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OZET

Deneysel Testikiiler iskemi Reperfiizyon Modelinde p-Kumarik Asit’in Etkilerinin

Incelenmesi

Testis torsiyonu (TT), spermatik kordun donmesinin neden oldugu, kan akisinin
kesilmesine ve testikiiler iskemiye neden olan iirolojik bir acil durumdur. Testikiiler iskemi
reperfiizyon (I/R) hasarmin patofizyolojisinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) énemli rol oynar.
p-Kumarik asit (p-CA) kumarik asitin dogada en fazla bulunan izomeridir; anti-inflamatuar,
antibakteriyel, antioksidan ve antidiyabetik gibi pek g¢ok biyolojik etkilere sahiptir. Bu
calismada p-CA’nin testis torsiyonu/detorsiyonu (T/D) ile olusturulan I/R modeli iizerindeki
etkileri arastirildi. Calismada 35 adet Sprague Dawley (250-300 g) erkek rat kullanildi ve
her grupta 7 rat olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna yalnizca laparatomi
uygulandi. I/R grubunda sol testise 720° 4 saat torsiyon (iskemi), 2 saat detorsiyon
(reperfiizyon) uygulandi. Etanol grubuna anestezi baslangicindan 3.5 saat sonra
intraperitonal (i.p) etanol verildi. Tedavi gruplarina detorsiyondan 30 dk dnce i.p 50 ve 100
mg/kg dozlarinda p-CA uygulandi. Doku ve serumda oksidatif stres ve antioksidan
parametrelerin diizeyleri 6l¢iildii, ayrica doku 6rnekleri histopatolojik olarak degerlendirildi.
p-CA tedavisi, serum ve dokuda I/R hasar1 ile artmis malondialdehit (MDA) seviyelerini
anlamli derecede diisiirdii. Dokuda siiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri gruplar arasinda
anlamlh farklilik gostermedi (p>0.05). Glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon (GSH)
seviyeleri I/R grubunda kontrole gore diisiiktii. Toplam oksidan durum (TOS) seviyeleri I/R
ile artis gdsterirken, toplam antioksidan durum (TAS) seviyeleri I/R grubunda kontrole gére
diisiiktii. Serumda GPx seviyelerinde gruplar arasinda anlamli fark yoktu. GSH seviyeleri
I/R grubunda kontrole gdre anlamli derecede diisiiktii. TAS, TOS seviyelerinde gruplar
arasinda anlamli fark yoktu. Histopatolojik incelemede Johnsen testikiiler biyopsi skoru
(JTBS), I/R ve p-CA tedavi gruplarinda kontrole gore daha diisiiktii. I/R+p-CA 100 mg/kg
grubunda I/R grubuna gore histopatolojik skor seviyesi anlamli olarak diizeldi.
Calismamizin sonuglarma gére p-CA testikiiler I/R hasarinda oksidatif stresi azaltarak

koruyucu etki gosterdi.

Anahtar Sozciikler: iskemi, p-Kumarik asit, Reperfiizyon, Testis torsiyonu
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of p-Coumaric Acid in the Experimental Testicular

Ischemia Reperfusion Model

Testicular torsion (TT) is a urological emergency caused by rotation of the spermatic
cord, leading to interruption of blood flow and testicular ischemia. Reactive oxygen species
(ROS) play an important role in the pathophysiology of testicular ischemia-reperfusion (I/R)
injury. p-Coumaric acid (p-CA) is the most abundant naturally occurring isomer of coumaric
acid; it has many biological effects such as anti-inflammatory, antibacterial, antioxidant, and
antidiabetic. In this study, the effects of p-CA on the I/R model created by testicular
torsion/detorsion (T/D) were investigated. 35 Sprague Dawley (250-300 g) male rats were
used in the study and they were divided into 5 groups with 7 rats in each group. Only
laparotomy was applied to the control group. In the I/R group, 720° 4 hours of torsion
(ischemia) and 2 hours of detorsion (reperfusion) were applied to the left testis.
Intraperitoneal (i.p) ethanol was given to the ethanol group 3.5 hours after the onset of
anesthesia. i.p 50 and 100 mg/kg doses of p-CA were administered to the treatment groups
30 minutes before detorsion. The levels of oxidative stress and antioxidant parameters were
measured in tissue and serum, and tissue samples were also evaluated histopathologically.
p-CA treatment significantly decreased in serum and tissue I/R damage and increased
malondialdehyde (MDA) levels. Tissue superoxide dismutase (SOD) levels did not differ
significantly between the groups (p>0.05). Glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
(GSH) levels were lower in the I/R group compared to the control. While total oxidant status
(TOS) levels increased with I/R, total antioxidant status (TAS) levels were lower in the I/R
group compared to the control. There was no significant difference between the groups in
serum GPx levels. GSH levels were significantly lower in the I/R group than in the control.
There was no significant difference between the groups in TAS and TOS levels. In the
histopathological examination, Johnsen testicular biopsy score (JTBS) was lower in the I/R
and p-CA treatment groups compared to the control. Histopathological score level improved
significantly in the I/R+p-CA 100 mg/kg group compared to the I/R group. According to the
results of our study, p-CA showed a protective effect by reducing oxidative stress in

testicular I/R damage.

Keywords: Ischemia, p-Coumaric acid, Reperfusion, Testicular torsion
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1. GIRIS ve AMAC

Testis torsiyonu (TT), spermatik kordun ve bilesenlerinin donmesinden kaynaklanan
ve etkilenen testiste kan akisinin azalmasina, buna bagli olarak testis atrofisine neden olan
acil cerrahi durumlardan biridir (1). Spermatik kordun ve bilesenlerinin torsiyonu 4-6 saatte
tedavi edilmezse orsiektomi, testis kaybi ve infertiliteye neden olabilmektedir. TT, testis
agrilariin diger sikayetlerinden hizli ve dogru bir sekilde ayrilmali ve testis kaybi riski
azaltilmalidir (1, 2). Spermatik kord torsiyonu baslangigta vendz basinci ve konjesyonu
artirir, ardindan arteriyel kan akisinda azalma ile testikiiler iskemiye sebep olur (2). TT yi
diizeltmek icin cerrahi miidahale, torsiyone testisin detorsiyonunu ve testis kan akisinin
restorasyonunu igerir. Bununla birlikte detorsiyon testiste reperfiizyon hasarina neden
olabilir. Testis T/D’de torsiyon iskemik donemi, detorsiyon ise infertilite riski ile sonuglanan
reperfiizyon hasarini igerir (3). Iskemi dokularin hipoperfiizyonu olarak tanimlanir (4).
Reperfiizyon sirasinda oksijenli kanin yeniden dokuya gelisi ile ATP iiretimi saglanir bu
durum hiicrelerde bulunan biyomolekiilleri etkileyerek daha fazla hiicre fonksiyon
bozuklugu olusturabilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi ile sonuglanir (1). Testis
hasarinin altinda yatan temel patolojik mekanizma tam olarak anlagilamamasina ragmen, I/R

sirasinda olugan ROS un bu siiregte 6nemli bir rol oynadigi ileri siiriilmektedir (5).

Fenolik asitler yapilarinda hidroksil grubu bulunan bir aromatik halka igerirler (6).
Fenolik asitler hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olarak iki gruba ayrilir (7).
Kumarik asit, sinnamik asidin bir hidroksi tiirevidir ve li¢ izomer halinde bulunur; o-
kumarik, m-kumarik ve p-kumarik asit (p-CA). Dogada en fazla bulunani ise p-CA’dir. Bu
tic molekiil arasindaki fark, aromatik halkadaki hidroksil grubunun farkli konumlanmasidir
(8). p-CA’nin  giiclii bir antioksidan, ROS ve serbest radikal temizleyicisi oldugu
belirtilmektedir (9). Antidiyabetik, antihiperlipidemik, antikanser, antimikrobiyal, anti-
inflamatuar, anti-iilser, anksiyolitik, antipiretik, analjezik, anti-artritik ve noroprotektif
etkilerin yani1 sira trombosit agregasyonunun Onlenmesine yonelik etkileri de
bildirilmektedir (10). p-CA’nin cesitli deneysel I/R modellerinde koruyucu etkisi
gosterilmigtir (10-12). Yine p-CA’nin etanol indiiklii erkek iireme toksisitesine karsi
koruyucu etkisi de incelenmistir (13). Fakat yapilan literatiir taramasinda p-CA’nin testis

T/D modelindeki etkilerini arastiran herhangi bir calismaya rastlanmamastir.

Deneysel testikiiler I/R modellerinde, oksidatif hasari &nlemek amaciyla yeni

antioksidan ajanlar tedavide denenmektedir (14-16). Bu tez calismasi ile deneysel testis T/D



ile olusturulan I/R modelinde p-CA’min etkisini bazi oksidatif hasar gdstergeleri
(malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GPx), toplam antioksidan durum (TAS), toplam oksidan durum (TOS), oksidatif stres
indeksi (OSI)) ve histopatolojik parametrelerle (Johnsen testikiiler biyopsi skoru (JTBS))

degerlendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerin bir¢ogunda bulunan sekonder
metabolitler olup, bitkilerin renk, koku ve tadindan sorumludurlar (17). Fenolik bilesikler
yapilarinda bulunan hidroksil gruplar1 eklenmis bir veya daha fazla aromatik halka sayesinde
antioksidan ozellik gosterir (6, 18). Genel olarak flavonoidler ve fenolik asitler olarak iki
gruba ayrilirlar. Polifenoller, polifenol radikalleri olusturmak i¢in radikallerle reaksiyona
girebilir. Polifenol radikali, fenol grubunun ekstra elektronlar1 absorbe etme kabiliyeti
nedeniyle daha kararli ve daha az reaktiftir. Polifenollerin ¢cogu, metabolizma sirasinda

metilasyon, siilfasyon veya glukuronidasyon ile konjuge edilir (6).
2.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asit terimi genellikle bir karboksilik asit grubuna sahip olan fenolik
bilesikleri tanimlar. Fenolik asitler veya fenolkarboksilik asitler bitkilerde dogal olarak
ortaya ¢ikan aromatik karboksilik asitlerdir (19, 20). Karboksilik asitlerin sayisina bagl
olarak dogal fenolik asitler iki ana grupta siniflandirilir: sirastyla benzoik asit ve sinnamik
asitten tiiretilen hidroksibenzoik asitler (Cs-C1) ve hidroksisinnamik asitler (Cs-C3) (7). En
yaygin hidroksisinnamik asitler; ferulik, kafeik, p-kumarik ve sinapik asitlerdir. Yaygin
olarak bulunan hidroksibenzoik asitler; p-hidroksibenzoik, protokatekuik, vanilik ve sirinjik
asitlerdir (19).

Fenolik asitlerin antioksidan potansiyeli kimyasal yapilarina baglidir (8). Fenolik
asitler, fenol grubu reaktivitesinden dolay1 antioksidan 6zellik gosterir. Fenolik asitlerin
hidrojen atomu verilisi ile radikal siipiiriicii etkisinin antioksidan aktivitesi i¢in ana yontem
oldugu diistiniilmektedir. Fenolik asitlerde aromatik halka tizerindeki substitiientler, yapinin
stabilizasyonunu ve radikal bastirict 6zelligini etkiler (19). Hidroksil veya katekol
gruplarinin sayisinin artmast, siilfidril veya amid gibi diger hidrojen veren gruplarin varligi,
radikal siipiiriicii aktivitesini artirir (21). Fenolik asitler hem ROS hem de reaktif nitrojen
tirleri’nin  (RNS) neden oldugu hiicre hasarini, dogrudan serbest radikal temizleme
aktivitelerinin yani sira, hem oksijenaz/biliverdin rediiktaz (HO/BVR) sistemi, SOD ve

katalaz (CAT) upregiilasyonu ile de karsilar (20).



2.1.2. p-Kumarik Asit

Kumarik asitler, fenil grubu mono-hidroksile edilmis sinnamik asit tiirevleridir. 4-
hidroksisinnamik asit olarak da bilinen p-CA, kumarik asitlerin dogada en bol bulunan
izoformudur. Domates, havug, sogan, elma, armut, kahve, ¢ilek, misir ve bugday gibi pek
¢ok meyvede, sebzede ve tahilda bulunur (8, 9). Bitkilerde serbest formda bulunabilir veya
aminler, organik asitler, alkoller, mono veya oligosakkaritler ve lignin gibi diger molekiillere
konjuge edilebilir. Konjuge formlar daha fazla bulunur ve serbest p-CA’dan daha giiglii
biyolojik aktivitelere sahiptir. p-CA (CoHgOs3), 164.16 g/mol molekiiler agirliga ve 211.5 °C
erime noktasina sahip sarimsi yesil kristalimsi bir toz halindedir. Etanol, dimetil siilfoksit
(DMSO) ve dimetilformamid gibi organik ¢dziiciilerde ¢oziiniir; ancak suda veya sulu
tamponlarda kolayca c¢oziinmez. Konjuge p-CA’nin ¢Oziiniirliigli, asitin esterlestigi
molekiillere baghdir (8). p-CA’nin kimyasal yapist (Sekil 1), melanositlerde hiicresel
melanogenezde yer alan tirozinazin dogal substrati olan L-tirozine ¢ok benzemektedir. p-
CA’nin, insan tirozinazinin giiclii ve secici bir inhibitérii oldugu bulunmustur (9). p-CA,

antioksidan aktivitesinden sorumlu bir fenil hidroksil grubuna sahiptir (8).

O

X OH

HO

Sekil 1. p-CA’nin kimyasal yapisi (Saibabu’dan, 20)

2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidan Sistem
2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Bir veya daha fazla eslesmemis elektron i¢eren reaktif molekiillere serbest radikaller
denir. iki serbest radikal eslesmemis elektronlarmni paylastiginda, radikal olmayan formlar
olusur (22, 23). ROS, oksijenin normal metabolizmasi sirasinda dogal yan iiriinler olarak
olusan eslesmemis elektronlarin varhifiyla karakterize edilen, kii¢ilk molekiiller veya
molekiiler iyonlardir (24). Eslesmemis degerlik elektronlarinin varligindan dolay1 oldukga
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reaktiftirler (25, 26). ROS terimi Tablo 1°de gosterilen radikal ve radikal olmayan
molekiilleri kapsayacak sekilde kullanilir (23, 27).

Tablo 1. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri (Karabulut’tan, 28)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit Oz Hidrojen peroksit H202
Hidroksil *OH Hipoklordz asit HOCI
Peroksil ROO- Ozon O3
Alkoksil RO« Singlet Oksijen 10,
Hidroperoksil HO2e
Lipid peroksil LOO-

Molekiiler oksijen (O2) normalde iki eslesmemis elektron tasir, bu durum oksijeni
radikal olusumuna duyarli hale getirir (29). ROS’un birincil formu, O2’ye bir elektron
eklenmesiyle olusan siiperoksit anyon radikalidir (24, 29, 30). Siiperoksit radikalleri olduk¢a
reaktif bilesiklerdir, in vivo olarak tiretilebilirler (26). Siiperoksit radikalleri, ikincil ROS
olusturmak i¢in dogrudan veya diger molekiillerle enzim veya metal katalizli reaksiyonlar
yoluyla daha fazla etkilesime girebildikleri i¢in ¢ok kisa yar1 6mre sahiptir (24). Stiperoksit
anyonu hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine doéniisebilir (29). Hidrojen peroksit,
eslesmemis elektron icermediginden serbest radikal degildir. En onemli o6zelligi,
stiperoksitin genellikle yapamadigi hiicre membranlarindan kolayca difiize olabilmesidir
(24, 26). Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikalini olusturmak igin
indirgenmis gecis metalleri (Fe?* veya Cu®) ile reaksiyona girer (31). Siiperoksit radikali
Haber-Weiss reaksiyonu ile oksitlenmis gecis metalleri formuyla (Fe®* veya Cu?")
reaksiyona girerek indirgenmis gecis metal formunun iiretimine yol agar bu durum redoks

dongiisiiniin tekrar etmesini saglar (32).
H,0; + Fe?* — OH + *OH + Fe®* (Fenton reaksiyonu)
Oz + Fe** s O, + Fe?* (Haber-Weiss reaksiyonu)

Hidroksil radikali (*OH), hidroksit iyonunun nétr formudur (30). Giiglii oksitleme
potansiyeline sahip oldukga reaktif bir ROS’tur ve bu nedenle toksik bir radikal olarak kabul
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edilir. In vivo, hidroksil radikalinin yar1 émrii kisadir ve olusum yerlerinin yakininda
reaksiyona girer (24). ROS patolojik etkilerinin ¢ogunu hidroksil radikal olusumuna yol
acarak gosterir. Bunun nedeni hidroksil radikalinin, lipidler ve niikleotidler gibi canli
hiicrelerde bulunan hemen hemen her tiir molekiille son derece yiiksek hizla reaksiyona
girmesidir (31). Hidroksil radikali, spontan dismutasyon reaksiyonu sonucu siiperoksit

tireten herhangi bir biyolojik sistem tarafindan iiretilebilir (26).
2.2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, hiicrede diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve substratin
oksidasyonunu onemli Ol¢lide geciktiren veya Onleyen maddedir (33). Oksitleyici ajan,
tizerine elektron alarak indirgenir ve reaktan, elektronlar1 vererek oksitlenir. Antioksidanlar
genellikle indirgeyici ajanlardir (34). Aerobik organizmalar, aerobik solunum ve substrat
oksidasyonu sonucu {iretilen ROS’u uzaklastiracak enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlari igeren entegre antioksidan sistemlere sahiptir (22, 35). Enzimatik antioksidan
savunma sisteminde SOD, GPx, CAT bulunur. Enzimatik olmayan antioksidanlar askorbik
asit (Vitamin C), Vitamin E, GSH, karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidanlardir

(30).
2.2.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1), yiiksek derecede reaktif siiperoksit anyonunun
O’ye ve daha az reaktif olan H202’ye dismutasyonunu katalize eden antioksidan enzimdir
(35).

Oz e+ Oz +2H" —> H,02 + O3

Kofaktorleri, inhibitorlere duyarliliklar1 ve bulunduklari doku bakimindan ii¢ tip
SOD vardir (36). SOD’un sitozolik (Cu-ZnSOD, SOD-1), mitokondriyal (Mn-SOD; SOD-
2) ve ekstraseliiler (EC-SOD; SOD-3) formlarinin tamami ping pong tipi bir mekanizma ile
enzimin aktif bolgesindeki gecis metalinin art arda yiikseltgenmesi-indirgenmesi yoluyla
siiperoksit anyonun dismutasyonunu katalize eder (25, 35). Insandaki toplam SOD miktar
3.5-4.0 g olarak kabul edilir. En yiiksek aktivitesi karacigerde iken en diisiik aktivitesi adipoz
dokuda goriiliir. Organizmadaki toplam SOD aktivitesinin  %85-90’inin Cu-ZnSOD
izomerinden kaynaklandig1 kabul edilir (36).



2.2.2.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidazlar (E.C. 1.11.1.9), selenyum igerir, enzim aktivitesi i¢in gerekli
dort 6zdes alt birimin her birinde bir selenosistein rezidiisti bulunur (35). GPx’ler H20’yi
detoksifiye etmek i¢in GSH nin indirgeyici giiciinii kullanir, sistein rezidiisiiniin siilthidril
grubu GPx aktivitesi i¢in gereken indirgeyici giicii saglar (37). Enzim, yiiksek oranda
GSH’ye spesifiktir. GPx, GSH’deki tiyol gruplarint H>O> saldirisindan korur. Diisiik H20>
konsantrasyonunda fizyolojik kosullarda, GPx, CAT’a kiyasla H20O> i¢in daha giiclii afinite
sergiler (36).

H202 + 2GSH —> 2H20 + GSSG + 2H"

GPx’in 5 izoenzimi vardir, her izoformun seviyeleri doku tipine gore degisir. GPx-1
ve fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PHGPx veya GPx-4) c¢ogu dokuda

bulunur. GPx-4 hem sitozol hem de membran fraksiyonunda bulunur (35).
2.2.2.3. Katalaz

Peroksizomlarda lokalize olan CAT (E.C. 1.11.1.6) H>O>’nin ayrigsmasini katalizler.
CAT, yalnizca serbest H2O2 molekiillerine afinite gosterir. Fizyolojik sartlarda CAT, H20:
konsantrasyonunu kontrol ederek, hiicrelerde birikmesini 6nler ve patolojilere yol agabilecek

oksidatif saldirilardan korur. H2O2 konsantrasyonlarinin kontroliinde CAT, GPx ile birlikte

hareket eder (36).
2H,0, ——> 2H,0 + O3
2.2.2.4. Glutatyon

Glutatyon, ROS’a kars1 en onemli hiicre i¢i korumayi saglar. Serbest radikalleri
dogrudan temizleyen bir siilthidril grubu igerir (29). GSH, tiim hiicrelerde bol miktarda
bulunur. GSH, antioksidan etkilerini gesitli sekillerde gosterir. GPx’in etkisiyle hidrojen
peroksit ve lipid peroksitleri detoksifiye eder. GSH, H20-"ye, elektron vererek H20 ve O2’ye
indirger. Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), elektron vericisi olarak NAD(P)H kullanan
GSH rediiktaz tarafindan tekrar GSH’ye indirgenir. GSH, elektronlari membran lipidlerine

verir ve onlar1 oksidan saldirilarindan korur (22).

GSSG + 2H" + 2NADPH ——> 2GSH + 2NADH*



2.2.3. Oksidatif Stres ve Biyomolekiillere Etkileri

ROS, i¢ ve dig uyaranlara yanit olarak aerobik organizmalarda siirekli olarak tiretilir,
stres altinda seviyelerinde artis olur (35, 38). Normal kosullar altinda ROS, redoksa duyarl
sinyal yolaklar1 ile birka¢ 6nemli fizyolojik cevabi diizenledikleri i¢in yararhi etkilere
sahiptir. ROS hiicresel biiyiimeyi, farklilasmay1 ve gocii kontrol eder, vaskiiler tonusu ve
hiicresel adezyonu diizenler, redoks bagimli niikleer faktor-kB (NF-xB) veya mitojen ile
aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) tarafindan transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel
diizeyde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) iiretimine katkida bulunur ve anjiyogenez

ile apoptozu kontrol eder (39).

Iyi dengelenmis oksidan-antioksidan sistem, normal hiicresel islevler igin faydali
oksidanlarin olusumuna izin verir ve ayn1 zamanda asir1 oksidatif stresin zararl etkilerini de
onler (23, 29). Oksidan-antioksidan arasindaki dengenin oksidanlarin lehine kaymasi
durumuna oksidatif stres denir (22). Oksidatif stres; kanser, otoimmiin hastaliklar,
ndrodejeneratif hastaliklar, ateroskleroz, obezite, insiilin direnci, hipertansiyon, I/R, diyabet,
akut solunum sikintist sendromu, idiyopatik pulmoner fibroz, kronik obstriiktif akciger
hastalig1, astim, kronik bobrek hastaligi dahil olmak {izere bir¢cok patolojik durum ve

yaslanma gibi fizyolojik siire¢le iliskilendirilmistir (22, 40).

Reaktif oksijen tiirleri’nin en reaktif hali olan hidroksil radikali, proteinlere, lipitlere,
karbohidratlara ve DNA’ya zarar verebilir. Serbest radikaller, yan zincir metilen
karbonundan bir hidrojen atomu ¢ikararak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini
baslatabilir (22). Lipid peroksidasyonu baslatildiktan sonra, son iiriinler iiretilinceye kadar
zincir reaksiyonlar1 devam eder. Bu nedenle MDA, 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) ve
izoprostanlar gibi lipid peroksidasyonunun son iiriinleri biyolojik sistemlerde birikir. MDA,
perokside ¢oklu doymamis yag asitlerinden, 6zellikle arasidonik asitten olusan ii¢ karbonlu
bir bilesiktir (38). 4-HNE hiicre i¢ci GSH nin tiikenmesine neden olur ve peroksit iiretimini
indiikler (22). Ayrica 4-HNE ve MDA kovalent olarak proteinlere ve DNA’ya baglanarak

sinyallesme siirecini etkileyebilir (41).

Reaktif oksijen tiirleri, peptid zincirinin par¢alanmasina, proteinlerin elektrik
yiikiiniin degigmesine, proteinlerin ¢apraz baglanmasina ve spesifik amino asitlerin
oksidasyonuna neden olur (22). Proteinlerin tiim amino asit rezidiilerinin (6zellikle triptofan,

sistein ve metiyonin) yan zincirleri, ROS un olusturdugu oksidasyona duyarhdir (33).



DNA bazlari ROS oksidasyonuna ¢ok duyarlidir ve DNA bazlarmin in vivo baskin
saptanabilir  oksidasyon riinii  8-hidroksi-2-deoksiguanozin’dir. DNA  bazlarinin
oksidasyonu hem niikleer hem de mitokondriyal DNA'da mutasyonlara ve delesyonlara
neden olabilir. Mitokondriyal DNA, birincil ROS kaynagina yakinlig1 ve niikleer DNA ile
karsilastirildiginda yetersiz onarim kapasitesi nedeniyle 6zellikle oksidatif hasara egilimlidir
(38).

Aktive edilmis noétrofillerde, H20. kloriir iyonu varliginda miyeloperoksidaz
tarafindan hipokloréz aside (HOCI) doniistiriiliir. HOCI oldukga oksidatiftir, DNA ile
reaksiyona girebilir, DNA-protein etkilesimlerini indiikleyebilir, pirimidin oksidasyon

tirtinleri iiretebilir ve DNA bazlarina kloriir ekleyebilir (22).

GSH/GSSG oraninin yiiksek olmasi hiicrenin oksidatif hasardan korunmasi igin
Oonemlidir (22, 24). Bu orandaki bir azalma, indirgenmis bir GSH formundan oksitlenmis bir
GSH formuna goreceli bir kaymay1 gosterir, bu da oksidatif stresin hiicresel veya doku
seviyesinde varligini gosterir (38). Bu durum inflamatuar yanitta rol oynayan NF-«B, aktive
protein-1, aktive edilmis T hiicre niikleer faktorii ve hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 (HIF-

1) gibi redoksa duyarl transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden olur (22).
2.3. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi reperfiizyon hasari, iskemi sonrasi kan akisinin restorasyonu sirasinda
belirgin fonksiyonel ve yapisal degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir.
Iskeminin tersine ¢evrilmesine ek olarak, kan akisinin onarimi, geri doniisiimsiiz olarak
hasar gormiis hiicrelerin nekrozu, hiicresel 6dem ve dokunun tiim kisimlarina {iniform
olmayan kan akis1 gibi potansiyel olarak ¢ok zararli etkilere neden olabilir. iskemi veya doku
hipoksisi sirasinda metabolik bozukluklarin olusumu bilinmesine ragmen klinik ve deneysel
kanitlar hiicre ve doku fonksiyon bozukluguna yol acan 6nemli olaylarin ¢ogunlukla
reperfiizyon ile ilgili oldugunu gostermektedir. I/R hasar1 lokal ve sistemik etkileri olan
patofizyolojik mekanizmalari igerir. Bu siire¢ temel olarak iki asamada gergeklesir: ilk dnce
iskemi sirasinda, hiicre enerjisinin tilkkenmesi ve ikinci olarak reperfiizyon sirasinda oksidatif
stres ve mikrosirkiilasyon bozuklugunun yani sira inflamasyon ve apoptozdur. Reperfiizyon
hasarinin asamali olarak ilerleyebilmesi i¢in baglamadan 6nce minimum bir iskemi dénemi

gerekir (42).

Uzamis iskemi, hiicrede metabolik ve yapisal degisikliklere neden olur. Hiicre tipleri
arasindaki hipoksik tolerans farklilik gosterse de uzun siireli anoksi veya siddetli hipoksiyi
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kaginilmaz olarak hiicresel nekroz takip eder (43). Iskemi, hiicreleri dogrudan etkiler ve
oksijen eksikliginden dolayr Sekil 2’de gosterilen bir dizi olay1 tetikler. Oksidatif
fosforilasyon, oksijen yoklugunda mitokondride meydana gelmez (44). Hiicresel oksidatif
fosforilasyonda iskemi kaynakli azalmalar, ATP ve fosfokreatin dahil olmak iizere enerji
acisindan zengin fosfatlarin yeniden sentezlenememesine neden olur (43). Mitokondride
ATP iiretiminin azalmasi ile anaerobik metabolizmaya gegilir. Anaerobik metabolizma,
hiicrelerde daha diisiik antioksidan madde iiretimine sebep olur (4). Laktat, H* birikimi ve
NADPH’nin mitokondri oksidasyonundaki azalma, hiicreyi asitlestirir ayrica anaerobik

glikolizi inhibe eder (45).

Siddetli Iskemi

|

ATP tiikkenmesi
Hiicresel asidoz
v

Reperfiizyon

Iyon tasimminin degismesi Iyon tagmiminin degismesi

l Oksijen /\ oH Kalsiyum l
paradoksu

ROS paradoksu paradoksu

Hiicresel <— i arimi < Oksijen pH ——> Ca+2 —»> Intraseliller Ca™
ddem akist normalizasyony akigi birikimi
inflamatuar ve
DNA, lipid, trombogenik kaskad
protein hasari aktivasyonu
\L Proteaz
aktivasyonu
No-reflow mPTP Ei;;l].lllﬂSI (_// y
Hiicresel yapinin bozulmasi

Hiicre 6limii

Sekil 2. I/R hasarindaki patolojik olaylar (Kalogeris’den, 46)

Iskemide ATPaz bagimli iyon tagmimi azalir (46). Na*/K*/ATPaz pompasinin
aktivitesindeki azalma, hiicre i¢i Na® konsantrasyonunda artisa ve hiicre diginda K*
tutulmasina neden olur (4, 45). Endoplazmik retikulumdaki Ca?* geri alimini sinirlayan

kalsiyum pompalar1 (Ca?*/ATPaz) da islevsiz hale gelir (4). Na* iyonlarinin hiicre ici
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konsantrasyonundaki artis Na'/H" tasiyicisimt (NHE) aktive eder (47). NHE, Na'
karsihiginda biriken H*’y1 ekstriide eder. Na* iyonlarinin akis1 Na* ile Ca?" arasinda degisim
yapan Na'/Ca®" antiportirmi1 (NCX) aktive eder (46). NCX hiicreden Na* ekstriizyonunu
saglayarak Ca?* hiicre ici konsantrasyonunda artisa sebep olur (4, 45). Iskemide hiicrelerde
H*, Na* ve Ca?* iyonlarinin birikmesi, hiperosmolariteye neden olur; bu durum sitozole su
girisi ve hiicresel 6dem ile sonuglanir. Hidrojen retansiyonu hiicresel pH’yi diigiirerek enzim
aktivitesinde bozulmaya ve niiklear kromatinin birikimine yol acar. Ribozomlarin ayrilmasi,

protein sentezini azaltir (4).

Reperfiizyonda ilk olarak molekiiler oksijen, arteriyel kan yoluyla dokulara yeniden
verilir bdylece sitotoksik ROS iiretimi i¢in eksik olan substrat temin edilir (46). Reperfiizyon
sirasinda, laktatin hizla uzaklastirilmasi ile fizyolojik pH renormalizasyonu paradoksal
olarak artmis sitotoksisiteye yol acar (48, 49). Reperflizyonda, NHE hiicre i¢i protonlari
hiicre dis1 Na* ile degistirir. Artan hiicre ici Na*, NCX yoluyla ekstriizyon i¢in Ca?* ile
rekabet eder ve hiicre ici Ca?* birikmesine neden olur (50).

2*mn sitozolik artis Ca?*/kalmodulin bagimli

Iskemi reperfiizyon esnasinda Ca
protein kinazlar1 uyarabilir (1). Ayrica fosfolipazlar (6zellikle fosfolipaz A2) ve proteazlar
(kalpainler ve digerleri) gibi hidrolazlar1 da aktive edebilir (51). Kalpain apoptozu
tetiklemek i¢in Bid’i proteolitik olarak aktive eder. Mitokondri, sarkoplazmik retikulumun
ozel bolgeleri (mitofusin-2) ile yakin etkilesim yoluyla kalsiyumu dogrudan alir (50). I/R
tarafindan olusturulan negatif A¥m’yi kullanan mitokondriyal Ca?" uniporter, pozitif yiiklii
Ca?" iyonlarinin mitokondriyal matrikse hareketini saglar (Sekil 3). Bu durum sitozolik

Ca?*’y1 azaltirken, mitokondriyal Ca?*’daki yiikselmeler mitokondriyal gegirgenlik degisim
gbzenegi’nin (MPTP) acilmasin tetikler (46).

Hiicresel hiperkalsemiye sekonder olan mitokondriyal hiperkalsemi, mitokondriyal
odemi indiikler, i¢ mitokondri membraninda (IMM) bulunan supramolekiiler yapilar1 bozar
ve membran potansiyelini ortadan kaldirir (45). Mitokondriyal transmembran potansiyelinin
korunmasindan sorumlu olan IMM, normalde iyonlara ve proteinlere kars1 gecirgen degildir
(48). Reperfiizyon ile IMM’deki MPTP 1.5 kDa’dan kiigiik tiim molekiillerin mitokondriyal
matrikse serbestge gecisine izin verir. IMM protonlara gecirgen hale geldikge, oksidatif
fosforilasyonu ve ATP liretimini bozar. MPTP nin, iskemi sirasinda duyarlilig1 artar ancak
H* MPTP’ye Ca®" baglanmasini inhibe eder ve por kapali kalir (49, 52). MPTP’yi uyaranlar

arasinda Ca?* agir1 yiikii, hizli pH normalizasyonu ve oksidatif stres bulunur. ROS,
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MPTP’nin agilmasini tetikleyebilir bu da mitokondriden ek serbest radikal salinimi ile

sonuclanan pozitif feedback’e sebep olur (ROS kaynakli ROS salinimi) (48).

Plazma membrani

. *
WW Kalpain X

NHE-1 NCX )
Bid

H+ Na+ Ca2* Bcl-2 Bid
Cat . WBax/Bak
\ uniporter .

$ i llt""/”h [

Sekil 3. Reperfiizyon fazinda mitokondri (Gottlieb’den, 50)

2.3.1. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Oksidatif Stresin Rolii

Iskemi reperfiizyona maruz kalan dokularda ROS iiretimi iki asamada gerceklesir.
[k asama reperfiizyondan hemen sonra ortaya c¢ikan ve birkag saat siiren oksidatif stres
durumu olup bu fazda mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif fosforilasyonun bozulmasi
ile ROS’un mitokondriyal iiretiminde artig goriiliir. Doku, ROS kaynakli oksidatif strese
kars1 GSH azaldigindan GPx sistemi ile karsi1 koymaya calisir. Bu asama hiicresel hasar
acisindan geri doniistimliidiir. Oksidatif stres kaynagina bagli olarak saatlerce veya giinlerce
stirebilen ikinci faz ise, notrofil infiltrasyonu ve makrofaj gogii ile geri doniisiimsiiz doku

hasar1 ve inflamasyon ile iligkilidir (53).

Oksidatif stres, enzimatik kaynaklardan ve enzimatik olmayan kaynaklardan
tiretilebilir. Yaygin enzimatik kaynaklar arasinda ksantin oksidaz sistemi, NADPH oksidaz
sistemi ve mitokondriyal elektron transport zinciri bulunur. Ekstremite hasarinda

hemoglobin ve miyoglobin enzimatik olmayan mindr oksidatif stres kaynagidir (4).
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2.3.1.1. Ksantin Oksidorediiktaz

Ksantin oksidorediiktaz piirin katabolizmasinin hiz kisitlayic1 basamagini (ksantinin
iirik asite hidroksilasyonu) kontrol eden kompleks molibdoflavoenzimdir (54). Birbirine
doniisebilen iki formda bulunur: ksantin dehidrogenaz ve ksantin oksidaz. Ksantin
dehidrogenaz saglikli dokudaki baskin formdur, elektron alicis1 olarak NAD™ kullanirken
ksantin oksidaz O kullanir (54, 55). Normal fizyolojik sartlarda hipoksantinin ksantine
oksidasyonu sirasinda, ksantin dehidrogenaz ile NADH nin {iretimi, NAD* veya O2’nin
indirgenmesi ile eszamanli olarak gergeklesir. Bununla birlikte, ksantin dehidrogenaz,
iskemi sirasinda ksantin oksidaza doniistiiriilir (4). Ksantin dehidrogenaz’in, ksantin
oksidaza doniisiimii iki mekanizma ile gergeklesebilir: ksantin dehidrogenaz, siilthidril
gruplarinin  oksidasyonu yoluyla ksantin oksidaza doniistiiriilebilir veya ksantin
dehidrogenaz, sitozolde miktar artan kalsiyum tarafindan aktive edilen proteazlar tarafindan

proteolize ugratilip (Sekil 4) irreversibl sekilde ksantin oksidaza doniistiirtilebilir (44).

ATP

\

ADP

v

AMP

Ksantin
Dehidrogenaz

Adenozin

intzin ‘
y v ;.

Hipoksantin

Siiperoksit kaynakh
doku hasar

Proteaz

ISKEMI

Ksantin
Oksidaz

> = O, + Urat
0O,

REPERFUZYON -

Sekil 4. Ksantin oksidazdan siiperoksit olusumu (Maxwell’den, 56)

Ksantin oksidaz oksijen kullandigindan iskemi sirasinda hipoksantinin ksantine
dontisiimiini katalize edemez, bu da dokuda hipoksantin seviyelerinin asir1 artisina neden
olur (43, 48, 57). Iskemik dokuya kan akisi yeniden saglandiginda, ksantin oksidazdan

ksantin ve iirik asit olusumu sirasinda siiperoksit ve H202 salinarak daha fazla oksidatif
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strese neden olur. Ksantin oksidaz’in trettigi ROS, P-selektin ve hiicreler arasi adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1) gibi adezyon proteinlerinin ekspresyonu yoluyla sitokin kaskadlarina

ve patolojik kosullara yol agar (4).
2.3.1.2. NADPH Oksidaz

NADPH oksidazlar, NADPH’den molekiiler oksijene elektron taginmasini katalize
ederek ROS iiretirler. Tiim izoformlarda iki hem grubu, bir FAD ve bir NADPH baglanma
bolgesi bulunur (58). NADPH Oksidaz/Dual Oksidaz (NOX/DUOX) ailesi, I/R’yi takiben
ROS iiretiminde rol oynar. Bu multiprotein kompleksleri ailesi 7 tiyeden olusur. NOX-1,
NOX-5 dual oksidazlardir, DUOX-1 ve DUOX-2 olarak adlandirilirlar. DUOX enzimleri ve
NOX-4 agirlikli olarak H2O: firetir (54). Diger NOX izoenzimleri ise biiylik ol¢iide
NADPH’den molekiiler oksijene elektron tasinmasini katalize ederek, H>O2’ye doniisebilen

stiperoksit tiretirler (55).

NADPH oksidaz solunum patlamasi (respiratory burst) olarak bilinen molekiiler
oksijenin bir elektron tarafindan indirgenmesi ile siiperoksit anyon radikalinin olusum
reaksiyonunu Katalizler; iki elektron ve bir proton salinarak NADPH’yi NADP*’ya
dondtistiirtiliir. Proton sitozolde kalirken, iki elektron tasinarak iki oksijen molekiiliine
baglanir hiicre disinda iki stiperoksit anyonu olusturur (59). Siiperoksit, membranda anyon
kanallarinin porlarindan geger, NO degradasyonu, peroksinitrit olusumu ve protein tirozin
nitrasyonuna yol acar. Post-iskemik dokuda NOX kaynakli ROS, kalp, beyin, barsak, mide,

akciger ve iskelet kas1 gibi ¢esitli organlarda inflamatuar hiicre birikimine neden olabilir (4).

NADPH oksidazlar hiicreye spesifik yerlesim gosterir. NOX-2, fagositik hiicrelerin
(notrofiller) ROS iiretme kabiliyetini agiklar, enzim aymi zamanda kan damarlarinin
duvarlarimi olusturan tiim hiicrelerde de mevcuttur. Bununla birlikte, NOX/DUOX’un
mRNA ve protein seviyelerinin bircok dokuda tespit edilmesi bu enzimlerin I/R gibi

patolojik sartlarda 6nemli bir ROS kaynagi oldugunu kanitlamaktadir (54).
2.3.1.3. Mitokondri

Mitokondri, farkli komplekslerde oksidatif fosforilasyon sirasinda elektron transport
zincirinden elektron sizintis1 yoluyla veya monoamin oksidazlar, p66Shc proteinini igeren
daha az yaygin yollarla ROS olusturur (58). Kompleks I ve III normal kosullar altinda baglica
potansiyel kaynaklardir. Kompleks I, stiperoksit anyonunu matrise, kompleks Il ise hem

matrise hem de membranlar aras1 bosluga salar. Kompleks I ve III tarafindan siiperoksit
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anyon radikalinin iretimi dogrudan membran potansiyeli (AYm) ve NADH/NAD" redoks
durumu ile iliskilidir. I/R sirasinda tiim elektron transport zincir kompleksleri hem ROS’un

iiretim kaynaklar1 hem de hedefleri haline gelir (54).
2.3.2. iskemi Reperfiizyon Hasarinda inflamatuar Siirec

Inflamatuar yanit, iskemiyi takiben reperfiizyon ile baslar. Inflamatuar yanita,
makrofajlar, endotelyal hiicreler, nétrofiller, lenfositler, trombositler, parankimal hiicreler
ayrica kompleman sistem, kan pihtilasma kaskadi, ROS, NO, pro- ve anti-inflamatuar

sitokinler dahil olabilir ve mikrovaskiiler perfiizyon bozulabilir (51).

Nétrofiller, I/R’yi takiben uzun siireli inflamatuar yanitta birincil tepki verenlerdir.
Deneysel ¢aligmalar, iskemi bolgesinde notrofil infiltrasyonunu ve ndtropeniyi
indiiklemenin organlar1 I/R hasarindan koruyabilecegini gdstermektedir. Inflamasyon I/R
hasarmin 6nemli bir mediatoriidiir. Organa bagli olarak degisen iskemi siireleri, metabolik
ara iiriinleri ve ROS’u aktive ederek, I/R hasarma yol acan inflamatuar yanitla sonuglanir
(60). Iskemi endotelde, bazi proinflamatuar gen iiriinlerinin (16kosit adezyon molekiilleri,
sitokinler) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin, tromboksan A2) ekspresyonunu uyarmasina
ragmen diger koruyucu gen friinlerini (CNOS, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlari
(prostasiklin, NO) baskilar (43, 61). Bu nedenle iskemi, reperflizyonda daha fazla
hasarlanmaya kars1 doku savunmasizligini artiran proinflamatuar bir durumu indiikler. I/R,
kompleman aktivasyonu (iC3b, C5b-9) ve anafilotoksinler (C3a, C5a) gibi inflamatuar
mediatdrlerin olusumuyla sonuglanir (43). Bunlar, inflamatuar hiicreleri uyarir, endotel ve
notrofil yiizeyindeki vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1), ICAM-1, E-selektin
ve P-selektin ve gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirir (45). C5a, IL-1, IL-6,
monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a)) dahil olmak
lizere ¢esitli pro-inflamatuar sitokinin {iretimini ve saliimini indiikleyerek I/R’ye
inflamatuar yanit1 daha da artirabilir. iC3b, B2-integrin CD11b/CD18 (Mac-1) yoluyla
vaskiiler endotelyuma lokosit adezyonu i¢in spesifik bir liganddir. C5b-9, 16kosit adezyon
molekiilii transkripsiyonunu ve ekspresyonunu artirmak i¢in endotelyal NF-xB’yi aktive
eder, endotelyal IL-8 ve MCP-1 salgilanmasini indiikleyerek 16kosit aktivasyonunu ve

kemotaksiyi artirdig1 da gosterilmistir (43).

Lokositlerin yilizeyindeki hiicre adezyon molekiilleri, endotelyal hiicreler {izerindeki
ligandlar ile etkilesime girer ve sonug¢ta kan akisindan migrasyona yol acan oldukca

koordineli olaylar dizisini baslatir. Ilk olarak, 16kositler endotel hiicre yiizeyi boyunca
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yuvarlanir (rolling). Bu gegici ilk etkilesime biiyiik 6lglide hem 16kosit (L-selektin) hem de
endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan selektin ailesine ait glikoproteinler (P- ve E-

selektinler) aracilik eder (62).

Lokosit karsi reseptorii P-selektin glikoprotein-1 (PSGL-1) ile etkilesime giren
endotelyal P-selektin yiizey ekspresyonunda I/R’nin neden oldugu artislarla ilk adim
baslatilir ve diisiik afiniteli etkilesimdir (43). Endotelyal P-selektin, endotelyumun ROS,
hiperkalsemi, kompleman veya trombin ile aktivasyonundan sonra eksprese edilir. En

yuksek ekspresyonu, reperfiizyonun baslamasindan 10-20 dakika sonra ortaya ¢ikar (45).

Notrofil-endotelyal adezyonu, notrofil ve endotelyal reseptor arasindaki reseptor-
ligand mekanizmasi tarafindan diizenlenir. Notrofil adezyon molekiilleri, integrinler olarak
da bilinir; her integrin, agir o ve hafif B zincirinden olusan heterodimerik yapidadir. Bir
inflamatuar uyarana yanit olarak hiicre adezyon molekiillerinin (CAM) ekspresyonu,
endotelyum ve inflamatuar hiicreler igindeki spesifik diizenleyici proteinler tarafindan
koordine edilen bir siirectir. NF-kB, gen diizenleyici proteindir, cogu inflamatuar yanitta rol
oynar ve Ozellikle TNF-o ve IL-1’e yanit verir. Aktive edildikten sonra bu protein,
proinflamatuar aract CAM'm genetik ekspresyonunun upregiilasyonunu saglar. ICAM’lar,
kan hiicreleri iizerindeki integrinlere baglanan endotel hiicrelerinin yiizeyinde eksprese
edilen glikoproteinlerdir (63). ROS, PAF ve Iokotrien (LTB4), hiicre i¢i graniillerden 2-
integrinlerin nétrofiller tarafindan ekspresyonunu uyarir. Bu membran proteinleri ailesi,
CD11a/CD18, CD11b/CD18 ve CD11c/CD18’den olusur ve ekspresyonu TNF-o ve IL-1
tarafindan artirilan ICAM-1 endotelyal proteini ile etkilesime girer. Bu etkilesim, nétrofili

endotel hiicresinin yiizeyine baglar (45).

Son agsama interstisyel bosluga 16kosit transmigrasyonu, endotel hiicre baglantilari
boyunca yapisal olarak eksprese edilen trombosit endotel hiicre adezyon molekiilii-1
(PECAM-1) tarafindan kolaylastirilir. Aktive edilmis l6kositler ekstravaskiiler kisma
ulasildiginda, toksik ROS, proteazlar ve elastazlar salgilar bu durum mikrovaskiiler

gecirgenlikte artis, 6dem, tromboz ve parankimal hiicre 6liimiine neden olur (43).
2.3.3. No-reflow Fenomeni

Iskemik dokularm reperfiizyonu siklikla, arteriyollerde bozulmus endotele bagl
dilatasyon, kapillerde siv1 filtrasyonu artis1 ve 16kosit tikanikligi, postkapiller veniillerde
16kosit ve plazma proteini ekstravazasyonu olarak ortaya ¢ikan mikrovaskiiler disfonksiyon
ile iligkilidir. Endotel hiicreleri, hem hipoksinin (iskemi) hem de reoksijenasyonun
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(reperflizyon) zararli etkilerine karst savunmasizdir (61). Hipoksiye maruz kaldiklarinda,
endotel hiicreleri hiicre iskelet morfolojilerini degistirerek kiigiik hiicreler aras1 gdzenekler
olusturur ve bu gozeneklerin varligi doku 6demi olusumu ile endotelin gegirgenligini artirir
(44). Mikrosirkiilasyonun tiim kisimlarinda aktive edilmis endotel hiicreleri, reperfiizyonu
takip eden ilk donemde fazla miktarda siiperoksit radikali daha az miktarda NO {iretir bu
durum inflamatuar mediatorlerin salinimina sebep olur. Reperfiizyon sonucunda salinan
inflamatuar mediatdrler, iskemiye maruz kalmayan uzak organlarda endotelyal hiicreleri
aktive eder. I/R’nin bu uzak etkileri en sik akcigerde ve kardiyovaskiiler sistemde gozlenir.
[/R’ye verilen bu uzak yanit, coklu organ disfonksiyon sendromunun 6zelligi olan I18kosit
bagimli mikrovaskiiler hasara neden olur (61). Perfiizyonun kétiilesmesi, vazokonstriktor ve
vazodilatator faktorlerin iretimindeki dengesizlik ile artar. Mikrosirkiilasyonda
yetersizlikler goriilmeye baslar bu durum non-reperfiizyon (no-reflow) olarak adlandirilir

(44).
2.4. Testis Torsiyonu

Testikiiler torsiyonun ilk yayinlanmis raporu 1840°ta Delasiauve’ye aittir. Taylor,
1897°de yenidogan torsiyonunu ilk kez agiklamistir. Testis eklentilerinin torsiyonu 1922°de
Colt tarafindan tanimlanmistir (64). TT nin yillik insidansinin 25 yasin altindaki 4 000
erkekte 1 oldugu bildirilmistir ancak son ¢aligsmalarda insidansin 100 000 erkekte yillik 3.8-
4.5 arasinda oldugu ortaya konmustur (65). Testisin torsiyonu 180° ile 720° arasinda olabilir
(2, 66). Testis genellikle lateralden mediale dogru torsiyone olur, 540° ile 720° arasi
torsiyonlara komplet torsiyon denir (67). Torsiyon derecesi ne kadar yiiksek olursa iskemi
baslangici o kadar hizli olur (2, 66, 68). 6 saatten daha uzun torsiyonlarda testis sagkalimi
azalir. Yiiksek dereceli torsiyonlarda 4 saatte nekroz gelisir (65, 69). Spermatik kordun
detorsiyonu torsiyon baslangicindan 6 saatten daha kisa bir siirede yapilirsa testis kurtarma
oran1 %90’dir. Bununla birlikte, 12 saat sonra bu oran %50’ye ve 24 saat sonra <%10’a
diiser (2, 70).

2.4.1. Testikiiler Iskemi Reperfiizyon Hasar1

Testis torsiyonu ana patofizyolojik sonucu, dokuyu iskemik hale getiren spermatik
kordun donmesi ve ardindan donen kordun eski haline getirilmesi (reperfiizyon) ile olusan
I/R hasaridir. I/R hasar1; nétrofil gdgii, ROS iiretimi, proinflamatuar sitokinlerin ve adezyon

molekiillerinin tiretimi, lipid peroksidasyonu, apoptoz, anoksi ve mikrovaskiiler kan akisinda

17



degisiklikleri igerir. I/R hasarinda, ROS iiretimi koruyucu antioksidan kapasiteyi asabilir
(70).

Testikiiler iskemide ROS’un kaynagi, vaskiiler endotele yapisan olgun
graniilositlerdir. Graniilositler, notrofillerin testikiiler subtunikal veniillere gogii, germ
hiicresine spesifik apoptozun indiiklenmesi ayrica sperm kok hiicrelerinin azalmasi veya
kayb1 ile infertiliteye neden olur. Bir diger ROS kaynagi ise hipoksantinden siiperoksit
radikali iireten ksantin oksidazdir (3). ROS, testis hiicrelerinin hiicre iskeletine ve hiicre
membranina zarar verir (70). TT den kaynaklanan testikiiler iskemik olay sirasinda, oksijen
ihtiyaci ve karsilanmasi arasinda bir dengesizlik gelisir ve bu da doku hipoksisine neden olur
(3). Hipoksi, lipid peroksidasyonunda, inflamatuar yolaklarinin aktivasyonunda, testiste
germ hiicresine spesifik apoptozda ve testiste protein profilindeki degisikliklerde 6nemli bir
rol oynar (3, 70). TT, testikiiler vendz endotelde hiicre adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu indiikler ve l6kositlerin testikiiler damar duvarlarina adezyonuna yol agar
(3). Testikiiler I/R hasari sirasinda apoptotik yollar, inflamasyon ve ROS tarafindan aktive
edilir bu durum germ hiicresine spesifik apoptoza sebep olur (Sekil 5). Ayrica TT

kontralateral (torsiyone olmayan, karst testis) testiste infertiliteye sebep olabilir (53).
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Sekil 5. Testikiiler T/D’nin mekanizmasi (Shimizu’dan, 3)



2.4.2. Testis Antioksidan Sistemi

Testisin yiiksek metabolik hiz ve replikasyon oranlarina sahip olmasi oksidatif strese
kars1 antioksidan kapasitesini 6nemli kilar (25). Testisler antioksidan enzim gruplarinca
zengindir ve oksidatif stres durumunda, spermatogenik ve steroidogenik fonksiyonlarin
etkilenmemesini saglamak i¢in serbest radikalleri temizlerler. Ancak uzun siireli stres
kosullar1, antioksidan enzim seviyelerinin diismesine ve savunma sisteminin bozulmasina

neden olur, daha sonra testis i¢ ortam homeostazi bozulur (71).

Testislerde hem enzimatik hem de enzimatik olmayan bilesenleri igeren antioksidan
sistem bulunur. GPx ve SOD mRNA’nin NF-xB aracili indiiksiyonu ile testiste oksidatif
stresi azaltici cevap olusturur. Testisler SOD’un sitozolik ve mitokondriyal formlarinin yani
sira ekstraseliiler formunu da igerir. Testislerde CAT 1n 6nemi sinirli olmasina ragmen, bu
dokuda H>O>’yi suya indirgemek i¢in elektron kaynagi olarak GSH kullanan birkag GPx
izoformu vardir. PHGPx, testislerde en Onemli GPx izoformlarindan biridir ve hem

spermatogenik hiicrelerde hem de Leydig hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir (72).

Gilinimiizde saglik bilimleri alaninda birgok hastaligin tamamlayici ve alternatif
tedavisi i¢in dogal tirtinlerin kullanim1 tartisilmaktadir. Bu durum dogal iiriinlere olan ilgiyi
gittikce artirmaktadir. Bu dogal {irlinler igerisinde fenolik bilesikler 6nemli bir grubu
olusturmaktadir. Bu durum g6z 6niine alinarak biz bu ¢aligmada fenolik bilesiklerin 6nemli
bir grubunu olusturan fenolik asitlerden biri olan p-CA’nin testis T/D modelindeki koruyucu

etkilerini aragtirmay1 amacladik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

Calismamizda kullanilan cihazlar ve tiretici firmalar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve tretici firmalari

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firma

Hassas analitik terazi

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler

Santrifiij

Santrifiij tiipleri
Vorteks

Magnetik karistirici
Mikropleyt okuyucu
Calkalayic1 inkiibator
Derin dondurucu (-80° C)
Etiiv

Biyokimya tiipleri
Homojenizator

Isik mikroskobu
Kamera

Mikrotom

pH metre

Mettler Toledo AB204-S
Socorex, Ependorf
Eppendorf Centrifuge 5810
Isolab

IKA Vortex Genius 3
Ikamag RH

Molecular Devices Versa Max
Niive SL 350

Forma ULT Freezer
Gallenkamp

BD Vacutainer

IKA-Ultra Turrax T18
Olympus BX-51, Olympus
Olympus DP 71, Olympus

Leica RM 2255, Leica Instrument

Hanna Instruments, HI 9321

Calismamizda kullanilan kimyasallar ve kitler Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan kimyasallar ve kitlerin {iretici firma ve kodlart

Kullanilan Kimyasallar ve Kitler Uretici Firma ve Kodu

Stilfiirik Asit (H2SO4) Merck, K39098713 833 (Almanya)
Fosfotungstik Asit Sigma P4006 (ABD)

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Sigma, T5500 (ABD)

Asetik Asit Tekkim TK.010030.02500 (Tiirkiye)
Triton X-100 Merck, K2351869 (Almanya)

KCI Sigma, P9333 (ABD)

Fosforik Asit (H3PO4) Sigma, 04107 (ABD)

TOS tayin kiti Rel Assay Diagnostics, RL0024 (Tiirkiye)
TAS tayin Kkiti Rel Assay Diagnostics, RL0017 (Tiirkiye)
Rat GSH ELISA kiti BT Lab, E1101Ra (Cin)

Rat GPx ELISA kiti BT Lab, E1242Ra (Cin)

Rat SOD ELISA kiti BT Lab, E0168Ra (Cin)

BCA protein tayin Kiti Thermo Scientific Pierce, 23227 (ABD)
p-Kumarik Asit Sigma, C9008 (ABD)

3.2. Deneyin Planlanmasi

Calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligi’'ndan 20.02.2020 tarihinde 2020/7 protokol numarali onay (EK 1)
alindiktan sonra KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari ile Cerrahi

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi.
3.3. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Calismada denek olarak Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilen
agirliklar1 250-300 gram arasinda degisen 6-8 haftalik 35 adet Sprague Dawley cinsi erkek
rat kullanildi. Ratlar ¢elik kafeste, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii saglanarak,
(2142 °C) oda sicakliginda tutularak barindirildi. Standart pelet yem ve su ad libitum verildi.
Operasyon dncesi herhangi bir yem ve su kisitlamasina gidilmedi. 35 rat randomize edilerek
her grupta 7’ser hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Operasyon oOncesi ratlara

intramuskiiler 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin uygulanarak genel aneztezi saglandi.
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Grup 1 (Kontrol): Yalnizca laparotomi uygulandi, 6 saat sonra kan ve testis doku drnekleri

alindi.

Grup 2 (I/R): Laparotomi uygulandiktan sonra sol testis torsiyon olusturmak iizere 720° saat
yoniinde dondiiriildii ve 4 saatlik torsiyon ile iskemi olusturuldu. Siire sonunda 2 saatlik

detorsiyon ile reperfiizyon olusturuldu.

Grup 3 (Etanol): 6 saatlik anestezi periyodu baslangicindan 3.5 saat sonra ratlara i.p. yolla

0.5 mL hacimde etanol verildi.

Grup 4 (I/R+p-CA 50 mg/kg): I/R grubu ile aym prosediir uygulandi, farkli olarak
detorsiyondan 30 dakika dnce i.p yolla 50 mg/kg p-CA verildi.

Grup 5 (I/R+p-CA 100 mg/kg): /R grubu ile aym prosediir uygulandi, farkli olarak
detorsiyondan 30 dakika once i.p yolla 100 mg/kg p-CA verildi (Sekil 6).

W o
HO

p-CA " ;:' -
I Ay

[ |

Torsiyon ' Detorsiyon
4 saat iskemi S 2 saat reperfiizyon
Orsiektomi
v v
Biyokimyasal Analizler ‘ Histopatolojik Analiz
MDA, SOD, GSH, GPx, TAS, TOS, OSI JTBS

Sekil 6. Metodoloji ve degerlendirmelerin sematik diyagrami

3.4. Doku ve Kan Orneklerinin Toplanmas:

Operasyon sonunda ratlar, anestezi altindayken sol orsiektomi uygulandiktan sonra
intrakardiyak kan alimu ile sakrifiye edildi. Alinan doku 6rneklerinin bir kismi biyokimyasal

analizler i¢in serum fizyolojik (%0.9’luk NaCl) ile yikandiktan sonra mikro hacimli kapakli
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tiiplere aktarilarak ¢aligmanin yapilacagi giine kadar -80 °C’de saklandi. Dokularin bir kismi
ise histopatolojik incelemede kullanilmak iizere Bouin ¢ozeltisine konuldu. Antikoagiilan
icermeyen, seperator jelli kan tiiplerine alinan kan Ornekleri oda sicakliginda 20 dakika
bekletilerek pihtilagsmalar1 saglandi. Siire sonunda tiipler 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek serum kisimlar1 ayrildi. Serum Ornekleri mikro hacimli kapakli tiiplere

aktarilarak calisilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
3.5. Biyokimyasal incelemeler

3.5.1. Orneklerin Cahismaya Hazirlanmasi
3.5.1.1. Serum Orneklerinin Hazirlams:

-80 °C’de saklanan serum ornekleri oda sicakligina getirilerek ¢oziilmeleri saglandi.
Coziilen ornekler vortekslenerek homojen hale getirildikten sonra ilgili parametrelerin

Olctimii gergeklestirildi.
3.5.1.2. Doku Orneklerinin Hazirlanisi

Cikarilan testis dokularinin her birinden yaklagik 100 mg’lik kesimler yapildi.
Sonrasinda bu dokular homojenizatér yardimiyla 1 mL’lik homojenizasyon tamponu
icerisinde 30 s siireyle, buz kiivetinde 9500 rpm’de homojenize edildi. Homojenatlar 4000
rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlarda ilgili

parametrelerin ol¢limii gerceklestirildi.
3.5.2. Doku Orneklerindeki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Doku orneklerindeki protein miktarlar: iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
ticari kit kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi. Dokularda ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) kitleri kullanilarak olgiilen tim biyokimyasal
parametrelerin seviyeleri ve doku MDA seviyeleri standardize olmasi acisindan hesaplanan

ornek protein miktarlarina oranlanarak mg protein basina olacak sekilde verildi.
Deneyin Yapilisi

e BSA standartlari kit prosediirlerine uygun olarak hazirlandi ve hem 6rneklerden hem
de standartlardan her bir kuyucuga 25’er puL pipetlendi.

e Her kuyucuga 200 pL calisma reaktifi eklendi ve pleyt calkalayicida 30 s boyunca
karigtirildi.
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e Sonrasinda pleyt, folyo ile kapatilarak 37 °C’de calkalayicida 30 dakika inkiibe

edildi.

e Pleyt oda sicakligina geldikten sonra drnek ve standart absorbanslart mikropleyt

okuyucu spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda okundu.

e 562 nm’deki standart ve bilinmeyen Ornek absorbanslarindan koriin absorbansi

cikarildi.

BSA standart konsantrasyonlarina karsi elde edilen net absorbans degerleri

kullanilarak standart egri olusturuldu (Sekil 7). Orneklerdeki protein konsantrasyonu bu

standart egri kullanilarak hesaplandi ve sonuglar mg/mL cinsinden verildi.
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Sekil 7. Protein tayininde kullanilan albumin standart grafigi

3.5.3. MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Seperator jelli tiiplerden elde edilen serumda ve testis dokularinda MDA tayini

malondialdehidin asidik ortamda tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu olusan

pembe renkli selatin (TBARS) 532 nm’deki absorbansinin 6lgiilmesi esasina dayanilarak

yapildi (73, 74).
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3.5.3.1. Serum MDA Seviyesi Tayini

Serum orneklerindeki MDA diizeyleri Yagi tarafindan gelistirilen TBARS
(Tiobarbituric Acid Reactive Substance) metodu kullanilarak tayin edildi (73).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

1. 0.042 M Siilfiirik Asit (H2SO4) ¢ozeltisi: %98°lik HoSO4’den 228 pL alinip, icerisinde bir
miktar distile su bulunan balon jojeye pipetlendi, son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

2. %10’luk Fosfotungstik Asit (H3P(W3010)4aH20) ¢ozeltisi: 1.11 g fosfotungstik asit 10 mL

distile suda ¢oziildii, giinliik hazirlandi.

3. %0.67°1ik Tiyobarbitiirik Asit (TBA) ¢ozeltisi: 0.335 g TBA tartildi, 25 mL distile suya
ilave edildi. Karistiricida 1sitilarak magnetik bar yardimiyla ¢éziindii, soguduktan sonra

izerine 25 mL glasiyel asetik asit eklendi, giinliik hazirlandi.

4. Standart ¢ozeltiler: 82.5 pL 1,1,3,3-tetrametoksipropan 0.01 M 50 mL HCI ¢ozeltisine
ilave edildi. Cozelti 50 ‘C’de 1 saat inkiibe edildi. Hazirlanan ana stok c¢ozeltisinden
dilisyonlar yapilarak 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625 ve 0.78 nmol/mL’lik

standart ¢ozeltiler ve kor hazirlandi.
Deneyin Yapilist

Serum MDA 6l¢timii Tablo 4’te verilen deney prosediiriine uygun olarak gerceklestirildi.
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Tablo 4. Serum MDA seviyesi 6l¢iimii i¢in yapilan islemler

Reaktifler Ornek (uL) Standart(pL)
Numune 150 -
H2S04 1200 -
Fosfotungstik Asit 150 -

Vortekslendikten sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletildi
4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi, siipernatant atildi

Distile su 2000 -

Standart - 2000
Pellet vortekslenerek ¢oziinmesi saglandi

TBA 500 500

100°C’de 1 saat inkiibe edildi
3000 rpm’de 10 dakika santriftijlendi
Stipernatantlardan 250’ser pL pleyte yiiklendi
532 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometre ile absorbans dl¢iildi

Elde edilen standart absorbans sonuglar1 konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek
MDA standart grafigi ¢izildi (Sekil 8). Bu grafikten yararlanilarak serum MDA miktar

nmol/mL olarak hesaplandi.
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Sekil 8. Serum MDA tayininde kullanilan standart grafigi
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3.5.3.2. Doku MDA Seviyesi Tayini

Testis dokusunda MDA 6l¢iimii, Uchiyama ve Mihara yontemi modifiye edilerek
gergeklestirildi (74).
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

1. Doku homojenizasyon tamponu: 5.75 g KCI hassas terazide tartildiktan sonra 0.125 mL

Triton X-100 eklendi ve son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi, giinliik hazirlandi.

2. %]1°lik HaPO4 ¢ozeltisi: Bir miktar distile su tizerine 11.77 mL %85°lik H3PQOu4 ilave edildi,

son hacim distile suyla 1 L’ye tamamlandi.

3. TBA c¢ozeltisi (%0.67°lik): 1.34 g TBA hassas terazide tartildi ve 100 mL distile su
eklendi. Magnetik bar yardimiyla 10 dakika karistirilip ¢oziinmesi saglandi. Ardindan

uzerine 100 mL asetik asit eklendi. Gunlik hazirlandi.

4. Standart ¢ozeltiler: 82.5 pL 1,1,3,3 tetrametoksipropan, 0.01 M 50 mL HCI ¢ozeltisine
ilave edildi. Cozelti 50 ‘C’de 1 saat inkiibe edildi. Hazirlanan ana stok c¢ozeltisinden
diliisyonlar yapilarak 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler ve

kor hazirlandi.
Deneyin Yapilist

Doku MDA 6l¢iimii Tablo 5’te verilen deney prosediiriine uygun olarak gerceklestirildi.

Tablo 5. Doku MDA seviyesi 6l¢timii ig¢in yapilan iglemler

Reaktifler Ornek (uL) Standart (uL)
Ornek 500 -
Standart - 500
Fosforik Asit 3000 3000
TBA 1000 1000

Vortekslendikten sonra 100°C’de 50 dakika inkiibe edildi
3000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi
Stipernatantlardan 250’ser uL pleytlere yiiklendi

532 nm’de mikropleyt okuyucu spektrofotometre ile absorbans 6l¢iildii
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Elde edilen standart absorbans sonuglari konsantrasyona karsi grafige gecirilerek

MDA standart grafigi ¢izildi (Sekil 9). Bu grafikten yararlanilarak doku MDA miktar1 nmol

MDA/mg protein olarak hesaplandi.
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Sekil 9. Doku MDA tayininde kullanilan standart grafigi

3.5.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum Orneklerindeki SOD seviyeleri, rat uyumlu ticari ELISA kiti

kullanilarak tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi.

Deneyin Yapilisi

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve drnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina
getirildi.

SOD standartlar1 (12-0.75 ng/mL) kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi.
Standart kuyucuguna 50 pL standart eklendi.

Numune kuyucuklarina 40 pL numune eklendikten sonra 10 pL anti-SOD antikoru
eklendi.

Her bir kuyucuga 50°ser uL streptavidin-HRP (horseradish peroksidaz) eklendi.
Pleyt, folyo ile kapatilarak 37 °C’de ¢alkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 5 kez yikanda.

Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.
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e Her bir kuyucuga 50’ser uL substrat soliisyonu A ve 50’ser pL substrat soliisyonu B
eklendi.

e Pleyt folyo ile kapatilarak, 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

e Her bir kuyucuga 50°ser puL stop soliisyonu eklendi, numunelerin renginin sariya
dontistiigi gozlemlendi.

e Stop soliisyonu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 6rnek ve standart absorbanslari

mikropleyt okuyucu spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

Standart konsantrasyonlarina karsi elde edilen absorbans degerleri kullanilarak
standart egri olusturuldu (Sekil 10). Omeklerdeki SOD seviyeleri bu standart egri
kullanilarak hesaplandi ve serum sonuglar1 ng/mL, doku sonuglar1 ng/mg protein cinsinden

verildi.
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Sekil 10. SOD tayininde kullanilan standart grafigi

3.5.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum orneklerindeki GPx seviyeleri rat uyumlu ticari ELISA kiti

kullanilarak {tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi.
Deneyin Yapilisi

e Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve 6rnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina

getirildi.
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e GPx standartlar1 (120-7.5 ng/mL) kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi.

e Standart kuyucuguna 50 uL standart eklendi.

e Numune kuyucuklarina 40 pL numune eklendikten sonra numune kuyucuklarina 10
uL anti-GPx antikoru eklendi.

e Her bir kuyucuga 50°ser uL streptavidin-HRP eklendi.

e Pleyt, folyo ile kapatilarak 37 °C’de ¢alkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.

e Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicisi kullanilarak 5 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

e Her bir kuyucuga 50’ser pL substrat soliisyonu A ve 50’ser pL substrat soliisyonu B
eklendi.

e Pleyt folyo ile kapatilarak, 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

e Her bir kuyucuga 50°ser pL stop soliisyonu eklendi, numunelerin renginin sartya
dontstiigli gozlemlendi.

e Stop soliisyonu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 6rnek ve standart absorbanslari

mikropleyt okuyucu spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

Standart konsantrasyonlarina karsi elde edilen absorbans degerleri kullanilarak
standart egri olusturuldu (Sekil 11). Orneklerdeki GPx seviyeleri bu standart egri
kullanilarak hesaplandi ve serum sonuglari ng/mL, doku sonuglar1 ng/mg protein cinsinden

verildi.

1.8 ~
1.6 -
1.4 4
1.2 4

R2=0.9981

0.8 -
0.6 -
04 T ()
0.2 -

Absorbans (450 nm)

0 20 40 60 80 100 120 140
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 11. GPx tayininde kullanilan standart grafigi
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3.5.6. Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku ve serum orneklerindeki GSH seviyeleri rat uyumlu ticari ELISA kiti

kullanilarak tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi.

Deneyin Yapilist

Tiim reaktifler, standart soliisyonlar ve drnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina
getirildi.

GSH standartlar1 (1000-62.5 mg/L) kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi.
Standart kuyucuguna 50 pL standart eklendi.

Numune kuyucuklarina 40 pL numune eklendikten sonra numune kuyucuklarina 10
uL anti-GSH antikoru eklendi.

Her bir kuyucuga 50’ser uL streptavidin-HRP eklendi.

Pleyt, folyo ile kapatilarak 37 °C’de ¢alkalayicida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda pleyt yikama tamponu ile pleyt yikayicist kullanilarak 5 kez yikandi.
Kuyucuklarda kalan artik yikama tamponu iyice uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 50°ser pL substrat soliisyonu A ve 50°ser pL substrat soliisyonu B
eklendi.

Pleyt folyo ile kapatilarak, 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Her bir kuyucuga 50’ser puL stop soliisyonu eklendi, numunelerin renginin sariya
dontistiigi gozlemlendi.

Stop soliisyonu ekledikten sonra 10 dakika i¢cinde 6rnek ve standart absorbanslari

mikropleyt okuyucu spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

Standart konsantrasyonlarina karsi elde edilen absorbans degerleri kullanilarak

standart egri olusturuldu (Sekil 12). Orneklerdeki GSH seviyeleri bu standart egri

kullanilarak hesaplandi ve serum sonuglar1 pg/mL, doku sonuglari pg/mg protein cinsinden

verildi.
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Sekil 12. GSH tayininde kullanilan standart grafigi

3.5.7. Toplam Oksidan Durumun (TOS) Belirlenmesi

Doku ve serum oOrneklerindeki TOS seviyeleri ticari kolorimetrik kit kullanilarak
iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi ve sonuglar uM H20; esdegeri birimiyle
verildi.  Analizin prensibi numunede bulunan oksidanlarin, Fe?"-o-dianisidin
kompleksindeki Fe?* iyonunu Fe®*" iyonuna oksitlemesi ve asidik ortamda Fe** iyonunun
ksilenol turuncuyla olusturdugu renkli kompleksin renk yogunlugunun spektrofotometrik

olarak dl¢iilmesi esasina dayanir (75).
Deneyin Yapilisi

Tablo 6’da verilen sekilde pipetlenemeler yapilarak deney gergeklestirildi.

Tablo 6. TOS tayini i¢in yapilan islemler

Reaktifler Ornek (unL)  Standart (uL)
Standart - 45
Ornek 45 -
Reaktif | 300 300

Calkalayicida karistirma
30 s sonra mikropleyt okuyucu spektrofotometrede 530 nm’de ilk absorbans (A1) okuma
Reaktif 11 15 15
Calkalayicida karistirma
Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyon ve 530 nm’de ikinci absorbans (A2) okuma
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Hesaplama

530 nm’de her bir 6rnek ve standart i¢in elde edilen A2 absorbansindan A1 absorbansi

cikarilarak absorbans degisimi hesaplandi (AA=A2-A1).
Sonug= [(AA Ornek) / (AA Standart)] x Standart Konsantrasyonu
3.5.8. Toplam Antioksidan Durumun (TAS) Belirlenmesi

Doku ve serum orneklerindeki TAS seviyeleri ticari kolorimetrik kit kullanilarak
iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi ve sonuglar mM troloks esdegeri
birimiyle verildi. Bu yontem Ornekteki antioksidanlarin, renkli 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna
doniistiirmesi prensibine dayanir (76).

Deneyin Yapulist

Tablo 7°de verilen sekilde pipetlenemeler yapilarak deney gergeklestirildi.

Tablo 7. TAS tayini i¢in yapilan iglemler

Reaktifler Ornek (uL) Standart (nL)  H20 (uL)
Deiyonize su - - 18
Standart - 18 -
Ornek 18 - 18
Reaktif | 300 300 300

Calkalayicida karistirma
30 s sonra mikropleyt okuyucu spektrofotometrede 660 nm’de ilk absorbans (A1) okuma
Reaktif 11 45 45 45
Calkalayicida karistirma
Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyon ve 660 nm’de ikinci absorbans (A2) okuma

Hesaplama

660 nm’de her bir 6rnek, standart ve distile su i¢in tespit edilen A2 absorbansindan
A1 absorbansi ¢ikarilarak absorbans degisimi hesaplandi (AA=A>-A1). Deiyonize su renksiz

oldugu ve antioksidan icermedigi i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi.

Sonug= [(AA H20 - AA Ornek) / (AA H20 - AA Standart)] x Standart Konsantrasyonu
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3.5.9. Oksidatif Stres Indeksi’nin (OST) Hesaplanmasi

Serum ve doku &rneklerindeki OSI seviyeleri TOS ve TAS degerleri kullanilarak

asagidaki formiile gore hesaplandi.
OSi= [(TOS, pmol H20; esdegeri/L) / (TAS, pmol troloks esdegeri/L) x 100] (77).
3.6. Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik degerlendirme i¢in alinan her bir testis dokusu; numaralanmis cam
kavanozlardaki Bouin soliisyonunda tespit edildi. Tespit islemi ardindan Bouin soliisyonunu
gidermek i¢in %70’lik alkolde yikanan dokular, daha sonra rutin doku takip islemlerinden
gecirilerek parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan, mikrotom yardimi ile 5 um
kalinliginda seri kesitler alindi. Alman kesitler, 151k mikroskopik degerlendirme igin
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama yontemi ile boyandi ve entellan kullanilarak lamelle
kapatildi. Testis hasarini belirlemek i¢in her bir preparatta 20 seminifer tiibiil degerlendirildi
ve mikroskoba entegre kamera ile fotograflandi. Testikiiler tiibiiller, Tablo 8’de gosterildigi

gibi JTBS kullanilarak puanlandi (78).

Tablo 8. Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi (JTBS)

Skor Histolojik Bulgular

=
o

Tam spermatogenez ve diizenli tiibiil yapis1

Cok sayida spermatozoa ve diizensiz germinal epitel
Az sayida spermatozoa

Spermatozoa yok ve ¢ok sayida spermatid
Spermatozoa yok- az sayida spermatid

Spermatozoa ve spermatid yok-¢ok sayida spermatosit
Spermatozoa ve spermatid yok-az spermatosit

Sadece spermatogonyumlar

Sadece Sertoli hiicreleri

N W s~ OO N 00 ©

Seminifer epitel hiicrelerinin yoklugu
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3.7. istatistiksel Yontemler

Veriler SPSS 23.0 (New York, ABD) programinda istatistiksel olarak
degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol
edildi. Normal dagilima uyan ikiden fazla bagimsiz grubu karsilastirmada ANOVA, post-
hoc Tukey testi kullanildi. Normal dagilima uyan veri setleri aritmetik ortalama+tstandart
sapma olarak ifade edildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

Doku ve serum Ornekleri i¢in biyokimyasal parametre sonuglari sirasi ile Tablo 9 ve

Tablo 10’da verilmistir.

Lipid peroksidasyon gostergesi olan MDA diizeyleri serum ve dokuda I/R grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (sirasiyla p=0.013 ve
p=0.0001). p-CA tedavisi, serum ve dokuda I/R hasari ile artmis MDA seviyelerini anlamli
derecede diisiirdii. Anlamlilik diizeyleri; serumda I/R+p-CA 50 mg/kg igin p=0.001, I/R+p-
CA 100 mg/kg igin p=0.0001 ve dokuda I/R+p-CA 50 mg/kg i¢in p=0.001, I/R+p-CA 100
mg/kg icin p=0.0001 olarak belirlendi.

Doku SOD diizeyleri I/R grubunda kontrole gére azaldi, p-CA gruplarinda ise I/R
grubuna gore artis olsa da gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktu (p>0.05). Serum
SOD diizeyleri I/R+p-CA 100 mg/kg grubunda I/R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksekti (p=0.003).

Doku GPx diizeyleri I/R grubunda kontrol grubuna gére anlamli derecede diisiik
(p=0.031) iken I/R+p-CA 100 mg/kg grubunda I/R grubuna gére anlamli derecede yiiksekti
(p=0.041). Serum GPx diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktu
(p>0.05).

GSH diizeyleri serum ve dokuda I/R grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiiktii (sirayla p=0.046 ve p=0.001). I/R+p-CA 100 mg/kg
grubunda I/R hasari ile azalan GSH diizeylerinde anlamli derecede artis goriildii (sirayla
p=0.0001 ve p=0.013). Serum I/R+p-CA 50 mg/kg grubunda, I/R grubuna gore istatistiksel

olarak anlaml artig goriildii.

Doku TOS diizeyleri I/R grubunda kontrole gére anlamli derecede yiiksekti
(p=0.0001), p-CA tedavi gruplarinda I/R grubuna gére anlamli azalis goriildii. Doku TAS
diizeyleri I/R grubunda kontrole gore anlamli olarak diisiiktii (p=0.035). Serum TAS, TOS

diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).

Doku OSI degeri I/R grubunda kontrole gore anlamli artis gosterirken (p=0.002),
[/R+p-CA 100 mg/kg grubunda I/R grubuna gore anlaml olarak diisiiktii (p=0.002). Serum
OSI degeri I/R+p-CA 100 mg/kg grubunda I/R grubuna gére anlamli olarak diisiiktii
(p=0.042).
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiillerin ve peritiibiiler dokunun normal
goriiniimde oldugu goriildii. Seminifer tiiblillerde gelisimlerinin farkli asamalarindaki

germinal hiicreler ve tiibiil liimeninde ¢ok sayida spermatozoa mevcuttu (Resim 1).

I/R grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiil epitelinde belirgin vakuolizasyon ve
ayrilmalar mevcuttu. Cogu tiibiil liimeninde germinal epitele ait olgunlasmadan dokiilmiis

germ hiicreleri goriildii (Resim 2).

Etanol grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiil epiteli kontrol grubuna benzer sekilde
ve normal goriinlimdeydi. Seminifer tiibiiller; ¢ok sayida farkli gelisim asamasinda germinal
hiicre igeriyordu ve liimenlerinde ¢ok sayida spermatozoa mevcuttu. Peritiibliler dokuda ¢ok

hafif bir 6dem disinda kontrole benzer goriiniimdeydi (Resim 3).

[/R+p-CA 50 mg/kg grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiil germinal epitelindeki
vakuolizasyon ve ayrilmalarin azalmakla birlikte devam ettigi ve tiibiil genel yapisinin biraz

diizeldigi goriildii (Resim 4).

I/R+p-CA 100 mg/kg grubuna ait kesitlerde seminifer tiibiil yapisinin belirgin olarak
diizelmis oldugu, vakuolizasyonlarin ve ayrilmalarin oldukg¢a azaldigi goriildii. Tiibiil
liimenine dokiilmiis olgunlasmamis germinal hiicrelerin ve olgunlasmamis hiicre iceren
tiibiillerin oldukga azaldig1 ve llimeninde spermatozoa bulunan tiibiillerin ise arttig1 goriildi

(Resim 5).

JTBS, I/R ve p-CA tedavi gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak daha
diisiiktii (sirayla p=0.0001, p=0.0001 ve p=0.005). I/R+p-CA 100 mg/kg grubunda I/R
grubuna gore histopatolojik skor seviyesi anlamli olarak diizeldi (p=0.005) (Tablo 11).

Tablo 11. Doku 6rneklerindeki histopatolojik parametre sonuglari

Parametre Kontrol I/R Etanol I/R+ p-CA I/R+ p-CA
50 mg/kg 100 mg/kg

JTBS 9.57+0.35 6.57+0.352 9.47+0.42 7.65+0.902 8.27+1.172P
3(p=0.0001) (p=0.0001)  %(p=0.005)

b(p=0.005)

aNegatif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki (p<0.05) gosterir.
P[/R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki (p<0.05) gosterir.
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Resim 1. Kontrol grubuna ait testis kesiti. Seminifer tiibiil limeninde spermatozoa (ok basi)
(H&E x200).

Resim 2. I/R grubuna ait testis kesiti. Seminifer tiibiil liimeninde olgunlasmamis germinal
epitel hiicreleri (yildiz), tiibiil epitelinde vakuolizasyon (ok) ve ayrilmalar (¢ift
basl ok) (H&E x200).
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Resim 3. Etanol grubuna ait testis kesiti. Seminifer tiibiil liimeninde spermatozoalar
(ok bas1) (H&E x200).

Resim 4. I/R+p-CA 50 mg/kg grubuna ait testis kesiti. Seminifer tiibiil epitelinde
vakuolizasyon (ok) ve ayrilmalar (gift bash ok) (H&E x200).
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Resim 5. I/R+p-CA 100 mg/kg grubuna ait testis kesiti. Seminifer tiibiil liimeninde
olgunlasmamis germinal epitel hiicreleri (y1ldiz), tiibiil epitelinde vakuolizasyon
(ok), seminifer tiibiil liimeninde spermatozoalar (ok basi) (H&E x200).
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5. TARTISMA ve SONUC

Testis torsiyonu, testisin ve spermatik kordun rotasyonunu igerir. Etkilenen testiste
kan akisim1 siirlayarak testis atrofisine neden olur. Testislerdeki arterlerin anastomoz
olusturmamasi ve tunika albuginea’nin elastik olmayan yapisi travma sirasinda testisin telafi
edici genislemesini sinirladigindan doku iskemik hasara karsi hassas hale gelir. Testikiiler
I/R hasari, TT’nin temel patofizyolojisini olusturur (70). TT’nin derecesi, iskemi ve
reperfiizyon periyodlarmin siiresi, dokunun dogal hassasiyeti ve I/R hasarmin ciddiyeti gibi
faktorler testikiiler hasara sebep olmakla birlikte testikiiler hasar1 belirleyen en 6nemli iki
faktor, semptomlarin baglamasindan spermatik kordun detorsiyonuna kadar ge¢cen zamanin
uzunlugu ve kordun donme derecesidir (69, 79). Yapilan deneysel bir caligmada rat
testislerinin  180°, 360° ve 720° torsiyonu sonucu, 180°’de akut vaskiiler degisim
goriilmedigi, 360°°de 2 saatlik torsiyon sonrasi orta siddette iskemi olustugu, 720°’de 4
saatlik torsiyon sonrasi tam infarkt olustugu ortaya konmustur (80). Sol testisin sol spermatik
kordun uzunluguna bagl olarak sag testisten daha fazla torsiyone oldugu tespit edilmistir
(81). Reperfiizyon siiresinin, I/R sonras1 ROS artisina eslik eden oksidatif stresten
kaynaklanan kontralateral testis hasarini belirledigi gosterilmistir (53). Kontralateral testis
dokular1 ¢alismamiz kapsaminda olmadigindan, reperfiizyon siiresi kisa tutulmustur. Bizde
calismamizda, ratlarda 4 saatlik 720° sol ipsilateral testis torsiyonundan sonra 2 saat
detorsiyon ile I/R modelini olusturduk ve deney sonrast ipsilateral orsiektomi ile elde edilen

sol testis dokular1 ve serum Orneklerinde calismay1 gergeklestirdik.

Testis dokusunda hiicre bdliinmesi ve mitokondriyal oksijen tliketiminin yiiksek
olmasina ilaveten diger dokulara gore nispeten daha yiiksek oranda doymamis yag asitleri
(6zellikle 20:4, 22:6) icermesi ve potansiyel ROS fireten sistemlerin varligi, testisleri
oksidatif strese karsi savunmasiz hale getirir (34, 82). Ayrica testislerdeki kapiller basing
diger organlardakinden daha diisiiktlir. Seminifer tiibiillerdeki yiiksek metabolik aktivite,
diisiik oksijen ve diisiik vaskiiler perfiizyon basing ortamina uygundur ve normal kosullar
altinda, damarlarin yayilis1 testise yeterli miktarda besin ve oksijen saglayabilir. Testislerde
vaskiilarizasyon zayiftir (34). Bu nedenle oksijen basinci diisiiktiir ve oksijen i¢in ciddi bir
hiicre rekabeti vardir. Testis hiicrelerinin fonksiyonlarini yerine getirmesi igin lretilen
serbest radikaller ile metabolizmas: arasinda bir denge olusturmak gerekir ¢linkii testis
biyolojik sistemi serbest radikallerin olumsuz etkilerini detoksifiye edemez veya

onaramazsa, hiicreler ve doku ciddi sekilde hasar goriir. Bu baglamda, antioksidanlar serbest
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radikallere kars1 koyarak veya testikiiler hiicrelerde olusumlarin1 engelleyerek bu hasari

Onleyebilir (82).

Testis torsiyonu vakalarinda klinisyenler, cerrahi detorsiyon dncesinde reperfiizyon
hasarimin sebep oldugu oksidatif stresin zararl etkilerine kars1 akut koruyucu tedbir olarak
iskemik donemde farmakolojik ve antioksidan ajan enjeksiyonu gibi medikal tedaviler
uygulayarak doku hasarin1 azaltmay:r amaglamaktadirlar. Ciinkii dokuda I/R’den kisa bir
siire sonra oksidatif hasar maksimuma ulasir bu nedenle, detorsiyon oncesi maksimum
oksidatif korumaya sahip olmak Onemlidir (83). Literatiirde detorsiyon Oncesinde veya
sonrasinda, i.p, intratestikiiler, intravendz ve oral yollarla antioksidan ajan uygulayan
calismalar olmakla birlikte en yaygin yontem olarak detorsiyon Oncesinde i.p ajan
enjeksiyonu kullanilmaktadir. Bu baglamda ¢alismamizda kullandigimiz antioksidan ajan p-
CA, dokuda yeterli konsantrasyona ulasabilmesi i¢in detorsiyondan 30 dk once i.p olarak
uygulandi. Ayrica ¢alismamizda antioksidan ajan olarak arastirilan p-CA’nin literatiirde
mevcut olan farkli I/R modelleri géz dniine almarak 50 mg/kg ve 100 mg/kg olacak sekilde
iki doz halinde uygulanmasina karar verildi (11, 84). Literatiirdeki deneysel ¢alismalarda I/R
hasar1 ile iligkili patolojik durumlarin tespitinde oksidatif stres ile iliski parametreler,
inflamatuar parametreler ve histopatolojik degerlendirme siklikla kullanilmaktadir. Bu
calismada I/R hasarmin derecesi JTBS kullanilarak histopatolojik olarak, doku ve serumda
oksidatif hasar gostergeleri kullanilarak da biyokimyasal olarak belirlendi ve p-CA’nin bu

hasar tizerindeki etkileri incelendi.

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda antioksidan ozellikleri ile dikkat ¢eken p-
CA’nin etkisi, I/R hasar1 olusturulan bircok dokuda yapilan galismalarla degerlendirildigi
goriilmekle birlikte TT olusturulan deney hayvanlari iizerinde etkisini arastiran bir ¢aligmaya
rastlanmamustir. Tanyeli ve ark. (12) sol renal arter klemplemesi ile olusturduklari renal I/R
modelinde, p-CA’y1 iskemiden 60 dk 6nce ve reperfiizyondan 30 dk dnce olacak sekilde iki
doz halinde uyguladiklar1 ¢calismada; shama gére I/R grubunda TAS ve SOD seviyesinde
azalma, TOS, MDA ve OSI degerlerinde yiikselme tespit etmislerdir. p-CA uygulanan
gruplarda TAS ve SOD degerinde artis, TOS ve MDA degerlerinde ise diisiis tespit
etmislerdir. Ve yine Tanyeli ve ark.’nin (85) gerceklestirdigi deneysel intestinal I/R
modelinde I/R grubunda oksidatif hasara bagli olarak MDA seviyesi, TOS ve OSI
degerlerinin arttigi, TAS degeri ve SOD aktivitesinin azaldigi, p-CA gruplarinda ise I/R
grubuna gére MDA seviyesi, TOS ve OSI degerlerinin azaldigi, TAS degeri ve SOD
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aktivitesinin arttig1 bildirilmistir. Parvizi ve ark. (86) tarafindan olusturulan hepatik I/R
modelinde 100 mg/kg p-CA’nin 7 giin i.p enjeksiyonunun ratlarda antioksidan seviyelerini
(SOD, GSH ve CAT) artirdigi, karaciger fonksiyonel enzimlerini (ALT, AST, ALP) ve
kaspaz-3’iin gen ekspresyonlarin1 azaltarak karacigeri I/R hasarma karst korudugu
saptanmistir. Sakamula ve ark. (10) 2 hafta oral yoldan 100 mg/kg p-CA uygulamas1 sonrast
bilateral ana karotis arter okliizyonu ile serebral I/R olusturulan farelerde; MDA
seviyelerinin, beyin enfarktiis voliimiiniin ve hipokampal ndronal 6liimiin azaldigini, CAT

ve SOD aktivitesinin arttigini tespit etmistir.

Calismamiza konu olan deney hayvanlari ile olusturulan TT modellerinde ise farkl
antioksidan maddeleri kullanilarak yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur (87-89). Deneysel
akut TT calismalarinda sonuglar deneylerde kullanilan torsiyon olusturma ydntemine,
torsiyon derecesi ve siiresine, hayvan tiirline ve yasina, gozlem siiresine ve calisilan

parametrelere gore farklilik gdstermektedir (90).

Testis torsiyonu c¢alismalarinda oksidatif stresin biyokimyasal belirtegleri, ciddi
fizyolojik ve morfolojik degisiklikler olusmadan Onceki erken hiicresel degisiklikleri
saptamada kullanilir (53). MDA lipid peroksidasyon derecesini temsil eder ve dolayli olarak
I/R hasar derecesini gosterir (91). Literatiirde MDA seviyeleri bakimindan gruplar arasi fark
bulamayan az sayida calisma olmakla birlikte (90, 92), ¢ogunda I/R sonucu MDA
seviyelerinde artis gézlenmistir (93-96). Calismamizda doku ve serum MDA seviyelerini
degerlendirdigimizde literatiirdeki c¢aligmalarla benzer olarak I/R grubunda MDA
seviyelerinde kontrole gore artis gdzlendi. p-CA tedavisi sonrast doku ve serumda I/R
grubuna gore MDA seviyelerindeki azalisin sebebi p-CA’nin lipid peroksidasyonunu

onleyerek MDA birikimini azaltmasina bagl olabilir.

GPx ve SOD normal sartlar altinda olusan ROS’un zararl etkilerine kars1 enzimatik
antioksidan savunma sisteminde yer alir. GSH ise hiicrelerde bol bulunan protein olmayan
tiyoldiir ve rat testislerinde yiiksek konsantrasyonlarda oldugu bildirilmistir (97). Wei ve ark.
(96) sol testisin 720° 2 saat torsiyon 4 saat detorsiyonu modelinde SOD aktivitesinin
azaldigin belirtmiglerdir. Ayan ve ark. (14) 2 saat iskemi 30 dk detorsiyon sonrasi torsiyon
grubundaki SOD ve GPx aktivitelerini sham grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulmuglardir. Testisteki SOD ve GPx enzim aktivitelerinin artiginin hiicresel oksidatif stresi
yansitabilecegini veya bu enzimlerin kompansatuar mekanizmalara dahil olabilecegi icin

artig gosterdigini belirtmislerdir. Abbasoglu ve ark. (98) sol testis 720° 2 saat torsiyon 2 saat
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detorsiyon modelinde gruplar aras1 SOD ve GPx aktivitelerinde farklilik olmadigini tespit
etmislerdir. Chi ve ark. (99) I/R sonucu doku GPx seviyelerinde azalma oldugunu
saptamislardir, benzer sekilde Shamsi-Gamchi ve ark. (100) TT ve T/D uygulanan gruplarda
kontrole gore GPx seviyelerinde azalma oldugunu belirtmislerdir. Atilgan ve ark. (101)
serum ve doku SOD seviyelerini I/R grubundaki ratlarda kontrol grubuna gére anlamli
olarak yiiksek bulmuslardir. 2 saat torsiyon, 24 saat detorsiyon ile olusturulan I/R modelinde
Qiao ve ark. (102) T/D’nin SOD aktivitesi iizerinde belirgin bir etkisi olmamasina karsin
GPx aktivitesinin azaldigini belirtmislerdir. 4 saat torsiyon 4 saat detorsiyon uygulanan
baska bir I/R modelinde I/R hasar1 ile SOD aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (102).
Guimaraes ve ark. (103) I/R sonucu dokuda GSH seviyesinde diisiis tespit etmislerdir. Bodur
ve ark. (104) T/D grubunda kontrolle kiyaslandiginda GPx aktivitesinde artig, gruplar
arasinda SOD aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde farklilik saptamamislardir. Prepubertal
ratlarda yapilan ¢alismada I/R grubunda ipsilateral testislerde SOD ve GPx aktivitelerinde
artig tespit edildigi bildirilmistir (105). Celik ve ark. (106) yapmis olduklar1 deneysel
calismada kontrol ve diger gruplara gore T/D grubunda SOD, GSH diizeylerinin azaldigini
ortaya koymuslardir. 2 saat torsiyon 2 saat detorsiyon modelinde I/R grubunda SOD enzim
aktivitesinin azalmasi yetersiz antioksidan kapasite ile iligkilendirilmistir (91). Uz ve ark.
(107) sol testisin 720° 2 saat torsiyon 4 saat detorsiyonu ile olusturulan I/R modelinde
antioksidan uygulanan grupta SOD aktivitesinde azalma, GPx aktivitesinde artig tespit
etmislerdir. Fouad ve ark. (108) T/D sonras1 sham operasyon grubuna kiyasla GPx ve SOD
aktivitelerinde azalma ayrica tedavi sonrasi GPx ve SOD aktivitesinde artig tespit

etmislerdir.

Calismamizda doku SOD diizeyleri gruplar arasinda anlamli farklilik gostermezken,
serum SOD diizeylerinin I/R sonucu azalist anlamli degildi ayrica 100 mg/kg p-CA
uygulamasi ile SOD diizeyleri I/R grubuna gére anlamli olarak yiikselmistir. Calismamizda
I/R sonucu doku GPx diizeylerinde anlamli diisiis tespit ettik, 100 mg/kg p-CA uygulamasi
ile doku GPx diizeyleri I/R grubuna gére anlamli artis gdsterdi. Serum GPx seviyelerinde
I/R sonucu diisiis, p-CA tedavisi sonrasi artis tespit edilse de gruplar arasinda istatistiksel
acidan fark yoktu. Calismamizda endojen antioksidan molekiil GSH diizeyi serum ve dokuda
I/R sonucu anlamli diizeyde azalmistir. p-CA tedavisi bekledigimiz gibi azalan GSH
seviyelerini artirmistir. Calismamizda I/R grubundaki MDA seviyelerinde artis GSH, GPx
seviyelerinde azalma, testis T/D sonrast artan ROS iiretiminin, testislerde endojen

antioksidanlarin inaktivasyonuna yol a¢tigini diisiindiirmektedir. Reperfiizyon 6ncesi p-CA
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enjeksiyonu ipsilateral testislerde GPx ve GSH miktarin1 6nemli 6l¢iide artirmistir. Bu
sonuglar, p-CA’nin testislerde bu antioksidan enzimlerin seviyelerini artirarak ROS'u

temizleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Oksidatif stres oksidanlarda artis ve/veya antioksidanlarda azalis ile kendini gosterir,
bu nedenle viicudun genel veya net oksidatif durumunu degerlendirmek icin toplam oksidan
ve antioksidan seviyelerin ayni anda dl¢iilmesi gerekir. Farkli biyolojik numunelerin farkli
antioksidanlar1 igermesi ve potansiyel etkilesimleri, her bir antioksidani ayr1 ayr1 6lgmeyi
zorlastirdigindan bu tip bir 6l¢iim viicudun genel antioksidan durumunu temsil etmez. TAS
olarak bilinen tiim antioksidanlarin birlesik aktivitelerinin 6l¢iimii genel antioksidatif
durumu tahmin etmek i¢in kullanilir. Benzer sekilde, TOS genel oksidasyon durumunu
6lemek icin kullanilir (109). TAS ve TOS’un, GPx, MDA ve CAT gibi oksidan ve

antioksidan parametrelerin bir kombinasyonu oldugu belirtilmistir (99).

Koksal ve ark. (92) 1 saat iskemi ve 24 saat perfiizyondan sonra tiim gruplarda TAS
ve TOS degerleri arasinda fark tespit edememislerdir. Gokge ve ark. (110) C57BL/6
farelerde 720°, 2 saat torsiyon ve 4 saat detorsiyon modelinde kontrol grubuna kiyasla T/D
grubunda TOS ve OSI seviyelerinin anlamli derecede yiikseldigini bildirmislerdir. Shamsi-
Gamchi ve ark. (100) T/D uygulanan gruplarda TT uygulanan gruplara kiyasla TAS
seviyesinde artis tespit etmis, TAS 1n tek basina testislerdeki gercek antioksidan durumu
temsil etmedigini ve TAS diizeyindeki artisin, resirkiile edilen oksijenli kanin antioksidan
icerigiyle iliskili olabilecegini ileri sirmiislerdir. Yulug ve ark. (15) sol testis 720° 4 saat
torsiyon uygulanan ratlarda detorsiyondan 24 saat sonra elde edilen numuneler ile yapilan
calismada serum TOS ve OSI seviyeleri T/D ile énemli artis gosterirken, TAS seviyeleri
azalmistir. Chi ve ark. (99) T/D grubunda serum TAS seviyelerinde azalma ile birlikte serum
OSI ve TOS seviyelerinde artis tespit etmislerdir. Guimaraes ve ark. (103) I/R sonucu
plazma TAS seviyelerinde gruplar arasinda fark bulamamislardir. Tusat ve ark. (111) T/D
grubunda kontrol grubuna gére serum TOS ve OSI diizeylerinin anlamli derecede yiiksek
oldugunu ancak serum TAS diizeyleri ac¢isindan gruplar arasinda anlamli fark
saptanmadigin1 belirtmislerdir. Demir ve ark. (112) T/D sonras1 OSI ve TOS seviyelerinde
kontrole gore artig oldugunu tedavi grubunda ise TAS seviyelerinin T/D grubuna gore
yuksek oldugunu ancak aralarinda istatistiksel agidan fark olmadigini belirtmislerdir.
Calismamizda I/R grubunda doku TOS ve OSI seviyelerinin yiikselisi, TAS seviyelerinin

diismesi oksidan maddelerin asir1 liretimine veya atiliminin azalmasina bagl olabilir ayrica
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bu durum akut testikiiler hasarmn olustugunu destekler nitelikteydi. Serumda kontrol ve I/R
grubu arasinda TAS/TOS/OSI seviyelerinde 6nemli farkliliklarin olmamasi, akut spermatik
kord T/D sonucu dokuda hasar olusturan mediatorlerin, kandaki antioksidan sistemi

etkilemedigini diistindiirmektedir.

Iskemi reperfiizyon hasarinin histopatolojik degerlendirmesinde mikroskobik
skorlama sistemi yaygin olarak kullanilir (113). Johnsen skorlamasi seminifer tiibiillerin
yanisira gozlemlenen hiicrelerin profiline gore spermatogenezi degerlendirmek igin
kullanilan  skorlama sistemidir, germinal epiteldeki progresif dejenerasyonun
degerlendirilmesi ile histopatolojik hasar Slgiiliir. Testiste histopatolojik hasar arttik¢a skor
azalir (78). Literatiirdeki bir¢ok ¢alismada JTBS’nin T/D uygulanan grupta kontrole gore
diisiik oldugu gosterilmistir (15, 94, 98, 99). Seker ve ark. (94) tarafindan yapilan deneysel
bir ¢aligmada, I/R grubunda seminifer tiibiillerde ve germ hiicrelerinde dejenerasyonlar
goriildiigiinii belirtmislerdir. Kim ve ark. (114) I/R grubunda anormal morfoloji ve bozulmus
spermatogenez tespit etmistir. Mirhoseini ve ark. (115) T/D grubunda kontrole kiyasla
seminifer tiibiil capinin 6nemli 6l¢iide azaldigini ortaya koymustur. Calismamizda literatiirle
uyumlu olarak I/R grubunda JTBS kontrole gére diisiiktii, 100 mg/kg p-CA uygulamast ile
I/R grubuna gore JTBS’de artis gézlendi. Ayrica kontrol grubunda seminifer tiibiiller normal
goriiniimde iken, I/R grubunda tiibiil epitelinde vakuolizasyon ve ayrilmalar mevcuttu, p-
CA tedavisi ile vakuolizasyon ve ayrilmalarda azalma tespit edildi. Bu durum p-CA’nin

histopatolojik hasar1 6nledigini diislindiirmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclar dogrultusunda testiste T/D ile olusturulan
testikiiler I/R hasarinda p-CA’nin yiiksek doz uygulamasmin testikiiler hasara kars:
koruyucu etkisinin oldugu ortaya konulmustur. Bu sonuglar, igeriginde p-CA bulunan,
aralarinda bolgemizde de siklikla {iretilen ve kullanilan kusburnu, karayemis, Tiirk
propolisi’nin de yer aldig1 bir¢ok dogal iiriintin TT vakalarinda kullaniminin olumlu sonuglar
dogurabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak torsiyon sonrasi molekiiler belirtecler veya
histolojik derecelendirme pratik ve anlik veriler saglamasimin yaninda dolayli lgiim
olduklarindan uzun vadeli fonksiyonel sonuglari yansitmazlar. Histolojik 6l¢iimlerin
torsiyon sonrasi insanlarda pratik olarak elde edilememesi bu 6l¢tim kullanilarak sunulan
hayvan deneyi sonuglarinin insan sonuglariyla iligskilendirilmesini miimkiin kilmamaktadir

(116). Bu baglamda ¢alismamizda p-CA’nimn I/R kaynakli testis hasari {izerindeki etkinligi
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ve iligkili doku hasarini azaltmasi konusunda elde ettigimiz sonuglarin klinik aragtirmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
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