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III. ÖZET

İSKEMİK ÖNKOŞULLAMANIN SIÇAN TESTİSİNİN İSKEMİ VE
REPERFÜZYON YARALANMASI ÜZERİNE ETKİSİ:

5-HİDROKSİDEKONAİK ASİT VE Y-27632’NİN ROLÜ

Dr. S. Ahmet GÖZEN
Uzmanlık Tezi, Çocuk Cerrahisi Anabilim Dalı

Tez danışmanı: Prof. Dr. Haluk CEYLAN
Ocak 2012, 53 sayfa

ÖZET
Amaç: Testisin torsiyon ve detorsiyonu organda iskemi-reperfüzyon (İR)

yaralanmasına yol açar. Kısa süreli iskemik periyotların, daha uzun süreli iskemik
dönemlerde organ, doku ve hücrelerde nekroz gelişmesine karşı belirgin bir direnç
oluşturması iskemik önkuşullama olarak adlandırılır.  Bu çalışma iskemik önkoşullamanın
sıçan testisinin İR yaralanması üzerindeki etkilerini ve selektif bir KATP kanal inhibitörü olan
5-hidroksi dekanoik asit (5-HD) ve selektif bir Rho kinaz inhibitörü olan Y-27632’nin
testisin iskemik önkoşullamasındaki rolünü araştırmak amacıyla gerçekleştirilmiştir.

Gereç ve yöntem: Testis iskemisi testis pedikülünün bir atarvamatik damar klipsi
ile geçici olarak tutularak oluşturuldu. Testisin İR hasarı organın 180 dk iskemisi ve
ardından 60 dk reperfüzyonuyla gerçekleştirildi. İskemik önkoşullamanın her bir siklüsü
testisin 5 dk iskemi ve 5 dk reperfüzyonuyla gerçekleştirildi. Kırk erkek Wistar albino türü
sıçan 5 eşit gruba ayrıldı. Deneyler sağ testis üzerinde gerçekleştirildi. Grup 1’de yalnızca
sham operasyonu yapıldı. Grup 2’de yer alan sıçanlarda yalnızca testis İR uygulandı. Grup
3’te İR öncesi testiste 3 siklüslü iskemik önkoşullama yapıldı. Grup 4 ve grup 5’de yer alan
deneklere iskemik önkoşullama ve İR öncesi sırasıyla 0.3 mg/kg Y-27632  ve 10 mg/kg 5-
HD intraperitoneal yoldan verildi. Deney sonunda hayvanlar öldürüldü ve testis dokusu
histopatolojik ve biyokimyasal incelemler için alındı. Dokular histopatolojik olarak
germinal epitelin incelenmesiyle yapılan modifiye Johnson skoru (MJS) ile değerlendirildi.
Biyokimyasal incelemelerde lipidperoksit (LOOH) düzeyi, myeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi, toplam antioksidatif kapasite (TAK),  toplam oksidatif seviye (TOS) ve oksidatif
stres indeksi (OSİ) ölçüldü.

Sonuçlar: İR hasarı, sıçan testisinde spermatozoaların, spermatid ve geç
spermatidlerin kaybı gibi histopatolojik lezyonlara yol açarak MJS’nin sham grubuna göre
anlamlı olarak düşmesinin yanısıra, LOOH düzeyinde ve MPO aktivitesinde yükselmeye,
TAK,  TOS ve OSİ’de anlamlı artışa neden oldu.  İR hasarı öncesinde uygulanan iskemik
önkoşullama MJS’de anlamlı yükselme ve MDA, MPO, TAK, TOS ve OSİ değerlerinde
anlamlı düşme meydana getirdi. Grup 3 ile karşılaştırıldığında Y-27632 tedavisi MPO
aktivitesindeki anlamlı azalma dışında MJS ve çalışılan diğer parametrelerde anlamlı
değişikliğe yol açmadı. 5HD tedavisi uygulanan grup, grup 3 ile karşılaştırıldığında, MJS
anlamlı olarak düşük, TOS dışında çalışılan biyokimyasal parametreler anlamlı olarak
yüksek bulundu.

Yorum: Bu çalışmada uygulanan iskemik önkoşullama, sıçan testisinde İR’nin yol
açtığı doku zedelenmesi üzerinde olumlu etki göstermiştir. Bu olumlu etkinin 5-HD
uygulamasından sonra anlamlı olarak azalması, KATP kanallarının testisin iskemik
önkoşullamasının oluşum mekanizmasında rolü olduğunu göstermiştir. Y-27632 tedavisi
iskemik önkoşullamanın etkilerini değiştirmemiştir.

ANAHTAR KELİMELER: İskemik önkoşullama, testis, sıçan, Y-27632,
5-hidroksi dekanoik asit
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IV. ABSTRACT

PROTECTIVE ROLE OF ISCHEMIC PRECONDITIONING ON RAT TESTİCULAR
İSCHEMİA:

EFFECTS OF Y-27632 AND 5-HYDROXYDECANOIC ACID

S. Ahmet GÖZEN
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. I/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
MJS 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, KATP 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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ADE: Anjiotensin dönüştürücü enzim
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1. GİRİŞ VE AMAÇ

Spermatik kordun kendi ekseni etrafında dönmesi sonucunda, testis ve

eklentilerinin kan akımının engellenmesi testis torsiyonu, olarak tanımlanır. Testis

torsiyonu çocukluk çağın akut skrotum tablosuna yol açan önemli sebeplerden biridir ve

(1) zamanında ve uygun tedavi edilmediği takdirde organ kaybıyla sonlanan ağır bir acil

cerrahi problemdir. Spermatik kordun torsiyonu ile testis dolaşımı bozulur ve organda

iskemik hasar oluşur. Bunu takiben gerçekleştirilen detorsiyon ile kanlanma yeniden

sağlandığında reperfüzyon hasarı oluşabilir. İskemi ve reperfüzyon (İR) hasarı testis

dokusunda yapısal ve biyokimyasal bir takım patolojik değişikliklerin ortaya çıkmasına

neden olur. İR hasarının oluşmasından, reperfüzyon sırasında ortama salıverilen serbest

oksijen radikallerinin (SOR) sorumlu olduğunu gösterilmiştir (2). SOR hücrenin yapısal

elemanlarını bozarak zararlı etkilere yol açar. Çeşitli antioksidan tedavilerin organları

İR hasarının zararlı etkilerinden koruduğu gösterilmiştir (3).

Bilindiği gibi bir organın kalıcı iskemisi bir süre sonra dokunun nekrozu ile

sonlanır. İskemik önkoşullama, bir tek veya tekrarlayan kısa süreli iskemik periyotların,

daha uzun süreli iskemik periyotlarda organ, doku ve hücrelerde nekroz gelişmesine

karşı belirgin bir direnç oluşturması ile gerçekleşen koruyucu bir mekanizmadır.

İskemik önkoşullamanın bu etkisi ilk kez kalp kasında gösterilmiştir (4). Bunu takip

eden farklı yayınlarda iskemik önkoşullamanın santral sinir sistemi, karaciğer, barsak,

endotelyal hücreler, retina, iskelet kası, akciğer ve böbrek gibi farklı organlarda da

koruyucu etkiye sahip olduğu gösterilmiştir (5 - 9).

İskemik önkoşullama çalışmalarının bir amacıda, önkoşullamanın koruyucu

etkisini taklit eden farmakolojik ajanları keşfetmek ve gelecekte bunları iskemik

hastalıkların tedavisi için klinik kullanıma sunmaktır. Farmakolojik önkoşullamayı

incelemeye yönelik yapılan bir çalışmada sıçan kalp kasının iskemik durumunda Y-

27632’nin iskemik önkoşullamanın koruyucu etkisini taklit ettiği ve iskemiye bağlı

gelişen aritminin önlenmesine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (10). Rho kinaz RhoA,

RhoB ve RhoC gibi Rho proteinlerinin enzimatik reaksiyonlarını katalize eder (11). Y-
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27632 selektif bir Rho kinaz enzim inhibitörüdür ve enzimin ATP bağlayıcı bölgesiyle

yarışmaya girerek etkinlik gösterir (12). Rho proteinleri Rho bağımlı kinaz ailesindendir

ve aktin stres liflerinin oluşumu, miyozin fosfataz formlarını etkiler ve bu yolakta esas

olarak kalsiyum sensitizasyonu için gereklidir. Y-27632, Rho-kinaz miyozin bağlayıcı

alt ünitesini doğrudan fosforile etmesini selektif olarak inhibe eder. Bunun sonucunda

hipertansiyon, vazospazm, preterm doğum, bronşial astım, glokom ve ereksiyon

disfonksiyonuna karşı koruma sağladığı gösterilmiştir (13). Bunun yanı sıra yapılan

çalışmalarda ATP duyarlı potasyum kanallarının (KATP) iskemik önkoşullamanın

mekanizmasında etkileyici end-effector olarak görev aldığına dair bulgular vardır. KATP

kanalları, hücre içi ATP konsantrasyonu düştüğünde açılarak potasyum çıkışına izin

vermekte, bu ise aksiyon potansiyeli süresini kısaltarak kalsiyum girişini azaltmaktadır.

Aksiyon potansiyelinin kısalarak kalsiyum girişinin azalması, enerjinin korunmasını

sağlar ve iskemi sonucu oluşan osmotik şişmeyi azaltır (12, 13). KATP’yi bloke eden 5-

hidroksidekonoik asidin (5-HD) farklı organlardaiskemik önkoşullanma ile sağlanan

koruyucu etkiyi engellediği açıkça gösterilmiştir (13)

Literatürde, iskemik önkoşullamanın testisin İR üzerindeki koruyucu etkisi ile

ilgili yayınlanmış az sayıda araştırma vardır (14 - 16). Bu çalışmada iskemik

önkoşullamanın testisin İR hasarı üzerindeki koruyucu etkisi ile Y-27632 ve 5-HD’nin

bu etki üzerindeki rolünün araştırılması amaçlandı.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1.  TESTİSİN ANATOMİSİ

Erişkin bir erkeğin testisi yaklaşık 4x3.5x3 cm boyutlarında ve hacmi 30 ml

kadardır. Testisin anterolateral 2/3 bölümü serbest iken, posterolateral yüzü  epididim,

bağ dokusu ve damarlarla örtülüdür. “Mediastinum testis” olarak isimlendirilen

kranioposterior kısmından, seminal taşıyıcılar çıkar (17).

Testis, tunika albuginea adı verilen kompakt bağ dokusu ile çevrelenmiştir. Bu

tabaka; fibroblastlar ve kollajenden yoğun bir yapıdadır. Tunika albuginea’nın altında

nispeten daha gevşek bağ dokusu yapısında, tunika vaskulosa adı verilen damarsal bir

tabaka yer alır. Tunika albuginea testisin arkasında kalınlaşarak mediastinum testisi

oluşturur. Burada tunika albugineanın iç yüzünden çıkan fibröz septalar testisi yaklaşık

250 adet, piramit biçimli lobüllere ayırır. Herbir lobülün içinde bir ile dört arasında

değişen sayıda kıvrımlı seminifer tübül bulunur. Seminifer tübüller ise rete testis diye

isimlendirilen kanal ağına açılırlar. Tunika albuginea’nın üzerinde peritonun uzantısı

olan tunika vaginalis yer almaktadır. Tunika vaginalis iki yapraklıdır. Anteriorda, testise

yakın olan ve epididimi çevreleyen kısmına viseral tabaka, daha dışta yer alan kısmına

ise paryetal tabaka adı verilir. Bunların da dışında sırasıyla, “fascia spermatica interna”,

“musculus cremaster”, “fascia spermatica externa”, tunika dartos ve cilt yer alır (18).

Spermatik kord; duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni, testiküler arter,

plexus pampiniformis, plexus deferentialis, processus vaginalis peritonei, musculus

cremaster, arteria cremasterica, vena cremasterica, lenf damarları, ilioinguinal sinir ve

genitofemoral sinirin genital dallarından oluşur. Tüm bu oluşumlar birbirine gevşek bir

bağ dokusuyla bağlanmış ve  dıştan kas lifleri ile fascia spermatica externa, fascia

cremasterica, fascia spermatica interna adı verilen zarlarla sarılmıştır (18).Testisin ana

damarı aortanın ön yüzünden ve böbrek arterinin yaklaşık iki-üç cm altından çıkan

testiküler arterdir. Bu damar iç kasık halkasına kadar retroperitoneumda ilerleyip

spermatik kord yapıları arasına katılır. Tek veya dallara ayrılan testiküler arter, testis

arka yüzüne ulaşarak oblik biçimde tunika albugineayı geçer. Sonra ana dallar

bölünerek ilerler ve seminifer tübüller arasında yer alan interlobüler arteriolleri

oluşturur. Ana damar testiküler arter olmasına karşın, kremasterik, vazal ve epididimal

arterlerle testiküler arter arasında birçok anastomoz görülebilmektedir.
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Testisin venöz drenajı kapiler ile başlar ve testis dışında plexus pampiniformisi

meydana getirirler. Çoğunlukla iç kasık halkası seviyesinde bu venler birleşerek

testiküler veni oluştururlar. Sağ testiküler ven, sağ böbrek veninin dört-beş cm kadar

altından vena kava inferiora, sol testiküler ven ise sol böbrek venine açılır.

Testisin innervasyonu asıl olarak sempatik postganglionik ve viseral afferent

sinirlerle olmaktadır. Sinirler genelde damarları takip ederek testise ulaşırlar. Tunika

albuginea dışında dallara ayrılan sinirler interstisyuma kan damarları ile birlikte

ulaşırlar.

Testis lenfatikleri, seminifer tübüller etrafında görülmeyen lenfatik kapilerlerle

interlobüler septadan başlar. Daha sonra spermatik kordu takip ederek paraaortik,

interaortokaval ve perikaval lenf düğümlerine açılırlar (17, 18).

2.2. TESTİS HİSTOLOJİSİ

2. 2. 1. İnterstisyel Doku

Testis dokusunun %25-30’unu oluşturur. İntertübüler bölgede Leydig hücreleri,

kan damarları, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast hücreleri bulunur. Leydig

hücreleri ergenlikte ortaya çıkarlar. Bunlar, santral konumlu, tek, yuvarlak bir çekirdeğe

sahip, görevi testosteron üretimi olan hücrelerdir. Testosteron, kolesterolden

sentezlenen, sekonder seks karakterlerinin gelişmesinden sorumlu hormondur.

Testosteron salgılanması lüteinizan hormon kontrolündedir. Plazmada testosteronun

%65’i androjen bağlayıcı protein olarak adlandırılan bir beta globuline, %33’ü ise

albumine bağlı olarak bulunur (19).

Spermatogenez; hipofizden salgılanan folikül stimulan hormon ile lüteinizan

hormonun testis üzerindeki etkileriyle ilişkilidir. Lüteinizan hormon, Leydig hücrelerine

olan etkisiyle normal spermatogenik hücrelerin gelişimi için gerekli testosteron

yapımını uyarır. Folikül stimulan hormon ise Sertoli hücrelerini etkileyerek adenilat

siklazı ve sonuçta siklik adenozin monofosfat artışını uyarır. Böylece androjen bağlayıcı

protein sentezi ve salgısı artar. Androjen bağlayıcı protein testosteronu bağlayarak

seminifer tübül lümenine taşır. Spermatogenez testosteron ile uyarılır, östrojen ya da

progesteronla inhibe edilir (19, 20).

2. 2. 2. Seminifer Tübüller

Testisin herbir lobülü birbirleri arasında ilişkileri olan bir-dört kadar seminifer

tübül içerir. Bunlar, dışta miyoid hücreleri de içeren bağ dokunun çevrelediği, belirgin



5

bir bazal membran ile interstisyumdan ayrılırlar. Seminifer tübüller yaklaşık 30-70 cm

uzunlukta olup Sertoli hücreleri ile germ hücrelerini içerirler. Erişkin testisindeki Sertoli

hücreleri, bölünme yeteneği olmayan, seminifer tübülün bazal kısmından lümene doğru

uzanan destek hücreleridir. Seminifer tübüllerin hücresel yapısının %10-15’ini

oluştururlar. Çekirdekleri düzensiz şekilli ve oldukça büklümlüdür. Sertoli hücreleri,

belirgin nükleolusları ile germ hücre elemanlarından ayrılır. Puberte çağında Sertoli

hücreleri arasında sıkı bağlantı kompleksleri oluşur. Kan testis bariyerini oluşturan bu

kompleksler, kandan gelen maddelerin lümen içerisine geçişini önler. Fagositoz

kapasiteleri dışında bu hücreler; spermatogenezin düzenlenmesinde rol alan androjen

bağlayıcı protein, transferrin, büyüme hormonu, seruloplazmin ve inhibin gibi pek çok

maddenin sentezini de yaparlar (19).

Germ hücreleri insanda olgunlaşmasını 64 günde tamamlayan ve çoğalabilen

hücrelerdir. Bazal membrana oturan spermatogoniumların bir kısmı (spermatogonium

A) kök hücrelerioluştururken, bir kısmı da (spermatogonium B) mitoz ile bölünerek

lümene doğru göç ederler ve primer spermatositlere dönüşürler. Bunlar mayoz bölünme

ile sekonder spermatositleri oluştururlar. Sekonder spermatositler ikinci bir mayoz

bölünme daha geçirerek haploid spermatidlere dönüşürler. Haploid spermatidler ise

olgunlaşarak, spermatozoonları oluştururlar (21).

2.3. TESTİS TORSİYONU

Testis torsiyonu, spermatik kord yapılarının kendi ekseni etrafında dönmesi

sonucu testis kan akımının bozulmasıdır. Klinikte testis torsiyonları 360 ile 720 derece

arasında görülmektedir. Tedavi edilmezse testis dokusunda nekroz gelişir (1,22). Testis

torsiyonu sıklığı 25 yaş altındaki erkekler için 1:4000 kadardır. Geç çocukluk ya da

erken adolesan döneminde daha fazla görülür. Ancak antenatal ve yenidoğan

dönemlerinde de oluşabilmektedir. Sıklık 13-16 yaş civarında en üst düzeye ulaşır.

Bilateral testis torsiyonu, olguların %2’sinde bildirilmiştir (22, 23). Torsiyonun sebebi

genellikle bilinmemekte, fakat çeşitli hazırlayıcı etkenlerden söz edilmektedir.

Pubertede testis volümünün beş, altı kat artışı, torsiyonun bu dönemde  daha fazla

görülmesine neden olmaktadır. Travma ya da aşırı egzersiz, torsiyonu başlatan bir etken

olabilir. Yine kremaster veya dartos kaslarının kasılması da torsiyonu başlatabilir. Çevre

ısısının 2°C’nin altına düştüğü ortamlarda torsiyonun daha sık görüldüğü bildirilmiştir
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(24). Sol testis daha uzun bir spermatik korda sahip olduğundan sağ testise oranla iki

defa daha sık torsiyone olur.

İnmemiş ve retraktil testislerde torsiyon olasılığı artmıştır (25). Testis torsiyonu

iki tiptir.

2. 3. 1. Ekstravaginal Testis Torsiyonu

Perinatal dönemde görülen torsiyon tipidir. Bu dönemde testisin skrotuma inişi ile

testiküler fiksasyon tamamlanamamış olduğundan torsiyon meydana gelebilir.

İntrauterin torsiyonlar “vanishing testis” sendromundan sorumlu tutulmaktadır.

Asemptomatik seyrettiğinden sıklığı tam olarak bilinmemektedir. Ekstravaginal testis

torsiyonları genellikle testiküler atrofi ile sonuçlanır. Bu olgularda da erken cerrahi

girişim ve kontralateral testisin fiksasyonu önerilmektedir (22).

Testis torsiyonunda kritik zaman dilimi ilk altı saattir. Bu dönemde testisin

kurtarılma oranı %85-97’dir. 6-12 saatte bu oran %55-85 ve 12-24 saat arasında %20-

80 iken 24 saatten sonra %10’un altına inmektedir (26).

2. 3. 2. İntravaginal Testis Torsiyonu

Çoğunlukla ergenlik öncesi dönemdeki erkek çocuklarında görülür. “Bell-clapper

(zil tokmağı) deformitesi” adı verilen anatomik yapı bozukluğunun intravaginal testis

torsiyonuna sebep olabileceği ileri sürülmüştür. Bu malformasyonda periton testise

normalde olması gereken yerden daha yukarıda yapışmaktadır. Sonuçta testis daha

transvers pozisyonda, serbest bir biçimde tunika vaginalis içinde asılı durmakta ve

kolaylıkla torsiyone olmaktadır. Sıklıkla kremasterin kasılması spermatik kordu

kısaltarak torsiyonu başlatır. Torsiyonun devam etmesi testis ve epididimdeki

konjesyonu artırır (1, 22).

Ani başlangıçlı ve ciddi bir skrotal ağrı torsiyon için özgün bir bulgudur. Skrotal

ağrı kasığa ve aynı taraf karın alt kadranına yayılır. Olguların dörtte birinde ağrıya

bulantı, kusma gibi diğer sindirim sistemi şikayetleri eşlik edebilir. Bazı hastalarda

skrotal travma ya da skrotumu ilgilendiren başka bir hastalık öyküsü vardır (22, 23).

Fizik bakıda testis büyük, hassas ve skrotumun üst kısmına horizontal yerleşmiş halde

bulunur. Skrotumda ödem, eritem ile ipsilateral tarafta kremasterik refleksin

kaybolduğu görülür. Testis ve epididim eklentilerinin torsiyonu ayırıcı tanıda

düşünülmelidir. Appendiks testis torsiyonunda skrotumda mavi nokta işareti mevcuttur

ve skrotum içerisinde mobil, hassas, sert bir nodül ele gelir. Pollakiüri, disüri gibi üriner
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sistem semptomları olması ve idrar tahlilinde piyüri görülmesi epididimitisi destekler

(22, 26). Torsiyon düşünülen olgularda yapılacak ultrasonografi, ilk saatlerden itibaren

büyümüş ve hipoekojen testisi gösterir. Tanıda yardımcı olabilecek güvenilir diğer

tetkikler, renkli doppler ultrasonografi ile testis sintigrafisidir. Technetium-99m ile

radyoizotop görüntülemede karakteristik olarak testiste izotop tutulumunun olmadığı

görülür. İnflamatuar yanıtın göstergesi olarak, tutulum olmayan bölgenin etrafında

halka şeklinde skrotal perfüzyonun varlığı, gecikmiş torsiyonu işaret eder. Doppler ile

normal kan akımı ve etkilenen tarafta artmış perfüzyon epididimitis ve bazen de

appendiks testis torsiyonu ile uyumlu olabilir. Tedavisi detorsiyondur. Önce narkotik

analjezikler yardımıyla manuel detorsiyon denenebilir (1, 22, 26, 27). Semptomların

başlangıcından sonraki ilk 6-12 saat arasında yapılacak detorsiyon testisi kurtarabilir.

Daha uzun süren torsiyonlarda oluşan ağır hasar, karşı testisi de etkileyebileceğinden

orşiektomi gerekebilir. Bell-clapper deformitesi sıklıkla bilateral göründüğü için bu

hastaların cerrahisinde rutin kontralateral eksplorasyon ve testiküler fiksasyon

önerilmektedir (22, 27).

2.4. İSKEMİ VE REPERFÜZYON HASARI

İskemi, dokunun oksijen ve yaşam için gerekli diğer maddelere olan ihtiyacı ile

sunumu arasındaki dengesizlik halidir. Ayrıca iskemi sürecinde, ortaya çıkan

metabolitlerin uzaklaştırılmasında da sorun meydana gelir (28).

2. 4. 1. Akut Hücre Zedelenmesinin Nedenleri

Akut hücre zedelenmesi, uyarana karşı oluşur ve hücre morfolojisinde değişimler

meydana getirir. İskemide aktive olan SOR lipid peroksidasyonuna ve hücre

hasarlanmasına neden olur (29). Akut iskemiyi izleyen olaylar şu şekilde gelişir (29):

2. 4. 1. 1. Geri Dönüşümlü Zedelenme

a. Hipoksi, hücre hasarı ve ölümününün en sık nedenlerinden biridir. Hipokside,

hücre içi oksijen azlığı nedeniyle aerobik solunum aksar ve mitokondrideki oksidatif

fosforilasyon engellenir. Adenozin trifosfat (ATP) üretimi azalır ya da tamamen sona

erer. ATP kaybı sonucu ATPaz aktivitesi de azalır. Bu, hücre zarında bulunan aktif

sodyum pompası yetersizliği ve beraberinde hücre içinde sodyum birikimi sonucunu

doğurur. Hücre içi potasyum dışarı atılır. Ardından su hücre içine girer ve hücresel

şişme meydana gelir. Hücresel şişmenin bir diğer nedeni ise katabolitlerin birikimidir

(28, 29).
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b. Hücrenin enerji metabolizması bu süreç içerisinde glikoza bağımlı hale gelir.

Glikojen depoları hızla azalır. Glikoliz, laktik asit ve fosfat türevlerinin hidrolizi ile

inorganik fosfatların birikimine, bu ise hücre içi pH’yı düşürerek asidoza neden olur.

c. Sonrasında granüllü endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrılır ve

polizomlar monozomlara parçalanarak protein sentezi azalır. Hipoksi devam ederse

membran geçirgenliği artar ve mitokondri fonksiyonları yavaşlar. Bu sırada

mitokondriler normal, hafif yoğunlaşmış ya da şişmiş, endoplazmik retikulum ise

genişlemiş olarak görülür. Sonuçta hücre belirgin biçimde şişer. Buraya kadar olan

olaylar geri dönebilir değişikliklerdir. İskemi bu andan sonra da devam ederse, geri

dönüşümsüz hücre zedelenmesi başlar. Hücre hasarının yapısal değişiklikleri, bazı kritik

biyokimyasal sistemlerin bozulmasından sonra görünür hale gelir. Hücre şişmesi geri

dönüşümlü bir hasardır ve dakikalar içinde görülebilir.

Hücre ölümünün, örneğin miyokard bulguları tam iskemiden 10-12 saat sonrasına

kadar ışık mikroskobu ile görülmez. Geri dönüşümsüz hasar bugünkü bilgilerimize göre

ilk 20-60 dakika içinde oluşur (29).

2. 4. 1. 2. Geri Dönüşümsüz Zedelenme

Geri dönüşümsüz hücre zedelenmesinde mitokondri ve kristalarda aşırı

vakuolizasyon ile plazma zarında aşırı zedelenme vardır. Hasarlanmış ve ileri derecede

geçirgenleşmiş zarlardan hücre için gerekli yaşamsal elemanların kaybolduğu görülür.

Hücre içi pH’nın düşmesi, lizozom zarlarının zedelenmesi ve beraberinde enzimlerin

sitoplazmaya geçerek asit hidrolazları aktiflemesi sonucu, çekirdek ve sitoplazma

yapıları sindirilir.

Hücre zedelenmesinde en önemli basamak kuşkusuz membran zedelenmesidir.

Hücre membran zedelenmesinde altı neden suçlanmaktadır.

1. Mitokondri fonksiyon bozukluğu,

2. Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybı,

3. Hücre iskeletindeki değişimler,

4. SOR,

5. Lipid yıkım ürünleri,

6. Hücre içi aminoasidlerin kaybı.

Membran zedelenmesi, hücreler arası mesafeden hücre içine doğru kalsiyum

(Ca+2) tutulumuna neden olur. Reoksijenasyondan sonra mitokondri tarafından tutulan
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Ca+2 hücresel enzimleri inhibe ve proteinleri denature eder. Sonuçta koagülasyon

nekrozuna özgü hücresel değişimler meydana gelir.

İskemi sonrasında dokuda dolaşımın yeniden başlaması, reperfüzyon olarak

adlandırılmaktadır. İskemi sonucunda artan SOR kan akımı düzeldikten sonra

reperfüzyon zedelenmesine yol açar. Reperfüzyon oluşmazsa, öldürücü iskemik

zedelenme gelişir fakat toksik  SOR oluşmaz. Reperfüzyon sırasında iskemik alanda

toplanan nötrofil ve trombositlerin  aktivasyonu, hücre içi Ca+2 birikimi ile

mikrovasküler hasarın dokudaki zedelenmenin nedeni olduğu bilinmektedir. Toksik

oksijen türevlerinin büyük ölçüde iskemik alanda toplanan polimorf nüveli lökositler

tarafından yapıldığı düşünülmektedir (28, 30).

2. 4. 2. Reperfüzyon Hasarının Patofizyolojisi

1. Serbest oksijen radikalleri.

2. Nötrofiller: İskemi sonrasında damar endotelinin hasar görmesi ile nötrofil ve

trombosit aktivasyonu meydana gelmektedir. Bunun yanısıra, iskemik alanda ortaya

çıkan kemotaktik faktörlerden kompleman 3a ve kompleman 5a nötrofillerin bölgeye

göç etmesine neden olur. İskemireperfüzyon alanına gelen nötrofiller, bu bölgede SOR

üretir. Ortaya çıkan SOR antiproteazları inaktive eder. Sonuçta, lizozomlardan

proteolitik enzimler salınarak hasar oluşur. Ayrıca nötrofillerde uyarılmaları sonucunda

esnek yapılarını kaybederek mikrosirkülasyonda kalır ve embolizasyona neden olurlar

(29, 30).

3. Kalsiyum: Reperfüzyon sırasında hücre ve organelleri içinde aşırı Ca+2

birikimi ciddi doku hasarı gelişiminin en önemli nedenidir. İskemide ortaya çıkan hücre

membran hasarı ve gradient farkı nedeniyle Ca+2, hücre içine girer. Aynı zamanda

iskemi-reperfüzyon sırasında, özellikle SOR tarafından sodyum-potasyum pompasının

bozulmasıyla artan hücre içi sodyum Ca+2’yı daha da artırır. Dışarıdan Ca+2 girişinin

yanısıra, endoplazmik retikulum da iskemireperfüzyon hasarına bağlı membran

zedelenmesi sonucu içerdiği Ca+2’yı sitoplazmaya bırakır. Normal koşullarda hücre

için yararlı olan Ca+2’nın reperfüzyon sonrasında hücre içinde aşırı miktarda birikmesi

sonucu ortaya çıkan hasara kalsiyum paradoksu denilmektedir. Artan hücre içi Ca+2

konsantrasyonu ATPaz enziminin inaktivasyonuna neden olur. Böylelikle iskemide

zaten azalmış olan ATP depoları daha da boşalır. Hücrede litik ödevi olan birçok

enzimin Ca+2 tarafından aktive edilmesiyle hücre yıkımı başlar. Membran
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fosfolipidlerinin, aktive olan fosfolipaz tarafından parçalanması sonucu ise hücre

bütünlüğü bozulur.

İskemi sonrasında endotel ve hücre zarı fonksiyonlarının bozulmasıyla hem hücre

içinde, hem de hücre dışında ödem görülür. Endotel hücrelerinde şişme ile damar dışı

boşluğa sızan sıvının neden olduğu bası sonucu kapiler damar lümeni daralır ve sonuçta

reperfüzyon olsa da mikrosirkülasyonda ciddi yetersizlikler ortaya çıkar. Reperfüzyon

ile iskemide bozulmuş mikrosirkülasyonun tam olarak düzeltilememesine “no-reflow

olayı” denir. Dokuda ortaya çıkan ödemin yanısıra aktive olan nötrofil ve trombositlerin

kapiler dolaşımda kalmaları bu tabloya katkıda bulunmaktadır (31).

SERBEST RADİKALLER

Serbest radikaller, dış yörüngesinde tek, paylaşılmamış elektron taşıyan kimyasal

ürünlerdir. Bu dengesiz durumun yarattığı enerji, organizmanın temel yapı taşları olan

proteinler, karbohidratlar, lipidler ile inorganik kimyasallar gibi komşu moleküllerle

olan tepkimeler sonucu açığa çıkar. Serbest radikaller, hücre membranları ve nükleik

asidlerin yapısında yer alan anahtar moleküllerdir (Tablo 1).

Tablo 1: Serbest radikaller ve diğer reaktif oksijen bileşikler

2.5.1. Serbest Radikal Kaynakları

1. Biyolojik kaynaklar: Aktive olmuş fagositler, antineoplastikler (Nitrofurantoin,

bleomisin, doksorubisin, adriamisin) ve ekzojen kimyasalların enzimatik yıkımı,

radyant enerjinin emilimi (ultraviole, X ışını), alkol ve uyuşturucular, çevresel etkenler

(hava kirliliği yapan fotokimyasal maddeler, pestisid, sigara dumanı, solventler,
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aromatik hidrokarbonlar), ruhi stres (streste katekolaminler artar. Artan

katekolaminlerin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir) (32).

2. Hücresel kaynaklar: Normal metabolik olaylarda görülen oksidasyon-

redüksiyon (redoks) reaksiyonları sırasında (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 nükleer membran elektron taşıma sistemleri

(sitokrom p450, sitokrom b5 redüktaz), peroksizomlar (oksidazlar ve flavoproteinler),

plazma membranı (lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde

dihidronikotinamid adenin dinükleotid fosfat oksidaz ve lipid peroksidasyonu), oksidatif

stres yapıcı durumlar (iskemi, travma ve intoksikasyon).

2.5.2.Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller tarafından başlatılan ve zar yapısındaki çoklu doymamış yağ

asitlerinin oksidasyonuna neden olan kimyasal olaya denir. Böylelikle membran lipid

yapısı değişir, hücre yapı ve fonksiyonları bozulur. Lipid peroksidasyonu üç aşamada

gerçekleşir: Başlangıç, zincir gelişimi ve sonlanma. Lipid peroksidasyonu, organizmada

oluşan kuvvetli oksitleyici bir radikalin, zar yapısındaki çoklu doymamış yağ asidi

zincirindeki .-metilen gruplarından hidrojen atomunu uzaklaştırmasıyla başlar. Burada

asıl etkili radikalin hidroksil radikali olduğu düşünülmektedir. Bu şekilde oluşan lipid

radikali dayanıksız bir bileşik olup bir dizi değişikliğe uğramaktadır. Lipid radikalinin

moleküler oksijenle reaksiyona girmesiyle lipid peroksid radikalleri meydana

gelmektedir. Lipid peroksid radikalleri de zar yapısındaki çoklu doymamış yağ

asidlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin oluşumunu sağlamakta, kendileri de açığa

çıkan hidrojen atomlarını alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) dönüşmektedir (33,

34).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diğer karbonil

bileşiklerine dönüşmesiyle sona ermektedir. Bu bileşiklerden biri olan malondialdehid

(MDA) miktartiyobarbitürik asid testiyle ölçülmekte ve yöntem lipid peroksid

düzeylerinin saptanmasında sıklıkla kullanılmaktadır. MDA proteinlerin

aminogruplarına, fosfolipidlere veya nükleik asidlere bağlanarak toksik etkisini gösterir

(33, 34).
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2.5.3 ANTİOKSİDANLAR

Hücrede serbest radikalleri uzaklaştırmak için çok sayıda antioksidan savunma

mekanizması mevcuttur. Serbest radikaller durağan değildirler. Genellikle kendiliğinden

güçlerini kaybederler. Ayrıca birçok enzimatik ve nonenzimatik sistem serbest

radikallerin inaktivasyonuna neden olur. Çoğu hücrede bulunan süperoksid

dismutazların (SOD) katalitik etkisiyle radikallerin kaybı belirgin olarak hızlanır.

Glutatyon peroksidaz gibi enzimler serbest radikallere karşı koruyucudur.

Peroksizomlarda bulunan katalaz hidrojen peroksidi enzimatik olarak parçalar. Ayrıca

sistein, glutatyon, seruloplazmin gibi sülfidriller ile A, C ve E vitaminleri serbest

radikallerin oluşumunu engelleyen ya da onları inaktive eden endojen ve eksojen

antioksidanlardandır (2, 28, 31, 35).

Hücrenin oksidanlara karşı savunmasında şu mekanizmalar rol oynar; Metal

iyonlarının bağlanması ile toksik radikal oluşumunun önlenmesi, oluşan radikallerin

toplanması ve bastırılması, radikal zincir reaksiyonlarının kırılması, hedef moleküllerin

hasar sonrası tamiri, tamir edilemeyecek moleküllerin uzaklaştırılması, antioksidan

kapasitenin artırılması. Antioksidan bileşiklerin bir kısmı birkaç mekanizmayı birden

kullanarak etkilerini göstermektedir. Toksik oksidanların oluşumunun önlenmesi için;

organizmada oksidatif stres yapıcı nedenlerin ve risk faktörlerinin iyi belirlenmesi,

bunlardan uzak durulması ve etkileriyle mücadele edilmesi ilk yapılması gerekenler

olarak sıralanabilir (31, 35, 36)

2.6 İSKEMİK ÖNKOŞULLAMA

Bir organın maruz kaldığı kısa süreli iskemik periyotlar, aynı organda daha sonra

meydana gelecek uzun süreli bir iskemik periyodun neden olacağı hücre ölümünü

önleyebilir. Bu koruyucu mekanizma iskemik önkoşullama olarak adlandırılmaktadır.

İskemik önkoşullamanın koruyucu etkisi farklı organlarda gösterilmiştir. İskemik

önkoşullamanın ilk fazı 1-3 saat kadar koruma sağlar. Bunu izleyen geç faz, kısa

oklüzyonlardan 24 saat sonra başlar ve yaklaşık 72-96 saatte sonlanır. İskemik

önkoşullamayı indükleyebilmek için gereken iskemik tekrarlar, türe ve organ sistemine

özgüdür (37). Sıçan, tavşan, köpek ve insan kalbi için literatürde iskemik önkoşullama

oluşturan çok sayıda iskemik tekrar protokolleri bulunmaktadır (14, 4, 38, 39). İskemik

önkoşullamanın erken döneminde oluşan koruyucu etkisinin süresi de türe özgüdür. Bu

koruyucu etki tavşan kalbinde 30 dakikalık repefüzyondan sonra sonlanırken (40),
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sıçanda bir saat (39), köpekte iki saat sonra sonlandığını bildirmiştir (4). İskemik

önkoşullamanın geç dönemdeki koruyucu etkisinin ortaya çıkması için gereken sürenin

de türler arasında farklılık gösterdiği düşünülmektedir (41, 42). Genel olarak erken

dönemdeki koruma, önkoşullamanın indüklenmesinden itibaren 3 saatlik bir dönemi

takiben 12-24 saatlik korumasız bir dönem şeklinde tanımlanabilir. Geç koruma ise,

önkoşullamanın indüklenmesinden 12-24 saat sonra başlayıp 72 saat sonra sona

ermektedir (43).

İskemik önkoşullama ilk kez 1986 yılında Murry ve arkadaşları tarafından köpek

kalbinde yapılan araştırma ile gösterilmiştir (4). Bu çalışmada, uzun süreli iskemiden

önce dört kere 5’er dakikalık kısa süreli iskemi ve bunu takiben reperfüzyon

uygulanması ile oluşturulan önkoşullamada miyokarddaki infarkt alanında %30’dan

%7’ye kadar düşen bir azalma görülmüştür. Bunu izleyen çalışmalarda önkoşullamanın

sadece infarkt alanında azalmaya neden olmakla kalmadığı, aynı zamanda iskemiden

sonra gözlenen miyokardial donakalma ve aritmiler üzerinde de koruyucu etkiler

oluştrduğu bildirilmiştir (44). Bu çalışmadan sonra önkoşullama ile ilgili yoğun

araştırmalar başlamıştır. Değişik hayvan türleri üzerinde yapılan deneysel çalışmalarda

beyin, retina, akciğer, böbrek, karaciğer, ince barsak, spinal kord ve iskelet kasında

iskemik önkoşullamanın sağladığı koruma ortaya konmuştur (4, 39, 40). Bununla

birlikte önkoşullama ile ilgili yapılan çalışmalar özellikle kalp dokusu üzerinde

yoğunlaşmış ve konuyla ilgili bilgilerin çoğunluğu kalpte yapılan araştırmalardan elde

edilmiştir. Kardiak iskemik önkoşullama ile görülen korunma şimdiye kadar gözlenen

en kuvvetli infarkt oluşumunu önleyici etkidir. İskemik önkoşullamanın myokardda en

önemli özelliği koroner arter tıkanmasına bağlı olarak gelişen nekrozun azalmasını

sağlamasıdır. Önkoşullama, iskemi ve reperfüzyonun yol açtığı endotel disfonksiyonuna

karşı da endotel hücrelerinde koruma sağlamaktadır (45). Sıçanlarda ince barsak veya

böbrek iskemi ve reperfüzyonu ile tavşanda da gastrokinemus kasının önkoşullaması ile

myokardiyumun önkoşullanabileceği ortaya konmuştur. İskemik önkoşullamanın

koruyucu etkisi çalışılan tüm türlerde gösterilmiştir (45).

2.6.1. İskemik Ön Koşullanmanın Etki Mekanizması

Kalpte pek çok türde yapılan çalışmalarda, iskemik önkoşullamada adenozin,

bradikinin, opioidler gibi reseptör aracılı endojen maddelerin rol oynayabileceği

gösterilmiştir. İskemik kalp kasının süratle adenozin trifosfatı (ATP) adenozine yıktığı,
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adenozinin de o bölgede kan akımı olmadığı için birikme eğilimi gösterdiği

bilinmektedir. Tavşan kalbinde, A1 ve A3 adenozin reseptör agonistlerinin iskemik

önkoşullamayı taklit edebildikleri gösterilmiştir (46). Kedi akciğerinde A1 adenozin

reseptör antagonisti 1,3-dipropil-8 siklopentilksantin (DPCPX) veya ksantin amin

sınıfının (XAC) iskemiden 30 dakika önce verilmesinin iskemi reperfüzyon hasarını

azalttığı bildirilmiştir (47). Reperfüzyon sırasında A2 adenozin reseptör agonisti olan

CGS-21680 uygulamasının sıçanda oluşan iskemi reperfüzyon hasarını geri

döndürebildiği gösterilmiştir (48). Adenozine ek olarak iskemik kalpte açığa çıkan

mediatörlerden biri de bradikinindir. Bradikinin endotel hücrelerinden B2 reseptörleri

aracılığıyla NO ve endotel kaynaklı hiperpolarize edici faktör (EDHF) salıverici etkisi

bilinmektedir (49). İskemik önkoşullama sırasında salıverilen bu endojen maddelerin

tavşan kalbinde, G proteinleri ve hücre fosfolipazları üzerinden yaptıkları kombine

etkileri ile hücre içi protein kinaz C (PKC) translokasyonuna ve aktivasyonuna yol

açtığı gösterilmiştir (50). İskemik önkoşullamada artan anjiotensin II seviyelerinin PKC

aktivasyonuna yol açtığı, tavşan akciğerinde normotermik iskemi reperfüzyon hasarını

azaltabildiği bildirilmiştir (50). Myokardda oluşturulan önkoşullama ile aktive olan

PKC, iskemik önkoşullamada kalp kasında ilk basamak olarak işlev görmektedir. Son

yıllardaki kanıtlar en azından bir tirozin kinazın da bu yolakta görev alabileceğini

bildirmektedir (51). PKC ve tirozin kinazın daha büyük bir kinaz ailesi olan mitojenle

aktive edilen protein kinazların bir üyesi olabileceği düşünülmektedir. Mitojenle aktive

olan protein kinazların iskemik önkoşullamada, aktin filamanları üzerinden hücre

iskeleti bütünlüğü sağlayarak koruyucu etki oluşturabilecekleri hakkında yapılmış

çalışmalar vardır (52). Isı şok (HSP) proteinlerinin de önkoşullamada rolü olabileceğini

gösteren çalışmalar bulunmaktadır. P38 mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)

için ilk substrat MAPK-aktive protein kinaz 2’dir. Bu enzim ısı-şok proteini 27’yi

(HSP27) fosforile etmektedir. Fosforile HSP27 hücre iskeletinin bütünlüğünü artıran

aktin filamanlarının polimerizasyonlarını yönlendirmektedir (53). Termal

önkoşullamanın sıçan akciğerinde oluşan hasarı anlamlı olarak azalttığı, artmış olan

HSP72 ekspresyonunun bu etkiden sorumlu olabileceği bildirilmiştir (54).

En son olarak, PKC ve diğer hücre içi kinazların (tirozin kinaz veya MAPK

yolakları) aktivasyonlarının HSP27 ya da ATP bağımlı potasyum kanallarını fosforile

ettiği bildirilmiştir. Potasyum ATP  kanallarının iskemik önkoşullama fenomeninde son
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efektör olabileceği düşünülmektedir. Yine son yıllarda yapılan çalışmalarda kalpte

iskemik önkoşullamanın koruyucu etkisine sarkolemmal KATP (sarkKATP) kanallarının

aracılık edebileceği gösterilmiştir. İskemik önkoşullamada aksiyon potansiyeli oluşma

süresinin kısalmasının koruyucu etkiye aracılık edebileceği dolayısıyla sarkKATP

kanallarının önkoşullamanın oluşumunda rolü olabileceği düşünülmektedir (55). Fakat

aksiyon potansiyeli oluşum süresindeki kısalmanın kardiyoprotektif etkide herhangi bir

role sahip olamayacağını gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (56). SarkKATP

kanallarına ek olarak son kanıtlar mitokondrial KATP’nin (mitoKATP) iskemik

önkoşullama ile indüklenen kardiyak korumaya aracılık eden potasyum kanalı

olabileceğini göstermektedir. mitoKATP kanallarının koruyucu etkiye katkısı, K girişi ve

intramitokondriyel depolarizasyonla açıklanmaktadır. Bu etki mitokondrilere aşırı Ca+2

girişini önleyebilmekte ve matriks şişmesine yol açmaktadır. Matriks şişmesi, ATP

sentezinde artışa sebep olmakta, mitokondriyal respirasyonu stimüle etmektedir (57).

Önkoşullamanın hücresel sinyal ileti mekanizmasını aydınlatmaya yönelik yoğun

çalışmalar sürmektedir. Bugüne kadar yapılan çalışmalar, membran reseptörlerinin

aktivasyonunun, KATP kanallarının, PKC’nin nükleer faktör Kb’nin ısı- şok

proteinlerinin, tirozin kinaz enziminin rolü olduğunu ortaya koymuştur. Kardiak

iskemik önkoşullamada, adenozin, asetilkolin, katekolaminler, anjiyotensin II,

bradikinin, endotelin, prostaglandinler, nitrik oksit ve opioidler gibi birçok

nöroendokrin ve parakrin tetikleyicilerin rolü olduğu belirlenmiştir. Ayrıca ventriklüer

pacing, hipoksi, sıcaklık, stresi ve egzersiz gibi nonfarmakolojik stimulusların da

miyokardda önkoşullama oluşturduğu gösterilmiştir (41). Erken ve geç iskemik

önkoşullamanın koruyucu etkileri farklı ileti mekanizmaları ile gerçekleşmektedir.

Adenozin, bradikinin, opioid peptidler ve serbest radikaller aracılığıyla PKC

stimülasyonu ve KATP kanallarının açılmasının erken önkoşullamanın başlatılmasında

kritik bir role sahip olduğu gözükmektedir (58). Erken iskemik önkoşullama, protein

sentez inhibitörlerinin varlığında da oluşmaktadır. Gecikmiş önkoşullamada ise,

antioksidan enzimler, NOS, siklooksijenaz-2, aldoz redüktaz ve HSP gibi yeni

proteinlerin sentezine bağlı degişiklikler de rol oynamaktadır (59). İskemik

önkoşullamada birden fazla tetikleyici aynı anda rol oynar. İskemik önkoşullamanın

gerçekleşmesi için bu tetikleyicilerin belli bir eşik düzeyine erişmesi gerekir. Bir

mediatörün blokajı ile diğer mediatörlerin eşik düzeyine erişmesi engellenebilir.
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Önkoşullama ile gözlenen koruma, önkoşullama periyodlarının sayısına ve süresine

bağımlıdır. Birden fazla iskemik döngü ortama salıverilen mediatörlerde kümülatif

olarak artışa yol açar. Çoklu döngülerde bir mediatör bloke edilse de, ortamdaki diğer

mediatörler iskemik önkoşullamanın eşik düzeyine erişebilirler (59). Domuzda yapılan

bir çalışmada interstisyel bradikinin konsantrasyonundaki artışın interstisyel adenozin

konsantrasyonundaki artıştan daha erken oluştuğu görülmüştür (60). Önkoşullama

protokolündeki iskemi süresi kısa tutulduğunda bradikinin rolü ön plana çıkarken, bu

süre daha uzun tutulduğunda adenozin rolü ön plana çıkmaktadır (56). Önkoşullama

sikluslarının artırılması muhtemelen adenozin ve diğer mediatörlerin düzeyini

artırmaktadır (56). Alfa 1-adrenerjik reseptörler, AT1 anjiotensin ve ET1 endotelin

reseptörleride PKC ile bağlantılıdır ve önkoşullama ile oluşan korumayı taklit

edebilirler, ancak bu reseptörlerin antagonistleri tavşanda iskemik önkoşullamayı

etkilememiştir. Dolayısıyla bunların, en azından tavşanda, önkoşullamada endojen

tetikleyici olmadıkları görülmektedir (56).

Adenozin, bradikinin ve opioid reseptörlerin aynı anda aktivasyonları ve kısa

süreli iskemi-reperfüzyon boyunca oksijen radikallerinin ortama verilmesi iskemik

önkoşullamayı tetiklemeye katkıda bulunur (56). Aşağıda bu tetikleyicilerden

bahsedilecektir.

2.6.1.1. Adenozin

Adenozin vücutta yaygın olarak bulunan bir modülatördür. Hücre içinde ve

dışında devamlı sentezlenmektedir. Adenozin etkilerini özgül reseptörler aracılığıyla

oluşturur. Hücre adenozini sentezlemek için çeşitli yollar kullanır. En önemli adenozin

kaynağı hücre içinde devamlı kullanılan ATP ve adenozin monofosfattır (AMP). Bu iki

nükleotid hücre içinde önce AMP’a yıkılır ve oluşan AMP hücresel 5’nükleotidaz

enziminin katalizlediği biyokimyasal reaksiyon ile adenozine çevirilir. Organizmada

diğer önemli bir adenozin kaynağı da katekolaminlerin ve histaminin katabolizması

sırasında ortaya çıkan ve adenozine hidrolize edilebilen 5-adenozil homosisteindir. Liu

ve arkadaşları 1991 yılında adenozinin iskemik önkoşullamada önemli rolü olduğunu,

adenozin Aı reseptör antagonisti ile tavşan kalbinde önkoşullamayla oluşan korumanın

ortadan kalktığını ortaya koydular (39). Adenozin regüle edici ajan olan akadezin,

iskemi sırasında adenozin salıverilmesini artırır ve önkoşullama için gerekli eşiği

düşürür. Adenozin tranport inhibitörü dipiridamol verilmesi de benzer etkiyi oluşturur



17

(56). Adenozinin A1 A2 ve A3 isimli üç farklı reseptörü vardır. A2 reseptörlerinin A2A ve

A2B olmak üzere iki alt tipi tanımlanmıştır. A1ve A3 adenozin reseptör antagonistlerinin

tavşanda infarkt alanındaki azalmayı tamemen bloke ettiği gösterilmiştir (61).

Dolayısıyla korumanın başlatılmasında A1 ve A3 reseptörlerinin rolü olduğu

düşünülmektedir. Tavşanda adenozinle oluşan miyokardial infarkt alanındaki azalma

PKC inhibitörleri ile ortadan kaldırılmaktadır (62). Adenozin ve asetilkolin gibi pek çok

endojen mediatörün iskemik önkoşullamayı KATP’ye bağımlı mekanizma ile

oluşturduğu gösterilmiştir (63). A1 adenozin reseptörü ve KATP kanalı arasındaki

bağlantının G-protein sistemi aracılığıyla olduğu gösterilmiştir (57). ATP’ye bağımlı K

kanalları intraselüler ATP düzeyleri düştüğünde açılır. KATP kanallarının blokajı, birçok

türde ve insanlarda iskemik önkoşullamayı ortadan kaldırmaktadır (64). Buna karşılık

KATP kanallarını açan bir ajan olan bimakalim, iskemik önkoşullamayı taklit etmekte

veya uyarılması için gerekli eşiği azaltmaktadır. MitoKATP kanallarını selektif oarak

bloke eden 5-hidroksidekonat, diazoksidin K kanallarını açarak oluşturduğu korumayı

tersine çevirebilmektedir (65).

2.6.1.2. Bradikinin

Bradikinin hormon benzeri etkileri olan bir peptiddir. Vücutta vazodilatasyon

görevi görür ve inflamatuvar reaksiyonları inhibe eder. Miyokardiyal iskemi sırasında

bradikinin salıverilmesinde artış olmaktadır (66). İntrakoroner olarak verilen bradikinin

iskemi/reperfüzyon aritmilerine karşı oluşturduğu olumlu etki, NOS inhibitörü olan L-

nitro arjinin metil ester (L-NAME) varlığında ortadan kalkmaktadır (67).

Önkoşullamada bradikinin rolü, selektif B2 reseptör blokeri olan ikatibant kullanılarak

anestezi altındaki köpekte gösterilmiştir (68). İkatibantın hem önkoşullama öncesinde

hem de önkoşullama sırasında verilmesi ile önkoşullamanın olumlu etkilerinin ortadan

kalkması, bradikininin önkoşullamada hem mediyatör hem de tetikleyici olarak görev

alabileceği şeklinde yorumlanmıştır (66). İzole perfüze sıçan kalbinde ise ikatibant ile

bu etki gösterilememiştir. Wall ve ark. anestezi altındaki tavşanın kalbinde dışarıdan

verilen bradikininin infarkt büyüklüğünü iskemik önkoşullama gibi azalttığını ve

ikatibant verilmesinin de önkoşullamanın olumlu etkilerini ortadan kaldırdığını

göstermişlerdir (69). Eksojen verilen bradikinin izole sıçan kalbinde de önkoşullamaya

benzer olumlu etkiler göstermiştir. İskemide önce salıverilen bradikinin, NO ve

prostasiklin aracılığıyla kalbi korumaktadır (66). Tavşanda bradikininle oluşan koruma,
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PKC inhibitörleri ile ortadan kalkmaktadır. Anestezi altındaki tavşanda anjiotensin

dönüştürücü enzim (ADE) inhibitörü olan kaptopril uygulamasıyla ve insan atriyum

trabekül hücrelerinde, yine birer ADE inhibitörü olan lizinopril ve kaptopril

uygulanması ile bradikinin önkoşullamada sağladığı korumaya benzer etkiler

gösterilmiştir (69). İkatibant, bradikinin olumlu etkilerini ortadan kaldırmıştır.

Bradikinin önkoşullama ve infarkt büyüklüğünü azaltıcı etkileri göz önüne alındığında

ADE inhibitörleri ile gözlenen kardiyak koruyucu etkinin bir kısmında bradikinin

koruyucu etkisinden kaynaklanabileceği ortaya çıkmaktadır (70).

2.6.1.3. Opioidler

Opioid reseptör antagonisti olan naloksanın sıçanda infarktüse karşı iskemik

önkoşullamanın oluşturduğu koruyucu etkiyi bloke etmesi, sıçan kalbinde opioidlerin

başlıca endojen tetikleyici olduğunu düşündürmektedir (71). Tavşanlar üzerinde yapılan

bir araştırmada, naloksanın çok döngülü önkoşullama ile değil de, bir döngü ile oluşan

korumayı bloke etmesi, opioidlerin adenozin ve bradikinin ile birlikte etki gösterdiğini

ortaya koymaktadır (72). Q reseptörü bu korumada rol oynayan opioid reseptörü olarak

tanımlanmıştır. Ancak izole sıçan kalbinde yapılan bir çalışmada k-opioid reseptörünün

blokajının iskemik önkoşullamayı ortadan kaldırdığı bulunmuştur. Aynı hayvan

modelinde k-opioid reseptör aktivasyonun infarkt alanını artırdığı da gözlemlenmiştir

(73). Tavşanda opioidler ile oluşan koruma PKC inhibitörleri ile ortadan kalkmaktadır

(72).

2.6.1.4. Reaktif Oksijen Türleri

Yüksek konsantrasyonlardaki serbest radikaller hücre membranında lipid

peoksidasyonunu indükleyerek hücre bütünlüğünü değiştirip permeabilitesini artırır.

Serbest radikallerin diğer önemli etki yerleride hücresel homeostazisi sağlayan iyon

transportu ile ilişkili membran proteinleridir (74). Difüze olabilen bir antioksidan olan

N-2-merkaptopropiyonil glisin ve bir radikal temizleyici olan dimetiltiyoüre

infüzyonunun iskemik önkoşullamadaki koruyucu etkiyi bloke etmesi serbest

radikallerin sadece kardiyak miyositlerde hasar oluşturmadığını, aynı zamanda düşük

konsantrasyonlarda iskemik önkoşullamayı da tetikleyebileceklerini göstermiştir (75).

Serbest oksijen radikalleri, tavşan kalbinde reseptöre bağımlı olmayan tetikleyici olarak

görev almaktadırlar (75).
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Iwamoto ve ark. anestezi altındaki tavşanda süperoksit dismutaz ve katalaz

kombinasyonu ile 4 kere 5’er dakikalık periyodlarla oluşturulan önkoşullamada etkisiz

olduğunu göstermişlerdir (71). Richard ve ark. anestezi altındaki sıçanda intraselüler

antioksidan olan merkaptopropiyonil glisin (MPG) kullanarak yaptıkları çalışmada

benzer bulgular elde etmişlerdir (72). Tanaka ve ark. ise tavşan kalbinde yaptıkları

çalışmada, Iwamoto ve arkadaşlarının bulgularına zıt sonuçlar elde etmişler ve yararlı

etkinin süperoksit dismutaz (SOD) veya MPG verilmesi ile ortadan kaldırlabileceğini

göstermişlerdir (73). Benzer bir bulgu da Baines ve ark. tarafından gösterilmiş ve MPG,

tavşan kalbinde tek siklus ile yapılan önkoşullamanın koruyucu etkisini tamamen

ortadan kaldırmıştır (74). MPG, önkoşullama için 4 kez iskemi-reperfüzyon uygulaması

yapıldığında ise korunmayı engelleyememiştir. Serbest oksijen radikalleri oluşturmak

amacı ile yapılan hipoksantin/ksantin infüzyonu önkoşullamayı taklit etmiş ve infarkt

büyüklüğünü azaltmıştır. Tavşanlarda oluşan korunma PKC inhibitörü polimiksin B

varlığında ortadan kaldırılmıştır (76). Dolayısı ile serbest oksijen radikalleri

önkoşullamada tetikleyici olarak görev almaktadırlar, ancak önkoşullama için birden

fazla iskemi-reperfüzyon döngüsü kullanıldığında adenozin, bradikinin, opioid peptidler

gibi tetikleyiciler de koruma sağlayabilecek konsantrasyonlarda oluşmakta ve serbest

oksijen radikallerinin ortamda olmamasına karşın koruma görülmektedir (76).

PKC aktivasyonu önkoşullamada sinyal ileti yolağında önemli bir basamaktır ve

serbest oksijen radikalleri farklı mekanizmalarla PKC aktivasyonuna yol açabilirler.

Serbest oksijen radikalleri PKC yi direkt olarak uyarabilirler (74). Fosfolipaz D yine

serbest oksijen radikalleri tarafından aktive edilebilmekte ve fosfolipaz C gibi PKC

aktivasyonuna yol açmaktadır. PKC aktivasyonu yanında, serbest radikaller G-

proteinlerini ve ATP bağımlı potasyum kanallarını aktive edebilirler (76). Serbest

oksijen radikalleri tavşan kalbinde reseptöre bağımlı olmayan tetikleyici olarak görev

almaktadırlar ve PKC de bu korunmanın sinyal ileti yolağında bulunmaktadır (77).

Hidroksil ve NO’in reaksiyon ürünü olan peroksinitritin direkt olarak düşük

konsantrasyonlarda izole sıçan kalbinde önkoşullama oluşturduğu ilk kez Altuğ ve ark.

tarafından gösterilmiştir (78). Önkoşullama sırasında peroksinitrit oluşumu nitrotirozin

ölçümü yapılarak da gösterilmiştir. Peroksinitrit önkoşullamasında tirozin kinazın rolü

bulunmaktadır. Ayrıca, önkoşullama ile oluşan gecikmiş fazdaki koroner endotel

korunmasında NO’in değil de peroksinitin başlıca tetikleyici olduğu ortaya konulmuştur
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(76). Bu sonuçlar, perosinitritin hem akut hem de gecikmiş fazdaki korumada rol

oynadığını göstermektedir.

Sonuç olarak, yapılan çalışmalar endojen olarak oluşan adenozinin, bradikinin,

opioidlerin ve reaktif oksijen türlerinin önkoşullamada önemli rol oynadığını ortaya

koymaktadır.

2.7. 5-HİDROKSİDEKANOİK ASİT

Mitokondride yer alan ATP duyarlı kanalların (KATP) iskemik önkoşullamanın

önemli bir mediatörü olduğu kabul edilmektedir. 5-Hidroksidekanoik asit (moleküler

formülü C10H19O3·Na, molekül ağırlığı 210.3) farmakolojik ve iskemik önkoşullamayı

bloke eden bir ajandır. 5-HD mitokondrial KATP kanallarının  spesifik bir inhibitörü

olduğu genel kabul görmekle birlikte, son zamanlarda yayınlanan makalelerde

molekülün farklı etki mekanizmalarıyla da iskemik önkoşullamanın etkilerini bloke

edebildiği berlirtilmektedir (79, 80, 81) . Yapılan çalışmalarda 5-HD’nin beta-

oksiadasyonun ilk basamağının substratı olan 5-Hidroksidekanoil–CoA’ya (5-HD-

CoA)dönüşerek aktive olduğunu gösterilmiştir (79). 5-HD’nin iskemik önkoşullamayı

sadece mitokondrial KATP üzerinden değil başka farklı mekanizmaları üzerinden de etki

göstererek iskemik önkoşullama inhibisyonuna neden olduğu düşünülmektedir. Yapılan

araştırmalarda bu olası mekanizmalar şu şekilde özetlenmektedir: i) Mitokondrial KATP

kanalları sitozolik 5-HD veya 5-HD-CoA tarafından da inhibe edilebilir, ii) 5-HD

metabolizmasının ara ürünleri beta-oksidasyon yolağını inhibe ederek başka hücresel

fonksiyonları kullanabilir, iii) 5-HD betaoksidasyon yolağında tamamen metabolize

olup solunum zincirine etki edebilir. iv) 5-HD hücre metabolizmasını glukozdan  yağ

asitleri oksidasyonuna çevirebilir, bu da iskemi sonrası kardiyak fonksiyonları inhibe

edebilir (80). 5-HD beta-oksidasyon sırasında gerçekleşen elektron taşımasına katkıda

bulunabilir. Bu bilgiler  5-HD’nin iskemik önkoşullamayı yalnızca mitokondrial KATP

kanalları üzerinden inhibe ettiği öngörüsünün sorgulanmasına yol açmaktadır (81).

2.8. Y-27632

Y-27632, ROCK ailesinin bir selektif sentetik inhibitörüdür. Molekülün formülü

C14H21N3O.2HCl.3/4H2O(Trans-4-[(1R)-1-Aminoethyl]-N-4-pyridinylcyclohexane

carboxamide dihydrochloride)’dür ve molekül ağırlığı 333.77 daltondur (16).

ROCK proteinleri Rho bağımlı kinaz ailesindendir ve aktin stres liflerinin

oluşumu, miyozin fosfataz formlarını (MLCK) etkiler ve bu yolakta esas olarak
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kalsiyum sensitizasyonu için gereklidir. Rho-kinaz miyozin bağlayıcı alt ünitesini direkt

olarak fosforile eder. Bu fosforilasyon sonucu hipertansiyon, vazospazm, preterm

doğum, bronşial astım, glukom ve ereksiyon disfonksiyonuna neden olabilir. Bu bileşik,

agoniste bağlı düz kas kontraksiyonunu kalsiyum sensitizasyonunu engelleyerek inhibe

eder.

Rho-kinaz inhibisyonu amacıyla birçok madde geliştirilmiştir. Bunlardan

tanımlanmış olanları Y-27632 ve izoguinolon derivesi olan HA 1077 (fasudil)’dir. Y-

27632, ROCK ailesine ait kinazları diğer kinazlardan (protein kinaz C, siklik adenozin

mono fosfat kinaz ve MLCK) 100 kat daha güçlü inhibe eder. Y-27632’nin Rho-kinaza

olan afinitesi ROCK ailesi üyesi olan protein kinaz ve sirton kinaza göre 20-30 kez daha

fazladır (12).

Y-27632’nin düz kas gevşemesi, hücre proliferasyonunun inhibisyonu, anyon

kanallarının aktivasyonu, nötrofil kemotaksisinin inhibisyonu, tümör invazyonunun

inhibisyonu ve hücre transformasyonunun inhibisyonuna neden olduğu yapılan çeşitli

deneysel çalışmalarda gösterilmiştir (82, 83).

Y-27632’nin vasküler, bronşial ve gastrointestinal düz kaslarda uyarılara bağlı

kasılmaları in vitro ve in vivo ortamda düz kas kontraksiyonunu inhibe ederek

engellediği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (82, 83). Uehata ve ark. (65) yaptıkları

çalışmada, Y-27632’nin sistemik uygulanmasının hipertansif sıçanlarda tansiyonu

düşürürken normotansif sıçanlarda sistemik kan basıncında değişme oluşturmadığını

göstermişlerdir. Y-27632’nin sıçan, tavşan ve insan korpus kavernozumunda adrenerjik

uyarıya bağlı kontraksiyonları inhibe ettiği ve sıçanlarda intrakavernozal basıncı

artırdığı gösterilmiştir (84).

Litertürde yara iyileşmesinde Y-27632 ile yapılmış çalışmalar az sayıdadır.

Vishwanath ve ark. (85) yaptıkları çalışmada Y-27632’nin korneal  fibroblast

hücrelerinde fibriller kollajen matrikste gevşeme ve uzamaya yol açarak yara

iyileşmesinde etkili olduğunu göstermişlerdir. Y-27632’nin topikal, intravitreal ve

intrakameral uygulanması sonrası göz içi basıncı düşerken pupilin büyüdüğü

gösterilmiştir (86). İn vitro hücre kültürlerinde intestinal epitel hücrelerinde hasar

oluşturulmasını takiben Y-27632’nin  uygulanması sitotoksik nekrotizan faktör 1’de

azalmaya neden olmuş ve hücrelerde hızlı iyileşmeye neden olduğu saptanmıştır (87).

Yapılan in vitro çalışmada hasar oluşturulmuş astrosit hücrelerinde Y-27632’nin hasarlı
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bölgede astrosit migrasyonunda artış ve yara kapanmasında hızlanmaya neden olduğunu

göstermişlerdir (88). Hipertansiyon, astım, kanser, serebrovasküler hastalıklar, kemik

ağrıları, pnömoni ve pulmoner fibrozis gibi durumlarda tedavi amacıyla kullanılmasına

yönelik deneysel çalışmalar devam etmektedir (82, 83). Tomasek ve ark. (89) yaptıkları

bir çalışmada Y-27632’nin granülasyon dokusu oluşurken miyofibroblastların

kontraksiyonunu önleyerek yara iyileşmesinde etkili olduğunu göstermişlerdir. Gates ve

ark. (90) Y-27632’nin  yara iyileşmesinde fibroblastları düzenleyerek kontraksiyon

oluşmasını önlediğini göstermişlerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. DENEY HAYVANLARI

Bu çalışma, Amerika Birleşik Devletleri Ulusal Sağlık Enstitü’sünün (NIH

Publication No. 85-23, revised 1996) güncel laboratuvar hayvalarının bakım ve

kullanım klavuzuna uygun şekilde yapılmış olup  Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi

Hayvan Deneyleri Yerel  Etik Kurulu’nun izni alındıktan sonra gerçekleştirilmiştir.

Deneyler 20-24oC sıcaklıkta, 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık ışık döngülü ortamda

tutulan, standart laboratuvar yemi ve musluk suyu ile beslenen erişkin erkek Wistar

albino türü sıçanlar üzerinde gerçekleştirilmiştir.

3.2. DENEY PROTOKOLÜ

Kırk adet erişkin Wistar albino türü sıçan 5 eşit gruba ayrıldı. Hayvanlar 100

mg/kg intraperitoneal (i.p) ketamin hidroklorür (Ketalar®, Pfizer, İstanbul, Türkiye) ile

yapılan genel anestezi indüksiyonundan sonra sırtüstü yatar pozisyonda ameliyat

masasına alındı (Şekil 1). Tüm gruplarda başlangıç i.p enjeksiyon için farklı ajanlar

kullanıldı. İntraperineal tedaviden 15 dakika sonra, sağ  testis ve sağ spermatik kord,

sağ supraskrotal kesi ile vücut dışına alındı (Şekil 2). İskemi ve reperfüzyon (İR)  hasarı

şu şekilde oluşturuldu. Testis iskemisi spermatik kordun 180 dakika süreyle bir

atravmatik damar klempi  ile (FE 022 K, Aesculap AG & CO, Tuttlingen, Almanya)

tutuldu (Şekil 3). Uygulanan bu  iskemi dönemi sonunda pediküle yerleştirilen klemp

açılarak 60 dakika sürdürülecek reperfüzyon dönemi başlatıldı. İskemik ön

koşullamanın (İÖ) her bir siklusu 5 dakika süreyle yukarıda anlatıldığı şekilde iskemi ve

takiben 5 dakika reperfüzyon uygulanarak yapıldı. İntraperitoneal ilaç enjeksiyonları

grup 4’de 0,3 mg/kg Y-27632 (Tocris Cookson Ltd. Bristol, Birleşik Krallık)

enjeksiyonu, grup 5’te 10 mg/kg 5-hidroksidekanoik asit (5-HD) (Sigma-Aldrich

Chemical Co, St Louis, Mo, ABD). Deney grupları ve uygulanan protokoller Şekil 4’de

gösterilmiştir.
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Şekil 1: Sıçanın deney masasındaki pozisyonu.

Şekil 2: Sağ testis ve pedikülü

Şekil 3: İskemi oluşturmak amacıyla sağ testis pedikülünün klampe edilmesi
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Şekil 4: Uygulanan deney protokolleri.

Deney protokolleri sonunda hayvanlar genel anestezi altında servikal dislokasyon

ile öldürüldü. Deneklerin sağ testisi alındı. Alınan testis dokusunun ½’si histopatolojik

inceleme için %10 formaldehid solusyonunda fiske edildi,  kalan yarısı da biyokimyasal

incelemeler için -80oĊ’de saklandı.

3.3. HİSTOPATOLOJİK İNCELEMELER

Parafin bloklara gömülü testis dokularından 4-5 µm kalınlıkta kesitler alındı. Elde

edilen kesitler eematoksilen-eozin (HE) boyası ile boyandı.  Kesitler deneyde kullanılan

sıçan grupları hakkında herhangi bir bilgisi olmayan bir patolog tarafından, ışık

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

(MJS) ile değerlendirildi (Tablo 2) (91). Her bir kesitte 30 farklı seminifer tüp

değerlendirildi ve skorlandı.

3.4. BİYOKİMYASAL İNCELEMELER

3.4.1. Doku Homojenizasyonu

Biyokimyasal inceleme öncesi tüm testis dokusu tartılır ve boş bir cam şişeye

konur. Her 1 gr doku başına 140 mM KCL solusyonundan 10 ml dokuya eklenir ve tüm

dokular motor ile çalışan bir homojenizer jel homojenize edilir. Homojenat 2800 gr’ı 4

°C’de 10 dak santrifüj edilir. Elde edilen süpernatant, lipid hidroperoksit (LOOH),

miyeloperoksidaz (MPO), total antioksidan kapasite (TAK), total oksidatif statuz (TOS)

ve oksidatif strass indeksi (OSİ) çalışılması için kullanıldı.  Homojenize dokular etiketli

şişelere yerleştirilerek -80  °C’de saklandı.

3.4.2. Myeloperoksidaz (MPO) Ölçümü

MPO aktivitesi, Lökositlerin lizozomlarında bulunan bir oksidatif enzim olup Wei

ve Frenkel tarafından tanımlanan bir metod ile test edildi (92). MPO aktivitesi U/g

protein olarak birimlendirildi.



27

3.4.3. Lipid Hidroperoksit (LOOH) Ölçümü

Xylenol oranj ile Fe III’ün kompleksleşmesi ardından asidik koşullar altında lipid

hidroperoksitler ile Fe +3 ve Fe +2 oksidasyonu yapılır. Bu yöntem için heparinize

plazma veya serumun sadece 10-11 numune hacmi gerektirir. Bu, 570 ve 700 nm de iki

renk tespiti ile iki uç nokta modunda, iki reaktif ile, otomatik olarak yapılmıştır (93).

Sonuçlar gram protein başına mikromol olarak ifade edildi.

3.4.4. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Düzeyi Ölçümü

Total antioksidan status (TAK) düzeyi tüm dokularda, Erel tarafından geliştirilen

yeni bir otomatik kolorimetrik metod ile ölçüldü (94, 95). Bu metodta sarı-kahverenkli

çok güçlü biyolojik radikal olan hidroksil radikalı, fenton reaksiyonu ile renksiz bir

substarat olan O-diznizidin  ile reaksiyone girerek dianizil radikali üretir. Bir plazma

örneğinde, hidroksil radikalleri başlangışta oksidatif reaksiyona girer, tüm homojenatın

antioksidan komponenetleri renk değişimine göre total antioksidan kapasiteleri ölçülür.

Tahlil % 3 daha düşük mükemmel kesinlik değerleri vardır. Sonuçlar mmol Trolox

Eqv/g protein olarak ifade edildi.

3.4.5. Toplam Oksidan Status (TOS) Düzeyi Ölçümü

Total oksidan status (TOS) düzeyi, Erel tarafından geliştirilen tam otomatik bir

yöntem olup, testin çalışma prensibinde ifade edildiği üzere örneklerin içerdiği oksidan

moleküllerin ferroz iyonu ferrik iyona kümülatif olarak oksitlemesine dayanan,

kolorimetrik bir yöntemdir. Kalibratör olarak Hidrojen Peroksit kullanılır. Sonuçlar

µmol H2O2 Eqiv./L olarak ifade edildi (96)

3.4.6. Oksidatif Stres İndeksi (OSİ) Ölçümü

Örneklerin oksidatif stres indeksi (OSI), örneklerin toplam oksidan status (TOS)

düzeylerinin, örneklerin toplam antioksidan kapasite (TAK) oranına yüzdesi olarak

belirtilir. Hesaplamadan önce TAK testinin birimindeki mmol değeri TOS testindeki

gibi mikromol birimine çevrilir. Sonuçlar Arbutrary Units olarak ifade edilir. OSI

(arbitrary unit) ¼ TOS (mmol H2O2 equiv. /L)/ TAK (mmol Trolox Equiv./L)  (97)

3.4.7. Mikroprotein Ölçümü

Mikroprotein düzeyi Lowry methodu ile ölçülür (98).
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3.5. İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME

Elde edilen değerler ortalama standart sapma olarak belirtildi. İkiden fazla grubun

karşılaştırılmasında tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. İki grup arasındaki

karşılaştırmalarda ise biyokimyasal verilerin değerlendirilmesinde PostANOVA

(Student-Newman-Keuls) testi, histopatolojik verilerin değerlendirilmesinde Mann-

Whitney U testi kullanıldı. P<0.05 değeri anlamlı olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HİSTOPATAOLOJİ

Histopatolojik skorlama sonuçları Şekil 5’te gösterilmiştir. Germinal epitel

histopatoljik olarak değerlendirildiğinde  Grup 1’de bulunan hayvanlardan alınan testis

örneklerinde herhangi bir lezyon saptanmadı (Şekil 6). İR kontrol grubunda (Grup 2)

spermatozoa, spermatid ve geç spermatid kaybı gibi şiddetli histopatolojik lezyonlar

görüldü (Şekil 7). MJS Grup 1 ile karşılaştırıldığında Grup 2'de anlamlı olarak düşüktü.

Grup 3'te, MJS Grup 2’ye  göre anlamlı derecede yüksek bulundu (Şekil 8). Grup 3 ve 4

arasındaki istatistiksel olarak anlamlı  fark saptanmadı. MJS’u Grup 5’te Grup 3 göre

anlamlı derecede düşüktü.

Şekil 5: Gruplarda histopatolojik skorlama sonuçları. * Grup 1 ile karşılaştırıldığında P=0.0002,
§Grup 2 ile karşılaştıldığında P=0.0027, ¶Grup 3 ile karşılaştırıldığında P=0.0019.
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Şekil 6: Normal spermatogenezisin izlendiği seminifer tubül (H&E, x200)

Şekil 7: Spermatozoa ve spermatidin izlenmediği ancak çok sayıda spermatositin izlendiği seminifer tubul
(H&E, x100)

Şekil 8: Hafif bozulmuş spermatogenesis ile birlikte epitelde düzensizlik izlenen seminifer tubül (H&E,
x200)
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4.2. BİYOKİMYA

LOOH

Lipit hidroperoksit sonuçları Şekil 9’da gösterilmiştir. LOOH İR grubunda sham

grubuna göre anlamlı olarak yüksek,  Grup 3’te saptanan değerler ise İR grubuna göre

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde düşük bulundu. Grup 3 ve Grup 4 arasındaki fark

anlamsızdı. Grup 5 LOOH değerleri Grup 3’e göre anlamlı olarak yüksekti.

Şekil 9: Grupların Lipitperoksit konsantrasyonları. *Grup 1 ile karşılaştırıldığında P<0.001, §Grup 2 ile
karşılaştırıldığında P<0.05, Grup 3 ile karşılaştırıldığında P<0.05.

MPO

Tüm grupların MPO sonuçları Şekil 10’da gösterilmiştir. Grup 2’de MPO

düzeyileri Grup 1’e gore anlamlı derecede yüksek,  Grup 3 ve Grup 4’te saptanan

düzeyler Grup 2’den anlamlı olarak düşük bulundu. Grup 5 MPO düzeyleri Grup 3’den

anlamlı derecede yüksekti.

TAK

Sonuçlar Şekil 11’de gösterilmiştir. Grup 2’de TAS düzeyleri Grup 1’e göre

anlamlı derecede yüksek bulundu. Grup 3 ve Grup 2 karşılaştırıldığında, Grup 3 te TAK

düzeyleri Grup 2’e göre anlamlı dercede düşüktü.
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Şekil 10: Grupların MPO düzeyleri. *Grup 1 ile karşılaştırıldığında P<0.001, § Grup 2 ile
karşılaştırıldığında P<0.001, φGrup 3 ile karşılaştırıldığında P<0.05,  ¶ Grup 3 ile karşılaştıldığında

P<0.001.

Şekil 11: Grupların TAS düzeyleri. *Grup 1 ile karşılaştırıldığında P<0.001, §Grup 2 ile
karşılaştırıldığında  P<0.01
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TOS

Grupların sağ testis TOS sonuçları Şekil 12’de gösterilmiştir. Grup 2 ve Grup 1

karşılaştırıldığında, TOS düzeyleri Grup 2’de Grup 1 göre anlamlı derecede yüksekti.

Grup 3 ile Grup 2 karşılaştırıldığında, TOS düzeyleri Grup 3’te anlamlı derecede düşük

bulundu. Grup 3 ve Grup 4 arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmadı. Grup 5

ve Grup 3 karşılaştırıldığında, TOS düzeyleri Grup 5’te anlamlı derecede yüksek

bulundu.

Şekil 12: Grupların TOS düzeyleri. *Grup 1 ile karşılaştırıldığında P<0.001,  §Grup 2 ile
karşılaştırıldığında P<0.001,  ¶Grup 3 ile karşılaştırıldığında P<0.01.

OSİ Değerleri

Grupların testis dokusu OSİ değerleri Şekil 13’te gösterilmiştir. Grup 2 ile Grup 1

karşılaştırıldığında, OSİ Grup 2’de Grup 1’e göre anlamlı derecede yüksek  bulundu.

Grup 3 ile Grup 2 karşılaştırıldığında, OSİ değeri Grup 3’te anlamlı olarak düşük

saptandı. Grup 3 ve Grup 4 arasında anlamlı fark yoktu. Grup 5 ve Grup 3

karşılaştırıldığında, OSİ’nin Grup 5’te Grup 3’e göre anlamlı dercede artmış saptandı.
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Şekil 13: OSİ sonuçları. *Grup 1 ile karşılaştıtıldığında P<0.001, §Grup 2 ile karşılaştırıldığında  P<0.01,
¶Grup 3 ile karşılaştırıldığında p<0.01
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5.TARTIŞMA

Bu deneysel çalışmada sıçan spermatik kordunun 180 dakika süreyle klampe

edilmesiyle gerçekleştirilen testis iskemisi ve ardından uygulanan 60 dk süreli

reperfüzyon testis dokusunda İR yaralanmasına yol açmıştır. Oluşan İR hasarı sıçan

testisinin germinal epitelinde histolojik lezyonlara ve incelenen biyokimyasal

parametrelerde oksidatif strese bağlı değişikliklere neden olmuştur. Çalışmamızda

uygulanan iskemik önkoşullama protokolü meydana gelen İR hasarı üzerinde olumlu

etki göstererek testis incinmesini azaltmıştır. 5-HD uygulaması iskemik önkoşullamanın

İR yaralanmasına karşı oluşan koruyucu etkisini engellemiştir. Y-27632 ise iskemik

önkoşullamanın testis İR hasarı üzerindeki olumlu etkisinde önemli bir değişikliğe yol

açmamıştır.

Bir organın maruz kaldığı kısa süreli iskemi dönemleri, bu organda daha sonra

oluşabilecek uzun süreli bir iskeminin neden olacağı hücre ölümünü önleyebilir. Kısa

iskemi dönemlerinin oluşturduğu bu koruyucu etki iskemik önkoşullama olarak

adlandırılmaktadır. İskemik önkoşullamanın koruyucu etkisi ilk kez kalp kasında

gösterilmiştir (4). Bunu takip eden çalışmalarda santral sinir sistemi, karaciğer, barsak,

retina, iskelet kası, akciğer ve böbrek gibi farklı organlarda da iskemik önkoşullamanın

koruyucu etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (6, 7, 8, 9, 99, 100). İskemik

önkoşullamanın testis iskemisi üzerindeki rolü üzerinde yapılmış az sayıda çalışma

mevcuttur. 2005 yılında yayınlanan deneysel çalışmamızda 10 dk iskemi ve 10 dk

reperfüzyon şeklinde gerçekleştirilen 1 ve 3 döngülü iskemik önkoşullamanın, sıçanda

spermatik kordun 90 dk süreli 720 derece torsiyonun meydana getirdiği testis iskemisi

sonucu ortaya çıkan doku hasarı üzerinde koruyucu etkisinin olmadığını gözlenmiştir

(14). Şahinkanat ve arkadaşları iskemik önkoşullamanın sıçan testisinin 180 dk süreli

iskemisi ile oluşan doku iskemisi üzerinde koruyucu etkiye sahip olduğunu

belirtmişlerdir (15). Yazarlar bu çalışmada kalıcı iskemi hasarı öncesinde 6 farklı
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iskemik önkoşullama protokolü uygulamışlardır. Bu protokollerin ikisinde (1 ve 3 siklüs

şeklinde 10 dk iskemi ve 10 dk reperfüzyon) iskemik önkoşullamanın iskemi grubuna

göre biyokimyasal parametrelerde anlamlı düzeyde olumlu yönde değişiklik

gösterdiğini bildirmişleridir. Bu çalışmada, tek siklüslü 10 dk iskemi ve 10 dk

reperfüzyon şeklinde uygulanan önkoşullama yalnızca MDA düzeylerinde anlamlı

düşmeye, aynı döngünün 3 siklüslü uygulaması ise MDA ve NO düzeylerinde iskemi

kontrol grubuna göre  anlamlı azalmaya yol açmıştır. Yazarların uyguladığı 20 dk

iskemi ve 10 dk reperfüzyon, 30 dk iskemi ve 10 dk reperfüzyon ve bunların 3 siklüslü

kombinansyonlarından oluşan iskemik önkoşullama protokolleri, iskemi kontrol

grubuna göre biyokimyasal parametrelerde anlamlı bir değişiklik oluşturmamıştır. Buna

karşın yazarlar uyguladıkları ve yularıda özetlenen tüm iskemik önkoşullama

protokollerinin, iskeminin neden olduğu histopatolojik hasarlanma skorlarında anlamlı

düzelme sağladığını bildirmişleridir (15). 2009 yılında yayınladıkları çalışmalarında

Shimuzu ve arkadaşları (16) 3 döngülü 5 dk iskemi ve 5 dk reperfüzyon periyotlarından

oluşan iskemik önkoşullamanın sıçan testisinin 60 dk iskemi ve 120 dk reperfüzyonu ile

oluşturulan İR yaralanması üzerinde olumlu etki gösterdiğini bildirmişlerdir. Yazarlar

İR grubuyla karşılaştırdıklarında İR öncesi iskemik önkoşullama uyguladıkları grupta

histopatolojik bulgularda düzelme yanında MDA, 8-hidroksideoksigenaz, 70 mRNA ısı

şok proteini düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı azalma saptarken süperoksit

dismutaz, katalaz, DNA fragantasyonu ve apopitotik hücrelerde fark olmadığını

bildirmişlerdir (16). Bu bilgiler bizi testisin İR yaralanması üzerinde iskemik

önkoşullamanın koruyucu etkisi ve bu etkinin mekanizması üzerinde yeni bir inceleme

yapmaya yöneltmiştir. Sunduğumuz bu yeni çalışmada, İR öncesinde 5 dk iskemi ve 5

dk reperfüzyon dönemlerinden oluşan üç silküslü iskemik önkoşullama uygulanarak İR

hasarı üzerindeki etkisi araştırılmış ve bunun yanısıra mitokondride KATP kanallarını

bloke ederek  iskemik önkoşullamanın inhibisyonuna yol açtığı bilinen 5-HD ve selektif

bir Rho-kinaz enzim inhibitörü olan Y-27632’nin testisin iskemik önkoşullaması

üzerindeki etkileri incelenmiştir.

Bu çalışmamızda önce uyguladığımız  İR protokolünün testis üzerindeki etkileri

incelenmiştir. Yalnızca İR hasarı yapılan sıçanların testis dokularında histopatolojik

incelemesinde seminifer tubullerde ciddi hasar gözlenmiştir. Grup 2’deki sıçanların

testisinde saptanan MJS sham grubuna göre anlamlı olarak düşük bulunmuştur. İskemik
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önkoşullama uygulanan sıçanların testis histolojisinde İR grubuna göre  belirgin bir

düzelme gözlenmiş, MJS, grup 2’ye göre anlamlı olarak artmıştır. Bu durum iskemik

önkoşullamanın İR hasarlanması üzerinde gösterdiği olumlu etkiye bağlanmıştır.

IR yaralanmanın yol açtığı testiküler incinme yaptığımız biyokimyasal

incelemelerle de ortaya konmuştur.  Oksidatif stres sırasında dokuda oluşan SOR hücre

membranında bulunan poliansatüre yağ asitlerine zarar verir ve ortamda lipidperoksit

oluşur. Lipidperoksit MDA’ya ayrışır. MDA stabil bir moleküldür ve  bu özelliği

nedeniyle dokuda IR hasarını ortaya koyan bir belirteç olarak kullanılır (101).

Sunduğumuz çalışmamızda İR hasarının testis dokusunda lipidperoksit düzeyinde

anlamlı yükselmeye yol açtığı görülmüştür. Bu sonuç İR sınucunda testis hücrelerinin

hasar gördüğünü göstermektedir. İskemik önkoşullama uygulanan grupta lipidperoksit

düzeyleri İR grubuna göre anlamlı olarak düşük bulunmuştur. Bu veriye dayanarak

uygulanan deneysel protokollerde iskemik önkoşullamanın İR’nin sıçan testis

dokusunda yol açtığı hücre hasarının önüne geçtiğini söleyebiliriz.

MPO, nötrofillerin primer granülleri içinde saklanan bir enzimdir. Bir dokuda

MPO enzim aktivitesinin artışı o dokuda nötrofil birikiminin ve gelişen inflamatuar

sürecin bir  belirtecidir (102).  Testisin İR yaralanmasında oluşan inflamasyon doku

MPO enzim aktivitesinde artışla sonuçlanır (103).  Çalışmamızda İR yaralanması, sham

grubuyla karşılaştırıldığında testis dokusunda MPO enzim aktivitesinde istatistiksel

olarak anlamlı artışa neden olmuştur. Bu artış, testis İR yaralanmasının dokuda

meydana getirdiği inflamatuar sürecin bir sonucudur. Grup 3’te yer alan sıçanlarda İR

öncesi uygulanan iskemik önkoşullama testis dokusunda İR hasarında artan MPO

aktivitesini istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşürmüştür. Bu düşüş iskemik

önkoşullamanın testisteki koruyucu etkisinin bir kanıtı olarak yorumlanmıştır.

Bu çalışmada toplam oksidatif stresin daha hassas bir şekilde değerlendirilmesi

amacıyla toplam oksidatif ve  antioksidatif kapasiteler ve oksidatif stres indeksi ölçüldü.

Oksidativ stres, oksidativ ve antioksidatif parametrelerin ölçümüyle elde edilen OSİ ile

değerlendirildi. Toplam antioksidatif kapasite (TAK) ve toplam oksidatif seviyenin

(TOS) belirlenmesi son yıllarda Erel tarafından geliştirilen yeni ölçüm metodlarıyla

gerçekleştirildi. (94, 96, 104, 105). SOR ölçümünde lipid peroksidasyon ürünlerinin

değerleri kullanılabilir. TOS’un ölçülmesi lipid peroksidasyonu ve oksidatif stresin
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hassas bir şekilde ortaya konmasını sağlar (104). Çalışmamıza uyguladığımız deneysel

protokolde oluşturulan İR hasarı testis dokusunda TAK, TOS ve OSI değerlerinde sham

grubuna kıyasla anlamlı derecede artışa yol açtı. İR öncesi gerçekleştirilen iskemik

önkoşullama ise her üç parametrede anlamlı düşme sağladı. Bu gözlemlere dayanarak

iskemik önkoşullamanın testis dokusunda İR’nin neden olduğu lipid peroksidayonu ve

oksidatif stresi azaltarak hücre bütünlüğünde koruma sağladığını söyleyebiliriz.

İskemik önkoşullamanın etki mekanizmasını  incelemeye yönelik çalışmalar

devam etmektedir. Adenozin A1 reseptörü ve/veya  ATP’ye duyarlı potasyum

kanallarının (KATP) işlevi bu iskemik önkoşullama etki mekanizmaları araştırmalarında

üzerinde en yoğun çalışılan konu başlıklarıdır (106, 107). Mitokondrial KATP kanalları

iskemik önkoşullamanın genel mediyatörüdür. KATP kanalların açılması iskemik

önkoşullamanın koruyucu etkisini artırırken, inhibisyonu bu olumlu etkiyi ortadan

kaldırmaktadır (106). Sunduğumuz çalışmada kullanılan 5-HD bir KATP kanal

blokeridir. Schultz ve arkadaşları 5-HD’nin kalp kasında iskemik önkoşullamanın

iskemiye karşı olumlu etkilerini ortadan kaldırdığını göstermiştir (107). Çalışmamızda

5-HD’nin iskemik önkoşullamanın testisin İR yaralanması üzerindeki koruyucu rolü

üzerindeki etkisini araştırmayı amaçladık.

İskemik önkoşullama öncesinde i.p. 5-HD enjeksiyonu uygulanan deneklerde

iskemik önkoşullamanın testisin İR yaralanması üzerindeki olumlu etkileri

engellenmiştir. Bu deneklerde MJS anlamlı olarak düşerek İR grubu seviyesine

gerilemiştir. MDA ve MPO grup 3’e göre anlamlı artış göstermiştir. Toplam oksidatif

ve  antioksidatif kapasiteler ve oksidatif stres incelendiğinde TAK değerleri grup 3’e

göre farklılık göstermezken, TOS ve OSİ’de belirgin artış gözlenmiştir. Çalışmamızda

5-HD iskemik önkoşullamanın koruyucu etkilerini ortadan kaldırmıştır. Literatür

bilgilerine ve elde olunan sonuçlara dayanarak 5-HD’nin iskemik önkoşullamanın sıçan

testisinin İR yaralanması üzerindeki yararlı etkisinin ortadan kaltığını söyleyebiliriz.

Bulgularımız KATP kanallarının iskemik önkoşullamanın genel mediatörü olduğu

görüşünü (107) desteklemektedir.

Rho kinaz RhoA, RhoB ve RhoC gibi Rho proteinlerinin enzimatik

reaksiyonlarını katalize eder (108). Rho-kinaz, hücre morfolojisindeki değişimler, hücre

hareketliliği, aktin stres liflerinin oluşumu, fokal adezyonlar ve sitokin oluşumu gibi
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fonksiyonların oluşmasında önemli rol oynar (109, 110). Bunun yanısıra Rho kinaz İR

hasarının oluşum mekanizmasında etki gösterir. Yapılan bir çalışmada Rho/Rho kinaz

yolağının aktivasyonunun, yağlı karaciğer dokusundan izole edilen hücreleri İR

hasarına yatkın hale getirdiği gösterilmiştir (111). Rho kinazın serebral iskemiyi aktive

ettiği, buna karşın Rho kinaz inhibitörlerinin iskemiye fokal serebral infarkt alanlarının

küçülmesini sağladığı ortay konmuştur (112) Böbrek üzerinde yapılan bir deneysel

araştırmada renal Rho kinaz enziminin İR’ye bağlı doku hasarını artırdığını, buna karşın

Rho kinaz yolağının inhibe edilmesinin böbrekteki İR hasarını hafiflettiği gösterilmiştir

(113). İskemik önkoşullama Rho kinaz yolağını inhibe ederek etki göstermektedir. Rho

kinazın inhibe farmakolojik olarak edilmesiyle iskemik önkoşullamanın olumlu

etkilerine benzer faydaların edilebileceği düşünülmüştür.

Y-27632 selektif bir Rho kinaz inhibitörüdür ve enzimin ATP bağlayıcı bölgesiyle

yarışmaya girerek etki yapar (12).  Demiryürek ve arkadaşları gerçekleştirdikleri invivo

deneysel çalışmada 0,1 mg/kg dozda verilen Y-27632’nin önkoşullamayı taklit ederek

sıçanlarda koroner arter tıkanıklığı nedeniyle oluşan iskemi sonucu ortaya çıkan

aritmiyi engellediğini göstermişler ve Y-27632 potansiyel bir farmakolojik

önkoşullayıcı ajan olabileceğini belirtmişleridir (10). Sakamoto ve arkadaşları (114)

sıçan kalp hücreleri üzerinde yaptıkları invitro çalışmada, uygulanan 1 mM Y-

27632’nin erken iskemik önkoşullamanın kalpteki koruyucu etkisini değiştirmediğini,

buna karşın 10mM dozunda uygulanan Y-27632’nin sıçanlarda iskemik önkoşullamanın

myokard üzerindeki koruyucu etkisini ortadan kaldırdığını göstermişleridir. Bu

gözlemlerine dayanarak, yazarlar, Y-27632’nin sıçan kalbinde gelişen iskemik hasar

üzerindeki olumlu önkoşullama etkisinin doza bağımlı olduğunu, yüksek dozlarda Y-

27632’nin, beklenenin tersine, iskemik hasarın daha da artmasına neden olabileceği

yönünde görüş bildirmişlerdir (114). Sunduğumuz bu çalışmada, iskemik önkoşullama

öncesinde grup 4’de verilen 0,3 mg/kg Y-27632,  iskemik önkoşullama uygulanan grup

3’de bulunan sıçanların testis dokusundaki MPO enzim aktivitesine göre istatistiksel

olarak önemli düşme sağlamıştır. Bu sonuç Y-27632’nin iskemik önkoşullamanın

İR’nin dokuda neden olduğu inflamatuar sürecin önlenmesine katkıda bulunduğu

yönünde yorumlamak mümkün olabilir. Ancak Y-27632 uyulamasının çalışılan

histolojik ve diğer biyokimyasal parametrelerin grup 3’e göre anlamlı farklılık

göstermediği görülmüştür. Elde edilen verilere dayanarak çalışmamızda uygulanan



40

protokole göre verilen Y-27632’nin iskemik önkoşullamanın koruyucu etkisinde

belirgin bir değişiklik yapmadığı kanaatine varılmışır.

Sonuç olarak; bu çalışmada kullanılan İR modeli testis dokusunda hasar meydana

getirmiştir. İR öncesinde uygulanan iskemik önkoşullama bu hasarın azalmasını

sağlamıştır. 5-HD iskemik önkoşullamanın yararlı etkilerini bloke etmiş, Y-27632 ise

iskemik önkoşullamanı yararlı etkileri üzerinde belirgin değişikliğe yol açmamıştır.

Geliştirilmesi muhtemel farmakolojik önkoşullama tekniklerinin gelecekte testis

torsiyonu tedavisinde kullanım alana bulabileceği görüşündeyiz.
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6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER

1) Spermatik kodun 180 dk klempe tutularak testis kan akımının engellenmesi ve

klampin açılarak 60 dk boyunca organın reperfüzyonu testiste iskemi ve reperfüzyon

hasarlanmasına yol açar.

2) Bu deneysel çalışmada uygulanan iskemik önkoşullama modeli (5 dk iskemi ve

5 dk reperfüzyon, 3 siklüslü) testisin iskemi ve reperfüzyon hasarında belirgin azalmaya

yol açmıştır.

3) 0.3 mg/kg/gün dozda uyulanan Y-27632 sıçan testisinin İR yaralanmasında

iskemik önkoşullamanın sağladığı koruyucu etkiyi değiştirmemiştir.

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

reperfüzyon yaralanması üzerindeki koruyucu etkisini ortadan kaldırmıştır.

5) Önkoşullama yapan farmakolojik ajanların klinik kullanıma girmesiyle, testis

torsiyonu sonucu gelişen doku hasarının tedavisinde yeni alternatifler geliştirilebilir.
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