin, A 100x, B-C 200x)



420 N
s &

s WL A

Resim 12- Spermatosit (A) ve spermatid (B) diizeyinde matiirasyon gdsteren seminifer

tubuluslar (Hematoksilen Eozin, 400x)

Resim 13- Seminifer tubuluslarda spermatosit (solda) ve spermatozoa diizeyine ulasan

matiirasyon gosteren germ hiicreleri (Hematoksilen eozin, 200x)
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Sham I/R I/R+NaHS

Johnsen skoru
8,56+0,45 6,76+1,512 8,49+0,68°

Tablo 5- Deneysel testis torsiyonu (I/R) modelinde tiim gruplarin Johnsen’1n ortalama testikiiler
biyopsi skoru (ortalama+SD) (sekil 10)

2 p<0.05 tiim gruplarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli sonug

b p<0.05 I/R+NaHS grubu I / R grubu ile karsilastirildiginda anlamli sonug

JOHNSEN SKORU

m Sham
mI/R
m |/R+NaHSs

Sekil 10: Gruplara gore testis Johnsen skor degerlerinin karsilastirilmasi
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V-TARTISMA

Testis torsiyonu 6zellikle cocukluk caginda sik goriilmekle birlikte ¢ocukluk caginin da en
onemli akut scrotum nedeni olarak bilinir. Dogru teshis konulamaz, uygun ve erken tedavi
yapilmazsa geri donilisiimsiiz testis kayb1 meydana gelebilir. (3,57) Tan1 geciktigi zaman ve
bazende cerrahi miidaheleye ragmen testiste atrofi ve infertilite gelistigi bildirilmistir. (46, 47)
Testis torsiyonunda acil cerrahi girisim halen gecerliligini koruyan ve en yaygin kullanilan
tedavi seklidir .(170) Testikiiler dokunun hasarlanmasinda torsiyon/detorsiyon sonucu olusan

iskemi/reperfiizyonun hasarinin rol oynadigi gosterilmistir. (105,167)

Testis torsiyonda ana patoloji testiste 6deme ve agriya yol acan vendz tikanikliktir.
Ancak bu venoz tikaniklik testisin tunikasi elastik olmadigindan arteriyel dolagimi bozarak tipki
diger dokularda oldugu gibi testiste de hipoksiye neden olur. Vendz, arteriyel ve kapiller
diizeyde olusan trombiisler testikiiler iskemi ve devaminda nekroza neden olur. Olusan doku
hasar1 torsiyonun siiresi ve rotasyon derecesi ile yakindan iliskilidir. Torsiyon siiresi 6 saatten
kisa siiren hastalarin biiyiik ¢cogunlugunda testis morfolojik olarak normal tespit edilmis ancak

slirenin uzamasi halinde testiste kalict hasarlanma saptanmigtir. (54,72).

Testis torsiyonunda meydana gelen iskemik hasarin temelinde fazla miktarda tiretilen
reaktif oksijen metabolitlerine bagli oksidatif stres ve inflamasyon siireci yer almaktadir.
Iskemik hasar donemi olarak adlandirilan bu siiregte testiste meydana gelen hasar dncelikli
olarak oksijen desteginin azalmasi sonucunda gelisen hipoksiye baghdir. Iskemiye ugramis
dokularin canliligin1 koruyabilmesi i¢in en kisa siirede doku reperfiizyonunun saglanmasi
gerekir. (57) Reperfiizyon gerceklestiginde ise nétrofil infiltrasyonu, reaktif oksijen ve nitrojen

iiriinlerinin olugmasi sonucu doku hasar1 meydana gelir. (112)

Testis torsiyonu sonrasi testikiiler hasarin gelismesinde iskemi ve bunu takiben
reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri sorumludur. (89) Iskemi,
dokudaki kan akiminin, hiicresel fonksiyonlari karsilamak icin gerekli olan diizeyin altina
diigmesi durumudur .(90) Iskemik hasarlanmada oksijen yetersizli§i sonucu oksidatif
fosforilasyon bozularak adenozin trifosfat (ATP), yetersizlik meydana gelir. iskemi sonucunda
gereken enerjinin saglanamamasi, hiicre membraninda bulunan (ATP) bagimh
sodyum/potasyum (Na+/K+) pompasinin inhibe olmasina neden olur. Bunun sonucunda olusan
iyon dengesizligi akut hiicresel sismeye sebep olur. ATP bagimli hiicre membraninda kalsiyum

(Cat++) pompasmin galismamasi sonrasinda hiicre i¢inde (Ca++)’ un artmasi sonucunda
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proteolitik enzimler, fosfolipazlar aktive olur ve sitotoksik etki yaparak, proinflamatuvar
sitokinlerin ve 16kosit adhezyon molekiillerinin yapimi artar. Fosfolipazlarin aktivasyonu
sonucunda olusan arasidonik asit direkt etki ile mitokondriyal enzimleri inhibe ederek serbest

radikal olusumunu hizlandirir ve bunlarin sonucunda hiicre lizise ugrar. (91, 92, 93)

Reperfiizyonda iskemiye sebep olan etkenin ortadan kaldirilmasi sonucu iskemik organa
kan akiminin tekrar saglanmasi ile geri doniisiimsiiz hasarin Oniine gecilip, kaybolan
fonksiyonlar geri kazanilabilir. Ancak olusan serbest oksijen radikallerine ve kandaki aktive
edilmis kan hiicrelerine bagl olarak “reperfiizyon hasar1” olusur. iskemi sonrasinda meydana
gelen reperfiizyon, dokuyu iskemi hasarindan daha fazla zarara ugratir. (97,98) Iskemik
dokunun reperflizyonunun hiicre hasarini arttirmasinda birka¢ mekanizma vardir. Ortamda
bulunan nétrofiller, postkapiller endotele yapisarak vaskiiler yapilara ve interstisyuma zarar
verirler. Ayrica mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif fosforilasyonun basarisizligi sonucu
mitokondriyal ROS’un iretimi artar, toksit metabolitlerde artis olur. Hiicrenin antioksidan
savunma sistemleri de iskemiden olumsuz etkilenmis olabileceginden, serbest radikallerin
birikimi kolaylasir .(99,100,102) Meydana gelen SOR olusumu ile mitokondri ve hiicre
membraninda gelisen peroksidasyon sonucunda membran biitiinliigiinde ve gegirgenliginde
bozulma, ilerleyen siirecte protein yikimi ve sonugta niikleik asit hasar1 meydana gelir.(75)
Iskemi ve sonrasindaki reperfiizyon déneminde oksijen radikallerinin artigi, inflamatuvar
sitokinlerin (TNF-a, IL-6,IL-1p) iretilmesi, nétrofil infiltrasyonu, membran lipidlerinin serbest
radikallerle peroksidasyonu ile olusan lipit peroksitin hiicresel yapilarda hasar olusturdugu

gosterilmistir.(104,105)

Testis torsiyonu lizerine yapilan deneysel calismalarda testisin 720° torsiyonunda kan
akiminin tam olarak kesildigi ve geri donilisiimsiliz sekilde iskemi meydana geldigi
saptanmistir.(85) Turner ve arkadaglarinin yaptigi calismada ratlarda testise 180°, 360°, 720°
torsiyon uygulamis ve sonrasinda torsiyone testisleri sirasi ile 1, 2, 4 saat sonra detorsiyone
etmistir. Sonug olarak 360° ve 1 saatlik torsiyonun yalnizca akut vaskiiler degisikliklere yol
actigini, 720° ve dort saatlik torsiyonun ise tam iskemi ile sonuglandigini saptamislardir.
Torsiyon sonucu olugan hasar torsiyonun derecesi yaninda siiresine de baglidir. Yapilan
caligmalarda tam iskemi siiresi olarak 1 saatlik siirenin yeterli oldugu ve 4 saatlik reperfiizyon
stiresinde membran lipid peroksidasyon lriinlerinin arttig1 tespit edilmistir.(75) Turner ve ark.
caligmalarinda testis torsiyonunda 720° torsiyonun bir saat siireyle ratlar iizerinde iskemi
olusturmak i¢in yeterli oldugunu gostermistir. (167) Torsiyon ve detorsiyon siirelerinin,

torsiyon derecesinin, iskemi reperfiizyon hasarina etkilerinin arastirildigi literatiir
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calismalarindan elde ettigimiz bilgiler dogrultusunda, yaptigimiz ¢alismada testislere 1 saatlik

720° torsiyon uygulanmistir.

Testis torsiyonunda erken miidahale edilerek testisin detorsiyone edilmesi sonrasinda
reperfiizyonun gelisimiyle olusan ROS’larin testiste ¢esitli hasarlara sebep olabilecegi
bilinmektedir (4,6). Yapilan c¢alismalarda testis torsiyonunda basarili bir cerrahi girisime
ragmen iskemi reperfiizyon hasarinda testikiiler atrofi ve infertilite gelistigini bildirilmistir.(74)
Bu yiizden ileride atrofi ve infertilite gibi sorunlara yol acgabilecek olan testis torsiyonunda
iskemi reperfiizyon hasarimi dnlemek amaci ile bircok calisma yapilmistir. Iskemi / reperfiizyon
hasarindan baslica prooksidan ve oksidan molekiiller sorumlu tutulmustur. Dokuda artan
oksidan molekiiller ¢evreye hizla zarar vermekte, geri doniisii olmayan hasarlar meydana
getirmektedir. Yapilan ¢alismalarda iskemi / reperfiizyon hasarini dnlemede kullanilmak tizere
antioksidan etkileri olan birgok ajan (ozon, melatonin, hesperidin, quercetin, propofol, taurin,
ellagic asid, hiperbarik oksijen, vb.) denenmistir. (171,172) Yapilan ¢alismalarin uygulama
yontemleri ve tedavi sonrasi takip siireleri degiskendir. Ekici ve ark. yaptiklari caligmada testis
iskemi / reperfiizyon hasarinda ozonun etkinligi ile melatoninin koruyucu etkilerini
kiyaslamigtir. (171) Chi ve ark. yaptiklari ¢alismada intraperitoneal ve intraepididimal olarak
querceptin molekiiliinii tedavide kullanmislar ve reperflizyon sonras: denekleri 24 saat takip
etmislerdir. (173) Yine Abbasoglu ve ark yaptiklari caligmada reperflizyon Oncesi
intraperitoneal olarak taurin ve karnozin uygulayip denekleri 2 saat reperfiizyon sonrasi takip
sonrasinda etkilerini arastirmislardir. (174) Ancak bu yontemler i¢inde hentiiz rutin kullanima

giren olmamuistir.

Yaptigimiz bu g¢alismamizda siganlarda testis torsiyonu / detorsiyonu deneysel
modelinde olusan iskemi / reperfiizyon hasarinin 6nlenmesinde hidrojen siilfiiriin koruyucu

etkilerini arastirdik.

Hidrojen siilfiir (H,S ) renksiz, yanici, ugucu, karakteristik ¢liriik yumurta kokusuna
sahip suda ¢oziinebilen toksik bir gazdir. Gegmiste tamamen toksik 6zellikleri nedeniyle bilinen
hidrojen siilfiiriin 6zellikle kardiyovaskiiler sistemde vazodilatasyon yapict 0Ozelliginin
kesfinden sonra, diger sistemlerde de etkileri incelenmeye baslanmistir. H2S memelilerde
endojen enzim aracili ve enzim aracili olmayan yolaklar (tiyollerin ve tiyol igeren bilesiklerin
indirgenmesi) iizerinden sentezlenir. Hidrojen siilfiiriin fizyolojik 6nemi 1996 yilinda Abe ve
Kimura tarafindan yeni bir noromodiilator olarak adlandirilmasiyla ortaya konmustur. Hidrojen

stilfiir, eski donemlerde tamamen toksik yonden incelenirken, gliniimiizde fizyolojik etkileri ve
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terapotik potansiyeli ortaya konulmustur. H,S , nitrit oksit (NO) ve karbonmonoksit( CO) gibi
endojen gazotransmitterlerden biridir. Gazotransmitterler; biyolojik membranlardan kolayca
difiize olabilen, endojen olarak f{iretilebilen, fizyolojik konsantrasyonlarinda biyolojik
yolaklari/fonksiyonlar1 etkileyebilen, spesifik hedef molekiillerinin varligi ile karakterize
gazlardir. (124) CO ve NO'ya benzer olarak H2S de ¢esitli enzimler ile endojen olarak
sentezlenmekte, kardiyovaskiiler sistemin diizenlenmesi (Hosoki ve ark. 1997; Elrod ve ark.
2007; Kiss ve ark. 2008; Webb ve ark. 2008), hiicre proliferasyonu ve apoptozu ( Yang ve ark.
2004; Rinaldi ve ark. 2006; Pyriochou ve ark. 2007; Cai ve ark. 2007), glukoz metabolizmasi
(Ali ve ark. 2007), norotransmisyon (Abe ve Kimura 1996) ve inflamasyon (Li ve ark. 2006;
Hu ve ark. 2007) gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireci etkilemektedir. Minamishima ve ark.
caligmasinda H,S dondrii NaHS’in kardiyak arrest/resiisitasyonla olusturulan global iskemi
modelinde, e-NOS araciligiyla ndrolojik fonksiyonlari iyilestirdigi, néronal 6liim ve apoptozu
azalttigini gostermislerdir.(175) Tay ve ark.” m yaptigi vitro calismada fizyolojik
konsantrasyonda H,S’in noronlar1 hipoksik hasardan korudugunu gostermislerdir. (176) Hu ve
ark, H,S’in lipopolisakkaridle indiiklenen nitrik oksid ve TNFa salimimini zayiflatarak,
mikroglia ve astrositleri inflamasyondan korudugunu gostermislerdir.(144) . Zhang ve ark.
2009 yilinda gegici serebral iskemi reperfiizyonda H,S’in apoptozu dnleyerek noronal korunma
sagladigini tespit etmislerdir.(145) Yang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada CSE inhibitorii
uygulanmasi sonrasinda sig¢an insiilinoma hiicrelerinde (INS-1E) insiilin salinimini arttirdigi
H,S’in eksojen olarak uygulanmasiin ise INS-1E hiicrelerinde ve izole fare pankreas
adaciklarinda glukozla indiiklenen insiilin salinimini azalttifi goézlenmistir.(147) Tang ve
arkadaslarinin yaptig1 calismalarda ise H,S donérii olan NaHS uygulanmasi sonrasinda ile
insiilin saliiminin diizenlenmesinde kritik rol oynayan bir diger kanal olan L-tipi voltaj duyarl
Ca+2 kanallarinin akimlarinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Sonug olarak eksojen
ve endojen H2S’in L-tipi Ca+2 kanal aktivitesini ve pankreastan insiilin salinimini inhibe ettigi
gosterilmistir. (148) Kaneko ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise yiiksek konsantrasyondaki
glukozun pankreatik B-hiicrelerinde CSE ekspresyonunu ve H,S olusumunu arttirdigi, eksojen
H,S’in yiiksek glukozla indiiklenen B-hiicre apoptozunu inhibe ettigi ve bu yolla B hiicrelerini
glukotoksisiteye karst korudugu gosterilmistir. (149) Jiang ve arkadaslarinin sicanlar
tizerindeki yaptig1 ¢alismada bobrek hasarina karsi siilfiir dondrii olarak intraperitoneal yoldan
NaHS tedavisi uygulanmasi sonucunda makrofajlarin infiltrasyonunun ve TNF-a'nin
ekspresyonunun onemli Ol¢lide azaldigit MDA diizeyinde ve intersitisyel fibrozisde anlamli

azalma ve SOD aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda NaHS 1n
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dokular1 oksidatif stres , lipid peroksidayonu ve inflamasyona karsi korudugu gosterilmistir.
(11) Liu ve arkadaslariin si¢anlar tizerindeki yaptigi calismada hidrojen siilfiir kaynagi olarak
NaHS kullanilarak intestinal iskemi reperflizyon hasarini énemli derecede azalttigini yapilan
histopatolojik incelemelerde ise serum ve bagirsak MDA aktivitesini dnemli 6l¢iide azaltarak
serum ve bagirsak SOD ve GSH-Px aktivitesinin diizeylerini onemli Olgiide artirdigini
gostermistir. Bu ¢calisma sonucunda hidrojen siilfiiriin intestinal hasara kars1 antioksidan enzim
aktivitesi gosterdigi ve H,S’nin bir terapétik ajan olarak potansiyel kullanimini
diisiindiirmiistiir. (156) LI ve arkadaslarmin neonatal fareler iizerindeki yapilan maternal
ayirma sonucunda meydana gelen oksidatif stres, inflamasyona ve epitel hasara kars1 hidrojen
stilfidin kolonu korudugu gosterilmistir. (10) Hidrojen siilfiir tedavisiyle ilgili bircok yeni
calisma olup testis torsiyonu tedavisi acisindan mevcut literatiir verileri incelendiginde
literatlirde herhangibir calismaya ve yayina rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasinda amacimiz
testis torsiyon / detorsiyonu modeli olusturdugumuz siganlarda testiste iskemi / reperfiizyonuna
bagli olusan hasarin 6nlenmesinde hidrojen siilfiir (H2S) tedavisinin bu hasara etkisininin

biyokimyasal ve histopatolojik parametreler kullanarak aragtirilmasidir.

Yapilan calismalardan yola ¢ikarak H,S dondrii olarak NaHS c¢ozeltisi kullanilarak
sadece I/R + NaHS tedavi grubundaki si¢anlara reperfiizyon 6ncesi 30 dk intraperitoneal olarak
uygulanmistir. Testis torsiyon / detorsiyon sonucu olusan iskemi / referfiizyon hasarmi
onlemede H,S’in etkilerini tespit edebilmek igin biyokimyasal ve histopatolojik ( hem doku

hem de serumda) parametreleri birlikte degerlendirdik.

Iskemi / reperfiizyon hasarimi degerlendirmek igin biyokimyasal olarak serumda ve
testis dokusunda TNF-a , testis dokusunda oksidan gostergeler i¢in Malondialdehit (MDA),
ileri oksidasyon protein tirtinleri (advanced oxidation protein product: AOPP), Miyelperoksidaz
(MPO) diizeylerine, antioksidan gostergeler icin ise Glutatyon(GSH) , (ferric reducing
antioxidant power: FRAP) , Siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-PXx)
aktivitelerine bakildi. Sonuglar ortalama £SD olarak verildi. Grup dagilimlar1 Levene’s testi
kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim gosteren parametreler i¢in tek yonli ANOVA
(post hoc Tukey HSD), nonhomojen dagilim gosteren parametreler igin ise Kruskal-Wallis
(post hoc Mann-Whitney U) testi kullanildi.

MDA, AOPP, ve MPO doku peroksidasyonunun dnemli bir belirtegleri olup iskemi
reperflizyon hasarinda meydana gelirler. (177) Miyelperoksidaz (MPQ) aktivitesinin iskemi /

reperfiizyon grubundaki siganlarin testis dokusunda sham grubuna goére istatistiksel olarak
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anlamli artiglar gosterdigi ve I/R+NaHS grubunda intraperitoneal hidrojen siilfiir uygulamasi
ile artmis olan MPO aktivitesi diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu saptandi. (p<0,05).Yine
ayn1 sekilde ileri oksidasyon protein triinii (AOPP) aktivitesinin iskemi / reperfiizyon
grubundaki siganlarin testis dokusunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artiglar
gosterdigi ve I/R+NaHS grubunda hidrojen siilfiir uygulamasi ile artmis olan AOPP aktivitesi
diizeylerinde ise anlamli bir azalma oldugu saptandi. (p<0,05) Malondialdehit(MDA)
diizeylerine bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlami bir degisiklik gostermedigi
saptandi. (p>0,05) . Bu sonugtan yola ¢ikarak basarili bir iskemi/reperfiizyon modeli

olusturdugumuzu sdyleyebiliriz.

Hiicre icindeki O2 - diizeylerini azaltmak amaciyla iskemi reperfiizyon hasari
sonucunda olusan oksidan stres ile miicadele amaciyla olusan GSH , FRAP ,SOD ve GSH-
Px aktiviteleri artar. (178,179) Antioksidan kapasiteyi degerlendirmek amaci bakilan
parametelerden Glutatyon (GSH) diizeylerinin iskemi/reperfiizyon grubundaki siganlarin testis
dokusunda sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi ve I/R+NaHS
grubunda ise hidrojen siilfiir uygulamasi ile GSH diizeylerinde anlamli bir artig gosterdigi
saptand1. (p<0,05) Buna karsilik Siiperoksit dismutaz (SOD) , Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
ve FRAP aktivitelerinde istatistiksel olarak herhangibir degisiklik goriilmedi.

Serum ve testis dokusunda inflamasyon gostergesi olan TNF-a diizeylerine

bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlami bir degisiklik gostermedigi saptandi.
(p>0,05)

MPO ,AOPP diizeylerinin azalmasi, GHS degerlerine bakarak antioksidan aktivitenin

artiginin olmasinin hidrojen siilfiir tedavisinin etkili oldugunu sdyleyebiliriz.

Degerlendirdigimiz son kriter olan histopatolojik incelemede tiim gruplardaki testikiiler
dokular, stromal hiicrelerin ve germinal hiicrelerin mikroskopik olarak dizilisleri, tiibiil yapisi
ve bitiinliigi dikkate alinarak yapildi ve degerlendirme igin ortalama Modifiye Johnsen
Skorlamasi kullanild1. Johnsen testiskiiler biyopsi skorlamasi kullanilarak morfolojik hasar ve
testikiiler hasar durumu degerlendirildi .(157,158,180 ) Johnsen skoru i¢in her bir sigandan
alian testis dokusu 6rneklerinin H&E ile boyanmis kesitlerinde, seminifer tiibiillerde yer alan
spermatogenik hiicrelerin gériintimleri degerlendirilerek her bir seminifer tiibiil i¢in her bir
her bir tiibiile 1 ile 10 arasinda bir skor verildi. Sonuglar elde edildikten sonra grup ortalamalari
alind1 ve istatistiksel olarak gruplar arasinda karsilagtirma yapildi. Yapilan mikroskobik

incelemede sham grubunda normal spermatogenez gosteren seminifer tubuluslarin oldugu
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iskemi/reperfiizyon grubunda seminifer tiibil yapilarinin ve spermatogenik hiicrelerin
diizeninin bozuldugu, tiibiil icerisinde ¢ok ¢ekirdekli graniilasyon hiicrelerinin gozlendigi, bazi
seminifer tiibiiliislarda spermatogenik hiicrelerin bulunmadigi, iskemi/reperfiizyon +NaHS ise
seminifer tubuluslarda spermatosit ve spermatozoa diizeyine ulagsan maturasyon gosteren germ
hiicreleri saptandi. Johnsen skorlamasina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulundu .( p<0.05) Farkliligin tespiti i¢in yapilan ikili kargilastirmalar sonucunda sham
grubunun degerleri ile iskemi reperfiizyon grubu arasinda yapilan degerlendirme sonrasinda
sham grubunun degerlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptandi.
(p<0.05) Iskemi/ reperfiizyon grubunun degerleri ile I/R+NaHS grubunu degerlerinin
karsilagtirilmasi sonrasinda iskemi /reperfiizyon grubu degerlerinin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik oldugu saptandi .(p<0.05). Sham grubu ve I/R+NaHS grubu arasinda ise

Johnsen skoru degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi. (p>0.05)

Bu degerlendirme sonucunda torsiyon sonrasi bir saat sonrasinda detorsiyon uygulanan
testiste histopatolojik agidan hasarlanmasinin oldugunu séyleyebiliriz ve histopatolojik
degerlendirme sonuglarina gore torsiyon grubundaki degisikliklerin tedavi ve kontrol grubunda
Johnsen skoruna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik oldugu saptandi. Kontrol ve
tedavi grubunda ise Johnsen skorunun tedavi gurubun minimal diisiik olmasina ragmen yakin

degerleri oldugu istatistiksel olarak saptandi.

Caligmamiz testis torsiyon/detorsiyon siirecinde iskemi/ reperfiizyon hasarinin 6nemli
rol oynadigin1 desteklemektedir ve bu hasarda H,S’in terapotik etki potansiyeli olabilecegini
gosteren Oncii ¢alisma niteligi tasimaktadir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgularin daha genis
calismalarla, farkli zaman araliklar1 kullanarak farkli dozda uygulamalarla ve deneylerle

desteklenmesi gereklidir.
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VI-SONUC

Bu tez calismasinin amaci testis torsiyon/detorsiyonu modeli olusturdugumuz si¢anlarda
testisin iskemi/reperflizyonuna bagli olusan hasarin 6nlenmesinde hidrojen siilfir (H.S )

etkisini biyokimyasal ve histopatolojik parametreler kullanarak arastirilmasidir.

Iskemi/reperfiizyon hasarmi degerlendirmek icin biyokimyasal olarak serumda ve testis
dokusunda TNF-a , testis dokusunda oksidan gostergeler icin Malondialdehit (MDA), ileri
oksidasyon protein iiriinleri (advanced oxidation protein product: AOPP), Miyelperoksidaz
(MPO) diizeylerine, antioksidan gostergeler igin ise Glutatyon (GSH) , (ferric reducing
antioxidant power: FRAP) , Siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-PXx)

aktivitelerine bakildi.

Serum ve testis dokusu TNF-a diizeylerinin gruplar arasinda anlami bir degisiklik géstermedigi
saptandi. (p>0,05) Miyelperoksidaz (MPO) aktivitesinin iskemi/reperfiizyon grubundaki
sicanlarin testis dokusunda sham grubuna gore anlamli artiglar gosterdigi ve I/R+NaHS
grubunda hidrojen stlfiir uygulamasi ile artmis olan MPO aktivitesi diizeylerinde anlamli bir
azalma oldugu saptandi. (p<0,05). Yine aym sekilde ileri oksidasyon protein iiriinii (AOPP)
aktivitesinin iskemi/reperfiizyon grubundaki siganlarin testis dokusunda sham grubuna gore
anlaml artiglar gosterdigi ve I/R+NaHS grubunda hidrojen siilfiir uygulamasi ile artmis olan
AOPP  aktivitesi diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu saptandi. (p<0,05)
Malondialdehit(MDA) diizeylerine bakildiginda gruplar arasinda anlami bir degisiklik
gostermedigi gortildii. (p>0,05) Glutatyon (GSH) diizeylerinin iskemi/reperfiizyon grubundaki
siganlarin testis dokusunda sham grubuna gore anlamli bir azalma gosterdigi ve I/R+NaHS
grubunda ise hidrojen siilfiir uygulamasi ile GSH diizeylerinde anlamli bir artis gosterdigi
saptand1. (p<0,05 )Buna karsilik Siiperoksit dismutaz (SOD) , Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
ve FRAP aktivitelerinde herhangibir degisiklik goriilmedi.

Histopatolojik incelemede ise modifiye Johnsen skorlamasi kullanilarak bu skora gore gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu .( p<0.05) Farkliligin tespiti i¢in yapilan
ikili karsilagtirmalar sonucunda; sham grubunun degerleri ile iskemi reperfiizyon grubu
arasinda yapilan degerlendirme sonrasinda sham grubunun degerlerinin istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptandi. (p<0.05) Iskemi/ reperfiizyon grubunun degerleri ile
I/R+NaHS grubunu degerlerinin  karsilastirilmas1 sonrasinda iskemi/ reperfiizyon grubu

degerlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu saptandi .(p<0.05) Sham grubu
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ve I/R+NaHS grubu arasinda ise Johnsen skoru degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik bulunamadi. (p>0.05)

Deneysel ¢calismamizda biyokimyasal verileri elde ederken serum ve dokuda es zamanli olarak
degerlendirilmeye ¢aligilmistir. Calisgmamizin sonuglarina gore hidrojen siilfiir tedavisinin

biyokimyasal ve histopatolojik olarak yararl etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Testis torsiyonunda hidrojen siilfiiriin torsiyon/detorsiyon sonucu olusan iskemi/reperfiizyon
hasarim1 onlemede etkili oldugunu saptadik. Hidrojen siilfiir tedavisiyle ilgili bir¢ok yeni
caligma olup testis torsiyonu tedavisi agisindan mevcut literatiir verileri incelendiginde
literatlirde herhangi bir c¢aligmaya rastlanmamis olup, literatiirde bu konuyla ilgili ilk ¢alisma
oldugundan saptadigimiz bulgularin daha genis kapsamli deneysel ¢aligmalarla desteklenmesi

gerekmektedir.
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