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OZET

Ratlarda Testikiiler Torsiyon/Detorsiyon Modeline Bagh Olusan Doku

Hasarinda Amlodipinin Etkisi

Amag: Testis torsiyonu lirolojik vakalar icerisinde en 6nemli acillerden biridir.
Son yillarda yapilan caligmalarda testis torsiyonuna bagli olarak gelisen iskemik
hasarda serbest radikallerin ve enflamatuar sitokinlerin rol aldig1 gdsterilmistir. Bu
calismada amacimiz bir kalsiyum kanal blokorii olan amlodipinin farkli dozlarda;
ratlarda olusturulan testis torsiyon/detorsiyon hasarindaki etkisini oksidan/antioksidan,
molekiiler ve histopatolojik olarak incelemektir.

Materyal ve Metot: Calismamiz 7 deney grubu ve 1 kontrol grubu olmak {iizere
toplam 8 grup olarak dizayn edildi. Gruplar: Sham, Iskemi, Iskemi+Reperfiizyon,
Iskemi+Amlodipin (5mg/kg), Iskemi+Amlodipin (10 mg/kg), Iskemi-Reperfiisyon
(IR)+Amlodipin (5 mg/kg), IR+Amlodipin (10 mg/kg) ve son olarak Sham+Amlodipin
(10 mg/kg) olarak ayrildi.

Bulgular: Calisma sonucunda, iskemi ve iskemi/reperflizyon gruplarinda saglikli
grubuna gére SOD ve GSH gibi antioksidan seviyelerinin diisiisleri belirgin bir sekilde
goriilmiistiir. Ayrica amlodipin uygulanan tedavi gruplarinda SOD ve GSH seviyelerin
arttigi, MDA seviyelerinin ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistiigii tespit
edilmistir. iskemi ve reperfiizyon gruplarinda TNF-a ve TGF-P seviyelerinde artis
goriiliirken tedavi gruplarinda TNF-a ve TGF-B seviyelerinde dnemli derecede diislis
gbzlenmistir. Ayrica yapilan histopatolojik caligmada amlodipin tedavi gruplarinda
iskemi ve reperfiizyon gruplarina gore hasar seviyesinin 6nemli derecede azaldigi

gOriilmiistiir.

Sonug:. Tiim bu sonuglar amlodipinin torsiyon/detorsiyon modeline bagli olusan
testis doku hasarinda anlamli olarak koruyucu etkisinin oldugu biyokimyasal,

histopatolojik ve molekiiler olarak gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amlodipin, Rat, Testis, Torsiyon/Detorsiyon
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ABSTRACT

In Rats Testicular Torsion / Detorsion In Tissue Damage Depends On The Model

The Effect Of Amlodipine

Aim: Testicular torsion is one of the most common medical emergencies in
urological cases. In recent years, in the studies have been shown that free radicals and
inflammatory cytokines play role in ischemic damage depending on testicular torsion.
The aim of this study, the effects of amlodipine at different doses which is a calcium
channel blocker, in rats testicular torsion / detorsion damage is to examine the oxidant /

antioxidant, molecular and histopathologically.

Material and Method: In this study, seven experimental groups and one control
group was designed as a total of eight groups. Groups were sham, Testicular Ischemia,
Testicular ischemia + reperfusion, Ischemia + amlodipine (5 mg / kg), Ischemia +
amlodipine (10 mg / kg), ischemia-reperfusion (IR) + amlodipine (5 mg / kg), IR +
Amlodipine (10 mg / kg), and finally Sham + amlodipine (10 mg / kg), respectively.

Results: As a result of this study, significant decreases levels of antioxidant like
SOD and GSH were markedly observed in ischemia and reperfusion groups when
compared with healty control group. These levels increased in the treatment group with
amlodipine also MDA levels statistically decrease has been found in the treatment
groups While increases the levels of TNF-a and TGF- has been found in torsion and
detorsion groups, significantly decreases the levels of these inflammatory cytokines
and the agent was observed in treatment groups. Also in the histopathological study,
significant decrease of the ischemia and reperfusion injury were observed in treatment

groups when compared with torsion and detorsion groups.

Conclusion: These results demonstrated that amlodipine significantly protective
effects on testis tissue damage occurs depends on torsion / detorsion model via the

biochemically, histopathologically and molecularly.

Key Words: Amlodipine, Rat, Testis, Torsione/detorsione
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

AML : Amlodipin

AMP : Adenozin monofosfat

ATP : Adenozin trifosfat

Ca : Kalsiyum

DHP : Dihidropiridin

DNA : Deoksiriboniikleik asit
DTNB : Ditiyobis Nitrobenzoik Asit
EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit
eNOS : Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
FSH : Folikiil Uyaric1 Hormon
GSH : Glutatyon

H-E : Hematoksilen-Eozin boyama
IL : Interldkin

iNOS : Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
I/R : Iskemi/Reperfiizyon

LOOH : Lipid Hidroperoksit

LH : Liiteinizan hormon

LPO : Lipit peroksidasyonu

LPS : Lipopolisakkarit

mRNA : Mesajc1 Riboniikleik Asit
MDA : Malondialdehid

mg : Miligram

ml : Mililitre

nNOS : Noronal Nitrik Oksit Sentaz
NK : Naturel Killer

NO : Nitrik oksit

NOS : Nitrik oksit sentaz

0: : Oksijen

PBS : Fosfat tamponlu salin

ROS : Reaktif Oksijen Uriinii
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SOD
SOR
TBA
T/D
TAF
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TNF

: Polimorfontikleer 16kositler
: Riboniikleik asit

: Reaktif nitrojen tiirevi

: Spermatogonyum

: Spermatosit

: Spermatid

: Stiperoksit dismutaz

: Serbest Oksijen Radikalleri
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1. GIRIS

Testis torsiyonu ¢ocukluk ve genglik ¢aglarindaki erkeklerde akut seyirli, derhal
teshis ve tedavi edilmesi gereken cerrahi bir durumdur. 25 yasindan geng erkeklerdeki
insidans1 1/4000°dir." Basarili bir cerrahi girisime karsin bu hastalarin % 40-60’1nda
testikiiler atrofi ve infertilite gelismektedir.” Yapilan ¢alismalarda, testikiiler torsiyonun
inmemis testisi olanlarda 10 kat fazla goriildiigli ve olusan vakalarin % 6,8’inin
inmemis testisli hastalarda olustugu saptanmustir.’ Testis torsiyonu olan hastalarin
%61’inin 21 yasindan kiigik oldugu belirtilmistir.* Testis torsiyonu biri neonatal
dénem, digeri de 13 yas civart olmak iizere 2 defa pik yapmaktadir.’ Testis
torsiyonunun goriildiigii en yiiksek yas 69 olarak goriilse de yaslilarda torsiyon orani
diisiiktiir.® flging olarak testis torsiyonuna soguk aylarda 6zelliklede aralik ayinda daha
sik (%14 oraninda) rastlanmaktadir.”

Testikiiler torsiyon-detorsiyon (T/D) nedeniyle olusan iskemi ve reperfiizyon
(I/R) testikiiler hasara neden olmaktadir. Iskemi sirasinda oksijen miktarim metabolik
ihtiyaclara oranla diisiik seviyede olmasi, hiicresel enerji depolarindaki azalma ve toksik
metabolitlerin birikimine bagli olarak germ hiicre Sliimii gerceklesir.® Reperfiizyon
safhasinda hem reaktif oksijen radikallerinde (ROS)’ta (baslica hidroksil radikalleri ve
stiperksit anyonlar1 olmak iizere) hem de reaktif nitrojen tiirevlerinde (RNS) (baslica
nitrik oksit (NO) olmak iizere) ciddi artis olur.” Bu serbest radikaller mitokondri ve
hiicre membranindaki lipidlerin peroksidasyonu yoluyla membran gegirgenliginde artisa
veya membran biitiinliigiinde bozulmaya neden olur iken ayrica proteinlerin, enzimlerin
ve buna bagli olarak da DNA’nin hasar gdrmesine neden olurlar.'’ Sonucta iskemi

nedeniyle olugan germ hiicre hasar1 daha da artar.



I/R hasarina bagl gelisen organ hasarlarinda bir¢ok terapétik ajanlarin koruyucu
rolleri gosterilmistir. Ayn1 zamanda barsak, kalp, karaciger, bobrek, akciger, testis ve
beyin gibi organlarda antioksidan sisteminin iyilestirilmesi, I/R hasarin1 &nleme
amactyla kullamlmistir.'' Ancak yapilan énceki calismalar sonucunda torsiyona bagl
hasarin tedavisinin tam olarak Onlenemedigi ve giinlimiizde klinikte uygulanan
calismalarda mevcut olarak kullanilan bir terapotik ajan bulunmadigi bilinmektedir.
Ayrica viicutta en kolay torsiyone olan organin testis olmasina ragmen, literatiirde bu
konu hakkinda da yeterince tatmin edici ¢alismalar bulunmamaktadir. Bu yilizden testis
torsiyonun tedavisi ile ilgili halen deneysel ve klinik ¢calismalar devam etmektedir.

Kalsiyum kanal blokerlerinin kimyasal yapilarina gore dihidropridin (DHP)
grubu icerisinde bulunan amlodipin ¢abuk etki gosteren ve “etkin” olan antihipertansif
bir ila¢g oldugu ve ayrica giiclii antioksidan &zelliginde oldugundan dolay:1 vaskiiler
iskemilere bagli gelisen organ hasarlarmin azalmasinda etkili oldugu bilinmektedir. "

Antioksidanlar iskemi ve reperfiizyon sirasinda artan radikallerin viicudumuz
tarafindan siipliriilmesini saglamaktadir. Yapilan ¢alismalarda ozellikle iskemi
reperfiizyon hasarina bagl olarak azalan antioksidanlar ile doku hasar1 arasinda direkt
iliski gosterilmistir."

Ucgiincii nesil dihidropridin tiirevi olan amlodipinin antioksidan aktivitesi
disinda antihipertansif etkisi, lipid peroksidasyonunun inhibisyonu, nitrik oksit
tiretiminin artirtlmasi, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunun azaltilmasi ve
stiperoksit dismutaz (SOD) seviyesinin korunmasi gibi Ozelliklerinin de oldugu
bildirilmigtir."

Ayrica yapilan cesitli ¢alismalarda I/R modeli olusturulmus olan beyin ', kalp

1 ve karacigerde '° de amlodipinin koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir.



Tim bu verilerden elde edilen sonuglar 1s181nda testiste I/R ile olusan testikiiler
hasarda amlodipin’in sistemik uygulamasinin oksidan ve antioksidan denge iizerine olan
etkisi incelenmistir.

I/R hasarinda bozulmus oksidan/antioksidan denge haricinde ayrica artan bir
sitokin salintmida bulunmaktadir. Bu artan sitokinler i¢erisinde en 6nemli sitokinlerden
biri de TNF-a’dir. TNF, damar diiz kaslarim1 gevseterek kan basincini ve doku
perfiizyonunu azaltir. TNF bu etkileri, diiz kas hiicrelerine direkt etki ederek ve damar
endotel hiicreleri tarafindan salgilanan prostasiklin ve NO gibi damar genisleticileri
uyararak indirekt yoldan yapar.'’

TGF-B ise organizmanin tiim dokularinin gelisimini ¢ok yonlii kontrol etmesinin
disinda ayrica homoostazi ve onarimda da ¢ok énemli rol oynamaktadirlar '*.

TGF-B aktivitesindeki bozuklugun yumurtalik kanseri," pankreas kanseri 2 gibi
durumlarda rol oynadigi yapilan c¢aligmalar sonucunda gosterilmistir. TGF-f’nin
tyilestirici Ozellikleri 6zellikle iskemi reperfiizyon hasarinda goriilmektedir. Rat ve
tavsan modellerinde olusturulan inmede TGF wuygulanmasi infarkt alanlarmi
azaltmustir.”!

Yaptiginiz litaratiir incelemelerinde Amlodipinin enflamatuar sitokinlere ve
oksidan/antioksidan seviyeleri arasindaki dengeye olumlu yonde etkide bulundugu ve
bunlar sonucunda ise klinik olarak 6nemli bir yere sahip oldugu ayrica kisirlik gibi
toplumda ciddi problemlere yol agan testis torsiyonunda da Amlodipin’in koruyucu
etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu calismadaki amacimiz bir kalsiyum kanal
blokoérii olan amlodipinin farkli dozlarda; ratlarda olusturulan testis torsiyon/detorsiyon
hasarindaki etkisini oksidan/antioksidan, molekiiler ve histopatolojik olarak

incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testisin Embriyolojisi

Sekonder oositi dolleyen sperm tiiriine bagli olarak embriyonun kromozomal ve
genetik cinsiyeti fertilizasyonda belirlenir.*?

Primordiyal gonadin mezenkimal kismi insan embriyosunun 10-12. dorsal
segmentleri arasindan gelismekte iken bununla birlikte gelisimin tiglincii haftasindaki
primordiyal germ hiicreleri ise allantoisinin baglangi¢ yerine yakin bir yerde yolk kesesi
duvarinda ve endoderm hiicreleri arasinda ortaya ¢ikarlar.

Bu primordiyal (ilkel) germ hiicreleri besinci haftanin basinda amibik
hareketlerle son barsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyip primitif gonadlara
ulasir ve altinci haftada tamamen genital kivrimlara yerleserek heniiz farklilasmamais
olan f6tal gonad, gebeligin bu haftasinda ortaya ¢ikmis olur.**

Farklilasmamis gonadlar olarak adlandirilan her iki cinsin gonadlar1 gebeligin
yedinci haftasina kadar benzerdir.”*

Gebeligin yedinci haftasinda ise gonadlarin erkek ya da disilige farklilasmalari
XX, XY kromozom kompleksine bagli olarak belli olur.”? Gebeligin yedinci haftasinin
basinda genetik olarak XY olan embriyoda primitif germ kordonlar1 Y kromozomu
iizerindeki testis belirleyici faktor etkisiyle hizla cogalir.”> Gonadin medulla bdlgesini
dolduran bu kordonlar testis veya meduller kordonlari olustururlar. Bu kordonlar
gonadin hilusunda ince ve daha kii¢iik kordonlara pargalanip ag sekline doniiserek “rete
testis”i olustururlar. Gelisim ilerledikce testis kordonlari yiizey epiteliyle olan
iliskilerini testisin tiizerinde yer alan fibroz yapidaki tunika albuginea sayesinde
kaybederler.”* Kordonlar puberteye kadar kapalidirlar. Iste bu donemde liimen olusarak

seminifer tiibiiller belirir. Seminifer tiibiiller rete testis limenine baglandiktan sonra



duktuli efferentes ile devam ederek Wolf kanalina dokiliip duktus deferensi
olustururlar.®

8-18. haftalar arasinda interstisyel dokudaki mezenkimal hiicrelerin hizh
degisimi sonucunda ortaya cikan ve testisin %50’sini olusturan Leydig hiicreleri
gebeligin ortasina gelindiginde ve doguma yaklasildiginda sayilari azalir.”

Baslangigta lomber bolgede bulunan testisler, ligiincii fotal aydan itibaren

skrotuma dogru inise baslarlar. Yapilan hipotezlere ** %’

gore testisin inisinin iki evresi
vardir:

[ki transabdominal evredir. Bu evre androjenden bagimsiz olan ve inisin anti
miilleryan hormon etkisiyle oldugu evredir. Testis bu evrede karin arka duvari1 boyunca
inise gecer; gebeligin 17. haftasinda i¢ inguinal halka hizasina gelir ve gebeligin 28.
haftasina kadar burada kalir. *

Ikincisi inguinoskrotal evredir. Testis bu evrede inguinal kanal yoluyla karm 6n
duvarin1 gegerek skrotuma iner. Testis gebeligin yedinci ayindan sonra inguinal kanali
geemis ve dogumdan hemen 6nce de gelisimini tamamlamis halde skrotumdaki yerini
alir.”’

2.2. Testisin Anatomisi

Erigkin bir erkegin testisi ovoid sekilli olup 4x3.5x3 cm boyutlarinda ve her bir
testisin hacmi 30 ml kadardir. Testisin 2/3 olan anterolateral boliimii serbest iken,
posterolateral yiizii epididim, bag dokusu ve damarlarla ortilidiir. “Mediastinum testis”
olarak isimlendirilen kranioposterior kismindan ise seminal tasiyicilar cikar.”® Testis
parankimi distan i¢e dogru, en dista tunika vaginalis, ortada tunika albuginea ve en igte
tunika vaskulosa olmak {izere 3 tabakadan olusan bir kapsiil ile sarilidir.

Visseral ve parietal olmak lizere 2 tabakadan olusan Tunika vaginalisin visseral

tabakast testisin her iki yaninda ve 6n yiiziinde bulunur.”’ Parietal tabaka ise testisin alt



kismindan iist kismma dogru uzanir.’® Bu iki tabaka arasinda potansiyel bir bosluk
vardir. Bu boslukta az miktarda serdz sivi bulunur.’' Bu yap1 ekstravaginal torsiyonun
olustugu kompartmani olusturur.

Tunika albuginea kalin, sert fibroz bir tabaka olup testis igerigini sarar. Tunika
albugineanin yapisinda, esas olarak kollajen doku i¢ine dagilmis ¢ok sayida, dallanmais,
diiz kas hiicreleri vardir ve bu lifler otonomik innervasyon sonrasinda kasilarak efferent
duktuslara dogru sperm hiicrelerinin hareket etmesinde yardimci olur. Tunika
albugineadan kaynaklanan septalar, seminifer tiibiiliisleri lobiillere boler.*>

Tunika vaskulosa, tunica albugineanin hemen altinda yer alir. Testisin
septumlarinin i¢ yliziini Orttiiglinden dolayr kapsiil araciligryla septalarla 250 kadar
kompartmana béliinen testis kompartmanlari etrafinda uzanmaktadir.”

Her bir septum interstisyel doku ve gelismekte olan germ hiicreleri igeren seminifer
tiibiil ve en az bir sentrifugal arter igerir. Seminifer tiibiiller her iki ucu da siklikla rete
testiste sonlanan “V” seklinde tiibiiller olarak uzanirlar. Insan testisinde yaklagik olarak
600- 1200 seminifer tiibiil bulunmaktadir.”

2.2.1. Testis Vaskiilizasyonu

Insan testis parankimi dakikada 100 mg doku i¢in yaklastk 9 ml kan ile
beslenir.” Testikiiler arterler aortadan ¢ikarak retroperitoneal bélge boyunca i¢ inguinal
halkaya ulasmak igin yol alirlar. I¢ halka seviyesinde bulunan damarlar, genitofemoral
sinirin genital dali, ilioinguinal sinir, kremasterik arter ve vas deferens ile bulusurlar.*
Testikiiler arter, testise girdiginde internal arter, inferior testikiiler arter ve epididimis
basina giden kapital arter olmak iizere li¢ dala ayrilir. Bu dallanmanin seviyesi oldukca
degiskenlik gosterip olgularin  %31-%88’inde inguinal kanal ig¢inde olustugu

bildirilmistir.>



Testikiiler arter, testisin ana damar1 olan aortanin 6n yliziinden ve bdbrek
arterinin yaklasik iki-li¢ cm altindan ¢ikip retroperitoneumda ilerleyip i¢ kasik halkasina
kadar spermatik kord yapilar1 arasina katilir. Tek veya dallara ayrilan testikiiler arter,
testis arka yiizline ulagip burada oblik bi¢imdeki tunika albugineay1 gecerek ana dallara
boliinerek ilerler ve seminifer tiibliller arasinda yer alan interlobiiler arteriolleri
olusturur. Ana damar testikiiler arter olmasina karsin, kremasterik, vazal ve epididimal
arterlerle testikiiler arter arasinda bir¢ok anastomoz goriilebilmektedir.*®

Testisin  vendz drenaji  kapiler ile baglar ve testis disinda “plexus
pampiniformis 1 meydana getirirler. Cogunlukla i¢ kasik halkasi seviyesinde bu venler
birleserek testikiiler veni olustururlar.*

Sag testikiiler ven, sag bobrek veninin dort-bes cm kadar altindan vena kava
inferiora agilirken, sol testikiiler ven ise sol bobrek venine agilir. Sinirler genelde
damarlar takip ederek testise ulagirlar. Tunika albuginea disinda dallara ayrilan sinirler
interstisyuma kan damarlar1 ile birlikte ulagirlar.’® Testisin innervasyonu asil olarak
sempatik postganglionik ve viseral afferent sinirlerle olmaktadir.*®

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

interaortokaval ve perikaval lenf diigiimlerine agilirlar.*
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Sekil 2.1. Testis epididim ve duktus deferens *’

2.3. Testisin Histolojisi ve Spermatogenez

Testisler; embriyonik gelisimi, seksuel olgunlagsmay1 ve tireme fonksiyonlarini
etkileyen ekzokrin ve endokrin fonksiyonu olan bir ¢ift organdir. Testislerde iiretilen
androjenler embriyoda erkek fetiisun normal gelisimi igin gereklidir.*® Pubertede ise
testislerden salgilanan testesteron sperm firetiminin baglamasint ve sekonder seks
karekterlerinin gelisimini saglar.”” Eriskinlerde de sperm iiretiminin devam etmesi,
sekonder seks karekterlerinin korunmasi ve yardimci bezlerin fonksiyonlari testise bagli
dir.*®

Skrotum i¢inde yer alan ve distan ige dogru ii¢ tabakali kalin bir kapsiille
kusatilmis olan testisin orta tabakasi olan tunika albuginea, kapsiilden testisin igine

dogru ince bag dokusu uzantilar ile testisi sayilar1 250’ye ulasan lobiillere ayirir. Her



testis lobiilli kan damarlarini, sinirleri ve interstisyel hiicreleri iceren gevsek bag dokusu
ile smnirli seminifer tiibiillerden olusur.*

Seminifer tibiiller iki farkli hiicre grubu iceren seminifer epitel ile doseli
kanallardir. Seminifer hiicre gruplarindan birinci grup hiicreler germ hiicrelerine destek
olup onlar1 besleyen sertoli hiicreleridir. Sertoli hiicreleri bazal membrandan tiibiil
liimenine kadar uzanan prizmatik hiicrelerdir. Ikinci grup hiicreler de germ hiicreleri
olan spermatogenetik hiicrelerdir. Spermatogenetik hiicreler ise sertoli hiicrelerinin
lateral uzantilar ile olusan bolmelerde yerlesmislerdir. Bu iki hiicre grubu arasindaki
sik1 baglant: kompleksleri kan-testis bariyerini olusturur.®

Sprematogenetik hiicreler birbiri iizerine siralanmig farkli gelisim asamalari
gosterir. Bunlardan bazal membrana en yakin olani spermatogonyumlardir. Liimene en
yakin bulunan, daha olgun hiicreler ise spermatidlerdir. Liimende ise spermiyumlar
bulunur.*®

Germ hiicreleri insanda olgunlasmasinit 64 giinde tamamlayan ve ¢ogalabilen
hiicrelerdir. Bazal membrana oturan spermatogoniumlarin bir kismi (spermatogonium
A) kok hiicreleri olustururken, bir kismi da (spermatogonium B) mitoz ile boliinerek
liimene dogru go¢ ederler ve primer spermatositlere doniisiirler.**

Pirimer spermatositlerin birinci mayoz bdliinmesi ile sekonder spermatositler olusur. Bu
mayoz boliinme ile diploid kromozomlu olan pirimer spermatosit haploid kromozoma
inmig olur. Sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bdoliinmesi sonucunda ise
spermatidler olusur. Bu hiicreler haploid kromozom ve (Deoksiribo niikleik asit) DNA
icerigine sahiptirler. Spermatidlerin farklilagarak hareketli spermatozoonlara (sperm)

—— . . .41
doniismesine spermiyogenez denir.
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Sekil 2.2. Spermatogenezis”'

2.3.1. Interstisyel Doku

Testis dokusunun % 25-30’unu olusturur ve bu dokunun intertiibiiler bolgesinde
Leydig hiicreleri, kan damarlari, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast hiicreleri
bulunmaktadir. Gorevi testosteron tiretimi olan Leydig hiicreleri ergenlikte ortaya ¢ikan
santral konumlu, tek ve yuvarlak bir ¢ekirdege sahip hiicrelerdir.”® Testosteron ise
kolesterolden sentezlenen, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu
erkeklik hormonudur. Liiteinizan hormon (LH) testosteron salgilanmasini kontrol eder.
Plazmada testosteronun %65°1 androjen baglayict protein olarak adlandirilan bir beta
globuline, %33’i ise albumine bagl olarak bulunur.”” Spermatogenez; hipofizden
salgilanan ~ FSH ile LH’in  testis tzerindeki etkileriyle iliskilidir.*

LH, normal spermatogenik hiicrelerin gelisimi i¢in Leydig hiicrelerinin etkisiyle
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testosteron yapimini uyarir. FSH ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz1 ve
sonugta siklik adenozin monofosfat artisin1 uyarir. Béylece androjen baglayici protein
sentezi ve salgisi artar. Androjen baglayici protein testosteronu baglayarak seminifer
tiibiil liimenine tasir.®> Spermatogenez testosteron ile uyarilir, Ostrojen ya da
progesteronla inhibe edilir.*"*

2.3.2. Seminifer Tiibiiller

Testisin herbir lobiilii birbirleri arasinda iligkileri olan bir-dort kadar seminifer
tiibiil igerir. Bunlar, dista miyoid hiicreleri de igeren bag dokunun cevreledigi, belirgin
bir bazal membran ile interstisyumdan ayrilirlar.*

Seminifer tiibiiller, Sertoli hiicreleri ile germ hiicrelerini igerirler. Eriskin
testisindeki Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin bazal kismindan liimene dogru uzanan
ve bolinme yetenegi olmayan destek hiicreleridir. Seminifer tiibiillerin hiicresel
yapisinin % 10-15’ini olusturan sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekleri diizensiz sekilli ve
oldukca biiklimlii olup belirgin niikleoluslar1 ile germ hiicre elemanlarindan ayrilirlar.
Puberte caginda ise Sertoli hiicreleri arasinda siki baglanti kompleksleri olusur.*
Kandan gelen maddelerin liimen igerisine gegisini Oonleyen en dnemli kompleks kan
testis bariyerini olusturan komplekstir.”® Sertoli hiicreleri fagositoz kapasiteleri disinda;
spermatogenezin diizenlenmesinde rol alan androjen baglayici protein, transferrin,
bliylime hormonu, seruloplazmin ve inhibin gibi pek c¢ok maddenin sentezini de
yaparlar.®

2.4. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu, spermatik kord yapilarmin kendi ekseni etrafinda donmesi
sonucu testis kan akiminin bozulmasidir. Klinikte testis torsiyonlar1 360 ile 720 derece

43, 44

arasinda goriilmektedir. Tedavi edilmezse testis dokusunda nekroz gelisir. Testis ve

eklerinde 25 yasina kadar torsiyon goriilme sikligi 1/160 iken * sadece testis igin bu
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oran 1/4000 dir.! Her yas grubunda goriilebilmesine ragmen, ozellikle pubertal dénem
ve ilk 1 yasta pik yapar.*® Olgularin % 65°i pubertal dsnemde ve 13 yas grubundadir.*’

Travmanin ya da asir1 egzersizin, torsiyonu baslatan bir etken olabilecegi
diisiintildiigti gibi kremaster veya dartos kaslarinin kasilmasi da torsiyonu baglatan bir
etken olabilir. Cevre 1sisinin 2°C’nin altina diistii§ii ortamlarda torsiyonun daha sik
gorilldigi bildirilmistir.®® Torsiyonun ana sebebi testiste deme ve agriya yol agan
vendz tikanikliktir. Bu vendz tikaniklik ise testisin tunikasi elastik olmadigindan
arteriyel dolasimi bozarak tipki diger dokularda oldugu gibi testiste de hipoksiye neden
olur. Deneysel c¢alismalarda testikiiler iskemiye en duyarli olan hiicrelerin basta
spermatogonia ve spermatositler olmak tizere germ hiicreleri oldugu gosterilmistir.*

Ani baglangicli ve ciddi bir skrotal agr1 torsiyon i¢in 6zgiin bir bulgudur. Skrotal
agn kasiga ve ayn taraf karin alt kadranina yayilir. Olgularin dortte birinde agriya
bulanti, kusma gibi diger sindirim sistemi sikayetleri de eslik edebilir.”* ** Torsiyonun
nedeni olarak, testisin skrotuma inisinin ve gubernakulumun skrotum duvarina
fiksasyonunun tam olmamasi sorumlu tutulmaktadir.”" 2

Sol testis daha uzun bir spermatik korda sahip oldugundan sag testise oranla iki
defa daha sik torsiyone olur. Inmemis ve retraktil testislerde torsiyon olasilig
alrtmlstlr.52

Testis torsiyonu iki tiptir ;

2.4.1. Intravaginal Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu genellikle sag testise gore sol testiste daha fazla goriiliir. Bunun
sebebi sol testisin daha uzun bir spermatik kordonunun olmasidir.”® Testisi ve
epididimin anteriorunu sadece tunika vaginalis kaplar. Tunika vaginalis, testisi ve
epididimi tiimiiyle sardiginda ise epididim posteriorundan skrotum duvarina tutunacak

yer bulamayarak bdylece testis tunika vaginalis i¢cinde sadece damarlar ve duktus
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deferens ucunda sallanir bir durumda kalip kolay bir sekilde torsiyone olur. Bu duruma
intravaginal torsiyon ve bu durumun anatomik bozukluguna da “Bell Clapper
deformitesi (zil tokmag1)” denir.>* Bir tarafta intravaginal testis torsiyonu oldugunda
kars1 tarafta da aynmi anatomik kusur ve torsiyon potansiyeli oldugu kabul
edilmektedir.”® Yenidogan déneminden sonraki torsiyonlarin hemen hepsi intravaginal
torsiyondur.”!

2.4.2. Ekstravaginal Testis Torsiyonu

Spermatik kord seviyesinde olan ve daha ¢ok yenidoganlarda goriilen torsiyona
da spermatik kord torsiyonu veya ekstravaginal torsiyon denilmektedir.”> Pubertal
donemde testis hacmindeki artis, mezenterik yapiya oranla daha hizli olup torsiyon
olasilig1 artmaktadir.™

Ekstravaginal testis torsiyonlar1 genellikle testikiiler atrofi ile sonuclanir. Bu
olgularda da erken cerrahi girisim ve kontralateral testisin fiksasyonu onerilmektedir.*®

Gonad torsiyonunda testisin canliligi, torsiyonun derecesi ve torsiyonun siiresi
gibi iki parametreyle yakindan ilgilidir.”® Testis torsiyonunda ilk alti saatlik zaman
dilimi kritik zaman olup bu ¢ok kritik zamanda testisin kurtarilma oran1 % 85-97’dir. 6-
12 saatte bu oran % 55-85 ve 12-24 saat arasinda % 20-80 iken 24 saatten sonra bu oran
% 10’un altina inmektedir.”’

Iskemik dokularda canlibigin korunmasi igin oncelikli ve temel prensip
reperflizyonun saglanmasidir. Bundan dolayr testis torsiyonlu olgulara zaman
gecirmeden miidahale edilmesi gerekmektedir.”® Detorsiyon sonrasinda gelisebilecek
olan reperflizyon hasart; noétrofil infiltrasyonu ve serbest oksijen radikallerinin
(siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri) artistyla yakin iliskilidir.”

Serbest oksijen radikallerinin artis1 ise hiicre membranindaki lipidlerin

peroksidasyonuna, protein denaturasyonuna ve son olarak da DNA hasarina yol agar.
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Yapilan deneysel calismalarda, detorsiyon sonrasi ortaya c¢ikabilecek bu hasar1 6nlemek
icin degisik maddeler kullanilmistir. 9, 60-62

2.4.3. Torsiyonun Fertilite Uzerine Etkileri

Testisler, serbest oksijen radikallerinin hasarina kars1 ¢ok duyarli organlardir.
Oksidatif stres varliginda ciddi sekilde hasar goren germinal hiicreler daha sonra
oliirler.” Torsiyon varliginda gelisen oksidatif stres, germinal hiicrelerde nekroza yol
ac1p daha sonraki dénemlerde infertilite olusumuna sebep olabilmektedir.*’

Yapilan caligmalarda torsiyon Oykiisii olan erkeklerin %36’sinda sperm
say1sinin <20 milyon/ml’nin altinda oldugu tespit edilmistir.**

Bagka bir klinik calismada, erken donemde (<13 saat)detorsiyon uygulanan
erkeklerde fertilitenin korundugu bildirilmekte iken, ge¢c donemde (ortalama 70 saat)
orsicktomi uygulanan erkeklerde fertilitenin olumsuz yonde etkilendigi ortaya
konulmustur.65

2.5. Iskemi ve Reperfiizyon Hasar1

Iskemi; dokunun oksijen (O:) ve diger metabolitlere olan gereksiniminin
dolagim tarafindan saglanamamasi ve yine bu siiregte olusan atik iirlinlerin dolasim
tarafindan uzaklastirilamamasi olarak tanimlanmaktadir.’® Iskemik hasarin derecesi
hipoksinin derinligine ve siddetine baglidir. Bunun sonucunda ise iskemiye bagli doku
hasarinda hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi hiicre
limiine yol agmaktadir.”’

IR hasar karakteristik olarak;

« PMNL (polimorfoniikleer 16kositler )’nin aktivasyonuna ®’
« Serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina®

« Sitokinlerinin saliniminda artiga®

« Eikasonoidlerin iiretiminde artiga’
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« Kompleman sistemin aktivasyonuna neden olur. ”'

2.5.1. liskemi Reperfiizyon Hasarinda Akut Hiicre Zedelenmesinin
Nedenleri

Akut hiicre zedelenmesi, uyarana karsi olusur ve hiicre morfolojisinde degisimler
meydana getirir. iskemideki akut hiicre zedelenmesi ise aktive olan (Serbest Oksijen
Radikali) SOR’un lipid peroksidasyonuna ve hiicre hasarlanmasina neden olmasi ile

olusmaktadir. Akut iskemiyi izleyen olaylar su sekilde gelisir.”

/ RADYASYON ILTIHAP OKSIJEN TOKSISITESI

ISKEMi \A l /yXASALLAR

T

(HIPOKSI) AKTIVE OKSIJEN TUREVLERI(O2, H202 ,0H)

\ l _/

HUCRE ZEDELENMESI

N

Sekil 2.3. Akut hiicre zedelenmesi nedenleri >

2.5.1.1. Geri Doniisiimlii Zedelenme
Hiicre hasar1 6liimiiniin en sik nedenlerinden birisi hipoksidir. Hipoksi de, hiicre
ici oksijen azlig1 nedeniyle aerobik solunum aksayarak mitokondrideki oksidatif
fosforilasyon engellenmis olur.”

Bunun sonucunda Adenozin trifosfat (ATP) {iretimi azalir ya da tamamen sona
erer, ATPaz aktivitesi de azalir. ATPaz aktivitesindeki azalma, hiicre zarinda bulunan
aktif sodyum pompasi yetersizligini ve beraberinde hiicre iginde sodyum birikimini
fazlalastirir. Hiicre i¢i potasyum disart atilir. Ardindan su hiicre i¢ine girer ve hiicresel

sisme meydana gelir. Hiicresel sismenin bir diger nedeni ise katabolitlerin birikimidir.”
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Hiicrenin enerji metabolizmasi bu siire¢ igerisinde glikoza bagimli hale gelir.
Glikojen depolar1 hizla azalir. Glikoliz, laktik asit ve fosfat tlirevlerinin hidrolizi ile
inorganik fosfatlarmn birikimine, bu ise hiicre i¢i pH’y1 diisiirerek asidoza neden olur.”

Sonrasinda graniillii endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir ve polizomlar
monozomlara pargalanarak protein sentezi azalir. Hipoksi devam ederse membran

> Bu sirada mitokondriler

gecirgenligi artar ve mitokondri fonksiyonlar1 yavaglar.
normal, hafif yogunlasmis ya da sigmis, endoplazmik retikulum ise genislemis olarak
goriiliir. Sonugta hiicre belirgin bi¢cimde siser. Buraya kadar olan olaylar geri donebilir
degisikliklerdir. Hiicre 6liimiiniin, 6rnegin miyokard bulgulari tam iskemiden 10-12 saat
sonrasina kadar 151k mikroskobu ile goriilmez. ™

2.5.1.2. Geri Doniisiimsiiz Zedelenme

Geri doniistimsiiz hiicre zedelenmesinde mitokondri ve kristalarda asirt
vakuolizasyon ile plazma zarinda zedelenme vardir. Bu durumda hasarlanmis ve ileri
derecede gegirgenlesmis zarlardan hiicre igin gerekli yasamsal elemanlarin kayboldugu
goriiliir.”?
Hiicre i¢i pH’nin diismesi, lizozom =zarlarinin zedelenmesi ve bunlarla beraber
enzimlerin sitoplazmaya gegerek asit hidrolazlar1 aktiflemesi sonucunda g¢ekirdek ve
sitoplazma yapilar1 sindirilmektedir.”*

Hiicre zedelenmesindeki en Onemli basamak membran zedelenmesidir.
Membran zedelenmesine sebep olabilecek alt1 sebep sunlardir;

1. Mitokondri fonksiyon bozuklugu,

2. Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi,

3. Hiicre iskeletindeki degisimler,

4. SOR,

5. Lipid yikim tiriinleri,
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6. Hiicre i¢i aminoasidlerin kaybidir.” ™

Membran zedelenmesi, hiicreler arasi mesafeden hiicre i¢ine dogru kalsiyum
(Ca™) tutulumuna neden olmaktadir. Mitokondri tarafindan tutulan Ca™ hiicresel
enzimleri inhibe ederek ayni zamanda proteinleri de denature etmektedir. Sonucta
koagiilasyon nekrozuna 6zgii hiicresel degisimler meydana gelmektedir.

Iskemi sonrasinda dokuda dolasimin yeniden baslamasi reperfiizyon olarak
adlandirilmaktadir. Iskemi sonucunda artan SOR kan akim diizeldikten sonra
reperfiizyon zedelenmesine yol agmaktadir.”* Reperfiizyon olusmazsa, 6ldiiriicii iskemik
zedelenme gelisir fakat toksik SOR olusmaz. Reperflizyon sirasinda iskemik alanda
toplanan nétrofil ve trombositlerin aktivasyonu, hiicre i¢i Ca™ birikimi ile
mikrovaskiiler hasarin dokudaki zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir.”* Toksik
oksijen tiirevlerinin biiylik 6l¢iide iskemik alanda toplanan polimorf niiveli 16kositler
tarafindan yapildig1 diisiiniilmektedir.” Geri doniisiimsiiz hasar bugiinkii bilgilerimize
gore ilk 20-60 dakika icinde olusur.

2.5.2. iskemi Reperfiizyon Hasarmmn Patofizyolojisindeki Rol Oynayan
Sistemler

Serbest oksijen radikalleri: Serbest radikaller, bir ya da daha cok sayida
ciftlesmemis elektron igeren atom ya da atom gruplaridir.”” Kan akimi ve oksijen
saglanmasinin restorasyonu ile biiyiilk miktarlarda serbest oksijen radikali tretilerek
reperfiizyon hasari indiiklenir.”® Organizmada serbest oksijen radikalleri ortaya ¢iktiktan
sonra radikal reaksiyon dizileri baglar. Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir
molekiille reaksiyona girerse, binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini
bagslatir. Serbest oksijen radikalleri paylagilmamis elektronlarindan dolayi lipid, protein,
karbonhidrat, niikleik asit gibi ¢esitli makromolekiillerin oksidatif hasarmma neden

olurlar.”’
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Notrofiller: Iskemi sonrasinda damar endotelinin hasar gormesi ile nétrofil ve
trombosit aktivasyonu meydana gelmektedir.”® Iskemi reperfiizyon alanma gelen
noétrofiller, bu bolgede SOR iiretirler ve ortaya ¢ikan SOR antiproteazlari inaktive eder.
Sonugta, lizozomlardan proteolitik enzimler salinarak hasar olusur.” Ayrica nétrofiller
de uyarilmalar1 sonucunda esnek yapilarimi kaybederek mikrosirkiilasyonda kalir ve
embolizasyona neden olurlar.”®

Kalsiyum: Reperfiizyon sirasinda hiicre ve organelleri i¢inde asirt Ca™ birikimi
ciddi doku hasar1 gelisiminin en &nemli nedenidir. Iskemide ortaya cikan hiicre
membran hasar1 ve gradient farki nedeniyle “* hiicre icine girer. Disaridan Ca™
girisinin  yanisira, endoplazmik retikulum da iskemi reperfiizyon hasarma bagh
membran zedelenmesi sonucu i¢erdigi Ca™’y1 sitoplazmaya birakir. Normal kosullarda
hiicre igin yararli olan Ca™*'min reperfiizyon sonrasinda hiicre icinde asirt miktarda
birikmesi sonucu ortaya ¢ikan hasara kalsiyum paradoksu denilmektedir.”* Artan hiicre
ici Ca™ konsantrasyonu ATPaz enziminin inaktivasyonuna neden olur. Boylelikle
iskemide zaten azalmig olan ATP depolar1 daha da bosalir. Hiicrede litik 6devi olan
bircok enzimin Ca™ tarafindan aktive edilmesiyle hiicre yikimi baslar. Membran
fosfolipidlerinin, aktive olan fosfolipaz tarafindan parcalanmasi sonucu ise hiicre
biitiinliigii bozulur.”* iskemi sonrasinda endotel ve hiicre zari fonksiyonlariin
bozulmasiyla hem hiicre iginde, hem de hiicre disinda 6dem goriiliir. Endotel
hiicrelerinde sisme ile damar dis1 bosluga sizan sivinin neden oldugu basi sonucu
kapiller damar liimeni daralir ve sonucta reperflizyon olsa da mikrosirkiilasyonda ciddi
yetersizlikler ortaya ¢ikar. Reperfiizyon ile iskemide bozulmus mikrosirkiilasyonun tam

olarak diizeltilememesine “no-reflow”olay1 denir.*
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ZEDELEYICI AJAN

HIICRE
MITOKONDRI ENDOPLAZMIK RETIKULUM
Ca++ Ca++
SITOPLAZMIK Ca™ ARTISI
\ v \%
ATPaz Fos\%(olipaz Proteaz endoniikleaz
AT% Azalmast Fos\lt/“olipid Mer\%/lbran ve Niikleer
Azalmasi hiicre iskelet kromatin

proteinlerinin hasar1
parg¢alanmasi

Sekil 2.4. Hiicre hasarlanmasinda sitoplazmik kalsiyum artisinin nedenleri ve sonuglar *'

2.5.3.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig yoriingesinde tek ve paylasilmamis olan elektron tagiyan
kimyasal tiriinler olup bu durumdaki enerji bir takim tepkimelerle aciga ¢ikmaktadir. Bu
tepkimeler de organizmanin temel yapi taglar1 olan proteinler, karbohidratlar, lipidler ile
inorganik kimyasallar gibi komsu molekiillerle olan tepkimelerdir.”’

Serbest radikaller, hiicre membranlar1 ve niikleik asidlerin yapisinda yer alan
anahtar molekiillerdir.”* "> **

Serbest radikaller biyolojik ve hiicresel kaynakli olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Iskemi, oksidadif stres yapici bir durum olup hiicresel kaynaklidir. " *

2.5.3.1. Serbest Radikallerin Biyomolekiillere Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim Onemli bilesiklerine etki ederler ve bunlardan baska mitokondrideki aerobik

solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozup, trombosit agregasyonunu arttirip, hiicrede

potasyum kaybinin olmasina etki ederler.®
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2.5.4. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikaller tarafindan baglatilan ve zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuna neden olan kimyasal olaya denir.*® Bu kimyasal olay
sonucunda membran lipid yapist degisir, hiicre yap1 ve fonksiyonlari bozulur.** Lipid
peroksidasyonu baslangi¢, zincir gelisimi ve sonlanma olmak {izere ii¢ asamada
gergeklesir.™

Lipid peroksidasyonunun baglamasi organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir
radikalin, zar yapisindaki ¢coklu doymamis yag asidi zincirindeki a-metilen gruplarindan
hidrojen atomunu uzaklastirmasiyla olur. Bu sekilde olusan lipid radikali dayaniksiz bir
bilesik olup bir dizi degisiklige ugramaktadir.*® Asil etkili radikalin hidroksil radikali
oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda demir iyonlariin da lipid peroksidasyonunda
onemli rolii vardir.*” Lipid radikalinin molekiiler oksijenle reaksiyona girmesiyle zar
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asidlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin
olusumunu saglaylp bu durum sonunda ise lipid peroksid radikalleri meydana

gelmektedir. Lipid peroksid radikalleri de kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini

alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH) déniismektedir. **°
Baslangig I.+LH IL + L.
Zincir gelisimi L.+02 LOO.
LOO.+LH L.+ LOOH
Sonlanma LOO. +LOO LOOOOL
LOOOOL Radikal olmayan iiriinler,
02
I.: Baslangig radikali, L.: Lipid radikali, LOO.:Peroksil radikali,
LH: Lipid molekiilii

Sekil 2.5. Lipid peroksidasyonu®* **

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diger karbonil

bilesiklerine doniismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri malondialdehid
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(MDA)’dir. Malondialdehit lipid peroksidasyonunun son iiriinii olmasi agisindan, SOR
tarafindan olusan lipid peroksidasyonunun giivenilir bir gostergesidir.”’ MDA hiicre
zarindan kolay difiize olur ve hiicre i¢inde lipofuksin seklinde sitoplazmada birikir.*’
Malondialdehid miktari, tiyobarbitiirik asid testiyle dlgiilmektedir ve bu yontem lipid
peroksid diizeylerinin saptanmasinda siklikla kullanilan bir yontemdir. MDA
proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidlere veya niikleik asidlere baglanarak kendi
toksik etkisini gosterir.**°

Membranda lipid peroksidasyonu sonucu:

a- Membran transport sistemleri bozulur,

b- Hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon dengeleri bozulur,

c- Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna bagli olarak proteazlar aktive olur,

d- Hiicre i¢i organellerde olusan lipid peroksidasyonu ve litik enzimlerin
salgilanmasina bagli hiicre hasar gelisir."’

2.5.5. Proteinlere Etkileri

Proteinlerin oksidasyonu, reaktif oksijen/nitrojen tiirevleri veya diger oksidan
metabolitlerle kovalent modifikasyonu sonucu gergeklesir.””

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuclari1 su sekilde siralanabilir. Enzim
aktivitesindeki azalma, protein agregasyonu, proteolize artmis ya da azalmis yatkinlik,
protein fonksiyonlarinin ve proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, reseptdr aracilt
endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki
artistir.”” Serbest radikallerin proteinlerdeki oksidasyonuna tiyol (-SH) gruplarmm yol

actig1 ve bunun da protein oksidasyonunun en erken gozlenebilen belirtisi oldugu

bilinmektedir.”*
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2.5.6. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Serbest radikalleri iyonize edici radyasyonla olusurlar ve DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve Sliime yol acarlar.” Sitotoksisite, biiyiik oranda, niikleik asid baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghidir. *°

2.5.7. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve
okzoaldehidler olusurlar. Olusan bu Okzoaldehidler DNA, riboniikleik asit (RNA) ve
proteinlere baglanmalari ve bunlarla aralarinda ¢apraz baglar olusturmalari gibi
ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler.”’

2.5.8. Oksidatif Stres, Nitrik Oksit (NO) ve Notrofiller

Organizmada serbest radikallerin olusumu ve ortadan kaldirilmalari arasinda
sirekli bir denge vardir. Buna oksidatif denge denilmektedir.”® Bu denge
stirdiiriilebildigi zaman serbest radikallerin herhangi bir patolojik etkisi olusmamaktadir.
Fakat serbest radikallerin olusmalar1 asamasinda olusum hizlarinda artis veya ortadan
kaldirilma hizinda bir azalma oldugunda oksidatif stres denilen siire¢ gdzlenmekte ve bu
durum doku hasari ile sonu¢lanmaktadir.”

ROS olusumunda nétrofiller, osidatif ve nitrozatif sistemle etkileserek onemli
rol oynarlar. ROS; hidrojen peroksit, hidroksi radikaller, siiperoksit anyonlari, NO ve
toksik tirtinleri, hiicre ve mitokondriyal memranlarda lipid peroksidasyonuna yol acarak
bunun sonucunda membran gegirgenligi degisir, yapisi bozulur, protein denaturasyonu
ve DNA hasarini takiben hiicre 6limii gerceklesir.®®

Iskemiye maruz kalan dokuda baslayan kimyasal reaksiyonlar sonucunda

hiicresel disfonksiyon ve nekroz gelisir, hiicresel enerji depolari bosalir ve toksik
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metabolitler birikerek hiicre 6liimii olur. Hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmemesi icin dokuya
yeniden kan akimi gereklidir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu paradoksal olarak
doku hasarina yol acar. Reperfiizyon doneminde baslayan reaksiyonlarin sitotoksik
oksidanlarla iliskisinin daha ciddi oldugu bildirilmistir.'*

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerde 16kosit tikaglarinin olugmasina ve sivi filtrasyonunun artmasina
sebep olurken ayrica postkapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasi
ve boylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina sebep olur.'” Reperfiizyonda,
mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel hiicrelerinden fazla
miktarda oksijen radikali (O2°) olusur ve NO olusumu azalir. Siiperoksit radikaliyle NO
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda endotel hiicrelerinden trombosit aktive edici
faktor (TAF), TNF gibi inflamatuar medyatorlerin salinmasina ayrica lokosit-endotel
hiicre adezyonuna aracilik eden adezyon molekiillerinin biyosentezinin artmasina neden
olur.'”"

Notrofillerin saldiklart maddelerle yol actiklar1 hasarin yani sira, aktif

noétrofillerin damar iginde olusturduklart hiicre topluluklari ile damar endoteline
yapistiklarindan dolayr mikrovaskiiler tikanmaya neden olarak I/R hasarinda rol
oynayan 6nemli bir mediyatér oldugu kabul edilir.'”
Serbest radikallerin hiicre membranindaki Ca*>-ATPaz itizerindeki ve ayrica hiicre igi
kalsiyum depolarindaki etkisi sonucu hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin arttig1
gosterilmistir. Bu olaylar ise endotel hasarima ve parankimal dokuda da fonksiyon
kaybina yol agmaktadir.'”

NO; kisa yar1 Omiirli, su ve yagda ¢oziinebilen, NOS ailesinin indiiklenmesiyle

104

beraber molekiiler oksijen ve L-argininden olusan, serbest bir radikaldir. ™ Endotelyal

ve noronal NOS (eNOS ve nNOS) formlar olarak adlandirilmakta ve hiicre i¢i kalsiyum

23



artistyla  sentezlenmektedir.'”

Testis dokusu igerisinde eNOS; Leyding, Sertoli,
spermatosit ve spermatid hiicreleri tarafindan sentezlenirken nNOS; Leyding
hiicrelerinde bulunmakta ve vazodilatasyonda rol oynamaktadir. eNOS,gesitli
sitokinlerin  indiiklenmesiyle beraber transkripsiyonel bir aktivasyon sonucu
olusmaktadir.'” NO, hasarin siiresine bagimh olarak nekroz veya apopitoza yol acan
6nemli bir medyatordiir.'

Western blot yontemiyle yapilan ¢aligmalarda eNOS, testis torsiyonundan 24 saat
sonra anlamli olarak artmakta ve 96. Saatten sonra diisme gostermektedir. Bu durum
ge¢ donemde olusan geri doniisiimsiiz hasarda eNOS aktivitesiyle yiiksek miktarda
sentezlenen NO' nun 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir.'®

2.6. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsin gelistirilen antioksidan savunma
sistemleri viicuttaki pek ¢ok savunma sisteminden biridir.'”” Bu sistemde kullanilan ve
serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama
ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere ise “antioksidan” denilmektedir.'®®
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1) Toplayia Etki: Bu etkiyi ya serbest oksijen radikallerini etkileyerek
onlar1 tutma seklinde ya da daha zayif yeni molekiile ¢evirme seklindeki
bir etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kii¢iik
molekiiller bu tip etki gosterirler.'®- '

2)  Bastinal (uyarici) Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme

seklindeki bir etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye

sahiptirler.'"!
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3) Zincir Kiria Etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini
kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller zincir kiric1 etki gosterirler.''?

4)  Onarict Etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi
seklindeki etkidir.'"

2.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD hemen hemen biitlin canlilarda bulunan ve aktivitesi yas ilerledik¢e artan

ayrica siliperoksitin hidrojen peroksit (H,O;,) ve molekiiler oksijene (O;) doniistimiinii

katalizleyen bir enzimdir.'"*

SOD’un tiim ¢esitleri siiperoksitin dismutasyon
reaksiyonunu katalizleyebilirler.'"”

SOD’un siiperoksit gibi oldukc¢a saldirgan bir radikalin etkisini ortadan
kaldirdigi ve bununla birlikte canlilardaki yasamsal etkisinin ¢ok Onemli oldugu
diisiiniilmektedir.''®
Serbest radikallerin olusturdugu yikict etkinin 6dnlenmesinde, SOD enziminin katalaz
enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen
tepkime sonunda olusan hidrojen peroksit, oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve katalaz
tarafindan birikimi 6nlenmektedir.'"’

2.6.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan glisin, sistein ve
glutamat amino asitlerinden sentezlenebilen tripeptit yapidaki ¢ok Onemli bir
antioksidandir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif

hasara karst korur. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin

engellenmesinde rol alir.''®
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GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan

transportunu da saglar.'"”’

GSH eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese
kars1 korumada hayati 6neme sahiptir.'"”

2.7. Malondialdehit (MDA)

Serbest oksijen radikallerinin ve savunma sisteminin koruyucu etkisini agtiklari
zaman metabolizmada zararli etkiler olusturduklari bildirilmistir.'*°

121 .
Bu etkilenme sonucunda

Lipidler SOR’den en yiiksek oranda etkilenen bilesiklerdir.
membranlarda bulunan fosfolipidlerdeki doymamis baglar ve kolesterol, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunun en énemli iiriinii olan
malondialdehiti olustururlar.'** Olusan malondialdehit; hiicre membranlarindan iyon
aligverisine etki ederek, membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agarak, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur.'*
124

2.8. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Sitokinler

Sitokinler, ¢esitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen ve salgilanan ayrica hormon
benzeri olan polipeptidlerdir. Fakat sadece hormonlara benzerler hormon degillerdir.
Bunlar enflamasyon, hiicre biiylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya karsi sistemik yaniti
da i¢ine alan bagisiklik ve enflamatuar olaylar diizenlerler.'*

2.8.1. Sitokinlerin Genel Ozellikleri

Sitokinler ¢ok genis bir protein grubudur ve bir¢ok 6zellikleri vardir.'*"?’

1) Sitokin salinimi kisadir ve kendini sinirlayan bir olgudur. Genel olarak
sitokinler onciil molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen tranksripsiyonu
ile baglatilir. Bu transkripsiyonel aktivasyon genellikle gegici olup, sitokinleri kodlayan

mRNAlar stabil degildir. Bu nedenle sitokin salimimi gegicidir ve bir kez

sentezlendikleri zaman, sitokinler hizla salinirlar.'*
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2) Sitokinler ¢esitli hiicreler tarafindan iiretilir.'*®

3) Sitokinler birgok farkli hiicre tiplerine etki ederler. Bu 6zellige pleiotropizm
denir.'”’

4) Sitokinlerin ayni hedef hiicrede farkli bir¢ok etkileri vardir. Bazi etkiler ayni
anda meydana gelirken, bazi etkiler farkli zaman araliklariyla olusabilir (dakikalar,
saatler, giinler).'”’

5) Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlarim etkilerler. ki sitokin
birbirini antagonize eder veya additif etki gosterebilir. Ya da bazi durumlarda sinerjik
etki gosterebilirler.'

6) Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin
ylizeyindeki 6zel membran reseptdrlerine baglanarak etkilerini baslatirlar. Birgok
sitokin reseptoriiniin ekspresyonu 6zel sinyaller tarafindan tiretilir ve s6z konusu hiicre
sitokini salgilayan hiicrenin kendisi olabilir (Otokrin etki) veya komsu hiicre olabilir
(parakrin etki) veya diger ger¢ek hormonlarda oldugu gibi dolasima salinan sitokinler
tarafindan uyarilan uzaktaki bir hiicre olabilir (Endokrin etki).'**

7) Bir¢ok hedef hiicre i¢in sitokinler hiicre boliinmesini diizenlerler yani biiylime
faktorii gibi etki ederler.'”

Reperfiizyon sonrasi, dolagimda IL-1, IL-6 ve Tiimor Nekrozis Faktor-oo (TNF-

o) gibi sitokinler gozlenir. Bu ajanlara kars1 antagonistler kullanilarak, hem IL-1’in hem

de TNF-a nin vaskiiler yaralanmaya katkida bulunduklari ve endotel adhezyon

129, 130 - : o
*““Iskemi-reperfiizyon da sitokin saliniminin

molekiillerini arttirdiklar1 gosterilmistir.
bilinmesine ragmen bu sitokinlerin permeabilite {izerine olan etkilerinin direkt mi yoksa

hiicre adhezyon molekiilleri ekspresyonu ve nétrofil adhezyon aktivasyonu yoluyla mi

oldugu bilinmemektedir.'*!
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Sitokinlerin (TNF-a ve IL-1B) testis I/R hasarindaki roliinii tespit etmek igin
testisin i¢ine enjekte edildigi bir calismada, enjeksiyon sonrasi testis endotelyal
hiicrelerindeki sinyal yolaklarinin (JNK) aktive oldugu ve E-selectin salimimina yol
acarak notrofil gocliniin oldugu, ROS miktarinda artis ve sonugta germ hiicre
apoptozisinin olustugu gosterilmistir. Ozellikle IL-18’nin testis I/R hasarina benzer etki
yarattig1 saptanmustir. 132

2.8.1.1. Timor Nekrotizan Faktor (TNF)

Timor nekrotizan faktdr (TNF), dogal immiiniteye aracilik eden sitokindir.
TNF’nin hiicresel kaynagi lipopolisakkarit (LPS) ile aktive olan mononiikleer
fagositlerdir.'*” T hiicreleri, aktive NK (Naturel Killer) hiicreleri ve aktive mast
hiicreleri de bu proteini salgilar.'*® insan TNF’si nonglikolize bir transmembran protein

P% jki ¢esit TNF vardir. Bunlar,genellikle aktif

olup, molekiil agirligi 17 kD’dur.
makrofajlardan  salinan TNF-o ile aktif T hiicrelerinden salinan TNF-f
(Lenfotoksin)’dir.'*

Iki tip TNF reseptorii vardir. Bunlar, sitotoksik aktiviteyi ve fibroblast
proliferasyonunu arttiran TNFR Tip I (75-80 kDa) ile T hiicre proliferasyonuna neden
olan TNFR-Tip II (55-60 kDa)’dir."**

TNF, damar diiz kaslarimi gevseterek kan basincini ve doku perfiizyonunu
azaltir. TNF bu etkileri, diiz kas hiicrelerine direkt etki ederek ve damar endotel
hiicreleri tarafindan salgilanan prostasiklin ve NO gibi damar genisleticileri uyararak

indirekt yoldan yapar.'"’

TNF, intravaskiiler koagiilasyona neden olarak doku perfiizyonunu azaltir.'’

28



2.8.1.2. Testiste TNF-a ve TNF-a Reseptorlerinin Lokalizasyonu
De ve arkadaslar tarafindan'*® TNF-o, mRNA (Mesajc1 Riboniikleik Asit) ve
seviyelerinin spermatitdlerin etrafindan salindig1 gosterilmistir. Hem spermatositler hem
de spermatidler etrafindaki iki farkli alanda TNF-o. mRNA’s1 bulunmaktadir.'*®
Ayrica in situ hibridizasyon ¢alismalarinda elde edilen sonuglar, yuvarlak
spermatidler ve patikan spermatositlerde TNF-o’nin  mRNA’sinin  varligmi da
gostermistir. Ayn1 zamanda testis interstisyel makrofajlarda mRNA varligini da teyit
etmistir.'*°
Hutson ve arkadaglar1 dagilmis sican testis makrofajlar1 iizerinde yaptigi ilk
caligmalarda TNF-o aktivitesini bulmuglardir."’
Ancak benzer ¢aligsmalardan elde edilen son bulgulara gére TNF-a’nin testikiiler
instertiyal sivilarda veya testikiiler makrofajlarda bulunmadigi gosterilmistir. Bu da bize
TNF-a’nin saglikli testislerde stirekli olarak ekspre edilmedigini

gostermektedir.'*®

Kollajenaz olmayan rat testislerinde makrofajlarin lipopolisakkarit ile
tedavisi TNF-a iiretimini indiiklemigtir. Buda bize TNF-o’nin testikiiler makrofajlarda
belli kosullar altinda iiretilidigini gostermistir.'®

TNF-o’nin hangi tip hiicrelerde oldugunu belirlemek i¢in Northern blot analizi

gergeklestirilmektedir. De ve arkadaslar1,'*®

izole edilmis hiicre populasyonlarinda
TNFR1 i¢in yapilan Northern blot analizleri sonucunda Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
TNFR1 mRNA'sin1 igerdigi bulunmustur. Mauduit ve arkadaslari domuz Sertoli
hiicreleri kiiltirlerini kullanilarak'*’ yaptiklar1 bir ¢alismada sertoli hiicrelerini radyo

etiketli TNF-a’ lar ile baglamislar ve FSH ile tedavi ederek TNFRI’nin miktarinin

arttigim gostermislerdir. TNFR2 burada gosterilmemistir.'*
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Yukaridaki ¢alismalarin sonuglari birlikte ele alindiginda normal germ hiicreleri,
ozellikle yuvarlak spermatidler ve reseptdrlerinin Sertoli ve Leydig hiicreleri tarafindan
iiretilen TNF-a oldugu gosterilmektedir.'” '*°

2.8.1.3. Seminifer Epitelde TNF-a 'nin Rolii

Memeli TNF-o’smnin  fonksiyonel olarak c¢ok sayida roliiniin oldugu
bildirilmistir. Germ hiicrelerinde TNF-o’ nin ekspresyonundaki artis ve androjenler ve
Ostrojenin sentezi i¢in sitokrom P450 aromataz enziminin sorumlu oldugu
bildirilmigtir."**

TNF-a ayrica spermatogenezi desteklemek i¢in dolayl bir sekilde davranir.
Daha o6nce de belirtildigi gibi TNF-o transkripsiyon faktorii NFKB aktivasyonunu
tesvik edebilir ve gercekten de fare sertoli hiicre kiiltiirlerindeki TNF-a baglayici
niikleer NFKB uyarilmustir.'*" Hiicre ici sertoli hiicreleri androjen reseptdrlerini baglar
ve buna testesteron aracilik eder. Delfino ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen
calismalarda TNF-o nin androjen reseptdrlere NFKB’nin baglanmasini uyardigi ve
primer sertoli hiicre kiiltiirlerinde androjen reseptorlerinin arttigi bulunmustur.'*°

Transferin hiicre icindeki 6nemli bir demir tastyicisidir.'*! Testis kan bariyerinin
oldugu yerlerde testise pek ¢ok elektrolit ve makromolekiillerin gecisi engellenir.
Adluminal kompartmanlardan gelen demir, sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen
transferin tarafindan dolagim sistemine taginir.'*?

Daha once yapilan ¢alismalar transferrin iiretiminin germ hiicreleri tarafindan
iiretildigini gostermistir.'” Daha yakin zamanda TNF-o’min sertoli hiicrelerinde
transferrin  mRNA ve in vitro protein diizeylerini arttirdigi bulunmustur.'**

Pentikdinen'in ve digerleri tarafindan yiriitilen ¢aligmalarda TNF-o’nin germ

hiicrelerde serum igermeyen kosullar altinda kiiltiirlenip insan seminiferous epitel
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segmentlerinde gozlenen konsantrasyona bagimli bir tarzda inhibe ettigini
bulmuslardir.'®

TNF-a sertoli hiicreleri iizerinde parankin etki gdsterir.'*® TNF-a’nin si¢an
sertoli hiicre kiiltiirlerinde IL-1a ve IL-6 {iretimini arttirmasi miimkiin olmustur.147 Bu
veriler sonugta sertoli hiicrelerindeki TNF-a ve spermatogenezi etkileyebilir. Sitokin
sekresyonunun sertoli hiicrelerinin profilini degistirebilir oldugunu yapilan bu
calismalar diisiindiirmektedir.'*® Benbrahim-Tallaa ve arkadaslari testiste TNF-a’nin
seviyelerinin arttifini ve spermiyogenez sirasinda genotoksik {irlinlere karsi
detoksifikasyon siireglerinin degistirilebilir oldugu hakkinda éneride bulunmuslardir.'*’

Diger sitokinler ve polisakkaritler ile birlikte TNF-o’nin hem sertoli
hiicrelerinde hem de seminiferous pertitubular hiicrelerinde uyarilabilir nitrik oksit
sintaz (Inos) ve nitriti tesvik ettigi gosterilmistir."°

2.8.1.4. Testis Interstisyel Hiicrelerinde TNF-o.’nin Rolii

Testikiiler makrofajlar TNF-a kaynagi olabilirler ve Leyding hiicreleri membran
sayisallagtirmalar1 ile yakindan iligkili oldugundan steroidogenezdeki Leyding

1

hiicrelerinde TNF-o’nin  bir rolii olup olmadigi arastirilmaktadir.””'  Yapilan

caligmalarda inhibitdr mekanizmas1 TNF-a’y1 etkileyerek sterojenik akut diizenleyici
protein olan mRNA ve protein diizeylerinde bir azalmaya sebep oldugu bildirilmistir."**

2.9. TGF-B (Transforming Growth Factor-3)

TGF-B ailesi gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden ekstraselliiler biiytime faktorlerinin
biiylik bir grubudur. Organizmanin tim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve
onariminda ¢ok Onemli rol oynayan TGF-B ailesi, yapisal olarak iliskili ¢cok sayida
polipeptid biliylime faktorleri igerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,

motilitesi, adezyonu ve Sliimii gibi hiicresel siire¢leri diizenleme yetenegine sahiptir .
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2.9.1. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda TGF- B

Hemen hemen her hiicrede sentez edilen ve bir¢ok hiicre iizerinde bulunan
kompleks hiicre reseptor sistemi ile iliskili olan TGF-B’nin 3 farkli izoformu
bulunmaktad: .">* TGF-B’nn fizyolojik homeostazisin regiilasyonunda 6nemli gorevleri
bulunmaktadir. TGF-B aktivitesindeki bozukluk yumurtalik kanseri,”” pankreas
kanseri’ patogenesisi gibi durumlarda rol oynar. TGF-fnin ayni zamanda kemik

134155 Bu iyilestirici 6zellikleri

defektlerinin iyilesmesinde Onemli rolleri vardir.
ozellikle iskemi reperfiizyon hasarinda da goriilmektedir. Rat ve tavsan modellerinde
olusturulan inmede TGF uygulanmas: infarkt alanlarimi azaltmustir. *'

2.10. Kalsiyum Kanal Blokerler

Ik kalsiyum kanal blokeri (KKB) olan verapamilin bulunmasindan neredeyse
yarim asir gegmesine ragmen bu ilaclarin hipertansiyondaki yerleri tartigilir olmus ve
inisli-¢ikislt bir seyir izlemistir. Bu ilaglarin, 6zellikle (dihidropiridinler) DHP’lerin en
onemli artilar1 cabuk etki gdsteren ve “etkin” antihipertansif ilaglar olmalaridir.
Santral kan basincinida etkin bir sekilde diisiirmektedirler. Bu yilizden 6zellikle 80’li
yillarin sonu ve 90’l1 yillarin basinda ¢ok sik olarak kullanilan antihipertansifler
olmuslardir. Ancak KKB’ ler ile ilgili 6zellikle 90’11 yillarin ikinci yarisindan itibaren

soru igaretleri olusmaya baslamis, bu ilaglarin 6zellikle kardiyak mortaliteyi artirdiklar:

ileri stiriilmiistiir."*® Burada dne siiriilen mekanizmalardan belki de en 6nemlisi DHP’

lerin vazodilatasyonla refleks sempatik aktivite artisina ve oksijen tiiketiminde artisa
sebep olmalaridir. Ancak caligsmalar, baslangicta bdyle bir etki olsa da sempatik
aktivasyonun kalici olmadigmi one siirmektedir.'””’ Kalsiyum kanal blokerleri uzun
zamandan beri hipertansiyon, aritmi ve koroner kalp hastaliklarinda kullanilmaktadir.'®

[lk zamanlarda variant anjinada kullanilirken, daha sonralar1 kararli ve kararsiz anjinay1
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da icine alacak sekilde koroner kalp hastaliginin hemen hemen biitiin formlarinda
kullanilmaya baslanmistir. Ayrica miyokardin enfartiisiinde de kullanilmustir.'

Kalsiyum kanal blokerlerinin pozitif etkileri sunlardir:

1. Vasodilatasyon ile periferik direnci azaltarak ard yiikii diigiirtir.
2. Miyokardial oksijen istemini azaltir.
3. Kardiyak ve vaskiiler dokuda kalsiyum asir1 yiikiinii azaltir."’

Miyoplazmadaki kalsiyum miktar1 hiicreye kalsiyum girisine baghdir. Kalsiyum
yavas kanallardan hiicreye girerek daha sonra diizenleyici protein olan troponin ile
baglanarak tropomyozinin inhibitor etkisini kaldirir ve ATP varliginda myosin ve actin
iligkisi bdylece baglamig olur bunun sonucunda kas hiicresi kasilir. Kalsiyum kanal
blokerleri plazma membranindaki voltaja bagl kalsiyum kanallarin1 bloke ederek hiicre
icine kalsiyum girisini engeller. Boylece vaskiiler diiz kastaki kasilma inhibe olarak
vazodilatasyon olusur."”® '** Kalsiyum kanal blokérlerinin diiz kas hiicresindeki etkisi
vendz yataga gore arteryel duvarda ¢ok daha fazladir. '

Albrecht Fleckenstein kalsiyum kanallarinin kalsiyum kanal blokerleri diye
adlandirilmig  olan ajanlar tarafindan bloke edildigini yaptigi calismalarla

61

gostermistir.'® Bu ajanlar kalsiyum kanal kanal blokerleri, kalsiyum entry kanal

blokerleri veya yavas kanal kanal blokerleri olarak da isimlendirilmektedir. L ve T tip

162

olmak tizere 2 tip kalsiyum kanali vardir.”™ L-tipi kanallar ozellikle kalp ve diiz

kaslarda olmak iizere dokularda genisce yayilirlar.'®

L-tipi kanallarin varligi rat
mesangial hiicrelerinde de gosterilmistir.'®* L-tipi kanallarin DHP, fenilalkilaminlere ve
benzodiazepinlere duyarliligi yiiksektir.'® Klinik kullamimda olan kalsiyum kanal

162 T kanallar ise

blokerlerinden L kanal blokerlerinin aktivitesi katekolaminler ile artar.
atriyumda bulunur. Ayrica bunlarin normal ventrikiil hiicrelerinde bulunup bulunmadig:

halen tartisilan bir konudur. T kanallart ayrica vaskiiler diiz adele hiicrelerinde,
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norohormonal sekretuar hiicrelerde de vardir. T kanallarinin siniis diiglimiiniin ve
atriyoventrikiiler nodal dokunun inisiyal depolarizasyonunda rol oynadigi ileri
siiriilmektedir.'®
Kalsiyum kanal blokerleri kimyasal yapilarma goére 3 grup iginde
siniflandirilmaktadir.
1. Fenilalkilamin grubu: prototip verapamil gallopamil, anipamil, romipamil,
tiapamil.
2. Benzotiazepin grubu: prototip diltiazem
3. Dihidropridin grubu : prototip nifedipin, nitrendipine, felodipine, nicardipine,
isradipine, amlodipine ve nisoldipine, niludipine, flordipine, silvadipine, darodipine,
azodipine, diazodipine, iodipine, lacidipine, mesudipine, nilvadipine, oxodipine,
riodipine, ryosidine ve vadipine’dir."”®
2.10.1. Amlodipin
Amlodipin kalsiyum antagonistlerinin en yaygin kullanilanlarindandir ve tim
diinyada hipertansiyon popiilasyonlarinda kullanilir. Amlodipin vaskiiler diiz kas igine
kalsiyum iyonlarinin transmembran akisini Onleyen bir dihidropirin kalsiyum
antagonistidir.'® Ugtincii nesil Dihidropridin tiirevi olan amlodipinin antihipertansif
etkisi disinda antioksidan aktivitesi, lipid peroksidasyonunun inhibiyonu, nitrik oksit
tiretiminin artirtlmasi, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunun azaltilmasi ve
SOD aktivitesinin korunmasi gibi 6zelliklerinin de oldugu bildirilmistir.'”*> Amlodipinin
tizerine yapilan deneysel calismalarda iskemik kalpte NO {iretimi arttirdigi ve ayni
zamanda endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesini arttirdig1 ve kopeklerde miyokordiyal
oksijen tiiketiminde azalmaya neden oldugu bildirmislerdir.'®” '®® Oksidatif stres NO’

yu inaktive eder ve amlodipin oksidadif stresi bastirir.'®% '
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Esas etki yeri periferik damarlardir. Periferik vazodilatasyonla, sistemik
vaskiiler rezistani azalttig1 ve koroner kanlanmay1 artirdig1 i¢in antianginal etki gosterir.
Bu 6zellikle koroner spazm durumlarinda miyokarda oksijen saglanmasimni artirir.'”!
Cesitli calismalarda 6rnegin diger I/R organlarindan olan beyin '*, kalp *ve karacigerde
' amlodipinin koruyucu etkisinin oldugunu gdstermistir.

Gilintimiizde pek ¢ok ilag hipertansiyon, kanser ve diyabet tedavisinde kullanilir.
Ancak bu ilaglarin yasa bagli ortaya ¢ikan problemler {izerindeki etkileri
calisstilmamistir.  Ornegin: dihidropiridin  tiirevi olan kalsiyum kanal blokerleri
Amlodipin, lasitipin ve nikardipin hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Genis ¢apli klinik deneyler sonucunda bu ilaglarin kan basincini
diistirerek kardiyovaskiiler hastaliklar1 onledigi ayrica invitro denemelerle damarlar

iizerindeki antioksidan etkilerinin varlig1 gosterilmistir.'”?

173 174

Buna ¢k olarak amlodipinin hayvanlarda ve insanlarda ki anti
ateroksklerotik ve anti inflamatuvar etkilerinin varlig1 da gosterilmistir.

Yapilan 6nceki calismalarda ise amlodipinin overiyal I/R hasarina karsi protektif
ve antiosteoprotik etkilerinin varligi da gosterilmistitr.' > '

Amlodipinin giiclii antioksidan 6zelliginde olmasi vaskiiler iskemilere bagl
gelisen organ hasarlarmim azalmasina sebep olmaktadir.'> Ve bu ilacin anti inflamatuvar
etkileri simdi ¢ok daha iyi tamimlanmaktadir.'”’

Hipertansiyon olusturulmus ratlarda olusturulan bir felg¢ modelinde amlodipin
tedavisinin beyin hasarini azalttigi ve bu etkileri SOD’u arttirarak ortaya koydugu
gosterilmistir.”®
Ayrica amlodipin ile tedavi edilen ratlarda kroner arter tikanikligina baglh

gelisen arter okliizyonunda azalma olmustur.'”
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2.10.1.1. Farmakodinamik Ozellikleri

Amlodipin, miyokardial hiicreler ve diiz kas hiicreleri seviyesinde kalsiyum
iyonlarimin transmembran akimini inhibe ederek etki gdsteren bir kalsiyum
antagonistidir.'®®

Uzun stiredir bilinen antianginal etkisinin temel mekanizmalar1 sunlardir :

- Amlodipin, total olarak periferik direnci azaltir. Birlikte refleks tasikardi
olmamasi nedeniyle, kardiyak yiikiin azalmasi, miyokardin oksijen gereksinimi ve
tiiketiminin azalmasi seklinde kendini gosterir. Bu amlodipin’in kardiyak iskemideki
etkinligini agiklar'™

- Amlodipin, koroner geniglemeyi yavas kalsiyum kanallarindan kalsiyum
girisini inhibe ederek saglar. Esas etki yeri periferik damarlardir. Periferik
vazodilatasyonla, sistemik vaskiiler rezistani azalttig1 ve koroner kanlanmay1 artirdigi
icin antianginal etki gosterir. Bu o6zellikle koroner spazm durumlarinda miyokarda
oksijen saglanmasini artirir. (Prizmetal veya variant angina)'®’

2.10.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Amlodipin oral uygulamadan sonra iyi absorbe olur. En yiiksek plazma
konsantrasyonuna 6-12 saat sonra ulasir. % 97.5 kadar oranda plazma proteinlerine
baglanir. Terminal eliminasyon yari émrii 35-50 saate kadar uzar. Plazmada sabit
konsantrasyona uygulamaya basladiktan 7-8 giin sonra ulasir. Amlodipin biiyiik 6l¢lide
karacigerde metabolize olur. Metabolitleri ve alman dozun % 10’undan az kismi

degismeden idrar ile viicuttan atilir'®
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Histoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu calismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen
toplam 48 adet ve agirliklar1 180-200 gram arasinda degisen Wistar-Albino cinsi erkek
sigan kullanildi. Deney siiresince, sicanlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem (Yem
Kurumu, Standart Sican Yemi) verildi. Hayvanlar deney Oncesi gruplar halinde
laboratuvarda normal oda sicakliginda (22 C° barndirildi  ve beslendi.
Calismalarimizin tiim asamalar1 Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 30.07.2013 tarih ve 3517 sayili yazis1 ve Atatiirk Universitesi Saglik
Bilimleri Etik Kurulunun 29.08.2013 tarih ve 3 sayili oturumunun 91 numarali karar ile
etik kurallara uygun oldugu onaylanmistir.

3.1.2. Kullanilan flaclar

Amlodipin: Norvacs 10 mg Tb (Pfizer Ilag Sanayi, Istanbul, Tiirkiye)
Calismada siganlara belirlenen saatlerde 5 mg/kg ve 10 mg/kg (oral) olarak verildi.
Amlodipin 2 ml serum fizyolojik i¢cinde ¢oziilerek uygunlanmistir.

Tiyopental Sodyum: Calismada Tiyopental ( Pental Sodyum, ibrahim Ethem

Ulagay ilag¢ Sanayi, Istanbul, Tiirkiye) i.p. olarak 6tenazi i¢in 50mg/kg olarak verildi.
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3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar

Eliza Okuyucu
Mikroplate Yikayici
Santrifiij (Sogutmalr)
pH Metre

Manyetik Karistirict
Doku Homojenizatorii
Hassas Terazi

Etiiv

Karistirici

Buzdolabi (-86 °C)

Derin Dondurucu

Otomatik Multikanal Pipet

Pipet Seti

3.2. Metot

3.2.1. Deney Plam

Modeli ve Firmasi

Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA
Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA
Hettich Zentrifugen 320R, Germany
SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Tissue Lyser II Qiagen, Germany
Shimadzu ATX224, USA

Memmert WNB 7-45, Germany

IKA- MS 3 basic, USA

Nuaire NU-9483E, USA

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye
Eppendorf Research Pro (20-300p)

Eppendorf Research Plus

Calismada agirliklar1 180-200 gr arasinda degisen 48 adet Wistar-Albino erkek

sigan ¢aligmaya alindi. Siganlar randomize olarak 6’sarli olmak {izere 7 deney grubu ve

1 kontrol grubu olmak iizere toplam 8 gruba ayrildi. Biitlin sicanlara 1s1 ve 1s1k

miktarlar1 kontrol edilen odalarda su ve yemleri saglanarak bakildi.
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Gruplar su sekildedir:

Grup Tasarimi:

Grup I: Sham Operasyonu

Grup II: 2 Saat Testis Torsiyon

Grup III: 2 Saat Testis Torsiyon+ 2 Saat Detorsiyon

Grup IV: 2 Saat Testis Torsiyonu +Torsiyondan 30 dk 6nce Amlodipin 5 mg/
kg (oral)

Grup V: 2 Saat Testis Torsiyonu +Torsiyondan 30 dk 6nce Amlodipin 10
mg/ kg (oral)

Grup VI: 2 Saat Testis Torsiyonu + 2 Saat Detorsiyon+ Detorsiyondan 30
dk dnce Amlodipin 5 mg/ kg (oral)

Grup VII: 2 Saat Testis Torsiyonu + 2 Saat Detorsiyon+ Detorsiyondan 30
dk 6nce Amlodipin 10 mg/ kg (oral)

Grup VIII: Sham + Amlodipin 10 mg/kg

Cerrahi girisim Oncesi si¢canlarin saglikli olmalar1 dikkate alinarak siganlara 25
mg/kg dozda tiopental sodyum kas icine uygulanarak genel anestezi yapildi. Skrotal
bolge tras edilip temizlendikten sonra %10’luk povidon-iyot soliisyonu ile dezenfekte
edilerek ilioinguinal kesi atildi. Skrotal boslukta dnce sol testis tunika vaginalis ve
spermatik kord ile birlikte gubernakulumdan kiint disseksiyonla ayrilarak disariya
alindi. Daha sonra sol testis kord elemant ile birlikte saat yoniinde olacak sekilde 720°
dondiiriilerek deneysel ekstravaginal testis torsiyonu modeli olusturularak 6/0 propilen

dikiglerle skrotum i¢ yiizeyine yerlestirildi.
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Tablo 3.1. Deney Plam

Gruplar Hayvan Tedavi Doz
Sayisi
I 6 Sham
1T 6  Testis Iskemi
11 6  Iskemi Reperfiizyon
v 6 Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg
\% 6 Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg
VI 6 [R+Amlodipin 5 mg/kg
VIl 6 [R+Amlodipin 10 mg/kg
VIII 6 Sham+Amlodipin 10 mg/kg

3.2.1.1. Gruplar

flk grup kontrol (K) grubuydu. Grupta alt1 sican yer aliyordu. Bu gruptaki
sicanlarin sadece karin bolgeleri acildi. Testislerine torsiyon/detorsiyon modeli
uygulamasi yapilmayarak tekrar kapatildi. 4 saat sonra gerekli incelemeler i¢in sicanlara
yiiksek doz tiopental sodyumla 6tenazi yapilarak testisleri cerrahi olarak alindi.

Ikinci grup alti sicandan olusan torsiyon grubuydu. Bu gruptaki sicanlarin
herbirinin sol testisleri kord elemani ile birlikte saat yoniinde olacak sekilde 720°
dondiiriilerek deneysel ekstravaginal testis torsiyonu modeli olusturularak 6/0 propilen
dikislerle skrotum i¢ ylizeyine yerlestirildi. 2 saatlik torsiyon siiresi sonunda testisler
cerrahi olarak ¢ikarildi ve siganlara ytiksek doz tiopental sodyumla Gtanazi yapildi.

Uciincii grup alti sicandan olusan torsiyon/detorsiyon gubuydu. Bu gruptaki
sicanlarin herbirinin sol testisleri kord elemani ile birlikte saat yoniinde olacak sekilde
720° dondiiriilerek deneysel ekstravaginal testis torsiyonu modeli olusturularak 6/0
propilen dikislerle skrotum i¢ yiizeyine yerlestirildi. Iki saatlik torsiyon siiresi sonunda

detorsiyon gerceklestirildi.
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Dordiincii grupta ki siganlara diger gruplardan farkli olarak torsiyon modeli
olusturulmadan yarim saat 6nce Amlodipin 5 mg/kg oral gavaj yontemi ile uygulandi.
Ve daha sonra siganlarin herbirinin sol testisleri kord elemani ile birlikte saat yoniinde
olacak sekilde 720° dondiiriilerek deneysel ekstravaginal testis torsiyonu modeli
olusturularak 6/0 propilen dikislerle skrotum i¢ yiizeyine yerlestirildi. Iki saatlik
torsiyon siiresi sonunda testisler cerrahi olarak c¢ikarildi ve siganlara yiiksek doz
tiopental sodyumla 6tanazi yapildi.

Besinci gruptaki alt1 sigcana da dordiincii gruptakinden farkli olarak torsiyon
modeli olusturmadan yarim saat 6nce uygulanan Amlodipin dozu 10 mg/kg sicanlara
yine oral gavaj yontemi ile uygulandi. Ve daha sonra siganlarin herbirinin sol testisleri
kord elemani ile birlikte saat yoniinde olacak sekilde 720° dondiiriilerek deneysel
ekstravaginal testis torsiyonu modeli olusturularak 6/0 propilen dikislerle skrotum ig
ylizeyine yerlestirildi. Iki saatlik torsiyon siiresi sonunda testisler cerrahi olarak cikarild:
ve sicanlara yiiksek doz tiopental sodyumla Gtanazi yapildi.

Grup 6 ve 7’ye yukarida anlatildigi gibi iskemi ve sonrasinda reperfiizyon
olusturuldu, iskemi bitimine yarim saat kala Amlodipin’in (5 mg/kg ve 10 mg/kg)
dozlar1 oral gavaj yoluyla verildi. Ve daha sonra siganlarin herbirinin sol testisleri kord
eleman1 ile birlikte saat yoniinde olacak sekilde 720° dondiiriilerek deneysel
ekstravaginal testis torsiyonu modeli olugturularak 6/0 propilen dikislerle skrotum ig
yiizeyine yerlestirildi. Tki saatlik torsiyon siiresi tamamlanmadan yarim saat énce sigan
testislerinde detorsiyon modeli olusturulmadan yarim saat 6nce Amlodipin 5 mg/kg ve
10 mg/kg oral gavaj yontemi ile uygulandi. 2 saatlik detorsiyon siiresi sonunda testisler
cerrahi olarak ¢ikarildi ve siganlara yiiksek doz tiopental sodyumla Gtanazi yapildi.

Sekizinci ve son gruptaki alt1 sicana da 10 mg/kg amlodipin verildi. Ve bu

gruptaki sicanlarin testislerine testis torsiyon/detorsiyon modeli uygulamasi
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yapilmayarak sadece gerekli incelemeler igin testisler cerrahi olarak alindi ve siganlara
ylksek doz tiopental sodyumla 6tenazi yapildi.

Tim gruptaki siganlar calisma sonrasi yiliksek doz tiopental ile Otanazi
uygulanarak deney sonlandirildi. Tiim gruplardaki hayvanlarin kan 6rnekleri toplandi ve
testisleri alindi. Alinan testislerden uygun miktarda doku alinarak biyokimyasal analiz
icin ayrildi ve -80°C’de saklandi. Kalan testis dokusu, histopatolojik ¢aligma i¢in %
10’luk nétral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit edildi. Toplanan kanlar santrifiij
edilerek serumlari elde edildi ve serumlar -80°C dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2. Histopatolojik Calismalar

3.2.2.1. Isik Mikroskobik islemler

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuarlarinda ~ Konvansiyonel 15tk mikroskobu islemlerinin timii
gergeklestirilmistir.

Akarsuda yikama: Dokular 1 saat yikandi.

Dehidratasyon islemi (dereceli alkol serilerinden gecirme): Bu amagcla artan
alkol serilerinden (Pelco) gegirildi. Bu amagla;

-%50’lik Alkolde 20 dk,

-%60’lik Alkolde 20 dk,

-%70’lik Alkolde 20 dk,

-%380’lik Alkolde 20 dk,

-%90’l1ik Alkol’de 1 saat,

-%100’liik Alkolde 1 saat,

-%100’lik Alkol de 1 saat bekletildi.

Ksilen serileri (Merc) ® ile seffaflastirma iglemi: Bu amagla;

-1/1 oraninda Ksilen/Etil Alkol’de 15 dk,
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-Ksilende 75 dk,

Infiltrasyon islemi (parafin serilerinden gegirme)

-Ksilen + boncuk parafin (Merck) ® karisiminda 60° C*lik etiivde 1 saat,

-Boncuk parafinde 60° C‘lik etiivde 1 saat,

-Boncuk parafinde 60° C‘lik etiivde 2 saat bekletildi.

Dokularin parafin bloklara gdmiilmesi;

Elde edilen parafin bloklara gomiilii bulunan dokular, (Leica RM2125RT)
mikrotomunda 5 pm kalinliginda kesilerek, boyama islemlerine hazir hale getirildi.
Daha sonra kesitler, 151k mikroskobu diizeyinde incelenmek tizere boyandi.

3.2.2.2. Dokularin Hematoksilen ve Eosin (H&E) Boyanma Islemi

Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile kesilen 5 pm’lik kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in lama yerlestirilerek 60°C’lik etiivde 1 gece bekletilerek,
kimyasal deparafinizasyon islemi i¢in 10’ar dakika 2 degisim ksilende tutuldu. Sirayla
% 95, % 80, % 70, % 60 etil alkol serilerinde 2 dakika bekletilen kesitler 5 dakika
¢esme suyunda yikandi. Kesitler 5 dakika hematoksilen boya soliisyonunda tutulduktan
sonra 5 dakika c¢esme suyunda yikandi. Diferansiyasyon iglemi igin asit alkol
sollisyonuna 1-3 saniye batirilip ¢ikarilan kesitler 5 dakika ¢esme suyunda yikandi. 2-3
dakika eosin boya soliisyonunda tutulan kesitler tekrar 1-5 dakika ¢esme suyunda
yikand1. %80’lik alkolde 10 dakika, iki ayr1 %96’lik alkol serisinde 10 dakika bekletilen
kesitler ii¢ ayr1 ksilol serilerinde 20 dakika bekletildikten sonra, iizerine entellan
damlatilarak lamel ile kapatildi ve penset yardimiyla hava kabariklari ¢ikarildi.

3.2.2.3. Kesitlerden Goriintii Elde Edilmesi

Gruplara ait kesitlerin fotograflar Olympus BH 40 marka kamera atagmanli 151k

mikroskobu altinda analiz edilerek ¢ekildi.
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Tablo 3.2. Histopatolojik degerlendirme

EVRE BULGU

1 Diizenli sirali germ hiicreleri ile birlikte normal testis dokusu

2 Daha az diizenli germ hiicreleri, diizensiz yakinlagsmig seminifer tiibiiller

3 Diizensiz germ hiicreleri, kii¢iilmiis piknotik ¢ekirdek ve sinirlar1 bozulmusg
seminifer tiibiiller

4 Diizensiz, koagiilasyon nekrozu olugsmus germ hiicreleri ile dolu seminifer
tiibiiller

3.2.3. Biyokimyasal Calismalar

3.2.3.1. Testis Dokusunda Yapilan Analizler

Makroskopik analizlerden sonra, rat dokular1 -80°C’de saklandi. Her ratin
100mg dokusu spesifik homojenat tamponunda, Tissue Lyser ile homojenize edildi.
Daha sonra kitteki direktiflere gore santrifiij edildi. Biyokimyasal ¢aligmalar i¢in her
siipernatanttan SOD, MDA seviyeleri ve GSH seviyeleri manuel 6l¢iim metodlariyla
6lciildii.'™ Ayrica uygun tampon ile homojenize edilmis tiim testis siipernatantlarinda
total protein analizi yapildi. Biitiin datalar her mg protein i¢in ort + standart sapma
olarak gosterildi.
Protein tayini: Protein konsantrasyonlari ticari protein standartlar1 kullanilarak Lowry
metodu ile tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).'*
Homojenat Tamponu: Fosfat Tamponu (50 mM pH 7.8, + 10 mM EDTA) veya PBS
Olgiim karigimi: Xantine (0.3 mM, 40 ml), EDTA(Etilendiamin tetraasetik asit) (0.6
mM, 20 ml), NTB (Nitro blue tetrazolium) (150 uM 0,00015 M, 20 ml), Na2CO3

(0.4M, 12 ml), BSA (Bovine Serum Albumine) (1.2 g /L),

XO (Xanthine oksidaz) (167 U/L),
(NH4),SO4 (Amonyum Siilfat) (2M, 2 ml),

SOD Standartlari.
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Deneyin prensibi: Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksit

radikalleri Tetrazolium'u indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560

nm'de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda meydana gelen

indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise Tetrazolium

indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak agik renk

olusmakta, buradan aktivite hesabi yapilabilmektedir.'®

Deneyin yapilisi:

183

Doku homojenizasyonu ™;

1.

2.

4.

5.

Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarini uzaklastirmak i¢in PBS ile yikanur,

0.1 gram doku 1ml homojenat tamponu ile karistirilir,

10 pl Triton x-100 ilave ederek homojenizatérde 1 dakika boyunca homojenize
edilir,

12000 rpm’ de 15 dakika 4°C de santrifiijlenir,

Siipernatant (iistte kalan berrak kisim) enzim ¢ozeltisi olarak kullanilir.

Calisma prosediirii:

1.

2.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilir,

Her kuyuya 6l¢tim karisimindan 200°er pl eklenir,

Standartlar hazirlanarak 50 pl standartlar sirasina eklenir,

Numune ¢ozeltilerinden uygun kuyucuklara 50’°ser ul eklenir,

Kor kuyusuna 50 ul homojenat tamponu eklenir,

Oda sicakliginda herbir kuyucuga 5’er pl XO eklenir,

[k kuyucuga XO eklendikten 20 dakika gectikten sonra 560nm dalga boyunda

absorbans 6l¢iimii yapilir.'**

SOD aktivitesinin hesaplanmasi: Olusan mavi-mor rengindeki formazon boyasindaki

azalmanin absorbans miktarlar1 560 nm’de 96’lik well plate kullanilarak okundu ve
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seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak onceden hazirlanan SOD stok c¢ozeltisi ile
olusturulan standart grafikten yararlanarak Ol¢timler hesaplandi. Numunelerin SOD
aktivitesi, U/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar
yapilarak belirlendi.'®

Manuel olarak Total Glutatyon (GSH) tayini:

Homojenat Tamponu: Tris-HCI (Tris-Hidroklorikasit) (50 mM, pH 7.4) veya PBS
Ol¢iim Tamponu: Tris-HCI (200 mM pH 8,2 + 0.2 mM EDTA)

DTNB (Ditiyobis Nitrobenzoik Asit) (10 mM)
GSH Standartlarn
GSH miktarmin 6l¢iilmesi ve prensibi: Sedlak ve arkadaglarinin gelistirdigi yontem
esas almarak gerceklestirildi. Ol¢iim ortamindaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-nitrobenzoik
asit) disiilfit bir kromojendir ve stilthidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenir.
Meydana gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak dlgiilebilir.'*?
Deneyin yapihisi:
Doku homojenizasyonu 183,
1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarini uzaklastirmak i¢in PBS ile yikanur,
2. 0.1 g doku iizerine 4.5 ml homojenat tamponu ilave edilerek homojenize edilir,
3. Homojenatlar, 12000 g 4 “C'de 10 dakika santrifiij edilir ve stipernatantlar, GSH
miktarinin belirlenmesinde kullanilir.
Calisma prosediirii:
1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilir,
2. Olgiim tamponundan her kuyuya 150’ser pl eklenir,
3. DTNB’den her kuyuya 10’ar pl eklenir,
4. Numunelerden 50’°ser pl uygun kuyulara eklenir ve kisaca vortekslenir,

5. Standartlar uygun kuyulara 50’ser pl eklenir,
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6. Kor kuyusuna 50 pl homojenat tamponu eklenir,

7. 30 dakika 37° C de inkiibasyona birakilir ve

8. 412 nm dalga boyunda absorbans okunur.'®
GSH miktarimin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 96’lik well
plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak onceden hazirlanan
GSH stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak ol¢timler hesaplandi.
Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku
faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak belirlendi.'®

Manuel olarak Malondialdehit (MDA) tayini:

Homojenat Tamponu: % 10’luk KCl (potasyumkloriir) veya PBS
Ol¢iim Tamponu:

% 8 SDS (Sodium dodesyl sulphate)

% 0.08 TBA (tiobarbiitirikasit)

% 20 Asetik asit

Saf su

MDA Standartlan 1,1,3,3-Tetraethoxypropane

MDA miktarinin dl¢iilmesi ve prensibi: Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile 90-95
°C’de reaksiyona giren MDA, pembe renkli kromojen meydana getirir. 15 dakika
kaynatildiktan sonra hizla sogutulan numunelerin absorbanslari 532 nm'de
spektrofotometrik olarak okunur.'®?
Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu '**;

1. Dokular s1v1 azot altinda homojenize edilmeden 6nce PBS ile yikanir,

2. Sivi azotla pargalanan numuneler 100mg tartilir,
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3. 0.1 g doku fiizerine 1 ml homojenat tamponu ilave edilerek tissue lyser’da
homojenize edilir,

Calisma prosediirii:

1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilir,

2. Tim kuyulara 10ul SDS, 75 ul asetik asit, 75 ul TBA ve 20 ul saf su eklenir,

3. Numune kuyularina 20’ser ul uygun numunelerden eklenir,

4. Kor kuyusuna 20 pl homojenat tamponu eklenir,

5. Standartlar uygun kuyulara 20’ser ul eklenir,

6. Pipetlemeler yapildiktan sonra plate, 105° C de bir buguk saat inkiibe edilir,

7. Inkiibasyon sonunda plate, 4000 rpm de, 4° C de, 15 dakika santrifiijlenir,

8. Siipernatant (iistte kalan berrak kisim) MDA ¢06zeltisi olarak kullanilir,

9. 532 nm dalga boyunda absorbans okunur.'*®
MDA miktarinin hesaplanmasi: Olusan pembe renk miktarlar1 532 nm’de 96’lik well
plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak dnceden hazirlanan
MDA stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak Slgiimler hesaplandi.
Numunelerin MDA miktarlar;, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku
faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak belirlendi.'®
3.2.4. Molekiiler ¢calismalar
3.2.4.1. Ger¢ek Zamanh PCR Analizi

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dal1 Laboratuarlarinda

molekiiler analiz islemlerinin tiimii molekiiler labaratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.3.4.2. RNA Izolasyonu
1.Testis diseke edildi ve eppendorf tiip icerisine alindi. Tiim dokuyu kaplayacak

sekilde RNA Later RNA Stabilization Reagent (Qiagen) soliisyonu ilave edildi. Doku
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igerisine niifuz etmesini saglamak amaci ile 24 saat oda 1sisinda bekletildikten sonra

20°C’de muhafaza edildi.

2.Dokular RNA Later igerisinden ¢ikartilarak 600 ul Buffer RLT + 6 pl -
mercaptoethanol (B-ME) soliisyonu ile birlikte igerisinde 1 adet steril ¢elik bilye
bulunan plastik tiiplere konuldu ve Tissue Lyser II (Qiagen) homojenizasyon cihazi ile
2,5 dk 25 Hz olacak sekilde homojenize edildi.

3.Homojenizasyon isleminden sonra yeni bir eppendorf tiip igerisine alindi ve 3
dk 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

4.Santriflijden sonra siipernatant yeni bir eppendorf tiipe alindi ve RNeasy Mini
Kit ‘in protokoliine gore total RNA isolationu Qiacube ) Qiagenyapildi.

5.Eppendorf tiipii igerisinde elde edilen RNA -80°C de saklandi.

RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA’nin miktar1 ve safligini belirlemek amaciyla 995 pl distile su + 5 ul RNA
olacak sekilde vortekslenerek karistirildi ve spektrofotometrede (EPOCH Take3 Plate,
Biotek) 260 nm dalga boyunda optik dansite Sl¢iilerek hesaplandi.

3.2.4.3. cDNA (complementer DNA) Sentezi

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzimi kullanimi ile total
RNA’dan cDNA sentezi yapildi. Her reaksiyon Tablo 3.1°de gosterildigi gibi toplam
hacim 10ul RNA olacak sekilde hazirland1 ve ¢cDNA sentezi Sekil 3.3’deki sicaklik
degerlerine gore Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile saglandi.
cDNA miktar1 nano-drop spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile dl¢iim

belirlendi ve -20°C’de saklanda.
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Tablo 3.3. cDNA sentezi i¢in kullanilan mix igerigi

PCR Master mix icerigi Mix Miktar( pul)
10X Buffer RT 2

25 X dNTPs mix 0,8

10 X RT Random Primers 2

MultiScribe Reverse Transcriptase 1

DEPC-H;O 4,2

RNA 10

Toplam 20

85°C

120min

10min

Sekil 3.1. Thermal cycler kosullar 18

Tablo 3.4. Rolatif Gene Ekspresyonu analizi

fleri primer | GCTCCCTCTCATCAGTTCCA
TNF-a

Geri primer | CTCCTCTGCTTGGTGGTTTG

TGF-B | Ileri primer | CGCAACAACGCAATCTATGAC

Geri primer | GGACAGCAATGGGGGTTCT

3.2.4.4. Gerg¢ek Zamanh PCR Primerleri ve Calisma Prensibi

Rolatif TNF-a ve TGF-p mRNA ekspresyonlar rat testis dokularinda StepOne
Plus Real Time PCR System technology (Applied Biosystem) cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. TagMan bazli ilgili genlerin primer problart Primer Design Ltd.
firmasinda dizayn ettirilip temin edildi (Southampton, UK). Sonuglar kontrol grubuna

gore rolatif-kat olarak degerlendirildi. Endojen kontrol gen olarak (-actin kullanildi ve
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her bir cDNA 06rnegi igin li¢ tekrar uygulandi. Real Time PCR reaksiyonu 96 kuyucuklu
plaklarda 9 pl cDNA (100 ng), 1 pl Primer Perfect Probe miks ve 10 pl QuantiTect
Probe PCR Master miks (Qiagen, Hilden, Germany) olacak sekilde toplam reaksiyon
volumii her bir kuyucukta 20 ul’ye tamamlandi. qPCR Hazirlanan reaksiyon plag: 2 dk
50°C, 10 dk 95 °C’de bir sikliis ve 15 sn 94 °C, 60 sn 60 °C’de 40 sikliis olacak sekilde

yiriitildi. Tiim veriler kontrol grubuyla karsilastirmali sekilde 2**“' metoduna gére

187

hesaplandi.
95°C | 95°C
10min |15sec \ 60°C
50°C
1min
2min . Y J
40 cycles

Sekil 3.2. Ger¢ek Zamanli PCR Reaksiyon 1s1 ve siireleri'’

DNA’nin ¢ift sarmal yapis1 birbirinden ayrilarak tek iplikli hale geldi. Sonra
hibridizasyon basamagi ile primerler baglandi ve amplifiye edilecek bolgeyi kesti.
Ardindan polimerizasyon basamaginda ise sentez gercgeklestirildi. Hibridizasyon ve
polimerizasyon basamagi 40 dongii devam ettirildi (Burada 95° C’de 15 saniye
kalmasinin sebebi sentezi yapilan kisma tekrar primer baglanmasi i¢in denatiire
olmasini saglamaktir). 40 dongii sonunda 6rneklerin amplifikasyon kalitelerini anlamak
icin (kag iirtin amplifiye oldugunu gormek igin) 55° C’den 95° C’ye hizli bir sekilde
1sitilarak melt analizi yapildi.

3.2.5. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar

aras1 farkin 6nemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ile ve post-hoc
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testlerinden “Duncan” teknigi kullanilarak belirlendi. p<0.05 anlamli olarak kabul
edildi. Her bir farkli harf diger gruptan istatistiksel olarak farkli oldugunu

gostermektedir. Ayni harfler anlamsiz oldugunu gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

4.1.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1.1. Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama

Grup 1’e (Sham Grubu) Ait Bulgular: Histopatolojik olarak sham grubuna ait
testis kesitleri degerlendirildiginde seminifer tiibiillerin yapist normal olarak
goriilmekteydi. Bazal membran ve onun lizerine yerlesmis germinal epitel saglikli
olarak izlenmekteydi. Seminifer tiibiillerin ltimenlerinin olgun spermatidlerin kuyruklari
ile dolu oldugu goriilmekteydi (Sekil 1. A, B). Daha biiyiik biiyilitmelerde tiibiil
duvarindaki spermatogonyal seriyi olusturan hiicreler ayirt edilebilmekteydi. Bazal
kompartmana yerlesmis olan spermatogonyumlar, adliiminal kompartmandaki
spermatositler ve liimene en yakin boliimlerdeki olgunlagsmakta olan spermatidler

normal yapida izlenmekteydi (Sekil 1.B, C).

Sekil 4.1. Sham grubunun kesit goriintiileri. Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama.
ok: adliiminal kompartman, ok basi: bazal kompartman, Sg: spermatogonyum, St:
spermatosit, Sp: spermatid.

Grup 2’ye (Testis Iskemi Grubu) Ait Bulgular: Iskemi yapilan gruba ait testis
kesitleri degerlendirildiginde ilk izlenimde seminifer tiibiillerin diizensiz sinirlar1 dikkat

cekmekteydi. Tiibiillerin hemen hemen hepsinde germinal epitelin kalinlig1 azalmigti.
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Bazal membranda kalinlasma mevcuttu. Bunun yani sira germinal epitel-bazal membran
arasinda normalde go6zlenmeyen kan hiicreleri goze carpmaktaydi (Sekil 2. C).
Germinal epiteli olusturan hiicreler arasinda fazla miktarda 6dem bulgular1 mevcuttu
(Sekil 2.A, B, C). Interstisyumda yaygin hiyalinizasyon ve kamama dikkat g¢ekici
bulgular arasindaydi (Sekil 2. A, B). Daha biiyiik biiyiitmelerde bazal kompartmandaki

spermatogonial hiicreler arasinda kopukluk ve diizensizlik izlenmekteydi (Sekil 2. B,

Q).

Sekil 4.2. Iskemi yapilan grubun kesit goriintiileri. Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E)
boyama. ok: interstisyel bag dokusu, ok basi: bazal membran, Sg: spermatogonyum, St:
spermatosit, Sp: spermatid.

Grup 3’e (I/R Grubu) Ait Bulgular: Bu gruba ait kesitlerdeki seminifer tiibiiller
histolojik agidan ¢ok fazla hasarli goriilmekteydi. Ayni zamanda interstisyel dokuda
fazla kanlanma bulgular1 dikkat cekmekteydi (Sekil 3.A, B). Kanin damar-disina sizigi-
extravaskiiler kanama- tiibiillerin sinirma kadar devam etmekteydi (Sekil 3.B, C).
Seminifer tiibiillerde germinal epitelin kalinlig1 ¢ok fazla incelmisti. Tiibiillerin

liimeninde ise olgun sperm hiicrelerinin kuyruklari ¢ok az sayida izlenmekteydi.
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Sekil 4.3. Iskemi-reperfiizyon yapilan grubun kesit goriintiileri. Boya: Hematoksilen-
Eozin (H-E) boyama. ok basi: bazal kompartmanda 6dem, Sg: spermatogonyum, St:
spermatosit.

Grup 4’e (Testis Iskemi+ Amlodipin Smg/kg Grubu) Ait Bulgular: Iskemi
yapilan + Amlodipin 5 mg/kg verilen grubun testis kesitleri incelendiginde seminifer
tiibiillerin diizensiz smurlar1 izlenmekteydi. Tibiillerin duvarini olusturan germinal
epitel kalinligr iskemi yapilan grupla karsilagtirdigimizda ¢ok fazla degismemekteydi
(Sekil 4.A,C). Interstisyel dokuda hiyalinizasyon alanlar1 hafif olarak izlenmekteydi ve
iskemi grubunda izledigimiz kanama odaklar1 burada bulunmamaktaydi. (Sekil 4.A,B).
Germinal epiteli olusturan hiicreler arasinda 6deme ragmen, spermatogonyumlarin
yapist normal degerlendirilmekteydi (Sekil 4.A,C). Tiibiillerin Iiimenlerinde olgun

spermatid sayis1 azalmaktaydi (Sekil 4.A, B).

o

Sekil 4.4. iskemi yapilan + Amlodipin 5 mg/kg verilen grubun kesit goriintiileri. Boya:
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. ok: interstisyel bag dokusu, Sg: spermatogonyum,
St: spermatosit.
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Grup 5’ (Testis Iskemi+ Amlodipin 10 mg/kg Grubu) Ait Bulgular: Iskemi
yapilan + Amlodipin 10 mg/kg verilen grubun kesitlerinde seminifer tiibiillerin
sinirlarinda diizensizlik mevcuttu (Sekil 5.A, B). Tibiillerin sinirlarindaki bazal lamina
kalinlig1 incelmisti (Sekil 5.B, C). Bazal lamina iizerine oturan germinal epitelin
kalinlig1 iskemi yapilan ve 5 mg/kg Amlodipin verilen grupla karsilastirdigimizda
artmist1 ve epiteli olusturan hiicreler arasinda 6dem bulgular1 azalmaktayd: (Sekil 5.A,
B, C). Tiibiillerin liimenine baktigimizda burada olgun sperm sayisinin grup 2 ve grup

4e gore hafif arttign goriilmekteydi (Sekil 5.A, B). Interstisyel dokuda hafif

hiyalinizasyon bulgular1 devam etmekteydi. (Sekil 5. A).

Sekil 4.5. iskemi yapilan + Amlodipin 10 mg/kg verilen grubun kesit goriintiileri. Boya:
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. ok basi: hialinizasyon gosteren alanlar.

Grup 6’ya (Testis I/R+ Amlodipin Smg/kg Grubu) Ait Bulgular: Bu grubun
testis kesitlerinde seminifer tiibiillerin smirlarindaki diizensizlik diizelmekteydi,
tiibiillerin bazal membraninin kalinligi normale yakindi. (Sekil 6. A, B,C). Bazal
membrandaki iyilesme bulgular1 iskemi reperfiizyon yapilan grupla kiyasladigimizda
daha belirgindi. Germinal epiteli olusturan hiicreler arasinda hafif 6dem bulgulari
devam etmesine ragmen, tiibiillerin germinal epitelinin kalinlig1 artmaktaydi. Germinal

epitelin kalmligr iskemi yapilan + 5mg/kg amlodipin verilen gruba gore daha iyi
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artmist1. Tiibiillerin liimenleri olgun spermlerin kuyruklar ile dolu gériilmekteydi (Sekil

6. A, B).

Sekil 4.6. Iskemi /reperfiizyon yapilan + Amlodipin 5 mg/kg verilen grubun kesit
goriintiileri. Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. ok: hialinizasyon gosteren
alanlar, ok basi: bazal membran, Sg: spermatogonyum, St: spermatosit.

Grup 7’e (Testis I/R+ Amlodipin 10 mg/kg Grubu) Ait Bulgular: iskemi
reperfiizyon yapilmis ve Amlodipin 10 mg/kg verilmis grubun kesitlerinde seminifer
tiibiillerin yapis1 histolojik olarak normal degerlendirilmekteydi (Sekil 7. A, B).
Tibiillerin bazal membranlar1 normal kalinliktaydi (Sekil 7. B, C). Tiibiil duvarini
olusturan germinal epitelin kalinli§1 da normal olarak degerlendirilmekteydi (Sekil 7. A,
B). Germinal epitelde kalinligindaki artis gr. 6’e gore daha fazlaydi. Epitelin bazal
kompartmanindaki spermatogonyumlar, adliiminal kompartmandaki spermatositler
normal yapida izlenmekteydi. Epiteli olusturan hiicreler arasinda 6dem bulgular1 iskemi
- reperfiizyon yapilan + Amlodipin 5 mg/kg verilen grupla karsilastirdigimizda daha da
azalmaktaydi. Ayni zamanda tiibiillerin liimenleri de sperm hiicrelerinin kuyruklar ile

dolu olarak goriilmekteydi (Sekil 7. A, B).
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Sekil 4.7. Iskemi /reperfiizyon yapilan + Amlodipin 10 mg/kg verilen grubun kesit
goriintiileri. Boya: Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. Ok: dev hiicre formasyonu, Sg:
spermatogonyum, St: spermatosit.

Grup 8’e¢ (Sham+ Amlodipin 10 mg/kg Grubu) Ait Bulgular: Saglikli olup + 10
mg/kg Amlodipin verilen gruba ait testis kesitlerini degerlendirildigimizde seminifer
tiibiiller normal yapida izlenmekteydi. Germinal epitel kalinligi normale yakinken,
tiibiillerin siirlarint olusturan bazal membran da normal olarak goriilmekteydi (Sekil 8.
A, B, C). Bazal kompartmana yerlesmis olan spermatogonyumlar normal yapida
izlenmekteydi (Sekil 8. B, C). Adliiminal kompartmandaki spermatositler ve liimendeki
olgun spermatidler normal olarak goriilmekteydi. Seminifer tiibiillerin liimenleri

spermatidlerin kuyruklari ile dolu idi (Sekil 8. A, B).

Sekil 4.8. Saglikli olup + Amlodipin 10 mg/kg verilen grubun kesit goriintiileri. Boya:
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama. Sg: spermatogonyum, St: spermatosit,
Sp:spermatid
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. SOD, GSH, MDA Analizleri

Tablo 4.1. Rat testis dokusunda 6l¢iilen SOD, GSH ve MDA sonuglari

GSH (nmol/mg MDA (nmol/mg

Gruplar SOD (U/mg protein) protein) protein)

Sham 20.46 = 5.13d 2.15 + 0.49d 146 £ 0.55a
Testis I 1149 £ 2.73ab 1.16 £ 048ab 292 + 1.23c¢,d
Testis I/R 991 + 333a 1.00 £ 0.54a 329 + 0.61d

Testis [+fAML 5 mg/kg 1593 + 410c 153 + 038bec 236 + 094c

Testis I+AML 10 mg/kg  15.87 = 3.4l ¢ 1.73 + 045¢,d 223 + 0.78 b,c

Testis i/R+AML5mg/kg 1333 £ 33%9ab,e 122 £ 028a,b 2.60 £ 0.45¢,d

Testis I/R+AML 10 mg/kg 1427 + 2.01b,e 162 + 029b,c 236 + 04lc

Sham +AML 10 mg/kg 20.75 £ 6.11d 209 £ 0.59¢,d 156 = 041a,b

***Testis 1:Testis Iskemi,  Testis I/R:Testis Iskemi/Reperfiizyon,  Testis I+AMLS:Testis
Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis I+AML 10:Testis Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis I/R+AML
S5:Testis Iskemi Reperfiizyon+Amlodipin 5 mg/kg,  Testis I/R+Amlodipin 10:Testis Iskemi
Reperfiizyon+Amlodipin 10 mg/kg, Sham+AML 10:Sham+Amlodipin 10 mg/kg

Sonuglar One-Way ANOVA testinde Post Hoc Duncan teknigi kullanilarak
yapildi. P< 0.05 anlamli olarak kabul edildi. (Degerler: ORT +SD)

Tablo 4.1°de goriildiigii gibi Sham, Testis Iskemi, Testis Iskemi/Reperfiizyon,
Testis Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis Iskemi+ Amlodipin 10 mg/kg, Testis
Iskemi/Reperfiizyon Amlodipin 5 mg/kg, Testis Iskemi/Reperfiizyon+Amlodipin 10
mg/kg ve Sham+Amlodipin 10 mg/kg deney gruplarindaki SOD seviyeleri sirasi ile
20.46+5.13 U/mg protein, 11.49+2.73 U/mg, 9.914+3.33 U/mg protein, 15.93+4.10 U/
mg, 15.87+3.41 U/mg protein, 13.33+3.39 U/mg protein, 14.274+2.01 U/mg protein ve
20.75+6.11 U/mg protein olarak tespit edildi.

Calismamizin testis iskemi grubundaki SOD aktivitesinde saglikli gruba gore
anlamli derecede azalma gozlendi. Iskemiye bagli olusan hasar1 onlemek icin

uyguladigimiz Iskemi+5 mg/kg Amlodipin ve Iskemi+10 mg/kg Amlodipin gruplarinda

59



ise iskemi kontrol grubuna goére SOD aktivitesinde anlamli derecede diizelme goriildii.
Yine calismamizin testis iskemi ve reperfiizyon olusturulan grubumuzda ise SOD
aktivitesi ciddi sekilde azaldi. Amlodipin S5mg/kg ve 10 mg/kg uyguladigimiz iskemi
reperfiizyon gruplarinda ise bu degerlerin oldukca diizeldigi gézlenmis Amlodipin 10
mg7kg uyguladigimiz grupda anlamh bir diizelme goriilmiistiir. Calismamizda sadece
saglikli Amlodipin uyguladigimiz grubun SOD aktivitesinde herhangi bir degisiklik

gbzlenmedigi kaydedildi.
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Sekil 4.9. Rat testisinde dl¢iilen SOD aktivitesinin grafikle gosterilmesi

**#*Testis 1:Testis Iskemi,  Testis I/R:Testis Iskemi/Reperfiizyon,  Testis I+AMLS:Testis
Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis I+AML 10:Testis Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis I/R+AML
5:Testis Iskemi Reperfiizyon+tAmlodipin 5 mg/kg,  Testis I/R+Amlodipin 10:Testis Iskemi
Reperfiizyon+Amlodipin 10 mg/kg, Sham+AML 10:Sham+Amlodipin 10 mg/kg

*#*]R:Iskemi Reperfiizyon. Ayn1 siitunda aym harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan
¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak dnemli bir fark yoktur .(p<0.05)

GSH sonuglaria baktigimizda ise Tablo 4.1.’de goriildiigii gibi Sham, Testis
Iskemi, Testis Iskemi/Reperfiizyon, Testis Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis
Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis Iskemi/Reperfiizyon Amlodipin 5 mg/kg, Testis
Iskemi/Reperfiizyon+Amlodipin 10 mg/kg ve Sham+Amlodipin 10 mg/kg deney
gruplarindaki GSH seviyelerinin siras1 ile 2.15+£0.49 nmol/mg protein, 1.161+0.48
nmol/mg protein, 1.00+0.54 nmol/mg protein, 1.53+0.38 nmol/mg protein, 1.73+0.45
nmol/mg protein, 1.224+0.28 nmol/mg protein, 1.62+0.29 nmol/mg protein ve
2.09+0.59 nmol/mg protein olarak tespit edildigi gézlendi.
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Calismamizda testis iskemi grubunda saglikli gruba gore anlamli derece de
azalma gozlendi. iskemiyi 6nlemek igin uyguladigimiz Amlodipin 5 mg/kg ve 10 mg/kg
gruplarinda ise iskemi kontrol grubuna gére GSH aktivitelerinde anlamli derecede
diizelme gériildii. Yine ¢alismamizin testis iskemi+Reperfiizyon olusturulan gruplarinda
ise saglikli gruba gére GSH seviyesindeki anlamli bir sekilde azalma goriilmiis olup 10
mg/kg dozda amlodipin uygulanan grupta ise bu diisiis anlamli bir sekilde diizelmistir.
Ayrica SagliklitAmlodipin uyguladigimiz grubumuzdaki GSH aktivitesinde saglikli
gruba gore herhangi bir degisiklik gdzlenmedigi yani bu gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edildi.
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Sekil 4.10. Rat testisinde 6l¢iilen GSH seviyesinin grafikle gosterilmesi

**#*Testis 1:Testis Iskemi,  Testis I/R:Testis Iskemi/Reperfiizyon,  Testis I[+AMLS:Testis
Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis I+AML 10:Testis Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis I/R+AML
S5:Testis Iskemi Reperfiizyon+Amlodipin 5 mg/kg,  Testis I/R+Amlodipin 10:Testis Iskemi
Reperfiizyon+Amlodipin 10 mg/kg, Sham+AML 10:Sham+Amlodipin 10 mg/kg

*#*[R:[skemi Reperfiizyon.Aym siitunda ayni harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan
¢oklu kargilagtirma testine gore istatistiksel olarak dnemli bir fark yoktur .(p<0.05)

Son olarak MDA seviyelerine baktigimizda Tablo 4.1°de goriildiigli gibi Sham,

Testis Iskemi, Testis Iskemi/Reperfiizyon, Testis Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis
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Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis Iskemi/Reperfiizyon+Amlodipin5 mg/kg, Testis
Iskemi/Reperfiizyon+Amlodipin 10 mg/kg ve Sham+Amlodipin 10 mg/kg deney
gruplarindaki MDA seviyelerinin siras1 ile 1.46+0.55 nmol/mg protein, 2.92+1.23
nmol/mg protein, 3.2940.61 nmol/mg protein, 2.36+0.94 nmol/mg protein, 2.231+0.78
nmol/mg protein, 2.60+0.45 nmol/mg protein, 2.36+0.41 nmol/mg protein ve
1.56+0.41 nmol/mg protein olarak tespit edildigi gézlendi.

Calismamizda testis iskemi ve testis iskemi+reperfiizyon gruplarinda MDA
seviyelerinin Onemli derecede arttigi gozlendi. Amlodipin uygulanan testis iskemi
gruplarinda testis iskemi grubuna goére anlamli bir fark olmadig1 gozlendi. I/R Tedavi
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gdzlenmemesine ragmen MDA
seviyeleri acisindan en fazla diizelme Amlodipin 10 mg/kg+iskemi+reperfiizyon
grubuna aittir. Amlodipin 10 mg/kg dozda uygulanan testis iskemitreperflizyon
grubunda ise MDA seviyelerinin anlamli olarak diismiis oldugu gozlendi. MDA
seviyeleri agisindan en iyi iyilesme Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg ve IR+Amlodipin 10
mg/kg gruplarinda olmustur. Ve bu iki grup arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark

yoktur.
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Sekil 4.11. Rat testisinde 6l¢iilen MDA seviyesinin grafikle gosterilmesi

#**Testis I:Testis Iskemi,  Testis I/R:Testis Iskemi/Reperfiizyon,  Testis I+AMLS:Testis
Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis I+AML 10:Testis iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis I/R+AML
5:Testis Iskemi Reperfiizyon+Amlodipin 5 mg/kg,  Testis I/R+Amlodipin 10:Testis Iskemi
ReperfiizyontAmlodipin 10 mg/kg, Sham+AML 10:Sham+Amlodipin 10 mg/kg

**#*[R:Iskemi Reperfiizyon.Ayn1 siitunda aym harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan
coklu kargilastirma testine gore istatistiksel olarak dnemli bir fark yoktur .(p<0.05)

4.3. Molekiiler Calismalar

4.3.1. TNF-a mRNA Ekspresyonu Analizi

mRNA ekspresyonu kantitatif gercek zamanli PCR analizi ile tespit edilmistir. -
aktin geni referans olarak kullanilmistir. Goreceli kat kontrol hayvanlart ile
karsilastirildiginda, sonuglar ifade edilmektedir. Malzeme ve Metotlar kisminda tarif
-AACT

edildigi gibi gene 06zgii problar kullanmilmistir. Goreli ekspresyon seviyeleri

yontemi ile hesaplanmigtir. Degerler anlamina £S.D. temsil *** p <0.0001.
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Sekil 4.12. Rat testisinde 6l¢iilen TNF-a seviyesinin grafikle gésterilmesi

***Testis 1:Testis Iskemi,  Testis I/R:Testis Iskemi/Reperfiizyon,  Testis I+AMLS:Testis
Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis I+AML 10:Testis Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis I/R+AML
5:Testis Iskemi Reperfiizyon+Amlodipin 5 mg/kg,  Testis I/R+Amlodipin 10:Testis Iskemi
ReperfiizyontAmlodipin 10 mg/kg, Sham+AML 10:Sham+Amlodipin 10 mg/kg

Calismamizdaki Tnf-o degerleri sirasiyla Sham grubunda 1.10+0.51 olarak,
Testis Iskemi grubunda 6.57+0.61 olarak, Testis Iskemi+Reperfiizyon grubunda 14.14+
2.98 olarak Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg grubunda 1.98+ 0.650larak, Iskemi+Amlodipin
10 mg/kg 2.65+ 0.79 olarak, IR+Amlodipin 5 mg/kg 6.24+ 1.53 olarak, IR+Amlodipin
10 mg/kg 1.601+0.52 olarak, Sham+Amlodipin 10 mg/kg 1.94 + 0.34 olarak 6l¢iildii.
TNF-a. mRNA Ekspesyonu degerinin Sham grubuna goére Testis Iskemi grubunda 6 kat
arttigl gozlendi. Amlodipin 5 ve 10 mg/kg iskemi ile artmis olan TNF-o degerini
kontrol grubuna yakin sekilde azaltmistir. IR grubundaki TNF-o degerinin Sham
grubuna gore yaklasik olarak 14 kat arttig1 tesbit edildi. IR’ye Amlodipinin 5 ve 10
mg/kg dozlarda uygulanmasi ile artmis olan TNF-o degerini azalttig1 belirlendi. Sham
grubuna uygulanan amlodipinin 10 mg/kg dozunun TNF-a mRNA ekspreyonu higbir

sekilde degistirmedigi goriildii. TNF-a seviyelerini inceledigimizde hem iskemi hem de
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iskemi reperfiizyonda artmis olan TNF-a seviyeleri en iyt 10 mg/kg dozunda amlodipin

uygulamasinin diizelttigi belirlendi.

TGF-p mRNA Ekspresyonu Analizi
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Sekil 4.13. Rat testisinde dl¢lilen TGF-f seviyesinin grafikle gosterilmesi

***Testis 1:Testis Iskemi,  Testis I/R:Testis Iskemi/Reperfiizyon,  Testis I+AMLS:Testis
Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg, Testis I+AML 10:Testis Iskemi+Amlodipin 10 mg/kg, Testis I/R+AML
5:Testis Iskemi Reperfiizyon+Amlodipin 5 mg/kg,  Testis I/R+Amlodipin 10:Testis Iskemi
ReperfiizyontAmlodipin 10 mg/kg, Sham+AML 10:Sham+Amlodipin 10 mg/kg

Calismamizdaki TGF-B mRNA ekspresyonu degerleri sirastyla Sham grubunda
1.0040.03  olarak, Testis Iskemi grubunda 2.1840.20 olarak, Testis
Iskemi+Reperfiizyon grubunda ise 4.0740.19, Iskemi+Amlodipin 5 mg/kg
1.2340.45,iskemi+Amlodipin 10 mg/kg grubunda 0.9740.20 ,IR+Amlodipin 5 mg/kg
grubunda 2.3940.94, IR+Amlodipin 10 mg/kg grubunda 0.83+0.19 olarak ve son
grubumuz olan Sham+Amlodipin 10 mg/kg grubunda ise 0.91+0.09 olarak 6Slgiildii.
TGF-B mRNA ekspresyonu degerinin Sham grubuna gére Testis Iskemi grubunda
yaklasik olarak 2,5 kat arttig1 gdzlendi. Iskemi de kontrol grubuna gére artmis olan

TGF-p seviyeleri iskemi lizerine uygulanan 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlardaki Amlodipin
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ile anlamli derecede azaltilmistir. IR grubundaki TGF- mRNA ekspresyonu degerinin
ise Sham grubuna gore yaklasik olarak 4 kat arttigi, Amlodipin 5 mg/kg ve 10 mg/kg ile
artmis olan TGF-B degerini azalttig1 belirlendi. Sham grubuna uygulanan Amlodipin 10
mg/kg dozunun TGF-f mRNA ekspresyonunu hicbir sekilde degistirmedigi gézlendi.
Bu degerlere gore hem iskemi hem de IR grubunda TGF- degerini Sham grubu

seviyesine en fazla azaltan Amlodipin dozunun 10 mg/kg oldugu belirlendi.
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu, erkeklerde, 6zellikle geng yastaki ¢ocuklarda, testisin iskemik
kalmasina neden olabilen iirolojik bir acildir. Testis torsiyonuna bagli olusan gecici
iskemi, testiste kalic1 hasar yapabilir ve sonugcta testis atrofisi gelisebilir. Bu durumda
bazen tek veya cift tarafli testis kaybi gerceklesebilmektedir.'™ Testikiiler torsiyon-
detorsiyon (T/D) nedeniyle olusan iskemi ve reperfiizyon (I/R) testikiiler hasara neden
olmaktadir.®

Iskemik dokularda yapilmasi gereken en temel islem canlilig1 tekrar saglamak
icin reperflizyonun saglanmasidir. Bu nedenle testis torsiyonu teshis edildikten hemen
sonra hi¢ vakit kaybetmeden mutlaka miidahale edilmesi gerekli olacaktir.”®

Testis torsiyonu doku hipoksisine, bu ise germinal hiicre nekrozu ile fertilitede
azalma ya da infertiliteye neden olur.” Testis torsiyonu olustugunda vendz akisin
bozulmasi kan akiminin azalmasina ve diger dokularda oldugu gibi bunun sonucunda da
testisde hipoksiye neden olur. Deneysel calismalarda germ hiicrelerinin testikiiler
iskemiye en duyarli hiicreler oldugu gosterilmistir.” Germ hiicre 6limii iskemi
sirasinda oksijen miktarinin metabolik ihtiyaglara oranla diisiik seviyede olmasina bagl
olarak, hiicresel enerji depolarindaki azalma ve toksik metabolitlerin birikimi
sonucunda gerg:eklesir.8

Sigan testisleri ile yapilan deneysel calismalarda testikiiler torsiyon ve de-
torsiyonun ayni taraf testisinde torsiyonun derecesi ve siiresi ile iligkili olarak testisin
fonksiyonunun bozulmasina ve bunun sonucunda da atrofiye neden oldugu
bilinmektedir.'*®

Deneysel ¢aligmalarda arteryel tikanikta iki saat, vendz tikaniklikta ise alt1 saat
icinde testis nekrozu gelistigi gosterilmistir.*” Bulgularin ortaya ¢ikmasi sonrasinda ilk

12 saat i¢inde tedavi edilmeyen olgularda testisin kayb1 s6z konusu olabilmektedir.”
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Testisin donme sayis1 ve torsiyon siiresiyle iligkili olan ve testis torsiyonu
sonucunda olusan iskemik hasarin yapilan deneysel c¢alismalardaki 720° testis
torsiyonunda kan akimimin geri donilisimsiiz olarak kesildigi ve tam bir iskemi
olustugunu géstermistir.** Bununla birlikte testis torsiyonlarinin genellikle 360° ile 720°
arasinda uygulanarak deneyel calismalara yon verildigi tespit edilmistir.* Ayrica sol
testisin sag testise oranla daha uzun bir spermatik korda sahip olmasindan dolay1 sol
testis torsiyonunun sag testise gore daha sik goriildiigii bildirilmistir.>>

Turner ¥ yaptig1 ¢alismada ratlarin testisinde longitudinal aks1 boyunca 180°,
360° ve 720° torsiyon uygulamistir. Torsiyon olan testisi ise sirastyla 1, 2 ve 4 saat
sonra detorsiyone etmistir. Sonug olarak ise 360° ve bir saatlik torsiyonun yalnizca akut
vaskiiler degisimlere yol agtigini, 720° ve dort saatlik torsiyonun ise tam iskemiyle
sonuc¢landigini saptamistir. Tiim bu bilgiler 1s181nda testis torsiyonu, olusum siiresi, ve
olustugu tarafa gore bir¢ok komplikasyonlara neden olmaktadir. Tek tedavinin
giinimiizde cerrahi olmasi nedeniyle cerrahiye alim siiresi ve tanida gegen zaman
kaybin1 dnlemek ve bu silirede doku hasarini 6nlemek igin litaratiirde bir¢ok klinik ve

190-192
deneysel c¢alisma mevcuttur.’® 70

Biz de bu calismamizda klinikte olusan testis
torsiyonuna engok benzeyen sol testis torsiyonu ve 2 saat iskemi ve sonrasi 2 saat
detorsiyone ederek amlodipinin etkilerini inceledik.

Iskemi ve reperfiizyona bagh asir1 miktarda reaktif oksijen meydana gelir. Asir1
miktarda artan bu reaktif oksijenler, hiicresel DNA hasar1 olusturarak hiicre
membranlar1 ile dokulari arasinda lipid peroksidasyonuna neden olurlar.” Lipid
peroksidasyonu sonrasinda membran gegirgenligi degiserek, membrana bagli enzimler

192

azalmakta ve bunun sonucunda protein sentezi inhibe olmaktadir. ™~ Reperflizyon

sonrast olusan serbest oksijen radikalleri reperfiizyon hasarindan sorumlu
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tutulmaktadir.”® ® Literatiirde bulunan bircok caligmada reaktif oksijen tiirlerinin rat
testislerinde torsiyon sonrasi olusan I/R’a olan etkileri gosterilmistir.

Testis torsiyonunda iskemi kan akiminin azalmasi ile olusur ve bunun sonucunda
da ATP azalir. Hiicre, azalan bu enerji ihtiyacini, en az enerji yiikli olan AMP’ yi
kullanarak karsilamaya c¢alisir. AMP yikim iriinleri ise; adenozin, inozin ve
hipoksantindir.'”® Reperfiizyonla ATP yikim iiriinii hipoksantin oksijen sayesinde ve
ksantin oksidaz varliginda iirik aside doniisiir. Bu doniisimiin meydana gelmesi
sirasinda ciddi miktarda serbest oksijen radikalleri olusur. Lipid peroksidleri ise
SOR’un hiicre membranindaki lipidlerle reaksiyona girmesi ile olusmaktadir. Boylece
olusan bu lipid peroksidler membran gegirgenliginde degisim yaratmaktadir. Bundan
dolay1 serbest radikaller mikrosirkiilasyonu durdurmalarindan dolayli reperfiizyon
hasarimdan sorumlu tutulmaktadr.'**

Yapilan caligmalarda iskemi reperflizyon hasarina bagl gelisen patolojik
durumlarin en Onemli belirleyicileri; antioksidan enzim aktiviteleri, enflamatuar
sitokinler ve ajanlarin seviyeleri, histopatolojik inceleme ve lipid peroksidasyonun son
tirtinlerinden olan malondialdehit gibi enzimatik olmayan oksidanlarin seviyeleri oldugu
goriilmektedir. Bu parametrelerle amlodipinin testikiiler iskemi ve reperflizyon
hasarinda nasil etkili olabilecegi hakkinda bilgi vermek yararli olacaktir. Kalsiyum
kanal blokerlerinin kimyasal yapilarina gore dihidropridin (DHP) grubu igerisinde
bulunan amlodipin ¢abuk etki gosteren ve “etkin olan antihipertansif bir ilag oldugu ve
ayrica giiclii antioksidan o6zelliginde oldugundan dolayr vaskiiler iskemilere bagl
gelisen organ hasarlarimin azalmasma sebep olmaktadir.'” Antioksidanlar iskemi ve
reperfiizyon sirasinda artan radikallerin viicudumuz tarafindan siipiiriillmesini
saglamaktadir. Yapilan caligmalarda 6zellikle iskemi reperfiizyon hasarina baglh olarak

azalan antioksidanlar ile doku hasari arasinda direkt iliski gosterilmistir."
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Tim bu bilgilerden yola ¢ikarak amlodipin uygulamasinin testikiiler iskemi
reperfiizyon hasarindaki muhtemel etkilerini Lipid peroksidasyonun son {iriinii olan
MDA f{izerinden inceledik. MDA hiicre zarindan kolay diflize olur ve hiicre i¢inde
lipofuksin  seklinde sitoplazmada birikir.*’ MDA membran bilesenlerinin
polimerizasyonuna ve capraz bag yapmalarina yol agtiklarindan dolay1 iskemi ve
reperfiizyonda membran yuzeyinin durumunu, enzim aktivitesini, iyon transportunu
etkileyebilirler.*® Bu durumun MDA’ in iskemi reperfiizyon hasari gelisen birgok

calismada dokularda artig gdsterdigi belirtilmistir.®

Bizim c¢aligmamizda da testis
iskemi ve testis iskemi+reperfiizyon gruplarinda MDA seviyelerinin sham grubuna gore
istatistiksel olarak onemli derecede arttigini ve daha sonra ise tedavi edici olarak
diistindiigiimiiz bir kalsiyum kanal blokeri olan amlodipin gruplarinda ise doza bagh
olarak MDA seviyelerinde Testis I ve Testis I/R gruplarina gore anlamli bir diisiis
oldugunu tespit ettik. Bunlar sonuglar ise bize Amlodipinin iskemi reperflizyon
hasarinda koruyucu etkilerinin olabilecegini gostermektedir.

Ugiincii nesil dihidropridin tiirevi olan amlodipinin antihipertansif etkisi disinda
antioksidan aktivitesi, lipid peroksidasyonunun inhibiyonu, nitrik oksit iiretiminin
artirtlmasi, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunun azaltilmasi ve siiperoksit
dismutaz (SOD) seviyesinin korunmasi gibi 6zelliklerinin de oldugu bildirilmistir."?

Hiicreleri siiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi korumak SOD’un
fizyolojik gorevidir. SOD enzimi siiperoksit radikalini hidrojen perokside indirgeyerek
radikalin zararl etkilerini azaltir.'” Yapilan literatiir ¢alismalarinda testis torsiyonu ve
detorsiyonuna bagli olarak SOD seviyesinin azaldigi gosterilmistir.'** '*” Kendi
calismamizda da testis dokusundaki SOD seviyesini inceledik. Yaptigimiz bu

incelemeye gore iskemi ve iskemi reperfiizyon gruplarinda SOD seviyesinin sham

grubuna gore anlamli derecede diistiiglini ve buna karsilik amlodipinli tedavi
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gruplarinda ise doza bagl olarak SOD seviyesinin arttifin1 saptamis olduk. Bizim
calismamizda oldugu gibi yapilan diger ¢alismalarda da benzer olarak yapilan fakat
farkli dokulara uygulanan iskemi ve reperfiizyon modellerinde bizim c¢aligsmamizda ki
gibi Amlodipin’in iskemi ve iskemi reperfiizyon gruplarinda SOD seviyesini arttirdigi
gosterilmistir.”* %7

Yaptigimiz ¢alismada arastirdigimiz diger bir antioksidan parametresi ise GSH
tir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona giren GSH oksidatif stres hasarina
kars1 hiicreleri korur. Ayrica yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin
membranlardan transportunu saglar. Lokositleri ve eritrositleri oksidatif strese karsi
korumada hayati 6neme sahiptir. Yapilan ¢alismalarda testis torsiyon ve detorsiyonuna
bagli olarak GSH seviyesi olduk¢a dilsmektedir. '** '

Bizim ¢aligmamizda da iskemi ve reperfiizyon gruplarinda GSH seviyelerinin
Sham grubuna gore anlamli derecede diistiiglinli ve bununla birlikte amlodipin ile tedavi
ettigimiz doza bagli gruplarda ise bu seviyenin arttigin1 gosterdik. Amlodipinin
etkilerinin benzer sekilde sonug¢landigi ¢aligmalardan biri de Coskun ve arkadaslarinin
18 tavsanlardaki intestinal I/R’inda GSH seviyesinin anlamli sekilde arttig1 gostermistir.
Bu c¢aligmaya benzer olarak diger deneysel ¢alismalarda da bir¢ok dokuda 6zellikle

- 14 1 i 1
beyin'®, kalp ve karaciger'®

dokularinda olusturulan I/R hasarinda amlodipinin
koruyucu etkisinin oldugunu gosterilmistir.

Tiim bu verilerden elde edilen sonuglar 1s18inda testiste I/R ile olusan testikiiler
hasarda amlodipin’in sistemik uygulamasinin oksidan ve antioksidan denge acisindan
diizeltici etkisinin oldugu ortaya konulmustur.

I/R hasarinda bozulmus oksidant antioksidant denge haricinde ayrica artan bir

sitokin salinimida bulunmaktadir. Bu artan sitokinler igerisinde en dnemli sitokinlerden

biri de TNF-a’dir. TNF, damar diiz kaslarim1 gevseterek kan basincini ve doku
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perfiizyonunu azaltir. TNF bu etkileri, diiz kas hiicrelerine direkt etki ederek ve damar
endotel hiicreleri tarafindan salgilanan prostasiklin ve NO gibi damar genisleticileri
uyararak indirekt yoldan yapar.'' NO ise doku hasari ile sonuclanan oksidatif stres ile
inaktive edilir ve amlodipin sayesinde oksidadif stresi bastirr.'® 7

TNF-a, reperfiizyon sonrasi, dogal immiiniteye aracilik eden bir sitokindir.'”’

Antagonistler kullanilarak, TNF-o. nin vaskiiler yaralanmaya katkida bulundugu ve
endotel adhezyon molekiillerini arttirdig1 gosterilmistir,'> '*°

TNF-o’ nin testis I/R hasarindaki roliinii tespit etmek i¢in testisin i¢ine enjekte
edildigi bir calismada, enjeksiyon sonrasi testis endotelyal hiicrelerindeki sinyal
yolaklarinin (JNK) aktive oldugu ve E-selectin salinimina yol agarak nétrofil gociiniin
oldugu, ROS miktarinda artig ve sonugta germ hiicre apoptozisinin olustugu

2 Hutson ve arkadaslari dagilmis sigan testis makrofajlari {izerinde

gosterilmistir.
yaptig1 ilk ¢alismalarda TNF-o aktivitesini bulmuslardir.**

TGF-B ailesi, yapisal olarak iliskili ¢ok sayida polipeptid biiyiime faktorleri
icerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, motilitesi, adezyonu ve
oliimii gibi hiicresel siiregleri diizenleme yetenegine sahiptir.'"® TGF-B’nin fizyolojik
homeostazisin regiilasyonunda 6nemli gorevleri bulunmaktadir. TGF-f aktivitesindeki
bozukluk yumurtalik kanseri," pankreas kanseri *° gibi durumlarda rol oynar. TGF-
B’min aym zamanda kemik defektlerinin iyilesmesinde énemli rolleri vardir.>* '*> Bu
tyilestirici ozellikleri 6zellikle iskemi reperfiizyon hasarinda da goriilmektedir. Rat ve
tavsan modellerinde olusturulan inmede TGF uygulanmasi infarkt alanlarmi
azaltmustir.”!

Bizde ¢alismamizda TNF-a ve TGF- seviyelerini molekiiler diizeyde inceledik.

Calismamizin iskemi ve reperfiizyon gruplarinda bu seviyelerin asir1 derecede arttigini

gosterdik. Bu da bize literatiir 1s18inda TNF-o ve TGF-f’ 1n testis hasarinda onemli
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rolleri oldugunu gostermektedir. Amlodipin uygulanan tedavi gruplarinda TNF-a ve
TGF-B seviyelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldigini gosterdik.

Calismamizda son olarak iskemi ve reperfiizyona baglh gelisen organ hasarin
histopatolojik olarak degerlendirdik. Bizim ¢alismamizda iskemi ve iskemi/reperfiizyon
grubunda seminifer tiibiillerin smirlarimin bozuldugu, germinal epitel kalinliginin
oldukca azaldigi ve bazal membranda kalinlagsma ile birlikte germinal epitel-bazal
membran arasinda saglikli grupta goézlenmeyen kan hiicreleri goézlenmistir. Yapilan
tedavi gruplarinda ise Amlodipin 5 mg/kg dozunda histopatolojik olarak kismi bir
iyilesme gostermektedir. Buna karsin 10mg/kg dozunda ise germinal epitelin kalinlig1
saglikli gruba nazaran azalmis olarak gozlenmekte, fakat seminifer tiibiillerin limeninde
olgun sprematid sayis1 artmaktaydi. Bu artig 6zellikle iskemi yapilan ve Amlodipin 5
mg/kg verilen gruba goére Onemli oldugu gosterilmistir. I/R+10 mg/kg amlodipin
uygulanan gruplardaki sigan testislerinin histolojik yapilar1 saglikli gruptaki sican
testislerine benzer idi. Calismamizdaki Amlodipin’ in histopatolojik etkilerini destekler
nitelikte pek ¢ok calisma mevcuttur. Ozellikle rat overindeki iskemi-reperfuzyon (I/R)
deneysel modelinde amlodipin’in histopatolojik olarak etkinligi gosterilmistir."”” Ayrica
Cosentino ve ark." testislere farkli siireler seklinde uyguladiklar1 amlodipinin torsiyon

sonrasinda etkisini histopatolojik olarak incelemislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak c¢alismamizda, amlodipin’ in testis torsiyonu hasar1 iizerinde
koruyucu etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir. Deneysel olarak olusturulan testis
hasarinda amlodipin’ in uygulanmasi1 bu hasara karsi ilk olarak serbest radikallerin
seviyelerinin azalmasina ve SOD ve GSH gibi antioksidanlarin artisina neden olarak
testis hasarina bagli gelisen oksidan/antioksidan dengeyi olumlu yonde etkiledigini
gordiik. Ayrica TNF-o gibi enflamatuar sitokin ile TGF-B’nin da expresyonlarini
olumlu yonde diizelterek enflamasyona bagli gelisen doku hasarinin siddetlenmesini
Onledigini gosterdik. Son olarak da tiim bu bulgular1 histopatolojik olarak dokudaki
hasarin diizelmesini gostererek katki sagladigini destekledik. Bu sonuglar, deneysel
olarak ratlarda olusturdugumuz testis torsiyonu hasarinda amlodipin’in gelecekte

tedavide umut verici katkisinin olabilecegini gostermektedir.
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