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Amag: Testis torsiyonunda cerrahi olarak detorsiyone edilen
testiste gelisen iskemi/reperfiizyon (I/R) hasar iizerine {loprost ve
diisiik doz Metotreksat’in koruyucu etkilerini arastirmak.

Gerec ve Yontem: Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi. Grup 1 (sham),
Grup 2 = Iskemi/Reperfiizyon, ilag verilmedi. Grup 3 =
Iskemi/Reperfiizyon + Iloprost (10 pgkg) ve Grup 4 =
Iskemi/Reperfiizyon + Diisiik doz Metotreksat (6 mg/kg).
Torsiyon/iskemi ve detorsiyon/reperfiizyon siireleri 4’er saat olarak
belirlenmigtir. ~ Medikasyonlar  intraperitoneal  yolla  testis
torsiyonunu takiben 3. saatte verilmistir. Her 4 grupta islemin
baslangicindan 8 saat sonra detorsiyone sag testis ¢ikarilmigtir.

Bulgular: Calismamizda, iloprost ve diisik doz metotreksat
verilmesinin total antioksidan kapasiteyi (TAK) istatistiksel olarak
anlamli arttirdigini, oksidan kapasite markirt olan total oksidan
kapasite (TOK) ve oksidatif stres indeks oraninmi (OSI) ise
istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalttigim belirledik. Iskemi-
reperflizyon grubu testislerde testis gruplari arasinda Johnsen
skorlama sistemine gore istatistiksel farklilik saptanmadi.

Sonug: Bizim diisiincemize gore iloprost ve diisiik doz metotreksat
tedavisi, testis 6rneklerinde antioksidan aktiviteyi arttirmig, oksidan
aktiviteyi de baskilamigtir. Ancak, histopatolojik incelemede ve
spermatogenes skorlarinda bir degisime neden olmamustir.

Anahtar Kelimeler: Testis torsiyonu, detorsiyon, antioksidan,

iskemi/reperfiizyon, iloprost, diisiik doz metotreksat

ABSTRACT

Objective: To investigate the protective effects of iloprost and
low-dose methotrexate on ischemia/reperfusion (I/R) injury in
surgically detorsed testicular torsion.

Material and Methods: Rats were randomly divided into 4
groups: Group 1 (sham), Group 2: Only testicular I/R; Group 3:
I/R+iloprost (10 ng/kg) and Group 4: I/R+low dose metotrexate
(6 mg/kg). Torsion / ischemia and detorsion / reperfusion times
were determined as 4 hours. Medications were given
intraperitoneally at 3 hours following onset of testicular torsion.
Detorsioned right testises were removed 8 hours after the
begining of the procedure in all 4 groups.

Results: In our study, we found that administration of iloprost
and metotrexate significantly increased total antioxidant
capacity (TAC) while reducing total oxidant statiis (TOS) and
oxidative stress index (OSI) levels significantly. No statistically
significant difference was found for testicles in I/R groups
according to the Johnsen scoring system.

Conclusion:  Admnistration of iloprost and low dose
methotrexate treatment increased antioxidant activity in
testicular samples while suppressing oxidant activity. However,
there was no change in histopathological examination and
spermatogenesis scores.

Keywords: Testis torsion, detorsion, antioxidant,

ischemia/reperfusion, iloprost, methotrexate
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GIRIS

Adolesan ve c¢ocukluk doneminde olusan testis
torsiyonu, doku hipoksisi ve nihayetinde germinal
hiicrelerin nekrozu ile karakterize, subfertilite veya
infertiliteye neden olan iirolojik bir acildir (1,2).
Testisin iyilesmesi i¢in kan akimmin erken dénemde
yeniden tesis edilmesini gerektirir ve bu nedenle testis
hizla detorsiyone edilmelidir. Reperfiizyon iskemik
dokunun canlilign icin gerekli olsa da reperfiizyon
sirasinda  reaktif oksijen tiirleri (ROS) nedeniyle
reperfiizyon hasar1 olusabilir (3,4). iskemi-reperfiizyon
(I/R) hasarinin  altinda yatan temel patolojik
mekanizma tam olarak bilinmemekle beraber, bu
tablonun oksidatif stresle antioksidan sistem arasindaki
dengesizlikten kaynaklandigi diisiiniilmektedir (4). Bu
sebeple, testikiiler torsiyonda testisin reperfiizyon
hasarindan korunmasi ¢ok énemlidir.

Iloprost, esasen endotel hiicreleri tarafindan arasidonik
asitten sentezlenen epoprostenoliin  sentetik  bir
analogudur (Prostaglandin I, = PGl,, prostasiklin)
(5,6). lloprost trombosit agregasyon inhibisyonu,
vazodilatasyon, fibrinolizis, antienflamatuar etki,
proanjiyojenik etki (vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii aracili) ve iskemi-reperfiizyon hasarina karsi
koruyucu yaparak etkinligini gosterir (7-9).

Metotreksat (MTX), dihidrofolat rediiktaz enzimini
inhibisyonu ile DNA ve RNA sentezini engelleyerek
folik asidi antagonize eder (10). Yiksek dozlarda
gesitli neoplastik hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakla birlikte, diisik dozlarda giiclii bir
antienflamatuar ajan olarak graft vs host hastaliklari
(11), romatoid artrit (12) gibi iltihapl hastaliklarda
haftalik 0.1-0.3 mg / kg dozunda kullanilabilir.
Metotreksatin antienflamatuar etkinligi esas olarak
adenozinin salinmasi ile gergeklesmektedir.
Metotreksatin ayrica enfarktiis boyutunu sinirladigi ve
kalpteki I/R hasarina karst giiglii bir kardiyovaskiiler
koruma etkisi gosterdigi bildirilmistir (13).
Caligmamizda testis torsiyonu olusturulan rat
modelinde, iloprost ve diisik doz metotreksatin

oksidatif ve antioksidatif mekanzimalara etkisini ve
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testis hasarlanmasina yonelik koruyucu rollerini

degerlendirmeyi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Calisma 250-300 gr agirhginda 24 adet Sprague-
Dawley cinsi erkek si¢an ile yapildi. Calisma, Lokal
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izni
alindiktan sonra, Ankara Egitim Arastirma Hastanesi
Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda gergeklestirildi
(Tarih/  No: 27.12.2013/249). Hayvanlara ilgili
islemlerde “Guide for the Care and Use of the
Laboratory Animals” kurallar1 uygulandi. Sicanlar tel
kafeslerde 12 saatlik gece-giindiiz dongiisiine tabi
tutuldu, standart besinler ve suyla beslendi.
Hipotermiden kaginmak i¢in calisma siiresince 1sitici
standart lamba ile viicut sicakliklart korundu. Anestezi
amaciyla, kas icine 50 mg/kg ketamin (Ketalar®,
Pfizer Pharma GMBH, Germany) ve 10 mg/kg ksilazin
hidroklorit (Alfazyne®, %2, Alfasan International,
3440 AB, Woerden, Holland) uygulandi.

Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi: Grup 1(Sham) = 6,
Grup 2(1/R) = 6 (I/R ve medikasyon yok), Grup 3(I/R +
iloprost) = 6 (I/R + 10 pg/kg floprost) (Ilomedin 20,
Schering, Almanya), Grup 4(I/R + Methotrexate) = 6
(/IR + 6 mg/kg MTX) (Methorexate, Kogak ilag,
Istanbul, Tiirkiye).

Grup 1 (kontrol, sham)’de, sag testise skrotal insizyon
ve diseksiyon ile ulagildi. Testis disart alinip tekrar
yerine yerlestirildi. Cilt 5/0 ipek siitiir ile onarildi. Ek
islem yapilmadi.

Grup 2 (I/R)’de ilk gruba ek olarak digart ¢ikarilan
testis saat yoniinde 720 ° déndiiriiliip skrotum cildine
5/0 ipek ile fikse edilerek deneysel ekstravaginal testis
torsiyonu modeli olusturuldu. Cilt 5/0 ipek ile onarild1.
Ek medikasyon uygulanmadi. Torsiyon siiresi 4 saat
olarak belirlendi, takiben detorsiyon gergeklestirildi.
Detersiyon sonrasi testis dort saatlik reperfiizyon
uygulandi ve sonucunda deneklere unilateral

orsiektomi uygulandi.
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Grup 3 (I/R + Tloprost, 10 pg/kg)’de, I/R islemine ek
olarak detorsiyondan 1 saat &nce iloprost (1 ml %0.9
NaCl i¢inde ¢6ziinmiis 10 pg/kg) intraperitoneal (i.p.)
uygulamasi yapildi. Detorsiyondan sonrasit 4. saatin
bitiminde unilateral orsicktomi uygulandi.

Grup 4 ('R + MTX 6 mg/kg)’de, I/R islemine ek
olarak detorsiyondan 1 saat dnce diisitk doz MTX (1 ml
%0.9 NaCl i¢inde ¢6ziinmils 6 mg/kg) i.p. uygulandi.
Dordiincli  saat sonunda unilateral  orsiektomi
uygulandi.

Deney prosediiriiniin baslangicindan 8 saat sonra, tim
grupta da testisler histopatalojik ve spermatogenetik
degerlendirme i¢in alinirken biyokimyasal testler igin

kan 6rnekleri kardiyak yolla elde edildi.

Biyokimyasal Degerlendirme

Total Antioksidan Kapasite

Total antioksidan durum Olgiiminde, TAK Kiti
kullanildi. Yontem de, antioksidanlarm, koyu mavi-
yesil renkli ABTS radikalini, renksiz ABTS formuna
indirgemesi esast gozetildi. TAK Olglimii, kitin
uygulama yonergelerine uygun olarak,
spektrofotometre (Shimadzu UV 1700A) 25 °C’ye
ayarlanarak, 500 mL reaktif 1 (6l¢iim tamponu) ve 30
mL serum karistiritlip 660 nm’de absorbansi 6l¢iildii.
Karisima 75 mL reaktif 2 (renkli ABTS soliisyonu)
eklenerek 10 dk inkiibasyondan sonra tekrar 660 nm’de
absorbans Olgiildii. Standartlar, serum yerine 0
(standart 1) ve 1 (standart 2) milimolar Trolox
ekivalan/litre (mmol Trolox Eq/L) konsantrasyondaki
kitin standart ¢ozeltileri kullanilarak ¢alisild1. Tkinci ve
ilk Olglimler arasindaki farktan absorbans degisimi
(AAbs) hesaplandi. Serumlardaki TAK diizeyleri
(mmol Trolox Eq/L) kitte belirtilen asagidaki formiille
hesaplandi. TAK=[(AAbs standart 1)-(AAbs numune)]
/ [(AAbs standart 1)-(AAbs standart 2)] (14).

Total Oksidan Kapasite

Total oksidan durum &lgiimiinde, TOK kiti kullanildu.
Yontem de, oksidanlarin  ferré6z  iyon-selator
kompleksini ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan

ferrik iyonlarn asidik ortamda kromojen madde ile
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renk olusturmasi esasit gozetildi. TOK oSl¢iimi, Kitin

uygulama
spektrofotometre (Shimadzu UV 1700A) 25 °C’ye

yonergelerine uygun olarak,

ayarlanarak, 500 mL reaktif 1 (6l¢lim tamponu) ve 75
mL serum karistirilip 530 nm’de absorbanst dlgiildii.
Karisima 25 mL reaktif 2 (pro-kromojen soliisyon)
eklenerek 10 dk inkiibasyondan sonra tekrar 530 nm’de
absorbans 6l¢iildii. Kitin kalite degerlendirilmesinde kit
yonergesine uygun olarak ornek yerine deiyonize su
kullanilarak ¢aligilan reaktif koriiniin absorbansi
0.500’den  kiigiiktii. Standart, serum yerine 20
mikromolar hidrojen peroksit (H.O.) ekivalan/litre
(mmol H;O; Eq/L) igeren dilue standart g¢ozeltisi
kullanildi. Tkinci ve ilk &lgiimler arasindaki farktan
absorbans degisimi (AAbs) hesaplandi. Serumlardaki
TOK diizeyleri (mmol H.O, Eg/L) Kkitte belirtilen
asagidaki formiille hesaplandi. TOK= [(AAbs serum) /
(AADs standart)] x 20 (15).

Oksidatif Stres Indeksi

TAK ve TOK degerlerinin yiizde orani ile hesaplanan
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) igin oncelikle TAK
degerleri mmol/L 'ye ¢evrildi. OSI degeri Formula
yontemine gore hesaplandi. OSI (Arbitrary Unit)=TOK
(mmol H202 Equiv./L)/ITAK (mmol Trolox Equiv./L)
(15).

Histopatolojik Degerlendirme

Testis dokulart %10 nétr formalin ile sabitlendi ve
parafin bloklar1 rutin bir prosediirle elde edildi. Bu
bloklardan elde edilen Kkesitler Hematoksilin-Eozin
boyamaya tabi tutuldu. Kamera eki olan bir 151k
mikroskopu (Olympus DP 71; Olympus, Tokyo,
Japonya) degerlendirme i¢in kullanildi. Seminifer
tiibiillerde  histolojik  bulgular Johnsen skorlama
sistemine gore degerlendirildi. Bu sistem, olgunluk
sirasina  gore diizenlenen ana hiicre tiplerinin
yokluguna veya varligina gore 1 ile 10 arasindaki bir
olgekte spermatogenezinin korunmasinm
tanimlamaktadir. Johnsen skoru 9 veya 10 normal
histolojiyi; 8 puan hipospermatogenezi; 3-7 puan

olgunlagsma tutuklamasini; 2 puan germinal hiicre
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aplazisini ve 1 puan: tiibiiler fibrozu temsil etmektedir

(16).

Istatiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler, SPSS istatistiksel yazilim
(Windows ic¢in SPSS, siirim 16.0) kullanildi. Tiim
veriler, ortalama =+ standart sapma (SD) olarak sunuldu.
Olgiilen parametrelerdeki dort grup arasindaki farklar
nonparametrik test (Kruskal-Wallis) ile analiz edildi.
Onemli degerler sergileyen gruplar arasindaki ikili
karsilagtirmalar da Mann-Whitney U testi kullamildi.
(p<0.05 anlaml kabul edildi)

BULGULAR

Biyokimyasal Sonuclar

Tablo 1. Biyokimyasal sonuglarin degerlendirilmesi
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Doku TAK diizeylerine incelendiginde Grup 1 ve Grup
2’ye gore Grup 3 ve 4’de istatiksel olarak anlamli bir
bir artig oldugu (p<0.001); Grup 3 ve Grup 4 arasinda
istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu degerlendirildi.
(p<0.001) (Tablo 1). Doku TOK degerleri
incelendiginde Grup 1 ve Grup 2’ye gore Grup 3 ve
Grup 4’de oksidan diizeyinin istatiksel olarak anlamli
bir azalma olusturdugu, yine Grup 3 ve Grup 4
arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
(p<0.001) (Tablo 1). Doku OSI

parametresi incelendiginde Grup 1°e ve Grup 2’ye gore

degerlendirildi

Grup 3 ve 4’de OSI degerlerinde istatiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (Tablo 1). Ek
olarak Grup 3 ve Grup 4 arasinda istatiksel olarak
anlaml bir azalma oldugu degerlendirildi (p<0.001)
(Tablo 1).

Grup 1 Grup2 Grup 3 Grup 4
(n=6) (n=6) (n=6) (n=16)
(Sham) (I/R) (I/R+iloprost)  (I/R+ Diisiik Doz p
Metotreksat)
TAK
(nmol Trolox Equiv. 0.69 £0.07 0.87+0.05 0.98 £0.03 1.08 £ 0.04 <0.001
per mg protein)
TOK
. <0.001
(nmol H202 Equiv. 18.16+0.42 28.35+£2.76 14.85+0.94 12.28 £1.15
per mg protein)
oSl
) ) 26.31+£3.26 32.58+2.79 1524+ 1.71 11.37+£2.32 <0.001
(arbitrary unit)
OSI: oksidatif stres indeksi; TAK: Total antioksidan kapasitesi; TOK,: Total oksidatif kapasite; I/R:

Iskemi/Reperfiizyon

Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Histopatolojik degerlendirme i¢in Johnsen testikiiler
biyopsi skoru; Grup 2 torsiyone testis gruplarinda
histopatolojik olarak dejenerasyon, deskuamasyon,

germinal hiicrelerde  disorganizasyon, interstisyel

o6dem, kapiller konjesyon ve kanamanin, Grup 3 ve

Grup 4 aym taraf testis gruplarinda histopatolojik

olarak  dejenerasyon,  deskuamasyon,  germinal
hiicrelerde disorganizasyon, interstisyel ddem, kapiller
konjesyon ve kanamanin azaldigi bu histopatolojik
degisikliklerin istatiksel bir anlamlilik olusturmadigi

gozlemlendi (Sekil 1).
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Testis torsiyonu sirasinda germinal hiicreler hipoksiye
maruz kaldigindda, torsiyon siiresine bagli olarak
germinal hiicrelerde nekroz olusabilir. Bu subfertilite
ve infertiliteye yol agabilir. (17,18). Testikiiller kan
akimi en kisa siirede tekrar geriye dondiiriilmelidir.
Testikiiler torsiyon iskemi hasarma ve detorsiyon
islemi ise reperflizyon (I/R) hasarina yol agabilir.
Testikiiler hasarlanma ile ilgili mekanizma tamamen
actk olmamasina karsin  oksidatif stresin /R
yaralanmasindan sorumlu oldugu disiiniilmektedir.
Oksidatif stres, asir1 ROS {iretimi ve antioksidan
mekanizmalar arasindaki dengesizlik sonucu meydana

gelir (19).
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X

Sekil 1. Grup 1: Sham, Grup 2: I/R, Grup 3: I/R+iloprost (10), Grup 4: I/R+Diisiik doz Metotreksat (6mg/kg). (X100,

Iloprost stabil bir prostasiklin analogu olarak, membran
stabilizeri gorevi goriir ve ayn1 zamanda I/R hasarinin
potansiyel aracist olan ndtrofillerin fonksiyonunu
inhibe eder. floprost’'un ayni zamanda 16kosit hiicresi
agregasyonunu ve vaskiiler endotele adhezyonu, kdpek
ve insan nétrofillerinden siiperoksit radikal iiretimini
ve miyokarddaki serbest radikal olusumunu azalttigi
gosterilmigtir  (20).  Cesitli  iskemi-reperfiizyon
calismalarinda  iloprostun  sitoprotektif  etkisiyle
apoptoz {iizerine faydali etkileri oldugunu ve belirli
sitokinlerin - (TNF-a, IL-1 ve IL-6) seviyelerini
azaltarak doku mikrodolagimini korumada da yararl
oldugu gosterilmistir (5,21,22). Canacankatan ve ark.
iskemi  reperflizyon  ¢alismalarinda  iloprostun

sitoprotektif etkisiyle apoptoz iizerinde faydali etkileri
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oldugunu gostermistir (21). Yine baska bir ¢alismada
Iloprostun  endotoksemik  farelerde  intrarenal
oksijenizasyonu arttirarak bobrek fonksiyonu {izerinde
faydali etkilere sahip oldugu belirtilmistir (23).
Chronstein ve ark. diisiik doz MTX'nin bir inflamasyon
bolgesinde hem lenfositlerin proliferasyonunu inhibe
ettigini hem de buraya ulasan lokositlerin yikici
kapasitesini azaltabilecegini gostermistir (24). Tam etki
mekanizmasi heniiz aydinlatilmamis olmasina ragmen,
disik doz MTX’m inflamasyon bdlgelerinde
ekstraseliiler adenosin birikimine yardimei oldugu,
uyarilmig  inflamatuvar  hiicrelerdeki  reseptorler
(Adenosin-2 reseptorii) ile etkilesen adenosinin salinan
bazi sitokinleri inhibe ettigi (ancak makrofajlar degil),
graniilosit makrofaj koloni faktdrii uyardigt; ayrica
monosit ve makrofajlar tarafindan salinan siiperoksit,
nitrik oksit ve TNF-a'yi inhibe ettigi bilinmektedir
(25). Buna ek olarak, adenosin uyarilmis nétrofillerin
endotele yapigsmasi sonucu iretilen toksik oksijen
metabolitlerinin  inhibisyonu yoluyla sitoprotektif
etkilere sahiptir (24,26).

Caligmamizda, diisik doz MTX ve iloprost tedavisi,
oksidatif stresi gosteren OSI ve TOK diizeylerini
onemli Ol¢lide disiirirken ve testis dokusunda
antioksidan  kapasite gosteren TAK diizeylerini
arttirmistir.  Dolayisiyla, serbest oksijen radikalleri
aktivitesini azaltmanin yaninda yaralanma bolgesinde
notrofil  sayisinin - azaldigini - gdstermistir.  Boylece
diisik doz MTX ve iloprost igin anti-inflamatuar
aktivitenin yaninda antioksidatif 6zelliginin varligini da
desteklemektedir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar,
diisik doz MTX ve iloprostun iltihaplanmayi, lipit
peroksidasyonunu ve oksidatif stresi biyokimyasal
parametreler dilizeyinde azaltarak normal testis
torsiyonunu korumada faydali etkilere sahip oldugunu
diisiindiirmektedir. Oksidatif stres, proinflamatuar
sitokinlerin ve hiicre adhezyon molekiillerinin
sentezine yol acan mekanizmalar1 aktive eder. Bu
nedenle, oksidatif stres, testis iskemi reperfiizyonundan
sonra endotokseminin indiikledigi inflamatuar cevaba

katkida bulunabilir. Grup 1 ile 2 arasindaki oksidatif
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stres parametlererinin istatistiksel olarak artisi, testis
iskemi reperfiizyonunun oksidatif stresini arttirdigini
dogrulamaktadir. Bu etki, sadece direkt doku hasarina
neden olmakla kalmamakta, ayni1 zamanda iltihaplanma
ve lokosit infiltrasyonuna yol agan sitokinlerin
tiretimini diizenlemektedir. Dolayisiyla ¢aligmamizdaki
bu bulgu, testis torsiyonunda sadece iskemiyi ortadan
kaldirmanin testisin fonksiyonlar1 acisindan yeterli
olmadigini ayni zamanda antioksidan tedavininde
eklenmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Ote yandan
diisiik doz MTX ve loprost tedavisinin histopatolojik
diizeyde istatiksel bir fark olusturmadigini tespit ettik.
Bu durum tek doz antioksidan ajan ve 4 saatlik
reperfiizyon siireleri ile agiklanabilir. Kimyasal
ajanlarin  farkli doz ve siireleri ile yapilacak
calismalarda daha yiiz gildiiriicii sonuglar, doku
diizeyinde de elde edilebilir.

Bu c¢alismanin bazi kisitliliklar: vardi. Her grupta sican
sayist ve fonksiyonel, biyokimyasal ve histopatolojik
degerlendirme  periyodlar1  arttirilmalidir.  Doza
bagimliligin ve tedavi siirelerinin daha ayrintili bir
incelemesi yapilmalidir.

Sonu¢ olarak, histopatolojik diizeyde olmasa da
biyokimyasal diizeyde diisik doz MTX'in ve
Iloprost’un testisin I/R hasarinda faydali olabilecegini
gostermektedir. Bu bulgulara dayanilarak yapilan daha
ileri ¢aligmalar, testisin I/R hasar1 i¢in, gelecek vaat

eden ilaglarin degerlendirilmesinde yararli olabilir.
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