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OZET

TORSIYON/DETORSIYON SONRASI UZUN SURELI CINKO
KULLANIMININ RAT TESTIS DOKUSU UZERINE ETKIiSI

Amac: Testis torsiyonu akut seyirli, derhal teshis ve tedavi edilmesi gereken
cerrahi acildir. Gelisen iskemik hasarda serbest radikallerin, enflamatuar sitokinlerin
salinim1 mevcuttur. Sadece torsiyon olan testiste degil karsi testiste de hasar meydana
gelmektedir. Cinko igceren metal aspartazlarin serbest oksijen radikalleri inhibitorii
oldugu bilinmektedir. Siganlarda olusturulan kronik testis torsiyonu modelinde her iki
testiste olusan hasarda ¢inko siilfatin etkilerinin incelenmesi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 8 gruptan olusan 48 adet erkek rat kullanildi.
Gruplar; I: Sham, Il: Torsiyon+Detorsiyon kontrol 1.ay, Ill: Torsiyon+Detorsiyon
kontrol 2. ay, 1V: Torsiyon+Detorsiyon kontrol 3. ay, V: Torsiyon+Detorsiyon Cinko
stlfat tedavisi 1. ay, VI: Torsiyon+Detorsiyon Cinko stilfat tedavisi 2. ay, VII:
Torsiyon+Detorsiyon Cinko siilfat tedavisi 3. ay, VIII: Saglikli Cinko siilfat tedavisi 3.
ay. ilgili gruplarda normal besin yaninda sican basina 100 mikrogram/giin (0.016 ml/rat
) Cinko siilfat igeren igme suyu Vverildi.

Bulgular: Torsiyon/detorsiyon (T/D) gruplarinda sham ve saglikli Cinko siilfat
grubuna gére SOD ve GSH seviyelerinin her iki testsite de istatistiksel olarak anlaml
sekilde diistiigii, MDA seviyelerinin ise arttigi, tedavi gruplarinda ise SOD ve GSH
seviyelerinin torsiyon yapilmayan testiste ciddi sekilde diizeldigi, MDA seviyelerinin
ise normale yaklastig1 belirlenmistir. Torsiyon yapilan testiste Cinko siilfat tedavisine
ragmen SOD ve GSH seviyelerinde ve MDA seviyelerindeki tedavi edici etki sinirl
diizeyde kalmistir (p<0.05). Histopatolojik incelemeler T/D gruplarindaki siddetli doku
hasarinin tedavi gruplarinda azaldigini gostermistir. Bu etkinin &zellikle torsiyon
yapilmayan karsi testiste oldugu goriilmiistiir.

Sonug¢: Kronik T/D yapilmis rat testislerinde 3. ay sonunda biyokimyasal ve
histopatolojik hasarin devam ettigi ve torsiyon yapilmamus karsi taraf testiste de hasar
olustugu gosterilmistir. 3 ay siireyle ¢inko siilfat kullanimi1 enflamatuar ve oksidatif
stres parametrelerini 6zellikle torsiyon yapilmayan karsi testiste diizelterek koruyucu
etkiler gosterdigi gozlemlenmis ve tim bu bulgular histopatolojik olarak

desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Cinko siilfat, Rat, Testis torsiyonu

Vil



ABSTRACT

THE EFFECTS OF ZINC SULPHATE ON CHRONIC
ISCHEMIA/REPERFUSION INJURY INDUCED IN RAT TESTIS

Aim: Testicular torsion is one of the most common medical emergencies in
urological cases. Reactive oxygen species and inflammatory cytokines play role in
ischemic damage and reperfussion depending on testicular torsion. It is known that Zinc
sulphate is effective on reducing free radicals. We thought that Zinc sulphate may
prevent testicular damage at both side of testis.

Material and Method: Totally 48 male rats in 8 groups have been used in
study. Groups; I:Sham, II:T/D 1 month follow-up, Ill: T/D 2 months follow-up, IV:T/D
3 months follow-up, V:T/D+1 month Zinc sulphate treatment, VI:T/D+2 months Zinc
sulphate treatment, VII:T/D+3 months Zinc sulphate treatment, VII11:3 months Zinc
sulphate treatment. Drug administration has been carried out adding 100 microgram
(0.016 ml/rat) Zinc sulhate for per rat to drinking water in related groups.

Results: Significant decreases levels of antioxidant like SOD and GSH were
markedly observed in torsion and detorsion groups when compared with sham group.
These levels increased in the treatment group with Zinc sulphate also MDA levels
statistically decrease has been found in the treatment groups (p<0.05). The beneficial
effects of Zinc sulphate was more evidient on non-rotated testis than rotated testis. Also
in the histopathological study, significant decrease of the torsion and detorsion injury
were observed in treatment groups when compared with torsion and detorsion groups.

Conclusion: In our study, protective effect of Zic sulphate on inflammatory and
oxidative stress have been found result of torsion/detorsion injury in rats especially at
non rotatied testis and all of these findings are supported histopathological.

Key Words: Antioxidant, Rat, Testicular torsion, Zinc sulphate
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1. GIRIS

Testis torsiyonu miidahale edilmez ise testisin nekrozu ile sonuglanan iirolojik
acil bir durumdur. Spermatik kordun kendi ekseni etrafinda donmesi ile olusur. Her
yasta goriilebilmekle beraber erkek cinsiyette iki donemde pik yapar bu donemler;
perinatal donem olarak adlandirilan hemen dogum Oncesi ve sonrast donem ile pubertal
dénemdir.!

Testis torsiyonun tanisinda kimi zaman gii¢liikler yasanir. Ayirici tanida yer alan
hastaliklardan ayrimlamak, 6zellikle de gecikmis olgularda yardimci tani yontemlerini
kullanmay1 gerekli kilar. Tedavisinde kritik siire 6-8 saat olarak belirtilmistir. Bu siire
dahilinde segilmis olgularda manuel detorsiyon denene bilinirse de standart tedavi
yontemi acil cerrahi yaklasimdir.

Ameliyat sonras1 5 yillik takip sonunda %357 olguda torsiyone olan testiste
orsiopeksi sonrasi diisiik sperm sayisinin mevcut bulundugu bildirilmistir.? Torsiyon ve
detorsiyon sonrasi gelisen Iskemi/Reperfiizyon (I/R) hasarmmn germ hiicrelerinde
yaptig1 hasar ile spermatogenezi azalttigi bilinmektedir.? Ilging olan durum tek tarafli
torsiyon sonrasi ayni taraf testis ile birlikte kargi taraf testisin de bu durumdan
etkilenmesidir. Seminifer tiibiil morfolojisinde bozulmalar, germ hiicre hasari,
olgunlagmasinda ve spermatogenezde azalma oldugu bir¢ok deneysel ¢alismada® °
sperm yogunlugunda ve motilitesinde azalma ve fertilite oranlarinda diisme ise bazi

klinik galismalarda gosterilmistir.” * ©

Tam olarak hangi mekanizma ile kars1 testisin
de torsiyon ve sonrasinda yasanilan siiregte hasarlanmaya yol actig1 bilinmemektedir.
Iddia edilen mekanizmalar immiinolojik nedenler, konjenital displazi, refleks
Vazokonstrl'iksiyondur.8

Testis torsiyonu ve tedavisi ile ortaya ¢ikan I/R olusturdugu problemlerin

diizeltilmesi i¢in pek ¢ok deneysel ¢alismada pek ¢ok molekiil denenmistir. Pubmed



incelemesinde 200’i askin molekiiliin hemen hepsinin olusan I/R hasarin1 deneysel
olarak azaltabildigi gostermis olmasina ragmen bugiin i¢in kullanimda olan tek bir ilag
dahi yoktur. Bu deney modellerin bircogunda ilgili molekiilin torsiyon
olusturulmasindan 6nce kullanilmaya baslanmis olmasi  gercek hayatta yasanan
durumla hig¢ 6rtiismemektedir.

Torsiyone testiste asil tedavi cerrahi olmasina ragmen cerrahi yapilmis kisilerde
infertilete oraninin artmasi; torsiyone olmus testiste de, karsi taraftaki saglikl testiste de
iskemi reperflisyon hasarmin etkisinin uzun yillar devam etkigini gostermektedir. Bu
nedenle cerrahi sonra her iki testisi de iskemi reperfiisyon hasarindan korunmasi
gerekmektedir.

Ozellikle prepubertal cocuklarda testis torsiyonu ve detorsiyon sonrasinda oral
¢inko kullanimi ile yapilacak olan konservatif tedavinin torsiyone olan tesis ve karsi
taraf testis tizerine etkilerinin kronik uzun siiregte ne sekilde olacagini ortaya koymak

icin mevcut deneysel modeli kurguladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Torsiyonu Tarihg¢e ve Epidemiyoloji

Testis torsiyonu ilk kez 1840 yilinda Delasiauve tarafindan tanimlanmigtir.’
Yenidoganda bu durum ilk kez Taylor tarafindan 1897°de bahsedilmisken, testikiiler
apendiks ise Colt tarafindan 1922°de tanimlanmistir.” 2 1913’te Ombredanne gercek
dogasini fark edemese de muhtemelen testikiiler apendiks lezyonu tariflemistir.’

25 yas alt1 erkeklerde 1/4000 siklikta goriiliir. Testis torsiyonu; akut skrotum
bulgular1 ile bagvuran ¢ocuklarin 1/3-1/4’niinde klinik tablonun nedenidir.™* Her yasta
goriilebilirse de perinatal dénemde ve pubertal dénemde goriilme sikligi pik yapar.'
Olgularm % 65’i pubertal dénemde ve 13 yas civarmdadir.' Torsiyon zamaninda
miidahale edilerek uygun sekilde dahi tedavi edilse bile %33-68'sinde tek tarafli testisin
atrofisi ile sonuglanmaktadir.™ 10.12

2.2. Testisin Anatomisi

Testisler tunika vajinalis denilen periton kaynakli yapi ile sarilmistir. Ancak
testisin posterior siirmni ve {ist poliinii sarmaz.™ Testis sert irregiiler konnektif dokudan
olusan kapsiille g¢evrilidir. Posteriorda tunica median septum olusturur mediastinum
testis olarak bilinir.  Burasi epididimisin altinda tunika albuginea, damarlar ve
duktuslarin testikiiler kapsiilii gectigi noktadadir. Mediastinum damar ve sinirlein testis,
girdigi yerdir. Ayrica mediastinum testisden kaynaklanan ve Tunika albugineada 200-
300 civarinda koni sekilli lobiiller ve onlar1 bdlen trabekiiler yapida septa radiatalar
olusturur. Leydig hiicreleri bu tiibiilleri ¢evreleyen gevsek doku igerisinde yer alirlar ve
testosteron iretirler.® Lobiillerin tepe kismma gelindiginde seminifer tiibiillerin
kivrimlarini kaybettigi ve diiz bir sekil aldigi goriiliir ve bu kisim rete testis olarak

adlanirilir. Rete testislerden c¢ikan yapiya duktuli efferentes olarak adlandirilir ve



epididimisin kaput olarak adlandirilan kismina ulasirlar. Duktuli efferenteslerin yaklasik
sayist 10-20 civarindadir. Epididimisin kaputunda kaudasina yani kuyruguna dogru
gidildikge cap1 genislerken artik duktuli defferenteslere ulasilmis olur.

2.2.1. Testisin Kanlanmasi

Testisler asil olarak renal arterin altindan aortadan ayrilaran iki ince uzun damar
ile beslenir. Testis kan akiminin yaklasik olarak 2/3’linii saglar. Her ikisi de psoas kasi
tizerinde parietal peritonun altinda inferolateral seyirle ilerler. Genitofemoral siniri,
tireter ve eksternal iliak arterin alt kismin1 6nden ¢aprazlar derin inguinal halkaya girer
ve inguinal kanal vasitasi ile skrotuma ulasirlar. Testisin posterosuperior kisminda iki
dala ayrilirlar ve medial ve lateral yiiziinde seyreder. Bu dallar tunika albugineaya girer
tunica vasculozada daha ¢ok dallara ayrilir. Seminifer tubullerin hemen yanindaki
kapiller damarlar buradaki interstisiyel dokunun icerisinde bulunur ve kan testis bariyeri
olarak adlandirilirlar. Testis ayrica inferior epigastrik arterin kremasterik dalindan, vas
deferensin arterinden de beslenir. Kremasterik arter eksternal spermatik arter olarak da
adlandirilir ve testisin kanlanmasinin %15-20’sini saglar, aslinda daha ¢ok tunika
vajinalisi besler. Deferensiyel arter testis kan ihtiyacinin ¢ok az kismini saglar. A.iliaka
interna’nin u¢ dali olan A. vezikalis superior veya inferior’dan ¢ikar, vaz deferensi
besler, internal spermatik arterle testise yakin bir noktada anastomoz yapar.**

Testisin venleri testisin posteriorundan ¢ikarlar, epididimi drene ederler ve
pleksus panpiniformisi olustururlar. Bu yap1 spermatik kordu olusturan yapilardan
onemli bir elemandir ve vas deferensin anteriorundan yukar1 dogru ¢ikar. Inguinal kanal
igerisinde tli¢ veya dort dal ile drene olur. Derin inguinal halkadan gegtikten sonra batin
bosluguna ulasir ve bu venler birleserek iki ven olustururlar bunlar testikiiler arterin her

iki yaninda iiretere ve psoas majoriin oniinde, peritonun gerisinde yukar1 dogru ¢ikar.



Sag renal venin hemen altindan sag testikiiler ven direkt olarak vena cava inferiora
acilirken sol tarafta testikiiler ven sol renal vene drene olur.*

2.3. Testisin Embriyolojisi

Primordial germ hiicrelerinin proliferasyonu ve yolk kesesinden mezonefrik
cisime gocii 4. gestasyonel haftada baslar. 6. haftada primordial germ hiicrelerinin
embriyonel yolk kesesinin duvarindan hindgut'in dorsal mezenteri boyunca genital
kabartiya (genital ridge) gocii tamamlanir.® Bu siire¢ 5-6. hafta sirasinda cereyan eder.
6. haftanin sonunda regrese olan mezonefrik cismin yerine bipotansiyel gonad
olusturma potansiyelindedir. Testikiiler histolojinin gelisimi ve endokrin fonksiyon 7.

gestasyonel haftada baslar ve erigskin donemine kadar devam eder.!® 2

Maturasyon,
pubertedeki son maturasyonal degisikliklerden Once, dort basamakta olusur. Bu
basamaklarin ilk ikisi prenatal ve son ikisi, postnatal donemdedir. Her ne kadar
kromozomal gen Y kromozomunun varligi veya yoklugu ile belirleniyorsa da erkek
seksiiel farklilasma 7. haftaya gelindiginde SRY geninin (sex-related gene on the Y
chromosome) varliginda baslatilabilir.”® Erkek seksiiel farklilasmanimn saglikli devam
edebilmesi icin fetal testisten iiretilen hormonlarin devamlilig1 gerekir aksi halde, yani
testikiiler hormonlarin yoklugunda gidisat disi seksiiel farklilagmas1 yoniinde olacaktir.
Matiirasyonun ilk basamaginda, primordiyal germ hiicreleri ortaya ¢ikan testikiiler
kordlara dahil olur ve gonositlere doniisiir. Bu gonositler germ hiicrenin fetal kok hiicre
havuzunu olusturur ve testikiiler kordlarin ortasinda uzamr. Insan koryonik
gonadotropini (hCG) fetal Leyding hiicre gelisimini, proliferasyonunu ve testesteron
sekresyonunu stimiile eder. Gonosit proliferasyonu fetal kok hiicre havuzunu genisletir,
bunun yaninda Sertoli hiicreleri es zamanl olarak farklilagir ve Miillerian inhibe edici

substans (MIS) salgilanmaya baglar.® Mezonefrik (wolfian) kanalin, paramezonefrik

(miillerian) kanalin ve eksternal genitalyanin maskiilinizasyonu olusur. MIS miillerian



yapilarin regresyonuna yol agar ve testesteron epididim ve vas deferensi olusturmak
lizere wolfian kanalin gelisimine neden olur. Adeta erkek seksiiel farklilasmanin
olusabilmesi i¢in disi cinsiyet elemanlarin ortamdan temizler ve testisin inis glizergahi
tizerindeki engelleri yok eder.?

Matiirasyonun ikinci basamaginda, hCG’nin seviyesi, fetal Leyding hiicrelerinin
sayis1 ve testosteron seviyesi gestasyonun 13. haftasinda pik seviyelerine ulasir.
Gonositler seminifer tiibiillerin bazal membranina dogru go¢ etmeye baglar ve fetal
spermatogonyaya farklilagir. Bunlar kok hiicre olduklarindan, gonositler kendi sayilarini
tekrar doldurabilirler. Eksternal genitalyanin maskiilinizasyonu ve paramezonefrik
kanallarin rezorpsiyonu tamamlanir. Mezonefrik kanalin epididime maskiilinizasyonu
devam eder ve gubernakulumun kalinlagmas1 baslar. Fetal spermatogonyanin
farklilagsmasi aslinda tiim fetal hayat boyunca devam eder. Rete testisin ve mezonefrik
tiibiillerin kanalizasyonu 12. haftada civarinda baslar ve ancak puberte doneminde
tamamlanabilir. Testikiiler inis gestasyonun 7. aymnda meydana gelir ve daha 6nce
bahsedilen ¢oklu faktorlere baghdlr.8

2.4. Testisin Histolojisi

Testisler tunika albuginea denilen siki konnektif dokunun kalin kapsiilii ile
sartlir. Tunika albuginea testisin posterior yiiziinde kalinlagmistir ve mediastinum testisi
olusturur ve buradan beze fibroz septalar penetre olurlar. Bu septalar bezi testikiiler
lobiiller olarak adlandirilan yaklasik 250 kompartmana aylrlr.8 Lobiiller arasinda
siklikla baglantt vardir. Her lobiil zengin kan ve lenf damarlari, sinirler, Leydig
hiicreleri olarak adlandirilan intertisyel hiicrelerden olusan gevsek konnektif doku agi
ile sarmalanan 1-4 adet seminifer tiibiil tarafindan isgal edilmistir. Seminifer tiibiil erkek
tireme hiicresi spermatozoay1 tretirken intertisyel hiicrelerden testikiiler androjen

salgllanlr.8



Embriyolojik gelisim esnasinda, testis abdominal duvarin dorsal tarafinda
retroperitoneal olarak gelisir. Fetal gelisim sirasinda testisler migrasyon yaparak
spermatik kordun bitimindeki skrotum igindeki pozisyonunu alirlar. Bu migrasyon
sirasinda her bir testis peritondan kdken alan tunika vajinalis olarak adlandiran ser6z
keseyi tagirlar. Bu tunika disda parietal tabaka, icde visseral tabakadan olusur ve testisin
anterior ve lateralinde tunika albugineay1 sararlar.®

Spermatozidler adultlarda seminifer tiibiillerde giinliik 2x10® adet iiretilir. Her
testis 150-250pum g¢apinda ve 300-700 cm uzunlugunda 250-1000 tiibiil ihtiva eder. Tek
testisin tiibiillerin uzunlugu toplami yaklasik 250 m kadardir. Tiibiiller kivrintili sekilde
ve loop formuna sahiptir. Tiibiillerin uglar1 dar ve kisa segment olarak devam eder bu
yaptya diiz tiibiiller veya rete testis adi verilir. Yaklasik10-20 duktus eferentes
epididimin sefalik pargasinda rete testis ile baglantilidi. Seminifer tiibiiller kompleks
tabakali1 epitelyum ile kaplanir ve bu yapiya germinal veya seminiferus epitelyum denir.
Bunun dis duvarim iyi tanimlanmis bazal lamina ve birkac¢ fibroblast tabakasindan
olusan fibr6z konnektif doku g¢evreler. En i¢ tabakasi bazal lamina ile baglantilidir ve
diiz kas yapisina sahip diizlesmis myoid hiicrelerden olusur. Leydig hiicreleri bu
bosluklar ve seminifer tiibiillerin arasindaki mesafeyi iggal ederler.?

2.5. Testis Torsiyonu ve Tipleri

Testis trosiyonunu spermatik kord yapilarinin inguinal kanal veya daha asagi
seviyesinde donmesi ile karakterize klinik durumdur.’® *® Testis ve spermatik kordun
torsiyonu testis kan akiminin kesilmesi ile strangulasyonuna yol acan cerrahi bir acil
durumdur. Sonraki asamada nekroz ve atrofi gergeklesir. Genellikle anlamli iskemik
hasarin olusmasindan dnce 6-8 saatlik pencere donemi denilen donem vardir® 1% 1°.

Yaklasik % 60 olguda hikaye ve fizik muayene taniy1 koymada yeterli olabilir.



Testis torsiyonu ekstravajinal ve intravajinal olarak iki sekilde ortaya

cikabilmektedir.*®

2.5.1.1. Ekstravajinal Testis Torsiyonu

Tim testis torsiyonlarmin yaklasik %5°lik kismimi olusturur. Temel olarak
testisin skrotum igerisinde fiksasyonundan 6nceki tunika vajinalis sayesinde serbestce
donebilmesinden kaynaklanir. Hayatin ilk 6. haftasina kadar tunika vajinalisin ¢evre
dokulara yapisabildigi siire¢ icerisinde yani perinatal donemde gerceklesir. Perinatal
dénem Prenatal ve Postnatal dénem olarak iki alt alt tipe sahiptir.' Prenatal torsiyon
dogumdan 6nce olusan dogumda hali hazirda mevcut bulunan koyu renkli hemi skrotum
icerisinde gergin olmayan kitle ve cilt ile kitlenin yapisik oldugu bir durumdur.
Postnatal torsiyonda akut inflamasyon beraberinde eritem ve gergin kitle mevcuttur. Bu
fark tedavi stratejisinin planlanmasinda Onemlidir ¢iinkli postnatal torsiyonda acil
cerrahi eksplorasyon gerekir. Genel olarak perinatal testis torsiyonlarinda testisin
kurtarilabilme oran1 diisiiktiir.

2.5.1.2. intravajinal Testis Torsiyonu

Perinatal donemin disinda kalan donemde tunika vajinalis ile testis ve
epididimin yapisma kusurunun sorumlu tutuldugu durumdur. Normalde tunika testisin
arka ylizii ve epididim ile iligki halindedir ve onlar1 skrotuma yapistirarak twist
hareketinin olmasina engel olur. Ancak, tunika vajinalis spermatik kord {izerinde ¢ok
proksimal lokalizasyonda bulunuyorsa bu durumda testis ve epididimin skrotum
igerisinde serbest kalarak tunika vajinalis igerisinde spermatik kordun longitudinal aksi1
etrafinda rahatlikla twist hareketi yapabilmesine sebep olur. Iste bu adi gecen

deformiteye “bell-clapper” ¢an tokmagi deformitesi denilmektedir ve daha biiyiik



yastaki ¢ocuklarda testis torsiyonun sabebini olusturmaktadlr.lo' 1% En sik olarak 13 yas
civarinda adolesanlarda goriilmekle beraber sol testis siklikla etkilenirken %2 civarinda
da bilateral testis torsiyonu ger(;eklesir.1 Spermatik kaslarin kontraksiyonunun
rotasyona sebep olan gii¢ oldugu 6n goriilmiistiir. Ilave olarak addlesan ¢agdaki hizli
bliylime ve testisin artmis olan vaskiilaritesi de intarvajinal torsiyona prekiirsor olarak
sebep olabilir.

2.5.2. Testis Torsiyonu ve Ayirici Tam

Testisin donmesi ya da torsiyonu gonadal kan akiminin torsiyona bagli olarak
engellenmesinden kaynaklanmaktadir. Zamaninda tedavi edilmedigi durumlarda
nekroz ile sonuclanir. Testis torsiyonu tiim akut skrotum nedenlerinin %25 sebebini

olusturur.!” 18

Cocukluk caginda akut skrotumun en sik goriilen nedeni olmasa da en
Oonemlisi oldugu ve acil cerrahi yaklasim gerektirdigi ortadadir. Akut skrotal agr1 ve
sislikten sikayetci olan bir hastada testis torsiyonu yonii ile mutlaka diistiniilmelidir.
Torsiyon sonrasinda gecen siire uzadikca testisin kurtarilma ihtimali azaldigindan,
gercek bir cerrahi acildir. Genellikle inmis testiste goriilmektedir ve nekroz ile
sonuglanma ihtimalinin yliksek insidansindan 6tiirii cerrahi bir acil durumdur.®

1761°de Morgagni apendiks testisi tanimlamistir ve bugiin bu yapt morgagni
hidatigi olarak bilinmektedir.’ Bu yapinin miillerian ya da paramezonefrik kanalin
kranil ucunun embriyolojik artigi oldugu kabul edilir. Erkeklerin %90’inda bu yap1
bulunmaktadir ve ¢ap1 1-10 mm arasinda degismektedir. Dort testikiiler apendiks
arasindan en sik donen yapi budur. Cogunlukla 11 yas civart goriiliir. Digerleri
appendiks epididim (wolf kanal artigi), paradidim ve vas aberanstir.’® Apendiks

torsiyonunda kramasterik refleks kaybolmaz. Fizik muayenede infarkte apendiks,

skrotal ciltten mavi bir nokta olarak goriilebilir, bu apendiks torsiyonu igin



patagnomonik olarak diisiiniilmektedir. Ancak mavi nokta apendiks torsiyonu olan
hastalarin yalnizca yaklasik % 20’sinde gt')rl'ilmektedir.8

Skrotumun enflamatuvar durumlar1  genellikle epididimo-orsit olarak
isimlendirilmektedir. Prepubertal erkeklerde, bakteriyel epididimit siklikla tiriner sistem
anormallikleri ile iliskilidir. Herhangi bir epididimit ve idrar yolu enfeksiyonunda,
konjenital anomalileri belirlemek i¢in triner sistemin sonografisi ve iseme
sistotireterogramu ile arastirilmalidir.® Ancak, geng erkeklerin ¢cogunlugunda epididimit
sebebi siklikla tanimlanamaz. Puberte 6ncesi yalniz basina epididim etkilenmektedir.
Puberte sonrasinda, epididimo-orsit daha sik goriilmektedir. Kabakulak viriisi
postpubertal testise orsit nedeni olabilir buradan hareketle sadece bakteriyel etkenlerin
degil viral patojenlerin de orsit nedeni olabilecegi hatirda tutulmalidir. Adenoviriis,
enterovirils, influenza ve parainfluenza gibi diger viriisler de etiyolojide bildirilmistir.™
Puberte Oncesi goriilen epididimit {iriner sistemden vas deferens araciligiyla
enfeksiyonun retrograd epididime yayilmasi ile gerceklesmektedir. En sik organizma
E.Coli’dir ve {iriner sistem anomalileri ya da {iretral enstriimantasyon enfeksiyonlar
yatklik saglar.’ Cocukluk c¢aginda en c¢ok epididimo-orsitten beklenen hasta grubu
spina bifidali aralikli temiz kateterizasyon gerektiren ¢ocuklardir. Bu durum ayrica
fistiillii anal atrezisi olan yenidoganlarda goriilmektedir.

Idiopatik skrotal 6dem genellikle testis ya da onun apendikslerinin torsiyonu ile
karismaktadir.”® Skrotal ddemi olan cocukta dnemli olan testis torsiyonunu ekarte
etmektir. Bu durumda skrotumda, inguinal bolge, penis ya perineden veya bu yapilara
dogru yayilan hizli artis gosteren bir 6dem s6z konusudur. Bu 6demin nedeni her zaman
belli degildir ancak bakteriyal selliilit ya da topikal alerji olabilir.*°

Akut skrotumun yine testis torsiyonu ile karisabilen bir diger nadir nedeni de

yag nekrozudur. Ani hassasiyet, ince skrotum derisi i¢inde siklikla bilateral kiiciik kiime
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gorlntiisii ile karakterizedir."® Etkilenen cocuklar genellikle obezdir ve soguk suda
ylizme Oykiisii mevecuttur.”

Testis travmasinda testikiiler yirtilma, hematom ve hematosele bagli olarak
testiste agrili ve muayenede ele gelen kitle olabilir.** Riiptiire olmus testis kaynakli
hematom, saglam kalan tunika albugineada artmis basinca bagli olarak enfaktiise yol
acabilmektedir ve acil eksplorasyon gerektirir.*

Henoch-Schoénlein  purpurasi, nontrombositopenik purpura, artralji, reanl
hastalik, gastrointestinal kanama ve ara sira skrotal agr1 ve sislik ile karakterizedir ve
ayrict tanida diisiiniilmelidir. 8

Erken torsiyonda, tiim testis sis ve hassastir ve etkilenmemis testisten daha
biiyiiktiir. Ust pole smirl hassasiyet, 6zellikle bu bolgede sert hassas nodiil palpe
edilebiliyorsa, testikiiler apendiks torsiyonunu diistindiiriir. Nekrotik torsiyone apendiksi
gosteren kiiciik mavimsi renk degisikligi, ‘mavi nokta bulgusu’ olarak bilinir, st
poldeki ciltten goriilebilir.' Yani global olarak tiim testisi degil lokal olarak belli bir
skrotal alanda patolojinin tespit edilmesi Onemlidir. Bu isaret, eger hassasiyet de
mevcutsa, apendiks torsiyonu i¢in hemen her zaman patognomoniktir. Erken epididimit
hassasiyet ve endiirasyon gosterir, ancak testisin kendisi hassas degildir. Epididimin
palpe edilemesine engel olacak kadar yogun sislikte sayet semptomlar son birkag saat
boyunca mevcut bulunuyorsa, testis torsiyonunu yoniinde anlam ifade edebilir. Apeniks
ve epididim torsiyonunun ikisinde de, klinik ilerledikge testikiiler isaretlerde kaybolma
meydana gelir.® Agri 12 saatten beri mevcutsa ve skrotum normal gériiniimdeyse olasi
degildir. Hem epididimit hem de testiskiiler torsiyonda, etkilenmis hemiskrotum 24 saat

sonra tipik olarak belirgin eritem ve sisme sergiler.8

Kramesterik refleks her zaman arastirilmalidir. Bir c¢alismada kramesterik

refleksin 30 ayliktan 12 yasindaki erkek ¢ocuklarda %100 intakt oldugunu ama infant
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ve genglerde her zaman normal olmadigini bulmustur. Kramasterik refleks nadiren
testikiiler torsiyonu olan hastalarda korunmustur ama testikiiler veya epididimal

apendiks torsiyonu olanlarda genellikle mevcuttur.

2.5.3. Testis Torsiyonu ve Tedavi

Akut skrotum ve muhtemel testis torsiyonunun tedavisi acil operatif skrotum
eksplorasyonudur. Skrotumda orta hat insizyonu yapilir ve koter ile hemiskrotum acilir.
Ancak prenatal testis torsiyonunun yonetimi agisindan birgok celigkili yaklagimlar
mevcuttur. Bunlar (a) torsiyone gonadin eksplorasyon zamani (b) gross olarak nekrotik
gonadin ¢ikarilmasi veya birakilmasi ve (c) kontralateral orsiopeksinin endikasyonlarini
icerir.'® *® Prenatal torsiyon dogumdan sonra kronik torsiyona ilerlediginden, testis
nadiren kurtarilabilir.’® Eksplorasyon ihtiyaci acil olarak uygulanmaz ancak
yenidoganin genel durumuna bagli olarak erkenden yapilmalidir. Yeni doganlarda
yonetimindeki ana tartigma karsi taraf gonadin potansiyel olarak kurtarilmasi igin
eksplorasyon yapilip yapilmamasidir. Tan1 ve tedavide gecikme olursa uzun dénemde

endokrin fonksiyonlarinda ve fertilitede istenmeyen etkiler gériilebilmektedir.™

Daha biiyiik ¢ocuklarda manuel detorsiyon denenebilir. Hastalarin yaklasik
2/3’inde bu “agik kitap” rotasyonu fayda verir. Manuel detorsiyon hastanin
semptomlarinda gerileme yaratir ve iskemi derecesini azaltir; ancak bu yontem cerrahi
eksplorasyona alternatif degildir Bu basarili olursa transverse planda ve daha yukari
yerlesimli testis skrotum tabanina diisecek ve hasta tarafindan ani bir rahatlama

hissedilecektir.

Eksplorasyon sirasinda testis 6demli veya nekrotik olabilir. Potansiyel canliligin
en iyl prognostik belirtisi tunica albugeniaya yapilan bir insizyonda kanamanin

olmasidir. Testisler median septuma {i¢ ve dort tane ince, reaktif olmayan,ve absorbe

12



olmayan siitiirlerle fikse edilebilir. Bu siitiirler septum igersinden gegirilerek karsi taraf

testisinde es zamanl fiksasyonunu saglayabilir.8

Onceden benimsenen herhangi endokrin fonksiyonun korunmasi amaciyla
nekrotik testisin  skrotuma geri konmasi ve fikse edilmesi konsepti artik
dislanmaktadir.’® Tleri incelemelerde nekrotik testislerin atrofik oldugu goriilmiistiir.
Deneysel sican c¢alismalarinda bu gibi testislerin, diger normal testis lizerine istenmeyen
immunolojik etkilere neden olacak antijenler serbestlestirdigi gosterilmistir. Erken
eksplorasyon ve nekrotik testisin ¢ikarilmasi en uygun tedavidir. Tek istisna prenatal
torsiyon nedeniyle bilateral nekrotik testisleri olan bir gonadin bile kurtarilmasinin
endokrin veya reprodiiktif fonksiyonlarin potansiyel olarak korunabildigi yeni

doganlardir.*

Kontralateral orsidopeksi, baslangic eksplorasyonda hastanin  yasinda,
torsiyonun intra/ekstravaginal olup olmamasindan bagimsiz olarak tek tarafli torsiyon
vakalarmin tiimiinde tavsiye edilmektedir. Bu minimal invaziv prosediir kontralateral
gonada herhangi bir zarar vermez ve hali hazirda bir testisini kaybetmis hasta i¢in

gelecekte oldukea faydali olabilmektedir.'

2.5.4. Testis Torsiyonu ve Prognoz

Testis kurtarma oranlar1 direkt olarak torsiyonun siiresi ve derecesi ile iliskilidir.
Testikiiler atrofi semptomlarin 24 saatten uzun siirdiigii her durumda meydana gelir.
Kopeklerle yapilmis hayvan deneyleri 6 saat sonra higbir spermatik veya sertoli
hiicresinin viabilitesinin olmadigin1 ve iskemiden 10 saat sonra tiim leyding hiicrelerin
de kaybedildigini géstermistir.g‘ 22 Ancak, insanlarda, ciddi testikiiler atrofi, eger
torsiyon derecesi 360° fazla ise 4 saat kadar erken bir siirede de olusabilir. Kord
360°den fazla dondiiglinde, arterin tamamen obstriiksiyonu olasidir.® 2 Bunun aksine,

torsiyon 360°’den az ise, vendz okliizyon ve 6deme bagl olarak arteriol Stazi meydana

13



gelir.  Genel olarak, testikiiler atrofi torsiyondan 8 saat once nadirdir, ancak bu

donemden sonra siktir.b 1% 16

Ancak bu faktor 24 saatten uzun siiredir belirtileri olan hastalara cerrahi
eksplorasyon yapilmamasi gibi bir anlama gelmemelidir. Yukarida belirtildigi gibi
parsiyel ya da intermitant torsiyon meydana gelebilir, bu durumda uzun siiredir belirtiler

var olsa bile testis halen kurtarilabilir.?*

Viabilitesinden siiphelenilen testisin ileride hormonal olarak fonksiyon gérmesi
yonil ile birakilmasi veya c¢ikartilmast durumu tartismalidir. Testikiiler iskeminin kan-
testis bariyerini zedeledigi hakkinda belirgin kanitlar mevcuttur. 10 yasindan biiyiik
cocuklarda kendi spermatogonyasina karsi otoimmunizasyon riski yiiksektir. Iskemi ile
iliskili otoimunizasyon riski 10 yasindan kii¢iik ¢ocuklarda disiiktiir ¢iinkii kan-testis
bariyeri yoktur ve spermatogenez daha baglamamistir. Bu nedenle addlesan donem

oncesindeki ¢cocuklarda durumu siipheli goriilen testis birakilabilir.'°

Daha da onemlisi testikiiler atrofi insidansidir; tek tarafli testikiiler torsiyon
gecirmis bir ¢ok hastada belirgin anormal sperm analizleri oldugu goriilmiistiir. Bu da
tek tarafli bir hastalik siirecinde bilateral testikiiler disfonksiyonun goriildiigiini
gostermektedir. Hem klinik hem de deneysel caligmalarda kontralateral testisin anormal
spermatogenezinin enfarkte testisin in vivo birakilmasi sonucu meydana gelen
otoimmun etkilerin oldugunu diisiindiirmektedir. Diger ¢aligmalarda torsiyona yatkin
testislerin kriptorsidizmde oldugu gibi germ hiicrelerinde kalitsal bozukluk oldugunu
ortaya atmislardir. Spermatogenezdeki anormalligin orijini ne olursa olsun detorsiyon

sonrasi anlamli canlilik belirtileri gostermeyen her testisin gikarilmasi dnerilmektedir.*

2.5.5. Testis Torsiyonu ve Kars1 Testisin Durumu
Iskeminin etkileri torsiyone testis ile smirli goriilmemektedir. Semptomlarin

baslagicindan itibaren 4 saat icerisinde testikiiler torsiyonu tedavi edilmis hastalarda,
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her iki testiste hasar1 One siiren, takipte hastalarin yarisinda anormal semen analizi
mevcuttur.” Ratlarda yapilmis caligmalar, tek tarafli torsiyonunun ¢ift tarafli testikiiler
hasar1 indiikledigi ve fertiliteyi diisiirdiiglinii teyit etmistir. Bu gozlemleri agiklamak

5

icin birka¢c mekanizma One sﬁriilmiis‘u’jr.s’2 Bunlar; 1-immiinolojik nedenler

2-Konjenital displazi 3-Refleks vazokonstriiksiyon olarak siralanmustir.®
1-Immunolojik Hasar Mekanizmast;

Torsiyonun, kan-testis bariyerinin yikilmasina neden olarak hasarli testisteki
spermlerin  antijenlerine kars1 antikor olusumunu indiikler, bunlar daha sonra
etkilenmemis testise de saldirir. Ratlarda, torsiyone testisin orsiektomisinin, preoperatif
antilenfosit globulin ve splenektominin®® veya steroid veya siklosporin gibi
immiinosupresiflerin kullaniminin kars: taraf testisin hasarim onledigi gdsterilmistir.
Benzer olarak, insanlarda, 24 saatten uzun torsiyonu olan ve orsicktomi yapilan
hastalarda, torsiyone testisi yerinde birakilan hastalara oranla, normal semen analizi
olmasi daha olasidir. Hayvan caligmalarinda karsi taraf testisin hasarinin immiin cevap
ile olustugu hakkinda belirgin kanit olsa da, insan ¢aligmalarinda direkt kanit mevcut
degildir. Testikiiler torsiyonu olan hastalarin yalnizca yaklasik % 10-20°sinde antitestis
antikorlar1 bulunmustur.?’” Buna ek olarak, bunlarin varlii infertilite veya testikiiler

endokrin veya ekzokrin fonksiyon bozuklugu ile iliskili degildir.
2-Konjenital Displazi

Unilateral torsiyonu olan hastalarda gozlenen anormal semen analizinin
alternatif agiklamasi etkilenmemis taraftaki altta yatan konjenital displazidir. Unilateral
torsiyon tedavisi sirasinda karsi taraftan alinmis biyopsilerdeki, germinatif epitelde
deskuamasyon, leyding hiicrelerinde atrofi, ve spermatoblastlarin malformasyonu gibi
anormallikler vakalarin %88’inde gésterilmistir.g’ 28 Torsiyonun baslangicindan hemen

sonra ortaya ¢ikan bu anormalliklerin varligi, karsi taraf testisteki onceden var olan allta
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yatan patolojiyi gostermektedir. Ancak, hasar bagka bir mekanizma ile gelismediyse, bu
aciklama torsiyonun siiresi ve total sperm sayis1 arasindaki tutarli korrelasyonu

aciklayamamaktadir. 8
3-Iskemi Ile indiiklenmis Vazokonstriksiyon

Torsiyone olmayan testisteki gozlenen hasarin en son agiklamasi, iskemi ile
indiiklenmis ~ vazokonstriksiyondur.”® Hayvan ¢alismalarinda, unilateral testis
tosiyonunun, kan akiminda ani ve ilerleyici diismeyi, detorsiyonu takiben yavas yavas
artis1 indiikledigi gosterilmistir.®® Etkilenen taraf gibi, kars: taraf testis de iskemi ve

reperfiiyon hasar1 kombinasyonu ile hasarlanabilir.® 3

Torsiyonun, kars1 taraf testikiiler
kan akimindaki etkisi, genitofemoral sinirin sempatik sinir bosalimina bagli oldugu

gérﬁlrnektedir.32

Birka¢ calisma torsiyon sonrasi testikiiler hasarin testisin sogutulmasi ile
siirlanabilecegini, immiin-aracilt hasar1 baskilayabilecegi refleks vazokonstriiksiyonu
onlemek i¢in kimyasal sempatektomiye yol actigt 6ne sirmiistir.® Hayvan
calismalarinda, testisin disaridan sogutulmasi iskeminin etkilerini birka¢ saat
geciktirebilir.** Buna ek olarak, verapamil, surfaktant, allopiirinol, platelet aktive edici
faktor ve hiperbarik oksijen tedavisi reperflizyon hasarmi azaltmak amaciyla
kullanlmistir®  Benzer olarak, steroidlerle, siklosporinle ve azothiopiirin ile
immiinsiipresyon, immiin cevap ile olugmus testikiiler hasar1 azaltmak ig¢in
kullanilmustir.> ** Kapsaisin, 6-hidroksidopamin hidrobromid, guanetidin monosiilfat ve
nitrik oksitin hayvan caligmalarinda, testikiiler hasar1 azaltmak amaciyla kars1 taraf

testiste vazospazm ve hipoksiyi engelledigi gésterilmistir.& 3, 36

Hipotermi disinda,
unilateral torsiyonu takiben testikiiller hasarin sinirlanmasi i¢in diger metodlar,

insanlarda kullanilmistir.
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2.6. Iskemi Reperfiizyon Hasar1

2.6.1. Testiste Iskemi

Arteriyel kan akiminin azalmasina bagl organ ve dokunun yetersiz perfiizyonu
sonucu ilgili doku veya organin oksijenden yoksun kalmasidir.’’ Ortamda yeterli
oksijen olmamasina bagh hasar siireci baglar. Diger taraftan ortaya ¢ikan zararh

38, 39

maddelerin uzaklastirilmasinda da sorun yasanir. Ortamda metabolizmanin

devamliligini saglayacak oksijenin kalmamasi ve yetersiz enerji bir taraftanda toksik
metabolitlerin akiimiilasyonuna yol agar ve sonunda hiicrenin 6liimii s6z konusudur.* #
Iskemik dokuya yeniden kan akimimin baslamasi yani, iskemik dokunun reperfiizyonu
dokuda beklenenin aksine olarak iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir

hasara yol agar.®®

Viicudun diger dokularinda oldugu gibi testiste de ayni tablo s6z konusudur.
testis torsiyon-detorsiyon nedeniyle olusan iskemi ve reperfiizyon testiste ciddi hasara
neden olur.* Bu hasar sadece olustugu dokuyu degil ayni zamanda diger sistem ve
organlarinda hasar gormesine etki eder.* ** iskemik dénemde hiicrede metabolik ve
yapisal degisiklikler meydana gelir. Hiicre icerisinde Adenozin Trifosfat (ATP) bagiml
calisan kaskadlar bozulmaya baslar c¢iinkii hiicresel oksidatif fosforilizasyon azalir ve

adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjilifosfat sentezi azalir.??

En 6nemli faktorlerden biri hiicre menbraninda bulunan ATP bagimli Sodyum-
Potasyum (Na'/K") pompasidir ki, olusan mevcut iskemi nedeniyle gerekli enerjinin
saglanamadigi ortamda c¢alismaz ve hiicre i¢i iyon dengesi bozulur. Fizyolojik

biitiinltigli bozulan hiicrede ilk etkilenen yer mitokondridir.

ATP miktarindaki azalmanin sonucunda Na'/K* ATPaz enzimini inhibe olur.
Bu durum hiicrede Na® ve su akiimiilasyonuna ve sonucunda hiicrede sismeye sebep

olur. Na™ un hiicre icindeki artis1 ile gegici voltaj bagimli Ca" kanallarinin acilmasina
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ve hiicre i¢i Ca” miktarinin artmasina neden olur. Ca™’un hiicre igerisinde agiri
miktarda birikmesi  fosfolipaz aktivasyonu ve bunun sonucunda da fosfolipidlerin

parcalanmasi gergeklesir.

2.6.2. Testiste Reperfiizyon ve Reperfiizyon Hasar1
Reperfiizyon, iskemik haldeki dokuya yeniden kan akiminin baglamasi

44, 45

durumudur. Bugiine kadar yapilmis sayisiz ¢alisma reperfiizyon hasarinin dokuda

iskemiden ¢ok daha fazla hasar yaptigini net sonug olarak gdstermistir.®* * ¢ 4" By
durum bir anlamda oksijensiz kalmis olan dokunun yeniden hayati 6nemi olan oksijene
sahip olmasi anlamina gelirken diger taraftan hi¢ arzu edilmeyen bir sonug olarak asir1
oksijen kaynakli ortaya ¢ikacak serbest oksijen radikallerinin iiretilmesine de sebebiyet

verir 4850

2.6.3. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller bir veya birden ¢ok eslesmemis elektrona sahip, molekiil
agirhigr disiik, kisa Omiirlii, kararsiz ve c¢ok etkin molekiillerdir. Oksijen dogada
dioksijen (O,) olarak bulunan kararsiz bir elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji
diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla iliskilidir. Stabil molekiillerin dis
yoriingesinde birbirine zit yonde donen elektron ciftleri vardir. Serbest radikaller son
derece reaktiftir ve elektron eslemek ve etraftaki diger molekiiller ile reaksiyona girmek

icin siirekli bir yaris icerisindedirler.*> 4>

Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer elektron transport sistemlerinde (sitokrom
p450) peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi normal metabolik
olaylar sirasinda bol miktarda serbest radikal iretilir. Serbest radikaller oksijen kullanan
tiim metabolizmalarda bir hiicre {iriinii olarak siirekli {iretilmekte ve buna karsi olarak
dengeleyici antioksidan savunma mekanizmalar1 ile kontrol altinda tutululmaktadirlar.

Hakim duruma gegen oksidan ajanlar ¢ok kisa siireli dmiirleri olmasina ragmen fazla
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miktarda tretildiklerinde lipit, protein, karbonhidrat ve deoksiriboniikleik asit (DNA)
gibi hiicre i¢i biyomolekiillerin fonksiyonlarinda DNA’da kirilma ve mutasyonlara agik
hale getirmek, bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini
etkilemek, yaslanma ve kanser gibi etkilere neden olurlar. Dengenin saglanabilmesi

i¢cin antioksidanlarin stirekli tiretilmesi gerekir.‘r’z"r’4

2.6.3.1. Hidroksil Radikali ( OH")

Serbest radikaller igerisinde en zarar verici etki barindiranlar Stiperoksit radikali
ve H,0O,’ten Fenton reaksiyonu ile iiretilen hidroksil radikalidir. Olustugu yerde biiyiik
hasarlara neden olur. Yar1 6mrii son derece kisadir. Diger kaynagi ise Haber-Weiss
reaksiyonudur.>>° Tioller ve yag asitleri gibi gesitli molekiillerden bir proton kopararak
yeni radikallerin olugmasina yol acar.”

2.6.3.2. Singlet Oksijen

Oksijen molekiiliiniin daha reaktif bir tlirli olan Singlet oksijen, molekiiler
oksijenin enerji almasi ile olusur. Bunun da yarilanma 6mrii kisadir. Aslinda, Singlet
oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in bir radikal degildir. Serbest radikal
reaksiyonlart sonucu meydana geldigi gibi, radikal reaksiyonlarin baglamasina da sebep
olur 475758

2.6.3.3. Siiperoksit Radikali (O;)

Bir elektron alan oksijenin indirgenmesi sonucu kararsiz bir yap1 olan siiperoksit
radikali meydana gelir. Biyolojik sistemlerde en fazla bulunan radikal dnciilii molekiiler
oksijendir. Serbest radikal olmakla siiperoksit radikali’nin belirgin toksik etkisi yoktur.
Baslica kaynag: sitoplazmadaki P450 sistemidir.>* >® %
2.6.3.4. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin iki elektron indirgenmesiyle olusur.

Hidrojen peroksitin eslenmemis elektronu olmadigi i¢in serbest radikal degildir.
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Biyolojik sistemlerde H,O,’nin asil kaynag siiperoksit radikalidir. Bu reaksiyon rasgele
veya siiperoksit dismutaz (SOD) ile enzimatik olarak gergeklesir. H,O, biyolojik
membranlar1 gegebilir ve uzun omiirliidiir.>

O,+2¢ +2H" » Hy0,

H,0,, protein tiyollerini oksitleme ve DNA’da zincir kirilmalar1 olusturarak
hasar yapar, asil 6nemi gecis metal iyonlarinin varliginda hidroksil (OH") radikallerini
olusturmasidir.

2.6.3.5. Hipoklorik Asit (HOCI)

Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde 6nemli rol oynar. Notrofil ve
makrofajlar tarafindan enzimatik olarak iiretilir ve bakterisit etkisi i¢in salir.”’

H,0,+ CI'+H" » HOCI+ H,O

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger
amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur.
Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur. Hiicrede
reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin 6nemli bir
nedenidir. Serbest radikaller hiicreye 3 farklit mekanizma ile zarar vermektedir.

Bu mekanizmalar;

1. Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu: Lipidler serbest radikallerin etkilerine
kars1 en az dayanikli olan biyomolekiillerdir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek perokside
olurlar. Serbest radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu ortadan kaldirir ve hizl
hiicre ve doku bozulmalarima neden olurlar. Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda
aktif aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
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(MDA) meydana gelir. MDA dokuda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya
da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA 6lgiilmesi lipid peroksit
seviyelerinin indikatérii olarak kullanilir.>®

2. Disiilfit Bag1 Olusumu: Proteinler serbest radikallere karsi poliansatiire yag
asitlerinden daha az hassastirlar. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri sonunda,
yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi
proteinlerin tersiyer yapilari bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. 60-62

3.DNA Hasari: DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak kopyalanabilen
bir molekiil oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve genetik bozukluklara
neden olmaktadir. Bu ylizden DNA hasarinin ROS ile indiiklenen hiicresel
modifikasyonlarmn en ciddisi oldugu diisiiniilmektedir. Iyonize edici radyasyonla olusan
serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. %%

2.6.4. Serbest Radikal Kaynaklari

Ekzojen kaynaklar: hava Kirleticiler, iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaclar,
dogal zararh gazlar, alkol, patojenik bakteri ve viriisler.”

Endojen kaynaklar: endoplazmik retikulum, mitokondrial elektron transport
sistemi, arasidonik asit metabolizmasi veya siklooksijenaz (COX) sistemi, monosit ve
makrofajlar, notrofil, eozinofil gibi fagositik hiicreler ve endotelyal hucreler gibi

hucrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan

. . . 4
enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir. >
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2.6.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta serbest radikallerin etkilerinin ortadan kaldirmak icin antioksidan
savunma sistemi denilen bir sistem mevcuttur. Insan viicudundaki her hiicrenin her giin
binlerce serbest radikalin hiicumuna maruz kaldigi bilinir. Antioksidanlarin ilk
belirlenen etkileri, zar yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyonunu engellemektir.
Lipidlerin yam sira karbonhidratlarin ve proteinlerinde korunmasinda gorev alirlar. Bu
nedenle antioksidanlara, hedef dokudaki hasarin engellemesinden sorumlu elemanlardir.

Antioksidanlar’in hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri ya da temizlenmesi,
serbest oksijen radikallerinin enzim reaksiyonlarin1  peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek ya da reaktif oksijen tiirlerini toplayarak dogrudan temizlenmesi, metal
iyonlarin baglanmasi ve radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi ve serbest
oksijen radikallerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi gibi gorevleri
vardir.”

2.6.5.1. Antioksidan Enzimler

1. Siiperoksit dismutaz (SOD): Bir metalloenzimdir. SOD’un gorevi, hiicreleri
stiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi korumaktir. SOD enzimi oksijeni
metabolize eden tiim hiicrelerde bulunur. Bu nedenle oksijen toksisitesine karsi 6nemli
bir savunma elemanidir. Dogal olarak oksijen tiiketiminin yiiksek oldugu dokularda
SOD aktivitesi de fazladur.*" > "%

20,=+2H" » H0, + O,

Bu enzim yukaridaki reaksiyonu katalizleyerek siiperoksit radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar. Kofaktor olarak igerdigi metal
iyonuna gore (bakir, mangan, demir) li¢ simif dismutaz enzimi vardir. Boylece hiicre

icindeki O, ~ diizeylerini azaltir.
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2. Katalaz (CAT): Katalaz, protein yapisinda bol miktarda bulunan karakteristik
bir enzimdir. Bu enzim yaygin bir sekilde hayvan, bitki ve mikroorganizmada
mevcuttur. CAT esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. CAT, hidrojen peroksitin su ve oksijene doniistiirilmesini
katalizleyen ve bdylece hidrojen peroksitin hiicresel bilesiklere zarar vermesini
engelleyen koruyucu bir enzimdir. Granulomatéz hiicrelerde CAT, hiicreyi kendi
solunumsal patlamasina karst koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan hidrojen
peroksidi hidroksil serbest radikali olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldurir.>® 84

2 H,0, » HO + O

3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyonun oksidasyonuyla hidrojen
peroksit ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) detoksifiye edici indirgenmesini kataliz
eden oksidorediiktaz sinifinin bir enzimdir. Dort selenyum atomu igeren, sitozolde
yerlesik, tetramer yapida bir enzimdir. Asagidaki gosterilmis olan reaksiyonlari
katalizler® ®4©°.

H,0, +2 GSH » GSSG +2 H,0

ROOH +2 GSH » GSSG + ROH + H,0

Glutatyon peroksidazin iki substratt vardir. Substratlarindan biri olan peroksitler
alkole indirgenirken, diger substrat olan GSH yiikseltgenir, olusan yiikseltgenmis
glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile
tekrar indirgenmis glutatyona déniigiir.* >1 7 00

GSSG + NADPH + H* » 2 GSH + NADP*

4. Glutatyon tranferaz: Glutatyon s-transferazlar elektrofilik ksenobiyotikleri
inaktive ederek viicuttan atmak iizere konjugasyonunu saglayan dimerik enzimlerdir.
Sitozolde bulunur, ¢ok sayida izoenzimi mevcuttur. Cesitli endojen ve eksojen

bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu katalizlerler.>" " %
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R-X+GSHP» GS-R+HX
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2.6.5.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

1.Glutatyon (GSH)

Glutatyon (y glutamil sisteinil glisin) glutamik asit, sistein ve glisinden olusan
bir tripeptiddir. GSH serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif stres hasarina karsi korur. Glutatyon peroksidaz, GSH rediiktaz ve GSH
transferaz gibi enzimlerin substrat veya ko-substratidir. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Tiyol grubu tasiyan bir
tripeptid olan glu- tatiyon, serbest radikallerin yikici etkilerini 6nleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi bircok enzimin substrati olarak goérev yapmaktadir.
Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar
oksidasyona karsi korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin
membranlardan transportunu da saglar, 16kositleri ve eritrositleri oksidatif strese karsi
korumada hayati 6neme sahiptir.®® 673 &4

2. Askorbik asit (C vitamini)

Yap: itibariyle en basit vitamindir. Bir seker asidinin laktonundan ibarettir.
Bircok hayvan ve bitki askorbik asidi glikozdan ve diger basit 6n basamaklardan
sentezleyebilir. Mikroorganizmalarda askorbik asit yoktur. Askorbik asid insan dahil
omurgalilar i¢in esansiyeldir. Taze meyve ve sebzelerde 6zelliklede turunggillerde
bulundugu bilinmektedir. Besinlerin 1sitilmasi sirasinda askorbik asit biiyiik Olclide
etkisini  kaybeder. Suda ¢Oziinen vitaminler grubundadir. Askorbik  asit
dehidroaskorbat’da fizyolojik sartlarda glutatyon ile dogrudan veya enzimatik olarak
etkilesir ve askorbata indirgenir. O,~, *OH ve 'O, ile kolayca reaksiyona girerek
onlar1 etkisizlestirir. Dogal olarak lipit peroksidasyonunu baglatan radikalleri

etkisizlestirerek antioksidan gorevi {istlenmis olur. Askorbik asid; Fe™®{i,Fe™®e
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indirgeyen stiperoksit radikali disindaki tek hiicre i¢i molekiildiir bu etkisiyle, ferri-
demiri indirger ve demirin ince bagirsaklardan emilimini ve depolardan
mobilizasyonunu artirir. Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesime uygun
olan ferro-demire dondistiiriir ve siiperoksit radikalinin {retimini gergeklestirir. Bu
Ozelliginden o6tiirti C vitamini pro-oksidan etkili oldugu aciklanmigtir, *® °1 57 64

3. E Vitamini

E vitamini (diger adiyla tokoferol), en 6nemli antioksidandir. Bilesiminde alfa,
beta, gama ve delta eta gibi cesitli sekillerde bulunur. E vitamini yagda c¢oziiniir
ozelliktedir. Karacigerde depolanir ve bagisiklik sisteminde pek ¢ok fonksiyonu vardir.
Hiicre zarlarinda ve lipoproteinlerin yapisinda bulunur. Baslica antioksidan fonksiyonu
gorevleri membran yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerini serbest
radikallerden korumaktir. Lipit peroksidasyonu zarlarda, eritrositlerde, lipoproteinlerde,
beyinde ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) bol oldugu diger dokularda
yaygindir. Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka, aktif
kismin1 olusturur ve molekiiliin antioksidan 0&zelligide bu gruptan kaynaklanir.
Tohumlar ve bitkisel yaglar, E vitamini bakimindan zengin kaynaklardir. Tokoferoller
en cok bugday tanesi yaginda bulunurlar. Molekiiler oksijene maruz birakilan
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu azaltir. Antioksidan savunmada ilk E vitamini,
0,-, 'OH ve 102 gibi radikalleri indirger. E vitamininin antioksidan olarak baslica
fonksiyonu; lipid peroksidlerini etkisizlestirerek peroksidasyonu sonlandirmaktir.®®

4. Karotenoidler

Sar1 ve turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler, bitkilerde bulunan
pigmentlerdir. Insan ve hayvanlar karotenoid biyosentezini gerceklestiremezler bu
nedenle diyetle alirlar. A vitamininin metabolik 6n maddesi bir karotenoidtir. Bu madde

beta-karotendir. Karotenoidler havug, domates ve portakal gibi besinlerde bolca

26



bulunur. Karotenoidler, hiicreleri oksidan strese karsi korurlar. Koruyucu etkileri; triplet
uyaricilarin zararhi etkilerini baskilama, singlet oksijeni baskilama ve bazi oksijen
radikallerini temizleme gibi koruyucu etkilere sahiptir. Bununla birlikte karotenoidler,
lipit membranlara lokalize olarak membranlarin oksidatif strese karsi hassasiyetini
azaltir,>® > &

5. Flavonoidler

Flavonoidler yillar 6ncesinden bilinmesine ragmen son yillarda flavonoidlerin
antioksidan 6zelliklerinin yaninda antiinflamatuvar, antiviral, antiallerjik, antitrombotik
ve diger Ozelliklerinin de bulundugunu gdstermektedir. Flavonoidler cay, elma, sogan,
baklagiller, domateste bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica patates, elma, limon, kayisi
gibi besinlerde bulunur. Flavonoidler de antioksidan o6zelliginden o&tiirii kullanilan
maddeler arasindadir. Yagda c¢oziiniirler.  Kafeik asit, katesin, p-kumarik asit,
klorogenik asit ve kuersetin baslica flavonidlerdendir. Antioksidan savunmada, metal
iyonlarlarla reaksiyon verme, serbest radikal olusumunu engelleme ve lipit

peroksidasyonunu inhibe edici olarak goérev alir. Flavonoidlerin bazi ¢aligmalarda metal

iyonlaryla etkileserek pro-oksidan 6zellik gosterdigi de belirtilmistir.®®

6. Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit metabolizmada hem fizyolojik hem patofizyolojik siireclerde ¢ok
onemli bir role sahip serbest radikaldir. NO L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz
(NOS) etkisiyle muskarinik veya histamin reseptorleri gibi cesitli reseptorlerin
aktivasyonu sonucu sentezlenir. Nitrik oksit sentezinin insanda vaskiiler toniisiin
diizenlenmesinde Onemli rol oynadigi, kan basinci ve bdbrek fonksiyonunun
kontroliinde kesin bir role sahip oldugu bilinmektedir.* Nitrik oksit vaskiiler

endoteliyal hiicrelerde olusturulan 6nemli bir vazodilatatordiir. Diiz kas hiicrelerine
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girerek hiicrede cGMP konsantrasyonu artar. Diiz kas hiicrelerinde ¢cGMP, bir veya
daha fazla protein kinazi cAMP gibi aktive eder. Aktive olan protein kinazlar diiz kasin
relaksasyonu ve ardindan damarlarin dilatasyonundan sorumludurlar.®®°

2.6.6. Hiicre Ici Kalsiyum Artis:

Iskemi ve belli baz1 toksinler, belirgin bir sekilde hiicre dist Ca* plasma
membranini gegerek hiicre i¢i akisina yol acar. Bunu, hiicre i¢i depolardan ( mitokondri,
endoplazmik retikulum) kalsiyumun agiga ¢ikmasi izler. Hiicre igine artan Ca* girisi ve
azalan ¢ikist intraselliiler ve extraseliiler Ca™® dengesini bozar. Bu sitotoksik etki normal
fizyolojik kosullarda, hiicre i¢i biriken fazla Ca* disar1 atilarak ya da hiicre iginde
depolanarak tolere edilir. Ancak iskemi sirasinda yetersiz enerji nedeniyle pompalar ve
depolama mekanizmalar ¢alismamaktadir ve artan Ca'? diizeyi fosfolipazlar1 (fosfolipid
yikimma neden olur ve hiicre membran zedelenir), proteazlari (hem membran hem
hiicre iskeleti proteinlerinin par¢alanmasmna neden olur) aktive ederek radikal
olusumunu artirirlar ve hiicreyi agir bir hasara siiriiklerler.”® "t

2.6.7. Reperfiizyon Hasarinda Notrofil Aktivasyonunun Rolii

Reperfiizyon hasarinda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica
nétrofillerin sorumlu oldugu gésterilmistir.72 Notrofillerin aktivasyon ve migrasyonlari
endotel hiicrelerinde ve l0kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciliiyla olur.
Selektinler olarak bilinen adhezyon molekiillerinin P-selektin glikoprotein (PSGL-1)
adli reseptorii ile etkileserek diisiik afiniteli 16kosit endotel baglantisini olusturur.
Notrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢in gerekli kemotaktik maddeler arasinda C3a ve
interlokin-1 (IL-1), lokotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktor (PAF) ve

prostaglandin (PG) tiirleri vardir. Aktif notrofiller saliverdikleri maddelerle yol agtiklar

hasarin yani sira, damar icinde olusturduklar1 hiicre topluluklar1 (agregatlar) ve aktif
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trombositlerle birlikte damar endoteline yapisarak mikrovaskiiler ttkanmaya da neden
olurlar.”

2.6.8. Reperfiizyon Hasarinda Kompleman Sisteminin Rolii

Reperfiizyon hasarinda komplemanin rolii 6nemlidir. Ancak tiim detaylar1 ortaya
konamamustir. Iskemik hasar olustuktan sonra damar endotelinin hasar gormesi ile
notrofil ve trombosit aktivasyonu meydana gelir. Kompleman sisteminin aktivasyonu
sonunda proinflamatuar komponentler olusur. Iskemi reperfiizyon alanina gelen
notrofiller, bu bolgede ROS iiretimi saglar. Ortaya ¢ikan ROS’u antiproteazlar inaktive
eder. Infiltre olan aktive nétrofiller, ROS’u ve proteazlari salgilarlar. Hiicre i¢i savunma
mekanizmalarinda kullanilan CAT ve GSH-Px enzimleri, 16kositlerin salgiladiklar1 bu
sitotoksik reaktif oksijen metabolitleri tarafindan olusturulan hasar1 azaltabilme
kapasitesine sahiptir.”® ™ Sonugta, lizozomlardan proteolitik enzimler salinarak hasar
olusur. Ayrica nétrofiller de uyarilmalari sonucunda esnek yapilarini kaybederek
mikrosirkiilasyonda kalir ve damar tikanikligina neden olurlar.”> "

Doku hasarinda kompleman sisteminin dogrudan ya da dolayli yoldan biiytik bir
etkisi oldugu bilinmektedir. Hiicre hasar1 ve ilerleyen asamalariyla birlikte hiicre
sliimiine sebebiyet verdigi belirtilmistir.”® Reperfiizyon hasarmda komplemanin roliine
bakilirsa damarda olusturdugu hasar goze carpar. Kompleman sisteminin aktivasyonu
sonunda proenflamatuar komponentler olugur. Bunlar Cs,, Cs,, iC3, V& Csp.g’dur. C3,4
ve Cs, anaflatoksinlerdir ve lokositleri aktive ederler. C5a ayrica polimorfoniikleer
l6kositleri dokuya dogru c¢ekerek, olusan enflamatuar cevabi artirir. Kompleman
aktivasyonu sonucu, Cspg kompleksi meydana gelir. Bu kompleks araciligiyla
kompleman sistemi tek basina doku hasar1 olusturabilir. Cg safthasinda hiicre zarinda

porlar olusurken, Cg eklenmesiyle sitotoksik etki 6n plana geg:er.74
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2.7. Cinko

Esansiyel eser elementler yasayan organizmanin saglikli biiylimesi, hiicre
fonksiyonlarinin néromodiilasyonu, regiilasyonu ve devamlilifi i¢in ¢ok Snemlidir.”’
cinko esansiyel bir eser elementtir. Insan viicudu 2-3 gr kadar ¢inko igerir. Sadece
insanlar icin degil bitkiler, mikroorganizmalar, hayvanlarin  yap1 ve fonksiyon
proteinlerinde ¢ok sayida Onemli santral rolleri istlenir, viicuttaki tiim dokularda,
sekresyon ve sivilarda bulunur.” Dolayisi ile diyetle alinmasi zorunludur. Viicutta depo
edilmez. Kimyasal yapist onu biyolojik olaylarda yer alan onemli bir metal iyon
olmasmi saglar. Insan viicudundaki yiizlerce enzim ve sinyal iletimi ¢inko bagimli
olarak gerceklesir. Hayvansal taze et insanlar i¢in en fazla cinko igeren kaynaktir.
Kirmizi et, balik ve kiimes hayvanlari, bitkilerden daha fazla ¢inko igerirler. Demirin
yaninda ¢inko viicutta en yaygin mineraldir ve tiim hiicrelerde bulunur.

Proteinlerin yapisinda ve fonksiyonlarinda, RNA ve DNA metabolizmasinda,
sinyal transdiiksiyonunda, gen ekspresyonu, regiilasyon ve apopitozisde ¢cok Onemli

roller iistlendigi bilinmektedir.”” ™

Tarihin en eski caglarindan beri ¢inko yaralarin
iylestirilmesi igin kullanilmigtir. Gliniimiizde immiin sistem, lireme sistemi, biiyiime,
tat alma, gorme, koku alma, kan pihtilagsmasinin saglanmasinda, diizgiin insiilin ve troid
metabolizmasmin devamliliginda énemli fonksiyonlarmm oldugu gdsterilmistir.””
cinkonun antioksidan olarak etki gosterdigi bilinmektedir. Bu sayede serbest
radikallerin yol actig1 hiicre hasarinin 6nlenmesinde faydal etkiler gés‘[erir.80

Suplement olarak ¢inko kullanilmasinin diyare, pndmoninin 6nlenmesinde ve
optimal biliylimenin saglanmasinda Onemi gosterilmistir. Takviye g¢inko kullanimi
sadece morbiditeylr azaltmakla kalmaz mortaliteyi de ciddi olarak azaltir. Diinya

genelinde global olarak yeterli ¢inko kullanilmasi durumunda yiiz binlerce erken ¢ocuk

Sliimiiniin engellenebilecei bildirilmistir.*
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Pek c¢ok onemli fonksiyonu bulunan ¢inkonun eksikliginde de ¢ok sayida
hastaliklar meydana gelir. Diinya Saglik Orgiitii, yiiksek 6liim oranlarinin bulundugu
gelismekte olan tilkelerdeki hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda major etkenlerden birisinin

de ¢inko eksikligi oldugunu bildirmistir.%% %

Cinko eksikliginin, diinya iizerinde
ozellikle gelismekte olan iilkelerde yasayan yaklasik iki milyar insanmi etkiledigi iddia
edilmektedir.”

Cinkonun tedavide kullanilan pek c¢ok formu vardir. Cinko’nun inorganik tuz
ihtiva eden formlar1 ¢inko Klorid ve ¢inko siilfat dir. Organik asidleri; ¢inko glukonat,
¢inko glukonat/glisin, ¢inko asetat, ¢inko propionatdir. Biyolojik olarak organik formu
¢inko ile zenginlestirilmis mayalardir. Cinko siilfat metabolizmada emilimi en az olan
formudur. Daha kolay absorbe olan formlari ¢inko sitrat, ¢inko pikolinat, ¢inko gliserat,
¢inko monomethionindir. Bunlar icerisinde ¢inko siilfat en ucuz olan formudur. Cinko

glukonat az ¢inko icermesi yonii ile fiyat olarak digerlerinden daha pahali formudur.

2.7.1. Cinko Siilfat’in Kimyasal Yapis1

2.7.2. Cinko Siilfat’in Farmakokinetigi

Cinko’nun biiyiik kism1 ince barsaklardan duodenumdan emilir. Halbuki daha
eski caligmalar asil emilim yerinin kalin barsak oldugunu bildirmekteydi. Giinliik
diyetimizde mevcut bulunan ¢inkonun barsak emilimi tam degildir. %10-20 kadar

absorbe olmaktadir.
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Kimus igerisinde yer almakta olan amino asitler ve peptidler diyetle alinan
cinko’nun emilimini kolaylastirirken bitkisel besinler ile alinan lifler ve fitatlar ¢inko
emilimini engellerler.® Proksimal duodenumda ve midedeki gastrik asit ve pepsin,
cinko’nun peptidlere olan ilgisini artirir. Kimus distale dogru ilerleyince pH yiikselir ve
bu sefer ¢inko sindirilemeyen ligandlar ile birlesir. Ancak ¢inko absorbsiyonu burada da
tamamen durmaz distal ince barsak ve ¢ekumda da absorbsiyon bildirilmistir.ss’ 86

Gelismekte olan iilkelerdeki beslenme nedenli ¢inko eksikligindeki asil sebep
bu bolgelerde asir1 hububat kaynakli protein tiiketilmesidir.?” Bu sekilde fazlaca fitat
(organik fosfat)’dan zengin alinan besinler ¢inkonun emilimini imkansiz birakir.?’
Fitalarm  6nemi ilk olarak Harrison ve Mellanby’nin koépekler {izerinde yaptiklari
hububat kaynakli diyet ile beslenmenin gen¢ kdpeklerde kalsiyum eksikligi ve riketse

88,89

yol actigin1 gosterdikleri c¢alismalar ile ortaya konulmustur. Ayrica diyet

igerisindeki lifler, seliilloz, dekstranlar, meyve ve sebzeler igerisindeki lifler de ¢inko

emilimini azaltir.%®%

Buna karsilik eger diyette protein bol bulunur ise ¢inkonun
emilimi artar.®?
2.7.2.1 Kalsiyum, Demir ve Folatin Cinko Emilimi Uzerine EtKkisi
Kalsiyum’un fitatlar ile olan ilgisi hayvan deneylerinde ¢inko absorbsiyonun

92-94

azaldigin1 ispat etmistir. Buna karsilik diyette kalsiyumun yer almasi tek basina

¢inko emilimini azaltmamaktadir.” %

Milne ve ark. yaptiklar1 ¢alismada tesadiifen pteroyglutamic asidin (folik asit)
ginlik kullanilmasmin fekal ¢inko atilimini artirarak barsak emilimini azalttigini
gé’)sremislerdir.97 Bazi calismalar geng ¢ocuklarda 10 mg devamli ¢inko kullanilmasinin
demir diizeyinde bazi olgularda negatif etki gosterdigini bildirmektedir.”® Cinko tedavi

amac1 ile kullanilacagi zaman su ile veya meyve suyu ile birlikte alinabilir. Ancak

beraberinde demir ve kalsiyum ile beraber alinmasi dnerilmez.
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2.7.3. Cinko Siilfat’in Farmakolojik Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi

Viicutta pek ¢cok onemli fonksiyonun gergeklesmesinde kilit rol oynar. Protein
ve karbohidrat metabolizmas: ¢inko  eksikliginde bozulur. Adeta bir biiyiime
faktortdiir. Bliylime ¢agindaki ¢ocuklarda retardasyona ve gonadal bozukluklara yol
acar.” Eksikligi, immiin bozukluklara ve erken o6liimlere sebep olur, ayrica kognitif
fonksiyonlarda kayip yapmasi ortaya ¢ikan diger bir sorundur. Son elli yildir sebep
oldugu bilinen tiim bu ciddi problemlere her gecen giin yenileri eklenmektedir.

Fazlaca ¢inko kullanimi durumunda giinliik 50 mg’in tizerindeki dozlarda bakir
metabolizmasi olumsuz etkilenir ve eritrositlerde SOD aktivitesi dl'iser.99
2.7.4. Cinko Siilfat ve Tedavideki Yeri
Ik olarak 1934 yilinda Todd rat gelisiminde ¢inkonun 6nemini gé')sterdi.100
Son 40 yilda yapilmis olan c¢alismalar ise insan sagliginda ne kadar onemli etkileri
oldugunu ortaya koydu.87 Giinliik ¢inko ihtiyac1 yasa bagli olarak degismekle birlikte

9. 82 Yetiskin kadin ve

infant ve 5 yasina kadar olan ¢ocuklarda 5-10 mg/giin kadardir.
erkekte 15 mg/giin kadar giinliik alinmasi1 gerekmektedir. Saglikli ve diizenli diyetle
beslenen kisilerde eksikligi beklenmez. Dolayisi ile endistriyel gelisimini tamamlamig
tilkelerde eksikligi nadiren goriiliir.

Asirt ¢inko Kkullanimma  bagh toksisite 150 mg/giin’den yiiksek dozlarda
yetiskinlerde ortaya ¢ikar. Semptomlar: siklikla bulant1 ve kusmadir.'®

Cinko eksikliginin en az bes sebebi vardir. Bunlar; gidalar ile yetersiz alinim,
viicuttaki asir1 artmis ¢inko ihtiyaci, malabsorbsiyon, tekrarlayan diyareler ile asiri
kay1p, bozulmus metabolik kullanim olarak 6zetleyebiliriz.'%
Cinko eksikligi infantlarda diare, norolojik bozuklular, 6grenme giicligii (83)

seklinde bulgular verirken tat almada kayip, biiylimenin duraksamasi, kilo kaybi, sag

dokiilmesi, tekrarlayan enfeksiyonlar seklindeki bulgular okul ¢agi c¢ocuklarinda
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goriiliir(84). Menstrual periyodun bozulmasi, gece korliigii, tirnak yataklarinda beyaz
lekelenmeler ve depresyon ise daha ileri yastaki hastalarda goriiliir.(83, 85)

Diinya Saglik Orgiitii infantlardaki diyare tedavisinde surup seklindeki ¢inko
stilffat (%23 ¢inko igeren), ¢inko asetat (%30), ¢inko glukonat (%14) veya suda
eriyebilen tablet seklindeki ¢inko formlarinin kullanilmasini Snermektedir.*

Eksiklik varsa ancak asir1 yaslilarda, alkoliklerde, anoreksia bulunanlarda ve
sinirl diyet ile siirekli beslenenlerde goriiliir. Ayrica chron ve ¢oliyak hastaliklarr gibi
gibi malabsorbsiyon sendromu olgularinda ¢inko eksikligi goriilebilir.

Orak hiicreli anemi bulunanlarda c¢ogunlukla beraberinde ¢inko eksikligi de
bulunmaktadir. Baz1 yayinlar tedaviye ilave edilen ¢inko ile kilo alinmasi boy uzamasi
ve sickle-cell krizlerin azaltilmasinda faydal oldugunu gostermistir.*®

Cinko kullaniminin mide ilseri tedavisinde faydali oldugu yoniinde yayinlar
mevcuttur.'®*

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite hastaligi bulunan ¢ocuklarda ¢inko tedavisi
uygulanilmasinin hiperaktiviteyi azalttigi, impulsif davranislar1 azalttigi, sosyalizasyonu
arttirdigi gt')stelrilmistir.105 Ancak dikkat eksikligi semptomlarinda diizelme
gorilmememistir.

HIV/ AIDS bulunanlarda diisiik ¢inko diizeyi ¢ok yaygindir.'® Bu durum bu
hastalarda siiregelen diyare, kotii beslenme, kullanilan ilaglardan kaynaklanabilecegi
gibi diger tarftan ¢inko tedavisi uygulanilanlarda kilo alma, daha iyi immiinite olustugu
gorilmiistiir.

Cinkonun bakirin absorbsiyonunu azaltiyor olmasi nedeni ile Wilson hastaligi
bulunanlarda ¢inko kullaniminin faydasi gt')sterilmis‘[ir.107

Herediter bir hastalik olan akrodermatitis enteropatika’da ¢inkonun
gastroinestinal sistemden emilim bozukluguna bagli ortaya ¢ikan nadir bir hastalik
olup alopesi, periorifisiyal dermatitler, ve diyare goriiliir. Cinko siilfatin 40 mg/giin doz
108, 109

ile verilmesi ile tedavi edilir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari ve
Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Molekiiler Farmakoloji
Aragtirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen
toplam 48 adet ve agirliklar1 200-220 gram arasinda degisen Albino Wistar cinsi erkek
sican kullanildi. Deney siiresince, sicanlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem
(Standart Sigan Yemi) verildi. Hayvanlar deney Oncesi gruplar halinde laboratuvarda
normal oda sicakliginda (22 ‘C) barndirildi ve beslendi. Calismalarimizin tim
asamalarmin etik kurallara uygun oldugu, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 20.02.2014 tarih ve 1 sayili toplantida 25 numarali karari ile

onaylanmuistir.
3.1.2. Kullanilan fla¢ ve Hazirlamis1

Ticari olarak alinan ¢inko siilfat (BERKO ila¢ ve Kimya San. A.S. ZINCO 30 mg
surup) her 5/30 ml/mg hesabi ile rat basina 100 mikrogram/giin (ng) ¢inko siilfat

verebilmek i¢in 0.016 (ml/giin/rat) her kafesteki igme suyuna giinliik olarak katildu.

Tiyopental sodyum: Calismada cerrahi prosediir igin 25 mg/kg i.p. ve deney sonunda

otenazi igin i.p. olarak 50 mg/kg tiyopental sodyum (IE ULAGAY Pental ) verildi.
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3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar Modeli ve Firmasi

Chemwell Awareness Technology, USA

Eliza Okuyucu Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA
Mikroplate Yikayici Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA
Santrifiij (Sogutmalr) Hettich Zentrifugen 320R, Germany

pH Metre SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Manyetik Karistirici Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Doku Homojenizatorii Tissue Lyser 11, Qiagen, Germany
Hassas Terazi Shimadzu ATX224, USA

Etiiv Memmert WNB 7-45, Germany
Karistirict IKA- MS 3 basic, USA

Buzdolabi (-86 °C) Nuaire NU-9483E, USA

Derin Dondurucu Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye

Otomatik Multikanal Pipet Eppendorf Research Pro (20-300 pl)

Pipet Seti Eppendorf Research Plus



3.2. Metot

3.2.1. Deney Plani

Tablo 3.1. Deney Plam

Gruplar Hayvan Tedavi Cinko siilfat
Sayisi

I 6 Sham X

I 6 Torsiyon + Detorsiyon kontrol 1.ay X

I 6 Torsiyon + Detorsiyon kontrol 2. ay X

AV 6 Torsiyon + Detorsiyon kontrol 3. ay X
\Y 6 Torsiyon + Detorsiyon ¢inko siilfat tedavisi 1. ay 100 pgf/rat/giin
VI 6 Torsiyon + Detorsiyon ¢inko siilfat tedavisi 2. ay 100 pgfrat/giin
VIl 6 Torsiyon + Detorsiyon ¢inko siilfat tedavisi 3. ay 100 pgfrat/giin
VIl 6 Saglikli ¢inko siilfat tedavisi 3. ay 100 pg/rat/glin

Siganlarda olusturulan testis torsiyonu modeli: 6’sardan 8 gruba ayrilmis toplam
48 erkek sigan 25 mg/kg dozda tiopental sodyumla anestezi altina alinarak once tiiyler
traslama islemi yapilarak temizlendi ve ardindan siganlarin skrotum derisine %10’luk
povidon iyot ¢ozeltisi ile temizlik yapildi. Sicanlara skrotum sol hat {izerinde, yaklasik
iki cm uzunlugunda insizyon uygulanarak vertikal kesisi ile cilt ve cilt alt1 gegilerek,
skrotum icerisinde sol testis tunika vajinalis ve spermatik kord ile birlikte
gubernakulumdan kiint diseksiyonla ayrilarak disariya alindi. Torsiyon/detorsiyon (T/D)
gruplarinda testis 720° saat yonilinde dondiiriilerek tekrar skrotuma yerlestirilirken,
insizyon hatt1 (4-0)’lik ipek ile matres siitiirler ile kapatildi. 1. grup sham saglikli
kontrol grubu olarak belirlendi. Bu gruptaki hayvanlara skrotum bdlgesi agildi
testislerde herhangi bir uygulama yapilmadi ve 4-0 ipek siitiir materyali ile matres

sttiirler ile kapatildi. 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. gruptaki hayvanlara “sol” testislere 720°

38



“clockwise” metoduyla saat yoniinde dondiiriilerek iskemi olusturuldu. Torsiyone sol
testis dartos fasiyasina tek siitiir ile sabitlendi. Sag testise herhangi bir cerrahi islem
uygulanmadi. Iskemide 2 saat kalan testisler bu siire sonunda dikkatlice detorsiyone
edildi ve reperfiizyon saglanildiktan sonra skrotum icerisinde normal lokalizasyonuna
tekrar yerlestirildi. Tabakalar yukarida belirtildigi gibi kapatildi. Ertesi giin 2, 3 ve 4.
gruplardaki siganlara normal sekilde beslenme ve su verilirken 5, 6, 7. gruplardaki
siganlara normal besin yaninda si¢an basina 100 mikrogram/giin (ug) (0.016 ml/giin/rat)
cinko siilfat igeren igme suyu temin edildi. 1. ayin sonunda 2 ve 5. gruptaki sicanlara,
2. ayn sonunda ve 3 ve 6. gruptaki si¢anlara, 3. ayin sonunda 4 ve 7. gruptaki sicanlara
yukarida belirtildigi sekilde tekrar anestezi ve cerrahiye hazirlik yapildi. Sag ve sol
testisler orsiektomi yapilarak ¢ikartildi ve sicanlara yiiksek doz tiopental sodyumla
Otanazi yapildi. 8. gruptaki si¢anlar 3. ay saglikli ¢inko siilfat tedavisi alan grup olarak
belirlendi. Hayvan deneyleri etik kurulunun deneylerde kullanilan hayvan sayisini
minimumda tutmak yoniindeki karar1 geregince 1. ve 2. ay saglikli ¢inko stilfat tedavisi
gruplari olusturulmadi. 8. gruptaki siganlara cerrahi hazirlik sonrasi aynen sham saglikli
kontrol (1. gruptaki) siganlara yapilan iglemler uygulanildi.

Tiim gruplardaki hayvanlarda hem iskemi esnasinda hem de reperfiizyon
esnasinda metamizol sodyum (i.m. 50 mg/kg ADEKA Adepiron) verilerek cerrahi
agrinin olusmasi engellendi.

Deney sonunda sakrifiye edilen sag ve sol rat testislerinden biyokimyasal analiz
icin yeterli miktarda doku ¢ikarilarak ayrildi ve fosfat tamponuna koyularak -80°C
dondurucuda muhafaza edildi. Kalan testis dokulari ise, histolojik ¢alisma igin %Z10luk

noétral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit edildi.
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3.2.2. Biyokimyasal Calismalar
3.2.2.1. Testis Dokusunda Yapilan Analizler
Makroskopik analizlerden sonra, rat dokular1 -80°C’de saklandi. Her ratin testisi
PBS ile yikandiktan sonra testis dokusu sivi azot ile ogiitiildiikten sonra toz haline
gelmis testis dokusundan 100 mg eppendorf tiipe alind1 ve iizerine 1 ml PBS ilave
edildi. Daha sonra Tissue Lyser II ile 30 hz’3 dakika boyunca homojenize edildi. Daha
sonra kitteki direktiflere gore santrifiij edildi. Biyokimyasal calismalar igin her
siipernatanttan SOD, MDA seviyeleri ve GSH seviyeleri manuel 6l¢iim metodlariyla
Olciildii. Ayrica uygun tampon ile homojenize edilmis tiim testis slipernatantlarinda
total protein analizi yapildi. Biitlin datalar her mg protein i¢in ort + standart sapma
olarak gosterildi.
Protein Tayini:
Protein tayini asagidaki protokole gore yapilmistir.
Homojenat Tamponu: PBS,
Lowry Reagent Soliisyonu: 1 sise Lowry Reagent 40ml distile suda ¢oziiliir,
Folin&Cocalteu Soliisyonu: 450 pl Folin&Cocalteu’s phenol reagent 4,75 pl distile su
ile karistirilir,
Protein Standartlari: 16 mg Bovine serum albumin(BSA) 20 ml distile suda ¢6ziiliir.
Deneyin Yapilisi;
1. Standartlar hari¢ tiim kuyulara 95ul saf su konulur,
2. Ornekler kuyulara 5ul olacak sekilde konulur,
3. 10 dakika plate ¢alkalanir,
4. Protein standart soliisyonu ve blank’ten her kuyuya 100’ er pl konulur,
5. 50ul Lowry Reagent tiim kuyulara konulur,

6. 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir,
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7. 50ul working soliisyonu tiim kuyulara konulur,
8. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir,
9. 750nm de 6lgiim alinir. !

Olusan mavi rengindeki artisin absorbans miktarlar1 750 nm’de 96°1ik well plate
kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak Onceden hazirlanan
alblimin stok c¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak Olgiimler
hesaplandi.

Siiperoksitdismutaz (SOD) enzim aktivitesinin olciilmesi:

Homojenat Tamponu: Fosfat Tamponu (50 mM pH 7.8, + 10 mM EDTA) veya
PBS Olgiim karisimi: Xantine (0.3 mM, 40 ml), EDTA(Etilendiamin tetraasetik asit)
(0.6 mM, 20 ml), NTB (Nitro blue tetrazolium) (150 uM 0,00015 M, 20 ml), Na2CO3
(0.4M, 12 ml), BSA (Bovine Serum Albumine) (1.2 g /L),

XO (Xanthine oksidaz) (167 U/L) ,

(NH4),SO4(Amonyum Siilfat) (2M, 2 ml) ,

Deneyin prensibi: Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen
stiperoksit radikalleri Tetrazolium'u indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu
kompleks 560 nm'de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadig1 ortamda meydana
gelen indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise
Tetrazolium indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak acik
renk olusmakta, buradan aktivite hesab1 yapilabilmektedir.

Deneyin yapihisi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmiz1 kan hiicresi ve pihtilarini uzaklastirmak icin PBS ile yikanir,

2. 0.1 gram doku 1ml homojenat tamponu ile karistirilir,
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3.

10 pl Triton x-100 ilave ederek homojenizatorde 1 dakika boyunca

homojenize edilir,

4.

5.

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

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

Calisma prosediirii:

1.

2.

6.
7.

boyunda absorbans 6l¢iimii yapilir. **

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilir,

Her kuyuya 6l¢lim karistmindan 200°er pl eklenir,

. Standartlar hazirlanarak 50 pl standartlar sirasina eklenir,

Numune ¢ozeltilerinden uygun kuyucuklara 50°ser pl eklenir,

. Kor kuyusuna 50 pl homojenat tamponu eklenir,

Oda sicakliginda herbir kuyucuga 5’er pl XO eklenir,

[k kuyucuga XO eklendikten 20 dakika gegtikten sonra 560nm dalga

1

SOD aktivitesinin hesaplanmasi: Olusan mavi-mor rengindeki formazon

boyasindaki azalmanin absorbans miktarlar1 560 nm’de 96’lik well plate kullanilarak

okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden hazirlanan SOD stok ¢6zeltisi

ile olusturulan standart grafikten yararlanarak olgiimler hesaplandi. Numunelerin SOD

aktivitesi, U/mg protein olarak tarif edildi. Her bir doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar

yapilarak belirlendi.

Total Glutatyon (GSH) tayini:

Homojenat Tamponu: Tris-HCI (50 mM, pH 7.4) veya PBS.

Olciim Tamponu: Tris-HCI (200 mM pH 8,2 + 0.2 mM EDTA)

DTNB (Ditiyobis Nitrobenzoik Asit) (10 mM)

GSH Standartlar
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GSH miktarmn 6l¢iilmesi ve prensibi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi

yontem esas alinarak gerceklestirildi. Olgiim ortamindaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-

nitrobenzoik asit) disiilfit bir kromojendir ve siilfhidril gruplu bilesikler tarafindan

kolayca indirgenir. Meydana gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak

slciilebilir.

1.

2.

3.

Deneyin yapihisi:

Doku homojenizasyonu;

Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile yikanir,
0.1 g doku tizerine 4.5 ml homojenat tamponu ilave edilerek homojenize edilir,

Homojenatlar, 12000 g 4 °C'de 10 dakika santrifiij edilir ve siipernatantlar, GSH

miktarinin belirlenmesinde kullanilir.

Calisma prosediirii:

1.

2.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilir,

Olgiim tamponundan her kuyuya 150°ser ul eklenir,

DTNB’den her kuyuya 10’ar pl eklenir,

Numunelerden 50’ser pl uygun kuyulara eklenir ve kisaca vortekslenir,
Standartlar uygun kuyulara 50°ser pl eklenir,

Kor kuyusuna 50 ul homojenat tamponu eklenir,

30 dakika 37° C de inkiibasyona birakilir ve

412 nm dalga boyunda absorbans okunur. **2

GSH miktarmmin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 96’lik

well plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak Onceden

hazirlanan GSH stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak ol¢timler

hesaplandi. Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir

doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak belirlendi.
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Malondialdehit (MDA) tayini:

Homojenat Tamponu: % 10’luk KCI (potasyumkloriir) veya PBS

Ol¢iim Tamponu:

% 8 SDS (Sodium dodesyl sulphate)

% 0.08 TBA (tiobarbiitirikasit)

% 20 Asetik asit

Saf su

MDA Standartlan 1,1,3,3-Tetraethoxypropane

MDA miktarimin o6l¢iilmesi ve prensibi: Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit
ile 90-95 “C’de reaksiyona giren MDA, pembe renkli kromojen meydana getirir. 15
dakika kaynatildiktan sonra hizla sogutulan numunelerin absorbanslari 532 nm'de
spektrofotometrik olarak okunur.

Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

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

2. S1v1 azotla pargalanan numuneler 100mg tartilir,

3.0.1 g doku iizerine 1 ml homojenat tamponu ilave edilerek tissue lyser’da
homojenize edilir,

Calisma prosediirii:

1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilir,

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

3. Numune kuyularia 20’ser pl uygun numunelerden eklenir,

4. Ko6r kuyusuna 20 pl homojenat tamponu eklenir,

5. Standartlar uygun kuyulara 20’ser pul eklenir,

6. Pipetlemeler yapildiktan sonra plate, 105° C de bir buguk saat inkiibe edilir,
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7. Inkiibasyon sonunda plate,4000 rpm de, 4° C de, 15 dakika santrifiijlenir,

8. Siipernatant (iistte kalan berrak kistm) MDA ¢6zeltisi olarak kullanilir,

9.532 nm dalga boyunda absorbans okunur.**3

MDA miktarinin hesaplanmasi: Olusan pembe renk miktarlar1 532 nm’de
96’11k well plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak onceden
hazirlanan MDA stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak ol¢timler
hesaplandi. Numunelerin MDA miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir
doku faktoriiniin etkisi 2 kez tekrar yapilarak belirlendi.

3.2.3. Histolojik Calismalar

3.2.3.1.Isik Mikroskobik Takip islemleri

Fiksasyon isleminin ardindan dokular sirasiyla asagidaki islem basamaklarina
tabi tutuldu.

Akansuda yikama: Dokular 1 saat yikandi.

Dehidratasyon islemi (dereceli alkol serilerinden ge¢irme): Bu amagla artan
alkol serilerinden (Pelco) geg¢irildi. Bu amagla;

-%50’1ik Alkolde 20 dk,

-%60’1ik Alkolde 20 dk,

-%70’1ik Alkolde 20 dk,

-%80’1ik Alkolde 20 dk,

-%90°l1ik Alkol’de 1 saat,

-%100’lik Alkolde 1 saat,

-%100’lik Alkol de 1 saat bekletildi.

Ksilen serileri (Merc) ® ile seffaflagtirma islemi: Bu amagla;

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

-Ksilende 75 dk,
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Infiltrasyon islemi (parafin serilerinden gegirme)

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

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

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

Dokularin parafin bloklara gdmiilmesi;

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

3.2.3.2. Dokularin Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama Islemleri

Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile kesilen 5 pm’lik kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in lama yerlestirilerek 60°C’lik etiivde 1 gece bekletilerek,
Kimyasal deparafinizasyon iglemi i¢in 10’ar dakika 2 degisim ksilende tutuldu. Sirayla
% 95, % 80, % 70, % 60 etil alkol serilerinde 2 dakika bekletilen kesitler 5 dakika
cesme suyunda yikandi. Kesitler 5 dakika hematoksilen boya soliisyonunda tutulduktan
sonra 5 dakika cesme suyunda yikandi. Diferansiyasyon islemi ig¢in asit alkol
soliisyonuna 1-3 saniye batirilip ¢ikarilan kesitler 5 dakika ¢esme suyunda yikandi. 2-3
dakika eosin boya soliisyonunda tutulan kesitler tekrar 1-5 dakika ¢esme suyunda
yikandi. %80’lik alkolde 10 dakika, iki ayr1 %96’lik alkol serisinde 10 dakika bekletilen
kesitler tic ayr1 ksilol serilerinde 20 dakika bekletildikten sonra, iizerine entellan
damlatilarak lamel ile kapatild1 ve penset yardimiyla hava kabariklar1 ¢ikarildi.

3.2.4. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar
aras1 farkin Onemlilik derecesi One-Way ANOVA testinde Post Hoc ¢oklu

karsilastirmali testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Her
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bir farkli harf diger gruptan istatistiksel olarak farkli oldugunu géstermektedir. Ayni

harfler anlamsiz oldugunu gostermektedir. (Degerler: Ortalama + Standart Sapma)

4. BULGULAR

4.1.Biyokimyasal bulgular

Tablo 4.1. Zn(+): Cinko siilfat verilmis, T/D: Torsiyon/Detorsiyon yapilmis.

SOD (U/mg GSH(nmol/mg MDA(nmol/mg
protein) protein) protein)
Sham Saglikh 30.30 £+ 421 ¢ 207 + 046 c 163 £+ 030 a
Zn Saghkli
Kontrol 29.08 £+ 7.85 ¢ 199 + 0,32 ¢ 166 £ 061 a
. ZnT/DSag
< Testis 2804 £+ 733 ¢ 191 £+ 0,49 b,c 199 + 042 ab
L |
Zn T/D Sol Testis 20.04 + 529 b 1,50 + 0,38 b 233 + 055 b,
a
T/D Sag Testis 1451 + 564 b 1.02 + 0,23 a 266 + 077 ¢
T/D Sol Testis 11.17 + 3.08 a 0.73 £ 0,23 a 340 + 061 d

Planlanan ¢alismaya gére mevcut gruplarimizdan olan sham saglikli grubunda

(l.grup) ve ginko stilfat verilen saglikli kontrol grupta (VI11.grup) SOD enzim aktivitesi

sonuglart sirasi ile 30.30, 29.08 U/mg protein, GSH 6l¢iim degerleri sirasi ile 2.07,

1.98 nmol/mg protein, MDA ol¢iim degerleri sirasi ile 1.63, 1.66 nmol/mg protein

olarak olgiildii.

(p<0.05)(Tablo 4.1.).

[statistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark mevcut degildi
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Sekil 4.1. 1. ay SOD enzim o6l¢iim degerleri

l.ay gruplarinda yapilan dlgiimlerde SOD enzim aktiviteleri sham saglikli
grubu (l.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (I1.grup) hem sol testiste
hem de sag testiste ¢ok ciddi enzim aktivitesinde diisiis mevcutken, ¢inko siilfat verilen
ve T/D yapilan gurupta enzim aktiviteleri yiikkselmis olup (V.grup) sol testiste SOD
enzim aktivitesindeki yiikselis daha hafif olmus, sag testiste ise sham saglikli grubu ile

arasinda istatistiksel bir fark kalmamistir (p<0.05). (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.2. 1.ay GSH 6l¢iim degerleri

l.ay gruplarinda yapilan Olgiimlerde GSH seviyeleri sham saglikli grubu
(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (11.grup), hem sol testiste hem de
sag testiste cok ciddi diisiis mevcutken, ¢inko siilfat verilen ve T/D yapilan grupta
(V.grup) GSH seviyelerinde anlamli bir yiikselis oldugu bulundu (p<0.05) (Sekil 4.2.).
T/D yapilan ve ¢inko verilen gruptaki hayvanlarin sag testisleri ise saglikli gruba yakin
bir GSH seviyesine sahipti.

l.ay gruplarindan ginko siilfat beraberinde T/D uygulanan grup (V.grup) sham
saglikli grupla (I.grup) mukayese edildiginde GSH seviyelerinde sol ve sag testiste
(torsiyon yapilan taraf) anlamli bir diisiis mevcutken sag ve sol testis arasinda anlamli

bir fark mevcut degildi (Sekil 4.2.).

Sham Zn Saglikh ZnT/D Sag ZnT/D Sol T/D Sag T/D Sol
Saglikh Kontrol Testis Testis Testis Testis

w o= o=

w

1. Ay MDA (nmol/mg protein)

=]

Sekil 4.3. 1. ay MDA 6l¢iim degerleri

lay gruplarinda yapilan olgiimlerde MDA seviyeleri sham saglikli grubu
(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (11.grup) hem sol testiste hem de
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sag testiste ¢ok ciddi artis mevcutken, ¢inko siilfat verilen ve T/D yapilan grupta

(V.grup) daha hafif seyirli ve istatistiksel olarak anlamli bir diizelme oldugu ve ¢inko

uygulanan T/D grubunda bulunan sag testis MDA seviyelerinin normale yaklastigi

gbzlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.3.).

Tablo 4.2. Zn(+): Cinko siilfat verilmis, T/D: Torsiyon/Detorsiyon yapilmis.

SOD GSH MDA
(U/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein)

Sham Saglikli 30.30 + 420 c 2.07 + 045 ¢ 1.62 + 030 a

Zn Saglikli Kontrol 29.08 + 785 ¢ 1.98 + 032 ¢ 1.66 + 060 a
: Zn T/D Sag Testis 26.30 + 3.82 bc 1.92 + 028 c 1.98 + 052 a
™ Zn T/D Sol Testis 21.26 + 495 b 1.45 + 033 b 2.27 + 072 ab

T/D Sag Testis 14.23 + 692 a 1.05 + 032 ab 2.79 + 030 bc

T/D Sol Testis 9.80 + 334 a 0.81 + 041 a 3.38 + 065 ¢

40

w w
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2. Ay SOD (U/mg protein)

15
10
5
0
Sham
Saglikh

Zn(+)
Saglikh
Kontrol

Zn(+)T/D Zn(+)T/D T/D Sag

Sag Testis

Sol Testis

Testis

T/D Sol
Testis

Sekil 4.4. 2.ay SOD enzim 6l¢iim degerleri

2.ay gruplarinda yapilan dl¢timlerde SOD enzim aktiviteleri sham saglikli grubu

(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (III.grup) sol testiste ¢ok daha

fazla olmakla beraber her iki testiste ¢ok ciddi diisiis mevcutken, ¢inko siilfat verilen

ve T/D yapilan grupta (VI.grup) ) sol testiste SOD enzim aktivitesi anlamli bir sekilde

azalmistir. Yine ayni grupta T/D yapilmamis olan sag testiste SOD aktivitesi normale

yakin 6l¢iilmiistiir (p<0.05) (Sekil 4.4.).
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2. Ay GSH (nmol/mg protein)
(=}

Sham Zn(+) Zn(+)T/D Zn(+)T/D  T/D Sag T/D Sol
Saglikh Saglikh Sag Testis  Sol Testis Testis Testis
Kontrol

Sekil 4.5. 2.ay GSH 6l¢iim degerleri

2.ay gruplarinda yapilan Olgiimlerde GSH seviyeleri sham saglikli grubu

(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (III.grup) sol testiste ¢ok daha

fazla olmakla beraber her iki testiste ¢ok ciddi diisiis mevcutken, ¢inko stilfat verilen

ve T/D yapilan

grupta (VI.grup) GSH seviyelerinin sol testiste anlamli sekilde

yiikseldigi bulundu (p<0.05). T/D yapilan ve ¢inko siilfat verilen gruptaki hayvanlarin

sag testisleri ise saglikli gruba yakin bir GSH seviyesine sahipti (p<0.05) (Sekil 4.5.).

W s s

w

2. Ay MDA (nmol/mg protein)

=]

Sham Zn(+) Zn(+)T/D Zn(+)T/D T/D Sag T/D Sol
Saglikh Saglikli  Sag Testis Sol Testis Testis Testis
Kontrol

Sekil 4.6. 2. ay MDA 6l¢iim degerleri
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2.ay gruplarinda yapilan Olgiimlerde MDA seviyeleri sham saglikli grubu
(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (III.grup) sol testiste ¢ok daha
fazla olmakla beraber her iki testiste ¢ok ciddi artis mevcutken, ¢inko siilfat verilen ve
T/D yapilan grupta (V1.grup) hem sol hem de sag testiste istatistiksel olarak anlamli bir
diizelme oldugu gézlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.6.).

Tablo 4.3. Zn(+): Cinko siilfat verilmis, T/D: Torsiyon/Detorsiyon yapilmis.

SOD GSH MDA
(U/mg protein) (nmol/mg protein) (nmol/mg protein)
Sham Saglikli 3030 £+ 420 ¢ 2.07 + 045 ¢ 162 + 0.30 a
Zn Saglikli Kontrol 29.08 + 785 ¢ 1.98 + 0.32 c 166 + 0.60 a
2 Zn T/D Sag Testis 2838 £+ 540 c 2.00 + 026 ¢ 208 + 019 a,b
o Zn T/D Sol Testis 2055 £+ 181 b 1.48 + 015 b 232 <+ 081 a,b
T/D Sag Testis 1552 + 439 ab 1.08 + 017 ab 251 <+ 077 b,c
T/D Sol Testis 995 + 092 a 0.78 + 008 a 321 + 056 C
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Sham Zn(+) Zn(H) T/D Zn(+) T/D T/D Sag T/D Sol
Saglikh Saglikli  Sag Testis Sol Testis Testis Testis
Kontrol

Sekil 4.7. 3.ay SOD enzim &lgiim degerleri

3.ay gruplarinda yapilan olgimlerde SOD aktiviteleri sham saglikli grubu
(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (IV.grup) sol testiste ¢ok ciddi,
sag testiste daha hafif olmakla beraber her iki testiste de istatistiksel olarak anlamli fark
olusturan SOD enziminde aktivite diisiisii tespit edildi (p<0.05). Cinko siilfat verilen
ve T/D yapilan grup (VIl.grup) sham saglikli grup (l.grup) ile mukayese edildiginde

sag testiste enzim aktivitesi yiikselerek aralarinda istatistiksel olarak bir fark kalmazken,
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sol testiste enzim aktivitesi yiikselmis olup istatistiksel olarak anlamli bir fark

gbzlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.7.).

= \8) ] w

3. Ay GSH (nmol/mg protein)

0
Sham Zn(+) Zn(+) T/D Zn(+)T/D T/D Sag T/D Sol
Saghkh Saghkh Sag Testis  Sol Testis Testis Testis
Kontrol

Sekil 4.8. 3.ay GSH o6l¢iim degerleri

3.ay gruplarinda yapilan Olgiimlerde GSH seviyeleri sham saglikli grubu
(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (IV.grup) sol testiste ¢ok daha
fazla olmakla beraber her iki testiste ciddi diisiis mevcutken, ¢inko siilfat verilen ve
T/D yapilan grupta (VIl.grup) sham saglikli grubu (I.grup) ile mukayese edildiginde
sag testiste GSH seviyelerinin ¢ok ciddi yiikselis gosterdigi ve aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkin kalmadig1 goriiliirken, sol testiste de GSH seviyesinin daha
hafif bir yiikselis gosterdigi Ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

bulundu (p<0.05) (Sekil 4.8.).
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3. Ay MDA (nmol/mg protein)

0
Sham Zn(+) Zn(+)T/D Zn(+)T/D T/D Sag T/D Sol
Saglikh Saglikli  Sag Testis Sol Testis Testis Testis
Kontrol

Sekil 4.9. 3. ay MDA o6l¢iim degerleri

3.ay gruplarinda yapilan O6l¢timlerde MDA seviyeleri sham saglikli grubu
(I.grup) ile mukayese edildiginde T/D yapilan grupta (IV.grup) sol testiste ¢ok daha
fazla olmakla beraber her iki testiste artis mevcutken, ¢inko siilfat verilen ve T/D
yapilan grupta (VIIL.grup) sham saglikli grubu (I.grup) ile mukayese edildiginde her iki
taraf testiste de MDA seviyelerinin diizelmis oldugu istatistiksel olarak anlamli bir
farkin bulunamadigi gozlemlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.9.).

4.2. Histopatolojik Bulgular

4.2.1.Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama

Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik degerlendirmede her bir grupta yer alan testis dokularinda tubuler
dejenerasyon, tubuler skleroz, intersitisyel Odem, intersitisyel hiicre artis1 ve
spermiyogenez derecesi belirlendi.

Buna gore, yapilan semikantitatif degerlendirme, tubuler dejenerasyon, tubuler
skleroz, intersitisyel 6dem ve intersitisyel hiicre artisi, (+) ¢cok az, (++) az, (+++) orta
siddetli, (++++) siddetli, (+++++) cok siddetli olarak tanimlandi. Spermiyogenez igin,

(-) hi¢ yok, (*) az, (**) normal olarak tanimlandi.
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Bulgular

Semkantitatif histopatoloji degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Sekil 4.10. Sham grubuna ait testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama.
Biuyutme 100X.

Sham grubunda, testislerin tubuler yapisi ve tubuler bazal membranlari normal

histolojik goriinlimdeydi. Spermiyogenez normal olarak gozlendi.
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Sekil 4.11. 1. ay T/D+, Zn+ grubuna ait sol testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiylitme

100X.

1. ay T/D+, Zn+ grubunda, sol testiste, oldukc¢a siddetli yangisal infiltrasyon
vardi. Tubuler dejenerasyon, tubuler skleroz, intersitisyel ddem ve intersitisyel hiicre

artist cok siddetliydi.
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Sekil 4.12. 1. ay T/D+, Zn+ grubuna ait sag testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiyiitme
100X.

1. ay T/D+, Zn+ grubunda, sag testiste, spermiyogenez bazi tubullerde
secilmezken bazilarinda normal olarak gozlendi. Bazal membran tizerindeki germinal
tabakada ayrilmalar secildi. Intersitisyel alanda az miktarda 6dem ve yangisal hiicre

artist az olarak belirlendi.
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Sekil 4.13. 2. ay T/D+, Zn+ grubuna ait sol testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiylitme

100X.

2. ay T/D+, Zn+ grubunda, sol testiste, intersitisyel 6dem oldukga dikkat ¢ekti.
Odemle birlikte yangisal hiicre infiltrasyonlar1 da siddetli olarak gdzlendi. Tubuler
dejenerasyonun siddetli oldugu bu grupta germinal dizilim gdsteren ¢ok az tubul secildi.

Spermiyogenez ¢ogu tubulde hi¢ yoktu. Bazilarinda ¢ok az tespit edildi.
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Sekil 4.14. 2. ay T/D+, Zn+ grubuna ait sag testisin goériinimii. Hematoksilen ve eozin boyama.

Biiyiitme 100X.

2. ay T/D+, Zn+ grubunda, sag testiste, tubuler dejenerasyonu ¢ok azdi. Tubuler
skleroz ¢ok az olarak gozlendi. Intersitisyel 6dem az iken ve intersitisyel hiicre artigt

¢ok az olarak belirlendi. Spermiyogenez ise normale yakin olarak gozlendi.
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Sekil 4.15. 3. ay T/D+, Zn+ grubuna ait sol testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiylitme

100X.

3. ay T/D+, Zn+ grubunda, sol testiste, intersitistyel 6dem cok siddetliydi,
tubullere ait bazal membranlar se¢ilmekteydi ancak germinal dizilim belirgin degildi.
Tubuler dejenerasyon oldukca belirgindi. Bazi tubullerin sklerotik oldugu dikkati gekti.

Spermiyogenez birkag tubul haricinde hi¢ yoktu.
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Sekil 4.16. 3. ay T/D+, Zn+ grubuna ait sag testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiylitme

100X.

3. ay T/D+, Znt grubunda, sag testiste, intesitisyel 6dem bazi bolgelerde
belirgindi. Germinal dizilimin normal olarak gozlendigi tubuller oldukca fazlaydi.
Spermiyogenez normal olarak izlendi. Germinal dizlimin saglam oldugu tubullerde

spermiyogenezde normal olarak gozlendi.
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Sekil 4.17. 1. ay T/D+, Zn- grubuna ait sol testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiyiitme

100X.

1. ay T/D+, Zn- grubunda, sol testiste, olduk¢a siddetli yangisal infiltrasyon

vardi. Tubuler yapiya ait morfoloji gozlenemedi.
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Sekil 4.18. 1. ay T/D+, Zn- grubuna ait sag testisin goriinimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiyiitme

100X.

1. ay T/D+, Zn- grubunda, sag testiste, tubuler dejenerasyon az, tubuler skleroz
cok az, intersitisyel 6dem az ve intersitisyel hiicre artist ¢ok az olark belirlendi.

Spermiyogenez ise normale gore daha diisiik olarak belirlendi.
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Sekil 4.19. 2. ay T/D+, Zn- grubuna ait sol testisin goriiniimii. Hematoksilen ve €0zin boyama. Biiylitme

100X.

2. ay T/D+, Zn- grubunda, sol testiste, olduk¢a siddetli yangisal infiltrasyon

vardi. Tubuler yapiya ait morfoloji gozlenemedi.
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Sekil 4.20. 2. ay T/D+, Zn- grubuna ait sag testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiyiitme

100X.

2. ay T/D+, Zn- grubunda, sag testiste, Spermiyogenezin bazi tubullerde az
oldugu ve bazilarinda normal oldugu gozlendi. Tubuler dejenerasyonlar orta siddette

gozlendi. Intersitisyel 5dem ve yangisal hiicre artis1 normale gore daha belirgindi.
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Sekil 4.21. 3. ay T/D+, Zn- grubuna ait sol testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama.

Biiyiitme 100X.

3. ay T/D+, Zn- grubunda, sol testiste, Spermiyogenez hi¢ yoktu. Tubuler
skleroz olduk¢a yaygindi. interstisyel 6dem ve yangisal hiicre artis1 sklerotik tubullerin

arasinda gozlendi.
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Sekil 4.22. 3. ay T/D+, Zn- grubuna ait sag testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama.

Biiyiitme 100X.

3. ay T/D+, Zn- grubunda, sag testiste, Intersitisyel 6dem cok belirgindi ve
yangisal hiicre artis1 azdi. Spermiyogenez bazi tubullerde hi¢ yoktu. Bazi tubullerin

germinal diziliminin bazal membrandan ayrildigi gozlendi.
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Sekil 4.23. 1. ay T/D-, Zn+ grubuna ait sol testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiyiitme

100X.

1. ay T/D-, Zn+ grubunda, sol testiste, Spermiyogenez normal olarak gézlendi.
Tubuler dejenerasyonlar goriilmedi. Intersitisyel 6dem ve yangisal hiicre artisi

bulunmayip sham grubundaki hayvanlarin testislerine benzerlik gosterdi.
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Sekil 4.24. 3. ay T/D-, Zn+ grubuna ait sag testisin goriiniimii. Hematoksilen ve eozin boyama. Biiylitme

100X.

3. ay T/D-, Zn+ grubunda, sag testiste, spermiyogenez normal olarak gozlendi.
Tubuler dejenerasyonlar goriilmedi. Intersitisyel 6dem ve yangisal hiicre artist

bulunmayip sham grubundaki hayvanlarin testislerine benzerlik gosterdi.
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Tablo 4.4. Semikantitatif histopatoloji sonuglari

T/D+, Zn- T/D +, Zn + T/D-, Zn+
1. ay 2.ay 3.ay Sham 1. ay 2.ay 3.ay 3.y
Parametre
Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag
testis testis testis testis | testis testis testis testis testis testis testis testis testis testis testis testis
Tubul
epitel
dejenerasy | +++++ ++ | A | +++ -+ -+ e ++ -+ + -+ + -/- -/-
onu
Tubuler
skleroz A+ + ++ ++ +++ +++ -+ -+ e + R + R + -/- -/-
Interstisye
1 6dem -+ ++ -+ -+ | At | -+ -+ A ++ A+ ++ +++ +++ -/- -/-
Interstisye
1 hiicre
. - + - | A ++ -/+ -/+ -+ ++ - + -+ ++ -/- -/-
artigi
Spermiyo
genez - * _/* _/* - - Kk Kk - */** - */** - */** sk sk

Semikantitatif degerlendirme, -/+ yok yada tek tiik, + ¢ok az, ++ az, +++ orta siddetli, ++++ siddetli, +++++ ¢ok siddetli. Spermiyogenez i¢in, - hi¢ yok, * az, ** normal.
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu, hizli sekilde tan1 ve tedavi edilmez ise lireme yeteneginin
kaybedilebildigi cerrahi acil bir hastaliktir. Akut skrotum baslig1 altinda pek cok
hastalikla ayirict tanisinin hizla ve dogrulukla yapilmasi gereken bir bulmacadir.
Karigmakta oldugu hastaliklarin aslinda hig¢ biriSinin acil miidahale gerektirmemesine
ragmen, ayirici taninin sadece fizik muayene ile yapilamamasi hemen daima yardimci
tan1 yontemlerinin kullanilmasini kaginilmaz hale getirir. Hastalarin ilk sikayetlerinin
baslamasindan hastaneye miiracaatlarina kadar gegen siireye, ayirici tan1 ve operasyon
hazirliklari igin gereken siire de eklenince 6-8 saatlik kritik siirenin gok yetersiz bir siire
oldugu ortaya c¢ikacaktir. Operasyon esnasinda detorsiyone edilen testiste renk
degisikliginin saglanmasi testisin iskemik fazda yakalandigi anlamina gelirken, siipheli
durumlarda tunika albuginaya ulasacak derinlikte kesi yapilmasi ile kanamanin
saglanmasi durumunda testisin viable oldugu anlasilir ve tedavi ¢ogunlukla orsiopeksi
seklinde olur. Aksi durumda yaygin tedavi yaklagimi giiniimiizdeki orsiektomi seklinde
olmaktir. Testis torsiyonunda patoloji sadece torsiyon olan testisle smirh
kalmamaktadir. Krarup, 1978 yilinda testis torsiyonu sonrasi takip edilen 18 hastadan
sadece bir tanesinin fertil oldugunu rapor etmistir.”" Bu ¢alisma, tek tarafli testis

k.14 testis

torsiyonunun kars1 testisi de zedeleyecegine dikkati ¢ekmistir. Melekos ve ar
torsiyonu ile olusan doku hipoksisi ve germinal hiicre nekrozunun torsiyonun
gerceklesmesinden 12 sene sonra subfertiliteye ve infertiliteye sebep olabildigini
gostermislerdir.

Kars1 taraf testisin nasil hasarlandig1 ve fertilitenin olumsuz yonde etkilendigi
noktasinda pek ¢cok mekanizma suglanmistir. I/R hasar1 ve ortaya cikan serbest oksijen

radikalllerinin yaptig1 hasar bu durumdan sorumlu tutulmustur. > ** > 18 Tanyel ve

ark.® tek tarafli testis torsiyonun aymi tarafta ve konturlateral internal spermatik arter

71



kan akimini azaltmasini sorumlu tutmuslardir. Hagen ve ark. % patolojik bulgular ile
destekleyerek vakalarin %88’de konjenital displazinin de hali hazirda var oldugunu
ortaya koymuslar ve sebep olarak sunmuslardir. Bu diisiince bagka arastirmacilar
tarafindan da desteklenmistir.> % " Hadziselimovic ve ark.'® tek tarafli torsiyon
sonras1 artmis apopitozu infertiliteyi etkileyen en onemli bir sebep olarak ortaya
koymustur. Sinisi ve ark.’ incelemis olduklar1 6 familyal testikiiler torsiyon bulunan
fertlerde, tespit ettikleri otoimiinizasyona bagli olusmus otoantikorlarin karsi taraf
testisde bu duruma sebep olmus olabilecegi savunmuslardir. Yukarida siralanmis ¢ok
sayidaki patoloji gelisimi mekanizmasi igerisinde en muhtemel sebep olarak I/R
hasarina bagli karsi taraf testisinde de molekiiler ve biyokimyasal bozukluklari sorumlu
tutulmusgtur. ™ 116

Cosentino ve ark.? testis torsiyonu sonrasi kars1 testiste hasar meydana geldigini
bu durumun ge¢ donemde fertiliteyi olumsuz olarak etkiledigini ve bu hasarin
engellenebilmesinin ancak erken orsiektomi yapilmasi ile karsi testisin korunmasinin
miimkiin olabilecegini savunmustur.

Turner ve ark.'® karsi taraftaki testisin detorsiyon sonrasi etkilenmedigini bu
nedenle uzun siire torsiyone halde kalmis testislerde dahi orsiektomi yapilmamasi
gerektigini savunmustur. Lorenzini ve ark.’da pubertal ratlarda yapmis olduklar1 90
giinliik kronik deneysel bir c¢alismada, spermatogenezin kars1 taraf testiste
etkilenmedigini ve bu nedenle torsiyone testise karsi taraf testisi korumak maksadi ile
erken orseiktomi yapilmasina hi¢ gerek olmadigini iddia etmislerdir.

Puri ve ark.'?*

orsiopeksi uygulanilan 18 prepubertal ¢ocugun 7-23 yillik
takiplerinde otosensitizasyonu gosterecek otoantikorlara ve karsi testis hasarina

rastlamadiklarini bildirmislerdir.
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Yukarida siralanmig tiim muhtemel mekanizmalar ve uzun siireli takip
sonuglarini igeren ¢cogu deneysel ve klinik vaka serileri, torsiyon sonrasi olusan akut
hasarin zaman igerisinde devam ederek kronik siiregtede hasar olusturabilecegini ortaya
koymustur. Her ne kadar aksini iddia eden c¢alismalar mevcut bulunsa da ameliyat
esnasinda torsiyone testis detorsiyone edildikten sonra orsiopeksi karar1 alinacak olur
ise karsi tarafta bulunan saglikli testisin bu durumdan etkilenme ihtimali yoniindeki
endise klinisyenler i¢in her zaman var olacaktir. Ciinkii kesin bir fikir birligi
olusturulamamustir.

I/R hasarinda temel patoloji iskemi nedeni ile gerekli enerjinin saglanamamasi
ve hiicre membraninda bulunan ATP bagimli calisan NA"/K pompasmin islevsiz
kalmasi ve hiicrenin sismesi ile baglar. Diger ATP bagimli ¢aligsan bir pompa hiicre ici
ve dist Ca™ dengeleyen pompa olup onun islevsiz kalmas1 hiicre icerisinde Ca™"
akiimiilasyonu ve buna bagl proteolitik enzimlerin ve fosfolipazlarin aktivasyonuna yol
acar.”” Iskemi esnasinda hiicresel ATP hipoksantinden indirgenmesi ile temin edilmeye
calisilir. Iskemi sirasinda ise ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza g¢evrilir. Ksantin
oksidaz iskemi sirasinda hipoksantinden ksantine doniisiimii katalizleyemez ve
dokularda asir1 hipoksantin birikir. Reperflizyon sirasinda ortama yeniden giren oksijen
ve ksantin oksidaz, asir1 hipoksantin ile birlikte toksik serbest oksijen radikallerini
(SOR) olusturur.>

Yapilan galigmalarda I/R hasarma bagli gelisen patolojik durumlarin en 6nemli
belirleyicileri; antioksidan enzim aktiviteleri, oksidatif stresi iliskilendiren parametreler,
enflamatuar sitokinler ve ajanlarin seviyeleri, histopatolojik degerlendirme oldugu
goriilmektedir. Iskemi ve reperfiizyon esnasinda artan miktarda iiretilen radikallerin
ortamdan uzaklastirilmast antioksidan sistem tarafindan saglanmaktadir. Cinkonun

yiizlerce 6nemli gorevlerinden birisi de SOD enziminde iistlendigi gorevidir. SOD
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enzimi, siiperoksit anyonunun (-O;), hidrojen perokside (H,O;) ve oksijene
dontlistimiinti katalize ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir. Bu olayda SOD
enziminin aktif bolgesini olusturan ¢inko onemli bir mineraldir.3 Cinkonun pek ¢ok
dokuda olusmus I/R hasarin1 6nleyebildigi yapilmis ¢alismalar ile ortaya konulmustur.
Bu c¢alismalar miyokardm, bobrek*?®, ince barsak?, retinalzs, mide mukozasi'?®
tizerinde olusturulmus I/R hasarinda faydali etkilerini ortaya koymaktadir.

Yapilan literatiir ¢alismalarinda testis torsiyonu ve detorsiyonuna bagli olarak
SOD aktivitesinin azaldigi gdsterilmistir.’?’ Calismamizda testis dokusundaki SOD
aktivitesini inceledik. Torsiyon ve detorsiyon gruplarinda SOD aktivitesinin saglikli
gruba gore anlamli derecede diistiigiinii gosterdik. Ancak torsiyon yapilan testiste ¢cok
ciddi anlamda SOD aktivitesi diiserken torsiyon yapilmayan sag testiste daha hafif
olmakla beraber SOD aktivitesinde diisiis mevcuttu. Bu bilgiden hareketle uzun siireli
kronik testis torsiyonu deneysel modelinde karsi testisinde mevcut iskemik hasardan

etkilenmekte oldugunu baska arast1rmac1lar1n3’ s

ortaya koydugu gibi bizde gosterdik.
Cinko siilfat tedavi gruplarinda ise SOD enzim aktivitesinin yiikseldigi hatta torsiyon
yapilmayan testiste saglikli grup seviyelerine yiikselmis oldugunu goérdiik. Bu sonug
bize ¢inko siilfat tedavisinin torsiyon olan testiste olusan hasar1 azalttigini diger
taraftaki torsiyon yapilmayan testiste olusan hasari neredeyse saglikli gruptaki
seviyelere kadar yaklastirdigini géstermistir.

Iskemi reperfiizyon hasarinin énemli belirteglerinden biride MDA dir. Lipid
peroksidasyonun son iiriinii olan MDA’ nin iskemi reperfiizyon hasar1 gelisen dokularda

artis  gosterdigi bircok ¢alismada belirtilmistir.>*?

Calismamizda da MDA
seviyelerinin, testiste torsiyon ve detorsiyon yapilan gruplarda saglikli gruba gore

mukayese edilmesinde istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek degerler saptandi.

Calismamizda tedavi edici olarak diisiindiigiimiiz ¢inko siilfatin uygulanildig: gruplarda
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MDA seviyelerinde torsiyon yapilan testiste diisiis saglarken bu etki en giiclii sekilde
kars1 testis hasarindan korunmada ortaya cikti. Yapilan deneysel bir rat calismasinda
cinko yetmezligine bagli gelisen spermatogenez bozuklugunda artmig olan MDA
seviyelerinin, ¢inko tedavisi ile normal seviyelere diistiriildiigi gt')sterilmistir.129 Bizim
bulgularimiz1 destekler nitelikte yapilan bir deneysel testis torsiyonu ¢alismasinda ¢inko

kullaniminin MDA seviyelerini diigtirdigt gésterilmistir.l30

Calismamizda arastirdigimiz antioksidan parametrelerinden bir digeri ise GSH
tir. GSH serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif stres
hasarma kars1 korur. Ayrica, yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin
membranlardan transportunu da saglar, 16kositleri ve eritrositleri oksidatif strese karsi
korumada hayati 6neme sahiptir. Yapilan ¢alismalarda testis torsiyon ve detorsiyonuna

bagli olarak GSH seviyesi oldukga diismektedir."*"**?

Bizde ¢alisgmamizda torsiyon ve
detorsiyon gruplarinda GSH seviyelerinin saglikli gruba gore anlamli derecede
distigiinii gosterdik. Yapilan bir deneysel hipertroidizm c¢alismasinda diismiis olan

133 Meveut

GSH seviyelerinin ¢inko tedavisi uygulanmasi ile yiikseldigi gosterilmistir.
calismamizda c¢inko siilfat ile tedavi ettigimiz gruplarda GSH seviyelerin arttigini
gosterdik. Bu artis SOD ve MDA seviyelerinde oldugu gibi torsiyon yapilmayan karsi
testiste neredeyse saglikli grup seviyesine yakin bir degere gelmis oldugu gosterilmistir.

Calismamizin  bir diger parametresi olan histopatolojik degerlendirme
sonuglarimiz da biyokimyasal bulgularimizi destekler nitelikte olup Kar ve ark.™
yapmis oldugu deneysel calismadaki sonuglar1 ile Ortiismektedir. Histopatolojik
sonuclarimiza gore; ¢inko kullanilmayan 2. ay grubundaki ratlarda torsiyon yapilan sol
testislerde ¢ok siddetli yangisal infiltrasyon mevcuttur ve tubuler yapiya ait normal

morfoloji kaybolmustur. Dikkat ¢ekici olarak biyokimyasal sonuglarimiza benzer

sekilde testis torsiyonu yapilmayan sag testisde de hasar bulunmaktadir. Hatta bazi
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tiibiillerde spermiyogenezin azalmasi, orta siddette tiibliler dejenerasyonun mevcut
bulunmasi ve oOzellikle 3. ay c¢inko kullanmayan grupta spermiyogenezin bazi
tiibiillerde hi¢ gézlenmezken bazi tiibiillerin germinal diziliminin ve bazal membrandan
ayrilmasi seklinde dejenerasyonlar mevcuttur.

Web of Science taramasinda testiste I/R hasarim1 azalttigi deneysel olarak
gosterilen yiizlerce molekiil mevcuttur. Ancak giliniimiizde testis torsiyonu olgularinda
rutin kullanimda olan tek bir molekiil dahi bulunmamaktadir. Yapilan tiim hayvan
deneyi caligmalarinda model olusturulurken torsiyon oncesi ilgili molekiiliin
kullanilmaya baslanilmasi ve torsiyon sonrasi olusan hasarin kontrol grubu ile
mukayesesi seklindedir. Etkin oldugu gosterilmis olan tiim bu molekiillerin giinliik
hayatta testis torsiyonu Oncesi kullanilmaya baslanilmasi s6z konusu olamaz ve tiim
deneysel calismalar 2-24 saat arasinda seyreden I/R sonrasi testis hasarii icermekte
olup bir hasarin ilerlemesi ve aylar ve yillar sonra verecegi hasarlar incelenmemistir. Bu
sebeplerden dolayr mevcut deneysel calismalar klinikte gordiigiimiiz testis torsiyonu
vakalarim1 tam olarak modelleyememektedir. Torsiyone olan testisin cerrahi olarak
detorsiyone edilmesi testis hasarini durduramamaktadir. Bu bilgiler bize cerrahi
sonrasida her iki testisi koruyacak yeni tedavilerin gerekliligini gostermektedir.

Bu nedenle gerek klinik ve deneysel olarak I/R olusmus testisi ve gerekse kars
taraftaki testisi korumak amaci ile bugiine kadar pek cok medikal ajan ve cerrahi tedavi
yontemi denenmistir. Ancak, en 6nemli ortaya ¢ikan problem, bu sekilde ilaglarin uzun
stireli olarak kullanilmas: ile ilaca bagl ciddi yan etkiler s6z konusudur. Bu nedenle
fizyolojik zemini bozmayacak yeni medikal tedaviler denenmelidir.

Mevcut c¢alismamiz gostermistir ki sayet orsiopeksi karari alinacak olursa,
ameliyat sonrasi uzun siireli ¢inko siilfat kullanilmas1 6zellikle karsi testisin serbest

oksijen radikallerine bagli olusan hasardan korunmasi i¢in faydalidir. Bu amacla bugiine
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kadar ortaya konulmus tiim ilaglardan farkli olarak c¢inko siilfat uzun siireli
kullanilmasinda toksik etki gdstermez ve tam tersine Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
takviye olarak gida ve i¢eceklerde kullailmasi gereken element olarak siirekli olarak 6n

plana ¢ikartilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Kronik iskemi reperfiizyon modeli igeren ¢alismamizin sonuglari géstermistir
ki 2 saatlik iskemi sonrasinda detorsiyone edilerek orsidopeksi uygulanilan testiste
histolojik ve biyokimyasal olarak fonksiyon olduk¢a bozulmustur.

2. Torsiyon olusturulmayan taraftaki testiste de iskemi reperfiizyon hasarina
bagli histolojik ve biyokimyasal olarak gdsterilebilen hasar olusmaktadir.

3. Cinko siilfat gii¢lii bir antioksidan olarak kronik kullanimda iskemi
reperfiizyon hasarinda etkili oldugu gosterilmistir.

4. Histolojik c¢alismada semikantitatif olarak gdosterildigi gibi ¢inko siilfat
uygulamasi torsiyon olusturulmayan taraftaki testiste spermiyogenezi korumaktadir.

5. Kronik testis torsiyonu ve detorsiyonu modelinde uzun siireli ¢inko siilfat
kullanilmasi ratlarda torsiyon olusturulan testiste fayda saglamazken karsi testiste
olusan iskemi reperfiizyon hasarindan kaynaklanan fonksiyon kayiplarim
engelemektedir.

6. Cocuklarda testis torsiyonu sonrasi orsiektomi yapilmayip orsiopeksi
uygulanilan olgularda 6zellikle karsi testisin mevcut iskemi reperflizyona bagli olusan
dolayli hasardan korunabilmesi ve ¢ocugun iiretkenlik yeteneginin bu sayede devam
ettirilebilmesi agisindan ¢inko siilfat kullanilmasinin klinik ¢alismalar ile desteklenmesi

gereklidir.
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