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1. OZET

ISKEMIK ONKOSULLAMANIN SICAN TESTISININ iISKEMIi VE
REPERFUZYON YARALANMASI UZERINE ETKISi:
5-HIDROKSIDEKONAIK ASIT VE Y-27632°NiN ROLU

Dr. S. Ahmet GOZEN
Uzmanlik Tezi, Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali
Tez danismani: Prof. Dr. Haluk CEYLAN
Ocak 2012, 53 sayfa

OZET

Amag: Testisin torsiyon ve detorsiyonu organda iskemi-reperfiizyon (IR)
yaralanmasina yol acgar. Kisa siireli iskemik periyotlarin, daha uzun siireli iskemik
donemlerde organ, doku ve hiicrelerde nekroz gelismesine karsi belirgin bir direng
olusturmasi iskemik onkusullama olarak adlandirilir. Bu ¢alisma iskemik dnkosullamanin
sican testisinin IR yaralanmasi tizerindeki etkilerini ve selektif bir Katp kanal inhibitorii olan
5-hidroksi dekanoik asit (5-HD) ve selektif bir Rho kinaz inhibitérii olan Y-27632’nin
testisin iskemik onkosullamasindaki roliinii arastirmak amaciyla gerceklestirilmistir.

Gerec¢ ve yontem: Testis iskemisi testis pedikiiliiniin bir atarvamatik damar klipsi
ile gecici olarak tutularak olusturuldu. Testisin IR hasar1 organmn 180 dk iskemisi ve
ardindan 60 dk reperfiizyonuyla gergeklestirildi. Iskemik énkosullamanin her bir sikliisii
testisin 5 dk iskemi ve 5 dk reperfiizyonuyla gerceklestirildi. Kirk erkek Wistar albino tiirti
sican 5 esit gruba ayrildi. Deneyler sag testis iizerinde ger¢eklestirildi. Grup 1’de yalnizca
sham operasyonu yapildi. Grup 2’de yer alan si¢anlarda yalnizca testis IR uygulandi. Grup
3’te IR &ncesi testiste 3 sikliislii iskemik énkosullama yapildi. Grup 4 ve grup 5°de yer alan
deneklere iskemik onkosullama ve IR 6ncesi sirasiyla 0.3 mg/kg Y-27632 ve 10 mg/kg 5-
HD intraperitoneal yoldan verildi. Deney sonunda hayvanlar 6ldiiriildii ve testis dokusu
histopatolojik ve biyokimyasal incelemler i¢in alindi. Dokular histopatolojik olarak
germinal epitelin incelenmesiyle yapilan modifiye Johnson skoru (MJS) ile degerlendirildi.
Biyokimyasal incelemelerde lipidperoksit (LOOH) diizeyi, myeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi, toplam antioksidatif kapasite (TAK), toplam oksidatif seviye (TOS) ve oksidatif
stres indeksi (OSI) dl¢iildii.

Sonuclar: IR hasari, sican testisinde spermatozoalarin, spermatid ve gec
spermatidlerin kayb1 gibi histopatolojik lezyonlara yol acarak MJS’nin sham grubuna gore
anlaml olarak diismesinin yanisira, LOOH diizeyinde ve MPO aktivitesinde yilikselmeye,
TAK, TOS ve OSI’de anlamli artisa neden oldu. IR hasar1 éncesinde uygulanan iskemik
onkosullama MJS’de anlamli yiikselme ve MDA, MPO, TAK, TOS ve OSI degerlerinde
anlamli diisme meydana getirdi. Grup 3 ile karsilastirildiginda Y-27632 tedavisi MPO
aktivitesindeki anlamli azalma disinda MJS ve calisilan diger parametrelerde anlaml
degisiklige yol agmadi. SHD tedavisi uygulanan grup, grup 3 ile karsilastirildiginda, MJS
anlaml olarak diistiik, TOS disinda calisilan biyokimyasal parametreler anlamli olarak
yiiksek bulundu.

Yorum: Bu calismada uygulanan iskemik &nkosullama, sican testisinde IR’nin yol
actigt doku zedelenmesi iizerinde olumlu etki gostermistir. Bu olumlu etkinin 5-HD
uygulamasindan sonra anlamli olarak azalmasi, Karp kanallarinin testisin iskemik
onkosullamasinin olusum mekanizmasinda rolii oldugunu gostermistir. Y-27632 tedavisi
iskemik dnkosullamanin etkilerini degistirmemistir.

ANAHTAR KELIMELER: iskemik onkosullama, testis, sican, Y-27632,

5-hidroksi dekanoik asit



IV. ABSTRACT

PROTECTIVE ROLE OF ISCHEMIC PRECONDITIONING ON RAT TESTICULAR
iISCHEMIA:
EFFECTS OF Y-27632 AND 5-HYDROXYDECANOIC ACID

S. Ahmet GOZEN
Resident thesis, Department of Pediatric Surgery, Faculty of Medicine,
University of Gaziantep
Supervisor: Prof. Dr. Haluk CEYLAN
January 2012, 53 pages

ABSTRACT

Background/purpose: Torsion and detorsion of testis results in an
ischemia/reperfusion (I/R) induced injury to the testis. Brief periods of ischemia with
intermittent reperfusion protect an organ or tissue against a sustained period of subsequent
ischemia. This phenomenon is known as ischemic preconditioning (IPC). This study was
undertaken to determine the role of IPC on I/R-induced injury of rat testis. Furthermore, the
effects of 5-hydroxydecanoic acid (5-HD), a selective Katp channel antagonist, and Y-27632, a
selective Rho kinase inhibitor, on testis IPC was investigated.

Methods: Ischemia was achieved by clamping of the testicular pedicle using a
vessel clip. /R injury was created by 180 min ischemia and 60 min reperfusion of the
testis. One cycle IPC was created by 5 min trancient ischemia of the testis that was
followed by 5 min reperfusion. Forty male adult Wistar albino rats were randomly
allocated into 4 groups. Group 1 was served as untreated controls. The rats in Group 2
were subjected to I/R only. In group 3, 3 cycles of IPC performed prior to I/R. In groups 4
and 5, the rats were treated with intraperitoneal (i.p.) injection of 0.3 mg/kg Y-27632 and
10 mg/kg i.p. injection of 5-HD before 3 cycles of IPC that is followed by I/R. The rats
were killed at the end of experimental protocols. Testis specimens were isolated for
histopathology and biochemical investigation. Germinal epithelium was evaluated by the
modified Johnson scoring (MJS) method. Biochemical analyses consisted of evaluation of
tissue lipid peroxide (LOOH) levels, myeloperoxydase (MPO) activity, and total
antioxidative capacity (TAC), total oxidative status (TOS) and oxidative stress index (OSI).

Results: I/R lead to severe histopathological lesions in the rat testis such as
vanishing of spermatozoa, spermatids and late spermatids, and significantly lowered the
MIJS when compared to unterated controls. I/R resulted in significant elevation in LOOH
levels, MPO activity, and TAC, TOS and OSI levels. Protective effects of IPC on I/R induced
testicular injury of rats were observed with the significant elevation in the testicular injury
score, supression in MDA and MPO levels and increase in TAC, TOS and OSI. Y-27632
treatment only lead a significant decrease in MPO activity but there was no significant
change in the remaining parameters when compared to group 3. 5-HD injection
significantly depressed MJS and significantly increased all biochemical parameters, but
TAC level, when compared to group 3.

Conclusion: IPC protected rat testis against I/R-induced injury. As this effect is
blocked by 5-HD, Karp channel appears to be a mediator of IPC in the rat testis. Y-27632
did not alter the effect of IPC in this experimental model.

KEYWORDS: Ischemic preconditioning, testis, rat, Y-27632, 5-hydroxydecanoic acid
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1. GIRIS VE AMAC

Spermatik kordun kendi ekseni etrafinda donmesi sonucunda, testis ve
eklentilerinin kan akiminin engellenmesi testis torsiyonu, olarak tanimlanir. Testis
torsiyonu ¢ocukluk ¢agin akut skrotum tablosuna yol acan 6nemli sebeplerden biridir ve
(1) zamaninda ve uygun tedavi edilmedigi takdirde organ kaybiyla sonlanan agir bir acil
cerrahi problemdir. Spermatik kordun torsiyonu ile testis dolasimi bozulur ve organda
iskemik hasar olusur. Bunu takiben ger¢eklestirilen detorsiyon ile kanlanma yeniden
saglandiginda reperfiizyon hasar1 olusabilir. Iskemi ve reperfiizyon (IR) hasar testis
dokusunda yapisal ve biyokimyasal bir takim patolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasina
neden olur. IR hasarinin olusmasindan, reperfiizyon sirasinda ortama saliverilen serbest
oksijen radikallerinin (SOR) sorumlu oldugunu gosterilmistir (2). SOR hiicrenin yapisal
elemanlarin1 bozarak zararli etkilere yol acar. Cesitli antioksidan tedavilerin organlari
IR hasarinin zararh etkilerinden korudugu gosterilmistir (3).

Bilindigi gibi bir organin kalici iskemisi bir siire sonra dokunun nekrozu ile
sonlanir. Iskemik énkosullama, bir tek veya tekrarlayan kisa siireli iskemik periyotlarin,
daha uzun siireli iskemik periyotlarda organ, doku ve hiicrelerde nekroz gelismesine
karst belirgin bir direng olusturmasi ile gergeklesen koruyucu bir mekanizmadir.
Iskemik dnkosullamanin bu etkisi ilk kez kalp kasinda gdsterilmistir (4). Bunu takip
eden farkli yayinlarda iskemik 6nkosullamanin santral sinir sistemi, karaciger, barsak,
endotelyal hiicreler, retina, iskelet kasi, akciger ve bobrek gibi farkli organlarda da
koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (5 - 9).

Iskemik ©6nkosullama calismalarinin bir amacida, &nkosullamanm koruyucu
etkisini taklit eden farmakolojik ajanlar1 kesfetmek ve gelecekte bunlar1 iskemik
hastaliklarin tedavisi i¢in klinik kullanima sunmaktir. Farmakolojik 6nkosullamay1
incelemeye yonelik yapilan bir ¢calismada sican kalp kasmin iskemik durumunda Y-
27632’nin iskemik Onkosullamanin koruyucu etkisini taklit ettigi ve iskemiye bagl
gelisen aritminin dnlenmesine katkida bulundugu gosterilmistir (10). Rho kinaz RhoA,

RhoB ve RhoC gibi Rho proteinlerinin enzimatik reaksiyonlarini katalize eder (11). Y-



27632 selektif bir Rho kinaz enzim inhibitoriidiir ve enzimin ATP baglayici bolgesiyle
yarismaya girerek etkinlik gosterir (12). Rho proteinleri Rho bagimli kinaz ailesindendir
ve aktin stres liflerinin olusumu, miyozin fosfataz formlarini etkiler ve bu yolakta esas
olarak kalsiyum sensitizasyonu i¢in gereklidir. Y-27632, Rho-kinaz miyozin baglayici
alt tinitesini dogrudan fosforile etmesini selektif olarak inhibe eder. Bunun sonucunda
hipertansiyon, vazospazm, preterm dogum, brongial astim, glokom ve ereksiyon
disfonksiyonuna kars1 koruma sagladigi gosterilmistir (13). Bunun yani sira yapilan
calismalarda ATP duyarli potasyum kanallarinin (Katp) iskemik onkosullamanin
mekanizmasinda etkileyici end-effector olarak gorev aldigina dair bulgular vardir. Ktp
kanallar1, hiicre i¢i ATP konsantrasyonu diistiiglinde acilarak potasyum g¢ikisina izin
vermekte, bu ise aksiyon potansiyeli sliresini kisaltarak kalsiyum girisini azaltmaktadir.
Aksiyon potansiyelinin kisalarak kalsiyum girisinin azalmasi, enerjinin korunmasini
saglar ve iskemi sonucu olusan osmotik sismeyi azaltir (12, 13). Karp’yi bloke eden 5-
hidroksidekonoik asidin (5-HD) farkli organlardaiskemik onkosullanma ile saglanan
koruyucu etkiyi engelledigi agikc¢a gosterilmistir (13)

Literatiirde, iskemik &nkosullamanin testisin IR iizerindeki koruyucu etkisi ile
ilgili yayinlanmig az sayida arastirma vardir (14 - 16). Bu c¢alismada iskemik
onkosullamanin testisin IR hasari iizerindeki koruyucu etkisi ile Y-27632 ve 5-HD’nin

bu etki iizerindeki roliiniin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. TESTISIN ANATOMISI

Erigkin bir erkegin testisi yaklasik 4x3.5x3 cm boyutlarinda ve hacmi 30 ml
kadardir. Testisin anterolateral 2/3 boliimi serbest iken, posterolateral yiizii epididim,
bag dokusu ve damarlarla Ortilidir. “Mediastinum testis” olarak isimlendirilen
kranioposterior kismindan, seminal tasiyicilar ¢ikar (17).

Testis, tunika albuginea adi verilen kompakt bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Bu
tabaka; fibroblastlar ve kollajenden yogun bir yapidadir. Tunika albuginea’nin altinda
nispeten daha gevsek bag dokusu yapisinda, tunika vaskulosa adi verilen damarsal bir
tabaka yer alir. Tunika albuginea testisin arkasinda kalinlasarak mediastinum testisi
olusturur. Burada tunika albugineanin i¢ yiliziinden ¢ikan fibroz septalar testisi yaklagik
250 adet, piramit bicimli lobiillere ayirir. Herbir lobiiliin i¢inde bir ile dort arasinda
degisen sayida kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller ise rete testis diye
isimlendirilen kanal agina ac¢ilirlar. Tunika albuginea’nin iizerinde peritonun uzantisi
olan tunika vaginalis yer almaktadir. Tunika vaginalis iki yapraklidir. Anteriorda, testise
yakin olan ve epididimi ¢evreleyen kismina viseral tabaka, daha dista yer alan kismina
ise paryetal tabaka adi verilir. Bunlarin da disinda sirasiyla, “fascia spermatica interna”,
“musculus cremaster”, “fascia spermatica externa”, tunika dartos ve cilt yer alir (18).

Spermatik kord; duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni, testikiiler arter,
plexus pampiniformis, plexus deferentialis, 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 dokusuyla baglanmis ve distan kas lifleri ile fascia spermatica externa, fascia
cremasterica, fascia spermatica interna adi verilen zarlarla sarilmistir (18).Testisin ana
damari aortanin On yiiziinden ve bobrek arterinin yaklasik iki-lic cm altindan ¢ikan
testikiiler arterdir. Bu damar i¢ kasik halkasina kadar retroperitoneumda ilerleyip
spermatik kord yapilar1 arasina katilir. Tek veya dallara ayrilan testikiiler arter, testis
arka yiiziine ulasarak oblik bicimde tunika albugineayr gecer. Sonra ana dallar
boliinerek ilerler ve seminifer tiibiiller arasinda yer alan interlobiiler arteriolleri
olusturur. Ana damar testikiiler arter olmasina karsin, kremasterik, vazal ve epididimal

arterlerle testikiiler arter arasinda birgok anastomoz goriilebilmektedir.



Testisin vendz drenaj1 kapiler ile baglar ve testis diginda plexus pampiniformisi
meydana getirirler. Cogunlukla i¢ kasik halkasi seviyesinde bu venler birleserek
testikiiler veni olustururlar. Sag testikiiler ven, sag bobrek veninin dort-bes cm kadar
altindan vena kava inferiora, sol testikiiler ven ise sol bobrek venine agilir.

Testisin innervasyonu asil olarak sempatik postganglionik ve viseral afferent
sinirlerle olmaktadir. Sinirler genelde damarlar1 takip ederek testise ulagirlar. Tunika
albuginea disinda dallara ayrilan sinirler interstisyuma kan damarlar ile birlikte
ulasirlar.

Testis lenfatikleri, seminifer tiibiiller etrafinda goriilmeyen lenfatik kapilerlerle
interlobiiler septadan baglar. Daha sonra spermatik kordu takip ederek paraaortik,
interaortokaval ve perikaval lenf diigiimlerine agilirlar (17, 18).

2.2. TESTIS HISTOLOJISI

2. 2. 1. Interstisyel Doku

Testis dokusunun %25-30’unu olusturur. intertiibiiler bolgede Leydig hiicreleri,
kan damarlari, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast hiicreleri bulunur. Leydig
hiicreleri ergenlikte ortaya ¢ikarlar. Bunlar, santral konumlu, tek, yuvarlak bir ¢ekirdege
sahip, goOrevi testosteron iiretimi olan hiicrelerdir. Testosteron, kolesterolden
sentezlenen, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu hormondur.
Testosteron salgilanmasi liiteinizan hormon kontroliindedir. Plazmada testosteronun
%65°1 androjen baglayic1 protein olarak adlandirilan bir beta globuline, %33’i ise
albumine bagh olarak bulunur (19).

Spermatogenez; hipofizden salgilanan folikiil stimulan hormon ile liiteinizan
hormonun testis iizerindeki etkileriyle iligkilidir. Liiteinizan hormon, Leydig hiicrelerine
olan etkisiyle normal spermatogenik hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli testosteron
yapimini uyarir. Folikiil stimulan hormon ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat
siklaz1 ve sonugta siklik adenozin monofosfat artisini uyarir. Béylece androjen baglayici
protein sentezi ve salgisi artar. Androjen baglayici protein testosteronu baglayarak
seminifer tiibiil llimenine tasir. Spermatogenez testosteron ile uyarilir, 0strojen ya da
progesteronla inhibe edilir (19, 20).

2. 2. 2. Seminifer Tiibiiller

Testisin herbir lobiilii birbirleri arasinda iligkileri olan bir-dort kadar seminifer

tiibiil igerir. Bunlar, dista miyoid hiicreleri de igeren bag dokunun ¢evreledigi, belirgin



bir bazal membran ile interstisyumdan ayrilirlar. Seminifer tiibiiller yaklasik 30-70 cm
uzunlukta olup Sertoli hiicreleri ile germ hiicrelerini igerirler. Erigkin testisindeki Sertoli
hiicreleri, boliinme yetenegi olmayan, seminifer tiibiiliin bazal kismindan liimene dogru
uzanan destek hiicreleridir. Seminifer tiibilillerin hiicresel yapisinin %10-15"ini
olustururlar. Cekirdekleri diizensiz sekilli ve oldukga bikliimliidiir. Sertoli hiicreleri,
belirgin niikleoluslar1 ile germ hiicre elemanlarindan ayrilir. Puberte ¢aginda Sertoli
hiicreleri arasinda siki baglanti kompleksleri olusur. Kan testis bariyerini olusturan bu
kompleksler, kandan gelen maddelerin liimen igerisine gecisini Onler. Fagositoz
kapasiteleri diginda bu hiicreler; spermatogenezin diizenlenmesinde rol alan androjen
baglayici protein, transferrin, biiylime hormonu, seruloplazmin ve inhibin gibi pek ¢ok
maddenin sentezini de yaparlar (19).

Germ hiicreleri insanda olgunlagsmasini 64 gilinde tamamlayan ve cogalabilen
hiicrelerdir. Bazal membrana oturan spermatogoniumlarin bir kismi (spermatogonium
A) kok hiicreleriolustururken, bir kismi1 da (spermatogonium B) mitoz ile bdoliinerek
liimene dogru gog ederler ve primer spermatositlere doniisiirler. Bunlar mayoz boliinme
ile sekonder spermatositleri olustururlar. Sekonder spermatositler ikinci bir mayoz
boliinme daha gegirerek haploid spermatidlere doniisiirler. Haploid spermatidler ise
olgunlasarak, spermatozoonlari olustururlar (21).

2.3. TESTIS TORSIYONU

Testis torsiyonu, spermatik kord yapilarinin kendi ekseni etrafinda dénmesi
sonucu testis kan akiminin bozulmasidir. Klinikte testis torsiyonlar1 360 ile 720 derece
arasinda goriilmektedir. Tedavi edilmezse testis dokusunda nekroz gelisir (1,22). Testis
torsiyonu siklig1 25 yas altindaki erkekler icin 1:4000 kadardir. Geg¢ c¢ocukluk ya da
erken adolesan doneminde daha fazla goriilir. Ancak antenatal ve yenidogan
donemlerinde de olusabilmektedir. Siklik 13-16 yas civarinda en {ist diizeye ulasir.
Bilateral testis torsiyonu, olgularin %?2’sinde bildirilmistir (22, 23). Torsiyonun sebebi
genellikle bilinmemekte, fakat ¢esitli hazirlayici etkenlerden s6z edilmektedir.
Pubertede testis voliimiiniin bes, alt1 kat artisi, torsiyonun bu donemde daha fazla
goriilmesine neden olmaktadir. Travma ya da asir1 egzersiz, torsiyonu baglatan bir etken
olabilir. Yine kremaster veya dartos kaslarinin kasilmasi da torsiyonu baglatabilir. Cevre

1s1sinin 2°C’nin altina diistiigli ortamlarda torsiyonun daha sik goriildiigii bildirilmistir



(24). Sol testis daha uzun bir spermatik korda sahip oldugundan sag testise oranla iki
defa daha sik torsiyone olur.

Inmemis ve retraktil testislerde torsiyon olasilig1 artmistir (25). Testis torsiyonu
iki tiptir.

2. 3. 1. Ekstravaginal Testis Torsiyonu

Perinatal donemde goriilen torsiyon tipidir. Bu donemde testisin skrotuma inisi ile
testikiiler fiksasyon tamamlanamamis oldugundan torsiyon meydana gelebilir.
Intrauterin torsiyonlar “vanishing testis” sendromundan sorumlu tutulmaktadir.
Asemptomatik seyrettifinden sikli1 tam olarak bilinmemektedir. Ekstravaginal testis
torsiyonlart genellikle testikiiler atrofi ile sonug¢lanir. Bu olgularda da erken cerrahi
girisim ve kontralateral testisin fiksasyonu onerilmektedir (22).

Testis torsiyonunda kritik zaman dilimi ilk alti saattir. Bu donemde testisin
kurtarilma orani1 %85-97°dir. 6-12 saatte bu oran %55-85 ve 12-24 saat arasinda %20-
80 iken 24 saatten sonra %10’un altina inmektedir (26).

2. 3. 2. intravaginal Testis Torsiyonu

Cogunlukla ergenlik oncesi donemdeki erkek ¢ocuklarinda goriiliir. “Bell-clapper
(zil tokmag1) deformitesi” adi verilen anatomik yapi bozuklugunun intravaginal testis
torsiyonuna sebep olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Bu malformasyonda periton testise
normalde olmasi gereken yerden daha yukarida yapigsmaktadir. Sonugta testis daha
transvers pozisyonda, serbest bir bi¢imde tunika vaginalis i¢inde asili durmakta ve
kolaylikla torsiyone olmaktadir. Siklikla kremasterin kasilmasi spermatik kordu
kisaltarak torsiyonu baslatir. Torsiyonun devam etmesi testis ve epididimdeki
konjesyonu artirir (1, 22).

Ani baslangi¢li ve ciddi bir skrotal agr torsiyon i¢in 6zgiin bir bulgudur. Skrotal
agr1 kasiga ve ayni taraf karin alt kadranina yayilir. Olgularin dortte birinde agriya
bulanti, kusma gibi diger sindirim sistemi sikayetleri eslik edebilir. Bazi hastalarda
skrotal travma ya da skrotumu ilgilendiren bagka bir hastalik oykiisii vardir (22, 23).
Fizik bakida testis biiyiik, hassas ve skrotumun {ist kismina horizontal yerlesmis halde
bulunur. Skrotumda odem, eritem ile ipsilateral tarafta kremasterik refleksin
kayboldugu goriliir. Testis ve epididim eklentilerinin torsiyonu ayirici tanida
diisiiniilmelidir. Appendiks testis torsiyonunda skrotumda mavi nokta isareti mevcuttur

ve skrotum igerisinde mobil, hassas, sert bir nodiil ele gelir. Pollakiiiri, disiiri gibi {iriner



sistem semptomlar1 olmasi ve idrar tahlilinde piyiiri goriilmesi epididimitisi destekler
(22, 26). Torsiyon diisiiniilen olgularda yapilacak ultrasonografi, ilk saatlerden itibaren
bliylimiis ve hipoekojen testisi gosterir. Tanida yardimci olabilecek giivenilir diger
tetkikler, renkli doppler ultrasonografi ile testis sintigrafisidir. Technetium-99m ile
radyoizotop goriintillemede karakteristik olarak testiste izotop tutulumunun olmadig:
goriiliir. Inflamatuar yanitin gostergesi olarak, tutulum olmayan bdlgenin etrafinda
halka seklinde skrotal perfiizyonun varligi, gecikmis torsiyonu isaret eder. Doppler ile
normal kan akimi ve etkilenen tarafta artmis perflizyon epididimitis ve bazen de
appendiks testis torsiyonu ile uyumlu olabilir. Tedavisi detorsiyondur. Once narkotik
analjezikler yardimiyla manuel detorsiyon denenebilir (1, 22, 26, 27). Semptomlarin
baslangicindan sonraki ilk 6-12 saat arasinda yapilacak detorsiyon testisi kurtarabilir.
Daha uzun siiren torsiyonlarda olusan agir hasar, karsi testisi de etkileyebileceginden
orsiecktomi gerekebilir. Bell-clapper deformitesi siklikla bilateral goriindiigii i¢in bu
hastalarin cerrahisinde rutin kontralateral eksplorasyon ve testikiiler fiksasyon
onerilmektedir (22, 27).

2.4. ISKEMI VE REPERFUZYON HASARI

Iskemi, dokunun oksijen ve yasam igin gerekli diger maddelere olan ihtiyaci ile
sunumu arasindaki dengesizlik halidir. Ayrica iskemi siirecinde, ortaya ¢ikan
metabolitlerin uzaklastirilmasinda da sorun meydana gelir (28).

2.4. 1. Akut Hiicre Zedelenmesinin Nedenleri

Akut hiicre zedelenmesi, uyarana karsi olusur ve hiicre morfolojisinde degisimler
meydana getirir. Iskemide aktive olan SOR lipid peroksidasyonuna ve hiicre
hasarlanmasina neden olur (29). Akut iskemiyi izleyen olaylar su sekilde gelisir (29):

2. 4. 1. 1. Geri Doniisiimlii Zedelenme

a. Hipoksi, hiicre hasar1 ve 6liimiiniiniin en sik nedenlerinden biridir. Hipokside,
hiicre i¢i oksijen azlig1 nedeniyle aerobik solunum aksar ve mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon engellenir. Adenozin trifosfat (ATP) iiretimi azalir ya da tamamen sona
erer. ATP kayb1 sonucu ATPaz aktivitesi de azalir. Bu, hiicre zarinda bulunan aktif
sodyum pompasi yetersizligi ve beraberinde hiicre i¢inde sodyum birikimi sonucunu
dogurur. Hiicre i¢i potasyum disar1 atilir. Ardindan su hiicre i¢ine girer ve hiicresel
sisme meydana gelir. Hiicresel sismenin bir diger nedeni ise katabolitlerin birikimidir

(28, 29).



b. Hiicrenin enerji metabolizmasi bu siire¢ igerisinde glikoza bagimli hale gelir.
Glikojen depolar1 hizla azalir. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile
inorganik fosfatlarin birikimine, bu ise hiicre i¢i pH’y1 diisiirerek asidoza neden olur.

c. Sonrasinda graniilli endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir ve
polizomlar monozomlara pargalanarak protein sentezi azalir. Hipoksi devam ederse
membran gegirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlar1 yavaglar. Bu sirada
mitokondriler normal, hafif yogunlasmis ya da sismis, endoplazmik retikulum ise
genislemis olarak goriiliir. Sonugta hiicre belirgin bi¢cimde siser. Buraya kadar olan
olaylar geri donebilir degisikliklerdir. Iskemi bu andan sonra da devam ederse, geri
doniistimsiiz hiicre zedelenmesi baglar. Hiicre hasarmin yapisal degisiklikleri, baz1 kritik
biyokimyasal sistemlerin bozulmasindan sonra goriiniir hale gelir. Hiicre sismesi geri
dontistimlii bir hasardir ve dakikalar i¢inde goriilebilir.

Hiicre dliimiiniin, 6rnegin miyokard bulgular1 tam iskemiden 10-12 saat sonrasina
kadar 151k mikroskobu ile goriilmez. Geri doniislimsiiz hasar bugiinkii bilgilerimize gore
ilk 20-60 dakika i¢inde olusur (29).

2. 4. 1. 2. Geri Doniisiimsiiz Zedelenme

Geri doOniisiimsiliz hiicre zedelenmesinde mitokondri ve kristalarda asirt
vakuolizasyon ile plazma zarinda asir1 zedelenme vardir. Hasarlanmig ve ileri derecede
gecirgenlesmis zarlardan hiicre i¢in gerekli yasamsal elemanlarin kayboldugu goriiliir.
Hiicre i¢i pH’nin diismesi, lizozom zarlarinin zedelenmesi ve beraberinde enzimlerin
sitoplazmaya gecerek asit hidrolazlar1 aktiflemesi sonucu, g¢ekirdek ve sitoplazma
yapilari sindirilir.

Hiicre zedelenmesinde en 6nemli basamak kuskusuz membran zedelenmesidir.
Hiicre membran zedelenmesinde alti neden su¢lanmaktadir.

1. Mitokondri fonksiyon bozuklugu,

2. Membran fosfolipidlerinin giderek artan kayb,

3. Hiicre iskeletindeki degisimler,

4. SOR,

5. Lipid yikim iirinleri,

6. Hiicre i¢i aminoasidlerin kaybu.

Membran zedelenmesi, hiicreler arasi mesafeden hiicre i¢ine dogru kalsiyum

(Ca+2) tutulumuna neden olur. Reoksijenasyondan sonra mitokondri tarafindan tutulan



Ca+2 hiicresel enzimleri inhibe ve proteinleri denature eder. Sonugta koagiilasyon
nekrozuna 6zgii hiicresel degisimler meydana gelir.

Iskemi sonrasinda dokuda dolasimin yeniden baslamasi, reperfiizyon olarak
adlandirilmaktadir. Iskemi sonucunda artan SOR kan akimi diizeldikten sonra
reperfiizyon zedelenmesine yol acar. Reperflizyon olusmazsa, oOldiiriicii iskemik
zedelenme gelisir fakat toksik SOR olusmaz. Reperfiizyon sirasinda iskemik alanda
toplanan nétrofil ve trombositlerin  aktivasyonu, hiicre i¢i Ca+2 birikimi ile
mikrovaskiiler hasarin dokudaki zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. Toksik
oksijen tiirevlerinin biiyiik ol¢lide iskemik alanda toplanan polimorf niiveli 16kositler
tarafindan yapildig1 diisiiniilmektedir (28, 30).

2. 4. 2. Reperfiizyon Hasarimin Patofizyolojisi

1. Serbest oksijen radikalleri.

2. Nétrofiller: Iskemi sonrasinda damar endotelinin hasar gérmesi ile notrofil ve
trombosit aktivasyonu meydana gelmektedir. Bunun yanisira, iskemik alanda ortaya
cikan kemotaktik faktorlerden kompleman 3a ve kompleman 5a nétrofillerin bolgeye
gd¢ etmesine neden olur. Iskemireperfiizyon alanina gelen nétrofiller, bu bolgede SOR
tiretir. Ortaya c¢ikan SOR antiproteazlari inaktive eder. Sonugta, lizozomlardan
proteolitik enzimler salinarak hasar olugur. Ayrica nétrofillerde uyarilmalari sonucunda
esnek yapilarimi kaybederek mikrosirkiilasyonda kalir ve embolizasyona neden olurlar
(29, 30).

3. Kalsiyum: Reperfiizyon sirasinda hiicre ve organelleri i¢inde asir1 Ca+2
birikimi ciddi doku hasar1 gelisiminin en énemli nedenidir. Iskemide ortaya ¢ikan hiicre
membran hasar1 ve gradient farki nedeniyle Ca+2, hiicre igine girer. Ayn1 zamanda
iskemi-reperflizyon sirasinda, 6zellikle SOR tarafindan sodyum-potasyum pompasinin
bozulmasiyla artan hiicre i¢i sodyum Ca+2’y1 daha da artirir. Disaridan Ca+2 girisinin
yanisira, endoplazmik retikulum da iskemireperfiizyon hasarma bagli membran
zedelenmesi sonucu igerdigi Ca+2’y1 sitoplazmaya birakir. Normal kosullarda hiicre
icin yararli olan Ca+2’nin reperfiizyon sonrasinda hiicre i¢cinde asir1 miktarda birikmesi
sonucu ortaya ¢ikan hasara kalsiyum paradoksu denilmektedir. Artan hiicre i¢i Ca+2
konsantrasyonu ATPaz enziminin inaktivasyonuna neden olur. Bdoylelikle iskemide
zaten azalmis olan ATP depolar1 daha da bosalir. Hiicrede litik 6devi olan bir¢ok

enzimin Ca+2 tarafindan aktive edilmesiyle hiicre yikimi baglar. Membran
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fosfolipidlerinin, aktive olan fosfolipaz tarafindan parcalanmasi sonucu ise hiicre
biitiinligili bozulur.

Iskemi sonrasinda endotel ve hiicre zar1 fonksiyonlarinin bozulmasiyla hem hiicre
icinde, hem de hiicre disinda 6dem goriiliir. Endotel hiicrelerinde sisme ile damar dist
bosluga sizan sivinin neden oldugu basi sonucu kapiler damar liimeni daralir ve sonugta
reperflizyon olsa da mikrosirkiilasyonda ciddi yetersizlikler ortaya ¢ikar. Reperfiizyon
ile iskemide bozulmus mikrosirkiilasyonun tam olarak diizeltilememesine “no-reflow
olay1” denir. Dokuda ortaya ¢ikan 6demin yanisira aktive olan notrofil ve trombositlerin
kapiler dolagimda kalmalar1 bu tabloya katkida bulunmaktadir (31).

SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis yoriingesinde tek, paylasiimamis elektron tasiyan kimyasal
tirtinlerdir. Bu dengesiz durumun yarattig1 enerji, organizmanin temel yapi taslar1 olan
proteinler, karbohidratlar, lipidler ile inorganik kimyasallar gibi komsu molekiillerle
olan tepkimeler sonucu agiga cikar. Serbest radikaller, hiicre membranlar1 ve niikleik

asidlerin yapisinda yer alan anahtar molekiillerdir (Tablo 1).

Tablo 1: Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen bilesikler

o

Setbestradikaller  Radikal olmayan SOR etkist somucn olusan radikaller

reaktif O bilesikleri

Siiperoksid (0y) Hidrojen peroksit (H,0,) | Karbon merkezli radikaller (R')
Hudroksil (0H) Smglet olsijen ('0,) Peroksil/Karbaksil (ROO'
Hidropzroksil (HO)  Hipoklordz asit (HOCI) | Alkaksil (RO')
Nimik oksid (NO)  Peroksinitit (ONOO) Thiyl radikaller (RS)
Azot dioksid (NO,) | Ozon (03)

Lipid hidroperoksit (LOOH)

2.5.1. Serbest Radikal Kaynaklar

1. Biyolojik kaynaklar: Aktive olmus fagositler, antineoplastikler (Nitrofurantoin,
bleomisin, doksorubisin, adriamisin) ve ekzojen kimyasallarin enzimatik yikimi,
radyant enerjinin emilimi (ultraviole, X 151n1), alkol ve uyusturucular, ¢evresel etkenler

(hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, pestisid, sigara dumani, solventler,
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aromatik  hidrokarbonlar), ruhi stres (streste katekolaminler artar. Artan
katekolaminlerin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir) (32).

2. Hicresel kaynaklar:  Normal metabolik olaylarda goriilen oksidasyon-
rediiksiyon (redoks) reaksiyonlar1 sirasinda (Askorbat, thioller, hidrokinonlar,
katekolaminler, flavin, tetrahidropterin ve antibiotikler), enzim ve proteinler (Ksantin
oksidaz, triptofan dioksijenaz ve hemoglobin gibi), mitokondrial elektron transport
zinciri, endoplazmik retikulum ve nilikleer membran elektron tasima sistemleri
(sitokrom p450, sitokrom b5 rediiktaz), peroksizomlar (oksidazlar ve flavoproteinler),
plazma  membrani (lipooksijenaz,  prostaglandin  sentetaz, fagositlerde
dihidronikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz ve lipid peroksidasyonu), oksidatif
stres yapict durumlar (iskemi, travma ve intoksikasyon).

2.5.2.Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuna neden olan kimyasal olaya denir. Boylelikle membran lipid
yapist degisir, hiicre yap1 ve fonksiyonlar1 bozulur. Lipid peroksidasyonu ii¢ asamada
gergeklesir: Basglangig, zincir gelisimi ve sonlanma. Lipid peroksidasyonu, organizmada
olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin, zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidi
zincirindeki .-metilen gruplarindan hidrojen atomunu uzaklagtirmasiyla baglar. Burada
asil etkili radikalin hidroksil radikali oldugu diisiiniilmektedir. Bu sekilde olusan lipid
radikali dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir. Lipid radikalinin
molekiiler oksijenle reaksiyona girmesiyle lipid peroksid radikalleri meydana
gelmektedir. Lipid peroksid radikalleri de zar yapisindaki c¢oklu doymamis yag
asidlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de aci1ga
cikan hidrojen atomlarmi alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) doniismektedir (33,
34).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diger karbonil
bilesiklerine doniismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri olan malondialdehid
(MDA) miktartiyobarbitiirik asid testiyle Olc¢iilmekte ve yontem lipid peroksid
diizeylerinin ~ saptanmasinda  siklikla  kullanilmaktadir. =~ MDA  proteinlerin
aminogruplarina, fosfolipidlere veya niikleik asidlere baglanarak toksik etkisini gosterir

(33, 34).
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2.5.3 ANTIOKSIDANLAR

Hiicrede serbest radikalleri uzaklastirmak icin ¢ok sayida antioksidan savunma
mekanizmas1 mevcuttur. Serbest radikaller duragan degildirler. Genellikle kendiliginden
giiclerini kaybederler. Ayrica bircok enzimatik ve nonenzimatik sistem serbest
radikallerin inaktivasyonuna neden olur. Cogu hiicrede bulunan siiperoksid
dismutazlarin (SOD) katalitik etkisiyle radikallerin kaybi belirgin olarak hizlanir.
Glutatyon peroksidaz gibi enzimler serbest radikallere kars1 koruyucudur.
Peroksizomlarda bulunan katalaz hidrojen peroksidi enzimatik olarak parcalar. Ayrica
sistein, glutatyon, seruloplazmin gibi siilfidriller ile A, C ve E vitaminleri serbest
radikallerin olusumunu engelleyen ya da onlar1 inaktive eden endojen ve eksojen
antioksidanlardandir (2, 28, 31, 35).

Hiicrenin oksidanlara karsi savunmasinda su mekanizmalar rol oynar; Metal
iyonlarinin baglanmasi ile toksik radikal olusumunun Onlenmesi, olusan radikallerin
toplanmasi1 ve bastirilmasi, radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmasi, hedef molekiillerin
hasar sonrasi tamiri, tamir edilemeyecek molekiillerin uzaklastirilmasi, antioksidan
kapasitenin artirilmasi. Antioksidan bilesiklerin bir kismi birkag mekanizmay1 birden
kullanarak etkilerini gdstermektedir. Toksik oksidanlarin olusumunun 6nlenmesi igin;
organizmada oksidatif stres yapici nedenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi,
bunlardan uzak durulmasi ve etkileriyle miicadele edilmesi ilk yapilmasi gerekenler
olarak siralanabilir (31, 35, 36)

2.6 ISKEMIK ONKOSULLAMA

Bir organin maruz kaldig1 kisa stireli iskemik periyotlar, ayni organda daha sonra
meydana gelecek uzun siireli bir iskemik periyodun neden olacagi hiicre Sliimiinii
Onleyebilir. Bu koruyucu mekanizma iskemik onkosullama olarak adlandirilmaktadir.
Iskemik 6nkosullamanin koruyucu etkisi farkli organlarda gosterilmistir. Iskemik
onkosullamanin ilk fazi 1-3 saat kadar koruma saglar. Bunu izleyen ge¢ faz, kisa
okliizyonlardan 24 saat sonra baslar ve yaklasik 72-96 saatte sonlanir. Iskemik
onkosullamay1 indiikleyebilmek icin gereken iskemik tekrarlar, tiire ve organ sistemine
Ozgiidiir (37). Sican, tavsan, kopek ve insan kalbi i¢in literatiirde iskemik 6nkosullama
olusturan ¢ok sayida iskemik tekrar protokolleri bulunmaktadir (14, 4, 38, 39). Iskemik
onkosullamanin erken déneminde olusan koruyucu etkisinin siiresi de tiire 6zgiidiir. Bu

koruyucu etki tavsan kalbinde 30 dakikalik repefiizyondan sonra sonlanirken (40),
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sicanda bir saat (39), kopekte iki saat sonra sonlandigim bildirmistir (4). Iskemik
onkosullamanin ge¢ donemdeki koruyucu etkisinin ortaya ¢ikmasi igin gereken siirenin
de tiirler arasinda farklilik gosterdigi diisiiniilmektedir (41, 42). Genel olarak erken
donemdeki koruma, Onkosullamanin indiiklenmesinden itibaren 3 saatlik bir donemi
takiben 12-24 saatlik korumasiz bir donem seklinde tanimlanabilir. Ge¢ koruma ise,
onkosullamanin indiiklenmesinden 12-24 saat sonra baslayip 72 saat sonra sona
ermektedir (43).

Iskemik dnkosullama ilk kez 1986 yilinda Murry ve arkadaslar tarafindan kopek
kalbinde yapilan aragtirma ile gosterilmistir (4). Bu ¢alismada, uzun siireli iskemiden
once dort kere 5’er dakikalik kisa siireli iskemi ve bunu takiben reperfiizyon
uygulanmasi ile olusturulan onkosullamada miyokarddaki infarkt alaninda %30’dan
%7’ye kadar diisen bir azalma goriilmiistiir. Bunu izleyen ¢aligmalarda 6nkosullamanin
sadece infarkt alaninda azalmaya neden olmakla kalmadigi, ayn1 zamanda iskemiden
sonra gozlenen miyokardial donakalma ve aritmiler iizerinde de koruyucu etkiler
olustrdugu bildirilmistir (44). Bu calismadan sonra oOnkosullama ile ilgili yogun
arastirmalar baglamistir. Degisik hayvan tiirleri iizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda
beyin, retina, akciger, bobrek, karaciger, ince barsak, spinal kord ve iskelet kasinda
iskemik Onkosullamanin sagladigi koruma ortaya konmustur (4, 39, 40). Bununla
birlikte Onkosullama ile ilgili yapilan c¢alismalar 6zellikle kalp dokusu iizerinde
yogunlasmis ve konuyla ilgili bilgilerin ¢ogunlugu kalpte yapilan arastirmalardan elde
edilmistir. Kardiak iskemik onkosullama ile goriilen korunma simdiye kadar gézlenen
en kuvvetli infarkt olusumunu &nleyici etkidir. Iskemik énkosullamanin myokardda en
onemli 6zelligi koroner arter tikanmasma bagli olarak gelisen nekrozun azalmasini
saglamasidir. Onkosullama, iskemi ve reperfiizyonun yol actig1 endotel disfonksiyonuna
kars1 da endotel hiicrelerinde koruma saglamaktadir (45). Sicanlarda ince barsak veya
bobrek iskemi ve reperflizyonu ile tavsanda da gastrokinemus kasinin énkosullamasi ile
myokardiyumun &nkosullanabilecegi ortaya konmustur. Iskemik 6nkosullamanin
koruyucu etkisi ¢aligilan tiim tiirlerde gosterilmistir (45).

2.6.1. Iskemik On Kosullanmanin Etki Mekanizmasi

Kalpte pek ¢ok tiirde yapilan g¢alismalarda, iskemik oOnkosullamada adenozin,
bradikinin, opioidler gibi reseptor aracili endojen maddelerin rol oynayabilecegi

gosterilmistir. Iskemik kalp kasinin siiratle adenozin trifosfat1 (ATP) adenozine yiktig1,
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adenozinin de o bolgede kan akimi olmadigi igin birikme egilimi gosterdigi
bilinmektedir. Tavsan kalbinde, A1l ve A3 adenozin reseptdr agonistlerinin iskemik
Oonkosullamay1 taklit edebildikleri gosterilmistir (46). Kedi akcigerinde Al adenozin
reseptor antagonisti 1,3-dipropil-8 siklopentilksantin (DPCPX) veya ksantin amin
simifinin (XAC) iskemiden 30 dakika Once verilmesinin iskemi reperfiizyon hasarini
azalttig1 bildirilmistir (47). Reperfiizyon sirasinda A2 adenozin reseptdr agonisti olan
CGS-21680 uygulamasinin  sicanda olusan iskemi reperfiizyon hasarin1 geri
dondiirebildigi gosterilmistir (48). Adenozine ek olarak iskemik kalpte agiga cikan
mediatorlerden biri de bradikinindir. Bradikinin endotel hiicrelerinden B2 reseptdrleri
aracilifiyla NO ve endotel kaynakli hiperpolarize edici faktdor (EDHF) saliverici etkisi
bilinmektedir (49). Iskemik &nkosullama sirasinda saliverilen bu endojen maddelerin
tavsan kalbinde, G proteinleri ve hiicre fosfolipazlari {lizerinden yaptiklari kombine
etkileri ile hiicre i¢i protein kinaz C (PKC) translokasyonuna ve aktivasyonuna yol
actig1 godsterilmistir (50). Iskemik dnkosullamada artan anjiotensin II seviyelerinin PKC
aktivasyonuna yol actifi, tavsan akcigerinde normotermik iskemi reperfiizyon hasarini
azaltabildigi bildirilmistir (50). Myokardda olusturulan 6nkosullama ile aktive olan
PKC, iskemik onkosullamada kalp kasinda ilk basamak olarak iglev gormektedir. Son
yillardaki kanitlar en azindan bir tirozin kinazin da bu yolakta gdrev alabilecegini
bildirmektedir (51). PKC ve tirozin kinazin daha biiyiik bir kinaz ailesi olan mitojenle
aktive edilen protein kinazlarin bir iiyesi olabilecegi diisiiniilmektedir. Mitojenle aktive
olan protein kinazlarin iskemik Onkosullamada, aktin filamanlar1 iizerinden hiicre
iskeleti biitiinliigii saglayarak koruyucu etki olusturabilecekleri hakkinda yapilmisg
calismalar vardir (52). Is1 sok (HSP) proteinlerinin de dnkosullamada rolii olabilecegini
gosteren caligmalar bulunmaktadir. P38 mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
icin ilk substrat MAPK-aktive protein kinaz 2’dir. Bu enzim 1si-sok proteini 27’yi
(HSP27) fosforile etmektedir. Fosforile HSP27 hiicre iskeletinin biitiinliigiinii artiran
aktin  filamanlarinin  polimerizasyonlari1  yonlendirmektedir ~ (53).  Termal
Oonkosullamanin sigan akcigerinde olusan hasar1i anlamli olarak azalttigi, artmis olan
HSP72 ekspresyonunun bu etkiden sorumlu olabilecegi bildirilmistir (54).

En son olarak, PKC ve diger hiicre i¢i kinazlarin (tirozin kinaz veya MAPK
yolaklar1) aktivasyonlarinin HSP27 ya da ATP bagimli potasyum kanallarini fosforile

ettigi bildirilmistir. Potasyum ATP kanallarinin iskemik dnkosullama fenomeninde son
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efektor olabilecegi diisliniilmektedir. Yine son yillarda yapilan g¢alismalarda kalpte
iskemik dnkosullamanin koruyucu etkisine sarkolemmal Karp (sarkKatp) kanallarinin
aracilik edebilecegi gosterilmistir. Iskemik énkosullamada aksiyon potansiyeli olusma
siiresinin  kisalmasinin koruyucu etkiye aracilik edebilecegi dolayisiyla sarkKatp
kanallarinin 6nkosullamanin olugsumunda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (55). Fakat
aksiyon potansiyeli olusum siiresindeki kisalmanin kardiyoprotektif etkide herhangi bir
role sahip olamayacagini gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir (56). SarkKarp
kanallarina ek olarak son kanitlar mitokondrial Kapp'nin (mitoKarp) iskemik
Oonkosullama ile indiiklenen kardiyak korumaya aracilik eden potasyum kanali
olabilecegini gostermektedir. mitoK a7p kanallarinin koruyucu etkiye katkisi, K girisi ve
intramitokondriyel depolarizasyonla agiklanmaktadir. Bu etki mitokondrilere asir1 Ca™
girisini Onleyebilmekte ve matriks sismesine yol agmaktadir. Matriks sismesi, ATP
sentezinde artisa sebep olmakta, mitokondriyal respirasyonu stimiile etmektedir (57).
Onkosullamanin hiicresel sinyal ileti mekanizmasini aydinlatmaya yonelik yogun
caligmalar siirmektedir. Bugiine kadar yapilan calismalar, membran reseptorlerinin
aktivasyonunun, Karp kanallarinin, PKC’nin niikleer faktor Kb’nin 1s1- sok
proteinlerinin, tirozin kinaz enziminin rolii oldugunu ortaya koymustur. Kardiak
iskemik Onkosullamada, adenozin, asetilkolin, katekolaminler, anjiyotensin II,
bradikinin, endotelin, prostaglandinler, nitrik oksit ve opioidler gibi bir¢ok
noroendokrin ve parakrin tetikleyicilerin rolii oldugu belirlenmistir. Ayrica ventrikliier
pacing, hipoksi, sicaklik, stresi ve egzersiz gibi nonfarmakolojik stimuluslarin da
miyokardda oOnkosullama olusturdugu gosterilmistir (41). Erken ve gec¢ iskemik
Oonkosullamanin koruyucu etkileri farkli ileti mekanizmalar ile gergeklesmektedir.
Adenozin, bradikinin, opioid peptidler ve serbest radikaller araciligiyla PKC
stimiilasyonu ve Katp kanallarinin agilmasiin erken onkosullamanin baglatilmasinda
kritik bir role sahip oldugu goziikmektedir (58). Erken iskemik onkosullama, protein
sentez inhibitorlerinin varliginda da olusmaktadir. Gecikmis 6nkosullamada ise,
antioksidan enzimler, NOS, siklooksijenaz-2, aldoz rediiktaz ve HSP gibi yeni
proteinlerin sentezine bagli degisiklikler de rol oynamaktadir (59). Iskemik
onkosullamada birden fazla tetikleyici ayni anda rol oynar. iskemik 6nkosullamanin
gerceklesmesi icin bu tetikleyicilerin belli bir esik diizeyine erigsmesi gerekir. Bir

mediatoriin  blokaji ile diger mediatorlerin esik diizeyine erismesi engellenebilir.
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Onkosullama ile gdzlenen koruma, dnkosullama periyodlarin sayisma ve siiresine
bagimhidir. Birden fazla iskemik dongli ortama saliverilen mediatorlerde kiimiilatif
olarak artisa yol acar. Coklu dongiilerde bir mediator bloke edilse de, ortamdaki diger
mediatorler iskemik onkosullamanin esik diizeyine erisebilirler (59). Domuzda yapilan
bir ¢aligmada interstisyel bradikinin konsantrasyonundaki artisin interstisyel adenozin
konsantrasyonundaki artistan daha erken olustugu goriilmiistiir (60). Onkosullama
protokoliindeki iskemi stiresi kisa tutuldugunda bradikinin rolii 6n plana ¢ikarken, bu
siire daha uzun tutuldugunda adenozin rolii &n plana ¢ikmaktadir (56). Onkosullama
sikluslarinin  artirtlmast muhtemelen adenozin ve diger mediatorlerin  diizeyini
artirmaktadir (56). Alfa 1-adrenerjik reseptorler, AT1 anjiotensin ve ET1 endotelin
reseptorleride PKC ile baglantihidir ve Onkosullama ile olusan korumayi taklit
edebilirler, ancak bu reseptorlerin antagonistleri tavsanda iskemik Onkosullamay1
etkilememistir. Dolayisiyla bunlarin, en azindan tavsanda, Onkosullamada endojen
tetikleyici olmadiklar gortilmektedir (56).

Adenozin, bradikinin ve opioid reseptorlerin ayni anda aktivasyonlar1 ve kisa
siireli iskemi-reperfiizyon boyunca oksijen radikallerinin ortama verilmesi iskemik
onkosullamay1 tetiklemeye katkida bulunur (56). Asagida bu tetikleyicilerden
bahsedilecektir.

2.6.1.1. Adenozin

Adenozin viicutta yaygin olarak bulunan bir modiilatordiir. Hiicre i¢inde ve
disinda devamli sentezlenmektedir. Adenozin etkilerini 6zgiil reseptorler araciliiyla
olusturur. Hiicre adenozini sentezlemek i¢in ¢esitli yollar kullanir. En énemli adenozin
kaynag1 hiicre i¢inde devamli kullanilan ATP ve adenozin monofosfattir (AMP). Bu iki
niikleotid hiicre i¢cinde 6nce AMP’a yikilir ve olusan AMP hiicresel 5’niikleotidaz
enziminin katalizledigi biyokimyasal reaksiyon ile adenozine cevirilir. Organizmada
diger 6nemli bir adenozin kaynagi da katekolaminlerin ve histaminin katabolizmasi
sirasinda ortaya ¢ikan ve adenozine hidrolize edilebilen 5-adenozil homosisteindir. Liu
ve arkadaglar1 1991 yilinda adenozinin iskemik onkosullamada 6nemli rolii oldugunu,
adenozin A1 reseptdr antagonisti ile tavsan kalbinde 6nkosullamayla olusan korumanin
ortadan kalktigin1 ortaya koydular (39). Adenozin regiile edici ajan olan akadezin,
iskemi sirasinda adenozin saliverilmesini artirir ve Onkosullama igin gerekli esigi

diisiiriir. Adenozin tranport inhibitorii dipiridamol verilmesi de benzer etkiyi olusturur
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(56). Adenozinin A; A, ve Aj isimli li¢ farkli reseptorii vardir. A, reseptorlerinin A, ve
Ajp olmak iizere iki alt tipi tanimlanmistir. A;ve Az adenozin reseptdr antagonistlerinin
tavsanda infarkt alanindaki azalmayir tamemen bloke ettigi gosterilmistir (61).
Dolayistyla korumanin baslatilmasinda A; ve Aj reseptorlerinin rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Tavsanda adenozinle olusan miyokardial infarkt alanindaki azalma
PKC inhibitorleri ile ortadan kaldirilmaktadir (62). Adenozin ve asetilkolin gibi pek ¢ok
endojen mediatoriin iskemik Onkosullamayr Katp’ye bagimli mekanizma ile
olusturdugu gosterilmistir (63). A; adenozin reseptorii ve Karp kanali arasindaki
baglantinin G-protein sistemi araciligiyla oldugu gosterilmistir (57). ATP’ye bagimhi K
kanallar1 intraseliiler ATP diizeyleri diistiigiinde acilir. Karp kanallarinin blokaji, bircok
tiirde ve insanlarda iskemik onkosullamay1 ortadan kaldirmaktadir (64). Buna karsilik
Karp kanallarini acan bir ajan olan bimakalim, iskemik Onkosullamay1 taklit etmekte
veya uyarilmasi i¢in gerekli esigi azaltmaktadir. MitoKarp kanallarini selektif oarak
bloke eden 5-hidroksidekonat, diazoksidin K kanallarin1 acarak olusturdugu korumay1
tersine ¢evirebilmektedir (65).

2.6.1.2. Bradikinin

Bradikinin hormon benzeri etkileri olan bir peptiddir. Viicutta vazodilatasyon
gorevi goriir ve inflamatuvar reaksiyonlar: inhibe eder. Miyokardiyal iskemi sirasinda
bradikinin saliverilmesinde artis olmaktadir (66). Intrakoroner olarak verilen bradikinin
iskemi/reperfiizyon aritmilerine karsi olusturdugu olumlu etki, NOS inhibitorii olan L-
nitro arjinin metil ester (L-NAME) varliginda ortadan kalkmaktadir (67).
Onkosullamada bradikinin rolii, selektif B2 reseptdr blokeri olan ikatibant kullanilarak
anestezi altindaki kopekte gosterilmistir (68). Ikatibantin hem &nkosullama &ncesinde
hem de onkosullama sirasinda verilmesi ile dnkosullamanin olumlu etkilerinin ortadan
kalkmasi, bradikininin onkosullamada hem mediyatér hem de tetikleyici olarak gorev
alabilecegi seklinde yorumlanmistir (66). Izole perfiize sigan kalbinde ise ikatibant ile
bu etki gdsterilememistir. Wall ve ark. anestezi altindaki tavsanin kalbinde disaridan
verilen bradikininin infarkt biiyiikliigiinii iskemik oOnkosullama gibi azalttigimi ve
ikatibant verilmesinin de Onkosullamanin olumlu etkilerini ortadan kaldirdigini
gostermislerdir (69). Eksojen verilen bradikinin izole sigan kalbinde de dnkosullamaya
benzer olumlu etkiler gdstermistir. Iskemide once saliverilen bradikinin, NO ve

prostasiklin araciligiyla kalbi korumaktadir (66). Tavsanda bradikininle olusan koruma,
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PKC inhibitorleri ile ortadan kalkmaktadir. Anestezi altindaki tavsanda anjiotensin
doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorii olan kaptopril uygulamasiyla ve insan atriyum
trabekiil hiicrelerinde, yine birer ADE inhibitorii olan lizinopril ve kaptopril
uygulanmasi1 ile bradikinin Onkosullamada sagladigi korumaya benzer etkiler
gosterilmistir  (69). Ikatibant, bradikinin olumlu etkilerini ortadan kaldirmustir.
Bradikinin 6nkosullama ve infarkt biiylikliigiinii azaltici etkileri géz oniine alindiginda
ADE inhibitorleri ile gozlenen kardiyak koruyucu etkinin bir kisminda bradikinin
koruyucu etkisinden kaynaklanabilecegi ortaya ¢ikmaktadir (70).

2.6.1.3. Opioidler

Opioid reseptdr antagonisti olan naloksanin siganda infarktiise karsi iskemik
Oonkosullamanin olusturdugu koruyucu etkiyi bloke etmesi, sigan kalbinde opioidlerin
baslica endojen tetikleyici oldugunu diisiindiirmektedir (71). Tavsanlar {izerinde yapilan
bir arastirmada, naloksanin ¢ok dongiilii onkosullama ile degil de, bir dongii ile olusan
korumay1 bloke etmesi, opioidlerin adenozin ve bradikinin ile birlikte etki gdsterdigini
ortaya koymaktadir (72). Q reseptorii bu korumada rol oynayan opioid reseptorii olarak
tanimlanmistir. Ancak izole sican kalbinde yapilan bir ¢alismada k-opioid reseptoriiniin
blokajinin iskemik Onkosullamay1 ortadan kaldirdigi bulunmugstur. Ayni hayvan
modelinde k-opioid reseptor aktivasyonun infarkt alanini artirdigi da gozlemlenmistir
(73). Tavsanda opioidler ile olusan koruma PKC inhibitorleri ile ortadan kalkmaktadir
(72).

2.6.1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

Yiiksek konsantrasyonlardaki serbest radikaller hiicre membraninda lipid
peoksidasyonunu indiikleyerek hiicre biitiinligiinii degistirip permeabilitesini artirir.
Serbest radikallerin diger onemli etki yerleride hiicresel homeostazisi saglayan iyon
transportu ile iligkili membran proteinleridir (74). Difiize olabilen bir antioksidan olan
N-2-merkaptopropiyonil glisin ve bir radikal temizleyici olan dimetiltiyoiire
infiizyonunun iskemik Onkosullamadaki koruyucu etkiyi bloke etmesi serbest
radikallerin sadece kardiyak miyositlerde hasar olusturmadigini, ayn1 zamanda diisiik
konsantrasyonlarda iskemik onkosullamay1 da tetikleyebileceklerini gdstermistir (75).
Serbest oksijen radikalleri, tavsan kalbinde reseptdre bagimli olmayan tetikleyici olarak

gorev almaktadirlar (75).
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Iwamoto ve ark. anestezi altindaki tavsanda siiperoksit dismutaz ve katalaz
kombinasyonu ile 4 kere 5’er dakikalik periyodlarla olusturulan dnkosullamada etkisiz
oldugunu gostermislerdir (71). Richard ve ark. anestezi altindaki sicanda intraseliiler
antioksidan olan merkaptopropiyonil glisin (MPG) kullanarak yaptiklar1 ¢alismada
benzer bulgular elde etmislerdir (72). Tanaka ve ark. ise tavsan kalbinde yaptiklari
calismada, Iwamoto ve arkadaslarinin bulgularina zit sonuglar elde etmisler ve yararl
etkinin siiperoksit dismutaz (SOD) veya MPG verilmesi ile ortadan kaldirlabilecegini
gostermislerdir (73). Benzer bir bulgu da Baines ve ark. tarafindan gosterilmis ve MPG,
tavsan kalbinde tek siklus ile yapilan onkosullamanin koruyucu etkisini tamamen
ortadan kaldirmistir (74). MPG, 6nkosullama i¢in 4 kez iskemi-reperfiizyon uygulamasi
yapildiginda ise korunmay1 engelleyememistir. Serbest oksijen radikalleri olusturmak
amaci ile yapilan hipoksantin/ksantin infiizyonu 6nkosullamay taklit etmis ve infarkt
biiyilikliigiinii azaltmistir. Tavsanlarda olusan korunma PKC inhibitérii polimiksin B
varliginda ortadan kaldirilmistir  (76). Dolayis1 ile serbest oksijen radikalleri
Oonkosullamada tetikleyici olarak gdrev almaktadirlar, ancak onkosullama i¢in birden
fazla iskemi-reperflizyon dongiisii kullanildiginda adenozin, bradikinin, opioid peptidler
gibi tetikleyiciler de koruma saglayabilecek konsantrasyonlarda olugsmakta ve serbest
oksijen radikallerinin ortamda olmamasina karsin koruma goriilmektedir (76).

PKC aktivasyonu dnkosullamada sinyal ileti yolaginda énemli bir basamaktir ve
serbest oksijen radikalleri farkli mekanizmalarla PKC aktivasyonuna yol acabilirler.
Serbest oksijen radikalleri PKC yi direkt olarak uyarabilirler (74). Fosfolipaz D yine
serbest oksijen radikalleri tarafindan aktive edilebilmekte ve fosfolipaz C gibi PKC
aktivasyonuna yol ag¢maktadir. PKC aktivasyonu yaninda, serbest radikaller G-
proteinlerini ve ATP bagimli potasyum kanallarin1 aktive edebilirler (76). Serbest
oksijen radikalleri tavsan kalbinde reseptére bagimli olmayan tetikleyici olarak gorev
almaktadirlar ve PKC de bu korunmanin sinyal ileti yolaginda bulunmaktadir (77).
Hidroksil ve NO’in reaksiyon iriinii olan peroksinitritin direkt olarak diisiik
konsantrasyonlarda izole sican kalbinde dnkosullama olusturdugu ilk kez Altug ve ark.
tarafindan gosterilmistir (78). Onkosullama sirasinda peroksinitrit olusumu nitrotirozin
Ol¢timii yapilarak da gosterilmistir. Peroksinitrit 6nkosullamasinda tirozin kinazin rolii
bulunmaktadir. Ayrica, Onkosullama ile olusan gecikmis fazdaki koroner endotel

korunmasinda NO’in degil de peroksinitin baslica tetikleyici oldugu ortaya konulmustur
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(76). Bu sonuglar, perosinitritin hem akut hem de gecikmis fazdaki korumada rol
oynadigini gostermektedir.

Sonug olarak, yapilan calismalar endojen olarak olusan adenozinin, bradikinin,
opioidlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin 6nkosullamada 6nemli rol oynadigini ortaya
koymaktadir.

2.7. 5-HIDROKSIDEKANOIK ASIT

Mitokondride yer alan ATP duyarh kanallarin (Katp) iskemik onkosullamanin
onemli bir mediatorii oldugu kabul edilmektedir. 5-Hidroksidekanoik asit (molekiiler
formiilii C;oH;903-Na, molekiil agirligr 210.3) farmakolojik ve iskemik 6nkosullamay1
bloke eden bir ajandir. 5-HD mitokondrial Katp kanallarinin spesifik bir inhibitorii
oldugu genel kabul gormekle birlikte, son zamanlarda yayinlanan makalelerde
molekiiliin farkli etki mekanizmalariyla da iskemik 6nkosullamanin etkilerini bloke
edebildigi berlirtilmektedir (79, 80, 81) . Yapilan ¢aligmalarda 5-HD’nin beta-
oksiadasyonun ilk basamaginin substrati olan 5-Hidroksidekanoil-CoA’ya (5-HD-
CoA)doniiserek aktive oldugunu gosterilmistir (79). 5-HD’nin iskemik onkosullamay1
sadece mitokondrial Karp lizerinden degil bagka farkli mekanizmalari {izerinden de etki
gostererek iskemik 6nkosullama inhibisyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan
arastirmalarda bu olas1 mekanizmalar su sekilde 6zetlenmektedir: i) Mitokondrial Katp
kanallar1 sitozolik 5-HD veya 5-HD-CoA tarafindan da inhibe edilebilir, ii) 5-HD
metabolizmasiin ara {riinleri beta-oksidasyon yolagini inhibe ederek baska hiicresel
fonksiyonlar1 kullanabilir, iii) 5-HD betaoksidasyon yolaginda tamamen metabolize
olup solunum zincirine etki edebilir. iv) 5-HD hiicre metabolizmasini glukozdan yag
asitleri oksidasyonuna cevirebilir, bu da iskemi sonrasi kardiyak fonksiyonlari inhibe
edebilir (80). 5-HD beta-oksidasyon sirasinda gerceklesen elektron tasimasina katkida
bulunabilir. Bu bilgiler 5-HD’nin iskemik dnkosullamay1 yalnizca mitokondrial Krp
kanallar1 tizerinden inhibe ettigi dngoriisiiniin sorgulanmasina yol agmaktadir (81).

2.8.Y-27632

Y-27632, ROCK ailesinin bir selektif sentetik inhibitoriidiir. Molekiilin formiili
C14H,:N30.2HC1.**H,0(Trans-4-[(1R)-1-Aminoethyl]-N-4-pyridinylcyclohexane
carboxamide dihydrochloride)’diir ve molekiil agirligi 333.77 daltondur (16).

ROCK proteinleri Rho bagimli kinaz ailesindendir ve aktin stres liflerinin

olusumu, miyozin fosfataz formlarn1 (MLCK) etkiler ve bu yolakta esas olarak
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kalsiyum sensitizasyonu i¢in gereklidir. Rho-kinaz miyozin baglayici alt iinitesini direkt
olarak fosforile eder. Bu fosforilasyon sonucu hipertansiyon, vazospazm, preterm
dogum, bronsial astim, glukom ve ereksiyon disfonksiyonuna neden olabilir. Bu bilesik,
agoniste baglh diiz kas kontraksiyonunu kalsiyum sensitizasyonunu engelleyerek inhibe
eder.

Rho-kinaz inhibisyonu amaciyla birgok madde gelistirilmistir. Bunlardan
tanimlanmis olanlar1 Y-27632 ve izoguinolon derivesi olan HA 1077 (fasudil)’dir. Y-
27632, ROCK ailesine ait kinazlar1 diger kinazlardan (protein kinaz C, siklik adenozin
mono fosfat kinaz ve MLCK)) 100 kat daha giiclii inhibe eder. Y-27632’nin Rho-kinaza
olan afinitesi ROCK ailesi iiyesi olan protein kinaz ve sirton kinaza gore 20-30 kez daha
fazladir (12).

Y-27632nin diiz kas gevsemesi, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, anyon
kanallarinin aktivasyonu, nétrofil kemotaksisinin inhibisyonu, timér invazyonunun
inhibisyonu ve hiicre transformasyonunun inhibisyonuna neden oldugu yapilan cesitli
deneysel ¢aligsmalarda gosterilmistir (82, 83).

Y-27632’nin vaskiiler, bronsial ve gastrointestinal diiz kaslarda uyarilara bagl
kasilmalar1 in vitro ve in vivo ortamda diiz kas kontraksiyonunu inhibe ederek
engelledigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (82, 83). Uehata ve ark. (65) yaptiklari
calismada, Y-27632’nin sistemik uygulanmasinin hipertansif sicanlarda tansiyonu
diisiiriirken normotansif sicanlarda sistemik kan basincinda de§isme olusturmadigini
gostermislerdir. Y-27632’nin sigan, tavsan ve insan korpus kavernozumunda adrenerjik
uyartya bagli kontraksiyonlar1 inhibe etti§i ve si¢anlarda intrakavernozal basinci
artirdig1 gosterilmistir (84).

Litertiirde yara iyilesmesinde Y-27632 ile yapilmis calismalar az sayidadir.
Vishwanath ve ark. (85) yaptiklart c¢alismada Y-27632’nin korneal  fibroblast
hiicrelerinde fibriller kollajen matrikste gevseme ve uzamaya yol acarak yara
iyilesmesinde etkili oldugunu gostermislerdir. Y-27632’nin topikal, intravitreal ve
intrakameral uygulanmasi sonrast goz i¢i basinct diiserken pupilin  biiytidigi
gosterilmistir (86). In vitro hiicre kiiltiirlerinde intestinal epitel hiicrelerinde hasar
olusturulmasini takiben Y-27632’nin uygulanmasi sitotoksik nekrotizan faktér 1°de
azalmaya neden olmus ve hiicrelerde hizli iyilesmeye neden oldugu saptanmistir (87).

Yapilan in vitro ¢calismada hasar olusturulmus astrosit hiicrelerinde Y-27632’nin hasarl



22

bolgede astrosit migrasyonunda artig ve yara kapanmasinda hizlanmaya neden oldugunu
gostermislerdir (88). Hipertansiyon, astim, kanser, serebrovaskiiler hastaliklar, kemik
agrilari, pndmoni ve pulmoner fibrozis gibi durumlarda tedavi amaciyla kullanilmasina
yonelik deneysel calismalar devam etmektedir (82, 83). Tomasek ve ark. (89) yaptiklari
bir c¢aligmada Y-27632’nin graniilasyon dokusu olusurken miyofibroblastlarin
kontraksiyonunu onleyerek yara iyilesmesinde etkili oldugunu gostermislerdir. Gates ve
ark. (90) Y-27632’nin yara iyilesmesinde fibroblastlari diizenleyerek kontraksiyon

olusmasini 6nledigini gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. DENEY HAYVANLARI

Bu c¢alisma, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitii’siiniin (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996) giincel laboratuvar hayvalarinin bakim ve
kullanim klavuzuna uygun sekilde yapilmis olup Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun izni alindiktan sonra gergeklestirilmistir.
Deneyler 20-24°C sicaklikta, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik 151k dongiilii ortamda
tutulan, standart laboratuvar yemi ve musluk suyu ile beslenen eriskin erkek Wistar
albino tiirli sicanlar iizerinde gerceklestirilmistir.

3.2. DENEY PROTOKOLU

Kirk adet erigskin Wistar albino tiirii sican 5 esit gruba ayrildi. Hayvanlar 100
mg/kg intraperitoneal (i.p) ketamin hidrokloriir (Ketalar™, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ile
yapilan genel anestezi indiiksiyonundan sonra sirtiistii yatar pozisyonda ameliyat
masasina alindi (Sekil 1). Tiim gruplarda baslangi¢ i.p enjeksiyon i¢in farkli ajanlar
kullanild1. Intraperineal tedaviden 15 dakika sonra, sag testis ve sag spermatik kord,
sag supraskrotal kesi ile viicut disina alind1 (Sekil 2). iskemi ve reperfiizyon (IR) hasari
su sekilde olusturuldu. Testis iskemisi spermatik kordun 180 dakika siireyle bir
atravmatik damar klempi ile (FE 022 K, Aesculap AG & CO, Tuttlingen, Almanya)
tutuldu (Sekil 3). Uygulanan bu iskemi donemi sonunda pedikiile yerlestirilen klemp
acilarak 60 dakika siirdiiriilecek reperfiizyon donemi baslatildi. Iskemik &n
kosullamanin (10) her bir siklusu 5 dakika siireyle yukarida anlatildig: sekilde iskemi ve
takiben 5 dakika reperfiizyon uygulanarak yapildi. Intraperitoneal ilag enjeksiyonlart
grup 4’de 0,3 mgkg Y-27632 (Tocris Cookson Ltd. Bristol, Birlesik Krallik)
enjeksiyonu, grup 5’te 10 mg/kg 5-hidroksidekanoik asit (5-HD) (Sigma-Aldrich
Chemical Co, St Louis, Mo, ABD). Deney gruplar1 ve uygulanan protokoller Sekil 4’de

gosterilmistir.



Sekil 2: Sag testis ve pedikiilii

Sekil 3: Iskemi olusturmak amaciyla sag testis pedikiiliiniin klampe edilmesi
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Grup I: intraperitoneal (i.p) %0,9 NaCl uygulamas: (Sf) + sham operasyonu (ShO), (n=8)

Sf ShO
R
L
15 Stabilizasyon
dk 210 dk

Grup 2: Sf + iskemi (i) ve reperfiizyon hasari (R) (iR), (n=8)

Sf iR
i
Stabilizasyon 180 60
45 dk dk dk

Grup 3: Sf + 3 sikliislii iskemik énkosullama (i0) + IR, (n=8)

Sf i0 io io iR

C EN:E-EH - <
15 5 5 5 E] ~ 5 180 60
dk dk dk dk dk dk dk dk dk

Grup 4: i.p. Y-27632 tedavisi (Y1) + 3 sikliislii i0 + iR, (n=8)
Yt io 9) i0 iR

- ¢
15 x 5 5 5 5 5 180 60
dk dk dk dk dk dk dk dk dk

Grup 5: i.p. 5-hidroksidekonoik asit tedavisi (SHDt) + 3 sikliislii 0 + IR, (n=8)

SHDt i i0 i iR
EEN:EN -
15 5 5 § 5 5 5 180 6l
dk dk  dk dk  dk dk dk dk dk

Sekil 4: Uygulanan deney protokolleri.

Deney protokolleri sonunda hayvanlar genel anestezi altinda servikal dislokasyon
ile oldiiriildii. Deneklerin sag testisi alindi. Alinan testis dokusunun '%’si histopatolojik
inceleme i¢in %10 formaldehid solusyonunda fiske edildi, kalan yaris1 da biyokimyasal
incelemeler i¢in -800C’de saklandi.

3.3. HISTOPATOLOJIK INCELEMELER

Parafin bloklara gomiilii testis dokularindan 4-5 pm kalinlikta kesitler alindi. Elde
edilen kesitler eematoksilen-eozin (HE) boyasi ile boyandi. Kesitler deneyde kullanilan
sigan gruplari hakkinda herhangi bir bilgisi olmayan bir patolog tarafindan, 151k

mikroskoupu altinda incelendi. Testisin germinal epitelyumu modifiye Johnson skoru
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Tablo 2. Modifiye Johnson skoru

Skor | Histolojik Bulgular

10 | Tam spermatogenezis

9 | Hafif zawiflamig spermatogenes, cole gep spermatid, disorganize epitelyum

2 | Tubtulde begten az spermatozoa, az sayida geg spermatid

7 Spermatozoa volo, ger spermatid yolo, col erken spermatid

f Spermatozoa volo, ger spermatitler volo, bitkar adet etlen spermatid

3 Spermatozoa ve spermatid yoklugu, cok sayvida spermatosit

4 Spermatozoa ve spermatidler yolo, birkag adet spermatosit

3 Sadece spermatogonia

2 Germinal hiicre yoklugu, sadece sertoli hilcrelert

1 seminifer epitel yoklugu

(MJS) ile degerlendirildi (Tablo 2) (91). Her bir kesitte 30 farkli seminifer tiip
degerlendirildi ve skorlandi.

3.4. BIYOKIMYASAL iINCELEMELER

3.4.1. Doku Homojenizasyonu

Biyokimyasal inceleme Oncesi tiim testis dokusu tartilir ve bos bir cam siseye
konur. Her 1 gr doku bagina 140 mM KCL solusyonundan 10 ml dokuya eklenir ve tiim
dokular motor ile ¢alisan bir homojenizer jel homojenize edilir. Homojenat 2800 gr’1 4
°C’de 10 dak santrifiij edilir. Elde edilen siipernatant, lipid hidroperoksit (LOOH),
miyeloperoksidaz (MPO), total antioksidan kapasite (TAK), total oksidatif statuz (TOS)
ve oksidatif strass indeksi (OSI) ¢alisiimast igin kullanildi. Homojenize dokular etiketli
siselere yerlestirilerek -80 °C’de saklandi.

3.4.2. Myeloperoksidaz (MPO) Ol¢iimii

MPO aktivitesi, Lokositlerin lizozomlarinda bulunan bir oksidatif enzim olup Wei
ve Frenkel tarafindan tanimlanan bir metod ile test edildi (92). MPO aktivitesi U/g

protein olarak birimlendirildi.
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3.4.3. Lipid Hidroperoksit (LOOH) Ol¢iimii

Xylenol oranj ile Fe III’lin komplekslesmesi ardindan asidik kosullar altinda lipid
hidroperoksitler ile Fe +3 ve Fe +2 oksidasyonu yapilir. Bu yontem i¢in heparinize
plazma veya serumun sadece 10-11 numune hacmi gerektirir. Bu, 570 ve 700 nm de iki
renk tespiti ile iki u¢ nokta modunda, iki reaktif ile, otomatik olarak yapilmistir (93).
Sonuglar gram protein bagina mikromol olarak ifade edildi.

3.4.4. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Diizeyi Ol¢iimii

Total antioksidan status (TAK) diizeyi tiim dokularda, Erel tarafindan gelistirilen
yeni bir otomatik kolorimetrik metod ile 6l¢iildii (94, 95). Bu metodta sari-kahverenkli
cok giiclii biyolojik radikal olan hidroksil radikali, fenton reaksiyonu ile renksiz bir
substarat olan O-diznizidin ile reaksiyone girerek dianizil radikali iiretir. Bir plazma
orneginde, hidroksil radikalleri baglangista oksidatif reaksiyona girer, tim homojenatin
antioksidan komponenetleri renk degisimine gore total antioksidan kapasiteleri 6l¢iiliir.
Tahlil % 3 daha diisiik miikemmel kesinlik degerleri vardir. Sonuglar mmol Trolox
Eqv/g protein olarak ifade edildi.

3.4.5. Toplam Oksidan Status (TOS) Diizeyi Ol¢iimii

Total oksidan status (TOS) diizeyi, Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir
yontem olup, testin ¢alisma prensibinde ifade edildigi tizere 6rneklerin icerdigi oksidan
molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan,
kolorimetrik bir yontemdir. Kalibrator olarak Hidrojen Peroksit kullanilir. Sonuglar
umol H,O, Eqiv./L olarak ifade edildi (96)

3.4.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Olciimii

Orneklerin oksidatif stres indeksi (OSI), drneklerin toplam oksidan status (TOS)
diizeylerinin, orneklerin toplam antioksidan kapasite (TAK) oranina yiizdesi olarak
belirtilir. Hesaplamadan 6nce TAK testinin birimindeki mmol degeri TOS testindeki
gibi mikromol birimine ¢evrilir. Sonuglar Arbutrary Units olarak ifade edilir. OSI
(arbitrary unit) %2 TOS (mmol H202 equiv. /L)/ TAK (mmol Trolox Equiv./L) (97)

3.4.7. Mikroprotein Ol¢iimii

Mikroprotein diizeyi Lowry methodu ile 6l¢iiliir (98).
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3.5. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Elde edilen degerler ortalama standart sapma olarak belirtildi. ikiden fazla grubun
karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Iki grup arasindaki
karsilagtirmalarda ise biyokimyasal verilerin degerlendirilmesinde PostANOVA
(Student-Newman-Keuls) testi, histopatolojik verilerin degerlendirilmesinde Mann-

Whitney U testi kullanildi. P<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOPATAOLOJI

Histopatolojik skorlama sonuglar1 Sekil 5’te gosterilmistir. Germinal epitel
histopatoljik olarak degerlendirildiginde Grup 1°de bulunan hayvanlardan alinan testis
orneklerinde herhangi bir lezyon saptanmadi (Sekil 6). IR kontrol grubunda (Grup 2)
spermatozoa, spermatid ve ge¢ spermatid kaybi gibi siddetli histopatolojik lezyonlar
goriildi (Sekil 7). MIS Grup 1 ile karsilagtirildiginda Grup 2'de anlamli olarak diistiktii.
Grup 3'te, MJS Grup 2’ye gore anlamli derecede yiiksek bulundu (Sekil 8). Grup 3 ve 4
arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. MJS’u Grup 5’te Grup 3 gore

anlamli derecede diisiiktii.

12

10 ! §

Skor

+Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Sekil 5: Gruplarda histopatolojik skorlama sonuglari. * Grup 1 ile karsilastirildiginda P=0.0002,
SGrup 2 ile karsilastildiginda P=0.0027, "Grup 3 ile karsilastirildiginda P=0.0019.
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Sekil 7: Spermatozoa ve spermatidin izlenmedigi ancak ¢ok sayida spermatositin izlendigi seminifer tubul
(H&E, x100)

Sekil 8: Hafif bozulmus spermatogenesis ile birlikte epitelde diizensizlik izlenen seminifer tubiil (H&E,
x200)
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4.2. BIYOKIMYA

LOOH

Lipit hidroperoksit sonuglar1 Sekil 9°da gésterilmistir. LOOH IR grubunda sham
grubuna gore anlaml olarak yiiksek, Grup 3’te saptanan degerler ise IR grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu. Grup 3 ve Grup 4 arasindaki fark
anlamsizdi. Grup 5 LOOH degerleri Grup 3’e gore anlamli olarak yiiksekti.

)
a

]
o
wn

—
o
|
|

Mikromol / gram protein
o
|

(9]
'|
|

=)

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Sekil 9: Gruplarin Lipitperoksit konsantrasyonlari. *Grup 1 ile karsilastirildiginda P<0.001, §Grup 2 ile
karsilastirildiginda P<0.05, Grup 3 ile karsilastirildiginda P<0.05.

MPO

Tim gruplarin MPO sonuglart Sekil 10°da gdosterilmistir. Grup 2’de MPO
diizeyileri Grup 1’e gore anlamli derecede yiiksek, Grup 3 ve Grup 4’te saptanan
diizeyler Grup 2’den anlamli olarak diisiik bulundu. Grup 5 MPO diizeyleri Grup 3’den
anlamli derecede yiiksekti.

TAK

Sonuglar Sekil 11°de gosterilmistir. Grup 2°de TAS diizeyleri Grup 1’e gore
anlaml derecede yiiksek bulundu. Grup 3 ve Grup 2 karsilagtirildiginda, Grup 3 te TAK

diizeyleri Grup 2’e gore anlamli dercede diisiiktii.
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Sekil 10: Gruplarin MPO diizeyleri. *Grup 1 ile karsilastirildiginda P<0.001, § Grup 2 ile
karsilastirildiginda P<0.001, ¢Grup 3 ile karsilastirildiginda P<0.05, 9 Grup 3 ile kargilagtildiginda

P<0.001.
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Sekil 11: Gruplarin TAS diizeyleri. *Grup 1 ile karsilastirildiginda P<0.001, §Grup 2 ile
karsilagtirildiginda P<0.01
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TOS

Gruplarin sag testis TOS sonuglart Sekil 12’de gosterilmistir. Grup 2 ve Grup 1
karsilastirildiginda, TOS diizeyleri Grup 2’de Grup 1 gore anlamh derecede yliksekti.
Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda, TOS diizeyleri Grup 3’te anlamli derecede diisiik
bulundu. Grup 3 ve Grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Grup 5
ve Grup 3 karsilastirildiginda, TOS diizeyleri Grup 5’te anlamli derecede yiiksek

bulundu.
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Sekil 12: Gruplarin TOS diizeyleri. *Grup 1 ile karsilagtirildiginda P<0.001, §Grup 2 ile
karsilagtirildiginda P<0.001, qGrup 3 ile karsilastirildiginda P<0.01.

OSI Degerleri

Gruplarin testis dokusu OSI degerleri Sekil 13’te gosterilmistir. Grup 2 ile Grup 1
karsilastirildiginda, OSI Grup 2°de Grup 1’e gére anlamli derecede yiiksek bulundu.
Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda, OSI degeri Grup 3’te anlamli olarak diisiik
saptandi. Grup 3 ve Grup 4 arasinda anlamli fark yoktu. Grup 5 ve Grup 3
karsilastirildiginda, OSI’nin Grup 5’te Grup 3’e gore anlamli dercede artmis saptandi.
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

Sekil 13: OSI sonuglar1. *Grup 1 ile karsilastitildiginda P<0.001, §Grup 2 ile karsilastirildiginda P<0.01,
Y Grup 3 ile karsilastirildiginda p<0.01
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S.TARTISMA

Bu deneysel ¢alismada sican spermatik kordunun 180 dakika siireyle klampe
edilmesiyle gerceklestirilen testis iskemisi ve ardindan uygulanan 60 dk siireli
reperfiizyon testis dokusunda IR yaralanmasima yol agmistir. Olusan IR hasar1 sigan
testisinin germinal epitelinde histolojik lezyonlara ve incelenen biyokimyasal
parametrelerde oksidatif strese bagli degisikliklere neden olmustur. Calismamizda
uygulanan iskemik 6nkosullama protokolii meydana gelen IR hasari iizerinde olumlu
etki gostererek testis incinmesini azaltmistir. 5-HD uygulamasi iskemik énkosullamanin
IR yaralanmasina karsi olusan koruyucu etkisini engellemistir. Y-27632 ise iskemik
onkosullamanin testis IR hasari iizerindeki olumlu etkisinde énemli bir degisiklige yol

acmamistir.

Bir organin maruz kaldig1 kisa siireli iskemi donemleri, bu organda daha sonra
olusabilecek uzun siireli bir iskeminin neden olacagi hiicre dliimiinii 6nleyebilir. Kisa
iskemi donemlerinin olusturdugu bu koruyucu etki iskemik Onkosullama olarak
adlandirilmaktadir. Iskemik onkosullamanin koruyucu etkisi ilk kez kalp kasinda
gosterilmistir (4). Bunu takip eden ¢aligmalarda santral sinir sistemi, karaciger, barsak,
retina, iskelet kasi, akciger ve bobrek gibi farkli organlarda da iskemik onkosullamanin
koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir (6, 7, 8, 9, 99, 100). Iskemik
onkosullamanin testis iskemisi iizerindeki rolii lizerinde yapilmis az sayida c¢alisma
mevcuttur. 2005 yilinda yayimnlanan deneysel calismamizda 10 dk iskemi ve 10 dk
reperfiizyon seklinde gerceklestirilen 1 ve 3 dongiilii iskemik 6nkosullamanin, si¢canda
spermatik kordun 90 dk siireli 720 derece torsiyonun meydana getirdigi testis iskemisi
sonucu ortaya ¢ikan doku hasari iizerinde koruyucu etkisinin olmadigin1 gézlenmistir
(14). Sahinkanat ve arkadaslar1 iskemik onkosullamanin sigan testisinin 180 dk siireli
iskemisi ile olusan doku iskemisi iizerinde koruyucu etkiye sahip oldugunu

belirtmislerdir (15). Yazarlar bu g¢alismada kalici iskemi hasar1 dncesinde 6 farkl
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iskemik dnkosullama protokolii uygulamislardir. Bu protokollerin ikisinde (1 ve 3 sikliis
seklinde 10 dk iskemi ve 10 dk reperfiizyon) iskemik 6nkosullamanin iskemi grubuna
gore biyokimyasal parametrelerde anlamli diizeyde olumlu yonde degisiklik
gosterdigini bildirmisleridir. Bu calismada, tek sikliislii 10 dk iskemi ve 10 dk
reperfiizyon seklinde uygulanan onkosullama yalnizca MDA diizeylerinde anlamli
diismeye, ayni dongiiniin 3 sikliislii uygulamasi ise MDA ve NO diizeylerinde iskemi
kontrol grubuna gore anlamli azalmaya yol agmistir. Yazarlarin uyguladigi 20 dk
iskemi ve 10 dk reperfiizyon, 30 dk iskemi ve 10 dk reperfiizyon ve bunlarin 3 sikliislii
kombinansyonlarindan olusan iskemik Onkosullama protokolleri, iskemi kontrol
grubuna gore biyokimyasal parametrelerde anlamli bir degisiklik olusturmamaistir. Buna
karsin yazarlar uyguladiklar1 ve yularida O6zetlenen tiim iskemik Onkosullama
protokollerinin, iskeminin neden oldugu histopatolojik hasarlanma skorlarinda anlamli
diizelme sagladigini bildirmisleridir (15). 2009 yilinda yayinladiklar1 c¢aligmalarinda
Shimuzu ve arkadaslart (16) 3 dongiilii 5 dk iskemi ve 5 dk reperfiizyon periyotlarindan
olusan iskemik onkosullamanin sigan testisinin 60 dk iskemi ve 120 dk reperfiizyonu ile
olusturulan IR yaralanmas iizerinde olumlu etki gosterdigini bildirmislerdir. Yazarlar
IR grubuyla karsilastirdiklarinda IR &ncesi iskemik &nkosullama uyguladiklari grupta
histopatolojik bulgularda diizelme yaninda MDA, 8-hidroksideoksigenaz, 70 mRNA 1s1
sok proteini diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptarken siiperoksit
dismutaz, katalaz, DNA fragantasyonu ve apopitotik hiicrelerde fark olmadigini
bildirmislerdir (16). Bu bilgiler bizi testisin IR yaralanmasi iizerinde iskemik
onkosullamanin koruyucu etkisi ve bu etkinin mekanizmasi {izerinde yeni bir inceleme
yapmaya yoneltmistir. Sundugumuz bu yeni calismada, IR 6ncesinde 5 dk iskemi ve 5
dk reperfiizyon dénemlerinden olusan ii¢ silkiislii iskemik énkosullama uygulanarak IR
hasar1 tlizerindeki etkisi arastirilmis ve bunun yanisira mitokondride Karp kanallarini
bloke ederek iskemik dnkosullamanin inhibisyonuna yol actig1 bilinen 5-HD ve selektif
bir Rho-kinaz enzim inhibitorii olan Y-27632’nin testisin iskemik Onkosullamasi

tizerindeki etkileri incelenmistir.

Bu calismamizda 6nce uyguladigimiz IR protokoliiniin testis iizerindeki etkileri
incelenmistir. Yalnizca IR hasar1 yapilan sicanlarin testis dokularinda histopatolojik
incelemesinde seminifer tubullerde ciddi hasar gozlenmistir. Grup 2’deki siganlarin

testisinde saptanan MJS sham grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur. Iskemik
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onkosullama uygulanan siganlarm testis histolojisinde IR grubuna gore belirgin bir
diizelme gozlenmis, MJS, grup 2’ye gore anlamli olarak artmistir. Bu durum iskemik

onkosullamanin IR hasarlanmasi iizerinde gdsterdigi olumlu etkiye baglanmustir.

IR yaralanmanin yol actig1 testikiiler incinme yaptigimiz biyokimyasal
incelemelerle de ortaya konmustur. Oksidatif stres sirasinda dokuda olusan SOR hiicre
membraninda bulunan poliansatiire yag asitlerine zarar verir ve ortamda lipidperoksit
olusur. Lipidperoksit MDA’ya ayrisir. MDA stabil bir molekiildiir ve bu 6zelligi
nedeniyle dokuda IR hasarmmi ortaya koyan bir belirte¢ olarak kullanilir (101).
Sundugumuz ¢alismamizda IR hasarmin testis dokusunda lipidperoksit diizeyinde
anlaml yiikselmeye yol a¢tig1 goriilmiistiir. Bu sonug IR smucunda testis hiicrelerinin
hasar gordiigiinii gostermektedir. Iskemik énkosullama uygulanan grupta lipidperoksit
diizeyleri IR grubuna gére anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu veriye dayanarak
uygulanan deneysel protokollerde iskemik &nkosullamanin IR’nin sican testis

dokusunda yol agtig1 hiicre hasarinin 6niine gegtigini sdleyebiliriz.

MPO, nétrofillerin primer graniilleri iginde saklanan bir enzimdir. Bir dokuda
MPO enzim aktivitesinin artis1 o dokuda nétrofil birikiminin ve gelisen inflamatuar
siirecin bir belirtecidir (102). Testisin IR yaralanmasinda olusan inflamasyon doku
MPO enzim aktivitesinde artisla sonuglanir (103). Calismamizda IR yaralanmasi, sham
grubuyla karsilastirildiginda testis dokusunda MPO enzim aktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli artisa neden olmustur. Bu artis, testis IR yaralanmasinin dokuda
meydana getirdigi inflamatuar siirecin bir sonucudur. Grup 3’te yer alan sicanlarda IR
oncesi uygulanan iskemik 6nkosullama testis dokusunda IR hasarinda artan MPO
aktivitesini 1istatistiksel olarak anlamli sekilde diistirmiistir. Bu diislis iskemik

onkosullamanin testisteki koruyucu etkisinin bir kanit1 olarak yorumlanmastir.

Bu calismada toplam oksidatif stresin daha hassas bir sekilde degerlendirilmesi
amaciyla toplam oksidatif ve antioksidatif kapasiteler ve oksidatif stres indeksi dl¢tildii.
Oksidativ stres, oksidativ ve antioksidatif parametrelerin Slciimiiyle elde edilen OSI ile
degerlendirildi. Toplam antioksidatif kapasite (TAK) ve toplam oksidatif seviyenin
(TOS) belirlenmesi son yillarda Erel tarafindan gelistirilen yeni 6l¢iim metodlariyla
gerceklestirildi. (94, 96, 104, 105). SOR o6l¢iimiinde lipid peroksidasyon {iriinlerinin

degerleri kullanilabilir. TOS un o6lgiilmesi lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresin
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hassas bir sekilde ortaya konmasini saglar (104). Calismamiza uyguladigimiz deneysel
protokolde olusturulan IR hasari testis dokusunda TAK, TOS ve OSI degerlerinde sham
grubuna kiyasla anlamli derecede artisa yol agti. IR 6ncesi gergeklestirilen iskemik
Onkosullama ise her li¢ parametrede anlamli diisme sagladi. Bu gozlemlere dayanarak
iskemik dnkosullamanin testis dokusunda IR’nin neden oldugu lipid peroksidayonu ve

oksidatif stresi azaltarak hiicre biitiinliigiinde koruma sagladigini soyleyebiliriz.

Iskemik 6nkosullamanin etki mekanizmasmi incelemeye yonelik calismalar
devam etmektedir. Adenozin A; reseptorii ve/veya ATP’ye duyarli potasyum
kanallarinin (Katp) islevi bu iskemik onkosullama etki mekanizmalar arastirmalarinda
tizerinde en yogun calisilan konu basliklaridir (106, 107). Mitokondrial Katp kanallar
iskemik Onkosullamanin genel mediyatoriidiir. Karp kanallarin agilmasi iskemik
onkosullamanin koruyucu etkisini artirirken, inhibisyonu bu olumlu etkiyi ortadan
kaldirmaktadir (106). Sundugumuz c¢alismada kullanilan 5-HD bir Katp kanal
blokeridir. Schultz ve arkadaglari 5-HD’nin kalp kasinda iskemik Onkosullamanin
iskemiye karsi olumlu etkilerini ortadan kaldirdigini géstermistir (107). Calismamizda
5-HD’nin iskemik &nkosullamanin testisin IR yaralanmasi iizerindeki koruyucu rolii

tizerindeki etkisini arastirmay1 amagladik.

Iskemik onkosullama oncesinde i.p. 5-HD enjeksiyonu uygulanan deneklerde
iskemik &nkosullamanm testisin IR yaralanmasi iizerindeki olumlu etkileri
engellenmistir. Bu deneklerde MJS anlamli olarak diiserek IR grubu seviyesine
gerilemigtir. MDA ve MPO grup 3’e gore anlamli artis gostermistir. Toplam oksidatif
ve antioksidatif kapasiteler ve oksidatif stres incelendiginde TAK degerleri grup 3’e
gore farklilik gostermezken, TOS ve OSI’de belirgin artis gdzlenmistir. Calismamizda
5-HD iskemik oOnkosullamanin koruyucu etkilerini ortadan kaldirmigstir. Literatiir
bilgilerine ve elde olunan sonuglara dayanarak 5-HD’nin iskemik énkosullamanin sigan
testisinin IR yaralanmas1 iizerindeki yararh etkisinin ortadan kaltigin1 soyleyebiliriz.
Bulgularimiz Katp kanallarinin iskemik oOnkosullamanin genel mediatérii oldugu

goriisiinii (107) desteklemektedir.

Rho kinaz RhoA, RhoB ve RhoC gibi Rho proteinlerinin enzimatik
reaksiyonlarini katalize eder (108). Rho-kinaz, hiicre morfolojisindeki degisimler, hiicre

hareketliligi, aktin stres liflerinin olusumu, fokal adezyonlar ve sitokin olusumu gibi
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fonksiyonlarin olusmasinda énemli rol oynar (109, 110). Bunun yanisira Rho kinaz IR
hasarinin olusum mekanizmasinda etki gosterir. Yapilan bir calismada Rho/Rho kinaz
yolagmin aktivasyonunun, yagl karaciger dokusundan izole edilen hiicreleri IR
hasarina yatkin hale getirdigi gosterilmistir (111). Rho kinazin serebral iskemiyi aktive
ettigi, buna karsin Rho kinaz inhibitorlerinin iskemiye fokal serebral infarkt alanlarinin
kiigiilmesini sagladigi ortay konmustur (112) Bdbrek iizerinde yapilan bir deneysel
arastirmada renal Rho kinaz enziminin IR’ye bagli doku hasarini artirdigini, buna karsin
Rho kinaz yolagmin inhibe edilmesinin bdbrekteki IR hasarmni hafiflettigi gosterilmistir
(113). iskemik dnkosullama Rho kinaz yolagini inhibe ederek etki gdstermektedir. Rho
kinazin inhibe farmakolojik olarak edilmesiyle iskemik Onkosullamanin olumlu

etkilerine benzer faydalarin edilebilecegi diisiintilmiistiir.

Y-27632 selektif bir Rho kinaz inhibitoriidiir ve enzimin ATP baglayici bolgesiyle
yarismaya girerek etki yapar (12). Demirylirek ve arkadaslar1 gerceklestirdikleri invivo
deneysel ¢alismada 0,1 mg/kg dozda verilen Y-27632’nin 6nkosullamay1 taklit ederek
sicanlarda koroner arter tikanikligt nedeniyle olusan iskemi sonucu ortaya ¢ikan
aritmiyi engelledigini gostermisler ve Y-27632 potansiyel bir farmakolojik
Oonkosullayic1 ajan olabilecegini belirtmisleridir (10). Sakamoto ve arkadaslar1 (114)
sigan kalp hiicreleri iizerinde yaptiklar1 invitro calismada, uygulanan 1 mM Y-
27632’nin erken iskemik onkosullamanin kalpteki koruyucu etkisini degistirmedigini,
buna karsin 10mM dozunda uygulanan Y-27632’nin siganlarda iskemik 6nkosullamanin
myokard tizerindeki koruyucu etkisini ortadan kaldirdigini gostermisleridir. Bu
gozlemlerine dayanarak, yazarlar, Y-27632’nin sigan kalbinde gelisen iskemik hasar
tizerindeki olumlu 6nkosullama etkisinin doza bagimli oldugunu, yiiksek dozlarda Y-
27632’nin, beklenenin tersine, iskemik hasarin daha da artmasina neden olabilecegi
yoniinde goriis bildirmislerdir (114). Sundugumuz bu c¢alismada, iskemik 6nkosullama
oncesinde grup 4’de verilen 0,3 mg/kg Y-27632, iskemik onkosullama uygulanan grup
3’de bulunan sicanlarin testis dokusundaki MPO enzim aktivitesine gore istatistiksel
olarak Onemli diisme saglamistir. Bu sonu¢ Y-27632’nin iskemik onkosullamanin
IR’nin dokuda neden oldugu inflamatuar siirecin &nlenmesine katkida bulundugu
yoniinde yorumlamak miimkiin olabilir. Ancak Y-27632 uyulamasinin ¢alisilan
histolojik ve diger biyokimyasal parametrelerin grup 3’e goére anlamli farklilik

gostermedigi gorlilmiistiir. Elde edilen verilere dayanarak calismamizda uygulanan
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protokole gore verilen Y-27632’nin iskemik Onkosullamanin koruyucu etkisinde

belirgin bir degisiklik yapmadig1 kanaatine varilmisir.

Sonug olarak; bu ¢alismada kullanilan IR modeli testis dokusunda hasar meydana
getirmistir. IR ©Oncesinde uygulanan iskemik &nkosullama bu hasarin azalmasini
saglamistir. 5-HD iskemik Onkosullamanin yararh etkilerini bloke etmis, Y-27632 ise
iskemik Onkosullamani yararli etkileri lizerinde belirgin degisiklige yol agmamustir.
Gelistirilmesi muhtemel farmakolojik Onkosullama tekniklerinin gelecekte testis

torsiyonu tedavisinde kullanim alana bulabilecegi goriisiindeyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1) Spermatik kodun 180 dk klempe tutularak testis kan akiminin engellenmesi ve
klampin acilarak 60 dk boyunca organin reperfiizyonu testiste iskemi ve reperfiizyon

hasarlanmasina yol acar.

2) Bu deneysel ¢alismada uygulanan iskemik 6nkosullama modeli (5 dk iskemi ve
5 dk reperfiizyon, 3 sikliislii) testisin iskemi ve reperfiizyon hasarinda belirgin azalmaya

yol agmustir.

3) 0.3 mg/kg/giin dozda uyulanan Y-27632 sigan testisinin IR yaralanmasinda

iskemik 6nkosullamanin sagladigi koruyucu etkiyi degistirmemistir.

4) 5-hidroksi dekanoik asit iskemik Onkosullamanin testisin iskemi ve

reperfiizyon yaralanmasi {izerindeki koruyucu etkisini ortadan kaldirmistir.

5) Onkosullama yapan farmakolojik ajanlarin klinik kullanima girmesiyle, testis

torsiyonu sonucu gelisen doku hasarinin tedavisinde yeni alternatifler gelistirilebilir.
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