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OZET

Amag: Testis torsiyonu testiste ileri dizeyde iskemiye sebep olan akut seyirli,
her yasta gorulebilen ve teshis sonrasinda hizli sekilde tedavi gerektiren acil
drolojik  bir durumdur. Spermatik kord torsiyonu oldugunda, damar
obstriksiyonuna ve uzayan iskemi ile birlikte testikiler hasara yol acar.
Torsiyon-detorsiyon sonrasinda meydana gelen iskemi ve reperfuzyon
surecleri testikiler hasara neden olur. Bu ¢alismanin amaci torsiyon sonrasi
olusan testikuler hasari biyokimyasal, immunohistokimyasal, histopatolojik
olarak belirlemek ve ratlarda testis torsiyonuna bagl gelisen iskemi

reperflizyon hasarinda ozonun koruyucu etkisinin arastiriimasidir.

Materyal ve Metod: Deney icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulundan gerekli onay alindi. 40 adet Wistar albino cinsi
erkek rat (agirlik: 250-300 gr) randomize sekilde 5 gruba ayrildi. 1.Grup
sham grubu olarak belirlendi. 2.Grupta sol testis torsiyonu ve detorsiyon
olusturuldu. 3.Grupta 2.Gruba uygulanan prosedire ek olarak torsiyonun 30.
dakikasinda intraperitoneal olarak 4 mg/kg ozon uygulandi. 4.Grupta 2.Gruba
uygulanan prosedire ek olarak torsiyonun 30. dakikasinda intratestikller
olarak 4 mg/kg ozon uygulandi. 5. grupta 2. gruba uygulanan prosedire ek
olarak torsiyonun 30. dakikasinda intratestikller ve intraperitoneal olarak 4
mg/kg ozon uygulandi. Sham grubu hari¢ diger gruplara 60 dakika stren
torsiyon sonrasinda detorsiyon (reperfliizyon) uygulandi ve 240 dakika
reperflzyon icin beklendi. Daha sonra sol orsiektomi yapilip ratlardan
biyokimyasal degerlendirme icin kan ve doku, histopatolojik ve
immunohistokimyasal degerlendirme icin ise doku ornekleri alindi. Ratlar

servikal dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi. islem sonlandirildi.

Bulgular: Serum ve dokuda elde edilen MDA, TOS ve OSi degerleri tedavi
gruplarinda iskemi/reperfiizyon (i/R) grubuna gére diisiik bulundu(p<0,001).
TAS ve SOD degerleri incelendiginde tedavi ve i/R gruplari arasinda anlamli
farklilik saptanamadi (p>0,05). IMA ve IMAR degerlerinin i/R grubunda tedavi
gruplarina goére yuksek oldugu tespit edildi (p<0,001). Histopatolojik
degerlendirmede tedavi gruplarinda /R grubuna gére daha diisiik skorlar



elde edildi (p<0,001). Histopatolojik olarak tedavi gruplari arasinda etkinlik
acisindan anlamh  fark saptanmadi (p>0,05). Imminohistokimyasal
degerlendirmede iINOS ve eNOS tutulumunun tedavi gruplarinda I/R grubuna
goére anlamh  sekilde dusuk oldugu tespit edildi (p<0,001).
Imminohistokimyasal olarak tedavi gruplari arasinda anlamli fark

saptanmadi (p>0,05).

Sonug: Testis torsiyonu sonrasinda olusan iskemi reperfuzyon surecinde
farkli verilis yontemleri ile uyguladigimiz ozon tedavisinin olusan hasari
onlemede etkili oldugunu goérduk. Ancak bu bulgularnn klinik uygulamalara
gecis oOncesinde yapilacak daha genis kapsamli deneysel c¢alismalarla

desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ozon, iskemi reperflzyon hasari, immunohistokimya,
INOS, eNOS



ABSTRACT

Objective and Background: Testicular torsion is a surgical urological
urgency, which is acute onset and seen at any age, can be lead to advanced
level of ischemia in the testis and requires rapid diagnosis and treatment.
When the spermatic cord rotates, it causes vascular obstruction and
testicular damage with prolonged ischemia. Ischemia and reperfusion
processes following torsion-detorsion, cause testicular injury. The aim of this
study is to determine the biochemical, immunohistochemical and
histopathologic findings of testicular torsion and to investigate the protective
effect of ozone in ischemia-reperfusion (iR) injury caused by testicular torsion

in rats.

Materials and methods: This study was conducted after approval of
Canakkale Onsekiz Mart University, Experimental Research Ethical
Committee. 40 Wistar albino male rats (weight: 250-300 gr) were randomly
divided into 5 groups. Group 1 was identified as sham group. Torsion and
detorsion was formed in group 2. In the 3rd group, 4 mg / kg ozone was
administered intraperitoneally in the 30th minute of the torsion in addition to
the procedure applied in the second group. In the 4th group, 4 mg / kg ozone
was administered intratesticular in the 30th minute of the torsion in addition to
the procedure applied in the second group. In the 5th group, 4 mg / kg ozone
was administered intraperitoneally and intratesticular in the 30th minute of
the torsion in addition to the procedure applied in the second group. Other
groups except sham group were detorsioned (reperfusion) after 60 minutes
of torsion and waited for reperfusion for 240 minutes. Tissue samples were
taken for histopathological and immunohistochemical evaluation and blood /
tissue samples for biochemical evaluation, after left orchiectomy. The rats

were sacrificed by cervical dislocation. The process has been terminated.

Results: MDA, TOS and OSI values obtained in serum and tissue were
significantly lower in the treatment groups than IR group(p<0,001). When
TAS and SOD values were examined, there was no significant difference

between treatment and IR groups(p>0,05). IMAR and IMAR values were

\"



significantly higher in the IR group than the treatment groups(p<0,001).
Histopathological evaluation showed that we had significantly lower scores in
all treatment groups than the IR group(p<0,001). Histopathologically, no
significant difference was found between treatment groups(p>0,05).
Immunohistochemical assessment of iINOS and eNOS involvement was
significantly lower in all treatment groups than the IR group(p<0,001).
Immunohistochemically, there was no significant difference between

treatment groups(p>0,05).

Conclusion: We have seen that ozone therapy applied by different delivery
methods in the ischemia reperfusion process that occurs after testicular
torsion is effective in preventing damage. However, before the transition
clinical practice needs to be supported by more extensive experimental

studies.

Keywords: Ozone, ischemia reperfusion injury, immunohistochemistry,
INOS, eNOS
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1. GIRIS VE AMAC

Testis torsiyonu testiste ileri diizeyde iskemiye sebep olan akut seyirli,
her yasta gorulebilen ve hizl sekilde teshis sonrasinda tedavi gerektiren acil
drolojik bir durumdur (1). Spermatik kord torsiyonu oldugunda, damar
obstriksiyonuna ve uzayan iskemi ile birlikte testikuler hasara yol acar. Her
yasta gorulebilmesine ragmen siklikla 12-18 yas araliginda daha sik goruldr.
Testis torsiyonu acil girisim gerektiren hastaliklar arasinda olup, yirmibes yas
altindaki erkeklerde 1/4000 oraninda gorulmektedir (2). Ani baslangigli
skrotal agri en sik rastlanan basvuru sebebidir. Dogru tani konulamaz ve
uygun ve erken tedavi yapilmaz ise geri donusumsuiz iskemiye neden olarak,
testis kaybi ile sonuglanabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle ani baglayan
skrotal agri sikayeti ile basvuran hastalarda hizli bir sekilde tani konulduktan
sonra tedavi amagli manuel detorsiyon veya cerrahi eksplorasyon yapilmasi
gerekmektedir (3). Spontan veya travmaya ikincil olarak gorilebilmektedir.
Akut agrili skrotal sislik sikayeti ile gelen hastalarda ayirici tanida; orsit,
epididimit, akut hidrosel, strangtle inguinal herni, intratestikiler kanama ya
da spermatik kord yag nekrozu akla gelmelidir. Semptomlarin ilk birkag
saatinde eksplorasyon ile % 100’ e yakin basari saglanirken, 12-24 saat
arasinda bu oran % 20’lere kadar duser. 24 saatten uzun sidren iskemi

genellikle geri donlsumsulz infarkta neden olur (4).

Akut skrotumun degerlendiriimesinde akut testikller torsiyonu
destekleyen hikaye ve fizik muayene bulgulari genellikle acil cerrahi yaklagim
icin yeterlidir. Pratikte de siklikla tani klinik ile konularak cerrahi eksplorasyon

ile dogrulugu kanitlanir. Radyolojik goruntilemeler teshisi destekler (1).

Testikuler torsiyonun en 6nemli komplikasyonu gonadlarin infarktidir.
Bu durum torsiyonun suresine ve derecesine bagli olmakla birlikte detorsiyon

ya da orgsiektomi uygulanmasi ile Onlenebilir. Basarili bir cerrahi girisime



ragmen anormal semen analizi ve kontralateral testis apoptozisi testikuler
torsiyon sonrasi gorulebilen komplikasyonlardir. Bu nedenle her hastaya

subfertilite riski nedeniyle bilgilendirme yapiimalidir (1).

Testis torsiyonunda vendz donusin bozulmasina bagli olarak 6dem ve
hemoraji meydana gelir. ilerleyen siiregte arteryel obstriiksiyon bulgularinin
da tabloya eklenmesiyle kan akimi azalarak testiste hipoksi ve devaminda
iskemi meydana gelir. Yapilan deneysel c¢alismalar gostermistir ki, testis
dokusunda iskemiye en duyarli hucreler baslica germ hucreleridir (5). Testis
torsiyonu sirasinda olusan iskemik hasarin etyolojisi degerlendirildiginde
ortamda bulunan reaktif oksijen radikallerine (ROS) bagl oksidatif stres ve
inflamasyon sireglerinin yer aldigi gorGlur. iskemik hasar dénemi olan bu
surecte testikuler hasar primer olarak oksijen desteginin azalmasi ile iligkilidir
(6). iskemiye ugramig dokularin canhligini koruyabilmek igin en kisa siirede
doku reperfuzyonun saglanmasi gerekmektedir. Testisin detorsiyone edilmesi
ile birlikte reperflizyonun neden oldugu hasarlanma meydana gelmektedir
(5). Reperfiizyon ile olusan hicresel hasarin ROS uretiminde artis ve nétrofil
infiltrasyonu ile baglantih oldugu bilinmektedir. Bu slregte meydana gelen
radikaller hucre membraninda bulunan lipidlerin peroksidasyonu, proteinlerin

denaturasyonu ve DNA hasarina neden olur (7).

Testis torsiyonuna bagli iskemi reperflizyon hasari sonrasi testislerde
meydana gelen histolojik ve fonksiyonel degisiklikleri ve farkli tedavi
metodlarini inceleyen ¢ok sayida yayin bulunmaktadir. Yapilan deneysel
calismalarda iskemi reperfiizyon hasarinda ozonun koruyucu etkisi farkli
doku gruplarinda ve farkli uygulama yontemleriyle gosterilmeye calisiimistir.
Biz bu calismamizda, literatiirdeki ¢alismalardan farkli olarak, testisin iskemi
ve reperfizyonuna bagli olusan hasarinin énlenmesinde, ozonun farkh verilis
yontemlerine goére etkisini biyokimyasal ve patolojik parametreler kullanarak

degerlendirmeyi amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Testis Embriyolojisi

Embriyo cinsiyetinin, fertilizasyon sirasinda belirlenmesine ragmen,
gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik 6zelliklerine
sahip degildir. Gonadlar baslangi¢ta bir ¢ift halinde, ¢olomik epitelin
proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagsmasi sonucunda olugsmus
genital veya gonadal kabarti halinde belirirler. Gelisimin 6. haftasina kadar

gecgen surede bu genital kabartilar iginde germ hucreleri bulunmamaktadir

(8).

Primordial germ hucreleri, gelisimin erken evrelerinde yolk kesesinin
allontoise yakin duvarindaki endoderm hucreleri arasinda belirirler ve 5.
haftanin basinda primitif gonadlara ulagirlar. Sonrasinda epitelyum hicreleri
altlarindaki mezensimin igine gomullurler. Genital kabarti igcinde germ
hiicrelerinin gérilmesi 6. gestasyonel haftada olur. Burada primitif cinsiyet
kordonlari denilen irreguler sekilli kordonlari meydana getirmek uUzere
biraraya gelirler. Hem erkek hem disi embriyolarda bu kordonlar ylzey
epiteline bagli sekilde bulunmaktadir. Bu safhada erkek veya disi gonadal
yaplilarin birbirinden ayirt edilmesi mimkin degildir ve farklilasmamis gonad
olarak adlandirilir. Bdylece gelisimin 5. Haftasinin sonunda korteks ve
medullaya sahip bipotansiyel gonad olusturulmustur (8). Bu gelisimden wilms
tumord geni (WT1) ve steroidojenik faktér 1 (SF-1) genlerinin aktivasyonu
sorumludur. Bipotansiyel gonadlarin testis veya over dokusuna donugumu
genetik yap! ile belirlenir. Primordial germ hucrelerinin sahip oldugu
kromozomlar XY ise embriyo genetik olarak erkektir. Altinci haftada Y
kromozomunun kisa kolundaki SRY (seks belirleyici bdlge) geni ve SOX9,
FGF9 ve DAX1 gibi diger testis belirleyici genlerin birlikte gerceklesen
aktivasyonu sonucunda gonadin korteks dokusu gerileyerek testis veya

medullar kordonlari olugturulur. Milleryan inhibe edici madde (MIS) Ureten



Sertoli hicreleri 6. haftada; testosteron ve insilin benzeri blyime faktor-3

(IGF-3) Ureten Leydig hucreleri ise 8. haftada ortaya ¢ikmaktadir (9).

Gonadal sekse gore gelisen internal ve eksternal genital organlar,
diferansiye olan gonadin hormonal fonksiyonuna gore belirlenmektedir. Her
hormon ayni taraf parakrin etkiye sahiptir. Bu kritik hormon mekanizmasinda
bir aksama oldugunda disi yonde farklilasma veya anormal erkek yonde
farkhlasma gelisebilmektedir. Erkek dis genital organlarinin gelisimi i¢in bu
dokularda testosteronun dihidrotestosterona donusumunu saglayan 5-Alfa

rediktaz tip-2 enzimine gerek vardir (8).

Erkek fetls gelisiminin dorduncu ayinda, testis kordonlari atnal seklini
alir ve bu atnalinin uglari rete testis ile devamliklik gosterir. Bu safhada testis
kordonlari primitif germ hucreleri ve bezin yuzey epitelinden kaynaklanan
sertoli destek hicrelerinden olusur. Gonadal sirtin kendi mezensiminden
gelisen intertisyel leyding hcreleri testis kordonlarinin arasinda yer alir ve bu
kordonlarin  farklilagsmaya baslamasindan sonra gelismeye basglarlar.
Gestasyonun 8.haftasinda, leyding hicrelerinde testosteron sentezi baslamis
olur. Testisler artik genital kanal ve dig genital organlarin cinsiyetini

belirleyebilecek duruma gelmistir (8).

Testis gelisiminde temel rol oynayan SRY geni testisin, mezonefrik kanal
tubdllerinin gonadal sirta penetre olabilmesini ve testislerin gelisimini
saglayan kemotaktik ajan salgilamasini uyarmaktadir. Bunun yaninda SRY
geni, sertoli ve leydig hlcrelerinin farklilasma streclerini tamamlayabilmeleri
icin gereken steroidogenezis faktort 1’ in dizenleyicisidir. Sertoli hlicrelerinin
salgiladigi mullerian inhibe edici faktér (MIF) mdillerian (paramezonefrik)
kanallarin regresyonunu neden olur. Testis kordonlari arasinda yer alan
interstisyel leydig hUlcrelerinden salgilanan testosteron, 5-alfa rediktaz
enzimi yardimiyla dihidrotestosterona donusturultr. Reseptoru ile kompleks
olusturan testosteron wolfian (mezonefrik) kanallarin virilize olmasindan
sorumluyken, Reseptoru ile kompleks olusturan dihidrotestosteron ise erkek

dis genital yapilarinin diferansiyasyonuna yardimci olur (8).



Plbertal gelisime kadar solid yapida olan testis kordonlari pubertal
gelisim ile birlikte [iUmenleri agilir ve bu dénemden sonra seminifer tabdl
yapisini olustururlar. Rete testis tubulleri ve seminifer tlbullerin bir araya
gelmesiyle duktus efferentesler meydana gelir. Wolfian kanallar kivrimlar
yaparak duktus epididimisi meydana getirir (8,10). Mezonefrik kanal
epididimin kuyruk kismindan seminal vezikul tomurcuguna ulagincaya
kadar kalin bir kas kilifi ile sarilidir ve bu kisma duktus deferens adi verilir.
Seminal vezikullerden sonra devamlilik gosteren duktus deferens kismi ise
duktus ejekulatoryus adini alir. Erkekte paramezonefrik kanalin kranial ucu
diginda tumu dejenere olmaktadir. Dejenere olmayarak devamlilik

gosteren kisimdan apendiks testis olusur (11).

Testis ve mezonefroz 2. ayin sonunda Urogenital mezenter araciligiyla
karin arka duvarina bagli sekilde bulunur. Testisin kaudal kismindan
baslayarak uzanim gosteren mezensimal yapi ise gubernakulumdur. Testisin
skrotuma inigini tamamlamasindan 6nce gubernakulum inguinal bdlgede
eksternal ve internal oblik kaslar arasinda uzanim gdsterir. Testisin skrotum
icine inmeye baslamasi ile birlikte gubernakulumun ekstraabdominal kismi
olugur ve inguinal bolgeden baslayarak skrotal sislige dogru ilerler. Testis
inguinal kanali terk ederken gubernakulumun ekstraabdominal bolumu
skrotuma tutunmaktadir. Testisin inisini kontrol eden faktorler tam olarak
bilinmemektedir. Testisin skrotuma inis dénemi mullerian inhibe edici faktor
(MIF) ve androjen hormonlarin etkisi altinda gerceklesmektedir (11). Patolojik
bir durum s6z konusu degilse gestasyonun yaklasik 12.haftasinda testisler
inguinal bolgeye ulasmakta, inguinal kanali 28. haftada terk etmekte ve
skrotuma yaklasik 33. haftada gelmektedir. Célemik bosluktan olusan periton,
karin 6n duvarinin her iki yaninda vaginal proses adi verilen peritoneal bir
cep olusturur. Muskuler ve fasiyal yapilarla birlikte skrotuma dogru ilerleyen
prosesus vaginalis inguinal kanali meydana getirir. Testisler inguinal
kanaldan gectikten sonra skrotuma inerler ve vaginal prosesin katlantisi ile

sarilirlar. Testisi saran ve peritondan kaynaklanan, i¢ kisimda kalan pargasi
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tunika vaginalisin viseral yapragini, dig tarafta kalan pargasi ise pariyetal
yapragini olusturur. Fasya transversalis Internal spermatik fasyayi, internal
oblik kas kremaster liflerini ve eksternal oblik kas ise eksternal spermatik

fasyayl meydana getirir (11).
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Sekil 1: Testisin embriyolojik geligimi (10)

2.2. Testis Histolojisi

Testisler; seksuel maturasyonla birlikte embriyolojik gelisimi ve Ureme
yetenegini etkileyen; ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahiptir. Testislerde
leydig hucreleri tarafindan Uretilen testosteron puberte déneminde sperm

uretiminin baslamasini ve sekonder seks karakterlerinin olusumunu etkiler.

Testis, distan ice dogru tunika vajinalis, tunika albuginea ve tunika

vaskuloza olarak bilinen bir kapsul ile kapl haldedir. Mezotelyal hucrelerinin



tek sira halinde siralanmasi ile olusan tunika vajinalisi preparatlarda
izleyebilmek zordur. Yogun sekilde fibroelastik bag dokusu iceren tunika
albuginea kapsulin en belirgin tabakasi olup testisin arka yuzinde kalin bir
yap! halini alarak mediyastinum testisi meydana getirir. Kapsulden
baglayarak ince bag dokusu seklinde testisin i¢ kisimlarina ulasan tunika

albuginea, testiste lobullerin olugsmasini saglar (12).

2.2.1. interstisyel Doku

Testisin  %30’unu intersitisyel doku olusturur. Leydig hucreleri,
lenfatikler, kan damarlari, sinirler, makrofajlar bulunur. Santral yerlesimli ve
tek ¢ekirdegi bulunan leydig hucreleri, testosteron Uretimini saglar.
Ldteinizan hormonun uyarisiyla kolesterolden sentezlenen testosteronun;

dolasimda %98’i proteinlere bagli, % 2’si ise serbest halde bulunur.

Folikdl stimilan hormon ve liteinizan hormon hipofizden salgilanarak
testiste spermatogenezi baslatir. Folikll stimtlan hormon araciliiyla sertoli
hlcrelerinde Uretilen androjen baglayici protein; liteinizan hormon etkisiyle
leydig hlcrelerinde Uretilen testosteronu baglayarak seminifer tlbule getirir.
(8,12,13).

2.2.2. Seminifer Tubuller

Tunica albuginea tarafindan olusturulan testis lobdlleri kan
damarlarini, sinirleri ve interstisyel hlicreleri iceren seminifer tubdllerinden
meydana gelir. DUz veya kivrintih sekilde olabilen seminifer tubdiller
mediyastinumda rete testis olarak devam eder. Rete testis, duktuli efferentes
ile, daha sonra da epididim ile devamlilik gosterir. Lumenleri epitel ile
kaphdir (12).

Seminifer epitel iki ayri hlicre grubu igerir. Birincisi germ hicreleri olan
spermatogenetik hucrelerdir. Digeri ise germ hucrelerine destek olan ve
beslenmelerini saglayan sertoli hucreleridir. Bu hlcreler bazal membrandan

[imene dogru uzanim gdsteren bir yapiya sahiptir. Spermatogenetik hicreler
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sertoli hlcrelerinin lateral kismindaki bolmelerde bulunmaktadir. Kan-testis
bariyerini olusturan yapi bu iki hicre grubu arasindaki siki baglanti
kompleksleridir (14).

Seminifer tubdllerin karbonhidrat, iyon, aminoasit ve protein igerigi;
kan ve lenf dolagimindan oldukga farklidir. Kan-testis bariyeri ile olusan bu
fark germ hiucrelerinin dolagim yolu ile gelen zararli maddelere karsi
korunmasini  saglamaktadir. Spermatogenetik huacreler farkli  gelisim
safhalarinindan gecerler. Bazal membrana yakin yerlesimli olanlar
spermatogonyumlardir. Lumen yakininda vyerlesim gdsteren spermatid
hicreleri, daha olgun vyapidadir. LUmende bulunan hicreler ise
spermiyumlardir. Seminifer tibullerin enine alinan kesitinde spermatogenetik

hicreler bazi 6zellikleri ile birbirlerinden ayirt edilebilirler (13).

Seminifer tubdller bag dokusundan olusan kilif, bazal lamina ve bir
seminifer epitelden meydana gelir. Tubll ¢evresini saran lamina propria bir

dizi fibroblast tabakasindan meydana gelmistir (13).

2.3. Testis Anatomisi

Testis ortalama 15-20 ml hacminde ve 4x3x2,5 cm boyutlarindadir.
Siklikla sol testis sagdakine oranla yaklasik 1cm daha asagida yer
almaktadir (15,16). Testis distan ice dogru tunika vaginalis, kollajen ve diz
kas elamanlarini igeren tunika albuginea ve vaskuler yapilarin yogun sekilde
bulundugu tunika vaskulosa adlari verilen 3 yapinin olusturdugu sert bir
kapsul ile kaplidir. Peritondan kaynaklanan tunika vaginalis visseral ve
parietal olmak Uzere 2 tabakadir. Bu iki tabaka arasindaki potansiyel boglukta
testisin etrafini saran az miktarda ser6z sivi bulunur, bu sivinin artisi ile

hidrosel meydana gelir. Ekstravaginal testis torsiyonu bu boslukta olusur (17).



Sekil 2: Testis Anatomisi

Tunika albuginea testis igerigini saran, yapisinda kollajen doku iginde,
karmasik dallanmalar gosteren diz kas hdcreleri bulunduran bir yapidan
ibaretti. Burada bulunan kas lifleri ejekllasyonda kasilarak sperm
hlcrelerinin efferent duktuslara dogru hareket etmesini saglar. Tunika
albuginea septalar olusturarak seminifer tlbulleri 250-300 lobule ayirir.
Tunika vaskulosa testisin septumlarinin i¢ yuzeyini orten yapidir. Her bir
septum seminifer tiiblil ve sentrifugal arterden olusur. interstisyel dokuda,
leydig hicreleri, mast hlcreleri makrofajlar, sinir, kan ve lenfatik damarlari
bulunur. Testisde yaklasik 600-1200 seminifer ttbul bulunur (18). Rete testis
6-12 efferent duktusun birlesmesi ile olusarak, testikiler sivi ve

spermatazoanin epididime aktarilmasini saglar.

insan testikiiler parankimi i¢in kan akimi 100 mg doku icin yaklasik 9
ml/dk’dir. Testikller arter (internal spermatik) abdominal aortadan renal
arterin hemen altinda anterolateral yuzeyden cikar. Ana testikuler arter olup
testis kan akiminin yaklasik 2/3’sini saglar. Kremasterik (eksternal spermatik)
arter a. iliaka eksterna’nin dali olan a.epigastrika inferior’dan ayrilr.
Deferential arterler (vazal) a.iliaka interna’nin son dali olan a.vezikalis inferior
ya da superior’dan ayrilir. Ug arter de testikiiler mediastinumda anastomoz
olugturarak testisin kanlanmasina katkida bulunur. Testikller arter testise

posteriyordan girer. Tunika albugineay! gectikten sonra anteriyorda testis



parankimi Uzerinden gecgerek dallanir, sonra posteriyora ve inferiyora dogru
ilerler. Testisin anterior ve inferior bolgeleri, medial ve lateral bolgelerine

oranla daha fazla damar icermektedir (15,17,19).

Testikller ven6z drenaj internal testikiler (spermatik) ven, kremasterik
(eksternal spermatik) ven, vazal (deferensiyel) ven ve gubernakuler ven
yardimiyla saglanmaktadir (17,20). internal spermatik (testikiler) ven, internal
spermatik artere eglik eder ve solda renal vene dik, sagda vena cava
inferiora oblik olarak vendz donusu saglar. Kremasterik ven, spermatik
kordun arkasinda seyreder, eksternal inguinal ring duzeyinde yluzeyel ve
derin inferior epigastrik venlere ve yluzeyel eksternal ile derin pudental venler
yoluyla eksternal iliak vene dokulir. Deferensiyel (vazal) ven, vaz deferense
eslik eder, superior-inferiorvezikal venler yoluyla internal iliak vene dokulur.
Gubernakular ven, eksternal pudental ven, safen ven yoluyla eksternal iliak
vene drene olur (18,21-23).

Testis ve epididimden kaynaklanan venler, mediastinumdan ¢iktiktan
sonra duktus deferens oninde ve testikiler arter ¢evresinde 8-12 venden
olugsan bir sebeke halinde serbest anastomoz yapan 3 ayri ven grubu

pampiniform pleksusu olusturur (24).

Pleksus pampiniformis ile skrotum ve epididimin ventz doénlsunu
saglayan kremasterik pleksus ve vazal ven sistemi, inguinal ring hizasinda
birbirleriyle anastomoz olustururlar. Pleksuslar daha yukarida gonadal veni
meydana getirirler. Béylece olasi bir durumda deferansiyel ve kremasterik
venOz yapllar, testikuler venin ligasyonu sonrasinda kollateral dolasim agi

olusumunu saglar (17,21).

Testisin innervasyonu torasik ve splanknik sinirlerin ¢iktiklart T5-T12
seviyesinden kaynaklanir. Ayrica genitofemoral sinirin genital dali (L1-L2)
inguinal kanala internal inguinal halkadan girer. Bu dal kremasterik kasi
inervasyonunu saglar. ilioinguinal sinir (L1) krista iliaka anterior siiperior
medialinde eksternal ve internal oblik kaslar arasindan ¢ikar, eksternal oblik
fasya altinda seyrettikten sonra kanala girer, en sonunda dis inguinal
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halkadan ¢ikar. llioinguinal sinir penis kokinin derisini, skrotum’'un Ust
kismini ve uylugun ust medial boluminunun innervasyonundan sorumludur
(24,25).

Pelvik pleksusa uygulanan anestezi, siddetli testis agrilarinda
kullanilabilen bir yontemdir. Bazi afferent ve efferent sinirler kargi taraf pelvik
pleksusa dallar verebilmekte (8). Bu ndral ¢apraz baglantilar bir testisteki
patolojik olaylarin kargi taraf testisin fonksiyonlarini da etkileyebilecegini
aciklayabilir. Genitofemoral sinirin genital dallar pariyetal ve visseral tunika

vaginalis ve skrotumun duyarliligini saglamaktadir (24).

2.4. Testis Torsiyonu Epidemiyoloji ve Etyolojisi

Testis torsiyonu ilk defa 1800’ IU yillarda Hunter tarafindan, etkilenen
testiste kalici iskemik yaralanmaya sebep olan urolojik acil durum olarak
tanimlanmigtir. Spermatik kordun vertikal eksende dénmesi ile testis ve
eklerinin kanlanmasinin bozulmasina bagli olarak etkilenen testiste kalici
iskemik yaralanmaya sebep olabilen bir durumdur (16,26,27). Testis ve tim
eklerinde 25 yasina kadar torsiyon goérulme sikhdr 1/160 iken (28), sadece
testis degerlendirmeye alindiginda bu oran 1/4000°dir (29). Testis torsiyonu
neonatal donemde ve puberte civarinda olmak tzere iki kez pik yapar. Testis
torsiyonu sirasinda olusan iskemik hasarin etyolojisinde gelisen durumla
birlikte fazla miktarda Uretilen reaktif oksijen metabolitlerine bagli oksidatif
stres ve inflamasyon sireci yer almaktadir. iskemik hasar dénemi olarak
adlandirilan bu surecte testiste meydana gelen hasar dncelikli olarak oksijen
desteginin azalmasi sonucunda gelisen hipoksiye baglidir. Oncelikle gelisen
bu doénem, iskemik hasar dénemi olarak adlandirilir. Reaktif oksijen ve
nitrojen Urlnlerinin olusmasi sonrasinda torsiyonun ortadan kaldiriimasi ile
reperflizyon hasari streci baslamis olur (2). Yapilan deneysel calismalarda
testis dokusunda iskemiye en hassas hucrelerin baslica germ hcreleri
oldugu bildirilmistir (30). Torsiyon sonucunda gelisen hasar, torsiyonun suresi
ve derecesi ile yakin iligki icindedir (30,31). Testis torsiyonu igin bir takim

predispozan faktérlerden s6z edilse de, yapilan bazi ¢calismalarda torsiyonun
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sebepleri arasinda korddan testis ve epididime uzanan dar bir mezenterik
baglantinin varligi gosterilmistir. Bu dar mezenterik baglantinin varhiginda
testisin inferiora dogru yerlesiminden so6z edilebilir. Vajinal kavite igerisinde

testis rahatlikla donebilir hale gelir (32).

Plbertal donemde testesteron seviyesinin goéreceli artisina cevap
olarak testis hacminin hizli artisi predispozan faktorler arasinda sayilabilir
(33-35). Testis ve epididime uzanan mezenterik baglanti genis yapiya sahip
ise testis inferiora dogru seyir gdostermez ve vajinal kavite iginde daha dik bir
pozisyonda kalir, bunun sonucunda torsiyon gelisme ihtimali azalmaktadir.
Bu 06zellik pubertal donemde testis hacminin yaklasik bes katina ¢ikmasi
nedeniyle, puberte 6ncesi doneme gore daha yiksek oranlarda torsiyone
olmasina isik tutar niteliktedir (36). Bu durum ayni zamanda inmemis testisin
torsiyone olmasinin tumoér gelisiminin erken bir gostergesi olmasini da
aciklar; ¢unku timodrler de mezentere oranla testis boyutunun artmasina

sebep olarak vajinal kavite igcinde donebilmesine zemin hazirlar (37).

Testis torsiyonu, siklikla adolesan dénemde ortaya ¢ikan, meydana
gelen hipoksi sonucunda testis kaybina kadar gidebilen drolojik acil bir klinik
tablodur (38,39). Bu duruma 0zellikle ilk 4-6 saatte acil mudahale edilip
tedavi uygulanmaz ise tam arteriel oklizyon sonucunda testikiler nekroz
meydana gelecektir (40,41). Basarili bir cerrahi girisim ve tedavi
uygulanmasina ragmen vakalarin yaklasik yarisinda gesitli derecelerde testis
dokusunun atrofiye ugradigi ve infertiliteye kadar uzanan patolojik durumlarin
gorilebildigi bildiriimistir (42). Yapilan bir ¢calismada tek tarafl testis torsiyonu
gerceklesen 55 hasta incelenmis ve bu hastalarin sadece 7’sinde tedavi

sonrasi spermiogram sonugclarinin normal oldugu goérulmasttr (42).

Testis torsiyonu baslica extravajinal, intravajinal ve testis eklerinin

torsiyonu olmak tzere 3 farkli durum olarak siniflandirilabilir.

Extravajinal torsiyon (ET) testisin skrotuma inisi sirasinda yasanan
bozukluk ve gubernakular baglantinin skrotum duvarinda sonlandigi noktada

bozukluk olmasi sonucunda gelisir Cogunlugu prenatal dénemde
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gorulmektedir (43). Extravajinal torsiyonda testis ve ekleri spermatik kordun
ust seviyelerinde, tunika vajinalislerin spermatik korda baglanti yaptiklari
noktalarin proksimalinden vertikal aksda torsiyona maruz kalmasi sz
konusudur. Kiguk yasta gorllen torsiyonlarin en dnde gelen sebebidir (44).
Extravajinal torsiyon; dogum o&ncesi veya dodum sonrasi ilk bir ayda
geligebilir, fakat taninin dogum sonrasinda konulabilmesinden dolayi
intrauterin torsiyonlarda testisin kurtarilabilmesi gok zordur (45). intrauterin
dénemde gelisen torsiyonlar monoorsidizmin baglica nedenleri arasinda gelir.
Genellikle tek tarafli gelisir ve tedavisi mutlak cerrahidir. ET’ de genellikle
yapilan eksplorasyon sirasinda testis dokusu gangrendz goérinumdedir (46).
Eksplorasyon uygulanip sorunun degerlendirilmesi, patolojik durumun uygun
mudahale ile ortadan kaldirilmasi ve kontralateral testis fiksasyonu yapilmasi
Onerilmektedir (47,48). Malesef cerrahi mudahale ile kurtarildigi disunulen
bazi vakalarda testisler sekonder atrofiye gider (42). Erken mudahaledeki
amagclardan biri karsi taraftaki testiste torsiyon gelisme riskine karsi fiksasyon

uygulanma gerekliligidir (49).

intravajinal torsiyon, spermatik kordun tunika vajinalise yapistigi yerin
distal kesiminde torsiyon gelismesidir. intravajinal torsiyona neden olan
predispozan faktorler arasinda tunika vajinalislerin normale oranla spermatik
kord Uzerinde daha proksimal bir noktaya yapismasinin sorumlu tutuldugu
bildiriimektedir. Konjenital anormallikler olarak inmemis testis, gevsek
epididimal birlesme, testisin horizontal uzanimi, testisin gubernakular
yapisinin anormal uzun veya kisa olmasi ve yagsam icinde gelisen travmalar
da torsiyona sebep olabilmektedir (45). Tunika vajinalisin spermatik kordonun
ust kisimlarinda sonlandigi durumlarda, testis vajinal kavite icinde serbestce
hareket edebilir yapidadir. Postmortem otopsi ¢alismalarinda % 12 oraninda
saptandigi bildirilen bu varyasyon “can tokmagi deformitesi” olarak
adlandiriir (32). Cocukluk ve adolesan doéneminde geceklesen testis
torsiyonunun en sik gorulen nedenlerindendir ve siklikla bilateral tutulum
goraltr (32). En az iki farkli noktadan yapilacak kontralateral testis fiksasyonu
onemlidir, c¢unkld gelisen torsiyon bilateral olma egilimindedir (50,51).

Tedavide torsiyon manual olarak rediikte edilse bile cerrahi fiksasyon mutlaka
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yapilmalidir. Aksi takdirde hasta taburculuk Oncesinde ya da sonraki
donemde tekrarlayan torsiyona bagli olarak testis kaybi gelisebilir (42,52).
intratestikiler arteryel kanlanma yapisi nedeniyle fiksasyon sitirlerinin testis

on alt yazine yerlestiriimemesi gerektigi gosterilmistir (19).

Appendiks testis ve epididimislerin Ust kisimlarinda bulunan
embriyolojik kalintilarin torsiyonu da meydana gelebilen bir durumdur. Bu
durumda testisin veya epididimisin Ust bolumudnde kitlesel olusumun ele
gelmesi patognomoniktir (15,53). Appendiks testis torsiyonunda apendiks
yerlesimi ile uyumlu olarak skrotum cildinde mavi-nokta bulgusu (blue-dot
sign) gozlenir, fizik muayenede appendiks testis ddemli ve sis, geri kalan
testis dokusu ise normal palpe edilir. Tedavide agri kesici ve skrotal
elevasyon Onerilir. Tedavi edilmeyen olgularda agri ve skrotal ddem genellikle

5-7 gunde geriler ve kaybolur (15).

Klinik bulgu olarak sol testis genelde daha sik etkilenir, ayrica inmemis
testislerde de torsiyon solda daha sik saptanir (54) Torsiyon gelisen testis
genelde retrakte, skrotumda yuksek yerlesimli ve horizontal pozisyondadir
(55). Olgularda kremasterik refleks kaybolabilir (56). Yapilan bazi klinik
calismalarda testis torsiyonu olgularinda kremasterik refleks kaybinin %90-
%100 sikhginda goéruldagu belirtiimis, diger akut skrotum vakalarinda ise
kremasterik refleksin % 80’lere varan oranda devam ettigi gosterilmigtir
(56,57). Genel olarak bakildiginda hastalarin yaklasik yarisinda gegirilmis ve
tedavi almadan gerilemis skrotal agri éykisi mevcuttur (58,59). Torsiyona
ugrayan testisin elevasyonu ile birlikte agrida artis olurken, epididimit ve
orsitte hastanin agrisi elevasyon ile geriler. Bu bulgu (prehn bulgusu) orsit ve
testis torsiyonu ayirici tanisinda énemli bir yere sahiptir (56). Eger hasta 4-6
saat icinde opere edilir ve kontralateral testis fiksasyonu yapilirsa prognoz
iyidir (42). Testis torsiyonu gelistigi donemde bazi proteinlerin sistemik
sirkulasyona katildigi, bunun da kontralateral normal testis dokusuna zarar
veren anti-testikiler ~ antikorlarin gelisimine neden olabilecegi
disiniimektedir (60). ilk 6 saat igerisinde tedavi uygulanan vakalarda testis
dokusu %100 hasarsiz kurtulabilirken, daha gecikmis vakalarda tedavi

14



uygulansa bile bu oran %20’leri gecememektedir (61). Hellner’ in testis
torsiyonu ile meydana gelen 6 saatlik iskemi sdresinin testisin kaderini
belirleyen ana faktor oldugu disuncesi ginimuzde de kabul gérmektedir
(62).

Yapilan bir¢ok arastirmada tek tarafli testis torsiyonunun, kontralateral
testiste de biyokimyasal degisikliklere yol agabildigini ve bu degisikliklerin
yapilan uygun tedaviden sonra da siddetlenebilecegi gosterilmistir. Yapilan
bir calismada iki gruba ayrilmis olgulardan; birinci gruba torsiyon sonrasi
detorsiyon uygulanip orsiektomi yapilmig, diger gruba ise detorsiyon
uygulamadan direk orsiektomi yapilmistir. Calismaya alinan deneklerde;
kontralateral testisteki etkilenen seminifer tubtl ylzdesinin, detorsiyon
uygulanip orsiektomi yapilanlarda, direk orgsiektomi yapilanlara gére anlamli
sekilde daha yulksek oldugu gosterilmistir (63). Bu kontralateral testis
hasarina nérohormonal baglantilarin sebep oldugu sanilmaktadir. Buna
ragmen meydana gelen kontralateral testis hasarinin patofizyolojisi heniz

tam olarak agikliga kavusturulamamistir.

2.5. Tanisal Testler ve Goriintiileme Yontemleri

Dopler Ultrasonografi son yillarda testis torsiyonunun
degerlendiriimesinde en sik bagvurulan tani yontemi haline gelmigstir (64).
Hizli, ekonomik ve non invazif bir ydntemdir. Torsiyon disinda olasi hematom,
apendiks torsiyonu ve hidroselin goruntulenebilmesini de sadlar. Testis
torsiyonunda, doppler goruntilemede kan akimi tamamen kaybolmus ya da
torsiyon derecesine gore kan akimi azalmis da olsa halen gorilebilir
durumdadir. Goérlintlileme bulgusu olarak etkilenen testis genislemis ve
heterojen gorinimdedir (63). Akut skrotal sisligi olan ve kesin tanilar
kanulmamis olgularda renkli doppler ultrasonografinin %88.9 sensitivitesi ve
%98.8 spesifitesi oldugu, bunun yaninda %1 yanhs pozitif sonu¢ verdigi
gOsterilmistir. Testis torsiyonu olgularinda ultrasonografide etkilenen testis
olayin gercgeklestigi ilk saatlerden itibaren buyuk ve hipoekojen olarak goraltr
(65).
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Manyetik rezonans (MR) goruntileme testis torsiyonu tanisinda
kullanilabilen bir yontemdir (66). Klinik uygulamada ozellikle pediyatrik
donemde anestezi gerekliliginden dolayr rutin kullanima girmemistir. Bu
nedenle (MR) gorunteleme testis torsiyonu tanisinda ileri tetkik amaciyla
kullanilabilir (66).

Radyonuklid sintigrafi yontemi en sik izotop Tc 99 kullanilarak testis
kan akiminin degerlendiriimesine yardimci olur (67). Torsiyon tanisinda s6z
konusu testisin zayif radyonuklid izotop tutulumu ile tanida yardimci olur.
Radyonuklid sintigrafi intravenoz girisim gerektirir ve daha yuksek maliyetlidir.
Yapilan bazi calismalarda radyonuklid goruntileme ile renkli doppler USG
karsilastirildiginda tani koyma sensivite oranlarinin birbirine yakin degerlerde
oldug@u bildirilmigtir (68).

2.6. Ayirici Tani

Testis torsiyonunun; apendiks testis torsiyonu, inkarsere-strangle
herni, orsit, epididimit gibi akut skrotal agri yapan diger hastaliklardan
ayriminin yapilmasi uygulanacak tedaviyi belirleme agisindan 6énemlidir.
Testis torsiyonunda olusan agri genellikle epididimorsit agrisina gore daha
siddetlidir (69). Apendiks testis torsiyonu testis torsiyonuna gére daha yavas
seyirli bir tabloyla karsimiza c¢ikar, “mavi nokta” bulgusu ve testisin Ust
polinde lokalize edilen hassasiyet mevcuttur. Cocukluk déneminde akut
skrotal agrinin %35-67’sinden apendiks testis torsiyonu sorumludur ve bu
olgularda kremasterik refleks genellikle mevcuttur. Akut travma o6ykusu
bulunan hastalarda testis riptirti ve hematosel ayrici tanida akla gelmelidir.
Henoch-Schonlein purpurasi ve poliartritis nodoza gibi farkli durumlar da akut

skrotal agrinin diger nadir nedenleri arasindadir (56).

2.7. Tedavi

Akut skrotum ile bagvuran erkekte hikaye, muayene veya goruntuleme

yontemleri ile torsiyon tanisint koymak mumkundur. Manuel detorsiyon
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cerrahiye alternatif degildir, fakat ilk 6 saat i¢cinde cerrahi hazirligin devam
ettigi donemde uygulanabilir. Manuel detorsiyon kronik intermitan
torsiyonlarda da denenmelidir (59). Agrili bir islem oldugu ic¢in sedasyon
altinda veya spermatik kord blokaji yapildiktan sonra uygulanmalidir. Genel
uygulama olarak testisler medialden laterale dogru dondurulerek detorsiyone
edilir. Basarili bir manuel detorsiyon uygulamasi snrasinda skrotal agrinin
kisa slre iginde gecmesi gerekir. Manuel detorsiyon basarisinin kesin
gOstergesi ise dopler ultrasonografide kan akiminin dizeldiginin goralmesidir
(70).

Manuel detorsiyonun basarili oldugu durumlarda da cerrahi midehale
ile testikuler fiksasyon uygulanmasi gereklidir. Alti saatten sonra kalici iskemi
surecinin  basladigr unutulmamalidir. Cerrahi mudahalede genellikle
transskrotal yaklasim tercih edilir. Eksplorasyon sirasinda etkilenen testis ve
spermatik kord detorsiyone edildikten sonra testisin reperfliizyonu
degerlendirilir ve testis nemli-sicak ortamda tutulur. Testiste reperfizyon
bulgusu yoksa veya nekroz gelismisse orsiektomi yapilir. Bu durumda
orsiektomiye ek olarak kontralateral testis fiksasyonu uygulanmaldir.
Detorsiyon uygulandiktan sonra testis reperflizyonu iyiyse ve dogal rengine
donduyse bilateral testis fiksasyonu uygulanir. Torsiyon gelisimi sonrasinda
uygulanan testis fiksasyonunda testis dartosa fikse edilir (71). Fiksasyon
yapilmasi disunuliyorsa ince, absorbe olabilen ve non-reaktif satirlerin
kullaniimasina 6zen gosterilmelidir (72). Fiksasyonun olusturabilecegi lokal
reaksiyonlarin da testise zarar verebilecegi unutulmamalidir. Cerrahi

mudahale sirasinda mutlaka kargi hemiskrotum incelenmelidir (72).

ilk 6 saate kadar yapilacak detorsiyon girisimi sonrasi testis
fonksiyonlari % 100" e kadar korunabilir. Torsiyonun ilk 12 saatlik doneminden
sonra uygulanan tedavilerde testis fonksiyonlarinin ancak % 20' sinin
korunabildigi, 24 saatten daha uzun sure ge¢cmis olgularda testiste irreversibl
degisikliklerin belirginlestigi bildirilmistir (45). Testis torsiyonunda fertilitenin
korunmasinda, oksidan hasarin engellenmesinde veya azaltimasinda

uygulanacak birincil tedavi, en erken sekilde yapilan cerrahi girigsimdir (73).
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Testis torsiyonu tedavisinde uygulanan cerrahi miudahale altin standart
olarak gorulmesine ragmen, iskemi suresi 6 saatten daha fazla oldugunda
germ hucrelerinde irreversibl degisikliklere yol acmasi ve tedavi sonrasi
gelisen reperflUzyon hasarinin da germ hucrelerinde olumsuz sonuglar
dogurmasi, cerrahi tedaviye ek olarak farkli medikal tedavilerin de kullanim
gereksinimini glindeme getirmistir (29). ipsilateral veya kontralateral hasari
en az seviyeye dusurmek igin torsiyon gelisen testisin erken cerrahi
mudahale ile c¢ikarnimasi, tek tarafli testis torsiyonu sonrasi steroid
uygulamasi ve hiperbarik oksijen tedavisi gunumuzde de denenmektedir
(29).

2.8. Komplikasyonlar

Spermatogenez testis torsiyonu tedavisi uygulanan hastalarda belirgin
olarak bozulmustur. Yasanan torsiyon suresine bakmaksizin hastalarin
yaklasik %36’ sinda sperm sayisi 15 milyon/ml’ nin altinda saptanmigtir (74).
infertilite riski testis torsiyonu sonrasi uzun dénemde istenmeyen yan etkilerin
basinda gelir. Bu hastalarda ortaya ¢ikan fertilite bozuklugu olusan iskemi

derecesine ve kontralateral testiste olusan hasara bagldir (75).

Testikuler torsiyon modeli olugturulan deneysel c¢aligmalarda
detorsiyon uygulamasi sonrasinda, leydig ve sertoli hucrelerinin
fonksiyonlarinin dizelmesine ve arteryel kanlanmanin tekrar saglanmasina
ragmen sperm Uretiminde duraklama meydana gelmesi farkli patofizyolojik

mekanizmalari gindeme getirmigstir (75).

2.9. Testis Torsiyonu, iskemi / Reperfiizyon Sonrasi Oksidatif

Stres

iskemi-reperfiizyon hasari viicudumuzdaki tim organlarda olusabilen
ve sadece olustugu organla sinirli kalmayan, pek ¢ok organ ve sistemi de
olumsuz etkileyen patolojik bir durumdur (68). iskemi sonucunda gereken
enerjinin saglanamamasi, hicre membraninda bulunan Adenozin Trifosfat

18



(ATP) bagimli Sodyum-Potasyum (Na+/K) pompasinin gorevini yerine
getirememesine sebep olur. Bunun sonucunda olugsan iyon dengesizligi,
hiicre icinde izo-ozmotik vasifta su birikimine ve akut hicresel sismeye
sebep olur. Anaerobik glikoliz sonucunda meydana gelen asidoz,
karbondioksit (CO2) birikimi sonucunda olusan karbonik asit (H2CO3) ile daha
da derinlesir (76).

ATP bagimli galisan, hiicre membraninda bulunan diger bir pompa ise
ekstraselluler ve intrasellilerkalsiyum (Ca™) un dengelenmesini
saglamaktadir. intraselliler (Ca**)’ un artmasi snucunda proteolitik enzimler
ve fosfolipazlar aktive olur. Fosfolipazlarin aktivasyonu sonucunda olusan
arasidonik asit direkt etki ile mitokondriyal enzimleri inhibe ederek serbest
radikal olusumunu hizlandirir (76). Hucre iginde meydana gelen bu sitotoksik
olaylar sonucunda ribozomlar grandlli endoplazmik retikulum ile olan
baglarini kaybeder. Polizomlarin monozomlara parcalanmasi sonucunda
protein sentezi azalir ve durur. Bu asamadan sonra iskemik sure¢ devam
ederse irreversibl hasarlar meydana gelir. Olusan hasara, mitokondrilerde
meydana gelen siddetli vakualizasyon ve matrikste Ca*?’dan zengin, sekilsiz
yogunluk birikimi eklenir. Meydana gelen membran hasari ile bol miktarda

Ca*™ hucre icine girer (76).

iskemi gelistiginde hiicresel ATP hipoksantin'den elde edilmektedir.
Normal sartlarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz ile ksantine oksitlenir
(77). iskemi sirasinda ise ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza ¢evrilmesi
nedeniyle, hipoksantinin ksantine olsitlenmesi gerceklestirilemez ve

dokularda asiri hipoksantin birikimi meydana gelir (77).

Testis, serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasara karsi oldukga
duyarh bir dokudur (78). Testis torsiyonu gelistiginde venéz kan akigi azalir
ve bunun sonucunda o6dem, hemoraji ve daha sonra arteriyel tikaniklik

meydana gelir. Bunun sonucunda da dkuda iskemi sureci baslamis olur (42).

Testis torsiyonu surecinde gelisen iskemik hasardan sorumlu olan

mediyatorler tam olarak bilinmemekte olup, c¢esitli immunolojik ve
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biyokimyasal belirtegler belirlenmeye c¢alisiimigtir (73,79). Cerrahi mudahale
ile testis torsiyonunun tedavi edilmesi sonrasinda, olugsan kan akimi artisinin
iskeminin etkilerine ek olarak dokuya 6nemli hasar verdigini gosteren gok
sayida calisma mevcuttur (80). Testi torsiyonu sonrasinda doku hasarinin
gelismesinde iskemi ve detorsiyon uygulanmasi sonucunda reperfizyon
surecinde ortaya ¢ikan reaktif oksijen radikallerinin (ROS) belirleyici rol aldigi
bildirilmistir (78,81,82). Reaktif oksijen radikalleri, hlicre membranlarinda
olusturdugu lipid peroksidasyonu sonucunda protein denatlrasyonuna ve

hlcre hasarina yol acar (83).

Reperfuzyon surecinde olusan hasar noétrofil infiltrasyonu ve serbest
oksijen radikallerinin artisiyla iligkili bulunmustur (5,7). iskemi sonrasinda
meydana gelen reperfizyon, dokuyu iskemi hasarindan daha fazla zarara
ugratir  (84). Reperfizyon hasari, iskemiye ugrayan dokularda
oksijenizasyonun saglanmasi sonrasinda geligsen doku hasari hatta gelisen
nekroz olarak tanimlanmigtir(85). Sonugta iskemi sonucunda meydana

gelen hasar, reperflizyonun baslamasi ile daha da artmaktadir(78,86).

Reperfliizyon sirecinde ortamda bulunan nétrofiller, postkapiller
endotele yapisarak vaskiler yapilara ve interstisyuma zarar verirler (87).
iskemi ve bub takip eden reperfiizyon dénemlerinden olusan siirecin timi
I/R hasari olarak adlandirilir. iskemi-reperfiizyon hasari siirecinde, etkilenen
bdlgeye notrofil infiltrasyonunun yaninda ROS, RNT(reaktif nitrojen turevleri),
NO gibi toksik metabolitlerde ciddi artis meydana gelir (78,86). Meydana
gelen SOR olusumu ile mitokondri ve hilicre membraninda gelisen
peroksidasyon sonucunda membran butinligunde ve gecirgenliginde
bozulma, ilerleyen suregte protein yikimi ve sonugta nukleik asit hasari
meydana gelir (7,60). Bunun sonucunda iskemi sebebiyle meydana gelen

hasar artmis olur (78,86).

iskeminin kritik siiresi organa bagli olarak degisiklik gdstermektedir. Bu
suire bobrekte 15-20 dakika, iskelet kasinda 2,5 saat iken testiste yaklasik 6
saattir (88). Son yillarda, caligmalardan c¢ikan sonuglarla iskemi ve

reperflizyon surecinde meydana gelen DNA hasarinin sonunda etkin olan
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poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP), ya da farli isimlendirmeyle poli (ADP-
riboz) sentaz (PARS) enziminin katalizledigi vurgulanmigtir (89). Dokularda
DNA'nin onarilmasina yardimci olan PARP, oksijen radikallerinin olusturdugu
hasarda fazla ATP kullanarak olusturdugu enerji tukenmesi neticesinde
O0lume sebep olmaktadir. Olusturulan doku ve organ modellerinde PARP

enzim inhibitdrlerinin iskemi-reperfizyon hasarini onledigi bildirilmigtir (90).

Olusan iskemi ve bunu takip eden reperfiizyon doneminde oksijen
radikallerinin artigi, inflamatuvar sitokinlerin  Uretilmesi, ilgili dokuya
notrofillerin go¢ etmesi, boylece lipit peroksit Urdnlerinin artisi sonucunda
hiicresel yapilarda hasar olustugu gésterilmistir (7,91). iskemi-reperfiizyon
hasarinin en énemli belirtecinin doku lipid peroksit igeriginin oldugu ve bunun
da lipid peroksidasyonunun son drunt olarak bilinen MDA seviyesinin

belirlenmesi ile gosterilebilecegi belirtiimistir (78).

Yapilan bazi calismalarda iNOS ve eNOS Uretimindeki artisin ratlarda
nekroz veya apoptozisi indukleyerek hicre olumine sebep oldugu
bildirilmistir  (92). Reperflizyon doéneminde NO duzeyinin arttigr  (7),
inflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve IL-1B’ deki artisin buna eslik ettigi tespit
edilmistir (91). Reperfizyon surecinde NO etkisiyle makrofajlar tarafindan
uretilen inflamatuvar sitokinler tarafindan inflamasyonun baslatildigini ve
aktive olan notrofiller ile olusturulan ROS’un reperfiizyon ile meydana gelen

hasarda 6nemli rol aldigi gosterilmistir (91).

2.10. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri en dis yoriingelerinde eslenmemis elektron
bulunduran atom ya da atom gruplaridir. Oksijenin tek elektronunun
indirgenmesi sonucunda meydana gelen serbest oksijen radikallerinin yol
actigi oksidan yikim; iskemi, heperoksijenizasyon ve doku inflamasyonu gibi
bircok olayda yer alarak sonucgta olusan hastaliklarin patogenezinde rol
almaktadir (77).
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Serbest oksijen bilegikleri aerobik metabolizmada ara veya son urun
olarak devamli sekilde Uretim halindedir. Konak savunma mekanizmalarinda
onemli rol oynayarak bir denge halindedir. Serbest radikallerinin dmdrleri
diger metabolizma Urlnlerine oranla oldukga kisa olmasina karsin protein,
nukleik asid, ve lipidler ile kisa sureli iliskileri sonucunda bile, hicrede farkli

olaylara yol acgarlar (77).

2.10.1 Serbest Radikal Cesitleri

Serbest radikaller 2 ayri kategoride siniflandirilirlar. O2 ve OH oksijen
merkezli serbest radikallerin basglicalari iki Uyesidir. Ayrica radikal olarak
nitelendiriimeyen, ancak kimyasal etkileri gucli olan H2O> gibi bilesikler de
bulunmaktadir (77).

2.10.2 Reaktif Oksijen Bilesikleri
a) Superoksit Radikali (02")

Molekiler oksijen en o6nemli radikal 6ncist maddedir. Molekiler
oksijen bulundugu ortamdan bir elektron alarak indirgendiginde sUperoksit
radikali meydana gelir. Oz Serbest radikal olarak degerlendirilir fakat belirgin
toksik etkisi gosteriimemistir. Sitoplazmadaki Paso sistemi tarafindan
uretilmektedir (93).

O>+e »0Oy

b) Hidroksil Radikali ( OH-)

Superoksit radikali ve H202’ nin tepkimeye girmesiyle lusan hidroksil
radikali en reaktif fazda bulunan ve en zarar verici serbest oksijen radikali
olarak bilinmektedir. Olusmasi ve yikimi arasinda ¢ok kisa bir sire vardir
(94).
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¢) Hidrojen Peroksit (H20,)

Molekuler oksijenin bulundugu ortamdan iki elektron alarak
indirgenmesi sonucunda hidrojen peroksit meydana gelir. Eslenmemis
elektronu bulunmadigi igin Hidrojen peroksit serbest radikal olarak
degerlendiriimez. Hidrjen peroksit biyolojik sistemlerde asil olarak Oz ’nin
dismutasyonu sonucunda olusur. Bahsedilen bu reaksiyon suUperoksit
dismutaz (SOD) ile enzimatik olarak veya spontan gergeklesebilir. H>O2

biyolojik membranlari gegebilen ve uzun é6murlt bir yapiya sahiptir (95).

02 +2e + 2H* »H.0,

Asil O6nemi gecis metal iyonlarinin varliginda hidroksil (OH-)
radikallerini olusturabilmesi olan hidrjen peroksit, protein tiyollerini oksitleme

ve DNAda zincir kiriimalari olugturarak hasar meydana getirir.

d) Singlet Oksijen

Singlet oksijen, eslenmemis elektron bulundurmadigi icin radikal
olarak deg@erlendiriimez. Serbest radikal reaksiyonlari sirasinda olusabileceqgi
gibi, radikal reaksiyonlari baslatma etkisine de sahiptir. Yarilanma omru kisa
olan singlet oksijen, reaktif bir tir olup, molekller oksijenin enerji almasi

sonucunda meydana gelir (95).

e) Hipoklorik Asid (HOCI)

Bakterilerin fagositik hucreleri 6ldirmesinde 6nemli roli vardir.
Enzimatik olarak nétrofil ve makrofajlar tarafindan Uretilerek bakterisit etki

gOsterirler (95).

H202. + CIF + H" _Miyeloperoksidaz - HOCI + H20

Serbest radikallerin baslica etkileri deoksiribonukleik asidi tahrip etme,
nukleotid yapili koenzimleri yikma, tiyollere bagimli enzimlerin yapi ve
fonksiyonlarini bozma, lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunu
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degistirme, lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunu degistirme
olarak siralanabilir. Serbest radikallerin koroner kalp hastaligi, hipertansiyon,
psoriasis, diyabet gibi bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi
gosterilmigtir (96).

2.11. Antioksidan Savunma Sistemleri
2.11.1. Antioksidanlarin Etkileri

Organizmada serbest radikallerin meydana getirdigi zararh etkilerini
notralize etmek Uzere gelisen c¢esitli savunma mekanizmalari antioksidanlar
tarafindan yonetilir. Antioksidan ve oksidan molekuller arasindaki denge
bozuldugunda, doku hasarina yol acabilen bircok patolojik degisiklik
meydana gelir.

Hlcre zari yapisinda bulunan lipidlerin metabolik surecgte olusan
serbest  radikaller tarafindan  peroksidasyona  karsi korunmasi
antioksidanlarin ilk belirlenen etkileridir. Antioksidanlar ayrica karbonhidrat ve

proteinl- yapisindaki molekulleri de zararh etkilerden korumaktadir.

Antioksidanlarin baslica etkileri; metal iyonlari baglayarak radikal
olusumunun engellenmesi, hasar goren hucrelerin tamiri ya da ortamdan

temizlenmesi, reaktif oksijen turlerinin nétralize edilmesi olarak siralanabilir.
Antioksidanlar cesitli kriterlere goére siniflandirilirlar (97).

- Enzim yapisinda olanlar
- Enzim yapisinda olmayan protein veya daha kuguk molekuler

yapida olanlar

2.11.2. Enzim Yapisinda Olanlar;

a) Sitokrom Oksidaz: Mitokondilerde bulunan bu enzim bakir
(Cu) icermektedir. Mitokondride solunum siklusundaki goérevinin yani sira,
superoksit radikalinin suya dénustirilmesinde gorev alir (98).
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402" + 4H" + 4e'» 2H20

b) Superoksit Dismutaz (SOD): Hucre icindeki Oz duzeylerini
azaltmak amaciyla superoksitin molekuler oksijen ve hidrojen peroksite
donusturalmesini saglamaktadir.

202~ + 2H*P»H202 + O>

SOD ‘un asil goérevi, membranlart radikallerinin olusturdugu
peroksidasyona karsi savunmaktir. YUksek miktarda oksijen kullanan
dokularda, peroksidasyonu engellemek amaciyla SOD aktivitesi artar. Bunun
yaninda ekstraselliler sivilarda SOD aktivitesinin ¢ok dsuk oldugu
gOsterilmigtir (95,98).

C) Katalaz: Katalaz enzimi yardimiyla H202’ nin, su ve oksijene
doéntsima saglanir

2 H202pH20 + O2
Yapisinda dort tane hem grubu igcermekte ve peroksizomlarda

bulunmaktadir. Bunun vyaninda lipid hidroperoksitlerine karsi etkisizdir
(77,95).

d) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Tetramer yapida olup doért
selenyum atomu igerir ve sitoplazmada serbest halde bulunur. Katalizledigi
reaksiyonlar sonucunda, hidrojen peroksidin ve organik hidroperoksitlerin

(ROOH) indirgenmesine yardimci olur.

Glutatyon peroksidaz peroksitlerin alkole indirgenmesini saglarken,
ayni zamanda GSH’nin yukseltgenmesine yardimci olur. Meydana gelen
yukseltgenmis glutatyon (GSSG), glutatyon rediktaz enziminin araciligiyla

tekrar indirgenmis glutatyona déntismektedir (97).

GSSG + NADPH + H* » 2 GSH + NADP*
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e) Glutatyon Transferaz: Cok sayida izoenzimi mevcut olup
dimerik yapida, sitozolde yer alir. Glutatyon yardimi ile endojen ve eksojen

bilesiklerin konjugasyonunu sagdlar (95,97).

R-X+ GSH » GS - R+ HX

2.11.3. Enzim Olmayanlar

Alfa-tokoferol, beta-karoten, alfa-lipoik asid lipid fazda bulunurken,
albumin, askorbat, bilirubin, ferritin, glutatyon, laktoferrin, melatonin, Urat,
sistein sivi fazda bulunmaktadir (77,95).

a) Karotenoidler ve Retinoidler

Karotenoidler bitkilerde bulunan bir pigmenttir. Karotenoidlerin
baslicasi A vitamininin metabolik 6n maddesi olan beta-karotendir.
Retinoidlerin bazilari LDL'nin yapisina katilarak olusturdugu yapi ile LDL'nin
oksidasyondan korunmasini saglar. Oksidan stresin yaratacadi hasara G¢

farkli mekanizma ile engel olurlar.
i.  Flavinler ve porfirinlerin zararh etkilerini baskilama,

ii.  Singlet oksijenin etkilerini baskilama,

iii.  Peroksil radikallerinin ortamdan temizlenmesini saglama
Karotenoidlerin ayrica antikarsinojen etkili olduklari bilinmektedir (97).

b) Askorbik Asid (C Vitamini)

Askorbik asid, vucutta sentezlenemedigi icin diyetle alinmasi gerekir.

Yesil yaprakli bitkisel besinler bol miktarda askorbik asid icermektedir. ince

barsaklardan emilir.

Askorbik asidin en 6nemli 6zelligi, indirgeyici glcunun c¢ok yuksek

olmasidir. Ayrica kollajen sentezinde oldugu gibi hidroksilasyon
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reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak yer alir. Askorbik asid ayni zamanda
guclu bir antioksidan olup Oz, *OH ve 'O nin etkilerini notralize eder. Sonug
olarak lipidleri ve zarlari oksidan hasarin zararh etkilerine kargi korumaktadir
(95,97).

c) E Vitamini

Tokoferol ve tokotrienol turevleri ve bunlarin alt gruplarindan olusan bir
vitamindir. Alfatokoferol en yuksek antioksidan aktivitesine sahip olanidir.
Yapisinda bulunan aromatik zincir aktif bolgesidir ve molekile antioksidan

yap! kazandirir.

Hucre zarinda bulunan lipidlein peroksidasyondan korumasindaki ilk
savunma hattini olusturur. E vitamininin baglica fonksiyonu; lipidlerin

peroksidasyonunu engelleyerek oksidan zarari sonlandirmaktir (99).

d) Flavonoidler

Lipidlerde ¢6zlinen antioksidan sinifinini  Uyesidir ve polifenol
tirevlerindendir. Katesin, asit, klorogenik asit ve kuersetin bazi flavonidlerdir.
Farkli yollarla lipid peroksidasyonuna karsi savunmada rol aldigi belirtilmigtir.
Bunlari peroksidasyonda onemli rolu olan radikal Grunlerin tutulmasi ve
serbest radikalleri olusturan enzimlerin inhibisyonu seklinde siralayabiliriz. Bu
gruba ait bazi Gyelerin metal yapidaki iyonlarla etkilesime girerek pro-oksidan

etkiye sahip olabilecedi gosterilmistir (99).

2.12. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO) patofizyolojik ve fizyolojik sureglerin olusmasinda
onemli yeri olan serbest radikal yapisinda bir molekuldir. NO sentezi bazen

stimilator-reseptor iliskisi veya bazen de meydana gelen sinir uyarilari
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sonrasinda Uretilir. Nitrik oksit sentaz (NOS) araciligiyla L-arjinin ve

oksijenden sentezlenir (100).

NOS (Nitrik oksit sentaz) damar endotelinde, noéronal dokuda,
trombositlerde ve vicutta farkli dokularda bulunur. Nitrik oksit sentazin
endoteliyal, noronal ve induklenebilir olmak Uzere ug¢ farkli izoenziminin
oldugu bilinmektedir. (100,101).

2.13. Glutatyon (GSH)

Tripeptid yaplya sahip olan glutatyon sentezinde, bir ¢ok dokunun
yuksek miktarda igcerdigi; glutamat, sistein ve glisin aminoasitleri kullanilir.
Onemli goreve sahip antioksidan bir molekildir. Glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve glutatyon transferaz enzimlerinin ¢alismasinda aktif rol

alir.

Glutatyon, peroksitler ve serbest radikaller ile reaksiyon olusturarak
hiicrelerde olusan oksidan hasari énler. indirgenmis halde bulunan glutatyon

(GSH) cesitli reaksiyonlara girip yukseltgenerek, GSSG’ye dénusur (102).

2.14. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), hicre membran lipidlerinin  oksidasyonu
sonucunda vyapilarinin bozulmasi ile olugsan ana metabolittir. Lipid
peroksidasyon Urtnlerinin yaklasik % 40' 1 MDA tarafindan olusturulur. Bu
nedenle MDA, lipid peroksidasyonunu degerlendirmede énemli bir belirte¢
oldugu bildirilmistir (103). Organ ve dokularda olusan membran hasari

sonucunda lipid peroksidasyonu uyarilir ve Urunler meydana gelir.

Lipid peroksidasyonuna neden olan en 6énemli radikallerin basinda O
ve OHe gelir. Lipid peroksidasyonu sonucunda, 6zellikle doymamis yag
asitlerin c¢ift baglarinin oksidasyonu; membran akigkanliyinda azalma,
membran salinim fonksiyonlarinda dizensizlik ve membran gecirgenliginde

bozulma ile sonuglanir (103). Peroksidasyonurini olan MDA, DNA ve
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proteinlerle c¢apraz baglar kurarak bunlarin fonksiyon ve aktivitelerini

degistirebilirler.

Peroksidasyon urunleri, iskemik ve travmatik hasarlarda onemli bir
yere sahiptir. LDL ve membran fosfolipitleri oksijen radikallerin etkilerine karsi

en duyarli makromolekullerin baginda gelir (104).
2.15. Medikal Ozon

Ozon U¢ adet oksijen atomunun olusturdugu gaz halinde bulunan bir
molekudldir. Molekuiler oksijen (O;) kararli halde iken, ozon (O3) kararsiz
haldedir. 1839 yilinda Alman kimyager Schonbein tarafindan bulunmustur.
Ozon keskin kokulu, renksiz bir gazdir. Kesfedildikten sonra ilk olarak
dezenfektan olarak kullaniimistir. Ozonun mevcut oksidan 6zelligi sayesinde
dezenfeksiyon olusturdugu asikardir. Ayrica deterjanlari, kimyasal atiklari ve
aromatik bilesiklerin de etkili sekilde notralize edilmesini saglar (105,106).
Radikal 6zelligi tasimamasinin yaninda, florin ve perstulfattan sonra, bilinen

en guclu tgunct oksidan molekuldar (107,108).
Ozon olusumu asagidaki tepkime ile gergeklesir.

30,+68,4 Kcal—20;

Reaktif yapida olup, vicut igin toksik etkilidir. Toksisiteye en duyarl
dokular akciger ve gozlerdir. Ozonun disuk dozda inhalasyonu, hafif
irritasyon ve Oksuruk olustururken daha ylUksek konsantrasyonlarda
akcigerde meydana gelen hlcre hasarina bagli 6deme sebep olabilir
(109,110).

2.15.1. Medikal Ozon ve Etki Mekanizmasi

Ozonun medikal kullanimini ilk olarak 1880'de Dr. John Harvey
Kellogg yapmistir. Farkli kaynaklara gore ilk medikal uygulama Birinci Dunya
Savasr’nda kangren ve ciddi iskemik yaralanmalar tedavi etmeye calisan Dr.
Albert Wolff ile baslamistir. Ozonun tedavi edici etkisinden ilk defa 1935’te
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59uncu Alman Cerrahi Birligi toplantisinda bahsedilmistir. Bu toplantida
tedavi uygulanmig vakalarin anlatildigi bir bildiri yayinlanmigtir (111,112).
Dolagsim sistemine veya vicut bosluklarina oksijen/ozon karisiminin
uygulanmasi tedavinin temelini olusturur. Elde edilen karigim farkh vicut
bosluklarina verilebildigi gibi en sik uygulama sekilleri intravendz ve
intraperitoneal uygulamalardir (107). 1974 yilinda Wolff tarafindan tarif edilen
ve klasik uygulama haline gelmis olan yontem; bir miktar kanin (50—-270 ml)
vicut disina alinarak, ozona dayanikl bir sisede 5-10 dakika oksijen/ozon
karisimiyla temasini takiben tekrar ayni kisiye geri verilmesi esasina
dayanir(ototransfiizyon) (107,113). Major otohemoterapi (HT) bu uygulamaya

denir.

Reaktif bir molekul olmasi nedeniyle ozonun tibbi uygulamalarinda
dikkatli olunmalidir. Saf ozon uygulamasindan kacinilmali ve belirli
oranlardada oksijen karigimi ile birlikte verilmelidir. Elde edilen karisim en
fazla %5 oraninda ozon igermelidir. Bu karigimin atmosfer havasini
icermemesine dikkat edilmelidir. Aksi takdirde ozonun reaktif olma 6zelligi
nedeniye atmosfer gazlariyla etkilesimi sonucunda canlilar icin toksik etkili
nitrojen dioksit (N202) meydana gelebilmektedir. Ayrica olasi embolileri
onlemek amacilyla ozonun gaz halinde intraven6z verilmesinden
kacinilmalidir. Yapilan islemlerin timunde ozonun etkilerine dayanabilecek

malzeme kullaniimasina dikkat edilmelidir (107).

Oksijenle kiyaslandiginda ozon daha yogun ve suda daha fazla
¢6zunurltge sahip yapidadir. Saf suda diger gazlara benzer sekilde ¢ézinr.
Coézinmesi konsantrasyona, isiya ve basinca baglidir. Oksijenden farkli

sekilde biyolojik sivilarda ortamdaki ile hizlica reaksiyona girme egilimindedir.

Ozon/oksijen karisimi HT ile uygulandiginda karisimda bulunan ozon
oncelik sirasina goére c¢oklu doymamis vyag asitleriyle, antioksidan
molekdllerle ve sdlfhidril (SH) grubu bulunduran bilegiklerle reaksiyona
girerek etki gosterir. Ozonun miktarina bagli olarak karbonhidratlar, proteinler,
DNA ve RNA da bu reaksiyondan etkilenebilmektedir. Bahsedilen bilesikler
ozon ile karsilastiginda elektron vericisi gibi davranarak oksitlenirler. Sonugta
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superoksit (O2 ), hidrojen peroksit (H202) ve hipoklorik asit (HCIO) gibi
reaktif oksijen bilesikleri (ROB) meydana gelir. Doymamig yag asitlerinin
oksidasyonu bu reaksiyonlardan en Onemlisidir. Ana reaksiyon asagida

gosterilmigtir (107).

R-CH=CH-R'+03+H20—R-CH=0+R’-CH=+H202

Yapilan ¢alismalarda ozonun biyolojik etkilerini agiklamada, daha ¢ok
HT tedavisi model alinmistir (114,115). HT esnasinda uygulanan
ozon/oksijen karigimindaki ozon plazma igerisinde hizli bir sekilde ¢ozundr.
Sivilardaki ¢ézunurlugundn fazla oldugu bilinen ozonun bir kismi karigim
icin hazirlanan plazmada bulunan antioksidanlar ile reaksiyona girerek
bunlarin miktarlarini azaltir. Bu anlik olaylar esnasinda gesitli miktarlarda
ROB da olusabilmektedir. Olusan radikallerin yari dGmurleri kisadir ve alinan
kan daha hastaya geri verilemeden, yani ototransfiizyon ©6ncesinde
ortamdan temizlenerek yerlerini lipit oksidasyon Urlnlerine birakmig olurlar.
Bu Urdnlerin buylk cogunlugu kanda en fazla bulunan hlcre olan
eritrositlerin  membranlarinin oksidasyonu ile meydana gelir. Eritrosit
membranindaki doymamis yag asitleri oksidasyona ¢ok duyarlidir. Olusan
reaksiyonlar sonucunda meydana gelen hidrojen peroksit, molekuler agidan

radikal sinifinda olmayan oksitleyicilerdendir(107,116,117).

Ozonun tedavide etkin olusunun nedeni, hidrojen peroksitin ikincil
haberci gibi davrandigi kabul gdémektedir. ilk etkisi dncelikle eritrositlerde
2,3-difosfogliserat duzeyininin arttirlmasi sonucunda hemoglobin-oksijen
disosiasyon egrisinin saja kaymasina ve bunun neticesinde oksijenin
dokulara daha kolay birakilmasina Zemin hazirlamasidir. Plazmada
konsantasyonu artan hidrojen peroksit difflizyon ile hicrelerin icine kolayca
girerek; Iokositlerde ve endotelial hicrelerde cgesitli interferon, interlokin ve
transforme edici blyume faktori (TGF) yapimini da arttirici etkiler ortaya
cikarir (118). Meydana gelen lipit oksidasyon urunlerinin yari émdarleri ise
saatlere varabilmekte, boylece yari 6mru kisa olan oksijen radikallerinin

basta ortaya c¢ikan etkileri sonrasinda ozonun gecikmis etkileri
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gozlenmektedir. Yart omdurlerinin uzun olmasi nedeniyle bu maddeler
ototransfuzyon araciligiyla dolasima verilmis olur ve dokuya ulastiklarinda
farkli etkiler meydana getirirler (117,119,120).

HT tedavisi uygulanmadan once karisim igin hazilanan kanin
bulundugu ortam antikoagulan igermelidir. Aksi takdirde ozon doza badli
olarak trombosit fonksiyonlarinda artisa neden oldugu icin istenmeyen
etkiler dogurabilir. Trombosit fonksiyonlarindaki artisin, ile aktive olmus
trombositler iclerinde bulunan blyume faktorlerini salarak iskemiye ugramis
dokularda iyilesmeye olumlu katki sagladigi gosterilmistir (116). HT sonrasi
ozonlanmig kanin vicuda geri verilmesi sonucunda olusan terapotik etkileri
sekil 3’te belirtilmigtir (117).

Eritrosit ~ Dokulara daha kolay Oksijen birakma

ROT Lokosit ~ Immiin sistem uyanimasl

Trombosit ~ Bilyiime faktorlerinin salinmasi
Ozon  =—> Plazma

endotel  NO salgilanmasinda artma
LOP

Kemik iligi ~ Oksidatif strese direnli eritrosit yapimi ve
artmig kok hiicre aktivasyonu

Diger Antioksidan enzim miktarinda artma
organlar

Sekil 3. Ozon uygulamasinin etkileri. (LOP: Lipit oksidasyon (riini, ROT: Reaktif oksijen tiirevleri)

Ozonun konsantrasyona bagli olarak artan glgli oksiden olmasi
sebebiyle yuksek dozlarda vucutta toksik etkiler olugturabilecedi
unutulmamalidir. Sonugta organizmada bulunan antioksidan savunma uyesi
molekiller ozonun oksidatif etkilerine karsi tepki gosterecektir. Plazmada
fazla miktarda antioksidan molekll bulunmasi ve eritrositlerin icerdigi
antioksidan molekuller de g6z o6nune alindiginda, ozonun olusturdugu
toksisiteye karsi direncin en fazla oldugu doku kandir. HT uygulamalarinda
plazmada ¢O6zunmus ozonun plazmada yer alan antioksidan molekuller
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(askorbik asit, bilirubin, -SH grubu tasiyan molekuuler) ile reaksiyona
girmesiyle birlikte ortamdaki antioksidanlarin konsantrasyonunu azalttigi
gordlmustar (117). Diger yandan, HT sonucu olusan ROB artisi ve
antioksidan miktarinin azalmasi kisa sureli bir gelismedir. Bocci ve
arkadaglari, calismalarinda ayni verilis yontemiyle farkli dozlarda ozonlanmig
kan o©rneklerinde uygulanan ozon dozuyla orantili olarak glutatyon
seviyelerinde ve antioksidan kapasitesinde azalma, peroksidasyon
drdnlerinde artma oldugunu gostermis, uygulamadan sonra 20. dakikada
antioksidan molekul duzeylerinin baslangi¢c duzeyine geldigini gostermislerdir
(115).

Bdylece, HT uygulamasinda tedavinin etkinligini belirleyen ana unsur
kanin sahip oldugu antioksidan kapasitedir. Antioksidan kapasitenin dusuk,
uygulanan ozon konsantrasyonun fazla oldugu durumlarda ise yuksek
miktarda lipid oksidasyonu meydana gelir ve eritrositler hemolize ugrar.
Bunun karsiti bir durum olustugunda ozon uygulamasindan beklenen oksidan
cevap yeterince olugmayabilir ve beklenen tedavi etkisi ortaya ¢ikmayabilir.
Ozon tedavisi sonrasinda ortamda artmasi beklenen ROB ve lipid
peroksidasyon Urlnlerinin tedavi edici etki olusturabilmeleri igin esik
konsantrasyon degerlerine ulasmalari gerekmektedir (107). Bu yoniyle,
kanin antiksidan kapasitesinin onemini belirten bir calisma yapilmigtir.
Yapilan calismada eritrositler kandan ayristirilmig ve sonrasinda belirlenen
farkli dozlarda ozon verilmigtir. Yapilan degerlendirmelerde duisik (10-20
Mg/ml) ozon dozlarindaki uygulamalarda bile eritrositlerin hemen timinde
hemoliz meydana geldigi goértlmustir (121). Yapilan c¢alismalar sonucunda
ozonun terap6tik indeksi 10-80 ug/ml olarak kabul edilmigstir. Belirtilen ozon
konsantrasyonu uygulandiginda, Rice-Evans’in da vurguladidi gibi total
antioksidan kapasitenin %25’ ten fazla dismedigi, bununla beraber azalan
antioksidanlarin 20 dakika sonra eski haline geldigi gosterilmistir (114,121-
123).

Ozon uygulamasinin hem oksijenaz-1 (HO-1) enziminin de
uyarilmasini  sagladigi gosterilmistir. Bahsedilen enzim seviyelerinin
yukselmesinden hem ROB, hem de daha 6nce stz edilen eritrosit hemolizi
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sorumlu tutulabilir. HO-1, mikrozomal bir enzim olup hem halkasinin
yikiminda gorev alir ve yapimini arttiran sebepler arasinda nitrik oksit (NO)
artigi, oksidatif stres artisi, proinflamatuvar sitokinler sayilabilir. HO-1, hem
molekulinin  biliverdin ve karbon monoksite (CO) parganmasindan
sorumludur. Son dénemde HO-1 enzimi birgok ¢alismada yer almis olup, bu
enzimin etki yepazesinde; antioksidan, antiapopitotik, antiinflamatuar etkiler
geosterebilmektedi. Ozon uygulamasini takiben olusan en fazla HO-1
arisinin ayni zamanda ozonun etkin ve guvenli doz araligi olarak
belirtiimigtir. Bu durum 20- 80 pg/ml ozon uygulandigi durumlada ortaya
¢cikmaktadir. 123-125).

Farkh bir ozon uygulama ise minér hemoterapidir. Bu uygulamada da
hastadan 5 ml kan alinir ve 5ml hacminde 80-100 pl/ml konsantrasyona
sahip oksijen/ozon karigimi ayni ortama konularak bir dakika bekletilerek
inkibasyon saglanir. Islem esnasinda ozonunun, yine benzer mekanizma ile
kanda Oncelikle ¢coziinmesi sonra da kanda bulunan molekdiller ile reaksiyon
olusturmasi istenir. Daha sona olusturulan karisim, gluteus adalesine yavas
bir sekilde enjeksiyon ile verilir. Bu uygulamada kasa verilen karigimda
bulunan kan komponenti dokunun derinine giderken pihtilagsmaya
baslamasina ragmen hastalarin ¢ogu sislik ya da agri tariffememektedir. Bu
islemin anestezi altinda yapilmasina gerek yoktur. Net olmamakla birlikte, bu
uygulamanin immunmodulator bir etki gosterdigi iddia edilmektedir.
Uygulama yapilan boélgede minimal derecede steril inflamatuvar streg¢
gorilmekte, bdlgeye l6kosit infiltrasyonu sonucunda denatire olmus
proteinler ve vyapilan bozulmus eritrositler fagositoz ile ortamdan
temizlenmektedir. Eger kan icinde HCV, HBV ve HIV gibi virUsler var ise ozon
tarafindan inaktive edilerek parcalanmis durumdaki bu virGs atiklari bélgeye
gelen bu immin hdcreler tarafindan yok edilirler. Bu sebeple yapilan islemin
bir cesit asi etkisi yarattigi ve immun sistemi bu antijenlere karsi uyardigi
kabul edilir (107).
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2.15.2. Medikal Ozon Tedavisinin Klinik Uygulamalar

Ozon uygulamalarinin ozellikle inflamatuar sirecin yodun olarak
yasandigi ve immun sistemin 6n planda oldugu fizyopatolojik durumlarda
tedavi edici etkisi ylz guldartcir. Bununla birlikte basit enfeksiyonlardan
komplike vakalara kadar genis yelpazedeki ¢esitli enfeksiyon durumlarinda
etkin olarak tedavide kullaniimaktadir (126-128). Martinez-Sanchez ve ark.
diyabetik ayak olusmus hastalara uyguladiklari, ozonun etkinligini
degerlendirdikleri c¢alismalarinda, ozon tedavisinin antibiyotik tedavisine
oranla yara iyilesmesini hizlandirdigi, hastanede yatis surelerinin kisaldigi,
Olcilen kan sekeri seviyelerinin daha kolay kontrol altina alindigr ve
antioksidan molekul duzeylerinde artis saptandigi gosterilmistir (129). Bagka
bir calismada Mutu ve arkadaslarinin lomber disk hernisi olan hastalara
oksijen/ozon karigimini disk igine enjeksiyon yoluyla uygulamasi sonrasinda
hasta memnuniyeti ve medikal degerlendirmeler bu tedavinin faydal

oldugunu gostermigtir (130).

2.15.3. Medikal Ozon Tedavisinin Yan Etki ve Kontrendikasyonlari

Ozon tedavi uygulamalarinin yan etkileri ok azdir. GUnumuze kadar
gozlemlenmis yan etkiler hatali uygulamalar sonucunda gelisen lokal
komplikasyonlardan ibarettir. Ozon tedavisinin kontrendike oldugu durumlar;
glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim eksikligi (favizm) olmasi,
Ozellikle erken dénemdeki gebelik, anjiotensin doéndstiricti enzim (ACE)
inhibitorld tedavisi almak, hipertiroidi, kanama bozuklugu, kontrol altina
alinamayan kardiyovaskuler hastalik ve ozona ile tetiklenen astim hastaligi

olarak siralanabilir (131).
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3. GEREC VE YONTEM

Deneysel testis iskemi ve reperfuzyon hasarinda ozonun koruyucu
etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan bu c¢alisma Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurulundan 09.06.2016 tarih ve
2016/05-01 karar numarasi ile onay alindiktan sonra Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi blinyesinde bulunan Deneysel Arastirmalar Uygulama ve

Arastirma Merkezi' nde gergeklestirildi.

3.1. Caligmada Kullanilan Deney Hayvanlari

COMU Deneysel Arastirma Merkezi' nden 40 adet Wistar albino cinsi
erkek ratlar (agirhk: 250-300 gr) temin edilerek ve ¢alisma slresince uygun
beslenme sartlarinda ve 6zel kafeslerde tutuldu. Deney suresince hayvanlar
standart yemle beslendi, surekli olarak suya ulagsma imkanlari saglandi,
barinma ortamlarinin sicakligi 212 °C ve isik ise 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik olacak sekilde sekilde ayarlandi. Hayvanlara anesteziye alinacaklari
glnin 6ncesinde saat 24:00’dan itibaren yem kisitlamasi yapildi. TUm ratlarin
bakimlari Gida, Tarim Ve Hayvancilik Bakanhgi tarafindan hazirlanan
“Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar igin Kullanilan Hayvanlarin Refah ve

Korunmasina Dair Yénetmelik’e (13.12.2011-28141) uygun olarak yapildi.

3.2. Calisma Gruplari ve Deney Protokolii

Batin denekler 15 mg /kg (i.p.) Ksilazin (Alfazyne®, %2, Alfasan
International, 3440 AB, Woerden, Holland) + 35 mg/kg (i.m.) ketamin (Ketalar
®, Pfizer Pharma GMBH, Germany) anestezisi ile uyutuldu. Deneklerin sol
inguinoskrotal bolgeleri tirag edilip %10 polivinilpirolidon iyot kompleksiyle
sterilize edildi. Sol inguinoskrotal insizyon yapildi. Sol testisin saat yonlinde

720° rotasyonu ile tek tarafli testis torsiyonu gerceklestirildi ve skrotuma 4/0
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atravmatik ipek suatur ile tespit edildi. Hemen ardindan 4 mg/kg ozon
intraperitoneal ve intratestikiler olarak IR-IP, IR-IT, IR-IP+IT gruplarinkaki 8
'‘er rata sirasiyla verildi.1 saat sonra testis detorsiyone edilip reperfizyon
suresi icin 4 saat beklendi. Reperflizyondan 4 saat sonra ratlar sakrifiye

edildi ve sol orgiektomi yapilarak doku ve ayni zamanda kan érnekleri alindi.

3.3. Ozunun Elde Edilmesi

Calisimada  kullanilacak  ozon, ozon jenaratorinden elde
edildi(TURKOZONE, Blue S, TURKEY). Ozon, tibbi bir oksijenli elektrik
degarj ile elde edildi ve ozon / oksijen gazi karisiminin yaklasik% 3'Unu
olusturdu. Jeneratdr ozon konsantrasyon ayari 50 ug mi™t ye getirildikten
sonra oksijenden, ozon / oksijen gazi karisgiminin yaklagik % 3'Unu
olusturacak sekilde elde edildi. Her sicanin vuacut agirhgina gore 4 mg/kg
ozon dozu intraperitoneal, intratestikiler ve intraperitoneal+intratestikuler

olarak uygulandi.

Sekil 4: Testis torsiyonu olusturulmasi ve fiksasyonu
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3.4. Gruplar

1. Sham Grup (n=8; S ): Cerrahi olarak sol inguinoskrtotal kesi
yapilip spermatik kord ve testis diseke edildi ve torsiyon uygulanmadan

insizyon kapatildi.

2. Grup Iskemi-Reperfiizyon (n=8; IR): Cerrahi olarak sol
inguinoskrtotal kesi yapilip spermatik kord ve testis diseke edildi ve torsiyon
uygulanip skrotuma tespit edildi. 1 saat sonra testis detorsiyone edilip
reperfuzyon slresi igcin 4 saat beklendi. Tedavi uygulanmadi.
Reperfiuzyondan 4 saat sonra ratlar sakrifiye edildi ve sol orgiektomi

yapilarak doku ve ayni zamanda kan 6rnekleri alindi.

3. Grup iskemi Reperfiizyon + IP Ozon(n=8; IR+IP): Cerrahi
olarak sol inguinoskrtotal kesi yapilip spermatik kord ve testis diseke edildi ve
torsiyon uygulanip skrotuma tespit edildikten sonra 4 mg/kg ozon
intraperitoneal olarak verildi. 1 saat sonra testis detorsiyone edilip
reperfiizyon suresi icin 4 saat beklendi. Reperfizyondan 4 saat sonra ratlar
sakrifiye edildi ve sol orgiektomi yapilarak doku ve ayni zamanda kan

ornekleri alindi.

4. Grup iskemi-reperfiizyon + intratestikiiler Ozon (n=8; IR+T):
Cerrahi olarak sol inguinoskrtotal kesi yapilip spermatik kord ve testis diseke
edildi ve torsiyon uygulanip skrotuma tespit edildikten sonra 4 mg/kg ozon
intratestikiler olarak verildi. 1 saat sonra testis detorsiyone edilip reperfiizyon
suresi icin 4 saat beklendi. Reperflizyondan 4 saat sonra ratlar sakrifiye

edildi ve sol orsiektomi yapilarak doku ve ayni zamanda kan ornekleri alindi.

5. Grup iskemi-reperfiizyon + intravenéz Ozon + intratestikiler
Ozon (n=8; IR+iV+IT): Cerrahi olarak sol inguinoskrtotal kesi yapilip
spermatik kord ve testis diseke edildi ve torsiyon uygulanip skrotuma tespit
edildi. Hemen ardindan 4 mg/kg ozon intraperitoneal ve intratestikuler olarak

verildi. 1 saat sonra testis detorsiyone edilip reperflizyon suresi i¢in 4 saat
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beklendi. Reperfiizyondan 4 saat sonra ratlar sakrifiye edildi ve sol orsiektomi

yapilarak doku ve ayni zamanda kan ornekleri alindi.

3.5. Deneyin Tamamlanmasi ve Orneklerin Muhafaza Edilmesi

Deney bitiminde alinan testis dokulari iki pargaya ayrildi. Birinci parga
steril sekilde kurulandiktan sonra TAS, TOS, NO, IMA, SOD ve MDA
Olcimunu iceren biyokimyasal islemler icin dlgim yapilacagi gune kadar -
86°C’de derin dondurucuya kaldirildi. Ikinci parga histopatolojik ve
immunhistokimyasal inceleme amaciyla formol solisyonu iginde beklemeye
alindi. Sonrasinda ratlar sakrifiye edildi ve deneyin cerrahi kismi

sonlandirildi. Ratlardan biyokimyasal islemler icin intrakardiyak kan alindi.

3.6. Biyokimyasal Yontem

Deney sonunda biyokimya analizleri igin doku ve kan ornekleri alindi.
Kan d6rnekleri antikoagulan icermeyen jelli biyokimya tlplerine alinarak +4°C
4000 rpm'de 10 dakika santrifij edildi. Elde edilen serum o6rnekleri
polipropilen tlpler icine ayrilarak -80°C’de saklandi. Doku o6rnekleri
alindiktan sonra soduk fosfat tampon(PBS) ile yikandi. Doku MDA &l¢gim
icin RIPA, doku TAS ve TOS o6lcumu icin PBS tamponu kullanilarak dokular
homojenizatér ile(Mixer Mill MM 400, Retsch, Haan, Germany) homojenize
edildi. Elde edilen doku homojenat ve serum o6rneklerinden MDA(Kat. No.
10009055, Cayman, USA), TAS(Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkey),
TOS(Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkey), SOD(Kat. No. 19160,
Sigma Aldrich, St. Louis), NO(Kat. No. 780001, Cayman, USA) duzeyleri
ticari kitler kullanilarak galisildi. Serum 6rneklerinden ayrica IMA ve albumin

dizeyleride calisildi. TOS/TAS orani hesaplanarak oksidatif stres
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indeksi(OSI) degerleri belirlendi. iskemi-modifiye albumin (IMA) diizeyleri,
Bar-Or ve ark.larn tarafindan gelistirilen kolorimetrik yontem kullanilarak
lclldu ve sonuclar ABSU olarak rapor edildi'®?. Serum IMA / albGmin orani
(IMAR) hesaplandi. Doku protein olgimleri Lowry ve ark.larinin belirledigi
yonteme gore dederlendirildi*®3. Tim cgalisilan testler icin otomatik mikroplaka
okuyucusu (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, USA) kullanildi.

3.7. Histopatolojik Yéntem

Morfoloik degerlendirme igin deneklerden alinan dokular %10’luk
formaldehitte 24 saat saklandiktan sonra oda sicakliginda parafine batirilarak
bloklandi. Parafin bloklardan mikrotom cihazinda (thermo scientific) yaklasik
5um lik kesitler alinarak genel degerlendirme amaciyla hemotoksilen-eozin
(LEICA APS 300S) boyama yéntemi ve immunhistokimyasal degerlendirme
icin eNOS (Nitric Oxide Synthase, endothelial (eNOS) (poliklonal) RB-9279-
PO Thermo Scientific/LabVision), INOS (Nitric Oxide Synthase, inducible
(INOS) (poliklonal) RB-9242-P0 Thermo Scientific/LabVision) boyama

yontemleri uygulandi.

Kapatma isleminden sonra morfoloji ve immunhistokimyasal
degerlediriimesi igcin 1siIk mikroskobunda incelendi. Her gruptaki Testis
dokulari 6dem, konjesyon, pnl infiltrasyonu ve kanama agisindan ayrica

degerlendirildi. Histolojik agidan asagidaki 6zelliklere gore gradelendi.
Grade |: Normal testikller yapi

Grade II: Germinal hicrelerde kohezyon kaybi, dizensiz dékiimus,
blzilmis germinal hicreler, piknotik nukleuslar, sinirlari belirsiz seminifer

tubuller

Grade lll: Hasar seminifer tubuluslara sinirhdir. Germinal hicrelerde

nekroz mevcut.
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E-NOS ve I-NOS ekspresyonlarinin degelendiriimesi her kesit igin x40
blylutmede boyanmanin yogun oldugu rastgele secilen alanlarda pozitif
tutulum saglayan hucrelerin sayilmasi ile yapildi. Hucrelerin ylzdesi

semikantitatif olarak belirlendi.
Boyanma yogunluguna goére 1'dan 3’ e kadar skorlandirildi.
Skor 1: Hafif boyanma
Skor 2: Orta derecede boyanma

Skor 3: Jiddetli derecede boyanma
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4. BULGULAR

Her grupta 8 adet rat olmak Uzere toplam 40 rat ile ¢alisildi. Kontrol ve
tedavi turine goére 5 grup arasinda MDA (D) parametresi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,001). Kontrol grubunun MDA
(D) ortalamasi deney, IR+IT ve IR+IP+iT gruplarinin ortalamalarindan daha
duguktu ve bu fark Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U Testine gore
istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,002, p=0,002, p=0,002) (Tablo 1).
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Kontrol Iskemi-Reperflzyon IR+intraperitoneal  IR+Intratestikller IR+Intraperitoneal ve
(IR Ozon Ozon Intratestikiler Ozon

Sekil 5. Gruplara goére dokudaki MDA degerlerinin karsilastiriimasi

Kontrol ve tedavi tirtiine gore 5 grup arasinda TAS(D) parametresi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). Kontrol
grubunun TAS(D) ortalamasi deney ve IR+IP+IT gruplarinin ortalamalarindan
daha yuUksekti ve Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U Testine goére bu fark
istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,002, p=0,003). iR+iT grubunun

42




TAS(D) ortalamasi deney ve IR+IP+IT gruplarinin ortalamalarindan daha
yuksekti ve Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U Testine gbre bu fark
istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,002, p=0,002) (Tablo 1).

Kontrol ve tedavi tiriine gére 5 grup arasinda OSIi(D) parametresi
acisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p=0,012). Deney
grubunun OSIi(D) ortalamasi diger gruplara gore daha yiiksekti, fakat
Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U Testine gore ikili karsilagtirmalarda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo 1).
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Kontrol lgkemi-Reperfizyon IR+intraperitoneal  R+intratestikiler IR+intraperitoneal ve
(IR} Ozon Ozon Intratestikiler Ozon

Sekil 6. Gruplara gore dokudaki OSI degerlerinin karsilastiriimasi

Kontrol ve tedavi tlrlne goére 5 grup arasinda SOD(D) parametresi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,003). Kontrol
grubunun SOD(D) ortalamasi IR ve IR+IP gruplarinin ortalamalarindan daha
yiksekti ve Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U Testine gére bu fark

istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,003, p=0,004) (Tablo 1).
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Kontrol ve tedavi turine gére 5 grup arasinda TOS(D) ortalamalari

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 1).
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Sekil 7. Gruplara gore dokudaki TOS degerlerinin karsilastiriimasi

Tablo 1. Gruplar arasi doku parametrelerinin kargilastiriimasi

SHAM IR (n=8) iRtiP iRtiT iR+if+iT

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Ort.xss Ort.xss Ort.xss Ort.xss Ort.xss p
MDA(D) 0,7+0,2 1,6+0,6 0,9+0,3 1,2+0,2 1,3+0,2 0,001
TOS(D) 1,8+0,3 2,0+0,6 1,5+0,3 1,7+0,3 1,5+0,3 0,157
TAS(D) 0,3+0,04 | 0,2+0,05 | 0,3+0,07 0,4+0,1 0,3+0,04 <0,001
0si(D) 5,2+1,3 9,2+4.4 5,715 4,6+1,3 6,5+0,8 0,012
SOD(D) 24,2+4.4 | 17,0£1,8 | 17,6x2,6 | 23,4+6,1 17,3+3,2 0,003

Ss: Standart sapma, p: Kruskal Wallis Testi
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Tablo 2. Gruplara gbre doku parametrelerinin ortanca degerleri

SHAM (n=8) | IR (n=8) | IR+iP (n=8) | IR+IT (n=8) 'R(;'fg)”
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-maks) | (min-maks) | (min-maks) | (min-maks) | (min-maks)
1,4 (0,9-
MDA(D) | 0,7 (0,4-0,9) 2.4) 0,9 (0,6-1,5) | 1,2 (1,0-1,6) | 1,3(1,1-1,7)
2,1(1,5-
TOS(D) | 1,8(1,4-2,1) 3.2) 1,5(1,1-1,9) | 1,6 (1,3-2,1) | 1,5 (1,1-2,0)
TAS 0,2 (0,2-
(D) | 0,3(0,3-0,4) 0,3) 0,3(0,2-0,4) | 0,3 (0,3-0,7) | 0,3 (0,2-0,3)
i 8,1 (4,8-
OsI(D) | 4,8 (4,3-7,9) 17.3) 54 (3,3-7,7) | 4,6 (2,7-6,1) | 6,5 (5,4-7,8)
SOD(D) 24,3 (19,2- | 16,7 (14,9- | 17,6 (14,5- | 21,5(16,8- | 16,9 (13,9-
32,7) 19,5) 22,7) 33,4) 20,9)

Kontrol ve tedavi turline goére 5 grup arasinda MDA(S) parametresi
(p<0,001).
IR+IP+IT gruplarinin

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi

IR+iP, [IR+IT ve

ortalamalarindan daha ylUksekti ve Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U

Deney
grubunun MDA(S) ortalamasi

Testine goére bu fark istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,001,
p=0,001) (Tablo 3).

Kontrol ve tedavi turine goére 5 grup arasinda TAS(S) parametresi
(p=0,017).

grubunun TAS(S) ortalamasi IR+IP grubunun ortalamasindan daha diisiiktii

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi Deney

ve Bonferroni duzeltmeli Mann Whitney U Testine goére bu fark istatistiksel
olarak anlamlydi (p=0,001) (Tablo 3).

Kontrol ve tedavi tiiriine gére 5 grup arasinda OSi(S) parametresi
(p=0,026).
grubunun OSIi(S) ortalamasi diger gruplara gére daha yiiksekti, fakat

acisindan istatistiksel olarak anlamh fark saptandi Deney
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Bonferroni duzeltmeli Mann Whitney U Testine gore ikili karsilastirmalarda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo 3).

Kontrol ve tedavi turine gore 5 grup arasinda SOD(S) parametresi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,017). IR+IP grubunun
SOD(S) ortalamasi IR+IT grubunun ortalamasindan daha yiksekti ve
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U Testine gore bu fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p=0,002) (Tablo 3).

Kontrol ve tedavi tiriine gére 5 grup arasinda IMA(S) parametresi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). IR+IP+IT
grubunun IMA(S) ortalamasi kontrol ve deney gruplarinin ortalamalarindan
daha dusuktl ve Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U Testine gore bu fark

istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,004, p=0,001) (Tablo 3).
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Sekil 8. Gruplara gore serum IMA degerlerinin karsilastiriimasi
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Kontrol ve tedavi tiirine gére 5 grup arasinda IMAR(S) parametresi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,001). Deney
grubunun  IMAR(S) ortalamasi IR+IP ve IR+IP+IT  gruplarinin
ortalamalarindan daha yuksekti ve Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U
Testine gore bu fark istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla p=0,001,
p=0,001) (Tablo 3).

Kontrol ve tedavi tlrine goére 5 grup arasinda TOS(S) ortalamalari

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplar arasi serum parametrelerin karsilastiriimasi

e | B8RS [ |

Ort.tss Ort.tss Ort.xss Ort.tss Ort.tss
MDA(S) 20,0£5,6 | 41,7+16,3 | 21,2+5,0 | 16,6+3,9 16,4+3,1 <0,001
TOS(S) 9,3+3,3 | 15,4+12,6 | 13,3%£3,7 9,3+1,4 12,1+4,4 0,124
TAS(S) 1,1+0,2 0,8+0,3 1,3+0,1 1,1+0,3 1,1+0,4 0,017
0si(S) 8,8+3,8 18,4+9,7 9,9+2,6 8,9+2,1 12,845,9 0,026
SOD(S) 93,6+2,1 | 93,1+2,2 | 96,8+2,8 | 92,2+2,7 94,0+3,9 0,017
IMA(S) 0,6+0,1 0,6+0,1 0,5+0,1 0,5+0,04 0,4+0,1 <0,001
IMAR(S) | 0,2+0,02 0,2+0,1 0,1+0,01 | 0,2+0,02 0,1+0,02 0,001

Ss: standart sapma, p: Kruskal Wallis Testi
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Tablo 4. Gruplara gore serum parametrelerinin ortanca degerleri

SHAM (n=8) iR(n=8) iR+iP (n=8) | IR+IT (n=8) 'R(:':E;’)'T
Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca Ortanca
(min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks) (min-maks)
MDA(S) 18,6 (13,4- 40,2 (25,5- 19,9 (15,4- 15,4 (12,4- 15,9 (12,9-
29,4) 69,9) 30,3) 23,4) 22,9)
11,1 (8,3-
TOS(S) | 7,7 (6,3-15,1) 45,9) 12,8 (7,2-17,9) | 9,6 (7,3-11,8) | 10 (8,4-19,2)
TAS(S) 1,1 (0,9-1,6) 0,8 (0,5-1,2) 1,4 (1,2-1,6) 0,9 (0,9-1,9) | 0,9(0,6-1,8)
i i 15,7 (9,8- i i 11,9 (4,8-
OSI(S) | 6,9 (5,3-15,1) 39,3) 9,7 (6,2-13,2) | 9,8 (5,1-11,1) 20,8)
SOD(S) 93,5 (90,9- 93,9 (88,2- 95,9 (94,0- 93,4 (86,6- 93,1 (88,9-
98,1) 94,9) 102,1) 94,2) 101,6)
IMA(S) 0,6 (0,4-0,7) 0,6 (0,5-0,6) 0,5 (0,4-0,5) 0,5(0,4-0,6) | 0,4 (0,3-0,5)
IMAR(S) | 0,2 (0,1-0,2) 0,2 (0,2-0,3) 0,2 (0,1-0,2) 0,2 (0,1-0,2) | 0,1(0,1-0,2)

Kontrol grubunun %62,5’ inin histolojik grade 1, %37,5 inin 2’ydi.

Deney grubunun %100’ Unun histolojik grade 3’ ti. Tedavi grubunun %20,0’

sinin histolojik grade 1, %30,0’ unun 2 ve %50,0’ sinin 3’ ti. Ug grup arasinda

histolojik grade acgisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001).

ikili karsilastirmalarda farkin birden fazla gruptan kaynaklandigi gérilmustiir
(Tablo 5).
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Tablo 5. Kontrol ve tedavi gruplarina gore histolojik grade karsilastiriimasi

1 2 3
n (%) n (%) n (%) p
Kontrol 5 (62,5) 3 (37,5) 0 (0,0)
Deney 0 (0,0) 0 (0,0) 8 (100,0)
<0,001
Tedavi 8 (20,0) 12 (30,0) 20 (50,0)

%: satir yluzdesi, p: Ki-Kare Testi

IR+IP grubunun %25,0’ inin histolojik grade 2, %75,0’ inin 3’ t0. IR+IT

grubunun %12,5’ inin histolojik grade 1, %50,0’ sinin 2, %37,5 inin 3’ t0.
IR+IP+IT grubunun %25,0’ inin histolojik grade 1, %37,5’ inin 2 ve %37,5’ inin
3 tii. Ug grup arasinda histolojik grade agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. Tedavi gruplarina gore histolojik grade karsilastiriimasi

1 2 3
n (%) n (%) n (%) p
IR+IP 0 (0,0) 2 (25,0) 6 (75,0)
IR+IT 1 (12,5) 4 (50,0) 3 (37,5)
0,301
IR+IT+IP 2 (25,0) 3 (37,5) 3 (37,5)

%: satir yuzdesi, p: Ki-Kare Testi

Kontrol grubunun %75,0’ inin iNOS tutulumu grade 1, %25,0’ inin 2 idi.
Deney grubunun %12,5 inin iINOS tutulumu grade 2, %87,5’ inin 3’tl. Tedavi
grubunun %33,4’Unun histoloji grade 1, %45,8'inin 2 ve %20,8’ inin 4’ ti. Ug
grup arasinda iNOS tutulum grade agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (p<0,001). Bu farkin deney grubunun blyuk ¢cogunlugunun (%87,5)

Grade 3’ te yer almasindan kaynaklandigi disunilmektedir (Tablo 7).
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Tablo 7. Kontrol, deney ve tedavi gruplarina goére iNOS tutulum durumunun

karsilasgtiriimasi

1 2 3
n (%) n (%) n (%) p

Kontrol 6 (75,0) 2 (25,0) 0 (0,0)

Deney 0(0,0) 1(12,5) 7 (87,5) <0,001

Tedavi 8 (33,4) 11 (45,8) 5 (20,8)

%: satir yluzdesi, p: Ki-Kare Testi

IR+IP grubunun %25,0’ inin iINOS tutulumu grade 1, %37,5 inin 2,
%37,5" inin 3’ t. IR+IT grubunun %50,0’ sinin INOS tutulumu grade 1,
%37,5" inin 2, %12,5 inin 3’ t0. IR+IT+IP grubunun %25,0’ inin iNOS tutulumu
grade 1, %62,5’ inin 2 ve %12,5" inin 3’ ti. Ug grup arasinda iNOS tutulum
grade agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo
8).

Tablo 8. Tedavi gruplarina gore iNOS tutulum durumunun karsilastiriimasi

1 2 3

n (%) n (%) n (%) P
IR+IP 2 (25,0) 3 (37,5) 3 (37,5)
IR+IT 4 (50,0) 3 (37,5) 1(12,5) 0,538
IRHIT+IP 2 (25,0) 5 (62,5) 1 (12,5)

%: satir yuzdesi, p: Ki-Kare Testi

Kontrol grubunun %87,5'inin eNOS tutulum grade 1, %12,5'inin 2’ydi.
Deney grubunun %100,’Gnin eNOS tutulum grade 3’ti. Tedavi grubunun
%83,3'inin eNOS tutulum grade 1, %16,7’sinin 2'ydi. Ug grup arasinda
eNOS tutulum grade agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi
(p<0,001). Bu farkin deney grubunun tamaminin (%100,0) Grade 3'te yer
almasindan kaynaklandidi dustnulmektedir (Tablo 9).
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Tablo 9. Kontrol, deney ve tedavi gruplarina gore eNOS tutulum durumunun

karsilastiriimasi

1 2 3

n (%) n (%) n (%) P
Kontrol 7 (87,5) 1(12,5) 0(0,0)
Deney 0 (0,0) 0 (0,0) 8 (100,0) <0,001
Tedavi 20 (83,3) 4 (16,7) 0 (0,0)

%: satir yuzdesi, p: Ki-Kare Testi

IR+IP grubunun %87,5’inin eNOS tutulum grade 0+1, %12,5’inin 2’ydi.
IR+IT grubunun  %87,5’inin eNOS tutulum grade 0+1, %12,5'inin 2’di.
IR+IT+IP grubunun %75,0’inin eNOS tutulum grade 0+1, %25,0’inin 2'ydi. Ug
grup arasinda eNOS tutulum grade agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p>0,05) (Tablo 10).

Tablo 10. Tedavi gruplarina gére eNOS tutulum durumunun karsilastiriimasi

1 2

n (%) n (%) p
IR+IP 7 (87.,5) 1 (12,5)
IR+IT 7 (87.,5) 1 (12,5) 0,751
IR+IT+IP 6 (75,0) 2 (25,0)

%: satir yuzdesi, p: Ki-Kare Testi
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu Ozellikle ¢ocukluk c¢aginda sik gorulmekle birlikte
tedavisinde erken muidahale dnemlidir (1,2). Torsiyon sonrasi dénemin ilk
saatlerinde gergeklestirilen midahale ile %100’ e yakin basari sansi varken,
sureg ilerledikge yapilan midahaleye ragmen basari sansi azalmaktadir.

Testis torsiyonu meydana geldiginde ©Once vendz donusin
bozulmasina bagli olarak ddem ve hemoraji gelisir. ilerleyen dénemde
arteryal obstriksiyonunda eklenmesi ile kan akimi giderek azalir, dokuda
hipoksi ve iskemi meydana gelir. Iskemiye ugramis dokularin canliigini
koruyabilmesi igin en kisa surede doku reperflizyonunun saglanmasi gerekir.
Reperfuzyon gercgeklestiginde olusan notrofil infiltrasyonu ve ROT, doku
hasarina sebep olur. Olusan serbest radikallerin proteinlerin yapisinda
bulunan -SH gruplarinda, oksidasyon olusturmasi protein oksidasyonunun ilk
ortaya c¢ikan belirtisidir (92).

Deneysel galismalar 720° torsiyonda, kan akiminin tam olarak kesildigi
ve geri donuslimsuz sekilde iskemi meydana geldigini ortaya koymustur.
(34). Ayrica embriyolojik gelisime bagl olarak uzun spermatik korda sahip
olan sol testisin torsiyonunun sag testis ile kiyaslandiginda iki kat fazla
karsilasildigi gosterilmistir (134). Yapilan c¢alismalarda tam iskemi suresi
olarak 1 saatlik sirenin yeterli oldugu ve 4 saatlik reperfiizyon siresinde
membran lipid peroksidasyon Urlnlerinin artti§i tespit edilmistir (60,135).
Turner ve ark. calismalarinda bir saat slreyle, 720° torsiyonun, ratlar
Uzerinde iskemi olusturmak igin yeterli oldugunu géstermistir (31). Torsiyon
ve detorsiyon surelerinin, torsiyon derecesinin, iskemi reperflizyon hasarina
etkilerinin arastirildig1 litaratir c¢alismalarindan elde ettigimiz bilgiler
dogrultusunda, yaptigimiz calismada sol testise uygulanan 1 saat suren 720°
torsiyon ve dort saatlik reperflizyon uygulanmasini tercih ettik.

Biz calismamizda ratlarda tek tarafli testis torsiyonu-detorsiyonu
deneysel modelinde olusan iskemi reperfizyon hasarinin dénlenmesinde

ozonun koruyucu etkilerini arastirdik. Medikal ozonun farkli verilis
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yontemlerinin olugsan hasari 6nlemede etkilerini tespit edebilmek igin
biyokimyasal, immunohistokimyasal ve histopatolojik parametreleri birlikte
degerlendirdik. Ozon verilis yontemleri olarak intraperitoneal, intratestikuler
ve intraperitoneal + intratestikiler uygulamalarin etkilerini kargilastirdik.
Calismamizin 6zelligi histopatolojik ve biyokimyasal (hem doku hem de
serumda) parametreleri hem birlikte degerlendirebilmesi hem de tedavi verilis

sekillerinin gesitliliginin karsilastiriimasidir.

Erken midahale edilerek detorsiyone edilen ve kan akimi sadlanabilen
olgularin bu agsamadan sonra reperfuzyonun geligimiyle olusan ROT’larin
testiste gesitli hasarlara sebep olabilecedi bilinmektedir (5,7). Iskemi
reperflizyon hasarindan baslica prooksidan ve oksidan molekuller sorumlu
tutulmustur. Dokuda artan oksidan molekuller cevreye hizla zarar vermekte,
geri donusu olmayan hasarlar meydana getirmektedir. Yapilan caligmalarda
iskemi reperflizyon hasarini 6nlemede kullanilmak Gzere antioksidan etkileri
olan bir ¢cok ajan (ozon, melatonin, hesperidin, quercetin, propofol, taurin,
ellagic asid, hiperbarik oksijen, vb.) denenmistir (136-144). Yapilan
calismalarin uygulama yontemleri ve tedavi sonrasi takip sUreleri
degiskendir. Chi ve ark. yaptiklari galismada intraperitoneal ve intraepididimal
olarak querceptin molekulina tedavide kullanmislar ve reperflizyon sonrasi
denekleri 24 saat takip etmislerdir (138). Yine Taskara ve ark. reperflizyon
oncesi intraperitoneal olarak propofol uygulayip denekleri reperflizyon
sonrasi 30 gln takip etmislerdir (139). Ekici ve ark. (136) testis iskemi
reperflizyon hasarinda ozonun etkinligi ile melatoninin kruyucu etkilerini
kiyaslamistir. Aydos ve ark. (141) yine testis iskemi reperflizyon hasarinda

ozon ile taurinin koruyucu etkilerini degerlendirmigtir.

Yapilan galigsmalarda iskemi reperflizyon hasari durumunda ozonun
koruyucu etkilerini bébrek, karaciger, over, akciger, kalp, retina, kas, kemik
gibi doku ve organlarda gosterilmistir (143,145-151). Tanyeli ve ark. (145)
kadiyak MI sonrasinda olusan iskemi reperflizyon hasarinda intraperitneal

ozon tedavisinin koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Bianzhi ve ark. (146)
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reperflUzyon sonrasi gozlem yaptiklari galismada bobrek iskemi reperfiizyon

hasarinda ozonun koruyucu etkilerini degerlendirmislerdir.

Biyoaktif aldehitlerden olan Malondialdehit (MDA) hiicre membran
lipidlerinin peroksidasyonunun 6nemli bir belirteci olup iskemi reperflizyon
hasarinda meydana gelir (103). Bu nedenle doku peroksidasyonunu
gostermede MDA oOlgimunun yeri dnemlidir. Ekici ve ark. (136) reperflizyon
sonrasinda testiste ozonun koruyucu etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada,
MDAnin torsiyon grubunda kontrol grubuna gore anlamli yuksekligini
saptamis; intraperitoneal olarak ozon uygulanan tedavi grubunda ise torsiyon
grubuna goére anlamli sekilde dusuk tespit etmistir. Tanyeli ve ark. (145)
kardiyak iskemi reperfizyon hasarinda ozonun koruyucu etkilerini
degerlendirdikleri c¢alismada MDAnin intraperitoneal olarak ozon verilen
tedavi grubunda deney grubuna goére anlamli sekilde disik oldugunu
saptamistir. Kal ve ark. (147) retinal iskemi reperflzyon hasarinda ozonun
koruyucu etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada MDAnin tedavi grubunda
deney grubuna gére anlamli sekilde dusik oldugunu tespit etmistir. Bizim
calismamizda hem reperfuzyon hasarinin varligini gostererek tedavi
grubundaki degisiklikleri dederlendirebilmek, hem de diger literatir
calismalariyla kiyaslayabilmek i¢cin MDA degerlerini belirlemeyi amacladik.
Farkli verilis yontemleriyle ozon tedavisi uyguladigimiz tedavi gruplarinda
Olcllen doku/serum MDA degerleri deney grubunda olgilen seviyeden
istatistiksel olarak anlamli distk saptandi (p<0,001). Ayrica intraperitoneal
olarak ozon uyguladigimiz grupta kontrol grubunun MDA duzeylerine g¢ok

yakin degerlerde oldugunu tespit edildi.

Total antioksidan kapasite olgimi oksidatif stresin bir baska
goOstergesi olarak kabul edilmektedir. Antioksidan molekillerin ayri ayri
degerlendirilerek Olgulmesi hucre ici toplam oksidan stresi gostermekte yeterl
olmayabilir cinkil oksidatif stres, oksidan ve antioksidan molekdllerin olusum
hizlari ile ortamdan temizlenmeleri arasinda olusan denge farkina
dayanmaktadir (152). TAS serumda bulunan tim antioksidan molekdilleri

temsil etmektedir. Total oksidan kapasite, serumda bulunan oksidan
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maddelerinin timiind ifade etmektedir. Oksidatif stres indeksi (OSI) ise bu iki
degerin birbirine orani ile belilenmektedir (152). Tusat ve ark. (153) ratlarda
testis torsiyonu modelinde intraperitoneal ozonun koruyucu etkilerini
degerlendirdikleri calismada 1mg/kg ozon kullanmis; yapilan
degerlendirmede TOS ve OSI degerlerinin deney grubunda anlamli olarak
yuksek, ozon tedavisi uygulanan grupta ise anlamli sekilde dusik
saptamistir. Bunun yaninda TAS degerleri arasinda gruplar arasinda anlamli
fark saptanmamigtir. Kal ve ark. (147) retinal iskemi reperfizyon hasari
Uzerine yaptiklari galismada TOS seviyelerinde deney grubunda tedavi
grubuna gore anlamli sekilde yuksek olarak degerlendirmigtir. Chi ve ark.
(138) testiste meydana gelen iskemi  reperfuzyon  hasarinin
degerlendiriimesinde, intraperitoneal ve intraepididimal olarak farkli bir
molekiil olan querceptin tedavisi uygulamis; serum TOS ve OSi degerlerini
tedavi grubunda deney grubuna godre dusuk tespit ederken, TAS
seviyelerinde tedavi grubunda deney grubuna gbére anlamh farklilik
saptamamistir. Bizim calismamizda tim tedavi gruplarinda iR grubuna gére
doku/serum TOS ve OSi degerleri disiikti. Doku/serum TAS degerleri tim
tedavi gruplarinda IR grubuna gdre yiiksek saptandi fakat tiim gruplar
degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamadi. Bu bulgular literatir sonuglarini destekler nitelikteydi.

Hucre icindeki O2 duzeylerini azaltmak amaciyla meydana gelen
superoksit radikalini molekuler oksijen ve hidrojen peroksite donusturen
superoksit dismutaz (SOD) enzimi, iskemi reperflizyon hasari sonucunda
olusan oksidan stres ile micadele amaciyla aktivitesini artirir (95-98). Sayar
ve ark. (142) over torsiyonu uygulayarak olusturduklari iskemi reperflizyon
modelli intraperitoneal ozon tedavisini degerlendirdikleri ¢calismalarinda SOD
degerlerini deney grubunda kontrol grubuna gore anlamli sekilde yuksek,
tedavi grubunda ise deney grubuna gore anlamli sekilde duguk bulmusglardir.
Peralta ve ark. (150) karacigerde olusan iskemi reperfizyon hasari
modelinde rektal yolla uygulanan ozonun etkinligini degerlendirdikleri
calismada SOD degerlerini tedavi grubunda iR grubuna gére anlamli sekilde

yuksek bulmuslardir. Koca ve ark (143,144) iskelet kasi ve kemikte olusan
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iskemi reperfizyon hasarinda ozonun koruyucu etkilerini hiperbarik oksijen
tedavisi ile karsilastirdiklar! her iki ¢calismalarinda da deney grubunda SOD
degerlerinin dusuk, intraperitoneal ozon uygulamasi yapilan tedavi grubunda
ise yuksek olarak saptamiglardir. Literatlir degerlendirildiginde yapilan bazi
calismalarda SOD aktivitesinin tedavi gruplarinda da dusuk saptanabildigi
gorulmustar (154-157). Deneysel c¢alismamizda SOD degerleri kontrol
grubunda deney ve tedavi gruplarina gore anlaml sekilde ylksek saptandi.
Tedavi gruplari arasinda sadece intraperitoneal ve sadece intratestikiler
ozon tedavisi uygulanan gruplarda yiksek saptandi fakat bu istatistiksel

olarak anlamli degildi.

Son doénemlerde yapilan c¢alismalar iskemi olustugunda serumda
bulunan albuminin yapisinda farkli degisikliklerin meydana geldiginin
gOsterilmesi, bunun sonucunda da farkl bir serum iskemi belirtecinin ortaya
cilkmasini gindeme getirmistir. Albuminin yapisinda; nikel, kobalt ve bakir
gibi metallerin baglanmasini saglayan bir bélge vardir (132). iskemi nedeniyle
meydana gelen oksijenizasyonun azalmasi, serbest radikallerin ortaya
cikardidi hasar, asidoz gelismesi gibi nedenler, bu metallerin albumine
baglanmasini zorlastirir (158,159). Bu olaylar sonucunda albiminde
meydana gelen degisiklikler sonucunda artik iskemi modifiye albumin (IMA)
olarak adlandirilir. IMA degerleri albiimin degerlerinin disik ya da yiiksek
olusuna goére farklilik gdsterebilir. IMAnIn serum albumin degerlerine gore
ayarlanmis 6lcimi IMAR olarak adlandiriimaktadir. Tusat ve ark. (153)
testiste meydana gelen iskemi reperflizyon hasarini énlemede intraperitoneal
olarak verilen ozonun koruyucu etkilerini degerlendirdikleri calismalarinda
serum IMA degerlerini deney grubunda tedavi gruplarina gore yiiksek olarak
tespit etmigler. Yulug ve ark. (160) antioksidan bir molekul olarak belirttikleri
intraperitoneal resveratrol uygulamasi sonucunda dlgilen serum IMA
degerlerinin deney grubunda tedavi grubuna goére yuUksek oldugunu
bildirmistir. Tirkmen ve ark. (161) testikuler iskemi reperflizyon modelinde N-
asetilsistein ve etil pirivat tedavilerini degerlendirmis; deney grubunda
dlgllen IMA degerleri tedavi gruplarina gére yiiksek oldugu tespit edilmis. Biz

galismamizda IMAnin  serum albimin  degerlerinin  degisebilecegi
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distincesiyle IMA ve IMAR degerlerini hesapladik. Hem IMA hem de IMAR
icin benzer sonuglar elde ettik. Her ikisinin de serum duzeyleri deney
grubunda tedavi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yuksek

saptandi.

Testikuler torsiyon sonucunda olusan iskemi reperfizyon hasarinda
testis dokusunda meydana gelen histopatolojik degisiklikler genis bir
yelpazede deg@erlendiriimektedir. Baglica bulgulari konjesyon, interstisyel
odem, artmig PNL infiltrasyonu, hemoraji varligi, gelisimini tamamlamamig
spermatogenik hucrelerin I[umen icerisinde birikimi, nekroz ve apoptozis
olarak siralanabilir. Ekici ve ark. (136) testiste iskemi reperfizyon hasarinda
ozonun koruyucu etkisini histpatolojik olarak da degerlendirdikleri ¢alismada
deney grubunda konjesyon, interstisyel 6édem, PNL infiltrasyonu ve fokal
hemoraji alanlarinin tedavi grubuna gore anlamli gekilde arttigini tespit
etmisler. Aydos ve ark. (141) iskemi reperflizyon hasarinda ozon ve taurinin
koruyucu etkilerini karsilastirdiklari c¢aligsmada histopatolojik degisikliklerin
istatistiksel olarak anlamli olmasa da her iki tedavi grubunda da deney
grubuna gore azaldigini gostermistir. Mete ve ark. (162) intraperitonel ve
intratestikiler ozon uygulamalarinin iskemi reperflizyon hasarina olan
etkilerini degerlendirdikleri c¢aligmada deney grubundaki histopatolojik
degisikliklerin yogun oldugunu, tedavi gruplarinda bu degisikliklerin hafif ve
orta derecede oldugunu gostermistir Tusat ve ark. (153) sadece
intraperitoneal yolla verilen ozon tedavisinin iskemi reperfizyon hasarinda
etkilerini arastirdiklari c¢alismada deney grubunda goérulen histpatolojik
degisikliklerin tedavi grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde yuksek
oldugunu tespit etmistir. Sayar ve ark. (142) overde iskemi reperflizyon
hasari olusturarak ozon tedavisinin etkilerini arastirdiklari c¢alismada
histopatolojik olarak doku hasarinin tedavi gruplarinda deney grubuna gore
anlamli sekilde dusuk oldugunu belirlemis; tedavi gruplari arasinda
histopatolojik acidan anlamli fark olmadigini bildirmistir. Bizim ¢calismamizda
yaptigimiz histopatolojik degerlendirme sonucglarina gore deney grubundaki
degisikliklerin tedavi ve kontrol grubunda gore istatistiksel olarak anlamli

sekilde yuksek bulundu. Tedavi gruplarina gore degerlendirme yapildiginda
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her U¢ tedavi grubunda da histopatolojik agidan bulgular benzerdi ve

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

NOS (Nitrik oksit sentaz) damar endotelinde, néronal dokuda,
trombositlerde ve vicutta farkli dokularda bulunur. Endoteliyal NOS (eNOS)
en fazla bobreklerde bulunur. eNOS araciligiyla olusan NO (nitrik oksit),
damar relaksasyonunu gerceklestiren dnemli bir habercidir. indiklenebilir
NOS (iNOS) normalde doku ve serumda tespit edilemez. inflamasyon ile
olusan enfeksiyon slrecinde, iskemi olusan ortamlarda, vicutta Uretilen
ikincil haberciler araciligiyla induklenerek uzunca bir sure uretilir ve tespit
edilebilir (100,101). Literatir degerlendirildiginde yapilan c¢alismalarda
genellikle elisa ve molekul ekspresyonunun degerlendiriimesi ydontemleriyle
calisildigini, sadece bir c¢alismada immunohistokimyasal ydntemle
calisildigini goérdik. Calismamizda immunohistokimyasal olarak eNOS ve
iINOS degerlendirmesini kullandik. Aydos ve ark. (141) iskemi reperfizyon
hasarinda ozon ve taurinin koruyucu etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada
eNOS ekspresyonunu degerlendirmis ve tedavi gruplarinda deney grubuna
gore eNOS ekspresyonunda anlamli sekilde azalma tespit etmistir. Mete ve
ark. (162) intraperitoneal ve intratestikiler ozon kullaniminin etkilerini
arastirdiklari calismada eNOS seviyelerini tedavi gruplarinda deney grubuna
gbre istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik tespit etmistir. intraperitneal
ozon uygulanan grupta INOS acgisindan deney grubu ile anlamh fark
saptanmamis, intratestikiler ozon uygulanan grupta deney grubuna gore
disuk tespit edilmistir. Tedavi verilis yontemlerine goére iINOS ve eNOS
degerlerinde  anlamli  fark  saptanmamistir.  Bizim  calismamizda
immunohistokimyasal olarak yapilan degerlendirmede iNOS degerleri tedavi
gruplarinda deney grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde duguk
tespit edildi. Tespit edilen eNOS degerleri tedavi gruplarinda deney grubuna
gore dusuk tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi. Tedavi verilis
yontemlerine gére degerlendirme yaptigimizda U¢ grupta da iNOS ve eNOS
degerleri benzer seviyelerdeydi; bu U¢ grup arasinda tedavi verilig
yontemlerine gore iINOS ve eNOS degerlerinde istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi.
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6. SONUC

Deneysel calismamizda biyokimyasal verileri elde ederken serum ve
dokuda es zamanl degerlendirmeye gayret ettik. Serum ve dokuda
degerlendirdigimiz MDA, TOS, TAS, OSi ve SOD; ayrica serumda
degerlendirdigimiz IMA ve IMAR literatiir verileriyle korele sekilde dusik ya
da yUksek tespit edildi. Ayrica galismamizdan ¢ikan sonug ile literatlr verileri
birlikte degerlendirildiginde tek basina TAS ya da TOS bakilmasinin anlamli
farklilik gostermeyecegi, her ikisinin birlikte degerlendirilerek OSi degerinin
hesaplanmasi gerektigi sonucuna ulastik. Verilerimizde OSI degerleri daha
saglikli sonuglar elde etmemizi sagladi. Histopatolojik olarak elde ettigimiz
verilerde ozon tedavisinin verilis yontemleri arasinda fark gorulmeksizin
tedavi gruplarinda IR gubuna godre anlamli sekilde dusuk histopatolojik
skorlar elde ettik. Calismamizda iINOS ve eNOS degerlerini nadir olarak
kullanilan immunohistokimyasal yodntemlerle belirledik ve bunun litaratir
bulgulariyla korele olarak tedavi gruplarinda anlamli sekilde dusik tespit
ettik. Calismamizin sonuglarina gbére ozon tedavisinin biyokimyasal ve
histopatolojik olarak yararl etkilerinin oldugu gosterilmigtir. Tedavi verilis
sekilleri iskemi reperfizyon hasar slrecini azaltmada anlamli farklilik

yaratmamaktadir.

Elde ettigimiz verilerin yapilacak olan yeni deneysel galismalara 1gik
tutacagini umuyoruz. Bu galismanin sonuglarina dayanarak elde ettigimiz
veriler litaratir verileri ile benzerlik gdstermektedir. iskemi reperfiizyon hasari
sonrasi olusabilecek ozellikle lokal ve sistemik etkilerin azaltiimasinda ozon
tedavisinin adjuvan kullaniminin faydali olabilecedi dusunulmektedir. Klinik
uygulamalara gecis Oncesinde ozon tedavisinin yararli etkilerinin hangi
mekanizmalar ile olustugu ve bu tedavinin etkin olmasi i¢in uygun dozun

ayarlanabilmesi amaciyla yeni deneysel ¢alismalara ihtiyag vardir.
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