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OZET

Testis torsiyonu’nun tan1 ve tedavisindeki gecikmeler testis doku iskemisine ve geri
doniisiimsiiz hasara neden olmaktadir. Bu nedenle, torsiyone olmus testis dokusuna
yapilacak ilk miidahale detorsiyonla dokunun yeniden kanlanmasim (reperfiizyonu)
saglamaktir. Ancak, reperfiizyon esnasinda iskemili dokuya arteryel kanla bol miktarda
sunulan molekiiler oksijen dokuda, iskeminin olusturdugu hasardan daha siddetli hasar
olusturmaktadir. Bu olay iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak bilinmektedir. Literatiirlerde
I/R hasarinin patogenezinde, oksidatif stres ve inflamasyon major komponent olarak
gosterilmektedir. Edinilen bu bilgiler, torsiyone olmus testisin detorsiyonundan 6nce ve
sonrasinda antioksidan oOzellige sahip antiinflamatuar ilaglarin kullanilmasinin yararh
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu ¢alismada amacimiz antioksidan 6zellige sahip selektif COX-2 inhibitorii nonsteroidal
antiinflamatuar bir ilag olan parekoksibin siganlarda torsiyon ve detorsiyonla olusturulan
testis hasarina etkisini biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirmaktir.

Calismanuzda albino wistar tiirii erkek sicanlar torsiyon detorsiyon uygulanan (TIR),
torsiyon detorsiyon+10 mg/kg parekoksib (PIR-10), torsiyon detorsiyon+20 mg/kg
parekoksib (PIR-20) ve sham operasyonu uygulanacak (SG) gruplara ayrildi. Parekoksib,
hayvan gruplarina torsiyon detorsiyon uygulamadan 6nce bir defa intraperitoneal yoldan
enjekte edildi. TIR ve SG hayvan gruplarma ise ayn1 hacimde distile su verildi. Ilaclar ve
distile su verildikten bir saat sonra PIR-10, PIR-20 ve TIR gruplarina iki saat torsiyon ve iki
saat detorsiyon uygulandi. Bu siire sonunda TiR, PiR-10, PIR-20 ve SG gruplarindaki
hayvanlar yiiksek doz anestezik (tiyopental sodyum 50 mg/kg) ile sakrifiye edildikten sonra
sol testisleri ¢ikarildi ve testis dokularinda biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler
yapildi.

Biyokimyasal deney sonuglar1 parekoksibin torsiyon detorsiyon uygulanan testis dokusunda
MDA, COX-2, IL-1B ve TNF-a diizeylerinin artmasini, tGSH ve COX-1 in azalmasini 20
mg/kg dozda 10 mg/kg dozuna gore daha anlamli Onledigini ortaya koymustur. Ayrica,
parekoksibin 20 mg/kg dozda torsiyon detorsiyon hasarini 10 mg/kg dozuna gore daha iyi
Onledigi  histopatolojik olarakta gosterilmistir. Deney sonuglari, parekoksibin klinikte
torsiyon detorsiyona bagl testis iskemi reperfiizyon hasarinin tedavisinde yararli olacagini
diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Testis, Torsiyon Detorsiyon, Parekoksib.
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ABSTRACT

Any delay in diagnosis and treatment of testicular torsion may lead to ischemia and
irreversible damage to the testis tissue. Therefore, the urgent intervention to the torsioned
testis should aim for detorsion and reperfusion to the tissue. However, during reperfusion,
the abundance of molecular oxygen brought to the ischemic tissue by arterial blood causes a
severe reperfusion damage that is more serious than the damage caused by ischemia itself.
This is known as the ischemia reperfusion (I/R) damage. Studies indicate oxidative stress
and inflammation as the major component in the pathogenesis of I/R damage. Available data
suggests that use of antiinflammatory agents with antioxidant properties both before and
after detorsion of the torsioned testis may have benefits.

To investigate the effect of parecoxib, a selective COX-2 inhibitor nonsteroid
antiinflammatory drug with antioxidant property, on testicular damage induced in rats via
torsion and detorsion, by biochemical and histopathological means.

Albino Wistar strain male rats were assigned to one of the four groups as (1) torsion
detorsion group (TIR), (2) torsion detorsion + 10 mg/kg parecoxib group (PIR-10), (3)
torsion detorsion + 20 mg/kg parecoxib group (PIR-20), and (4) sham group (SG). Parecoxib
was injected in experiment groups via intraperitoneal route once before applying torsion and
detorsion. Instead of parecoxib, an equal volume of distilled water was injected in the TIR
and SG groups. After one hour from injection of the drug or distilled water, two hours of
torsion followed by two hours of detorsion were applied in the TIR, PIR-10 and PIR-20
groups. At the end of this time, all rats in TIR, PIR-10, PIR-20 and SG groups were
sacrificed with high dose anesthetics, and consequently, their left testes were removed for
biochemical analysis and histopathological examinations.

Biochemical analysis results showed that parecoxib administered in 20 mg/kg dose
significantly prevented the increase of MDA, COX-2, IL-1p and TNF-o levels and the
decrease of tGSH and COX-1 levels in the testis tissue subjected to torsion and detorsion,
when compared to 10 mg/kg dose. Additionally, histopathological examination results
showed that parecoxib could prevent torsion detorsion damage in a dose-dependent manner.
The results of the experiment suggest that parecoxib can be beneficial in the clinical
treatment of testicular ischemia reperfusion damage caused by torsion detorsion.

Keywords: Testis, Torsion Detorsion, Parecoxib.
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1. GIRIS VE AMAC

Iskemi, damarlarin piht1 veya herhangi bir mekanik etkenle ttkanmas1 sonucu dokuya
sunulan kan ve molekiiler oksijenin (O;) azalmasi veya tamamen kesilmesi
durumudur (1, 2). iskemi, hiicrelerde toksik metabolitlerin birikmesine, hiicre
fonksiyon bozukluguna ve sonrasinda hiicrelerin nekrozuna kadar gidecek bir dizi
kombine biyokimyasal olaylarin baglamasina neden olmaktadir (3, 4). Dokuda olusan
iskemi hasariin siddeti, iskemi siiresinin uzamasina paralel olarak artmaktadir (5).
Bu nedenle, dokuya yapilacak ilk miidahale en kisa siirede dokunun tekrar
kanlanmasini (reperfiizyonu) saglamaktir.

Ancak, reperfiizyonla iskemili dokuya arteryel kanla bol miktarda sunulan Og,
dokuda asir1 miktarlarda serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusmasina neden
olmaktadir. Bu SOR’lar hiicrelerde membran lipitlerini, proteinlerini, niikleik asit
molekiillerini ve hiicre organellerini oksidasyona ugratarak ciddi hasara yol
acmaktadir (6, 7). Hasarin olusmasinda, hiicrelerde reperfiizyon esnasinda yiikselen
SOR lara kars1 dogal antioksidan savunma sisteminin asiri harcanmasindan ileri
geldigi ifade edilmektedir (8). Bu bilgiler, iskemili dokuya uygulanan reperfiizyon
isleminin dokuda iskeminin olusturdugu hasardan daha siddetli hasar olusturdugunu
gostermektedir. Bu olay literatiirde iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1 olarak
bilinmektedir (2). Bilindigi gibi, I/R’ye bagli doku hasarinin en 6nemli gostergesi
malondialdehit (MDA) seviyesidir. MDA, SOR kaynakli hiicre lipit
peroksidasyonu’nun son {iriiniidir. Bu nedenle, MDA ol¢timii ile lipit
peroksidasyonu’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir (9). Ayrica deneysel
calismalarda antioksidan savunma sistemini degerlendirmek i¢in endojen total
glutatyon seviyesi 6l¢iilmektedir (10). Hayvanlarda I/R hasarin1 degerlendirmek igin
yaygin kullanilan parametrelerden biride proinflamatuar sitokinler olarak bilinen
interlokin bir beta (IL -1P) ve tiimoér nekrozis faktorii alfa (TNF-o)’dir (11). Bazi
caligmalarda I/R hasarmin temel mekanizmalarindan bir digerinin siklooksijenaz-2
(COX-2) enziminin oldugu savunulmaktadir (12). COX-2 enzimi hasarli dokularda
indiiklenir ve arasidonik asitten proinflamatuar prostaglandinlerin {iretiminde ve

inflamasyonun sekillenmesinde rol oynar (13). Dokularda indiiklenebilir COX-2



enzimi disinda, sitoprotektif aktiviteden sorumlu COX-1 enzimi de bulunmaktadir
(13).

Klinikte testis I/R hasari, torsiyone testisin cerrahi miidahale ile detorsiyonu sonucu
ortaya ¢iktig1 patolojik bir durumdur (14). Torsiyone testis vakalarinda tedavinin
gecikmesi testis kaybi ve infertiliteye yol acabilmektedir. Erken miidahalelerde
detorsiyon ile ilk 6 saat igerisinde testis % 90 korunabilirken ge¢ kalinmis
miidahalelerde bu oran 12 saat sonra % 50, 24 saat sonra ise bu oran % 10 lara kadar
diismektedir (15).Literatiirden edinilen bu bilgiler, torsiyone olmus testisin cerrahi
girisimden Once ve sonrasinda antioksidan 6zellige sahip proinflamatuar sitokin ve
COX-2 enzimini selektif inhibe eden ilaglarin kullanilmasinin yararli olabilecegini

diistindiirmektedir.

Calismamizda testis torsiyon detorsiyon hasarina etkisini deneyecegimiz parekoksib,
antioksidan ozellige sahip selektif COX-2 inhibitorii nonsteroidal antiinflamatuar bir
ilagtir (16). Yapilan literatiir taramalarinda, parekoksibin testis I/R hasar1 iizerindeki
koruyucu etkisine ait herhangi bir bilgiye rastlanmadi. Bu nedenle ¢alismamizin
amac1, parekoksibin sigan testisinde I/R ile olusturulan hasara etkisini biyokimyasal

ve histopatolojik olarak aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Testis Iskemi/Reperfiizyon (i/R) Hasar

Ik kez 1800’lerde tanimlanan testikiiler torsiyon, yeni dogan ¢ocuklarda ve ergenlik
donemindeki erkek bireylerde yaygin olarak gdzlemlenen ve testikiiler iskemi ile
ortaya ¢ikan iiro-patolojik acil bir durumdur ve kan akigini diizeltmek i¢in cerrahi
girisim genellikle zorunludur (14). Testikiiler I/R hasarmmn yillik gériilme sikligi, 25
yasindan kiiciik erkeklerde 1/4000°dir. Baslangigta vendz doniiste tikanikliga neden
olan torsiyon, daha sonra vendz ve arteriyel basinglarin esitlenmesiyle dengelenir.
Eger hizli ve dogru bir miidahale yapilmaz tedavi edilmezse kisirliga kadar
gidebilecek diizeltilemez testis hasarina ve gonad kaybina yol acar. Meydana gelen
hasarin siddeti torsiyonun siiresine ve spermatik kordun dénme derecesine baglidir.
Klinik vakalarda, iskemi belirtilerinin baslangicindan 6 saat sonra yapilan miidahale
sonucu reperfilize edilen testis dokusunun kurtarilma orani yaklasik % 90, bu oran 12
saat sonra % 50’ye, 24 saat sonra % 10’a kadar dlismektedir. Cerrahi girisim ile
testikiiler dokunun kurtarilma oranlarinin % 42 ila % 88 araligin da oldugu
bildirilmistir (9, 17, 18). Testikiiler I/R ¢ocuklukta akut skrotal hastaliklarin % 25-
35’ini olusturmaktadir (19). Testikiiler torsiyon ekstravajinal veya intravajinal
olusabilmektedir. Ekstravajinal torsiyon sadece yeni dogan doneminde goriilmesine
ragmen ¢ocukluk ve yetiskinlik doneminde intravajinal torsiyon goriiliir. Literatiirde
bildirilen yetiskinlerde ekstravajinal torsiyon sayist ¢ok azdir (20). Genellikle yeni
dogan doneminde bilateral torsiyon olugmakla birlikte literatiirde bilateral torsiyon
sayis1 ¢ok az sayida oldugu bilinmektedir ve bildirilen 48 vaka bulunmaktadir.
Ancak bunlarin yapilan miidahalelere ragmen sag kalim orani ( % 3,1) gibi olduk¢a

diisiikiir (21).

2.1.1. Etiopatogenezi

Bilindigi gibi, /R travma’min iskemik fazinda, testis dokusunda kan akismin
bozulmasi1 ya da tamamen kesilmesi sebebiyle dokuda hipoksik ortam olusur.

Sonugta dokuda ihtiya¢ duyulan molekiiler O, miktar1 ¢ok diislik seviyelerdedir ve



dokunun ihtiyaci olan molekiiler O2’yi karsilayamaz. Dokudaki mevcut sinirh
oksijen nedeniyle dokudaki hiicrelerde aerobik solunum azalir ya da tamamen durur.
Bunun sonucunda ATP iiretimi azalmaktadir. Adenozin trifosfat (ATP) nin hiicre i¢i
diizeylerinin diismesi ya da tamamen tiikkenmesi sonucu, hiicre zarinda bulunan Na*,
K* -ATP az pompasmin inaktive olmasiyla hiicre ig¢inde Na* ve Ca®* iyon
konsantrasyonlari’nin  artmasina neden olur. Ayrica normal fizyolojik
metabolizmanin bir geregi olarak yiiksek diizeyde boliinme ve ¢ogalma kabiliyetinde
olan ve enerjiye ihtiya¢ duyan spermatositlerin ve spermlerin canliliginin tehlikeye
girmesine neden olur (22). Testisin reperfiize edilmesinin ardindan dokuya kanla
birlikte sunulan bol miktardaki molekiiler O, reaktif oksijen radikallerinin ve reaktif
nitrojen radikallerinin olugmasina neden olur. Olusan reaktif oksijen tiirleri (SOR)
lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna ve DNA iizerindeki oksidatif hasar
gibi toksik etkilere neden olur. Malondialdehit (MDA), bu oksidatif hasarin
belirteclerinden biridir ve I/R hasarina maruz kalan dokulardaki seviyeleri yiikselir.
Stiperoksit dismutaz, toksik siiperoksit radikallerini molekiiler oksijen ve hidrojen
peroksit haline doniistiiren bir antioksidan enzimdir. Malondialdehit (MDA)’ya
benzer sekilde, SOD aktivitesi dokudaki oksidatif stresi yansitir (19).

Testikiiler iskemi-reperflizyon sonucu olusan yiiksek diizeydeki SOR hiicre zari
lipidleri, proteinleri ve DNA’nin oksidasyonu ile iskemik dokuda 6nemli hasarlara
neden olur. SOR’lar reperfiizyon sonrasi iretilir ve interlokin-1p (IL-1p) ve timor
nekroz faktorii-o (TNF-o) gibi sitokinlerin salinimini, nétrofillerin ve makrofajlarin
doku i¢ine gd¢ etmesini indiikleyerek testikiiler atrofi, germ hiicreli apoptozise ve
spermatogenezin bozulmasina sebebiyet verir. SOR’lar hiicre zar1 lipid
peroksidasyonu, protein denatiirasyonu veya inhibisyonu ve niikleik asit bozulmasi
yoluyla doku hasarina veya dokunun oOliimiine neden olur. Testikiiler torsiyon
esnasinda meydana gelen iskemi kemotaktik faktorleri uyarir ve polimorfoniikleer
16kositlerin, iskemik bolgeye gd¢ etmesine neden olur. Lokositlerin iskemik bdlgeye
migrasyonu kaynakli inflamasyon siireci baslar (19, 23). I/R’ye bagl akut
enflamasyona cevap olarak, interlokin-1f ve TNF-a gibi pro-enflamatuvar
sitokinlerin salinmasi sonucu, inflamatuar molekiillerin indiiklenmesi ile inflamatuar
stirecleri hizlandirarak apoptozu stimiile eder (24). Basta spermatogonia ve

spermatositler olmak tizere germ hiicrelerinin testis torsiyonuna en duyarli hiicreler



oldugu deneysel caligmalarda gosterilmistir (19). Sperm membranlar yiiksek
miktarda doymamis yag asidi bulundurduklarindan dolayi, bu hiicreler SOR’un
neden oldugu peroksidasyon hasarindan ciddi sekilde hasar goriirler. Lipitlerin
peroksidasyonu, spermatozoa membranlarindaki lipitlerin konformasyon yapisina
biiyiik oranda zarar vererek spermlerin hareket kabiliyetinde biiyiik oranda azalma ve

membran biitiinliiglinde ciddi bozulmalara neden olur (25).

Normal fizyolojik kosullar igerisinde, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’de dahil olmak iizere dogal antioksidan savunma
mekanizmasina ait enzimler, hiicresel metabolizmanin normal bir sonucu olarak
saliman SOR’u su (H20) molekiiliine indirgeyerek ya da diger zararsiz molekiillere
doniistiirerek ortamdan uzaklastirir. Yiiksek miktardaki SOR diizeyleri o6zellikle
doymamig yag asitlerini hedef alirlar ve bu da hiicre zarinda ¢ok miktarda bulunan
doymamig yag asitlerinin yapisini bozarak hiicre zar biitiinliigii ilizerinde 6nemli
olumsuz bir rol oynamaktadir (25). Bu tiir yaralanmalarin akut evresinde
biyokimyasal belirtegler ve parametreler daha duyarlhidir. Biyokimyasal
parametrelerdeki degisiklikler morfolojik degisikliklerle karsilastirildiginda daha
erken ortaya ¢ikmaktadir (22). I/R hasariyla meydana gelen lipit peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu bunlarin nihai iriinleri olan MDA ve protein karbonil (PC)
seviyelerini artirir. MDA ve PC iskemi-reperfiizyon sonucu meydana gelen SOR
dokuda olusturduklar lipit peroksidasyonu’nun ve protein oksidasyonu’nun dolayl
bir gostergesidir (22, 25).

2.2. Non-Steroid Anti inflamatuar ilaclar

Non-steroid anti inflamatuar ilaglar (NSAII), steroid olmayan analjezik (agr kesici)
antipiretik (ates disliriicli) anti inflamatuar (inflamasyon Onleyici) bir ilag grubu
olarak benzer sekilde farmakolojik etki ve yan etkiler gosteren, biiyiik bir kismi
organik asit yapisinda olan ve molekiiler yapilar1 birbirlerinden farkli olan ilaglar
grubudur. Bir organik asit tiirevi olan asetil salisilik asit herkesin bildigi adiyla
aspirin bu grup ilaglarin proto tipidir. NSAIi’lar analjezik, antipiretik ve anti-
inflamatuar (agr, ates ve inflamasyonu azaltici) etki gosterirler. NSAIQ’lar narkotik

degildirler (26). Opioidlerden farkli olarak genel itibari ile mide bulantisi, bas



donmesi solunum depresyonu gibi yan etkiler olusturmadiklarindan kullanan
kisilerde ilag bagimliligi, uyusukluk ve biling bulaniklig1r seklinde nitelendirilen
narkoz halini meydana getirmediklerinden agrili ve atesli hastalarda tercihen regete
edilirler (27- 31). ‘Non-steroid’ terimi bu ilaglar1 benzer etkileri olan steroidlerden
ayirmak i¢in kullanilmaktadir. En yaygin alim yolu oraldir, ayrica parenteral, rektal

veya topikal yollarla da uygulanabilmektedirler.

Insanlar NSAIl’lar1 farmakolojik olarak ¢ok eski dénemlerde kullanmaya
baslamiglardir. Agriy1 azaltmak ve atesi diisiirmek maksadiyla ¢ok uzun yillar
boyunca beyaz sogiit (Salix alba) agacinin kabuklarindan elde edilen 6ziit ilag olarak
kullanilmistir (32-34). Italyan kimyager Raffaele Piria ve Fransiz farmakolog Henri
Leroux 1828 yilinda sdgiit agacindan elde edilen bu 6ziite salisin adin1 vermiglerdir.
Daha sonra Piria salisin’i oksidasyon islemi ile oksitlemesi sonucu salisilik asit’i elde
etmistir (32- 34). Arthur Eichengrun ve Felix Hoffmann 1897°de, salisilik asitin
hidroksil gruplarindan birine asetil grubunu baglayarak asetilsalisilik asiti [aspirin
(CoHgO4)] sentezlemislerdir. 1899 yilinda salisilik asidin asetillenmesiyle meydana
gelen asetilsalisilik asit ilk non-steroid antiinflamatuar ila¢ olarak kullanilmaya
baslanmistir (32-34). Vane ve arkadaglar1 1971 yilinda aspirin ve o zamana kadar
kesfedilmis diger NSAII’larin prostaglandin biyosentezini baskilayarak veya inaktive
ederek etki gosterdiklerini ortaya ¢ikarmiglardir (35, 36).

2.2.1. NSAil’larin Kullamldigi Alanlar

Romatoid artrit, osteoartrit, inflamatuar artropatiler (6rnegin:  spondilit,
psoriyatik artrit, reiter’s sendromu), akut gut, dismenore, metaztatik kemik agrisi,
basagrist ve migren, ameliyat sonrasi agri, iltihaplanma ve doku zedelenmesi

yiiziinden olusan hafiften orta dereceye kadar agrilar, ates, bobrek sancisi.

2.2.2. NSAii’larin Simflandirilmasi

Non-steroid anti inflamatuar ilaglar (NSAII) kimyasal yapilarma gore, yarilanma

stirelerine gore ve COX inhibisyonuna gore siniflandirilabilir (30, 37- 40).


http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Romatoid_artrit/tr-tr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Osteoartrit/tr-tr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Artrit/tr-tr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Gut/tr-tr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Kanser/tr-tr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Migren/tr-tr/
http://dictionnaire.sensagent.leparisien.fr/Ate%C5%9F_(t%C4%B1p)/tr-tr/

2.2.2.1. Kimyasal Yapilarina gore NSAIl’lar

2.2.2.1.1. Karboksilik Asit Tiirevleri

2.2.2.1.2. Asetilize Karboksilik Asit Tiirevleri: Asetilsalisilik asit.

2.2.2.1.3. Asetilize Olmayan Karboksilik Asit Tiirevleri: Diflunisal, Dolin
salisilat, Metil salisilat, Magnezyum salisilat, Salisil salisilat (salsalat) (30, 37-40).
2.2.2.1.4. Fenil Asetik Asit Tiirevleri: Diklofenak Sodyum, Etodolak, Indometazin,

Sulindak, Tolmetin.

2.2.2.1.5. Fenil Propionik Asit Tiirevleri (Profenler): Fenbufen, Fenoprofen,
Flurbiprofen, Ibuprofen, Ketoprofen, Pirprofen, Naproksen, Benaksopropen,
Indiprofen, Tiaprofenik asit, Soprofen, Karprofen, Oksaprozin (30, 37- 40).

2.2.2.1.6. Fenamik Asit Tiirevleri: Flufenamik asit, Meklofenamik asit, Mefenamik
asit, Niflumik asit.

2.2.2.1.7. Enolik Asit Tiirevleri

2.2.2.1.8. Pirazolon Tiirevleri: Fenilbutazon, Oksifenil Butazon, Metamizol
Sodyum, Aminopirin, Propifenazon.

2.2.2.1.9. Oksikam Tiirevleri: Isoksikam, Piroksikam, Tenoksikam, Meloksikam,
Azopropazon, Pesoksikam, Sudoksikam.

2.2.2.1.10. Paraaminofenol Tiirevleri: Parasetamol, Fenasetin.

2.2.2.1.11. Asidik Olmayan Ajanlar: Nabumeton.

Paraaminofenol grubu disinda tiimii analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar
etkilidir. Paraaminofenol grubu ise antiinflamatuvar etki gdstermez. Analjezik ve

antipiretik etkilidir.

Klinik uygulamada kisa etkili olanlar akut olarak analjeziye gerek olan durumlarda
(spora bagli travma, gut atagi gibi), uzun etkili olanlar romatoid artrit, kronik eklem
iltihab1 gibi durumlarda etkilidir (30, 37- 40).



2.2.2.2. Plazma Yarilanma Siirelerine gore NSAII’lar

2.2.2.2.1. Yarilanma Siiresi Kisa (Alt1 Saatten az) Olan Ilaclar

Asetilsalisilik asit, Diklofenak, Etodolak, Fenoprofen, Flufenamik asit, Ibuprofen,
Indometazin, Ketoprofen, Ketorolak, Pirprofen, Tiaprofenik asit, Tolmetin (30, 37-
40).

2.2.2.2.2. Yarilanma Siiresi Uzun (10 Saatten Fazla) Olan laclar

Diflunisal, Fenbufen, Nabumeton, Naproksen, Fenilbutazon, Piroksikam, Salisilat,
Sulindak, Tenoksikam.

2.2.2.3. Siklooksijenaz Enzim Inhibisyonuna gore NSAII’lar

Klasik NSAIl’lar platelet agregasyonunu inhibe etmelerine karsin, koksibler boyle
bir etki meydana getirmezler. Bu nedenle, kardiyovaskiiler sistem iizerinde
tromboksan A, (TxA)’nin etkinliginin artmasi beklenebilir. Bu olay, koksiblerin etki
mekanizmasinin PGI,; ve TxA; arasindaki dengenin bozulmasiyla iliskili oldugunu
gosterir. COX-2 enziminin inflamasyon sirasinda indiiklendiginin anlasilmasina
bagl olarak, NSAIl’larin antiinflamatuar etkilerinin COX-2 inhibisyonuna, mide
kanalindaki irritasyon ve bobrek {zerindeki zararli etkilerinin ise COX-1’in
inhibisyonuna bagli oldugu ve bu nedenle COX-2’yi selektif olarak inhibe eden bir
ilacin selektif olmayan NSAII’lardan daha giivenli oldugu diisiiniilmektedir. COX-1
etkinligi distik olan ilaglarin antiinflamatuvar etkinligi fazla iken, gastrik ve renal
yan etkileri daha azdir. NSAIl’larin siklooksijenaz enzimlerine farkli seciciliginin

saptanmast sebebiyle 1999 yilinda selektif siklooksijenaz inhibitorleri gelistirilmistir.
Siklooksijenaz enzim segiciligine gére de NSAIi’lar siniflandirilabilir (30, 37- 40).
Buna gore;

2.2.2.3.1. Selektif COX-1 Inhibitérleri: Diisiik doz asetilsalisilik asit.

2.2.2.3.2. Selektif Olmayan Siklooksijenaz Inhibitérleri: Yiiksek doz
Asetilsalisilik asit, Indometazin.

2.2.2.3.3. Rolatif Selektif COX-2 Inhibitorleri: Meloksikam, Nimesulid,
Diklofenak.



2.2.2.3.4. Yiiksek Diizeyde Selektif COX-2 Inhibitérleri: Selekoksib, Rofekoksib,
Valdekoksib, Parecoksib, Eterikoksib (30, 37- 40).

2.2.3. NSAii’larin Etki Mekanizmasi

Temel olarak NSAIi’lar siklooksijenaz 1 ve/veya 2 (COX-1 ve COX -2) enzimlerini
inhibe ederek etki gosterirler. Prostaglandinlerin prekiirsorii olan arasidonik asit,
membran fosfolipidlerinde bulunan 20 karbonlu ¢oklu doymamis yag asit esteridir
(41-43). Prostaglandin sentezinde ilk basamak fosfolipaz A, enzim aktivitesi ile
membran fosfolipidlerinin hidrolizi ve arasidonik asit salinimidir. Cesitli faktorlerin
etkisiyle aktive olan fosfolipaz A, membran fosfolipitlerini hidroliz ederek
aragidonik asitin salinimm saglar. ikinci reaksiyon ise siklooksijenaz (COX) enzimi
tarafindan katalizlenir. COX enzimi’nin siklooksijenaz ve peroksidaz aktif bolgeleri
olmak iizere iki katalitik bolgesi vardir. COX prostaglandin sentezinin hiz sinirlayici
enzimidir. Bu asama da NSAil’lar COX enzimini inhibe eder. COX enziminin bu
asamada inhibe edilmesi prostaglandinlerin sentezlenememesine neden olur (41, 44-
46). Deneysel ¢alismalar sonucu NSAII’larin apoptozu uyardiklari ve proliferasyonu
inhibe ettikleri gdsterilmistir (41-43). 1ki NSAII olan sulindak ve selektif COX-2
inhibitorii selekoksibin randomize klinik ¢aligmalar sonucu, adenomatdz poliplerin
biiyliylip gelismesini etkili bir sekilde inhibe ettigi ve olagandisi kalitsal duruma
sahip ailelerde adenomatdz polipozis (FAP) olan hastalarda mevcut poliplerin
gerilemesine neden oldugu tespit edilmistir. NSAII’larin giiclii antikororektal kanser
Ozelliklerine sahip olduklar1 epidemiyolojik caligmalar ve hayvanlarla yapilan
deneyler sonucu tespit edilmistir (41- 43). NSAIl’larin COX-1 ve COX-2’yi inhibe
etme yetenek ve dereceleri farkli dokularda ve farkli konsantrasyonlar da farklilik
gostermektedir. Mesela aspirin giinde 50-100 mg dozlarda alindiginda trombositlerde
COX-1"in nispeten segici bir inhibitorii olarak etki etmekte ancak COX-2’yi sadece
0.5 mM’dan daha yiliksek plazma konsantrasyonlarinda inhibe edebilmektedir.
Ibuprofen, sulindak ve indometasin gibi diger geleneksel NSAil’lar COX-1 ve COX-
2’yi ayni 6lgiide inhibe ederken, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan coxib olarak
adlandirilan NSAII sinifi ilaglar segici olarak COX-2’yi inhibe etmektedir. Coxibler,
COX-1’in prostaglandin 1, (PGI,) ve prostaglandin E;’nin (PGE;) mide epitelindeki
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koruyucu etkilerini degistirmeksizin, inflamasyonda COX-2 ile prostanoid

olusumunu baskilamak i¢in gelistirilmislerdir (41- 43).

Diisiik doz aspirin (giinlik 30-150 mg), trombositlerdeki COX-1’1 segici bir sekilde
inhibe ederek tromboksan A, iiretimini, trombosit agregasyonunu, vazokonstriksiyon
ve homeostazi domine eder. Bu anti-trombotik etki, tikayici vaskiiler hastalik riski
yiiksek olan hastalarin ¢ogunda faydali olabilmektedir, lakin kanama komplikasyon
potansiyeli yliksek olan hastalar i¢in son derece tehlikelidir (41- 43). Antienflamatuar
dozlardaki NSAIl’lar osteoartrit veya romatoid artritli hastalar gibi uzun siire
kullanmak zorunda kalanlarda renal hemodinaminin bozulmasina, gastrointestinal
ilserasyona veya kanamaya neden olabilmektedirler. Giiniimiizde bilim insanlari,
gastrointestinal hasar1 en aza diigiren COX-2 inhibitorlerinin uzun siire
kullanilmasinin, vaskiiler endotel hiicrelerinde prostasiklinin sentezlenmesini
baskilamak suretiyle, diisiik doz aspirinin kardiyovaskiiler faydalarimi telafi

edebilecegi ve trombozu artirabilecegi konusunda arastirmalara devam etmektedir

(41- 43).

2.2.4. NSAii’larin Yan Etkileri

Farkli NSAII’larm etkileri bakimindan gdzlemlenen bireysel farkliliklar, yan etkiler
acisindan da gozlemlenen farkliliklar i¢inde gecerlidir ve genel itibar1 ile doza

bagimli olarak farkli bireylerde farkli derecelerde gézlemlenmektedir (47).

Yan etkilerin ¢ok goriilmesinin nedeni bu ilaglarin yiiksek dozda uzun siire
kullanilmalar1  ve genellikle 65 yas {isti hastalarda kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu ilaglarin en Onemli yan etkisi gastrointestinal sistemde

goriilmektedir (48).

2.2.4.1. Gastrointestinal Sistem (GIS) Yan Etkileri

Bu ilaglar kullanan hastalarin gastrointestinal sistem hiicreleri, dokular1 ve organlari
tizerinde koruyucu etkisi olan prostaglandinlerin sentezlenmesini saglayan COX
enziminin inhibe edilmesi ve koruyucu etkisi olan prostaglandinlerin
sentezlenememesinden kaynakli hastalarin yaklagik % 25’inde yaygin karin agrisi

dispepsi, hazimsizlik, yanma, gibi GiS’e ait olumsuz etkiler goriiliir. Bu olumsuz
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etkinin derecesi farkli ¢aligmalarda 3-10 kat arasinda oldugu belirtilmektedir (27, 30,
38).

2.2.4.2. Renal Yan Etkiler

Non-steroid anti inflamatuar ilaglar (NSAII) bobrekte vazodilatator etkili olan PGE,
ve prostasiklin sentezini inhibe ederek glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR), renin
salgilanmasi diizeyinde ve renal kan akim hizinda azalmaya neden olur. Suyun ve
tuzun atilimimi azaltarak retansiyona sebep olur ve hipertansif hastalarda kan
basincinin artmasina neden olurlar. Olusan bu yan etkilerden kaynakli yaslilarda ve
yiiksek doz NSAII alan hastalarda akut bobrek yetmezligine neden olabilmektedirler.
Tiazid ve benzeri diiiretik alan hastalarda, bu ilaglarin antihipertansif, natriiiretik ve
ditiretik etkileri azalir. Hasta NSAil’larla birlikte ACE inhibitorii ve diiiretik
kullaniyorsa, renal yetmezlik riski yiikselir. NSAII’lar nadiren akut renal yetmezlik,
interstisyel nefrit, veya akut tubuler nekroz gibi daha ciddi renal hastaliklara da sebep
olabilmektedirler (27, 30, 38).

2.2.4.3. Hematolojik Sistem Yan Etkileri

Non-steroid anti inflamatuar ilaclar (NSAII) tromboksan A, sentezini inhibe ederek
antitrombositik etki, kanama siiresinde uzama hemostazda yavaslama, ve daha nadir

olarak da agraniilositoz, trombositopeni (TSP), aplastik anemi ve kan diskrazilerine

neden olabilirler (27, 30, 38).

2.2.4.4. Kardiyo-Vaskiiler Sistem Yan Etkileri

Bagirsaklardan suyun kana gegisini artirdiklari igin yiiksek dozlarda NSAII kullanimi
dolasan kan hacminde artisa neden olmaktadirlar ve kalp atis hizim
artirabilmektedirler. Ayrica hiperkalemiye baglhh EKG degisiklikleri ortaya
cikarabilmektedirler. inflamatuar siirecleri barindiran aterosklerozda, secici COX-2
inhibitorleri, inflamasyonu inhibe ederek potansiyel olarak anti-aterojenik etkilere
yol agarlar (27, 30, 38).
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2.2.4.5. Pulmoner ve Allerjik Yan Etkiler

Kullanildiklarinda NSAIi’larim PG’lerin sentezini inhibe etmesinden kaynakli
bronkospazma neden olabilmektedirler. Aspirine hassas kisilerde bu durum daha sik
goriilmektedir. Bronkodilatator etkili PG sentezinin inhibisyonundan kaynakli mast
hiicre stabilizasyonunun bozulmas1t ve histamin gibi vazoaktif aminlerin
salinimasindan Otiirli serum hastaligi, trtiker, astim ndbetleri, veya anjioddem

meydana gelebilmektedir (27, 30, 38).

2.3. Parekoksib Sodyum

Parekoksib, anti-inflamatuar, analjezik ve antipiretik faaliyetleri olan COX-2’yi
selektif olarak inhibe eden NSAII olan valdekoksibin bir amid &n ilacidir (49, 50).
Parekoksib, enjekte edilebilir bir COX-2 spesifik inhibitor olup, orta ve agir cerrahi
sonrast agr1 da dahil olmak iizere akut agrinin yonetimi (6nlenmesi ve tedavisi) i¢in
kullanilmaktadir (49-51). Hastaya uygulandiktan sonra, parekoksib karaciger
karboksi esterazlar tarafindan valdekoksib aktif formuna hidroliz edilir. Valdekoksib
secici olarak COX-2’ye baglanir ve inhibe eder. Bu, arasidonik asidin agri,
inflamasyon ve atesin diizenlenmesinde rol oynayan prostaglandinlere doniismesini
engeller (49). Parekoksib, hizli biotransformasyona ugrayan valdekoksibin suda
¢Oziiniir ve enjektabl bir 6n ilacidir. Enzim aktivitesini % 50 oraninda inhibe etmek
icin gerekli olan valdekoksib dozu, indiiklenebilir insan COX-2 izoformuna karsi

0.005 pmol / L’dir; buna karsin, COX-1 izoformuna kars1 140 pmol / L’dir (49).

Parekoksib opioid gereksinimlerini disiiriir, harekette agriy1 azaltir ve ¢esitli biliylik
ameliyat modellerinde opioidle ilgili olumsuz etkileri azaltir. Non-selektif
NSAIl’larm aksine, kisa siireli kullanimda gastrointestinal iilserasyon insidansini
arttirmaz. Buna ek olarak, parekoksib trombosit islevine miidahale etmez, bu asiri
kanamanin hastaya giivenlik riskleri getirdigi cerrahi girisimler i¢in Ozellikle
avantajlidir. COX-2 selektif inhibitorlerin gilinliik olarak uzun siireli kullanimi ile
artmis kardiyovaskiiler (CV) tromboembolik risk durumu bulundugunu goésteren
veriler, 2004 yilinda rofekoksibin ve 2005 yilinda valdekoksibin geri ¢ekilmesine
neden olmustur (50).
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Konvansiyonel NSAIi’lar COX-1’i inhibe ederek iist GIS ve hematolojik yan
etkilere neden olurken, COX-2’ye spesifik inhibitorler terapotik konsantrasyonlarda
COX-1’1 inhibe etmezler ve bu nedenle iistiin bir giivenlik ve tolerabilite profiline
sahiptirler (51).

Akut NSAII uygulamasi, iist GIS’de kanama, akut bobrek yetmezligi ve asir1 intra-

veya postoperatif kanama riskini artirir (51).

Bu NSAII (parekoksib), terapétik konsantrasyonlarda COX-1’i inhibe etmez ve bu
nedenle kan koagiilasyonuna miidahale etmez. Giinde iki defa 40 mg’a kadar olan
dozlarda parekoksib sodyumun trombosit fonksiyonu ve mide mukozasinda herhangi
bir olumsuz etkisinin olmadig1 gosterilmistir (52). Enjekte edilebilir oldugundan,
hastalar agizdan ilag alamadiginda perioperatif olarak kullanilabilir (69). Akut agr
tedavisi i¢gin Onerilen dozlarda verildiginde analjezinin baslangic1 7-14 dakika olup 2
saat i¢cinde tepe etkisine ulagir. Tek bir dozdan sonra, analjezi siireleri 6’dan 24 saate
kadar degisir (53). Parekoksib enjeksiyonunun opioid analjezik ajanlarda goriilen
bagimlilik, sedasyon veya solunum depresyonu gibi yan etkileri gdstermemektedir.
Segici COX-2 inhibitdrleri, antiplatelet etkileri olmadigi i¢in kardiyovaskiiler
tromboembolik hastaliklarin profilaksisinde asetilsalisilik asit gibi etki gostermezler.

Bu nedenle anti-platelet tedaviler kesilmemelidir (54).

Sekil 1. Parakoksib Sodyum’un Yapisi

Parekoksib, 40 mg’lik bir dozda verilir, ardindan her alt1 ila 12 saatte bir, glinde
maksimum 80 mg olacak sekilde 20 veya 40 mg’lik daha dozlarla uygulanabilir.
Enjeksiyon, hizlica ve dogrudan bir damara veya mevcut bir intravendz hattina

verilebilir veya kas igine yavas¢a ve derinden verilebilir. Parekoksib, opioid agri
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kesici (morfinle iliskili ilaglar) ile ayn1 anda verilebilir sakincasi yoktur (49, 55).
Parekoksib, gebeligin son {i¢ ayinda kadinlara veya emziren kadinlara
verilmemelidir. Gebelikteki kategorisi C’dir. Gebelik sirasinda parekoksib kullanimi
onerilmemektedir. Koroner baypas ameliyatindan sonra kullanilmamalidir. Avrupa
Komisyonu, 22 Mart 2002 tarihinde parekoksib i¢in Avrupa Birligi genelinde gegerli
bir pazarlama izni vermistir (55).

Intra venéz (IV) ve intra muskular (IM) dozlarinda 20 mg parekoksibin ardindan
valdekoksibin Cmax’ina sirasiyla yaklasik 30 dakika ve yaklasik 1-1,5 saat i¢inde
ulasilir (49, 55). Intra vendz uygulamada direk damara uygulandig1 icin parekoksib
kisa siirede karacigere ulasir ve karacigerde valdekoksibe metabolize olarak tekrar
kana karigir. Damara uygulama anindan karacigerde metabolize olup tekrar kana
gecme siiresi yaklasik 30 dk’dir. Intra muskular uygulamada ise, uygulama anindan
kana karisip karacigere ulasmasi vevaldekoksibe metabolize olup tekrar kana
karismas1 yaklasik 60 dk’dir (55).Parekoksib, yaklasik 22 dakikalik bir plazma
yarilanma Omrii ile hizli ve neredeyse tamamen invivo olarak valdekoksib ve
propionik asite doniistiiriilir. Valdekoksibin ortadan kaldirilmasi, sitokrom P 450
(CYP 450) 3A4 ve CYP2CY9 izoenzimleri ve sililfonamid parcasinin
glukuronidasyonu (yaklasik % 20) dahil olmak {izere ¢oklu yollar1 kapsayan genis

capli karaciger metabolizmasina dayanmaktadir (49).

Valdekoksib’in IV uygulamasindan sonraki dagilim hacmi yaklagik 55 (L) litredir.
Plazma proteinine baglanma, onerilen en yiiksek doz, 80 mg / giin ile elde edilen
konsantrasyon araligina gore yaklasik % 98’dir (55).Degistirilmemis parekoksib
idrarda ve diskida sadece iz miktarda (% 5 ten kiiciik) tespit edilmistir. Dozun
yaklasik % 70’1 inaktif metabolitler olarak idrarla atilir. Parekoksib sodyumun IV
veya IM dozajindan sonra valdekoksibin eliminasyon yar1 émrii (T1/2) yaklasik 8

saattir. Valdekoksib i¢in plazma klirensi (CLp) yaklasik 6 L / saat’tir (55).

2.4. Siklooksijenaz (COX) Enzim Sistemi

Siklooksijenaz (COX) enzimleri hiicrelerde arasidonik asitten eikozanoidlerin
sentezlenmesine aracilik ederler. COX enzim kompleksinin iki tip izoformu iyi

bilinmektedir. Bunlar, COX-1 ve COX-2’dir (56, 57). Bilim insanlarinin ¢alismalari
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sonucu COX enzimi 1971, COX-2 enzimi ise 1991 yilinda tespit edilmislerdir. COX
enzimi, ilk kez 1976 yilinda saflastirilmis, 1988’de klonlanmistir (58). Daha sonra
arastirmalar sonucu bu iki izoforma ek olarak 6zellikle asetaminofen inhibisyonuna
duyarl bir COX-1 varyanti olan COX-3 izoformunun da var oldugu tespit edilmistir.
Ancak COX-3 izoformunun fonksiyonunun ne oldugu bilinmemekle birlikte
tizerindeki calismalar siirdiiriilmektedir (56, 57, 59, 60). Bu COX izoformlarinin
aminoasit dizilimi % 60 homoloji gostermesine ragmen COX-1 enziminin katalitik
aktif bolgesi COX-2’den % 20 daha kiiciiktiir ve yapr olarak biraz farklilik
gostermektedir (44, 60, 61, 62).

Enzim COX-1’in COX-2’den farkli olmasindaki en biiyiikk gosterge COX-1’in
yapisallik ozelligi gostererek hiicrelerde siirekli olarak sentezlenmesi sebebiyle
daima mevcut olmasidir. Her iki enzimin de biiyiik oranda birbirlerine yapisal olarak
benzerligi vardir. Ancak COX-2 den farkli olarak COX-1 viicutta baskin olarak ifade
edilmektedir (63, 64). Aralarinda ki molekiiler farklilik, aminoasit dizilimindeki iki
aminoasidin degisiminden ileri gelen bir durumdur. COX-2’de 523. konumunda
valin (val) bulunurken COX-1’de bu aminoasit, izoldsin (Ile) ile yer degistirmistir.
Ayrica COX-1 de lle- 434’un COX-2’de val- ile degisimi ve komsusundaki
fenilalanin (Phe)-518 aminoasiti, COX-2’de quaterner yapiyr olusturmak {iizere
enzimin aktif bolgesinde fark edilebilir bir hacim arttirmak suretiyle ana hatta COX-
2’nin uyarilmasini ve secici COX-2 inhibitorlerinin baglanarak COX-2’nin
inhibisyonuna neden olan 6zel hidrofilik bir yan cebe sahip olmasini saglayan
farkliliklardir. Daha ¢ok substratin hidrofilik yan cebe ulasmasini saglamak amaciyla

Phe-518 aminoasiti bu cep i¢in alan1 genisletmektedir (44, 60- 62).

Endoplazmik retikulumlarda yer alan COX-1 ve COX-2 enzimlerinin molekiiler
agirliklan sirast ile 72 ve 74 kDa dur. Gen biiyiikleri sirasiyla 22 kb ve 8,3 kb’dir.
Gen biiyiiklikleri ve molekiiler agirliklart farkli oldugundan jel elektro forez de
yiriitildiiklerinde farkli bantlar seklinde goriilebilmektedirler. Niikleik asitlerde
COX-1 gen bolgesi 9’uncu kromozom iizerinde yer alirken, COX-2 gen bolgesi ise
1’inci kromozom {izerinde yer almaktadir (65). COX-1 enziminin inhibisyonu doku
hasarma neden olurken, COX-2 enziminin inhibisyonu ise antiinflamatuar aktiviteye
neden olur. Bilim insanlarinin ¢aligsmalari, bir¢ok hastaligin epidemiyolojisinde COX

enzim kompleksinin biiyiik roliiniin oldugunu gostermistir (63, 64).
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Prostaglandinlerin {iretimin de COX-1 ve COX-2 enzimleri anahtar goreve
sahiptirler. Yapisal olan COX-1 enzimi arasidonik asitten (AA) tromboksan A;
sentezini katalizlemektedir. Memeli viicudun da bir¢ok doku ve organlarda (mide,
bobrek, beyin vs) bulunmakta ve onemli hiicre, doku ve organ koruyucu gorevi
yapmaktadir. COX-2 ise her dokuda her an hazir olarak bulunmamakla birlikte,
ancak hormonlar, pro-inflamatuar sitokinler, peroksizomal proliferatorler, hipoksi,
iyonize radyasyon, bliyiime faktorleri, timor promotorlar1 ve bazi karsinojenler

COX-2 sentezinin stimiile edilmesine neden olurlar (56, 57).

Bu enzim sistemi COX-1 ve COX-2 enzimleri araciligi ile arasidonik asitten (AA)
prostaglandinler (PG) ve tromboksan A, (TXA;) sentezini yapmaktadirlar (66).
Bircok dokuda COX-1, yapilandirici olarak eksprese edilmektedir. COX-1 enzimi
trombosit agregasyonu ve mide sitoproteksiyonunda ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir. COX-2, insan bobregi ve beyninde yapisal olarak siirekli ifade
edilmesine ragmen, iltithaplanma, yara iyilesmesi ve neoplazi esnasinda bir¢ok
dokuda biyosentezi indiiklenmektedir. COX-1 ve COX-2, transmembran G-proteini
ile birlesmis reseptorlere baglanarak mense (6z) hiicre (otokrin) ve komsu hiicreler
(parakrin) arasindaki sinyallesmeyi koordine eden biyolojik agidan Onemli
prostanoidlerin sentezlenmesini baslatirlar (41). PG sentezinde ilk basamak,
aragidonik asidin (AA)’in prostaglandin G, (PGG,) ve prostaglandin H, (PGH;)’yi
sentezlemek tlizere COX enzim kompleksi tarafindan arasidonik asidin yapisina
molekiiler oksijeni baglayarak arasidonik asidin oksitlenmesi ve dairesel yapi
almasidir. Bu enzim kompleksi, birisi COX, digeri ise peroksidaz (POX) olmak
tizere iki katalitik aktiviteye sahiptir (67, 68).

Bu COX enzim yolaginda PGE,;, PGD;, PGF;, PGl ve TxA; bulunmaktadir.
Bunlarin her biri kendilerine 6zel bir enzimin biyokimyasal aktivitesi ile meydana
gelir. Bunlarin bazilar1 ara iiriin bazilar1 ise son iiriinlerdirler. Non-selektif NSAII
hem COX-1 hem de COX-2 enzimini inhibe edebilmektedirler. NSAil’larin GiS ve
diger organlar iizerindeki yan etkileri COX-1 enziminin inhibe edilmesine,
antiinflamatuar etkinligi ise COX-2 enziminin inhibe edilmesine baghdir. GiS’e yan
etkilerinden dolayr, NSAII’larmn bu yan etkilerini azaltmak igin COX-2 enzimini
secici bir sekilde inhibe eden selektif COX-2 inhibitorleri gelistirilmistir. Non
selektif NSAIl’larin COX-2’ye oranla COX-1’e olan affinite seviyeleri,
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antiinflamatuar dozlarda gosterdikleri yan etki derecelerindeki farkliliklar
aciklamaktadir. Yalnizca COX-2’ye yiiksek diizeyde selektivite gosteren ilaglar
koksibler olarak adlandirilmis olup mide ve bobreklerde daha az yan etki yaparak

antiinflamatuar etki saglamaktadirlar (39).

Ifadesinin degeri biraz daha yiiksek oldugu, beyin, bobrekler ve iireme sistemi
disinda COX-2, bir¢ok dokuda normal durumlarda tespit edilemeyecek kadar ¢ok
diisik konsantrasyonlarda bulunur (69). COX-2 indiiksiyonunu uyarabilen
mediyatorler bakteriyel endotoksinler, lipopolisakaritler (LPS), serbest radikaller,
interlokin-1p (IL-1B), timoér nekroz faktorii alfa (TNFa), biiylime faktorleri ve
sitokinler olup ayrica romatoid artrit (RA) hastalarinin COX-2’yi asir1 ifade eden
sinovya dokusunda goriilmektedir (69). COX-2, insanlardaki tilser ¢evreleyen
dokularda tespit edilmistir. COX-2 her ne kadar iilserlerin iyilesmesinde rol aliyor
olsa da deney hayvanlarinda ve insanlarda mide tlserlerinin iyilesmesi ile ilgili bir
bulgu yoktur. Selektif COX-2 inhibitérlerinin gastrodoudenale iilser ve kanamaya

yol agma riski daha azdir (69).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Deney hayvanlari, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Deneyde kullanmak icin agirliklart 240-250 gram
arasinda degisen toplam 24 adet Albino Wistar tiirli erkek sicanlar rastgele secildi.
Hayvanlarin ortama adapte olabilmeleri i¢in deneyden oOnce farmakoloji
laboratuarinda bir hafta oda sicakliginda (22-25°C) % 45-50 nem ve 12 saat
aydinlik/karanlik dongiide grup halinde barindirildi, yemek ve suya serbestce
erismeleri saglandi. Bu caligmanin tiim asamalarimin etik kurula uygun oldugu
“Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (AUHADYEK) tarafindan

verilen 30.03.2017 tarihli ve 3/30 no’lu karar ile onaylanmuistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Tablo 1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve temin edildikleri

firma isimleri

Kimyasal Maddeler/Cihazlar Modeli ve Firmasi

Parekoksib Dynastat 40 mg Powder for
Solution  for Injection, Pfizer
Limited United Kingdom

Ketamin HCI Ketalar Enjektabl Flakon 500 mg,
Pfizer Tirkiye, Tiirkiye

Sevofluran Sevorane Likid % 100 Soliisyon
250 ml, Abbott, Tiirkiye

MDA Analiz Kiti Lipid Peroxidation (MDA) Assay

Kit, Sigma-Aldrich, ABD
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IL-1B Analiz Kiti

Rat Interleukin 1 ELISA Kit,
Shanghai LZ, Cin

TNF-a Analiz Kiti

Rat Tumor Necrosis Factor a

ELISA Kit, Shanghai LZ, Cin

COX aktivite analiz kiti

Cayman, Ann Arbor, MI, ABD

TBARS Ol¢iim Kiti

OxiSelect™ TBARS Assay STA-
330 Kit, Cell Biolabs, ABD

COX-1 Inhibitérii

SC-560, Cayman Chemical, ABD

COX-2 Inhibitérii

DuP-697, Cayman Chemical, ABD

EDTA Cozeltisi

Ethylenediaminetetraacetic ~ Acid
Solution, Sigma-Aldrich, ABD

Stikroz Cozeltisi

Sucrose Solution, Sigma-Aldrich,
ABD

Tris Tamponu

Tris Buffer, BIO-RAD, ABD

N, N, N, N’-tetrametil-p- N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-

fenilendiaminin

phenylenediamine dihydrochloride,
Sigma-Aldrich, ABD

HPLC Grade su Water (HPLC), Fisher Chemical,
ThermoFisher Scientific, ABD
Arasidonik Asit Arachidonic acid, Sigma-Aldrich,

ABD

Streptavidin-HRP

HRP-Conjugated Streptavidin,
ThermoFisher Scientific, ABD

Ultra-Turrax Homojenizer

Staufen, Almanya

Santrifiij (Sogutmali)

Thermo Electron LEN GMBH
Heraeus 4600, Almanya
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Spektrofotometre

Beckman DU 500, Global Medical

Instrumentation, ABD

Mikroplaka Okuyucu

PowerWave HT Microplate
Spectrophotometer, Bio-Tek, ABD

Hassas Terazi

Sartoriusn AG, Almanya

Distile Su Cihazi

Easypure RF Compact Ultrapure
Water ~ System,  ThermoFisher
Scientific, ABD

Karistirict Vortex-Genie, Scientific Industries,
ABD

Magnetik Karistirict Labincol 32, Breda, Hollanda

Plaka Calkalayici IRMA Shaker, Labsan, ABD

Su Banyosu Niive BM 101, Niive malz. San.
Lim. ve Tic. A.S., Tiirkiye

pH Metre Jenway 3010 pH Meter, UK

Derin Dondurucu

Sanyo Ultra Low, Sanyo Electric
Co Ltd., Japan

Otomatik Pipet

Finpipette Lasysystems, Finlandiya

Leica Bond-Max

LEICA Biosystems, Tiirkiye

Olympus BX 51

Olympus, Japonya
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3.2. Metot

3.2.1. Deney Gruplari

Deney hayvanlar1 torsiyon detorsiyon+10 mg/kg parekoksib (PiR-10), torsiyon
detorsiyon +20 mg/kg parekoksib (PIR-20), torsiyon detorsiyon kontrol (TIR) ve

sham operasyonu uygulanacak (SG) gruplara ayrildi.

3.2.2. Deney Prosediirii

Anesteziden 1 saat 6nce PIR-10 grubuna (n-6) 10 mg/kg ve PIR-20 grubuna (n-6) 20
mg/kg olacak sekilde parekoksib tek doz i.p. yoldan enjekte edildi, ayn1 zamanda
TIR (n-6) ve SG (n-6) grubundaki hayvanlara da distile su ayn: yontemle
uygulandi.Parekoksib ve distile su uygulandiktan bir saat sonra cerrahi girisimler
steril sartlar altinda, uygun laboratuvar ortaminda 50 mg/kg i.p. ketamin (Ketalar
Enjektabl Flakon 500 mg, Pfizer Tirkiye, Tiirkiye) anestezisi ve uygun araliklarla
sevofluran (Sevorane Likid % 100 Soliisyon 250 ml, Abbott, Tiirkiye) koklatilarak
gerceklestirildi. Once tiim deney gruplarindaki hayvanlarin skrotum bdlgesi %
10°luk povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlendi. Daha sonra deneklerin skrotumuna orta
hat {izerinde iki cm uzunlugunda vertikal cilt ve cilt alt1 kesisi uygulanarak skrotal
bosluga ulasildi. Ardindan TIR, PIR-10, PIR-20 ve SG gruplarindaki hayvanlarin
skrotal boslukta bulunan sol testisleri tunika vaginalis ve spermatik kord ile birlikte
gubernakulumdan kiint disseksiyonla ayrilarak disariya alindi. Bu arada SG’daki
hayvanlarin testislerine higbir islem yapilmadan tekrar skrotuma yerlestirilerek
kapatildi. Disariya ¢ikarilan TIR, PIR-10 ve PIR-20 grubundaki hayvanlarin testisleri
ise 720° torsiyone edilip tekrar skrotal bosluga yerlestirildi ve iki saat torsiyon
halinde bekletildi. Iki saatlik bekleme siiresinin sonunda testisler detorsiyone
edilerek iki saat boyunca testislerin perfiizyonu saglandi. Reperfiizyon siiresinin
sonunda TIR, PIR-10, PIR-20 ve SG gruplarindaki hayvanlar 50 mg/kg tiyopental
anestezisi ile sakrifiye edilerek sol testisleri ¢ikarildi. Cikartilan testis dokularinda
biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler yapildi. Torsiyon-detorsiyon islemi
uygulanan PiR-10, PIR-20 ve SG gruplarindan elde edilen sonuglar TIR grubu ile
karsilastirilarak degerlendirildi.
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3.2.3. Biyokimyasal Analizler
3.2.3.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Olciimii

Cikarilan her bir testis dokusundan analizler i¢in 0.2 g tartildi. Testisler MDA tayini
icin % 1.15’1ik KCl ¢o6zeltisi, tGSH 6l¢limii i¢in pH=7.5 olan fosfat tamponu i¢inde 2
ml’ye tamamlanarak buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra +4° C’de 10 000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek supernatant kisimlari alindi ve analiz numunesi

olarak kullanild.

Testis dokularindaki MDA tayin yontemi, yiiksek sicaklikta (95°C’de) tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile MDA’ ’nin olusturdugu pembe renkli kompleksin spektrofotometrede
532 nm dalga boyunda absorbladigi uv isinin 6lgiilmesi esasina gore yapilmaktadir
(70). Homojenatlar, 5 000 g’de 20 dakika santrifiij edilerek elde edilen supernatant
kisimlari, MDA miktarinin belirlenmesinde kullanildi. Kapakli deney tiipleri
igerisine 250 pl homojenat, 100 pl % 8 sodyum dodesil siilfat, 750 ul % 20 asetik
asit, 750 ul % 0.08 TBA ve 150 ul saf su pipetlenerek vortekslendi. Karisim
100°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra iizerine 2,5 ml n-biitanol ilave
edildi ve spektrofotometrik (Beckman DU 500, Global Medical Instrumentation,
ABD) olarak o6l¢iim yapildi. Olusan pembe renk miktarlar1 532 nm’de 3 ml’lik
kiivetler kullanilarak spektrofotometrede okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate
alinarak onceden hazirlanan MDA stok ¢ozeltisi (Lipid Peroxidation (MDA) Assay
Kit, Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak olusturulan standart grafikten yararlanarak

numunelerin MDA miktar1 belirlendi.

Testis dokusunda tGSH tayininde spektrofotometrik  yontem  kullanildi.
Homojenatlar, 12 000 g’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant kisimlari,
tGSH miktarmin tayin edilmesinde kullanildi. Kapakli deney tiipleri igerisine 1 500
ul 6lgiim tamponu (0.2 mM EDTA igeren 200 mM Tris-HCI, pH=8.2), 500 ul
supernatant, 100 pl 5,5'-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ve 7 900 ul metanol
pipetlenerek vortekslendi. Karisim 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi ve sonra
spektrofotometre ile dl¢iimler yapildi. Bu yontemde ortama eklenen DTNB disiilfit
bir kromojendir ve siilfidril gruplu bilesikler tarafindan kolayca indirgenmektedir. Bu
reaksiyona bagli olarak meydana gelen sar1 renk spektrofotometrede 3 ml’lik kuartz

kiivetler kullanilarak 412 nm dalga boyunda absorbansi Olgiildii ve seyreltme
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katsayilar1 dikkate alinarak onceden hazirlanan tGSH stok c¢ozeltisi (Glutathione
Assay Kit, Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak olusturulan standart grafikten
yararlanilarak numunelerin tGSH miktar1 belirlendi. Testis dokularindaki MDA

diizeyleri pmol/gr protein ve tGSH nmol/gr protein olarak ifade edildi.

Testis dokularinda IL-1p ve TNF-o homojenat konsantrasyonlari, sicanlara spesifik
sandvi¢ enzim-bagimli immunosorbent analiz kitleri (sirasiyla; Rat Interleukin 1B
ELISA Kit ve Rat Tumor Necrosis Factor o ELISA Kit, Shanghai LZ, Cin)
kullanilarak 6l¢iildii. Analizler, {ireticinin talimatlarina gore yapildi. Sican IL-1p ve
TNF-a icin spesifik monoklonal antikorlar1 mikroplakalarin kuyucuklarina mikro
pipetle aktarildi. Doku homojenati, standartlar ve biyotinlenmis spesifik monoklonal
antikorlar ve streptavidin-HRP (HRP-Conjugated Streptavidin, ThermoFisher
Scientific, ABD) bu kuyucuklara pipetlendi ve ardindan 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Yikamadan sonra bir renk olusturmak i¢in bagli enzim tizerinden etki gosteren
kromojen reaktif A ve kromojen reaktif B eklendi. Ardindan reaksiyonu durdurma
soliisyonu eklendi. Bu renkli iirliniin yogunlugu orjinal 6rnekte var olan sigan IL-1[3
ve TNF-a konsantrasyonlar1 ile dogru orantilidir. Islemlerin sonunda kuyucuklu
plakalarin absorbans degerleri 450 nm’de bir mikroplaka okuyucu (PowerWave HT
Microplate Spectrophotometer, Bio-Tek, ABD) ile okundu. Orneklerin absorbansi
standart grafiklerin kullanildig1 formiillerle hesaplandi. Elde edilen sonuglar pg/mL
protein olarak verildi.

3.2.3.2. COX Aktivitesinin Ol¢iimii

Testis dokularinda COX aktivitesinin 6lglimii, COX aktivite analiz kiti (Cayman,
Ann Arbor, MI, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Bu yontemin prensibi reaksiyon
sonucu olusan okside N,N,N,N’-tetrametil-p-fenilendiamin’in (TMPD) (N,N,N’,N'-
Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride, Sigma-Aldrich, ABD) 590 nm’de

kolorimetrik olarak olgiilmesine dayanmaktadir.
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3.2.3.2.1. COX Aktivitesi Analizi icin Reaktiflerin Hazirlanmasi

Analiz tamponu: 3mL analiz tamponu 27 mL HPLC-grade (Water (HPLC), Fisher
Chemical, ThermoFisher Scientific, ABD) su ile seyreltilerek hazirlandi. Hem
Reaktifi: 88 ul hem c¢ozeltisi, onceden hazirlanmis 1.912 mL analiz tamponu ile
seyreltildi. Arasidonik asit ¢ozeltisi: 100 ul arasidonik aside (Arachidonic acid,
Sigma-Aldrich, ABD) 100 ul KOH ilave edilip karistirici (Vortex-Genie, Scientific
Industries, ABD) ile karistirildi. Bu karisim 1,8 mL HPLC-grade su ile seyreltildi.
Bu reaktiflere ilaveten COX standarti, kolorimetrik substrat, DuP-697 (COX-2
inhibitori), SC-560 (COX-1 inhibitorii) kit igerisinde kullanima hazir olarak
bulunmaktaydi.

3.2.3.2.2. COX Aktivitesi icin Yontemin Uygulanmasi

96 kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklart karistirilmamasi i¢in numune, numune
korii, inhibitdr ve standart seklinde kuyucuklari isaretlendi. Numuneler dolaptan
cikarilarak oda sicakliginda ¢oziinmesi i¢in beklendi. Numuneler ¢oziindiikten sonra
numune korli i¢in her bir numuneden 50 pl alinarak mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi. Tiipler kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Daha sonra
mikrosantrifiijde, 8 000 g’de 1 dk santrifiij edilerek supernatant kismlart numune
korii olarak kullanmak icin alindi. Kuyucuklardan COX standart kuyucuguna,
numune ve numune korii kuyucuklarina 150 pl analiz tamponu ve 10 pl hem
cozeltisi eklendi. Ardindan sirasiyla kuyucuklara standart, numune ve inaktif
numunelerden 10’ar pl eklendi. Inhibitér kuyucuklarina ise 140 pl analiz tamponu,
10 pl hem cozeltisi, 10 pl numune, 10 pul SC-560 ¢ozeltisi ilave edildi. Plate
calkalayicida birkag saniye calkalandiktan sonra 5 dakika 25°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon bittikten sonra tiim kuyucuklara once 20 pl kolorimetrik
substrat sonra 20 pl arasidonik asit ¢cozeltisi eklendi. Plaka birkag saniye karistiricida
karistirild1 ve 5 dakika 25°C’de inkiibasyona biakildi. Inkiibasyon bittikten sonra 590
nm dalga boyunda absorbanslar ol¢iildii. Asagida verilen formiil yardimiyla total
COX aktivitesi ve COX-1, COX-2 aktivite hesaplari yapildi. Her numune igin total
COX aktivitesi hesaplandiktan sonra, SC-560 ile muamele edilmis numunelerin

COX aktiviteleri ayn1 formiille hesaplandi. Bu sonuglar numunelerin COX-2 aktivite



25

sonuclartydi. Total COX aktivitelerinden COX-2 aktiviteleri ¢ikarilarak numunelerin
COX-1 aktivite sonuglar1 elde edilmis oldu. Orneklerdeki enzim aktiviteleri, 25°C’de
1 dakikada 1 nmol TMPD’yi okside eden enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul

edildi ve mg yas doku basina enzim iinitesi olarak verildi (Unite/mg protein).

Toplam AA590/5 dk 0.21 mL Top. Hacim
COX = X - 2
Aktivitesi 0.00826 uM™* 0.01 mL Numune Hacmi

*Sonuglar, 2 mol TMPD’nin PGG2’nin PGH2’ye indirgenmesi i¢in gerekli
oldugundan 2’ye béliintir.

3.2.4. Histopatolojik Analizler

Sigcanlardan ¢ikarilan testis dokular1 % 10 formalin ¢ozeltisinde fikse edildi. Rutin
doku takibi islemlerinden dokular parafine gomiilerek parafin bloklardan 4 pm
kalinliginda kesitler alindi1 ve Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyandi. Ttim kesitler
kodland1 ve alinan kesitler hangi tedavi protokoliiniin uygulandigini bilmeyen bir
patolog tarafindan 11k mikroskobunda (Olympus BX 52, Tokyo, Japan) incelenerek

goriintlilendi.

3.2.5. istatistiksel Analizler

Deneylerden elde edilen sonuglar “ortalama deger + standart hata” (x = SEM) olarak
ifade edildi. Gruplar arasi farkin Onemlilik derecesi one-way “ANOVA” testi
kullanilarak tespit edildi. Sonrasinda “Tukey” testi yapildi. Ttim istatistiksel islemler
“SPSS for Windows, 22.0” istatistik programinda yapildi ve p<0.05 degeri anlamli
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular
4.1.1. MDA ve tGSH Analiz Sonuglari

Tablo 2’de gorildiigii gibi dokular iizerinde yapilan analizlerden elde edilen
sonuglara gore PIR-10, PIR-20, TiR ve SG sigan gruplarinin testis dokusunda MDA
miktarlar1 siras1 ile 4.81+0.43 (P<0.001), 3.03+0.72 (P<0.001), 6.61+0.51 (P>0.05),
2.66+0.48 (P<0.001) umol/gr protein olarak bulunmustur, tGSH miktarlar1 sirasi ile
3.93+0.67 (P<0.001), 4.85+0.73 (P<0.001), 1.70+0.58 (P>0.05), 5.10+0.57
(P<0.001) nmol/gr protein olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore TiR ile PIR-10 ve
PIR-20 gruplari MDA yéniinden kiyaslandiginda PIR-10 ve PIR-20 gruplarinda
MDA degerlerinin TIR grubuna gére istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik
oldugu tespit edilmistir. Ayrica TIR ile PIR-10 ve PIR-20 gruplar1 tGSH yoniinden
kiyaslandiginda PIR-10 ve PIR-20 gruplarinda tGSH miktarlart TIR grubuna gore

istatistiksel olarak anlaml olacak sekilde yiiksek oldugu bulunmustur.

Tablo 2. PIR-10, PiR-20, TIR ve SG gruplarinin MDA ve tGSH diizeyleri

MDA tGSH
Gruplar pmol/mg p nmol/mg p
protein protein
PIiR-10 4.81+0.43 p<0.001* 3.93+0.67 p<0.001*
PIR-20 3.03+0.72 p<0.001* 4.85+0.73 p<0.001*
TiR 6.61+0.51 p>0.05 1.70+0.58 p>0.05
SG 2.66+0.48 p<0.001* 5.10+0.57 p<0.001*

PiR-10, PIR-20? ve SG deney gruplar1 TIR gurubuyla karsilastirilmistir (*=P<0.001).
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4.1.2. COX-1ve COX-2 Analiz Sonuclari

Tablo 3’te goriildiigii gibi PIR-10, PIR-20, TIR ve SG si¢an gruplarinin testis
dokusunda COX-1 miktarlar siras1 ile 8.36+0.78 (P<0.001), 10.81+1.34 (P<0.001),
3.43+0.51 (P>0.05), 14.83+3.06 (P<0.001) U/mg protein olurken COX-2 miktarlar
sirast ile 5.08+0.57 (P<0.001), 2.98+0.36 (P<0.001), 14.66+2.16 (P>0.05), 0.84+0.06
(P<0.001) U/mg protein olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore TIR ile PIR-10 ve
PIR-20 gruplar1 COX-1 yoniinden kiyaslandiginda PIR-10 ve PIR-20 gruplarinda
COX-1 degerlerinin TIR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica TiR ile PIR-10 ve PIR-20 gruplari COX-2
yoniinden kiyaslandiginda PIR-10 ve PIR-20 gruplarinda COX-2 degerlerinin TIR
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 3. PIR-10, PIR-20, TiR ve SG gruplarinin COX-1 ve COX-2 diizeyleri

COX-1 COX-2
Gruplar Unite/mg P Unite/mg P

protein protein
PiR-10 8.36+0.78 p<0.001* 5.08+0.57 p<0.001*
PiR-20 10.81+1.34 p<0.001* 2.98+0.36 p<0.001*
TiR 3.43+0.51 p>0.05 14.66+2.16 p>0.05
SG 14.83+3.06 p<0.001* 0.84+0.06 p<0.001*

PiR-10, PIR-ZO,- ve SG deney gruplar1 TIR gurubuyla karsilastirilmistir (*=P<0.001).
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deney gruplar1 TIR gurubuyla karsilastirildi. (*=P<0.001).

Sekil 3. Testis dokularinda COX-1 ve COX-2 diiz
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4.1.3. IL-1p ve TNF-a Analiz sonuclari

Tablo 4’te goriildiigii gibi PIR-10, PIR-20, TIR ve SG si¢an gruplarinin testis
dokusunda IL-1B miktarlar1 sirasi ile 2.10+0.40 (P<0.001), 1.33+0.30 (P<0.001),
3.88+0.24 (P>0.05), 0.99+0.15 (P<0.001) pg/mL olurken TNF-a miktarlar1 sirasi ile
3.50+0.53 (P<0.001), 2.73+0.46 (P<0.001), 5.78+0.30 (P>0.05), 2.31+0.43
(P<0.001) pg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gére TIR ile PIR-10 ve PIR-20
gruplar1 IL-1B yoniinden kiyaslandiginda PiR-10 ve PIR-20 gruplarinda IL-1P
degerlerinin TIR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik
oldugu bulunmustur. Ayrica TIR ile PIR-10 ve PIR-20 gruplari TNF-a y&niinden
kiyaslandigin da TNF-a degerlerinin PIR-10 ve PiR-20 gruplarin da TIR grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4. PiR-lp, PIR-20, TiR ve SG gruplarinin IL-1B ve TNF-a diizeyleri

IL-1p TNF-a
Gruplar pg/mL p pg/mL p
protein protein
PiR-10 2.10+0.40 p<0.001 3.50+0.53 p<0.001
PiR-20 1.33+0.30 p<0.001 2.73+0.46 p<0.001
TiR 3.88+0.24 p>0.05 5.78+0.30 p>0.05
SG 0.99+0.15 p<0.001 2.31+0.43 p<0.001

PiR-10, PIR-20, ve SG deney gruplari TIR gurubuyla karsilastirilmustir (*=P<0.001).
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IL-1B (pg/ml)
TNF-o (pg/mL)

IL-1B /TNF-o Diizeyleri

Gruplar

Sekil 4. Testis dokularinda IL-1B ve TNF-a diizeyleri. PIR-10, PIR-20, ve SG deney
gruplar1 TIR gurubuyla karsilastirildi. (*=P<0.001).

4.2. Histopatolojik Bulgular

Yapilan histopatolojik analizlerden elde edilen sonuglara gore; SG grubuna ait testis
dokusunda Tunika albuginea, intersitisyum, Leyding hiicresi, Seminifer tiibiil,
Spermatogoniyum, Primer spermatit, Spermatit ve Sertoli hiicresi’nin normal yapisi
goriilmektedir (Sekil 5). Torsiyon detorsiyon uygulanan TIR grubunda tunika
albugineada dejenerasyon gdzlenmektedir (Sekil 6A). Ayrica TIR grubu testis
dokusunda seminifer tiibiillerde yaygin nekroz ve 6demle birlikte intersitisyel alanda
destriiksiyon saptanmistir (Sekil 6B). Yine TIR testis dokusunda dilate konjesyone
kan damari ve hasarli seminifer tiibiil yapist izlenmektedir (Sekil 6C). Parakoksib
verilen PIR-10 grubunun testis dokusunda ise hafif 6dem ve dilate konjesyone kan
damarlar1 ve hafif hipoplazik seminifer tiibiil yapilar1 gortilmustiir (Sekil 7). Ancak,
20 mg/kg dozda parakoksib uygulanan PIR-20 grubunda sadece hafif dilate

kojesyone kan damarlarina rastlanmistir (Sekil 8).
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Sekil 5. SG grubundaki testis dokusunun histopatolojik goriiniimii: TA (Tunika
albuginea), | (intersitisyum), LC (Leyding hiicresi), ST (Seminifer tiibiil), SG
(Spermatogoniyum), PS (Primer spermatit), S (Spermatit), SC (Sertoli hiicresi)
(HEX-200).
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. :
Sekil 6A. TIR grubu testis dokusunda tunika albugineada dejenerasyon (HEX-200).
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Sekil 6B. TIR grubu testis dokusunda seminifer tiibiillerde yaygin nekroz (diiz ok),
ve 6demle birlikte intersitisyel alanda destriiksiyon (¢izgili ok), (HEX-200).
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.
Sekil 6C. TIR testis dokusunda dilate konjesyone kan damari1 (diiz ok), ve hasarli
seminifer tiibiil yapisi (¢izgili ok), (HEX-200).
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Sekil 7. 10 mg/kg dozda Parekoksib verilen PIR-10 grubu testis dokusunda devam

eden hafif 6dem dilate konjesyone kan damarlar1 ve hafif hipoplazik seminifer tiibiil
yapilari ile birlikte nispeten korunmus testis dokusu (HEX-100).
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Sekil 8. PIR-20 grubu testis dokusunda hafif dilate konjesyone kan damarlari (diiz
ok) normale yakin korunmus testis dokusu (HEX-200).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada parekoksibin siganlarda I/R ile olusturulan testis hasarina etkisi
biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirildi. Siganlar’da testis I/R hasar
olusturmak igin testisler iki saat boyunca 720° torsiyon ve iki saat detorsiyon
uygulanarak gerceklestirildi. Heindel ve ark 360° torsiyonun bir degisiklige yol
acmadigin1 ancak, 720° ve fazlasinin patolojiye neden oldugunu ileri siirmiislerdir
(71). Yine baska bir ¢alismada torsiyonda hasar siddetinin siire ile iligkili oldugu
bildirilmistir (72). Turner TT tarafindan 360° bir saatlik torsiyonun yalnizca akut
vaskiiler degisimlere yol actigi, 720° ve dort saatlik torsiyonun ise tam iskemiyle
sonuglandigi bildirilmistir  (73). Ayrica, literetiirlerde  detorsiyonla saglanan
reperfiizyonun ilk 60-90 dakikasinda dokuda bol miktarda, serbest radikallerin asir1
tiretildigi gosterilmistir (22). Calismamizda, iki saat boyunca 720°  torsiyon ve iKi
saat detorsiyon reperfiize edilen TIR grubunun testis dokusunda MDA diizeyinde
anlaml yilikselme kaydedildi. Bilindigi gibi, MDA, oksidatif hasarin belirteclerinden
biridir ve I/R hasarina maruz kalan dokularda seviyeleri yiikselmektedir (19). Yine,
MDA’nin serbest oksijen radikaller tarafindan olusan lipit peroksidasyonu’nun
giivenilir bir gostergesi oldugu ifade edilmektedir (74). Lipit peroksidasyonu’nun son
irlinii olan MDA hiicre membranindaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin bozulmasina yol acarak hiicre 6liimiine neden
olur (75). Torsiyon detorsiyon uygulanan testis dokusunda MDA miktarinin saglikli
dukuya gore yiikseldigini gosteren calismalar bulunmaktadir (76). Literatiirlerden
edinilen bu bilgiler deney sonuglarimizla ortiistiigiinii isaret etmektedir.

Calismamizda ayrica, MDA nin yiiksek bulundugu TIR grubunun testis dokusunda
endojen antioksidan olan tGSH miktarinin saglikli gruba goére anlamli azaldig:
goriilmiistiir. Dogal antioksidan bir molekiil olarak bilinen tGSH’in SOR’larin
hiicrelerdeki miktarlarinin fizyolojik diizeyde tutulmalarin1 saglayarak doku hasarini
onledigi rapor edilmistir (77). Bu bilgiler, TIR grubunun testis dokusunda oksidan
antioksidan dengenin oksidanlarin lehine degistigini ortaya koymaktadir. Bilindigi
gibi, oksidan antioksidan diizeyleri arasindaki hassas denge korunamadig: takdirde,
hiicre hasarina kadar giden bir¢ok patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir (78).

Dokularda oksidan antioksidan denge antioksidanlarin iistiinliigiiyle siirdiirtiliir. Bu
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dengenin bozulmasi doku hasarina yol acar. Bu durum oksidatif stres olarak
adlandirilir (79). Bundan once yapilan ¢alismalarda da torsiyon detorsiyona bagli
hasarl1 testis dokusunda MDA miktarinin yiikseldigi, tGSH’in ise azaldigi rapor
edilmistir (80). Sadece I/R olusturulan TiR grubu testis dokusunda MDA, SG gruba
gore yiiksek, tGSH ise diisiik bulunmasi literatiir bilgileri ile de ortiistiigiinii ortaya
koymaktadir.

Biyokimyasal deney sonuglarimiz, MDA’nin yiikseldigi TIR grubunun testis
dokusunda COX-2 aktivitesinin yiikseldigini, COX-1 aktivitesinin ise distiigiini
gostermistir. COX-2, iskemi sonrasi reperfiizyon uygulanmis dokularda serbest
oksijen radikal kaynagidir (81). COX-2 enzimi hasarli dokularda indiiklenir ve
aragidonik asitten proinflamatuar prostoglandinlerin iiretiminde ve inflamasyonun
sekillenmesinde rol oynar (13). COX enziminin bir diger izoformu COX-1 dir. COX-
1 enzimi ise dokularda sitoprotektif aktiviteden sorumlu yapisal bir enzimdir (82).
Deneyden elde edilen bu biyokimyasal sonuglar I/R isleminin testis dokusunda
inflamasyonu indiikledigini gostermektedir. Ayrica sitoprotektif mekanizmanin
baskilandigin1 ortaya koymaktadir. Literatiirlerde torsiyon detorsiyon islemi
uygulanan hayvanlarin testis dokusunda COX-1 ve COX-2 diizeyini arastiran ve
testis I/R hasarrm COX enzimleri ile iligskilendiren bilgilere rastlanmadi. Ancak,
Demiryilmaz ve arkadaslari, karaciger I/R hasarinda COX-1 aktivitesinde belirgin
azalma, COX-2 aktivitesinde ise artma goriildiigiinii bildirmislerdir (79). Yapca O.E
ve arkadaslarinin calismalarinda ise I/R isleminin over dokusunda COX-1’in
azalmasina, COX-2 nin artmasina yol actig1 vurgulanmistir (83). Deney sonuglarimiz
ve literatiirlerden edinilen bu bilgiler I/R hasarmin patogenezinde oksidatif stresin

yani sira inflamasyonunda 6nemli rol tistlendigini diisiindiirmektedir.

Caligmamizda ayrica, torsiyon detorsiyon uygulanan testis dokusunda IL-18 ve TNF-
a diizeyleri Olgiilerek degerlendirildi. Deney sonuclarimizdan anlagilacagi gibi, testis
torsiyon ve detorsiyon olayr dokuda IL-1B ve TNF-a’nin saglikli dokulara gore
istatistiksel olarak anlamli artisina neden olmustur. Literatiirlerde de IL-1p ve TNF-
a’larin testislerde fonksiyonel rolleri belgelenmistir (84). Literatiirlerde IL-1B ve
TNF-o’larin testis I/R hasarmin major komponentlerinden oldugu savunulmaktadir
(84). IL-1B ve TNF-o’nin sitotoksik etkisi yaninda, inflamatuar reaksiyon ve

inflamasyonun regiilasyonunda énemli bir role sahip olduklari bilinmektedir (85, 86).
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TNF-a ve IL-1p inflamasyonun erken doneminde ortaya cikarlar ve benzer ortak
sinyal molekiilleri lizerinden noétrofillerin oksidatif patlamasi ve serbest radikallerin
salimmasi gibi birgok fonksiyonlar1 bulunur (87). Bundan 6nce yapilan galismalarda
da testis torsiyon ve detorsiyon hasarinda IL-1p ve TNF-a miktar artisinin rolii 6ne
stiriilmiistiir (88). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda 720° torsiyon sonrasi detorsiyon
uygulanmuis testis dokusunda IL-1p ve TNF-a diizeylerinin arttigin1 gdsteren bilgilere
rastlanmaktadir (80). Bu literatiir bilgileri deney sonuglarimizla bire bir

ortiismektedir.

Biyokimyasal deney sonuglarimiz, torsiyon detorsiyon isleminin testis dokusunda
oksidan ve proinflamatuar parametrelerin artmasina neden oldugunu gostermektedir.
Ayrica biyokimyasal deney sonuglarimiz, parekoksibin torsiyon detorsiyon
uygulanmis testis dokularinda MDA, COX-2, IL-1B ve TNF-a seviyelerinin
yiikselmesini, COX-1 ve tGSH’in diigmesini doza bagl olarak onledigini ortaya
koymaktadir. Parekoksibin torsiyon detorsiyon islemi uygulanan testis dokusunda
oksidan antioksidan, COX enzimi ve sitokinler tizerindeki etkisine ait ¢alismalara
rastlanmadi. Ancak, parekoksibin farkli dokularda I/R hasarmi antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri ile onledigi ifade edilmektedir (16). Peng M ve arkadaslari
parekoksibin IL-13 ve TNF-a gibi sitokinlerin {iretimini inhibe ettigini
bildirmislerdir (89).

Parekoksibin, doza baglh olarak testis dokusunu I/R hasarma karsi korudugu
biyokimyasal ve histopatolojik olarak aydinlatilmistir. Bu ¢alismada, tiim gruplardan
elde edilen biyokimyasal deney sonuglar1 histopatolojik bulgularla ortiismektedir.
Torsiyon detorsiyon uygulanan TIR grubunun testis dokusunda dilate konjesyone
kan damarlari, 6dem, tunika albugineada dejenerasyon seminifer tiibiillerde yaygin
nekroz ve intersitisyel alanda destriikksiyon izlenirken, bu histopatolojik bulgular
parekoksib verilen gruplarda doza bagli olarak azalmistir. Bundan Once yapilan
calismalarda da I/R’nun testis dokusunda ciddi histopatolojik hasara yol agabilecegi
vurgulanmistir (90). Torsiyon detorsiyonun, seminifer tiibiilde disorganizasyon,
germinal hiicrelerin nekrozu, interstisyel 6dem gibi patolojik degisikliklere yol
acabildigi deneysel olarak gosterilmistir (9, 80). Torsiyon detorsiyona bagl
histopatolojik testis doku hasarni oksidan ve sitokinlerle iliskilendiren ¢ok sayida

calismalar bulunmaktadir (73, 91).
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Sonug olarak; testislere uygulanan torsiyon detorsiyon islemi, testis dokusunda
endojen MDA artmasina, tGSH azalmasina neden olmustur.

Torsiyon detorsiyon islemi testis dokusunda proinflamatuar COX-2 aktivitesini
artirmus, protektif COX-1 aktivitesini azaltmistir.

Testis dokusunda torsiyon detorsiyon iglemi IL-1p ve TNF-a gibi proinflamatuar

sitokin {iretiminin indiiklenmesine sebep olmustur.

Oksidan ve proinflamatuar belirteglerin artis gosterdigi testis dokusunda belirgin
histopatolojik hasarin gelistigi anlagilmistir.

Parekoksib, 20 mg/kg dozda torsiyon detorsiyona bagli testis hasarmni, 10 mg/kg
dozuna gore daha anlamli Onledigi biyokimyasal ve histopatolojik olarak
gosterilmistir.

Parekoksibin antioksidan ve selektif antiinflamatuar o6zelligi klinikte torsiyon
detorsiyona bagl testis iskemi reperfiizyon hasarinin tedavisinde yararli ve giivenli

olacagin diistindiirmektedir.
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