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Sican Testis Torsiyon-Detorsiyon Modelinde Etil Piriivat Etkisinin incelenmesi

Asli Celik, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Bilimi Anabilim Dali, 35340, Inciralt, Izmir

OZET

Bu calismada, sicanlarda testikiiler iskemi/reperfiizyon (I/R) (torsiyon-detorsiyon)
hasarinda etil piriivat (EP)’1n etkisi arastirildi. Eriskin Wistar erkek si¢anlar 4 gruba ayrildi:
Sham (n=7), I/R+Serum fizyolojik (SF) (n=7), I/R+EP (n=7), EP+I/R (n=7). Sicanlarda
testikiiler I/R hasari, sol testisleri (ipsilateral) 720° torsiyone edilerek 1 saat siireyle iskemisi,
sonrasinda 720° detorsiyone edilerek 4 saat boyunca reperfiizyonu ile olusturuldu. EP (50
mg/kg), EP+I/R ve I/R+EP grubundaki sicanlara, sirasiyla iskemiden 30 dakika énce ve
reperfiizyonun 30. dakikasinda intraperitoneal olarak injekte edildi. Reperfiizyon sonunda tiim
sicanlarin, sag ve sol testisleri eksize edilerek, biyokimyasal ve histolojik olarak incelendi.
Malondialdehit (MDA) diizeyleri agisindan incelendiginde; sol testiste (ipsilateral) gruplar
arasinda anlamhi bir fark bulunmazken (p>0.05), sag testiste (kontralateral) fark gozlendi
(p<0.05). Sol testis I/R (ipsilateral) hasar1, sag testiste (kontralateral) MDA diizeyini yiikselti
(p<0.05). EP uygulamast MDA diizeylerini etkilemedi (p>0.05). Histolojik skorlamaya gore
(Johnsen skorlamasi) ise; sol testis I/R uygulamasi, hem sol (ipsilateral) hem de sag
(kontralateral) testikiiler dokularda hasar olusturdu (p<0.001). EP, iskemiden dnce uygulanan
grupta sol testis dokusunda hasari azalttigi gozlenirken (p<0.001), sag testiste herhangi bir
degisiklik olusturmadigi saptandi (p>0.05). Sonu¢ olarak, EP sicanlarda I/R’ye bagh

testikiiler doku hasarin1 koruyucu etkisi ile azaltir.

Anahtar Sozciikler: etil piriivat, iskemi-reperfiizyon hasari, testis, sigan



Investigation of the Effects of Ethyl Pyruvate in Rat Model of Testicular Torsion-
Detorsion

Asli Celik, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, Department of Laboratory

Animal Science, 35340, Inciralti, Izmir

ABSTRACT

In this study, the effect of ethyl pyruvate (EP) in rat model of testicular
ischemia/reperfusion (I/R) (torsion-detorsion) injury was investigated. Adult male Wistar rats
were divided into 4 groups: Sham (n=7), I/R+Saline (n=7), I/R+EP (n=7) and EP+I/R (n=7).
In rats that underwent I/R, left testes (ipsilateral) were rotated 720° for 1 hour (ischemia), and
then rotated back (detorsion) for 4 hours (reperfusion). To rats in EP+I/R and I/R+EP groups,
EP (50 mg/kg) was intraperitoneally injected 30 minute before ischemia or 30 minute after
reperfusion, respectively. At the end of reperfusion, right and left testes of all rats were
excised and evaluated by biochemical and histological analyses. In terms of
malonedialdenyde (MDA) levels, there was not any significant difference among left
(ipsilateral) testes (p>0.05), whereas there was significant difference among right
(contralateral) testes (p<0.05). Left testes I/R injury elevated MDA levels in right testes
(p<0.05). However, administration of EP did not affect MDA levels in both right and left
testes (p>0.05). Histological scoring (Johnsen’s scoring) showed that left testes exposed to I/R
caused damage in both left (ipsilateral) and right (contralateral) testicular tissues (p<0.001).
Administration of EP before ischemia caused significant decrease in damage in left testes
(p<0.001); however, no significant change in right testes was observed (p>0.05). In
conclusion, EP decreases testicular tissue injury against I/R thanks to its protective effect in

rats.

Keywords: ethyl pyruvate, ischemia-reperfusion injury, testis, rat



1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, bir ptht1 veya mekanik etkenle kan akiminin azalmasi veya kesilmesine bagl
olarak dokunun yetersiz perfiizyonu sonucu dokunun oksijenden ve diger besin 6gelerinden
yoksun olmasidir. Iskemik dokuda toksik metabolitlerin temizlenmesi ve hiicrelerin
yenilenmesi i¢in dokuya tekrar kan akimimin saglanmasi gerekir. Doku kanlanmasinin
ilaglarla veya mekanik miidahalelerle yeniden saglanmasina ise reperfiizyon denmektedir.
Dokularda iskemiye bagli olusan hasarin, paradoksal olarak, reperfiizyon ile artarak devam
ettigi bilinen bir fenomendir (reperfiizyon hasart). Reperfiizyon hasar mekanizmasinda,
serbest oksijen radikalleri (SOR), polimorf niiveli 16kositler, kompleman sistemi ve endotel

hiicreleri olmak {izere baglica dort faktor 6nemli rol oynamaktadir.

Testis torsiyonu, her yasta gozlenebilen, 6zellikle puberte doneminde yaygin goriilen,
torsiyonun derecesi ve siiresi arttikga testikiiler fonksiyonlarda bozulmaya sebep olan acil
tirolojik problemdir. Testis torsiyonuna hemen miidahale edilmedigi takdirde subfertiliteye ve
testikiiler atrofiye neden olabilmektedir. Testiste torsiyon gergeklesmesi durumunda iskemik
hasar, torsiyon giderilmesi (detorsiyon), yani reperfiizyon ile de iskemi-reperfiizyon (I/R)
hasar1 olusmaktadir. Testikiiler I/R hasarinda, SOR’un olduk¢a 6nemli rol oynadig
gosterilmistir. SOR vasitasiyla olan lipid peroksidasyonu, hiicre membran gegirgenliginde
artisa neden olur ve hiicre hasar1 gergeklesir. Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunda
son {iriindiir ve oksidatif hasarm diizeyini gdstermede kullanilir. Birgok arastirmada testis I/R
hasarina bagl olarak dokuda MDA artis1 oldugu saptanmistir. Testiste ve diger organlarda
(kalp, akciger, bobrek, barsak, ekstremite vs.) gergeklesen I/R hasarmmn antioksidan ilaglarla
diizeltilebildigi bircok arastirmada rapor edilmistir. Ozellikle giiclii SOR azaltic1 ilaglarin I/R
hasarmnda oldukga etkili oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla I/R hasarmin 6nlenmesi ve
tedavisinde daha giiglii ilaglara gereksinim vardir. Bu tiir ilaglarin insanlarda kullanimindan

once in vivo deneylerle, etkileri dogrulanmasi gereklidir.

Piriivat, pirtivat kinaz enzim katalizi ile olusan glikolitik yolun son iiriintidiir. Piriivat,
ortamin oksijenizasyon derecesine, dokunun mitokondrisi olup olmamasi gibi faktdrlere bagli,

farkli reaksiyonlarda gorev almaktadir. Pirlivatin alfa-keto karboksilat yapisi, molekiile



antioksidan oOzelligi kazandirir; peroksidaz ve peroksinitriti (ONOO -) notralize eder.
Ozellikle SOR siipiiriiciisii (scavenger) olarak islev yapmaktadir.

Piriivatin deneysel olarak olusturulmus birgok hasar mekanizmasinda tedavi edici
ozelliginin oldugu bulunmustur. Ayrica kalp, karaciger, barsak gibi organlarda olusturulan I/R
hasarinda da etkili oldugu gozlenmistir. Bu bulgulara ragmen, piriivat’in sulu ¢ozeltilerdeki
zaylf stabilitesi terapotik ajan olarak kullanimimi kisitlamaktadir. Bu nedenle, deneysel
caligmalarda onun etil esteri olan etil piriivat (EP) kullanilmaktadir. EP’nin bir¢ok deneysel
arastirmada antioksidan ve antiinflamatuvar etkililigi gosterilmistir. EP aktif bir SOR
temizleyicisidir. EP, proinflammatuvar medyatorlerin (High Mobility Group Box -1 (HMGB-
1), tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), siklooksigenaz-2, interlokin-6 (IL-6) gibi) olusumunu
azaltarak antiinflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir. EP’nin kalp, bagirsak, akciger,
karaciger gibi birgok organda I/R’ye bagl olarak gerceklesen hasarda etkili oldugu

bulunmustur.

Calismamizda sicanlarda testikiiler I/R (torsiyon-detorsiyon) hasarinda EP’nin koruyucu
ve tedavi edici etkisinin olup olmadigmi biyokimyasal ve histolojik olarak arastirmayi

amagladik.

H1: Etil piriivat testis torsiyonunda olusan iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyucu

veya tedavi edicidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis

Testis, erkek lireme hiicrelerini tasiyan organdir. Testis, funikulus spermatikus’a asili
olarak inguinal bolgeye yerlesik, skrotum i¢inde bulunan bir ¢ift organdir. Eriskinde yaklasik
4x3x2.5 cm. boyutlarindadir (1).

Skrotum, testis ve funikulus spermatikus’un iginde bulundugu torbadir. Skrotum,
testisleri muhafaza etmekle beraber, muskulus kremaster kasinin kasilip gevsemesiyle de
testislerin belirli bir 1sida kalmasini da saglarlar. Skrotum, bir septumla ikiye ayrilmistir.
Skrotumun yapisinda katmanlar bulunmaktadir. Bu katmanlar distan ice dogru; Kutis, tunika
dartos, fasia spermatika eksterna, fasia kremasterika, fasia spermatika interna, lamina

parietalis.

Testis, lamina viseralis, tunika albuginea ve tunika vaskuloza olmak tizere ii¢ tabaka ile
sarihidir. Fasia spermatika interna’ya yapisan lamina parietalis ve testisi saran lamina viseralis
yapraklaria tunika vajinalis testis denir. Tunika vajinalis testis’in lamina viseralis’ini saran
katman ise tunika albuginea’dir. Tunika albuginea, testisi saran fibréz yapida mavimsi-beyaz
renkli tabakadir. Tunika albuginea, testis i¢erisine dogru kivrim yapar ve mediastinum testisi
olusmaktadir. Mediastinum testis yarim bdlme seklinde bir yap1 olup, damar ve kanallarin
girip ¢iktigr alandir. Ayrica bu boliimde septula testis denilen bolmeler mevcuttur. Fibroz
yapidaki septalar testisi yaklagik 250 adet, piramit bi¢imli lobiillere ayirir. Bu lobiillerde bir
ile dort arasinda degisen sayida kivrimli seminifer tiibiiller bulunmaktadir (Sekil 1) (2-7).

Seminifer tiibiiller yaklasik 60 cm uzunlugunda borucuklar olup, duvarini déseyen germ
hiicreleri limene dokiilerek ilerlerler. Seminifer tiibiillerin bag ve elastik dokudan olusan bir
bazal membrani bulunur. Bazal membranda sertoli hiicreleri ve spermatojenik hiicreler
bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller arasindaki stroma bag dokuda interstisyel leydig hiicreleri
yer almaktadir. Seminifer tiibiiller mediastinumda birleserek rete testisi olustururlar. Burada

birlesen seminifer tiibiiller, efferent duktus halinde testisten epididime gelirler (8,9).
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Scmamicr lube

Sekil 1: Testis yapist. Tunika vajinalis, tunika albuginea, septula testis, seminifer tiibiil,

duktus deferens (Gray's Anatomi Atlasi) (7).

Insanlarda testis dokusunda (100 mg) yaklasik 9 mL/dk kan gecisi olur.Testis ve
epididimin arter beslenmesi 3 kaynaktan gelir: internal spermatik arter, deferensiyal arter ve
eksternal spermatik (kremasterik) arter. Internal spermatik arter, renal arterlerin hemen altinda
abdominal aortadan ¢ikar. Spermatik korddan gegerek testise ulasir. Spermatik korddan
ciktiktan sonra arterler pleksus pampiniformis ile ¢cok yakin temas halinde ilerlerler. Pleksus
pampiniformis, testisten ¢iktiktan sonra venlerin birbirleriyle yaptiklar1 yogun anastomoz ve

kivrilmalar neticesi olugan bir ven kiimesidir.

Testis icerisinde kan akimi, metabolik ihtiyaca bagli olarak bolgesel farkliliklar gosterir.

Testisin fonksiyonlarinda mikrosirkiilasyonunun ¢ok énemli rolii vardir (4-6,10).

Testisin lenf damarlar1 intertiibiiler bolgelerden kaynaklanir ve spermatik kord iginde
ilerlerler. Seminifer tiibiillerin lenfatik drenajinin olmadig1 kabul edilmektedir. Bu nedenle
lenfatik obstriiksiyon durumunda interstisiyumda dilatasyon goézlenirken, seminifer tiibiiller

etkilenmezler (11).



2.2. Testis Torsiyonu ve Detorsiyonu (T/TD)

Testis torsiyonu (spermatik kord torsiyonu), testis ve spermatik kordun tunika
vajinalisin distalinde (intravajinal) (Sekil 2b) veya tunika vajinalisin proksimalinde
(ekstravajinal) (Sekil 2c) donmesidir (12). Testisin On yiiziinii tunika vajinalis Orter ve
epididimis ile spermatik kordun bazi boliimlerine degisik mesafelerde uzanir. Tunika vajinalis
tiimiiyle epididimis ve spermatik kordu sarmasit durumunda, testis serbest¢e kendi etrafinda
doner, torsiyon gerceklesir. Bu deformiteye “bell clapper” denir. Bu deformite siklikla
bilateral olup, ¢ocukluk ve adolesan yaslarda gbzlenmektedir. Daha ¢ok ergenlik (puberte)
doneminde gergeklesen bu torsiyon, intravajinal torsiyon olarak adlandirilir. Neonatal
donemde ise inen testis dokusu skrotum icerisinde son derece hareketlidir. Bu yas grubunda

karsilasilan torsiyonlar genellikle ekstravajinal torsiyondur (13).
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Sekil 2: Testikiiler Torsiyon. a) Normal testis — Tunika vajinalis (T.V.), Mesorchium
(M), b) Intratunikal torsiyon (1.T.), ¢) Ekstratunikal torsiyon (E.T.) (13).

Testis torsiyonu klinikte oldukca sik rastlanan bir vakadir. Her yil, 25 yas altinda 4000
erkekten birinde gozlenmektedir. Testis torsiyonunda genellikle hasta sikayetleri skrotal agri
ile baglar (14). Adolesan ¢agindaki hastalarin % 50-60’nda akut skrotal agr1 sikayeti olsa bile

bu hastalarin ancak %25- 35’inde rotasyonel testis vakasi ile karsilasilir (13).

Genel olarak bu donemindeki erkeklerde akut skrotal agri ile karsilasildiginda aksi
kanitlanana kadar vaka testis torsiyonu olarak kabul edilmektedir. Olgularda ¢ogunlukla
torsiyonun  gerceklestigi taraftaki testise bagli kremaster kasinda refleks yanit

degerlendirilerek tan1 konmaktadir (14).



Detorsiyon isleminde amag testis kan akiminin en kisa siirede tekrar saglanmasidir.
Aksi takdirde testis dokusunda iskemik hasar olusmaktadir. Bu durum kontralateral testisi de
etkileyerek infertilizasyona yol agabilir (15-17). Torsiyonun derecesi ve siiresi olusacak olan
hasarin en Onemli belirleyicileridir. Siire¢ sonunda torsiyonun (iskemi) diizeltilmesiyle
beraber SOR olusumu, intraselliiler Ca*? artisi, nétrofillerin ve adezyon molekiillerinin eslik
ettigi bir dizi kompleks reaksiyonlar sonucunda reperfiizyon hasar1 meydana gelmektedir (18-
20). Reperfiizyon ile olusan inflamatuar yanit, testis hasarindan 6nemli 6lgtide sorumludur.
Bu akut inflamatuar yanit, proinflamatuar sitokinlerin ortamda ¢ogalmasi, vaskiiler adezyon
molekiillerinin asir1 ekspresiyonu ve ndtrofillerin olaya katilmasi seklindedir. Bu lokal
inflamatuvar yanitla baslayan siire, SOR’larin asir1 liretimi oksidatif strese yol acar. Bu
radikallerin fazla iiretimi apopitotik hiicre dliimiine aracilik eder. Testikiiler /R sonrasinda
inflamatuvar yanita bagli olusan serbest radikaller; mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu
bozar, hiicrei¢i ATP diizeyinin azalmasma, kalsiyumun (Ca*?) konsantrayonunun artmasina
ve degredatif enzimlerin aktivasyonuna yol acar. Bu da hiicrenin fonksiyonlarini ve

biitiinligiinli bozar ve germ hiicrelerinde apopitoz gergeklesir (21-23).

Testis torsiyonunda, erken ve dogru tanisal yaklagimla kalici testikiiler hasarin oniine
gecilebilmektedir. Tedavisinde acil detorsiyon islemi uygulanmaktadir. Ozellikle
ekstravaginal torsiyonlarda tedavi sonuglarinin tatmin edici oldugu ifade edilmektedir. Ancak,
mutlaka detorsiyone edilen tarafta kan akiminin saglandigini, reperfiize oldugunu gostermek
gerekmektedir. Acil invazif olmayan/manuel detorsiyon iglemi basarili olmadig: taktirde,

cerrahi iglem uygulanmaktadir (14).

Testikiiler T/DT’da, I/R hasarinin mekanizmas: ve tedavisine iliskin birgok deneysel
aragtirmalar  yapilmakta olup, soruna olumlu katki yapacak tedavi segenekleri

arastirilmaktadir (24-32).

2.3. Iskemi-Reperfiizyon Hasar1 (I/R Hasari)

Iskemi, doku ve organlarm canliligimi saglayan arter veya venlerin kan akiminin
kesilmesi sonucu dokulardaki yetersiz perfiizyon nedeniyle, dokunun oksijenden yoksun
kalmasidir. Iskemi, hiicre enerji diizeyinin diigmesine ve toksik metabolitlerin dokuda

birikimine yol agarak, hiicre disfonksiyonu ve sonrasinda hiicre dliimiine kadar gidebilen bir



dizi biyokimyasal reaksiyonu baslatir. Reperfiizyon ise iskemik dokunun perfiizyonun
yeniden saglanmasidir. I/R’ye bagl dokuda reperfiizyon hasari olusmaktadir. Bu hasara I/R
hasar1 denilmektedir (33).

Boylelikle, doku hasarinin esas olarak iskemi sonrasi reperfiizyon ile sekonder
gelistigini gostermektedir. I/R hasarinda nétrofillerin énemli rol oynadig1 gdsterilmistir (34-
38). I/R hasarinda, doku &demi ve plazma proteinlerine mikrovaskiiler permeabilite artisi,
mikrovaskiiler yatakta iskemi sonrasi endotel hiicrelerinden ya da makrofajlardan salgilanan
interlokinlerin ve sitokinlerin neden oldugu nétrofil birikimi ve adezyon molekiillerinin bu
hiicrelerde ekspresyonunun artmasi ile nétrofil ve trombosit agregasyonu, parenkim ya da

dokuda revaskiilarizasyonun engellenmesi s6z konusudur (34,39).

Bu mekanizmaya klinikte ekstremite iskemisi, solid organ transplantasyonu, myokard
enfarktiisii, inme, hipovolemik sok gibi doku hipoperfiizyonu ve/veya tam iskemisi durumlari

ornek gosterilebilir (34,39-42).

I/R hasarmda nétrofillerin roliinii agiklamaya yénelik yapilan calismalarda, koroner
arterin gecici olarak klemplenmesiyle olusturulan deneysel myokard enfarktiisii modelinde,
reperfiizyon ile olusan enfarkt alaninin biytikliigii, 6nceden kan nétrofil sayilart azaltilmis
hayvanlarda, kan nétrofil diizeyleri normal olanlara gore belirgin olarak azaldigi gosterilmistir

(40,43).

2.3.1. Reperfiizyon Hasarinin Olusum Mekanizmalar: ve Mediyatorleri

2.3.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Normal memeli hiicreleri, oksidatif fosforilasyon yolu ile enerji iiretebilmek igin
molekiiler oksijene gereksinim duyar. Oksijenin yetersizliginde (iskemi gibi) hiicre enerji
depolan tiikkenmeye baglar, toksik metabolitler ortaya ¢ikar ve sonrasinda hizla hiicre 6liimii
meydana gelir. Normal kosullar altinda, molekiiler oksijenin biiyiik bir kismi hiicre igi
sitokrom oksidaz sistemi ile dort degerli indirgenmeye ugrayarak suya dontisiir (44).

Oypt4e +4H —-2H,0
Ancak /R durumunda sadece bir elektron (¢") transferi ile tek-degerli indirgenme olur

ve oldukga reaktif serbest radikaler meydana gelir. Serbest radikal, herhangi bir atom veya



molekiiliin dig yoriingesinde c¢ift olusturmamis bir elektron (e ) igermesi durumu olarak
tanimlanir. iskemi sirasinda olusan bir dizi biyokimyasal olaylar sonucunda, reperfiizyon ile
birlikte, I/R hasar1 gelisiminde dnemli rol oynayan siiperoksit anyonu (O ), hipoklorik asit
(HOCI) ve hidrojen peroksit (H20,) gibi SOR’lar olusur. Molekiiler oksijen her asamada
indirgenmeye ugrayarak, yukarida belirtilen reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuna yol
acar. Oy , tek basina hiicre yikimina yol agan reaksiyonlar1 baslatabildigi gibi, esas olarak
daha reaktif oksijen radikallerinin olusumuna yol acarak hiicre toksisitesinde rol
oynamaktadir (45).
O,+e >0y
O, +2e +2H — H;0,
H.O, + O, — OH + OH + O, ( Haber-Weiss reaksiyonu)

Olusan bu oksijen radikallerinin, dokularda bulunan biitiin biyomolekiillerde (niikleik
asitler, membran lipidleri, enzimler, reseptorler vs) hasara yol agar. Kendine yonelik yikima
ve letal potansiyele karsi, organizmanin, dogal antioksidan/savunma mekanizmasini harekete
gecirmesi olagandir. Bu savunma, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) gibi endojen antioksidan enzimler ile gergeklesir. Bu enzimler, SOR ile

reaksiyona girerek onlar1 toksik olmayan bilesiklere ¢evirirler.

0, —» HO —- OH - H0

SOD KAT, Peroksidaz
I/R hasarinda adenozin trifosfat (ATP), sirastyla adenozin monofosfat (AMP), adenozin,
inozin ve hipoksantine dondsiir (Sekil 3). Oksidatif ortamda hipoksantin, ksantin
dehidrogenaz (KD) enzimi tarafindan, okside nikotinamid adenin diniikleotitin (NAD+)
indirgenmesi esliginde, ksantine gevrilir. Bu reaksiyon sonucunda SOR agiga ¢ikmaz. Ancak,
iskemi durumunda KD, ksantin oksidaza (KO) doniisiir. Bu enzimatik ‘D’-nin ‘O’ ya
doniisiimii, SOR sonucu olusan I/R hasarinin baslica sorumlusudur. Iskemi siirecinde bir diger
onemli nokta, hiicre diizeyinde asir1 miktarda hipoksantin birikimidir. Soyle ki; KD iskemik
stire¢ sonunda KO'ya dontismistiir ve olusan KO, substrat olarak NAD+ yerine, oksijeni
kullanmaktadir; dolayisiyla iskemik ortamda kullanilabilir oksijen olmadig igin,
hipoksantinin ksantine doniisiimiinii katalize edememektedir. Reperflizyona kadar hipoksantin

ve KO’nun artmig diizeylerinin zarari yoktur. Doku tekrar oksijen ile karsilastiginda
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(reperflizyon), KO, hipoksantini ¢ok miktarda O, ortaya ¢iktig1 bir reaksiyonla ksantine
cevirir. Bu siiperoksit liretim artmasi, bir zincirleme reaksiyon dizisi baglatarak, H,O,’nin ve
diger SOR’larin, endotel hiicrelerinden salinnmina yol acar. HOzmin bir kismi KAT
varliginda su ve oksijene cevrilerek ortamdan temizlenebildigi gibi, onemli bir boliimi
(iskemik siirecin uzunluguna paralel olarak) metal selatlarin katalizorliigiinde O, ile
etkileserek, yiiksek reaktivite gosteren (notrofil ¢ekici 6zelligi olan) hidroksil radikallerinin

(‘OH) olusumuna yol agar (Haber-Weiss reaksiyonu) (46-49).

SOR’nin sentez ve metabolizmasini degistirip, bozulan Ca*™® homeostazini diizelterek,
I/R hasarindan sorumlu oldugu diisiiniilen patofizyolojik mekanizmalar1 bloke eden ¢ok
sayida ajan (SOR siipiiriiciisii ajan: etil piriivat, pentoksifilin, diklofenak, siiperoksit dismutaz,
siklosporin) tanimlanmustir. Bu ajanlarm I/R hasar iizerine olumlu etkileri, deneysel olarak
testis iskemisi, ekstremite iskemisi, myokard enfarktiisii, inme, hipovolemik sok gibi doku

hipoperfiizyonu ve/veya tam iskemisi durumlarinda gosterilmistir (24,25,49-56).

ATP
AMP H,O
i Ksantin dehidrogenaz 4
Adenozin KAT
— Ca* proteolizis H-0,
Z | . l / '
j inozin OH~ SOD
§2 l Ksantin oksidaz
Hipoksantin = Ksantin + Oy
v 0,

REPERFUZYON
Sekil 3: I/R hasar mekanizmasi. Hipoksantin, reperfiizyon ile oksijenin tekrar dolasima

katilimiyla KO ile etkilesir ve endotel hiicrelerinde O, ve diger reaktif oksijen metabolitleri

ortaya cikar. OH ise, demir (Fe*?) veya bakir (Cu*?) katalizorliigiinde Haber-Weiss
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reaksiyonu ile veya sadece Fe*? katalizorliigiinde, H,O ile etkileserek (Fenton reaksiyonu)

ortaya ¢ikar.

SOR tek basma doku hasarindan sorumlu degildir. Noétrofillerin say1r veya endotele
yapisma yeteneklerinin azaltildigi deneysel modellerde, I/R hasarmin biiyiik dlgiide
Onlenebildiginin gosterilmesi bu hipotezi desteklemektedir. Bu hipotezi savunan baska bir
olay da, reperfiizyon dncesi oksijen radikal inhibitorleri veya antioksidan enzimlerle yapilan
tedavi sonucunda, reperfiize dokudaki notrofil sayisinin olduk¢a azalmasidir. Sonug olarak,
SOR'un (kendileri hiicre yikimina yol acabildikleri gibi) ana patolojik etkisi, reperfiize
dokuyu hedef alan nétrofil gocii igcin kemotaktik aktivitenin baslamasi ve bunun sonucu
mikrovaskiiler yatagin revaskiilarizasyonunu engellemektir (Sekil 4) (39,40).

Notrofil kemotaksisi sonrast olusan inflamasyon ve 6dem, dolasim bozuklugu ve
iskemiyi daha da arttirarak, kisir dongli olusturdugu, daha ok sitotoksik oksijen tiirleri
olusturdugu boylelikle artan doku hasarina yol agtigi ifade edilmektedir (34).

Ksantin dehidrogenaz e Ksantin oksidaz
iskemi
Reperfiizyon

0, tiretimi

/

Kemoatraktant uyarim

Odem, dolasim bozuklugu

T Notrofillerin birikimi

= N

Yetersiz mikrorevaskilarizasyon

/

Doku yikim:

Enflamasyon
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Sekil 4: I/R ve inflamasyon arasindaki déngii.

2.3.1.2. Endotel Hiicreleri
I/R hasarinin olusmasinda endotel hiicreleri énemli rol oynamaktadir. Oksidatif stres endotel
hiicrelerinin aktivasyonuna ve fonksiyonlarin bozulmasina yol agar. Endotel hiicreleri
SOR’larm hedefi ve iiretim kaynaklaridir. Ornegin, I/R hasarinda rndotr]l hiicrelerinden
endotelin {iiretimi nitrik oksit {iretiminden daha fazla gerceklestigi icin mikrovaskiiler

homeostaz bozulmaktadir (57).

2.3.1.3. Polimorf Niiveli Lokositler (PMNL)
Reperflizyon hasarin1 Onlemeye yonelik calismalar, reperfiizyonda mikrovaskiiler

permeabilitedeki artistan baglica nétrofillerin sorumlu oldugu gosterilmistir (58).

Deneysel calismalarda, nétrofil sayisinin azaltilmas: veya ¢esitli farmakolojik ajanlarla
notrofil kemotaksisinin Onlenmesinin, kalp, akciger, ince barsak, karaciger, testis gibi
organlarda I/R hasarmi énemli oranda azalttig: gosterilmistir (34,35,40-43). I/R sonrasinda,
KO kaynakli oksidanlar olugsmakta ve bunlar mikrovaskiiler endotelyuma 16kositlerin
kemotaksisini ve adezyonunu saglayan ¢esitli mediyatorlerin salinimina neden olmaktadirlar.
SOR’lar aynm1 zamanda cesitli adezyon molekiillerinin ekspresyonunu da arttirarak l6kosit

adezyonunu stimule etmektedir (34).
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Reperfiizyon sirasinda nétrofillerin - ortamda  bulunmasindan  ziyade, endotele
adezyonlari, mikrovaskiiler hasarin olusmasinda en 6nemli nedeni olusturmaktadir (34,59).
Reperfiizyona bagli doku hasarinda adezyon olaymin roliinii arastirmaya yonelik yapilan
calismalarda, deney hayvanlarmmin, CD18 kompleksi adi verilen notrofil adeziv
glikoproteinine karsi olusturulan monoklonal antikorlar ile tedavisinin, intestinal I/R’de
mukozal hasar1 Onledigi gosterilmistir (60). Bu antikor, nétrofillerin endotele yapigsmasini
bliyiik olgiide engelleyerek, reperfiize olan intestinal mukozada notrofillerin  etkisini
azaltmistir (61-63). Benzer ¢alismalar, kalp ve akcigerlerde de gozlenmistir (64,65). Buna ek
olarak, CD18 endoteliyal ligantindan baska, interseliiler adezyon molekiilii-1’in (ICAM-1) de
reperfiizyon hasarinda rol oynadigi ve bu proteine karsi gelismis antikor ile tedavinin, infarkt
alanin1 smirladign ve CD18’¢ benzer etki gosterdigi bulunmustur (66-70). Bu adezyon
molekiillerinin yanisira, vaskiiler hiicre adezyon molekiil-1 (VCAM-1), endoteliyal 16kosit
adezyon molekiil-1 (ELAM-1) ve graniil membran protein-140 (GMP 140) endotel 16kosit
adezyonunda kritik rol oynayan diger ligandlardir. Ayrica, I/R ile birlikte hiicre i¢i Ca*?
diizeyinin yiikselmesiyle, TNF-o, IL-1 ve interferon-y (IFN-y) bu ligantlar aktive eder ve

1okosit endotel adezyonu daha da artar (60-70).

Notrofil-endotel adezyonunun, giiglii hasarlayici ajanlarin yiiksek konsantrasyonda
birarada bulundugu bir mikrogevre olusturdugu diisiiniilmektedir (42). Notrofil, CD18 ve
ICAM-1 proteinlerinin endotele adezyonu, ekstraseliiler mikrogevreye H,O, ve proteazlarin

saliimi i¢in giiclii bir sinyal olusturmaktadir.

Notrofiller, endotel tizerinde iki alana yapisarak hasara yol agmaktadirlar: 1- prekapiller
sfinkter, 2- postkapiller veniil. Aktive olan nétrofiller daha visk6z bir yap1 kazandiklart i¢in
bazen prekapiller sfinkterden gecememektedirler (42). Sonucta, kapillerler 6ncesinde ve
igerisinde bir notrofil tikact olugsmakta ve iskemik hasari daha arttiran, reperfiizyon sonrasi
‘tekrar akimin gergeklesmemesi’ fenomeni (no reflow phenomenon) meydana gelmektedir.
Ancak notrofiller genellikle endotel igerisinde post kapiller veniillere yapismaktadirlar
(34,43). Notrofillerin, reperflizyon sonrasi hasara yol agmalari, esas olarak elastaz gibi
proteolitik enzimlerin salintmini artirmalarinin yanisira, HOCI ve H,0, gibi toksik oksijen

metabolitlerinin, sitokinlerin ve platelet aktive edici faktoérin (PAF) olusumunu
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indiiklemeleriyle gerceklesir. Sonugta, elastin gibi temel yapisal matriks proteinleri lizise

ugramakta ve mikrovaskiiler gecirgenlik bozulmaktadir (34,71).

2.3.1.4. Kalsiyum

SOR’lar hiicresel Ca*® homeostazim bozarak doku hasarmna yol agtigi bilinmektedir.
Hiicre i¢i Ca**’un belli bir kismu endoplazmik retikulum ve mitokondride depolanmis halde
bulunmaktadir. Sitozol, ekstraselliiler bosluk ve endoplazmik retikulum arasindaki Ca*?

gradienti, Ca** pompalayan ATP az ile dengelenir.

Oksidatif stres sonucu agiga c¢ikan SOR, glutatyon rediiktaz diizeyini diistirerek,
intraselliiler Ca*? dagilimin1 bozar. Daha sonra Ca*? ATPaz inaktivasyonuna bagli olarak,
endoplazmik retikulum ve mitokondrilerden Ca*? salinir ve sitozolik Ca*? diizeyi yiikselir.
Plazma membran, Ca*®> ATPaz sisteminin de inaktivasyonuyla, ekstraseliiler Ca** un hiicre
icine akimi izlenir. Sonugta sitozolik ve mitokondrial Ca*? icerigi daha da artar. Bu da
mitokondrial disfonksiyona yol agar ve hiicreyi 6liime gétiiren yolaklari tetikler. Bu durum,
temel olarak hiicresel ATP’nin ve dolayisiyla hiicre enerji diizeyinin azalmasina sekonder

gelismektedir.

Artan sitozolik Ca**un iki temel etkisi s6z konusudur:

- Sitozolik Ca*? -bagimli proteaziarin aktivasyonu: Aktive olan proteazlar biri hiicre
iskeletinin ¢5kmesine neden olur. Ca* ile aktive edilen ve ‘kalpain’ olarak tanimlanan ikinci
sitozolik proteaz ise, ksantin dehidrogenazdan ksantin oksidaz olusumunu indiikler (‘D’nin
‘O’ya doniisiimii).

- Fosfolipaz  A2'nin  aktif hale gelmesi: Fosfolipaz A2’nin aktive olmasi,
fosfolipidlerden arasidonik asit salinimi ile sonuglanir. Arasidonik asit metabolizma kaskad
sisteminin baslamasiyla 16kotrienB; (LTB,4), tromboksan A, B, (TxA,-TxB;) gibi gicli
kemoatraktant ve vazokonstriikktor maddeler agiga ¢ikar. Bu maddeler, nétrofillerin endotele
adezyonunu arttirarak, I/R hasarmin olusmasinda énemli rol oynarlar. I/R sonrasinda artan
hiicre i¢i Ca*? ayrica, karacigerde Kupffer hiicrelerini aktive ederek, bu hiicrelerden TNF-q,
IL-1, 1L-6 salimmmi da arttirir. Bunun sonucu, adezyon molekiillerinin endoteldeki

ekspresyonlari, mikrovaskiiler yatakta notrofil ve trombosit agregasyonu da artar. Deneysel
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arastirmalarda, prezervasyon soliisyonuna konulan Ca* kanal blokérlerinin, 18kosit

adezyonunu onleyerek greft sag kalimini arttirdigi gosterilmistir (72-75).

2.3.1.5. Eikozanoidler

Eikozanoidler yirmi karbon atomlu yag asitlerinden tiireyen ve giiglii biyolojik etkinlik
gosteren endojen maddelerdir. Yapilan c¢alismalarda, I/R sonrasinda, arasidonik asit
metabolizmasi ile olusan son {iriinlerinin (eikozanoidler) plazma konsantrasyonunun arttigi
saptanmustir. Eikozanoidler, esas olarak Kupffer hiicrelerinden salinirlar. SOR'nin salinimi
sonucunda hiicre i¢i artan Ca*? miktar1, plazma membran fosfolipaz A, aktivasyonuna neden
olur. Fosfolipaz A; hiicre membran fosfolipidlerini arasidonik asite ¢evirerek, eikozanoidlerin

olusumunu baslatir (Sekil 5) (34,76-78).
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Membran Fosfolipidleri

Fosfolipaz A,

Arasidonik asit
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Sekil 5: Lokotrien, prostoglandin ve tromboksan gibi eikozanoidlerin olusumunu

gosteren arasidonik asit kaskad sistemi.

Arasidonik asit iiriinlerinin, I/R hasarinda, nétrofilleri temel olarak iic mekanizma ile
etkiledikleri bildirilmektedir:

1. Giiclii birer kemoatraktan rolii oynayarak nétrofil akiimiilasyonunu saglarlar ve
endotele notrofillerin adezyonunu arttirirlar. LTB,4 ve TxA; gibi eikozanoidler oldukga giiglii
kemoatraktanlar oldugu giintimiizde bilinmektedir. Yapilan calismalarda, LTB4 ve TxA;

inhibisyonunun, I/R’ye bagli nétrofil diapedezini 6nemli oranda engelledigi gdsterilmistir.
2. Arasidonik asit {irtinleri, notrofilleri aktive ederek, daha fazla oranda SOR ve

proteolitik enzim iretmelerine neden olurlar. LTB4’lin, noétrofillerden H,O, ve elastaz

salimiminda ve nétrofillerin, in vitro ve in vivo olarak, endoteliyal geg¢irgenligini arttirmasinda
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giiclii bir uyaran oldugu gosterilmistir. TxA; ise, I/R sonrasinda nétrofilleri aktive ederek

H,0, tiretmelerini stimiile eder.

3. Reperfiizyon sonrasinda Iokotrienler ve tromboksanlar, mikrovaskiiler yataga

dogrudan vazokonstriiktor etki yaparak yetersiz kapiller akima yol agarlar (76-78).

2.3.1.6. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA)
Lipid peroksidasyon, hiicre membranindaki fosfolipidlerdeki poliansatiire yag
asitlerinin SOR tarafindan oksidatif olarak bozulmasidir. Boylelikle membran lipid yapisini

bozarak, hiicrenin yap1 ve fonksiyonlarini bozan bir olaydir. Lipid peroksidasyonunu baslatan

baslica radikal, hidroksil radikalidir.

I/R ile olusan H;0,, iki degerlikli iyonlarla reaksiyona girerek OH™ olusumunu
gerceklestirir  (Haber-Weiss reaksiyonu). Hidroksil radikallerin karakteristik 6zelligi,
membranda yer alan doymamis yag asitlerinden, metilen hidrojen atomlarini ¢ikartarak, lipid
peroksidasyonunu baslatmalaridir. Bu siire¢ sonunda konjuge dienler, lipid hidroperoksit
radikalleri, lipid hidroperoksitler gibi lipid kokenli SOR’lar olusur. Kendileri aktif birer
okside edici ajan olan bu lipid pargalanma iirlinleri, hiicre membranina agir hasar verirler.
Bunun sonucunda, hiicre esnekligini kaybeder ve transmembrandéz iyon gradientinin

bozulmastyla hiicrenin salgisal fonksiyonu ve biitiinliigii bozulur.

Lipid peroksidasyonun en 6nemli {irinlerinden olan MDA, peroksidize poliansatiire yag
asitlerinin beta-ayrigmasi sonucu olusur. Tiyobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonu ile plazma ve
doku konsantrasyonlar 6lgtliir (18,21,79-81).

2.3.1.7. Sitokinler

Sitokinler, monositler, makrofajlar ve lenfositler tarafindan salgilanan ve immiin sistem
hiicrelerinin proliferasyonunda ve farklilasmasinda rol oynayan, hiicrelerarasi iletisimi
saglayan maddelerdir. Sitokinler temel olarak Kupffer hiicreleri ve endotele tutunmus
16kositler tarafindan salinirlar. I/R hasarinda en 6nemli olanlari TNF-a, IL-1, 1L-6, IL-8 ve

IFN-y’dir. Sitokinler, I/R hasarmin olusmasinda &nemli rol oynayan mediyatorlerdir.
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Etkilerini, tek baglarina ya da belirli bir etkilesim zinciri ¢ergevesine etkilesip, birbirlerinin

etkisini arttirarak gosterirler.

TNF-¢: Endotel hiicrelerini birgok yolla aktive eder. Ortamda pro-koagulan aktivitenin
ve adezyon molekiillerinin aktivitesi arttirir. IL-1, IL-8 ve LTB,’iin salintmin1 hizlandirir.
Notrofillerden serbest oksijen radikallerinin salinimin1 provoke eder, notrofil agregasyonunu,
endotele yapigsma yetenegini ve fagositozu arttirir. Endotelden nitrik oksit (NO) salinimina yol

acar. NO superoksit ile reaksiyona girerek toksik ONOO - radikallerinin olusumuna yol agar.

IL-1: En c¢ok Kupffer hiicreleri tarafindan salmnir. Diger sitokinlerin salinimini baslatir.

Siniisoid endotelinde protrombotik ve proinflamatuar bir ortam hazirlar.

IL-6: Kupffer hiicreleri ve siniisoid endotelial hiicrelerden salinir. Endotoksine hassastir.
Hepatositlerden akut faz reaktantlarmmin (C-reaktif protein, «-1 antitripsin, fibrinojen)

salinimini indukler.

IFN-y. Biiyiik graniiler lenfositler ve baz1 T-hiicreleri tarafindan salmr. TNF-o, IL-1
salinimmni ve endotel hiicrelerinde major histokompatibilite (MHC) antijen smf 11
ekspresyonunu arttirir. Endotele lenfosit adezyonunu ve antijen prezentasyonunu provoke
eder. TNF-a. ve IL 1 ile birlikte proteaz/antiproteaz dengesini bozarak, endotel hiicreleri

tarafindan bazal membran protein degradasyonunun olusumunu indiikler.

IL-8: Nétrofil hareketlerini stimiile eden giiglii bir kemokindir (18,82,83).

2.4. Antioksidanlar

“Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesi saglikli bir yasam siirdiirebilmek i¢in
cok oOnemlidir. SOR’larin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarlar1 Onlemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere organizmayi koruyan ‘“antioksidan savunma sistemi” dort
yolla etki gostermektedir:

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, yok etme, “siipiiriicii etki”.

Antioksidan enzimler, kiiciik molekiiller bu yolla etki gosterirler.
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2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya “inaktif sekle doniistiiriicii etki”. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye

sahiptirler.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici
etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller “zincir kirict etki”

gosterirler.

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi seklinde ‘“onaricit etki”

gosterirler.

Endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olan antioksidanlarin tanimlanmasinda ve
etkinliklerinin ortaya konmasinda I/R hasar1 modelleri énemli katki saglamistir. Antioksidan

ozelligi one siiriilmiis pek ¢ok madde ¢esitli I/R modellerinde test edilerck degerlendirilmistir.

2.4.1. Endojen Antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.

1. Enzim olan endojen antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GSHPx), Glutatyon S-Transferaz (GST), Katalaz, Mitokondriyal sitokrom

oksidaz sistemi, Hidroperoksidaz.

2. Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Melatonin, Seruloplazmin, Transferin,
Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin, Glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat,

Laktoferrin, Alblimin.

2.4.2. Eksojen Antioksidanlar

1. Vitamin eksojen antioksidanlar: a-tokoferol (vitamin E), B-karoten, Askorbik asit
(vitamin C), Folik asit (folat).

2. lla¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar:

e Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

20



e NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

e Rekombinant siiperoksit dismutaz

e Trolox-C (vitamin E analogu),

e Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-PX aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

e Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

e Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

e Notrofil adezyon inhibitdrleri

e Demir selatorleri.” (Klinik Gelisim, 5-13, 2009)

2.5. Etil Piriivat
Glikoliz: Glukozu, (CgH120g), piriivata kadar yikan metabolik yoldur. Bu islem
sirasinda olusan serbest enerji, ATP ve NADH (indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit)

gibi yliksek enerjili bilesikler olusturmak tizere kullanilir.

Glikoliz, oksijenli ve oksijensiz solunum yapan hiicrelerin sitoplazmasinda, oksijen
kullanilmadan gergeklesen ortak bir enerji elde etme yoludur. Glikoliz sonucunda ATP
sentezlenir. Bu da glukoz molekiiliiniin biitiin enerjisinin ancak % 2 kadaridir. Gerek oksijenli
ve gerekse oksijensiz solunum yapan biitiin organizmalarda glikoliz gerceklesir ve hepsinde
reaksiyon asamalar1 aynidir. Ancak glikolizden sonraki (piriivattan sonraki) basamaklarda
bazi farkliliklar goriiliir. Ornegin, oksijenli ortamda yasayan hiicreler, glikolizin son iiriinii
olan piriivati, Asetil Co-A’ya doniistiirerek, ardindan da Krebs ¢emberine sokarak olay1
oksijen varliginda mitokondrilerde devam ettirirler. Glukoz molekiili Krebs sonunda
karbondioksit ve su molekiillerine kadar pargalanir ve oksijenli solunum sonucunda 38 ATP
sentezlenmis olur. Oksijensiz sartlarda ise piriivat; etil alkol, asetik asit, laktik asit gibi
tirtinlere doniisiir. Glikoliz, baz1 dkaryotik hiicrelerin yeterli oksijen bulamadig1r zamanlarda,

acil ATP iiretimi i¢in, hayat kurtarici bir rol oynar (Sekil 6) (84,85).
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Sekil 6: Glikolitik yol basamaklari: Tiim basamakalar kutular ig¢inde belirtilmistir.
Glikojen fosforilaz (GP), hekzokinaz (HK), gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH).
Noktali ¢izgiler fosfofruktokinaz-1 (PFK-1) ve fosfofruktokinaz-2 (PFK-2) allosterik kontrol

aktivitesini gostermektedir (84).

Pirtivik asit organik bir asittir. Ayn1 zamanda bir ketondur ve en basit keto asit olarak
bilinir. Pirlivat, piriivik asidin anyon veya ester olarak adlandirilan tuzudur. Cogunlukla
piriivik aside esdeger anlamda kullanilir. Renksiz bir sividir ve kokusu asetik aside benzer.
Etil pirtivat (EP), piriivik asidin basit alifatik esteridir. Kimyasal adi etil 2-oksopropionatdir.
Formiilii CsHgO3’diir (85-87).

EP, Niikleer Faktor-xB (NF-kB) iletim sistemini bloke ederek antiinflamatuvar ve
antioksidan etki gosterir. NF-xB, cesitli uyarilarla (iskemi, sitokinler, growth faktor vb)
uyarilan hiicrede, sitoplazmadan hiicre cekirdegine goc¢ eder ve burada gesitli genlerdeki

niikleotidlere baglanir. Bu faktér, dogussal ve edinsel bagisiklik, inflamasyon, kemik
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sekillenmesi (remodelling) ve kanser patogenezinde 6nemlidir. NF- kB kompleksi, hiicrede
immun ve inflamatuvar olaylarla ilgili hizli cevap transkripsiyonunda rol oynar. NF- kB
immunglobulini aktive eden bir transkripsiyon faktorii olarak identifiye edilmistir. Daha sonra
NF-xB’ nin 200 kadar genin transkripsiyonunda rolii oldugu bulunmustur. EP’nin NF-xB
kompleksindeki kritik 6nemi olan siilthidril gruplarini bozarak etki ettigi disiiniilmektedir. Bu
etkiyi 6zellikle p65 alt birimine baglanarak gerceklestirdigi gosterilmistir (88).

Giiniimiizde deneysel testis torsiyonu modelinde cesitli antioksidan ajanlarmn I/R
hasarmi iyilestirdigine yonelik oldukga fazla ¢alisma vardir (27-29,87-89). Diger yandan
piriivatin ester tiirevi olan EP, biyokimyasal olarak endojen metobolitine olan benzerligi ve
hayvan ¢alismalarinda gosterilen genis giivenlik indeksi ve yiyecek katki maddesi olarak dahi

kullanilabilmesi giivenli bir ajan oldugunu gostermektedir (23).

Kullaniminin giivenli olmasi ve potansiyel sitoprotektif etkileri nedeniyle EP’nin
giiniimiizde ¢esitli organ ve sistemlerin I/R hasarinda etkileri arastirilmistir (87). Tsung ve
ark. (92) EP’nin hepatik I/R hasar1 modelinde apopitozu, ndtrofil infiltrasyonunu, hepatik
lipid peroksidasyonunu ve inflamatuvar sitokinleri azaltarak ©nemli yararli etkilerinin
oldugunu gostermislerdir. Payabvash ve ark. (28) testis I/R hasar1 modelinde, hem iskemi
oncesinde hem de reperflizyon sonrasinda EP’nin testis doku hasarini azalttigi, azalan
epididimal sperm konsantrasyonunu ve motilite fonksiyonlarin1 diizeltigini/iyilestirdigini

tespit etmislerdir.

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel bir aragtirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirma, Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Tip Fakiiltesi Multidisipliner
Laboratuvarlar1 Deney Hayvanlar1 Birimi, Arastirma Laboratuvarlart (ARLAB) ve Histoloji-

Embriyoloji Anabilim Dali’nda, Subat-Haziran 2011 zaman diliminde yiirGtiilmustiir.
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3.3. Calisma Gruplan

Arastirma gruplari su sekilde olusturuldu (Sekil 7):

Deney Gruplar::

Grup 1 (Sham): Sham (n=7),

Grup 2 (I/R+SF): Torsiyon/detorsiyon + Serum fizyolojik (SF) (n=7),
Grup 3 (I/R+EP): Torsiyon/detorsiyon + Etil piriivat (EP) (n=7).
Grup 4 (EP+I/R): Etil piriivat (EP) +Torsiyon/detorsiyon (n=7).

Iskemi Reperfiizyon
(torsiyon) (detorsiyon)
0. saat ¢————> | saat < » 5. saat
-30, dk +90, dk

Grup 1 ;

Y
=i (5 Q)
() s

4

Sekil 7: Gruplara yapilan girisimlerin sematik goriiniimii.

r‘»--

EP

3.3.1. Deney Gruplarmin Olusturulma Gerekceleri
1. Grup: (Sham grubu) I/R (T/DT) hasar yapilan 2. grubun kontrolii olarak kullanildi.
Bu grupta T/DT gergeklestirilmedi. Sadece hayvanlarin her iki testisi, tunika vajinalis

diizeyinde agilip testisler serbest hale getirildi. Toplam 5 saat genel anestezi uygulandi.

2. Grup: Bu gruptaki hayvanlarin sol testislerine I/R (T/DT) uygulandi. iskemiden 30
dakika once ve reperfiizyonun 30. dakikasinda viicut sicakligina es deger sicaklikta 1 mL SF
(%0,9 NaCl) intraperitoneal (iP) olarak injekte edildi.

3. Grup: Bu gruptaki hayvanlarin sol testislerine I/R (T/DT) uygulandi. Iskemiden 30

dakika once 1 mL SF, reperfiizyonun 30. dakikasinda ise 1 mL EP (50 mg/kg) (Sigma
Aldrich, Almanya) IP olarak uyguland.
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4. Grup: Bu gruptaki hayvanlarin sol testislerine I/R (T/DT) uygulandi. Iskemiden 30
dakika 6nce 1 mL EP (50 mg/kg), reperfiizyonun 30. dakikasinda ise 1 mL SF IP olarak
uygulandi.

3.4. Calisma Materyali

Bu ¢alismada, agirliklar1 250-300 g arasinda degisen, 28 adet Wistar-Albino susu erkek
sican kullanildi. Siganlar, DEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nden 24 Subat 2011
tarihinde tedarik edildi. Rastgele olarak segilen siganlar, her kafeste 3-4 adet olacak sekilde
yerlestirildi ve kafesleri etiketlendi. Kafes etiketlerinde proje ismi, gruplarin isimleri
bulunmaktaydi. Tiim hayvanlar sicakligi 22 °C, %50-60 nisbi nem ve 12 saat giindiiz/ 12 saat
gece aydinlatma periyotlarinda bulunan standart hayvan oda ve kafeslerinde barindirildi. Ad-
libitum pelet yem ve su verildi. Hayvanlara uygulanan deneysel uygulamalar ve sakrifikasyon,

DEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz degisken: Madde uygulamalar1 (SF, EP).
Bagimli degisken: Olgiilen iiriinler (MDA, doku histolojisi).

3.6. Veri Toplama Araglan

3.6.1. Anestezi

Deneysel /R siiresince siganlara genel anestezi uygulandi. Bunun i¢in 50 mg/kg
dozunda ketamin (Ketalar, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg dozunda ksilazin (Basilazin,
Ba-vet, Istanbul, Tiirkiye) kombinasyonu IP olarak injekte edildi. Anestezinin idamesi
ketaminin baglangi¢ dozunun yaris1 (25 mg/kg) ile saglandi. Anestezi derinligi hayvanlarin

refleksleri (pedal, korneal, palpebral refleksler) ve solunumu izlenerek takip edildi.

3.6.2. Deneysel Testis Iskemi/Reperfiizyon (Torsiyonu / Detorsiyon) Modeli

I/R (T/DT) modeli Hanci ve ark. (32) uyguladiklari yénteme gore gergeklestirildi.
Anestezi altindaki siganlarin testis dokusunda tunika vajinalis agilip testisler serbest hale
getirildikten sonra, sol testisler saat yoniinde 720° torsiyone edilerek, testis dokusunun 1 saat

siireyle iskemisi gergeklestirildi. Iskemi sonunda, 720° detorsiyon ile testis dokusunun 4 saat
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boyunca reperfiizyonu saglandi. I/R (T/DT) siiresi boyunca SF emdirilmis steril tamponlar,
tunika albunginea’ya sarilarak testis dokusunun nemli kalmasi saglandi. Sag testise torsiyon

ve detorsiyon islemi uygulanmadi. 5 saatlik I/R siiresi sonunda orsiyektomi islemi ile her iki

testis dokusu biyokimyasal ve histolojik incelemeler igin testisler eksize edildi (Sekil 8).

C)

Sekil 8: Deney modeli olusturma sirasinda yapilan islemler. a) tunika vajinalis’in
kesilmesi, b) testis dokusunun serbest hale getirilmesi, c) testikiiler iskemi (testis torsiyonu),
d) reperfiizyon (testis detorsiyonu), ) orsiyektomi, f) testisin horizontal olarak kesilerek iki es

parcaya ayrilmasi.

3.6.3. Deney Prosediirii

Agirliklart olgiilen siganlar ketamin-ksilazin kombinasyonu ile anestezi edildi. Genel
anesteziye alinan siganlarin operasyon alani asepsi ve antisepsi kurallar1 da dikkate alinarak,
inguinal bolgesi tiras edildi. Tiras edilen bolge antiseptik soliisyon ile dezenfeksiyonu
saglandiktan sonra, bisturi (15 numara) ile sol skrotal duvara insizyon yapildi. Tunika
vajinalis tabakasi gegildikten sonra sol testis dokusu serbest hale getirildi. Bu siire zarfinda
testis dokusunda olusabilecek kurumalara ve yapigsmalara engel olmak icin steril enjektorle
0,5 mL viicut sicakliginda steril SF soliisyonu ¢ekilerek, steril tamponlara SF emdirildi. Sol
testisin tunika albunginea tabakasini kapsayacak sekilde sarilan nemli tamponlar 5 saat

stireyle tespit edildi.
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Gruplara gore islemler su sekilde yapildi:

Grup 1 de sham operasyonu yapilan sicanlarda testis dokusuna I/R yapilmadi. Ancak
diger gruplarin I/R siireleri dikkate alinarak (1 saat iskemi ve 4 saat reperfiizyon siiresi toplam
5 saat) genel anestezi altinda kalmasi saglandi. Sag testis dokusuna ise higbir islem

uygulanmadi.

Grup 2, 3 ve 4’teki siganlarin testis dokusu 1 saat siireyle iskemi igin tespit edildi.
Iskemi siiresi biten sicanlarin 720° detorsiyon ile testis dokusunun reperfiizyonu saglandi. Sag
testis dokusuna higbir islem uygulanmadi. 4 saat reperflizyon siiresi sonunda bilateral

orsiyektomi yapilarak testis dokular1 biyokimyasal ve histolojik olarak incelendi.

Grup 2’de iskemiden 30 dakikadan énce ve reperfiizyonun 30. dakikasinda IP yolla 1
mL SF verildi.

Grup 3’de iskemiden 30 dakika 6nce 1 mL SF ve reperfiizyonun 30. dakikasinda IP
yolla 1 mL seyreltik EP (50 mg/kg) verildi.

Grup 4’de iskemiden 30 dakika once 1mL seyreltik EP (50 mg/kg) ve reperfiizyonun
30. dakikasinda 1mL SF IP yolla injekte edildi.

3.6.4. Deneyin Sonlandirilmasi ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Reperflizyon sonunda hayvanlarin gégiis boslugu agilarak kardiyak perfiizyon saglandi.
Bu amagla gogiis boslugu acilan siganlarin sag atriumlarina makas ile kesi yapildi. Daha sonra
sol ventrikiilden 50 mL SF verilerek dokulardaki kanin uzaklagmasi saglandi. Yine sol
ventrikiilden 50 mL %10’luk formaldehit sollisyonu injektor araciligiyla tatbik edildi. Bu
uygulama ile testis dokusunun fiksasyonu saglandi. Daha sonra sag ve sol testislere bilateral
orsiyektomi yapildi. Sakrifiye edilen hayvanlarin sol ve sag testisleri bisturi ile horizontal
kesildi ve simetrik olarak iki es parcaya boliindii. Distal parcasi (yarim) serbest oksijen
radikallerinin yarattig1 hasarin gostergesi olan MDA diizeyinin belirlenmesi ig¢in ependorf
tiiplere konuldu. Ependorf tiiplerin nakli i¢in sivi nitrojen nakil kutusu kullanildi. Testis
dokusunun yaris1 biyokimya degerlendirmeler icin DEU Tip Fakiiltesi ARLAB’a génderildi.

Dokular, derin dondurucuda (—80 °C) muhafaza edildi. Dokunun proksimal yarimi ise % 10
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luk formoldehit soliisyon dolu kaplar igerisine konarak, DEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dalina histolojik incelemeler i¢in gonderildi.

3.6.5. Biyokimyasal Inceleme
Lipid peroksidasyonu iiriinii olan MDA doku 6rneklerinde 6lgiildii (93,94).

3.6.5.1. MDA Analizi
Analiz Kosullart:
Kolon 6zellikleri: 250 x 4,6 mm, 5 uM tanecik ¢apinda C18 kolon
Mobil faz bilesimi: KH;PO4 (0,01M) %30 metanol icerecek sekilde hazirlandi. K;HPO4
(0,01M) %30 metanol igerecek sekilde hazirland, ikisi karistirilarak pH 7’ye ayarlandi. Mobil
faz 0.2 uM ¢apinda filtreden gegirildi.
Mobil faz akis hizi: 0,8 mL/dakika
Gradient program: izokratik
Firin sicakligi: 30 °C
Dedektdr: Floresans (eksitasyon 515 nm, emisyon 553 nm)
Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Standart/ standart i¢in ¢6zgen: Standartlar saf su ile ¢oziildii ve dilue edildi.

Uygulama basamaklari:
40 uL 6rnek (veya standart) kapakli cam tiiplere kondu.
100 pL saf su ilave edildi.
20 pL 2.8 mmol/L BHT (etanolde) ilave edildi.
40 pl %8.1 SDS,
600 uL 8 g/ TBA ¢ozeltisi ilave edildi. (TBA, 200 mL/L asetik asid ile 1:1 dilue edildi, 2 M
NaOH pH NaOH ile 3.5’a ayarlandi.)
95 °C’de su banyosunda 1 saat bekletildi.
Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra buz iizerinde sogutuldu.
200 pL saf su, 1000 pL, butanol:piridin (15:1) ilave edildi ve tam 1 dakika vortekslenerek
kanistirildi. 2-3 dakika tiipler bekletildi.
Renkli tist (organik) fazin kendiliginden ayrildig1 gozlendi.

Ust fazlar eppendorf tiiplerine alindi.
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10,000 rpm’de 5-10 dakika santrifiij edildi.
HPLC cihazina 10 mikrolitre enjeksiyon yapildi.

3.6.6. Histolojik inceleme

Histolojik incelemeler i¢in doku drnekleri % 10’luk tamponlu formaldehitte doku tespiti
icin bekletildi. Formaldehitte tespit edilen testis dokusu parafin bloklara gomiildii. Parafin
bloklardan 5 mikron kalinliginda Leica RM 2125 (Almanya) mikrotomu ile ince kesitler
yapildi. Kesitler hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi. Tiim gruplarin doku ornekleri ayni
histolog tarafindan bilgisayarli goriintileme analiz sistemi bulunan 1sik mikroskobunda
(Olympus BH-2 Tokyo, Japonya) histolojik olarak degerlendirildi. Histolojik yikimi
smiflandirmada her grup igin ayri ayr tiibiiller degerlendirilerek, ortalama “Johnsen
Testikiiler Biyopsi Skoru” hesaplandi (95).

3.6.6.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Testis dokular1 %10" luk tamponlanmis nétral formalin igerisinde 3 giin siireyle tespit
edilerek rutin doku takip islemi baslatildi. Tespit maddesinin uzaklagtirilmalar i¢in 1 gece akar
su altinda yikandiktan sonra, 60°C de etiivde 20' ser dakika sirastyla %70, %80, %96' ya artan
etil alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra 60°C de etiivde 20’ ser dakika dort degisim asetonda
dehidrate edildi. Ardindan seffaflandirma amaciyla 60°C de etiivde 30" ar dakika iki degisim
ksilolde bekletildi. 60°C’lik etiivde iki degisim halinde 1’er saat parafin ile immersiyonu
saglanarak ince doku dilimleri parafin bloklar igerisine gémiildii (Tablo 1). Rotary mikrotom
(RM 2255, Leica) araciligi ile 5 p' luk kesitler alindi.
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Tablo 1: Rutin doku takibi

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk Formaldehit 3 glin
Fiksatiften Uzaklastirma | Akarsu 1 Gece
Dehidratasyon %70’lik Alkol 20 Dakika
Dehidratasyon %80’lik Alkol 20 Dakika
Dehidratasyon %96’lik Alkol 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 1 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 2 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 3 20 Dakika
Post Fiksasyon Aseton 4 20 Dakika
Seffaflandirma Ksilol 1 30 Dakika
Seffaflandirma Ksilol 2 30 Dakika

Parafin 1 60 Dakika
Parafin 2 60 Dakika
Bloklama Parafin

3.6.6.2. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon islemi icin 30 dakika 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu.
Daha sonra rehidratasyon islemi icin 5 degisim absolii alkol-%70’e azalan alkol serilerinden
gecirildi, kesitler distile su ile calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (01562E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan,
boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2
dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile
boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolii alkolden gecirilen
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kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan

(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 2).

Tablo 2: Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Islem
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Yikama
Boyama
Yikama

Boyama

Seffaflagtirma
Seffaflagtirma
Seffaflagtirma

Kapama

Madde
60°C Etiivde
Ksilen 1 (Etiivde)
Ksilen 2 (Oda Isisinda)
Ksilen 3 (Oda Isisinda)
%100’luk alkol
%100’luk alkol
%96°11ik alkol
%80°1ik alkol
%70’lik alkol
Distile Su
Hematoksilen
Akarsu
Eozin
% 70’lik alkol
%80°1ik alkol
%96’ 11k alkol
%100’liik alkol
%100’liik alkol
Ksilen 1
Ksilen 2
Ksilen 3

Entellan

3.6.6.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

30 Dakika
20 Dakika
10 Dakika
10 Dakika
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
10 Dakika
10 Dakika
2 Dakika

Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
20 Dakika
20 Dakika
20 Dakika

Siire

Deney gruplarindaki her bir hayvan igin ayr1 ayrt 20 adet seminifer tiibiil

degerlendirilerek, her bir tiibiile Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi yapildi (Tablo 3).
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Tablo 3: Jonhsen testikiiler biyopsi skorlamasi.

Skor 1 Germ hiicresi ve sertoli hiicresi hi¢ yok.

Skor 2 Germ hiicresi hi¢ yok. Yalnizca Sertoli hiicresi mevcut.

Skor 3 Sadece spermatogonia seklinde mevcut.

Skor 4 Cok az sayida spermatosit mevcut.

Skor 5 Spermatozoa ya da spermatid hi¢ yok. Ancak ¢ok sayida spermatosit mevcut.
Skor 6 Sadece birkag tane spermatid mevcut.

Skor 7 Spermatozoa hi¢ yok. Fakat ¢ok sayida spermatid mevcut.

Skor 8 Cok az sayida spermatozoa mevcut.

Skor 9 Cok sayida spermatozoa mevcut ve diizensiz spermatogenezis mevcut.

Skor 10 Tamamlanmis spermatogenezis mevcut ve diizgiin agik tiibiil mevcut.

3.7. Arastirma Plan1 ve Takvimi

Haziran — Temmuz 2010: Tez i¢in konu se¢imi ve hipotezin belirlenmesi.
Agustos — Eyliil 2010: Kaynak tarama.

Ekim — Kasim 2010: Tez Onerisi yazimi.

Aralik 2010: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul bagvurusu.

Ocak 2011: DEU Saglik Bilimleri Enstitiisii bagvurusu.

Subat 2011: Hazirlik (6n ¢alisma.)

Mart 2011: /n vivo deneylerin gergeklestirilmesi.

Nisan — Haziran 2011: Biyokimyasal ve histolojik analizler

Haziran 2011: Verilerin toplanmasi ve degerlendirilmesi. Tez yazimi.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Veri analizleri Windows i¢in SPSS’in 15.0 versiyonu ile yapildi. Degerler ortalama +
standart sapma olarak verildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar Kruskal Wallis testi kullanilarak
yapildi. Kruskal Wallis testinden elde edilen p degerleri istatistiksel olarak anlamli ¢iktiginda
Mann Withney U karsilagtirma testi kullanilarak analiz edildi. p degeri 0.05 ten kiiciikse
anlamli olarak ifade edildi (p<0.05).
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3.9. Arastirmanin Simirhliklar:
Deneysel testis I/R(T/DT) modeli sonunda uygulanan “kardiyak perfiizyon” islemi

biyokimyasal inceleme (MDA) sonuglarini olumsuz yonde etkiledigi diistintilmektedir.

3.10. Etik Kurul Onay1

DEU Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 24 Aralik 2010 tarihinde
arastirmanin uygulanmasinda sakinca olmadigina karar vermistir (protokol no: 76/2010) (EK-
1).

4. BULGULAR

4.1. Testis Dokusu Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Tiim gruplarin sol (ipsilateral) ve sag (kontralateral) testis dokusundaki MDA diizeyleri,
sirasiyla Sekil 9a ve Sekil 9b’de gosterilmistir. MDA diizeyleri istatistiksel olarak analiz

edildiginde:

Sol testiste (ipsilateral): (Sekil 9a)
—Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Sag testiste (kontralateral): (Sekil 9b)
—Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda anlamli bir fark bulundu (p<0.05).

MDA (ng/g doku)

Grup 1 Grup ¥ Srup 3 Grup 4

Sekil 9a: Sol testis (ipsilateral) MDA diizeyi.
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Sekil 9b: Sag testiste (kontralateral) MDA diizeyi.

Grup 1 (Sham) ve Grup 2 (I/R+SF) arasinda anlaml1 fark oldugu (p<0.05), sol testis I/R
hasarinin sag testiste MDA diizeyini yiikselttigi bulundu. EP uygulamasi MDA diizeylerini
etkilemedi (p>0.05).

Aciklamalar:
Grup 1: Sham,

Grup 2: I/R + SF (sol testise T/DT yapildi),

Grup 3: I/R + EP (sol testise T/DT yapild: ve reperfiizyonun 30. dakikasinda EP injekte
edildi),

Grup 4: EP+i/R (Iskemiden 30 dk énce EP uyguland ve sol testise T/DT  yapildy).

* Grup 1 (Sham)’e gore (p<0.05).

4.2. Testis Dokunun Histolojik Analizleri

4.2.1. Jonhsen Skorlama

Testis dokusunun histolojik analizleri, “Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi™na gore
yapildi (Tablo 3). Tim gruplarin sol (ipsilateral) ve sag (kontralateral) testis skor diizeyleri,
sirasiyla; Sekil 10a ve Sekil 10b’de gosterilmistir. Histolojik skorlama istatistiksel olarak

analiz edildiginde:

Sol testiste (ipsilateral): (Sekil 10a)
—Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda anlamli bir fark bulundu (p<0.001).
—~Grup 1 (Sham) ve Grup 2 (I/R+SF) arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001). Sol testis

I/R uygulamast, sol testiste skor diizeyini diisiirdii.
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—Grup 2 (I/R+SF) ve Grup 4 (EP+i/R) arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001).

Iskemiden &nce uygulanan EP, I/R’ye bagli azalan skorlamay artirds.

Sag testiste (kontralateral): (Sekil 10b):

—Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda anlamli fark bulundu (p<0.001).

~Grup 1 (Sham) ve Grup 2 (I/R) arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001). Sol testis I/R
uygulamasi, sag testiste skor diizeyini azaltt1.

—EP’nin sag testiste herhangi bir degisiklik olusturmadigi saptand1 (p>0.05).

9,00 WO
> I I
8,00 T - I T
7.00 T
1 1
6,00
3 ]
=
[e) 5,00
Y4
) 4,00
GC) 3,00
(72)
[ 2,00
<
o 1,00
~
0,00
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 10a: Sol testis (ipsilateral) Johnsen skoru.
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Sekil 10b: Sag testis (kontralateral) Johnsen skoru.
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Aciklamalar:
Grup 1: Sham,

Grup 2: I/R + SF (sol testise T/DT yapildr),

Grup 3: I/R + EP (sol testise T/DT yapild1 ve reperfiizyonun 30. dakikasinda EP injekte
edildi),

Grup 4: EP+I/R (Iskemiden 30 dk énce EP uygulandi ve sol testise T/DT  yapild).

* Grup 1 (Sham)’ e gore (p<0.001).
** Grup2 (I/R+SF)’ye gére (p<0.001).

4.2.2. Isik Mikroskobu Goriiniimleri

Grup 1 (Sham)’e ait testis kesitleri incelendiginde testis dokusu olagan histolojik
goriiniimdeydi. Seminifer tibiller, intersitisyel alan ve intersitisyel bag dokusundan
olugsmaktaydi. Seminifer tiibiiller genis intersitisyel doku iginde heterojen bir yap1
gostermekteydi. Seminifer tiibiillerin duvarinda bazal membran {izerine oturmus

spermatogoniyumlar, spermatositler ve merkezde spermatidler izlendi (Sekil 11-13).

Grup 2 (I/R+SF) incelendiginde seminifer tiibiillerde yogun dejenerasyonlar ve atrofi
gozlendi. Tubiiliin karakteristik yuvarlak yapisinda bozulmalar, seminifer tiibiil duvarindaki
epitelde bozulma ve tibiil limeninde diizensizlik goriildii. Spermatogenik seriye ait
hiicrelerde morfolojik bozukluklar, spermatogonium ve sertoli hiicrelerinde azalma izlendi

(Sekil 14-21).

Grup 3 (I/R+EP)’de, Grup 2 (I/R+SF)’de gbzlenen gogu patolojik bulguda bir miktar
azalma saptandi. Seminifer tiibiillerde dejenerasyon, spermatogenik seriye ait hiicre
diziliminde bozukluk ve hiicre sayisinda azalmanin yer yer devam ettigi gozlendi (Sekil 22-
23).

Grup 4 (EP+i/R)’de, Grup 2 (I/R+SF)’de gdzlenen bulgularin tiimiinde azalma saptandh.
Tiibiil limenindeki diizensizliklerin diizeldigi, spermatogenik seriye ait hiicrelerde morfolojik
bozukluklarin olduk¢a azaldigi, sham grubuna benzer sekilde spermatogenik dizilim

gosterdigi tespit edildi (Sekil 24-26).
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Sekil 11: Grup 1 (Sham)’de genel goriiniim, H-E.

Seminifer tiibiiller normal goériiniimiinde olup genis intersitisyel doku iginde heterojen
dagilim gostermekteydi. BD: Intersitisyel bag doku, ST: Seminifer tiibiil, A:
Spermatogoniyum, B: Spermatosit, C: Spermatid.

Sekil 12: Grup 1 (Sham)’de genel goriiniim, H-E. BD: Intersitisyel bag doku, ST:
Seminifer tiibiil, A: Spermatogoniyum, B: Spermatosit, C: Spermatid.
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Sekil 13: Grup 1 (Sham)’de seminifer tiibiil genel goriiniim, H-E. BD: Intersitisyel bag
doku, ST: Seminifer tiibiil A: Spermatogoniyum, B: Spermatosit, C: Spermatid.

Sekil 14: Grup 2 (I/R+SF)’de genel goriiniim, H-E. Seminifer tiibiillerde, dejenerasyon
ve atrofi vardir (— ). Seminifer tiibiil duvarindaki epitelde bozulma ve tiibiil liimeninde

diizensizlik gozlemlendi (v ). ST: Seminifer tiibiil.
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Sekil 15: Grup 2 (I/R+SF)’de seminifer tiibiil goriiniimii, H-E. Seminifer tiibiillerde

diizensizlik, spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde bozulma (ok).

Sekil 16: Grup 2 (I/R+SF)’de hiicrelerin genel gériiniimii, H-E. Spermatogenik seri

hiicrelerin dizilimde bozulma (ok).
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Sekil 17: Grup 2 (I/R+SF)’de hiicrelerin gériiniimii, H-E. Spermatogenik seri hiicrelerin

diziliminde bozulma (ok).

Sekil 18: Grup 2 (I/R+SF)’de seminifer tiibiil ve hiicrelerin goriiniimii, H-E. Seminifer
tiibiil konturlarinda diizensizlik (ok), spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde bozulma,

limen icinde spermarosit birikimi (S).
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Sekil 19: Grup 2 (I/R+SF)’de hiicrelerin gériiniimii, H-E. Spermatogenik seri hiicrelerin

diziliminde bozulma (ok), spermatogonium ve sertoli hiicrelerinde azalma.

Sekil 20: Grup 2 (I/R+SF)’de hiicrelerin gériiniimii, H-E. Spermatogenik seri hiicrelerin

diziliminde bozulma, spermatogonium ve sertoli hiicrelerinde azalma.
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Sekil 21: Grup 2 (I/R+SF)’de seminifer tiibiil goriiniimii, H-E. Seminifer tiibiil

konturlarinda diizensizlik (ok), spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde bozulma.

Sekil 22: Grup 3 (I/R+EP)’de genel gériiniim, H-E. BD: Intersitisyel bag doku, ST:

Seminifer tubiil.
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Sekil 23: Grup 3 (I/R+EP)’de genel goriiniim, H-E. Seminifer tiibiillerde

diizensizliklerde azalma, spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde bozukluk.

Sekil 24: Grup 4 (EP+I/R)’de seminifer tiibiil ve hiicrelerin gériiniimii, H-E. Seminifer
tiibiil kontur diizensizliklerinde azalma (oklar), spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde

bozulma (S).
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Sekil 25: Grup 4 (EP+1/R)’de seminifer tiibiil ve hiicrelerin gériiniimii, H-E. Seminifer
tiibiil konturlarinda diizensizliklerinde azalma (ok), spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde

diizelme (S).

Sekil 26: Grup 4 (EP+I/R)’de seminifer tiibiil ve hiicrelerin gériiniimii, H-E. Seminifer
tiibiil konturlarinda diizensizliklerinde azalma (ok), spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde
diizelme (S).
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu (iskemi); yenidogan, c¢ocukluk ve adolesan donemdeki erkekleri
etkileyen ve sik karsilagilan acil tirolojik bir hastaliktir. Acilen tedavi edilmedigi taktirde,
hiicresel enerji depolarinin azalmasit ve toksik metabolitlerin birikimine bagli bir dizi
hasarlanma mekanizmalar1 baslar (67,70,72,73). Testis torsiyonun tedavisi cerrahi olarak en
kisa siirede detorsiyon (reperfiizyon) yapilmasi seklindedir. Eger torsiyon 6 saat i¢inde cerrahi
olarak tedavi edilmezse testiste disfonksiyonel degisiklikler olusmaktadir (97). Bizim
calismamizda 1 saat iskemi uygulandigindan bu tiir degisiklikler olusmamistir. Deneysel
olarak yapilan arastirmalarda, testis dokusunda I/R ile ciddi fonksiyonel ve morfolojik
degisiklikler oldugu goézlenmistir (39,49). Bizim c¢alismamizda da 4 saat detorsiyonun
sonunda, reperflizyona bagl olarak seminifer tiibiillerde dejenerasyon ve atrofi saptanmaistir.
Ayrica spermatogeneziste yer alan hiicrelerde hasar olusmustur. Pekgetin C ve ark.’nin (29)
yaptiklar1 ¢aligmada 2 saatlik iskemi sonrasi 4 saat reperfiizyonun seminifer tiibiil ¢aplar1 ve
sayisinin kontrole gére daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ayrica atrofik gdriinlim ve bazal

membran bozukluklarinin da mevcut oldugu saptanmastir.

Iskemi, dokuda anaerobik metabolizma son iiriinlerinin ve toksik iiriinlerin birikimine
yol agarak; reperfiizyon ise, SOR olusturarak, hiicresel antioksidan sistemleri etkileyerek
hasar olusturmaktadir. Insanlarda testis T/DT ile testikiiler dokuda atrofi ve testis nekrozu gibi
patolojik degisiklikler ile spermatogeneziste gerileme, azospermi ve kisirlik gibi bulgular
ortaya ¢ikmustir (12,13). Siganlarda testiste I/R ile ciddi doku hasarma yol actig1 gdsterilmistir
(23-25,28-32,76,80,90). Deneysel olarak yapilan sigan testis I/R modellerinde, I/R’ye maruz
kalma stiresi degismektedir (28-32,76,80,96,97). Torsiyonun derecesi ve siiresi ile iliskili
olarak, reperfiize olan testiste bilateral testikiiler I/R hasari meydana gelmektedir (19,98,99).
Ancak tek tarafli testis torsiyonunun karsi testise etkisi tartismalidir. Bazi caligmalarda karsi
testiste hasar olustugu rapor edilmesine karsin, bazi ¢alismalarda bu birliktelik saptanmamuistir
(14,19,28). Calismamizda tek tarafli testis T/DT sonrasi karsi testiste bir oksidatif stres ve
doku hasar1 olustugu saptanmistir. Ancak hasar torsiyon yapilan testiste daha siddetli
olmustur. Karsi testiste refleks olarak azalmis kan akimi, testisten salinan SOR ve bozulmus
kan-testis bariyeri nedeniyle kendi sperm hiicresine karsi olusan otoimmiinizasyon bu hasari

aciklamak i¢in One siiriilen mekanizmalardan bazilaridir (100-102). Karihtala P ve ark. (102)
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detorsiyondan 3 ay sonra dahi her iki testisteki SOR miktarinin normalden fazla oldugunu ve

bu durumun kars1 testiste olugan hasarin nedenlerinden birisi oldugunu belirtmistir.

Oksidatif stres testis hasarinda onemli rol oynamakta olup, toksisite, kemoterapi,
varikosel, testikiiler torsiyon gibi infertiletiye yol agacak bir¢cok patolojik siirece eslik
etmektedir (79,103,104). Memeli testisleri SOR hasarina olduk¢a duyarlidir. Testis T/DT’u
yani I/R hasar mekanizmas1 tamamen acikliga kavusturulmamis olmasina ragmen, SOR nin
olusturdugu oksidatif stresin olduk¢a 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (18). I/R’ye maruz
kalan testis dokusunda, ksantin oksidaz ve aktive olan nétrofillerdeki NADPH oksidaz; O, ,
H,O,, ONOO - ve OH radikalleri gibi toksik SOR’lari olusturmaktadir (18,79). SOR
liretiminin ya da SOR’un temizlenmesi, I/R’ye bagli testikiiler hasari 6nlemektedir

(18,79,101,103).

Deneysel olarak in vivo kosullarda olusturulmus I/R hasarinda, oksidatif hasarlanmanin
gostergesi olarak dokuda lipid peroksidasyona bakilmaktadir (26,62,100). MDA lipid
peroksidasyonunda bir son iiriindiir ve oksidatif hasarin diizeyini goéstermek igin
kullanilmaktadir. Erol B ve ark.’in (105) yaptiklar1 ¢alismalarda, siganlarda 1 saatlik iskemiyi
takiben 4 saatlik reperfiizyona bagli olarak testis dokusunda MDA diizeyinin artmis oldugu
tespit edilmistir. Bizim calismamizda I/R ile kontralateral testis dokusunda MDA diizeyinde
artisin oldugunu tespit ettik. EP uygulamasinin ise MDA diizeyinde bir fark yaratmadigini
gozledik. Ancak bir¢gok deneysel hayvan modellerinde EP’nin direkt olarak SOR’leri
temizleyerek etkili oldugu bulunmustur (28,106,107). Dolaysiyla bizim ¢alismada da EP’nin,
I/R’ye bagli testis hasarini azaltmadaki koruyucu etkisi SOR ’leri engeleyerek yapmis olabilir.

Normal fizyolojik kosullarda, mitokondri SOR’un en 6nemli kaynagidir. SOR hiicre igi
antioksidan enzimlerle (SOD, KAT ve Glutatyon peroksidaz) ve diger antioksidan
molekiillerle (glutatyon, vitamin E gibi) azaltilmaya calisilir. Ancak patolojik kosullarda artan
SOR’lara, bu antioksidanlar yetecek etkinlige sahip olamazlar ve artan SOR savunma sistemi
elemanlarinin  niceligini  ve niteligini  bozabilir. Antioksidanlarin bu yetersizligi
mitokondrilerde daha ciddi olaylarin olusmasina neden olur. Bundan dolayr mitokondrilerde
asir1 miktarlarda H,O, olusur. H,O, zayif bir reaktiftir, ancak Fenton veya Haber-Weiss

reaksiyonlart ile toksik OH ™ radikallerine doniisiir. Bundan dolayr asir1 miktarda artan H,0,
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lipid, protein ve mDNA’da hasara ve apoptotik olaylara yol agabilir (45-49,98-102).
Testikiiler I/R hasarnda, testis dokusunda antioksidan enzim aktivetisinde azalmanin oldugu
tespit edilmistir (32,89,90,105). Bu da I/R’nin oksidatif hasarlanmayla iliskisini gdstermekte
olup, direkt oksidan etkisi disinda, antioksidan aktiviteyi de azaltarak, indirekt olarak da
etkiledigini gostermektedir. Hu X ve ark.’nmn (108) yaptiklar1 deneysel myokardiyal I/R
modelinde azalan SOD’un EP ile arttigini bulmuslardir. Payabvash S ve ark’nin (28)
yaptiklar1 deneysel testis /R modelinde azalan antioksidan enzim diizeylerini, EP’nin
artirdigin1 (artan SOD, KAT ve glutatyon peroksidaz) bulmuslardir. Dolaysiyla ¢alismamizda
EP’nin I/R’ye bagl testis hasarmi azaltmadaki etkisi antioksidan aktiviteyi indirekt olarak

artirarak yapmis olabilir.

Programlanmis hiicre o6liimi olarak bilinen apoptozis, hiicresel homeostazisin
stirdliriilmesinde 6nemli bir fizyolojik olaydir (92,104). Enerji bagimli ve dogal olarak olusan
apoptosis nekrozdan farklidir. Normal testis dokusunda hiicre 6liimii ve hiicre proliferasyonu
arasinda bir denge vardir. Ancak I/R’nin de dahil oldugu bircok testis hastaligmin
patogenezsinde artan apotozisin 6énemli rol oynadigi gosterilmistir (21,28,76,109). Oksidatif
stres, apoptozis mekanizmasinda giliglii bir mediyatér olarak tanimlanmaktadir (110).
Testikiiler dokuda I/R ile olusan oksidatif stresin apoptozun olusmasinda &nemli rol oynadig
gosterilmistir (28,29). Bu ¢alismada da I/R ile testikiiler dokuda artan oksidatif stres apoptoza
yol agmus olabilir. EP’nin koruyucu etkisi, I/R’ye bagl oksidatif stresi azaltarak apoptozu

Onleyici etkisine (antiapoptotik) aracilik etmis olabilir.

6. SONUC VE ONERILER

Testikiiler doku hasarin1 degerlendirmede, histolojik olarak 151k mikroskopisi
kullanilarak yapilan “Johnsen skorlama ydntemi” kantitativ yontemlerden biridir (111).
Johnsen skorlama’ya gdére bu arastirmada, sicanlarin sol testise uygulanan I/R (T/DT)’nin,
hem sol hem de sag testikiiler dokuda hasar olusturdugu, iskemi 6ncesi sistemik olarak verilen

50 mg/kg dozundaki EP’nin, sol testikiiler hasar1 azalttig1 bulunmustur.

Bu baglamda EP, siganlardaki testikiiler I/R hasarma kars1 koruyucu etkisinin oldugu ve

bu etkisini antioksidan etki ile gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu da I/R’ye bagl testis hasarinda
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oksidatif stresin Oonemli rol oynadigi, koruyucu tedavide EP’nin fayda saglayacagini

gostermektedir. Ancak bu etkisinin daha iyi aydinlatilabilmesi ig¢in molekiiler diizeyde

aydinlatilmasi, hiicre i¢i sinyal yolaklariyla iliskisinin belirlenmesi ve sonuglar EP’nin

yararini destekliyorsa klinik ¢alismalarla desteklenmesine gereksinim vardir.
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Kurul Baskam
(Aragtiric)

Prof. ;per YLU Dr.A sELAL -

Oye
Prof.Dr.Selman SOKMEN Prof.Dr.O.Nejut SARIOSMANOGLU
Oye (topLkatilamady) Uye (toplkatilamad)
Do¢.Dr. Turna ILKNUR Dog.Dr.H.Alper BAGRIYANIK
Oye (topLkatilamady) Uye (topLkatilamadi)

4

Prof.Dr.Abdullah KUMRAL Wﬂnyin BASKIN
Uye(topl. katilamadi) ve
//’ »
|
% N TR
"m:.‘l'ony INCEBOZ Vir.Hekim Adugs
Uye \ !

Ayse Nur BALIN r.Sermin G

Oye
NOT: Pipy 5 limelerin metn iginde bold kunukier kullanidarak yapilmes: projenia i s aguindan skl olscaktie
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OZGECMIS
ASLI CELIK

TC Kimlik No / Pasaport No: 27356385964
Dogum Yili: 1985
Yazisma Adresi : mithatpasa cad. no 811 k6 d12 goztepe 35310 Izmir/Tiirkiye
Telefon : 232-4124656
e-posta : aslicelik85@gmail.com
EGITIM BILGILERI
Ulke Universite Fakiilte/Enstitii Ogrenim Alan Derece MeZ‘;JlTllyet
: VETERINER
Tiirkiye éﬂ?agfsi i gf;%lilTNE'Es'? HEKIMLIGI TEMEL  |Lisans |2009
v BILIMLER
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Kurum/Kurulus Ulke | Sehir Boliim/Birim Gorev Tiirii Gorev Donemi
UZMANLIK ALANLARI
Uzmanhk Alanlan
Diger
laboratuvar hayvanlari, deneysel calisma
PROJE DENEYIMI
Proje Ad1 Kurum Biitce Tarih Gorev Pr"o Je
Tiiru
Sican Testis Torsiyon-
Detorsiyon Modelinde Etil | Dokuz Eyliil 24.12.2010- | .. .. .. ..
Piriivat Etkisinin Universitesi | 2000 |30.06.2011 | rdtlicd Ulusal
Incelenmesi
Demir siikroz ve demir Kurumsal
dekstranin siganlarda Dokuz Eyliil 30.05.2011-
oeriferik kanda lenfosit | Universitesi | 22000 [03.06.2011 |Arastirmacy/Uzman \(/BbA)P
dagilimi ve islevleri o
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tizerine olan etkilerinin
karsilastirilmasi.

Sklerozan enkapsiile

perifonit (SEP) modelinde ; i Kurumsal
stroid-sirolimus I?o!(uz Equl 4600 22.11.2011 Arastirmaci/Uzman | (BAP
- Universitesi 20.02.2011
kombinasyonunun v.b.)
etkisinin incelenmesi.
Intrauterin uygulanan
hiperoksinin yenidogan . i
sicanlarda I?o!(uz Equl 1000 30.03.2010 Arastirmaci/Uzman | Ulusal
. . | Universitesi 30.07.2010
bronkopulmoner displazi
modeline etkisi.
Maternal pentoksifilin
tedavisinin hayvan , Kurumsal
periventrikiiler 16komalazi ]?Okuz Eyl‘?l 9500 31.05.2010- Aragtirmaci/Uzman | (BAP
) . Universitesi 15.07.2010
modelinde beyin hasari v.b.)
iizerine etkisi.
Guinea pigde deneysel
olusturulmus kolestetoma
inhibisyonunda lokal [zmir Atatiirk
prednisolon sodyum fosfat, | Egitim ve 07.05.2010-
deksametazon ve 1,25- Arastirma 2500 07.07.2010 Aragtirmacy/Uzman | Ulusal
dihidroksivitamin D3’tin | Hastanesi
etkileri (Deneysel Hayvan
Modeli).
Konvensiyonel olarak
yetistirilen laboratuar
hayvanlarinda postnatal Dokuz Eyliil 01.02.2010- |,.. ... ..
donemde cinsiyet,yas ve | Universitesi 200 20.08.2010 Yiritict Ulusal
agirlik korelasyonunun
degerlendirilmesi.
Tavsanda gec kalca
displazisi modeli kalganin | Dokuz Eyliil 26.02.2010-
¢ikik kalma siirecinin ge¢ | Universitesi 5500 30.08.2010 Arastirmaci/Uzman | Ulusal
displaziye etkisi.
Intragastrik Hidroklorik
asit uygulanarak, deneysel
asidoz olusturulan ratlarda ..
- > | Dokuz Eyliil 28.05.2011-
Tris Hidroxymethly Universitesi 1200 12.06.2011 Aragtirmaci/Uzman |Ulusal

Aminomethane (THAM)
tedavisinin mortalite
uzerine etkisi.
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DiIiGER AKADEMIK FAALIYETLER

Damismanhik Sayisi

Son Bir Yilda Uluslararasi indekslere Kayith Makale/Derleme i¢cin Yapilan

Son Bir Yilda Projeler i¢in Yapilan Damismanlik Sayisi

Yayinlara Alinan Toplam Atif Sayisi

Tamamlanan Devam
Eden
. Yiiksek
Damsmanlik Yapilan Ogrenci Sayisi Lisans
Doktora
Uzmanhk
Diger Faaliyetler
(Eser/gorev/faaliyet/sorumluluk/olay/iiyelik
vb.)
ODULLER
Odiiliin Adx Alindigi Kurulus | Yih
2. Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Sempozyumu Bilimsel Etkinlik Dokuz Eyliil
PRI I 2010
Tesvik Odiilii Universitesi

YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

Diger dergilerde yayinlanan makaleler
|

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

Laboratory Animal Science. 6. Orpheus Conferance, 2011.

Yilmaz O, Guneli E, Karaman M, Kolatan E, Celik A. Doctoral Degree Program Of Department Of

Yilmaz O, Guneli E, Karaman M, Kolatan E, Celik A. Laboratory Animal Breeding And Research
Department In Dokuz Eylul University Advanced Biomedical Research Center. Third East
Mediterranean ICLAS Symposium on Laboratory Animal Science, 2011, Istanbul.

Gures N, Karaman M, Kolatan E, Celik A, Cavdar Z, Kiime T, Guneli E, Yilmaz O. Investigation
Of The Effects Of Ethyl Pyruvate On The Inflamatory Response In Rat Colitis Model. Third East
Mediterranean ICLAS Symposium on Laboratory Animal Science, 2011, istanbul.

Celik A, Kolatan E, Karaman M, Guneli E, Yilmaz O. Laboratory Animal Science Education In
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Turkey. Third East Mediterranean ICLAS Symposium on Laboratory Animal Science, 2011,
[stanbul.

Yilmaz O, Giineli E, Karaman M, Kolatan E, Celik A. Hayvan Laboratuar1 Tesislerinde Konum,
Tasarim ve Fonksiyonel Alan Olgiilerinin Onemi. 2. Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Sempozyumu
1-2 Ekim 2010, {zmir.

Yilmaz O, Giineli E, Karaman M, Kolatan E, Celik A. Hayvan Laboratuar1 Tesislerinde Koridor
Plan1 ve Tasarimi. 2. Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Sempozyumu 1-2 Ekim 2010, Izmir.

Yilmaz O, Giineli E, Karaman M, Kolatan E, Celik A. Hayvan Laboratuvar1 Tesislerinde Is Akis1.
2. Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Sempozyumu 1-2 Ekim 2010, Izmir.

Celik A, Songiir M, Akel I, Salt S, Tad L, Yilmaz O. Tavsanlarda Deneysel Kal¢a Displazisi
Modelinde On Ekstremite Patolojileri. 2. Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Sempozyumu 1-2 EKim
2010, Izmir.

Akel 1, Celik A, Tad L, Songiir M, Atilla P, Yilmaz O, Tiimer Y. Tavsanda Kalca Displazisi
Modeli — Arka Ayak Al¢ilanmasi. 2. Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Sempozyumu 1-2 Ekim 2010,
Izmir.

Celik A, Karaman M, Kolatan E, Giineli E, Y1lmaz O. Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Uretim Biriminde Konvensiyonel Olarak Yetistirilen Laboratuvar Hayvanlarmin
Yasa Bagl Agirlik Degisimlerinin Incelenmesi.2. Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Sempozyumu 1-2
Ekim 2010, Izmir.

Diger yaymnlar
[

Diizenleme Tarihi :09/09/2011
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