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KISALTMALAR

DTNB 5,5’-ditiyo-bis dinitrobenzoik asit
IL-1 Interlokin 1

IL-6 Interlokin 6

LOOH Lipid hidroperoksidleri

LP Lipid peroksidasyonu

LTB, Lokotrien By

MDA Malondialdehid

NO Nitrikoksid

PAF Trombosit aktive edici faktor
PGI, Prostosiklin

PO Protein oksidasyonu

PDSH Protein dis1 siilfidril

PSH Protein siulfidril

PUFA Fosfolipid doymamug yag asitleri
SH Siilfidril grubu

SOD Stiperoksid dismutaz

TBA Tiobarbitiirik asit

TBARS Tiobarbitiirik asite reaksiyon veren maddeler
TCA Trikloro asetik asit

TNFa Tiimor nekroz faktori o

TxA; Tromboksan A,



GIRIS

Testis iskemisiyle g¢ocuklarda en sik  mikrovaskiiler testis
ototransplantasyonunda ve testis torsiyonunda karsilagilmaktadir.

Bati literatiirline gore intraabdominal yerlegimli tésﬁsler inmemis
testislerin %20’sini olusgturmaktadir'. Intraabdominal yerlesimli testislerin
skrotuma indirilebilmesi, damarlarimin kisa olmasindan dolayi, klasik orgiopeksi
teknifs ile miimkiin olamamaktacir. Bu nedenle intraabdominal testisler igin
birgok farkl: cerrahi teknik nerilmistir™. Onerilen cerrahi tekniklerden birisi de
mikrovaskiiler testis ototransplantasyonudur®. Bu teknikte testikiiler arter ve ven
kesilmekte ve inferior epigastrik arter ve ven ile anastomoz uygulanmaktadir’.
Bu islem sirasinda testis 28 dakika® ile iki saat’ arasinda iskemik kalmaktadir.

Testis torsiyonunda ise once testikiiler ven obstriiksiyona ugramakta ve
daba sonra olusan konjesyona bagh olarak intratestikiiler basing artmakta ve
arterioler dolagim da bozulmaktadir.

Dokular iskemik kaldiklarinda, hiicre en 6nemli besini olan oksijenden
yoksun kalmakta ve anaerobik metaﬁolizma baglamaktadir.  Anaerobik
metabolizma sonucu dokuda laktik asit birikmekte ve hiicre igi hemostaz
bozulmaktadir. Hiicre enzim kineti§inin ve hiicre membran ion gradientinin
bozulmast ile hiicre 6lima gergeklesmektedir. Iskeminin hiicrede belli bir hasar
yaptifn bilinmekte iken yapilan gahgmalar reperfiizyonun paradoksal olarak
iskemiden ¢ok daha fazla hasara yol aghfim gostermigtir’. Bu durum
reperfiizyon hasan olarak adlandinlmigtir. Reperfiizyon ile dokuya gelen oksijen
normal metabolizmasindan farkli olarak ve iskemik donemde gelismis baz
degisikliklerden dolay1 serbest oksijen radikallerine doniismektedir. Olugan
serbest oksijen radikalleri de zincirleme bir reaksiyon ile dokuda iskemi

reperfiizyon hasarinin gelisimine neden olmaktadir”.



Iskemi reperfiizyon hasanm azaltmak igin bu gok kompleks reaksiyon
birgok farkli agamasinda farmakolojik olarak durdurulmaya g¢ahsilmistir
(Tablo 1.). Bir 6nlem de dokunun isisimin diigiiriilmesidir. Hipotermiden amag
metabolizmamn  azaltilip, sitotoksik maddelerin olusumu ve salimminin
onlenmesidir. Dokularin belli bir sire iskemik kalmas1 gereken birgok
ameliyatta ve organ transplantasyonunda orgamin saklanmasi sirasinda organ
sogutularak hem iskemi siiresi uzatilabilmekte hem de hasar azaltilabilmektedir.

Testis iskemi ve reperfiizyonunda hipotermi uygulanmas ile ilgili gok az
caligma yapilmustir. Miller ve arkadaglan testis iskemisinde uyguladiklan
hipoterminin, dért ve alti saatlik iskemide germinal epitelin korunmasnda
rolimiin oldugunu gostermiglerdir®. Kallerhof ve arkadaslan ise yaptklan
galigmada hipoterminin testis iskemisinde doku asidozunu ve histolojik hasan
azaltifim gostermislerdir’. Bu iki ¢aligma hipotermini iskemi reperfiizyon
hasaninda koruyucu etkisi oldugunu diisindiirmektedir. Buna kargin Lui ve
arkadaglan testiste 60 dakikalik hipotermik iskeminin normotermik iskemiye
gore histolojik olarak daha fazla hasar verdigini bulmuglardir'®. Testiste yapilan
tiim bu ¢aligmalarda hipoterminin etkisi sadece iskemi siiresinde uygulanarak
aragtinlmigtir. Hipoterminin reperfiizyon sirasinda da uygulandigi herhangi bir
caligma yoktur. Aynca sozkonusu galismalarda hasarlar biyokimyasal olarak
degerlendirilmemistir.

Bu tez galigmasinda hipotermi uygulamasinin testis iskemi reperfiizyon
hasanina olan etkisi arastnlmigtir. Diger calismalardan farkh olarak bu
caligmada hipotermi, iskemi siiresinin diginda reperfiizyon sirasinda da
uygulannmg ve hipoterminin reperfiizyon sirasindaki olasi  etkisi de
aragtnlmigtir. Iskemi reperfiizyon hasan irdelenirken, testis ototransplantasyonu
modeli  olugturulup  hipoterminin  roli  biyokimyasal parametrelerle

degerlendirilmigtir.



GENEL BILGILER

ISKEMI REPERFUZYON HASARI

Karmagik bir olay olan hiicre 6limii iki yolla baglatilabilir. Apoptosis
veya programlanmug hiicre 6liimii (hiicre intihar); canlilify bozulmus hiicreleri
etkileyen ve hasar gormiis, anormal, hiicreleri uzaklagtiran fizyolojik bir
mekanizmadir'. Apoptotik hicreler proteolitik enzimler veya tokstk oksijen
tirleri salinmaksizin makrofajlar tarafindan yokedilirler ve bu olayda
inflamasyon gelismez. Diger taraftan nekroz (hiicre 6liimii); hiicre topluluklann
etkiliyen patolojik bir olaydir ve fokal doku destriiksiyonuna, inflamasyona ve
siklikla ciddi sistemik sonuglara neden olur.

Nekroza yol agan iskemi bati diinyasinda (iskemik kalp hastah;) en sik
olim nedenidir. Cerrahide iskemiye o6zellikle vaskiiler prosediirlerde ve
transplantasyonda kargilagilir. Paradoksik olarak iskemik dokunun reperfiizyonu
daha ilen hasar ile sonuglanmaktadr.

ISKEMI

Bir dokunun kanlanmas: engellendiginde; hiicresel disfonksyon, hiicresel
ve interstisiyel 6dem ve sonugta hiicresel kaos ve 6liime yol agan bir dizi
kimyasal olaylar geligir. Oksijen, hiicrenin ana besini olarak hiicre fonksiyonu
igin zorunludur. Aerobik metabolizma, normal hiicre fonksiyonu igin gereken
yiiksek enerji fosfat baglanm etkili bir gekilde saglar. Oksijen eksikliginde ise
anaerobik metabolizma devreye girer, laktik asit konsantrasyonu artar ve hiicre
igl normal enzim kinetigi degisir. Daha az sayida yiiksek enerji baglan iretilir

ve hiicre, hemostazim korumak igin gereken enerjiden yoksun kalir.



Hiicre oliimiinde; hiicre membramnin 6nemi ve hiicre iskeleti ve ion
regiilasyonunun yeri yillardir bilinmektedir. Iskemiye bagh hiicre oliamiine
neden olan tek bir belirleyici faktor yoktur. Hiicrenin enerji stoklarmin azalmast
(6zellikle adenozin 5° trifosfat-ATP) hiicrenin hemostazzmn bozulmast ile
sonuglamr. Hiicrenin hemostazimn bozulmasi ise hiicre membraminin ion
gradientinin kaybi ile karakterizedir.

Iskemik nekroz giniimiizde oldukga iyi dokiimante edilmigtir. Plazma
membranindaki degisiklikler Na* ve Ca"™ ionlarinin dengesinin bozulmasma yol
agar. Bu bozulmayr takiben hiicrede asidoz, ozmotik sok, kromatin artigi ve
niikleer piknosis gelisir. Sodyum ionlan hiicre igine girerler ve bu arada suyu da
kendileri ile birlikte gekerek interstisiyel alandaki osmotik dengeyi korurlar.
Sodyum ionlan hiicre icine girerken potasyum ionlan ise hiicre iginden
interstisyuma kagarlar'”.Sekonder otoliz (lizozimlerde sisme, endoplazmik
retikulumda dilatasyon ve vesikulasyon, enzim ve protein kagag:, hiicresel
kompartmanlagmamn kaybi) gelisir, membran bitinliigh korunamaz ve hiicre

.

olir.

REPERFUZYON

Kan akimminin yeniden saglanmasimn iskemik doku i¢in iki yaran
vardir. Enerji tekrar saglanmaya baglar ve toksik metabolitler uzaklastinhr . Bu
nedenle reperfiizyon iskemik hasarin diizelmesi igin gerekli olan birgeydir.
Bununla birlikte toksik metabolitlerin sistemik sirkiilasyona gegmesi ciddi
metabolik sonuglara yol agabilir ve reperfiizyon daha ileri doku hasarma yol
agabilir®.

Reperfiizyonun sistemik sonuglar
Iskemik dokunun, 6zellikle iskemik ekstremitelerin revaskiilarizasyonu;

metabolik asidoz, hiperkalemi, miyoglobinemi, miyoglobinuri ve miyonefropatik



metabolik sendrom adi verilen renal yetersizlik gibi bir¢ok sistemik problemle

sonuglanir.

Reperfiizyon hasar

Paradoksal bir sekilde iskemik dokunun reperfiizyonu daha da ileri hasara
yol agar. Parks ve Grenger intestinal iskemi modelinde tek bagina dort saatlik
iskeminin, ii¢ saatlik iskemu ve bir saatlik reperfiizyona gore daha az hasarla
sonuglandigim: gostermislerdir®. Korthuis ve arkadaglan ise yapmis olduklan
calismada tavgan grasilis kasinin dort saatlik iskemi periodu ardindan PaQ,’st 3-
5 mmHg diizeyine disiiriilmiis kan ile reperfiize edildiginde mikrovaskiler
hasarin daha az oldugunu gostermiglerdir'.

Cesitli ¢aligmalar serbest oksijen radikallerinin, iskemi reperfiizyon

hasanindaki reperflizyon komponentinin mediatorii olduklarim gostermistir.

Yeniden akim olmamasi (“No-reflow” fenomeni)

Ierleyici mikrosirkiilatuar obstriiksiyon nedeni ile reperfiizyon her zaman
basarili olmaz. Bu olaya yeniden akim olmamas: (no-reflow fenomeni) denir ve
iskemik dénemin uzunlufuna baghdir. Bir ila ti¢ saat iskemik kalan kaslar
kolaylikla reperfiize olur. Fakat beg saatlik iskemi sonras: “no-reflow” fenoment
vakalarin % 40 -50’sinde goriiliir. Bu fenomenin gergek nedeni tam olarak
anlasilamamgtir. Bu olay reperfiizyonun erken déneminde fibrinolitik ajanlann
eklenmesi ile azaltilabilir. Hiicresel 6dem aym zamanda reperfiizyon esnasinda
kapiller tikanmaya neden olabilir ve bodylece no-reflow fenomeni gelisebihr.
Mannitol gibi hiperozmotik ajan kullantmi bu etkiye karsi koymada yardimer
olabilir. Fasyatomi de ekstremitelerdeki fasial kompartmanlar igindeki kas

sismesinden kaynaklanan yiiksek basinc: yoketmekte yararlidir.



{skemi Reperfiizyon

Ksantin oksidaz yolu

. Lipid peroksidasyonu «— —» Serbest radikal dretimi

| N

Endotel hiicre hasan Proteaz Notrofil migrasyonu

/ \\\sam\‘ ) acmezyonu

v NO v PGI2 Kompleman Sitokinler Adhezyon molekiBleri
A Endotelin A TXA2 aktivasyonu 11L-1,1-6, ekspresyonu
A L1B4 C3a,C5a IL-8,INF JCAM-LICAM-2 ELAM
J A PfF\
Vazokonstrilkksiyon ve Notrofil > Aktive nétrofiller
trombosit agregasyonu kemotaksisi CD11/CD18 integrinlermi
yaparlar

Sekil 1. Ksantin oksidaz yoluyta serbest radikal tiretimi lipid peroksidasyonuna ve endotel hiicre
hasanna neden olur. Endotel hiicre hasan da vazokonstriiksiyon, trombosit agregasyonu, endotel
hiicresi nétrofil kemotaksisi ve adhezyonu gibi birgok cevab: baglatir. Bunu takiben nétrofillerin
dokuya migrasyonu ile serbest radikaller ve proteaz salimu dokuya daha da fazla zarar verir.

NO:nitrik oksid, PGl Prostosiklin, TxA; tromboksan Az, LTB,:Lokotrien Bs, PAF: Trombosit
aktifleyen faktér, IL: Interlokin, TNF: Témiir nekroz faktérii, ICAM: Interseliler adhezyon molekiili,
ELAM: Endotelyal 16kosit adhezyon molekiilii.
SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikal bir veya daha fazla tek elektron igeren nonstabil bir
molekiildiir. Cesitli oksijen serbest radikalleri molekiiler oksijenin eksitasyonu
veya reditksiyonu ile olusur. Siiperoksid normal hiicresel metabolizmamn bir

tirtinidiir.

Siiperoksid anyonu (027) olusumu:  Ox+e” — 0.



Siiperoksid spesifik enzimleri inaktive edebilir, ancak daha Onemlisi
hidrojen peroksidin ve yilksek reaktiviteye sahip hidroksil radikalinin
prekiirsoridiir. Siiperoksidin in vivo olugumu herzaman igin hidrojen peroksid
firetimi ile beraberdir. Hidrojen peroksid DNA’y1 inaktive edebilen kuvvetli bir
oksidandir fakat dokularda peroksidazlann etkisi ile baskilanmigtir.

Hidrojen peroksid (H;0,) olugumu:  Ox+2¢+2H —H;0,
202-.“*‘2}1‘}—) H,0,+0,

Hidroksil radikali demir katalize Haber-Weiss (Fenton) reaksiyonu ile
olusur. Hidroksil radikali biyolojik sistemdeki serbest radikallerinin en giiglii
olamdir ve muhtemelen serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasann
cogundan sorumludur. Hidroksil radikali lipid peroksidasyonuna neden olur,
sulfidril gruplarimi okside eder, sitokrom enzimlerini inaktive eder ve membran

transport proteinlerini bozar.

Hidroksil radikali ( OH) olusumu: ~ Haber Weiss Reaksiyonu

Fes++ 0y > Fe2+ + 0,

Fe,+ + H,0, —> Fe;’ + OH+OH

Net: O, + H;0, -» OH+ OH+0;
Oksijenden iiretilen diger iki radikal de superoksidden daha kuvvetli bir

oksidan olan ve sitotoksik olan perhidroksil radikali ve singlet oksijendir.
Biyolojik sistemde serbest radikal olusumunun gesitli mekanizmalan
tanimlanmastir. Serbest radikaller fizyolojik olarak az bir miktarda mitokondrial
elektron transport zincirindeki kagak bolgelerinde iiretilirler. Patolojik
durumlarda serbest radikaller ksanthin oksidaz metabolizmasindan, aktive
notrofillerden,  katekolamin  oksidasyonundan, endotel hicrelen ve

prostoglandinlerden saglanur.



Iskemi reperfiizyon hasarinda serbest oksijen radikalleri

Iskemi reperfiizyon esnasinda superoksid olugumunun mekanizmasi
Welbourn ve arkadaglan tarafindan son zamanlarda genis bir sekilde gézden
gecirilmigtir'®, Ksanthin oksidaz enzimi postiskemik dokuda serbest radikallerin
6nemli bir kaynagidir. Iskemi esnasinda ksanthin dehidrogenazin degismesi ile
olusan ksanthin oksidaz (D-O doniigiimii) dokuda birikir.

Iskemi esnasinda adenozin 5’monofosfattan (AMP) iiretilen hipoksantinin
ve ksantin oksidazin doku diizeyleri artar. Dokunun reperfiizyonu ile enzimin
ikinci substrati olan molekiiler oksijen de saglanir ve ksanthin oksidaz oksijeni
kullanarak hipoksanthini ksanthine ¢evirir ve bu reaksiyonda superoksid salimr.

Iskemi sirasinda dokuya demir de salimr. Reperfiizyonda ise superoksid
ve hidrojen peroksid olusur. Bu gekilde Haber-Weiss reaksiyonu ile hidrojen
peroksidden hidroksil radikalleri olugur. Bu teoriyi destekleyen kamt demuir
baglayici ajan desferrioksaminin iskemi-reperfiizyon hasanna karst koruyucu

etkisinin saptanmig olmasidir’®,

Lipid peroksidasyonu

Serbest radikallerin en zarar verici etkisi lipid peroksidasyonudur. Hiicre
membranlart doymamig yag asitleri ve fosfolipidlerden olusur. Serbest oksijen
radikalleri lipid peroksidasyonuna neden olarak fonksiyonel ve striiktiirel hiicre
hasanna yolagarlar. Lipid hidroperoksidazin daha da pargalanmast kismen stabil
iiriin  olan malonyldialdehidi olugturur. Bu da lipid peroksidasyonunu
gostermede bir parametre olarak kullamlabilir. Cesitli antioksidanlar
peroksidasyonu engellemek ve hiicresel hasan simrlamak igin kullanilmastir.

Serbest radikallerden zarar goérme riskine sahip diger hiicresel
komponentler proteinler (6zellikle doymamis olanlar ve siilfiir igeren
molekiiller) ve niikleik asidlerdir. Tyonizan radyasyon ekspozisyonunu takipen
hiicre o6limii ve mutasyonlar primer olarak serbest radikallerin DNA ile

reaksiyonu yiziinden olmaktadir. Inflammatuar hiicre kaynakli serbest radikal



hasan igin risk altindaki ekstraseliiler doku komponentleri ise kollajen ve
hiyalunorik asittir.

POLIMORFONUKLEER LOKOSITLER ( NOTROFILLER )

Genis bir iskemik dokunun reperfiizyonu; nétropeni, lokal olarak artmug
permeabilite ve nonkardiogenik pulmoner 6demle karakterize akciger hasan ile
sonuglamr. Hem lokal hem de sistemik hasar mikrovaskiilatiirde nétrofil
toplanmas1 ile beraberdir. Notrofillerin hasardan sorumlu oldufuna dair ¢ok
kanit vardir'®. Dolasimdaki nétrofillerin tutulmasi etkin olarak permeablite
artigint ve geligen 6demi engeller’”. Iskemi esnasinda postkapiller venlerde
nétrofillerin endotele adhezyonunda artis vardir ve reperfiizyonu takiben bu
yamt daha da belirginlesir. Trombosit aktive edici faktér (PAF), 16kotrien B,
(LTB;) ve oksijen serbest radikallei bu yamtin en olast kimyasal
mediatorleridir'®.

Suzuki ve arkadaglan yaptiklan ¢aliymada superoksid dismutaz
kullanarak reperfiizyon sorast nétrofil adhezyonunu 6nlemis ve bunu lokosit
adhezyon molekiilii CD18’in antagonistinin etkisi ile karsilagtirarak SOD’un
sadece adhezyonu Onlemedigini, aynca eritrositlerle kafsllasunldlglnda
16kositlerin akigkanhk hizlanm da azalthgim gostermistir'®. Yani nétrofillerin
endotel hiicrelerine yapigmastm, endotel hiicreleri ile nétrofil yiizeyi arasindaki
adhesif kuvvetler ve nétrofili damar duvarindan disloke etmek igin kullamlan
kuvvetler diizenler.

Aktive notrofillerin akcigerde ve diger organlarda yikilmas: multt sistem

organ yetmezliginin gelismesinde 6nemli bir basamaktir™.

ENDOTELIYAL FAKTORLER
Vaskiiler endotelyal orti gesitli lokal hormonlann ve otakoidlerin
salimmu ile vaskiler diiz kas tonusunu modiile eder. Bunlar aragidonik asit

metabolitleri olan prostosiklin (PGI;), tromboksan A, (TxA,) ve Lokotren B,
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(LTB4), endotel kaynakh gevsetici faktor (EDRF) ve endotelindir’. Iskemi
reperfiizyon hasaninda rol oynayan diger faktorler ise PAF, koinpleman ve
sitokinlerdir.

Aragidonik asit metabolitleri

Prostosiklin (PGI,): Endotel hiicrelerinden identifiye edilen ilk vazoaktif
ajan PGI’dir. PGL trombosit agregasyonunu engeller ve kuvvetli bir
vazodilatatordir. Steroidler fosfolipaz A,’yi inhibe ederek prostosiklin
tiretilmesini engellerken, aspirin benzeri ilaglar da siklooksijenaz aktivitesini
geri doniigiimsiiz olarak inhibe ederek etkirler. Prostosiklinin kendisi stabil
olmadig: igin stabil analogu iloprost periferik damar hastabiklannda basan ile
kullamlmaktadir®,

Tromboksan A, (TxA;): Siklooksijenaz yoluyla olusan ikinci bir
aragidonik asit metaboliti ise tromboksan A,’dir. TxA, de PGIL, gibi
mikrosirkiilasyonu etkilemektedir. TxA, prostosiklinin aksine trombosit
agregasyonunu stimile eder ve vazokonstriksiyona neden olur. TxA;
trombositlerde endojen aragidonik asitten yapilir ve trombosit agregasyonu ile
salimr. Fizyolojik kosullarda trombosit agregasyonu ve vazokonstriksiyon
derecesi TxA, ve PGI’nin goreceli miktarlanna baghdir. TxA, iskemi
reperfiizyon sirasinda nétrofil adhezyonunu baglatan giiglii bir kemotaktik
maddedir.

Lékotrien B, (LTB,): Lipooksijenaz yoluyla olugan bir arasidonik asit
metaboliti olan l6kotrienler iskemi reperfiizyon hasanndaki endoteliyal
disfonksiyonda onemli rol oynarlar. LTB, nétrofillerin yiizeylerindeki spesifik
reseptorlere baglamrlar ve adhezyon molekiillerinin aktivasyonu, endotel

hiicrelerine adhezyonu, serbest oksijen radikallerinin ve proteazlarin olugmasi
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gibi birgok cevabin olusumunu uyanr. Aynca iskemi reperfiizyondan sonra
vendz kanda LTB, yiiksek olarak bulunmustur.

Nitrik oksid (NOJ: Nitrik oksid lokal etkili endotel kaynakli bir
vazodilatatordiir. Daha o6nce endotel derive gevsetici faktor (Endothelium-
derived relaxing factor) olarak bilinen maddenin daha sonraki yillarda ashinda
NO oldugu saptanmigir’>>. Nitrik oksidin vazodilatasyon disinda trombosit
aktivasyonu, adhezyonu ve agregasyonunun inhibisyonu ve kan akisgkanhgimn
devamu gibi bagka etkileri de vardir. Endotel fonksiyonunun bozuldugu iskemi
reperfiizyon gibi birgok olayda nitrik oksid salum da azalmaktadir™.

Nitrik oksid superoksid iligkisi: Nitrik oksidin mikrovaskiiler sistemde
vazodilatatér etkisi olmakla birlikte aym zamanda sitotoksik radikallerin
tiretiminde de paradoksal olarak rol oynar. Nitrik oksid, superoksid ile birlikte
peroksinitrit olusumuna neden olur. Bu madde ve irinleri ise demir

gerektirmeden lipid peroksidasyonuna baglayabilirler.

Endotelin

Rubanyi 1985°de hipoksiyi takiben bir vazokonstruksiyon gbzlemis ve
bunun endotelden salgilanan bir vazokonstrilkktor madde oldugunu
diigiinmiigtir®. Daha sonra bu vazokonstriiktér cevaba endotelin adi verilen bir
peptidin neden oldugu saptanmustir. Endotelin bilinen en giigli vazokonstriktor
maddedir. Endotelin 1 ayrica endotel hiicresine nétrofil adhezyonunu da stimiile

eder.

Endotelin ve nitrik oksid: Iskemi hem nitrik oksid sahmm ve
fonksiyonunu azaltmakta hem de endotelin salimim uyarmaktadir. Endotelin ile
nitrik oksid arasinda kritik bir denge mevcuttur. Bu denge bolgesel ve sistemik

hemodinamide ve hiicre proliferasyonunda 6énemli bir belirleyicidir.

12



Trombosit aktive edici faktor (PAF)

PAF endotel hiicresinde fosfolipaz Aj’nin etkisi ile bir membran
fosfolipidinden yapilir. Trombositlerde gekil degisikligi, agregasyon ve graniil
igeriginin salgilanmasina neden olur. Dokulann reperfiizyonu; nétrofillerin
aktivasyonuna, adhezyonuna ve diapedesine ve vaskiiler permeabilitenin artigina
neden olur. PAF in vitro ve in vivo olarak mikrovaskiiler endotele 16kosit
adhezyonuna yol agmaktadir. Kubes ve arkadaglan yapmis olduklan ¢aligmada
intraarterial verilen PAF’in barsakta permeabiliteyi arttirarak transkapiller,
lenfatik ve transmukozal stvi ve protein kagisina neden oldugunu ve yine
mezenterik  veniiler endotele notrofil  adhezyonuna neden oldugunu

gostermigtir'®,

Kompleman

Kompleman kaskadinin aktive olmasi C3a ve C5a gibi biyolojik aktif
peptidlerin olusumuna neden olmaktadir. Bu peptidler de kapiler permeabiliteyi
artirmakta, vazodilatasyona, nétrofil kemotaksisine, endotel adhezyonuna ve

serbest oksijen radikali olusumuna ve degranulasyonuna neden olmaktadir.

Sitokinler

Iskemi reperfiizyonu takiben dolagimda interlokin-1 (IL-1), interlokin-6
(IL-6) ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-o) gibi sitokinler belirir. Antagonistleni
ile yapilan ¢aligmalar IL-1 ve TNF-o nin vaskiiler hasarda ve nétrofil
infiltrasyonunda rol oynadigim g6stermistir.

KORUNMA MEKANIZMALARI

Birgok endojen mekanizma ve ilaglar iskemi reperfiizyon hasanim inhibe
edebilmektedir. Bunlar serbest radikalleri yok ederek, serbest radikal olusumunu
engeleyerek, notrofilleri inhibe ederek, antioksidan etki ile, iskemik hazirlanma

ile ve hipotermi ile olabilmektedir.
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Serbest radikal yokediciler (Free radical scavengers)

Serbest radikal yokediciler reaktif oksijen iiriinleri ile etkilesmekte ve
onlant zararsiz hale getirmektedir. Superoksid dismutaz (SOD) endojen bir
enzimdir ve dokulan radikallere (6zellikle superoksid) bagh hasardan korur.
Katalaz da yine endojen bir enzimdir. Hidrojen peroksidden su ve oksijen
olusumunu katalize eder ve SOD ile kombine olarak etki eder. Aymca
seruloplasmin, dimetiltiolire, dimetilsulfoksid, merkaptopropiyonil glisin,
mannitol, N-asetilsistein ve kaptoprilin de serbest radikal yok edici etkileri

oldugu saptanmigtir.

Serbest radikal olusumunun inhibisyonu

Hipoksantinin yapisal analogu olan allopurinol ksantin oksidazi inhibe
ederek siiperoksid anion olusumunu engeller”®. Desferroksamin de Haber-Weiss
reaksiyonunu ve hidroksil radikalinin olusumu igin gerekli demiri baglayarak

engeller”.

Notrofil inhibisyonu

Reperfiizyon sonrast mikrovaskiiler alanda nétrofil toplanmas: daha ileri
hasara neden olur. Antinétrofil serumlarla nétrofilleri dolagimdan alikoymak,
nétrofillerce tiretilen serbest radikallerin iiretilmesini engellemek ve nétrofil

kemotaksisini ve adhezyonunu 6nlemek ,reperfiizyon hasarim azaltir.

Antioksidanlar

Antioksidan ajanlar peroksidasyonu durdururlar. Béylece doku hasarini,
peroksidlerin olusumunu ve serbest radikallerin olusumunu o&nlerler. Bu
antioksidanlar, E vitamini, propranolol, kalsiyum kanal blokerleri, kaptopril,

lipooksijenaz inhibitori nafazatrom ve trimetazidindir.
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Tablo 1. Iskemi reperfiizyon hasarma karsgt koruma mekanizmalan

Serbest radikal yokediciler

Katalaz *
Stiperoksid dismutaz *
Nafatazrom

Siiperoksidi ve hidrojen peroksidi yok ederler
Mannitol
Dimetiltioiire
Dimetilsulfoksid
Merkaptopropionil glisin

Hidroksil radikalini yok ederler
Histidin *

Singlet oksijeni yok eder

Serbest radikal iiretiminin inhibisyonu
Allopurinol
Ksantin oksidaz: inhibe eder

Desferroksamin
Demir gelatlayici ajan

Notrofil inhibitorleri
Adenozin *
Siiperoksid anion olusumunu modiile eder
Transforme eden biyime faktéri p *
CD11 ve CD18 kompleksine karsi monoklonal antikorlar
Nétrofil adhezyonunu inhibe ederler

Antiproteazlar
Nétrofil proteaz aktivitesini inhibe ederler

Perflorokemikaller
Nétrofil kemotaksisini ve lizozom degranulasyonunu siiprese ederler

Antioksidanlar
Vitamin E (o Tokoferol) *
Propranolol
Kalsiyum kanal blokerleri
Kaptopril
Nafazatrom
Peroksidasyonu durdururlar

Iskemik hazirlanma
A1l adenozin reseptorleri
Sicak sok proteinleri
Hipotermi
Metabolizmay: azaltir

(* Endojen mekanizmalar)
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Iskemik hazirlanma

Baz aragtirmacilar kisa siireli iskemi periodlanmin kalpte daha sonraki
daha uzun siireli bir iskemiye karsi bir direng gelistirdigini saptamiglardir™,
Bu fenomen 1ki fazhh olmaktadir. Birinde 6ncelikle iki saat siiren bir koruma
olmakta ikinci fazda ise 24 saat sonra bir koruma geligmektedir.

Adenozin: Erken fazin A;-adenozin reseptorleri ve miyozitlerdeki protein
kinaz C ile gelisti§i goriilmiistiir. Bu reseptorlerin blokaji iskemik hazirlanmanin
koruyucu etkisini engellemektedir. Aym bulgular protein kinaz C yolu agonist
ve antagonistleri ile saptanmigtir®®.

Sicak-sok  proteinleri: Tim canli hiicreler ¢evrelerindeki ters
degisikliklere stresten koruyucu proteinleri sentezlerler. Sicak-sok proteinleri

ge¢ faz korunmada rol oynayabilirler.

Hipotermi

Hipoterminin iskemi sirasinda uygulanmasimin yararli oldugu klasik bir
bilgidir. 1960’11 yillardan beri hipotermi kalp cerrahisi, beyin cerrahisi, ortopedi
ve vaskiiler cerrahi basta olmak fizere iskemik bir donem gerektiren bir¢ok
ameliyatta kullanmilmaya baglanmigtir. Aynca organ transplantasyonunun
gelisiminde de organlarin hipotermik olarak daha uzun siire saklanabilmesinin
rolii olmusgtur.

Hipoterminin etkisi hiicre metabolizmasin1 deprese etmesi ile olmaktadir.
Béylece sitotoksik maddelerin dretimi ve sahmm azalmaktadir. Omegin
hipotermik iskemide bobrek bir ila iki saatte tim canhih@m kaybederken,
6°C’nin altinda sogutuldugu zaman alti ila sekiz saat canlihgim korumaktadir’’.
Beyin ameliyatlarinda iki ila {i¢ derecelik hipoterminin serebral iskeminin
zaranm azaltud saptanmustir'>. Ortopedik ameliyatlarda da hipotermi
ekstremitelere ugulanan turnike siiresini uzatmaktadir.

Ancak hipoterminin yaran disinda baz zararlan da vardir. Normal

kosullarda hiicre voliimiiniin stabilitesi sodyum iyonunun aktif olarak disanya
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pompalanmasi ile saglamr. Bu da hiicre igi protein anyonlan ile bir Donnan
dengesi olugturur. Sodyum pompasi hipoksi, soguk veya metabolik inhibitorlerle
yavaglatilirsa sodyum iyonu hiicreye girer ve diger iyonlar da elektrokimyasal
gradientleri yoniinde difiize olurlar ve hiicre ile hiicre i¢i organeller siserler. Bu
soguk strese cevabin derecesi sodyum pompasinin hipotermiye duyarhlifina

bagidir ki, bu da organdan organa degismektedir’'”>

. Hipoterminin bu zararh
etkilerinden dolay1 dokulan hipotermik donemde perfiize etmek igin 6zel
soliisyonlar hazirlanmig ve bunlar transplantasyon igin organ korunmasi

sirasinda kullaniimaktadir®,

BIYOKIMYASAL PARAMETRELER

LIPID PEROKSIDASYONU (LP):

Lipid peroksidasyonu kompleks bir olaydir. Hiicre membram
fosfolipidlerindeki doymamis yag asitleri (PUFA), serbest oksijen radikali ile
reaksiyona girerek lipid hidroperoksidleri (LOOH) olusturur. Bu reaksiyon
birbiri ardina devam eden bir zincirleme reaksiyonun baglangicadir’®.  Lipid
peroksidasyonu hiicre serbest radikal hasarim gdstermek isteyen aragtirmacilann
oncelikle kullandifi parametredir. Bunun nedenleri PUFA’lann biyolojik
dokuda ¢ok yaygm olarak bulunmalari ve lipid peroksidasyonunun hiicreye
hasar veren en onemli serbest radikal patolojisi olmasidir. Tiobarbitiink asit
reaksiyonu lipid peroksidasyonunu géstermek igin en sik kullanilan ve en kolay
yontemdir. Bu reaksiyonun temeli lipid peroksidayonunun bir aldelid triinii
olan malondialdehidi (MDA) dlgmektir. Lipid peroksidasyonu sonucu dokuda
MDA artmaktadir. Tiobarbitiirik asit reaksiyou en sik kullamlan test olmasina
kargin bazi dezavantajlan da vardir. Bu test ile lipid peroksidasyonunun son

iiriinlerinden biri olan MDA 6lgiilmektedir. Ancak tiobarbitiirik asit ile az da
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olsa MDA disi maddeler de reaksiyon vermektedir. Aynica bu testin ¢alisma
kosullarindan da etkilendigi bildirilmigtir.

PROTEIN OKSIDASYONU (PO):

Protein oksidatif hasan lipid peroksidasyonuna goére ¢ok daha yakin
zamanda incelenmeye baglanmigtir. Reaktif serbest radikaller proteinin
konformasyonunda ve fonksiyonunda degisiklik yaparak oksidatif hasara neden
olmaktadirlar. Hasar gérmiis proteinler ise hemen proteazlar ile yikilmakta ve
birikmemektedirler. Proteinlerin oksidasyonu, hidroksil radikali gibi serbest
radikallerin lizin gibi amino yan gruplan ile reaksiyona girmelen sonucu olugan
karbonil gruplarinin artmas ile gosterilebilmektedir. Bu test olduk¢a duyarh bir
test olarak degerlendinilmektedir.

PROTEIN SULFIDRIL GRUPLARI (PSH):

Protein oksidasyonu sirasinda proteindeki bazi aminoasitler yan
zincirlerdeki sulfidril (SH) gruplan (Omegin sistein) oksidlenerek proteinin
siilfidril grubu sayisinda azalma ortaya ¢ikar. Bu nedenle protein siilfidril

gruplaninin incelenmesi oksidatif hasarin diger bir gostergesidir.

PROTEIN DISI SULFIDRIL GRUPLARI (PDSH):

Oksidatif hasar sonucu hiicre i¢i antioksidan diizeyinde hasan
dengeleyebilmek igin kullamilmalan nedeniyle belli bir azalma gérilir. Bu
antioksidanlar arasinda hiicre igi serbest siilfidril grubu (%95’ glutatyon) da
vardir. Bu siilfidril gruplanmn 6l¢timii de yine oksidatif hasarin bir gostergesi
olarak degerlendirilir.
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TESTIS OTOTRANPLANTASYONU

INMEMIS TESTIS (Kriporsidizm):

Eski Yunanca’da cryptos saklanmig orchis ise testis demektir. Antik
¢aglardan beri bilinmesine kargin ilk anlamli ¢aligmalar John Hunter tarafindan
yapilmigtir (1762 ve 1785). Inmemis testisin insidanst prematiirite ile birlikte
artmaktadir. Prematiirelerde oran %21 iken 1500 gram alti bebeklerde ise %60
" ila 70°dir. Term bebeklerde bu oran %2.7 ile 3.2 arasinda degismektedir. Bir
yaginda bu oran %0.8’¢ diigmektedir®®.

Tablo 2. Inmemis testiste testis lokalizasyonu. ®”

1.Intraabdominal testis

2 Kanalikiiler testis

3.Superfisyal inguinal postaki testis
4 Obstrukte olmusg testis

5.Ektopik testis

6. Retraktil testis

7.Asendan testis.

Modem cerrahi tedavi Bevan’in 1899°de yayinladify klasik yaz ile
baslanmstir. Internal inguinal ring veya intraabdominal yerlegimli olan ve cerrahi
olarak indirilmesi zor vakalar i¢in ise Davidson 1911°de inferior epigastrik
damarlanin kesilerek yer kazanilmasimi 6nermistir, La Roque 1931°de kord
uzunlugunu saglayabilmek igin retroperitoneal disseksiyonu énermistir, Fowler
ve Stephens 1959°da “long loop vas orsiopeksiyi” onermislerdir’.
Intraabdominal veya intemal ring yerlesimli inmemis testisler igin aynca iki
asamali orgiopeksi, ve Corkery’nin silastik kullanarak uyguladigr iki agamali

orsiopeksi® ve mikrovaskiiler orsiopeksi onerilmistir’.
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Intraabdominal yerlesimli testis genellikle internal inguinal ringin bir ila
iki santim iizerinde bulunur. Klinik olarak intraabdominal testis palpe edilemez.
Cerrahi olarak testis internal ringde periton agilarak veya testikiiler damarlar ve
duktus deferens retroperitoneal olarak izlenerek veya laparoskopik olarak
bulunur.

Testis palpe edilemiyorsa ya testis yoktur ya da intraabdominal veya
internal inguinal ringdedir. E§er testis var ise bunlanin malinite potansiyelleri
olmalann ve steriliteye neden olmalan nedent ile mutlaka bilinmesi
gerekmektedir. Testis eger tecriibeli bir cerrah tarafindan bile palpe
edilemiyorsa daha ileri incelemelere ge¢mek gerekir. Goriintilleme yoOntemi
olarak ultrason, komputerize tomografi, magnetik rezonans goriintilleme, selektif
venografi ve antreiografi yapilabilir, cerrahi olarak ise laparoskopi uygulanabilir
veya hasta eksplore edilebilir.

Testisin intraabdominal pozisyonda oldugu veya spermatik kordunun

yetersiz uzunlukta oldugu saptanirsa yapilabilecek farkli ameliyatlar vardir.

Iki agamali orsiopeksi: Eger testis damarlan ve vas deferens yapilan ameliyatta
testisin skrotuma yerlestirilebilmesi igin kisa kalirsa testis skrotuma olabilecek
en yakin mesafeye kadar indirilip oraya tutturulur ve 6 ila 18 ay sonra yapilan
ikinci bir ameliyat ile skrotuma indirlir. Corkery bu ameliyata yaptifi bir
modifikasyon ile, ilk agamada testisi ¢evre dokulara yapigmamasi igin silastik bir

tabaka igine yerlestirmektedir®.

Fowler Stephen orgiopeksi: Bu ameliyatta testikiiler arter ve ven kesilmekte ve
testis duktus deferensin arterinden ve kremasterik vaskiiler anastomozlardan
kanlanmaya devam etmekte ve testis bu durumda skrotuma indirilmektedir’.
Ransley, Fowler Stephens orsiopeksisini modifiye ederek iki agamali hale
getirmistir’®. ik agamada testikiiler arter kesilmekte ve 6 ila 12 ay kollateral

gelisimi igin siire tanindiktan sonra ikinci agama uygulanmaktadir.
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Mikrovaskiiler anastomoz (Testikiiler ototransplantasyon): 1976’da Silber ve
Kelly “Prune Belly” hastalig: olan bir bebekte ilk testis ototransplantasyonunu
yaymladilar®, Mikro cerrahi teknigin de gelisimi ile testis ototransplantasyonu
yiitksek intraabdominal testis i¢in alternatif bir metod haline gelmis ve birgok

. 539,404
seriler yayinlanmigtir "4

. Bu yontemde inguinal ligaman iizerinde yukarniya
ve laterale uzanan cilt kiviimu insizyon kulamlmaktadir. Periton internal ring
hizasinda agilarak testis gevre peritoneal yapilan ile birlikte serbestlegtirilip
insizyonda ¢ikarilmakta ve periton kapatilmaktadir. Bundan sonra testikiiler
arter ve ven retroperitoneal olarak disseke edilmekte ve en proksimalden
kesilmektedir. Inferior epigastrik arter ve veni internal oblik ve transversus
abdominus arasindan internal ring hizasinda disseke edilerek kesilip anastomoz
i¢in hazirlanmaktadir. Kesilen testikiiler arter ve ven inguinal kanalda hazirlanan
epigastrik inferior arter ve venine anastomoze edilmektedir. Daha sonra testis
cild ile dartos kast arasinda hazirlanan posa yerlestirilmektedir. Testikiiler

iskemi siiresi 28* ila 120 dakika arasinda degismektedir’.
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GEREC VE YONTEM

Bu deneysel galisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi
Anabilim Dali’nda gergeklestirilmigtir. Cahgmada kullamlan Wistar Albino
siganlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip Aragtrma Merkezi (DETAM) ve
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Araghrma ve Hayvan
Laboratuar’ndan saglanmistir. Biyokimyasal incelemeler Marmara Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda gergeklesitirilmistir.

Deney hayvani olarak 33 ila 38 giinlik agirliklan 60 gram ile 124 gram
arasinda degisen erkek prepubertal Wistar Albino siganlar kullamilmigtir.

CERRAHI ISLEM

Siganlara 1.6 gr./kg.intraperitoneal iiretan verilerek geri doniiglimsiz
genel anestezi uygulanmigtir. Anesteziyi takiben pubis iizerinden baglayarak
yaklagik bir cm. uzunlugunda bir orta hat kesi ile laparotomi yapildi (Resim 1).
Duktus deferense ve testis damarlanna hi¢ dokunulmadan sad testis skrotumdan
itilerek insizyondan disanya ¢ikanldi. Testis, duktus deferens ve testisin
damarlan sigamn anatomisi geregi kolaylikla ayirdedilebiliyordu (Resim 2).
Duktus deferens ile damarlar birbirlerinden tamamen ayn olduklan igin
damarlan ayirmak i¢in herhangi bir disseksiyon gerekmedi. Martin marka
13-102-04 kodlu mikroklipler ile damarlar testis girisinden yaklagik bir santim
proksimalden kliplenerek testis iskemisi saglandi (Resim 3).
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Resim 1. Calismada uygulanan laparotomi insizyonu.

Resim 2. Insizyon digina gikartilmg testis.
T:Testis, DD:Duktus deferens, DDA:Duktus deferens arteri,

TAV: Testikiiler arter ve ven
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Siganlar protokole uygun olarak alti gruba aynldilar. Caliymada birinci
grupta 15, kalan gruplarda 10°ar sigan olmak iizere 65 adet sigan kullamlmigtir
(Tablo 3.).

Grup 1 (Bazal degerler): Bazal degerler i¢in genel anesteziyi takiben sag testis
hemen eksize edilmistir.

Grup 11 (Sham grubu): Sham grubunda ise sag testis laparotomi insizyonundan
gkartilmig ve iskemi uygulanmadan iki saat disanda tutulmustur. ki saatin
sonunda testis tekrar skrotuma yerlestirilmis ve iki saat te bu pozisyonda
kaldiktan sonra testis eksize edilmistir. Testis insizyon diginda kaldigi siire
icinde iizerine serum fizyolojikli gaz ortiilerek 1slak tutulmustur. Boylece testis,
duktus deferens ve 6zellikle damarlarin kurumasi 6nlenmistir.

Grup 1 (7ki saatlik normotermik iskemi ve iki saatlik normotermik reperfiizyon
grubu): Normotermik iskemi grubunda sigan sirtiistii pozisyonda yatinldi ve sag
testis insizyondan ¢ikanlarak kliplendi. Iki saatlik iskemi siiresi sonunda klip
agildi ve testis laparotomi insizyonundan tekrar skrotuma yerlestirildi. Insizyon
5/0 ipek ile gegici olarak kapatildi. Reperfiizyon siiresinin sonunda testis
epididim ve damarlarin ¢ikis yerinden tunica vaginalis zedelenmeden cksize
edildi. Testis insizyon diginda kaldigi siirede yine serum fizyolojikli gazlarla
1slak tutulmustur.

Grup IV (Iki saatlik hipotermik iskemi ve iki saatlik normotermik reperfiizyon
grubu): Hipotermik iskemi igin sigana laparotomi uygulandiktan sonra sag testis
¢ikarildi ve kliplendi. Laparotomi insizyonu damarlara ve duktus deferense
baski uygulamayacak sekilde 5/0 ipek ile gegici olarak tek tabaka halinde
kapatildi. Sigan 6zel olarak hazirlanan 1s1 yahtimim saglayan yaklagik 0.5 cm
kalinliktaki styopor platforma yiiziistii yatinldi (Resim 4). Testis inguinal bélge
hizasinda daha onceden hazirlanmug olan yaklagik bir santimlik bir araliktan
testis asagiya dogru sallandinldi. Bu platform buzlu serum fizyolojik igeren bir

kap iizerine yerlegtirilerek testisin soguk serum fizyolojigin iginde kalmasi



Resim 3. Testikiiler arter ve vene klip uygulanmasi.

T:Testis, DD:Duktus deferens, DDA:Duktus deferens arteri

TAV: Testikiiler arter ve ven, K:Klip

Resim 4. Siganin testis hipotermisi siirecindeki pozisyonu



saglandi (Resim 5). Iki saatlik iskemi sonunda testis skrotuma geri yerlestinildi

ve iki saatlik reperfiizyon déneminin de sonunda eksize edildi.

Grup V (Iki saat hipotermik iskemi,bir saat hipotermik reperfiizyon ve bir saat
normotermik reperfiizyon grubu): Bu grupta onceki gruptan farkli olarak testis
reperfiizyonun ilk bir saatinde iskemi siiresinde uygulandif gibi soguk serum
fizyolojik icinde tutuldu. Testis bir saat sonunda tekrar skrotuma yerlestirildi ve
bir saat te bu sekilde perfiize edildikten sonra eksize edildi.

Grup VI (Iki saatlik hipotermik iskemi, bir saat normotermik olarak disarida
reperfiizyon ve bir saat normotermik reperfiizyon grubu): Bu grupta ise sag
testis iki saat hipotermik iskemide tutulmugtur. Daha sonra Klip agilarak testis
skrotuma yerlestirilmeden digarida bir saat normotermik reperfiize edilmis ve
bunu takiben skrotuma yerlestirilmigtir. bir saat te bu pozisyonda kaldiktan

sonra testis eksize edilmistir.

Tablo 3. Deney gruplar.

Grupl (n=15) Bazal degerler.

GrupII (n=10) Sham grubu.

Grup I (n=10) 2 saatlik normotermik iskemi ve 2 saatlik normotermik
reperfiizyon.

Grup IV (n=10) | 2 saatlik hipotermik iskemi ve 2 saatlik normotermik
reperfiizyon.

GrupV  (n=10) 2 saatlik hipotermik iskemi, 1 saatlik hipotermik
reperfiizyon ve 1 saat normotermik reperfiizyon.

Grup VI  (n=10) 2 saatlik hipotermik iskemi, 1 saat normotermik olarak
disanda reperfiizyon ve 1 saat normotermik reperfiizyon.
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Resim 5. Testisin soguk serum fizyolojik iginde tutulmas igin hazirlanan

diizenek.

Resim 6. Caligma sirasinda serum fizyolojigin 1s1s1 elektronik termometre

ile olgildi.



Siganlar tim deneyler boyunca Ameda marka radiant isiic1 ile 1siilmugtir.
Siganlanin 1silan  Electromedix marka rektal prob ile Protocol marka Propaq 104
model monitér ile dlgilmis ve 35 ila 37.5 °C arasinda tutulmustur Hipotermi
igin kullamlan %0.9 NaCl solusyonunun 1sist ise Multi marka elektronik
termometre ile dl¢iilmiis ve 1s1 0 ila + 4°C arasinda tutulmugtur (Resim 6).
Testisler eksizyonu takiben sivi azotta bir dakika dondurulmus ve biyokimyasal
¢alismaya kadar -20°C’da saklanmugtir. Siganlar deney sonunda derin eter
anestezisi ile sakrifiye edilmiglerdir.

BIYOKIMYASAL OLCUMLER

DOKU PROTEIN MIKTARININ OLCUMU

Omeklerin protein miktarlan standart olarak sifir serum albumininin
kullamldig: kismen degjstirilmig Lowry* yontemine gore yapilmistir. -20 °C’de
saklannus testis dokusu soguk 0.15 M KCl iginde %10 (agulik/voliim) olacak
sekilde IKA marka Ultra Turrax T 25 model homojenizatér ile 8000
devir/dakikada homojenize edildi. 1/50 segreltilmis 6rneklerin 10 pl’si distile su
ile 100 pl’ye tamamlandiktan sonra iizerlerine solusyon I (50 ml.%2
Na,CO;+Iml. %1 CuSO4+1 ml. %2 Sodyum potasyum tartarat) eklendi. 10
dakika oda 1s1sinda inkiibasyondan sonra 100 pl solusyon II (Folin ve Ciocalteau
fenol reagenti + H,O 1:1 oramnda) konularak kangstinldi. Oda 1sistnda 30 dakika
inkiibe edilen 6meklerin 750 nm’deki absorbsiyon degerleri (Ass;) okundu.
Daha sonra sifir serum albumini kullanularak ¢izilen standart grafikten

bilinmeyen 6rneklerin protein miktar hesaplandi.

28



MDA OLCUMU

Omeklerin  lipid peroksidasyonuna duyarhihfinin  saptanmasinda
Uchiyama’nin yontemi kismi degisiklikler ile kullamldi®®. Buna gore 0.5 ml.
homojenat 1 ml %20 TCA ile kanstirildi ve bu kangim Hettich marka Universal
30 RF model santrifiij ile 4200 devir/dakika ile +4 °C’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust stvimn 1 ml’si 1 ml %0.67 0.05 N NaOH TBA ile kanstinldi ve
sonra kangim 15 dakika 100°C su banyosunda isitildi. Sofutma isleminden
sonra kansimin absorbansi Shimadzu marka UV-2100 model spektrometrede
omek iceren kore karst 532 nm.de olgildi. Omeklerdeki TBA reaktif
maddelerin miktart MDA igin saptanmis molar ekstinksiyon katsayisi (1.56x10°
M 'em™) kullamlarak hesaplandi ve nmol MDA/gram doku olarak ifade edildi.

PROTEIN KARBONIL GRUPLARININ OLCUMU (PROTEIN

OKSIDASYONU)

Malondialdehit haricindeki aldehitler 2,4-dinitrofenil hidrozin boyas: ile
konjuge edilerek spektrofotometrik olarak tesbit edilir. 0.25 ml testis
homejamtina 0.25 ml boya eklendi (0.0998 gr 2,4 dinitrofenilhidrazin boyast /
10 ml 2N HCL) ve bir saat oda sicakliginda karanlikta arasira kangstinlarak
bekletildi. Sonrasinda bu kanigima 0.5 ml %20 TCA ¢ozeltisi konuldu ve 4500
devir/dakikada 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Pellet Gizerine 2ml %10 TCA
konarak tekrar santrifiij edildi. Olusan pellet 1ml ethanol etilasetat (1:1)
kangmminda ii¢ kez yikanarak (4200 devir/dakikada, +4°C 10 dakika)
nonspesifik boya baglanmalan uzaklastirildi. 2,4 dinitrofenilhidrazin boyasi
yerine 2 N hidroklorik asit konmus kére karsg 370 nm’ de absorbans
okundu.Karbonil igerigi i¢in saptanmig molar ekstinksiyon katsayisi (22x10° M
'em™) kullanarak omeklerin karbonil igerigi hesaplandi ve doku protein

miktanna béliinerek nmol karbonil/mg protein olarak ifade edildi.
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TOTAL SULFIDRIL GRUPLARI OLCUMU

Omeklerin total SH miktannin 6lgiimii Beutler* tarafindan belirtilen
yontemin kismi degigiklikleri ile yapildi. 0.1 ml homojenat, 1ml. reaksiyon
tamponu (100mM Tris Hel (pH 8.2), %1SDS, 2 mM EDTA) ile kangtinld: ve 5
dakika oda sicakhiginda bekletildi. Kangim 4500 devir/dakikada 10 dakika
santriifiij edildikten sonra iist stvi 40 pl Ellman ayirac ile (10 mM DTNB
(pH:7.0), 0.1mM KH,PO,K-HPO,) ile kanstinldi ve 5 dakika oda isisinda
intiibasyona birakildi. Homojenat yerine 0.15 M KCl ¢ozeltisi kullanilarak
hazirlanan ayirag koriine karst 412 nm.’de absorbans okundu. Total SH
diizeyleri olugan san renkte driniin 412 nm’deki ekstinksiyon Kkatsayisi
(13600M” cm.™) kullanilarak hesaplandi.Sonuglar pmol/gr.doku olarak ifade
edildi.

PROTEIN DISI SULFIDRIL GRUPLARI (PDSH) OLCUMU

NPSH’nin tesbiti igin 0.5 ml homojenat 1:1 olacak sekilde %10 TCA ile
kanstinlarak proteinler ¢oktiiriildii. 3000 devir/dakika 15 dakika santrifiij edildi.
Ust stvinin 0.25 ml’si 1 ml fosfat ¢ozeltisi ( 0.3 M NaH,PO,)ile kangtinld,
izerine 0.125 ml Ellman ayiraci ( 4mg DTNB /10 ml, 10 ml. %1 sodyum sitrat)
eklendi ve émek yerine 0.15 M KCl kullamilarak hazirlanan ayirag kére kargt
412 nm.de absorbam okundu. Glutatyon diizeyleri olusan sar1 renkte tirliniin
412 nm’deki ekstinksiyon katsayist 13600 M'em.") kullamlarak
hesaplandi. Sonuglar pmol/gr.doku olarak ifade edildi.

PROTEIN SULFIDRIL GRUBUNUN (PSH) OLCUMU
Protein siilfidril degeri ise protein dig: siilfidril degerinin her 6mekte total
silfidril degerinden gikanlmasi ile hesaplanmigtir. Cikan sonug da doku protein

miktarina béliinerek pmol/mg.protein degeri bulunmustur.
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ISTATISTIK CALISMASI

Istatistiksel degerlendirme igin, veriler 6l¢giimle elde edilmis oldugundan,
bagimsiz ve ikigerli gruplar halinde kargsilagtinlacagindan ve gruplardaki sigan
say1st 30’un altinda oldugundan Mann-Whitney U testi tercih edilmigtir. p’nin
0.05’den diigiik oldugu degerler anlamh olarak kabul edilmistir. Caliyma Instat 2
adli bilgisayar programunda gergeklestirilmistir.
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BULGULAR

Olgiilen biyokimyasal parametrelerden malondialdehid ve protein dist
stilfidril gram doku bazinda, protein karbonilleri ve protein siilfidril ise dokunun
protein miktar1 ile orantih oldufundan miligram protein bazinda
degerlendirilmigtir.

Tablo 4. Gruplarm parametrelere gére ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri

MDA PO PSH PDSH
(nmol/gr.doku) (nmol/mg, protein) (pmol/mg, protein) (umol/gr.doku)
GRUP1 8.33413+5.754 0.02051+0.023899 | 0.084065+0.02634 0.24382+0.1193
1.486 0.00617 0.006801 0.03079
GRUP II 16.704+10.056 0.01675+0.03635 | 0.1067692+0.0393 | 0.33868+0.09435
3.180 0.01150 0.01243 0.02984
GRUP IIT 17.5152+14.333 0.06669+0.06371 | 0.075898+0.03207 0.2226+0.1122
4.533 0.02015 0.01014 0.03548
GRUP IV 17.6352+5.775 0.05536+0.1102 | 0.086399+0.04988 | 0.27018+0.092487
1.826 0.03483 0.01577 0.02924
GRUPV 18.1284+11.434 0.04026+0.03742 | 0.093985%0.03003 0.31439+0.1405
3.616 0.01183 0.009496 0.04237
GRUP VI 18.806+15.292 0.08381+0.1314 | 0.088405+0.03513 0.27888+0.1120
4.836 0.04156 0.01111 0.03542

Grup I: Bu grupta anestezi sonrast bazal degerler ahnmigtir. Bazal degerler ve
standart sapmalan MDA igin 8.33413 5.754 nmol/gram doku, PO igin
0.02051+0.023899  nmol/mgprotein, PSH ig¢in  0.084065+0.02634
pmol/mg.protein, PDSH i¢in ise 0.24382£0.1193 pmol/gr.doku olarak
bulunmugtur.(Tablo 4.)

Grup II: Sham operasyonu grubu degerlendirildiginde MDA (16.704% 10.056
nmol/gram doku), PSH (0.0106769+£0.0393 umol/mg.protein) ve PDSH’de
(0.33868+0.09435 pumol/gram doku) bazal degerlere gore artis saptanmigtir. Bu
artis incelendiginde artisin  MDA’da anlamhi  oldugu ( p<0.05) diger
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parametrelerde ise anlamsiz oldugu bulunmugtur. Protein oksidasyonu ise bazal

degerden gok hafif diigiik bulunmugtur (0.01675+0.03635 nmol/mg. protein).

Tablo 5. Kargilagtinilan gruplar arasi parametrelere goére anlamliliklar

GRUPLAR PO MDA PSH PDSH
1-2 ad a ad ad
2-3 a ad a a
2-4 a ad ad ad
2-5 ad ad ad ad
34 ad ad ad ad
3-5 ad ad ad a
4-5 ad ad ad ad
5-6 ad ad ad ad

a: anlaml, ad: anlamli degil (p<0.05:anlamli) Mann Whitney U;

Grup I Iki saat normotermik iskemi iki saat normotermik reperfiizyon
grubunun sonuglarn incelendiginde MDA ve PO ‘nun sham grubuna gére artms
olduklan izlenmistir. Bu arttis PO ‘da (0.0666910.06371 nmol/mg, protein
p<0.05) anlamli olarak degerlendirilitken MDA’da ise anlamh olarak
degerlendinilmemigtir. PSH (0.07589240.03207 pmol/mg protein p<0.05) ve
PDSH (0.22261+0.1122 pmol/gram doku p<0.05) degerleri ise sham grubuna
gére anlamhi bir gekilde diigmistir. Bu grup sadece iskeminin hipotermik
oldugu (grup IV) ve iskeminin ve bir saatlik reperfiizyonun hipotermik oldugu
(grup V) gruplarla kargilagtinldiginda ise MDA’min  ¢ok yakin degerlerde
oldugunu, PO’nun diger gruplardan daha yiiksek degerde oldugunu ve PSH ile
PDSH in ise tim bu gruplar iginde en diisiik degerlere sahip oldugunu
1zlemekteyiz. Ancak istatistiksel olarak incelendiginde tiim bu gruplar arasinda
sadece grup Il ile V arasinda PDSH’de anlamli bir fark oldugu saptanmstir.
Diger farklar istatistiksel olarak anlamh bulunmamigtir (Tablo 5).

Grup IV: Iki saat hipotermik iskemi iki saat normotermik reperfiizyon grubu, iki

saat normotermik iskemi 1ki saat normotermik reperfiizyon grubu ile
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kargilagtinldifinda ise MDA nin esit oldugu, PO artiginda azalma oldugu ve
yine PSH ve PDSH gruplannda diigiiste bir azalma oldugu saptanmigtir. Ancak
yine tiim bu farklar anlamh olarak degerlendirilmemistir.

GrupV ve VI: ki saat hipotermik iskemi ve bir saat hipotermik reperfiizyon bir
saat normotermik reperfiizyon grubu (grup V), bir saatlik hipotermik
reperfiizyonun disannda normotermik olarak yapildigt grupla (grupVI)
kargilagtinldiginda ise MDA degerinin yaklagik olarak esit oldugu, PO degerinin
daha az artmug oldugu PDSH ve PSH degerlerinin ise daha az diigmiis olduklan
izlenmistir. Yine bu sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde aralarinda
anlamli bir fark izlenmemigtir.

34



nmol/gram doku

DN\

4

D

L

an \\

e \¢

=\

L L

Sekil 2. Gruplarm MDA ortalama degerleri ve standart sapmalan

nmol/mg. protein

Sekil 3. Gruplarn PO ortalama degerleri ve standart sapmalart

35



pmol/mg, protein

Y

0.6

Y

77

2/ W/

|
1

Ll
2

i 1 L
3 4 5 6

Sekil 4. Gruplarm PSH ortalama degerleri ve standart sapmalan

pmol/gram doku

Y

S\

S\ g
N

S\
SO\
S\

Sekil 5. Gruplarm PDSH ortalama degerleri ve standart sapmalan



TARTISMA

CALISMA PROTOKOLU

Bu deneysel ¢aligmada hipoterminin, testis iskemisi ve reperfiizyonu
sirasinda koruyucu etkisinin varhg araghnlmigtir. Calismada prepubertal Wistar
Albino siganlar kullamlmigtir. Siganlann prepubertal segilmesinin nedeni bu
¢alismamn klinik yansimast olan testis ototransplantasyonunun prepubertal
doneme rastlamasidir. Wistar Albino ratlar 45 giinliikk iken puberteye
girmektedirler. Puberteye girig kriteri olarak histolojik incelemede seminiferdz
tubuluslarnin iginde spermatozoa goriilmesi kabul edilmektedir.

Prepubertal siganlarin kullamlmasimin bazi dezavantajlan olmustur.
Testis dokusunun 320 ila 620 mg. kadar kiigiik olmasi gok fazla biyokimyasal
parametre ¢alisilmasina izin vermemistir. Ayrica siganlar yaklagik 20 giinliige
kadar annesinden aynlmadify igin, agirliklan annelerinin ilgisine ve besleme
performansina bagli kalmaktadir. Bu yiizden siganlar arasi agihik farklan
olmaktadir. Siganlarin kiigiik olmalanmin diger bir dezavantaj ise sofuga kargt
duyarli olmalandir. Bu nedenle normal rektal isilar1 37.5°C olan siganlar deney
boyunca radiant isitia ile isiilmiglar ve rektal isilan 35 ile 37.5°C arasinda
tutulabilmigtir.

Testis iskemisi ve reperfiizyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar, testisin dort
ile beg saatten uzun siiren iskemi periodundan sonra tekrar perfiize olmadigini
gostermistir®>*4"*® Xu ise travmatik olarak testis damarlan kopmus olan bir
hastasina alt: saatlik iskemi sonras: testis replantasyonu uygnlamg ve 120 giin
sonra yaptigt biyopside Leydig hiicrelerinin normal oldugunu ve germ

hiicrelerinin ise gelisimlerinin farkh agamalaninda meveut oldugunu izlemigtir®.
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Intraabdominal inmemis testislerde uygulanan testis ototransplantasyonunda ise
testis 28 dakika® ile iki saat iskemik kalmaktadir’.Calismamizda testis iskemi
siiresi bu bilgiler esliginde iki saat olarak belirlenmigtir. Reperfiizyon igin de
yine yapilan ¢aligmalara uygun olarak iki saatlik siire segilmigtir*®*’°,

Salt hipotermik reperflizyonun koruyucu etkisinin anlagilabilmesi igin
hipotermik reperfiizyon grubu (grup V), iki saat soguk iskemi, bir saat insizyon
diginda normotermik reperfiizyon ve bir saat intraskrotal normotermik
reperfiizyon uygulanana grup VI ile karsilagtmlmistr.

Testislerde hipotermi testisin 0 ile+4 °C arasindaki %0.9 NaCl iginde
tutulmasi ile saglanmigtir. Testis dokusu ¢ok kigiik oldugu icin yiizeyel
sogutmanin yeterli oldugu diisiintlmigtiir. Aynca iskemi sirasinda testisin arter
ve veninin devamlilif korundugundan soguk perfiizyon yontemi ile sogutulmasi
miimkiin degildi. Bu nedenlerle sogutucu solusyon olarak &zel solusyonlar
yerine %0.9 NaCl kullanilmgtir.

CERRAHI TEKNIK

Calisma 4 saat siirecegi ve sonunda sican sakrifiye edilecedi igin geri
doniigtimsiiz bir anestetik ajan olan iiretan kullamlmigtir. Testis herhangi bir
travmayla kargilasmadan skrotumdan insizyona dogru itilerek insizyondan
¢ikanlabilmigtir. Testis siganlarda viicuda oranla relatif olarak daha biiyiiktir,
damarlar ve duktus deferens herhangi bir disseksiyon gercktirmeyecek sekilde
birbirinden ayndir. Bu nedenle testikiiler damarlarin kliplenmesi sirasinda
duktus deferense ve duktus deferensin damarina zarar verilmemistir.  Klipler
damarlann testise girdigi noktanin yaklagtk 1 cm. proksimaline konularak
arteryel ve vendz akim tamamen kesilmigtir. Ancak ratlarda iyi gelismis olarak
gozlenen duktus deferens arteri ile testis kanlanmaya devam etmistir. Duktus

deferens arteri siganlarda iyi gelismis olmasma karsin vendz drenaj aym
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derecede iyi geligmemistir’. Pascual ratlarda yaptifs ¢caligmada testikiiler arterin
baglanmas: halinde testis kan akiminin %80 oraninda azaldigim gostermistir.
Testislerin reperfiize olduklan iskemi sonunda kliplerin agilmasi ile koyulagmsg

olan renklerinin agilmasindan ve hacimlerinin artmasindan anlagilmistir.

BIYOKIMYASAL OLCUMLER

Biyokimyasal 6lgiimler tiimiiyle aym kogullar altinda, aym kisi tarafindan
ve dmeklerin hangi gruba ait oldugu bilinmeden yapilmigtir. Her seansta tek bir
grup degerlendirilmeyip, farkli farkhi gruplardan dmekler incelenerek seanslar
arasi olast farkhihiklar grupiara esit olarak boliigtiriilmeye ¢alisilmigtir.

BULGULAR

PO ve PSH degerleri hiicredeki protein miktar: ile orantih oldugu igin
hasann daha dogru degerlendirilebilmesi amac ile hiicrenin protein igerikleri de
olgiilmits ve PO ve PSH degerleri protein bazinda degerlendirilerek miligram
protein diizeyinde hesaplanmgtir.

Tim parametreler degerlendirildiginde sham grubunda degerlerin
bazalden daha farkli oldugu gozlenmigtir. Hatta bu fark MDA ‘da anlamh
bulunmus, digerlerinde ise anlamh bulunmamugtir (Tablo 5). Bu iki grup
arasindaki fark dort saatlik anestezinin ve cerrahi travmanin parametrelerimizde
baz1 degisikliklere neden oldugu seklinde yorumlanmstir. Bu nedenle farkls 1s1
protokollerinin uygulandig: ¢aligma gruplan bazal degerler grubu ile degil, sham
operasyonu grubu ile kargilagtntmgtir.

Iki saat normotermik iskemi iki saat normotermik reperfiizyon uygulanan

grubunun (Grup III) degerlendirilmesinde ise MDA ve PO’nun sham grubuna
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gore artmis olduklan izlenmistir. Bu artis PO’da istatistiksel olarak anlamh
(p<0.05)  bulunmus, MDA’da ise istatistksel olarak  anlamh
degerlendirilmemistir. PSH ve PDSH degerlerine bakildiginda, bu gruptaki
degerlerin sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir sekilde
dustigi saptanmigtir. Tim bu degisiklikler yarattiginuz modelde iskemi
reperfiizyon hasanimn olugtugunu gostermektedir.

Hipotermik iskemi normotermik reperfiizyon grubu (Grup IV),
normotermik iskemi normotermik reperfizyon grubu (Grup 1) ile
kargilagtinldifinda ise; MDA degerlerinde bir fark olmadigi, PO artiginda
azalma oldugu ve yine PSH ve PDSH degerlerinde a@a oldugu saptannugtir
(Tablo 4). Bu sonuglar hipoterminin etkisi ile daha az proteinin oksidasyona
ugradifini, glutatyonun daha az harcanmasina gerek kalindigini ve PSH lerin de
daha az hasar gérdiigiinii diigiindiirmekte ise de bu farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir.

Hipotermik iskemi ve bir saat hipotermik reperfiizyon bir saat
normotermik reperfiizyon grubu (Grup V) ile iki saat hipotermik iskemi ve bir
saatlik disarida normotermik reperfiizyon, bir saat intraskrotal normotermik
reperfiizyon grubu (Grup VI) karsilagtinldifinda ise; MDA degerinin yaklagik
olarak egit oldugu, PO degerinin belirgin oranda daha az artmig oldugu, PDSH
ve PSH degerlerinin de daha az diigmiis olduklan izlenmigtir. Bu sonuglar da
istatistiksel olarak incelendiginde aralanndaki fark anlamli  olarak
bulunmanmustir.

Caligmadaki tiim PO, PDSH ve PSH degerleri incelendiginde gruplar
arasi degisikliklerin birbirlerini destekleyici oldugu izlenmistir. Ancak MDA
degerleri degelendirildiginde, MDA’min diger parametrelerle higbir ortak
Ozelligi olmadi@ goriilmistir. Bunun yaninda en genis standart sapmalarin
MDA’da bulunmus olmasi da MDA’ min testiste iskemi reperfiizyon hasarinda
¢ok uygun bir kriter olmadigim diigiindiirebilir.
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Testis iskemisi ve reperfiizyonunun hasan ile ilgili ¢aligmalar daha ¢ok

. 0 c iy . 52506061, i
6.47:48.50.35.56.5158  deneysel testis iskemisi’>*"®"" mikrovaskiiler

testis ototransplantasyonu*->1%6364

testis torsiyonu
ve kemoterapi sirasinda testisin dolagimimn
izolasyonu® iizerine yapilmistr. Klinik ve deneysel olarak yapilan bu
caligmalarda gelisen hasar gogu zaman histolojik olarak degerlendiﬁlmi§tir.
Iskemi reperfiizyon hasarimin biyokimyasimn aydinlanmaya baglamast ile
birlikte testis iskemi reperfiizyon hasarinin biyokimyasal parametrelerle
degerlendirildigi calismalar da artmstir*®*’”°. Ancak yine de bu artig diger
organlardaki kadar fazla olmamg ve sinirh sayida kalmastir.

Yapilan bu ¢aligmalar testis iskemi reperfiizyon hasarina farkli yorumlar
getirmigtir. Akgiir ve arkadaglan, yaptiklan g¢aligmalarda testis torsiyonu ve
detorsiyonu sirasinda doku laktat, hipoksantin ve tiobarbitiirik asitle reaksiyona
giren maddelerin (TBARS) diizeylerini inceleyerek modellerinde bir iskemi

reperfiizyon hasan  gelistirdiklerini  gostermiglerdir®®’,

Buna kargin bazi
caligmalar testiste diger organlardan farkh olarak klasik iskemi reperfiizyon
hasarimn gelismedigini diisiindiiren sonuglara ulagmiglardir. Omegin, Bergh ve
arkadaglan yaptiklan bir ¢alismada superoksid dismutaz ve katalaz gibi radikal
scavengerlerle 60 ile 100 dakikahk testis iskemisi sonucu olusan histolojik
hasan 6nleyemedigi gosterilmistir™. Yine Greenstein ve arkadaslant yaptklan
¢alismada siganlarda ii¢ saatlik 720 derece testis torsyonu modelinde polietilen
glikol superoksid dismutazin histolojik  degisiklikleri &nlemedigini
gostermiglerdir™,

Iskemik testislerde iskemi reperfiizyon hasarini énlemek igin de gok az
¢aligma yapilmistir. Iskemi reperfiizyon hasarimin reaksiyonlannin en basinda
yer alan hipoksantinin yikildifi reaksiyonda rol oynayan ksantin oksidazin
inhibitérii olan allopiirinol bagka organ iskemilerinde klinikte de kullamlan bir
maddedir. Akgiir yaptig1 bir ¢alismada detorsiyon 6ncesi verilen allopurinol ile
iskemi  reperfiizyon hasarim azalttiklanim  biyokimyasal yontemlerle
gostermistir°. Schwaiger ve arkadaslan ise yaptiklan bir ¢ahsmada testis
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iskemisinde germinatif epitel hasaninin heparin ve alfa reseptér blokerleri ile
azaltilabilecegini gostermigler ve bunu testis ototransplantasyonunda
énermislerdir®.

Testis iskemi hasanmi Onlemek igin hipotermi uygulamasi ile ilgili
caligma yine ¢ok simirh say1dad1r8’9’1°’64. Testis ototransplantasyonu sirasinda
testisin diigiik 1sida tutulmasi klasik bilgiler isifinda ¢ok fazla aragtrmaya
dayandinlmadan énerilmektedir’. Yine Boyarsky editére yazdigy mektupta testis
torsyonunda klasik bilgi olan hipoterminin koruyucu etkisinin kullanabilecegini
onemistir™. Shioshvilli ise bes hastasinda yapti1 testis ototransplantasyonunda
operasyon siiresince testisleri 20 °C kadar soguttugunu bildirmistir®. Kallerhof
ve arkadaglan da ratlarda yaptig galigmada testis 1sisti 35 °C’den 15°C’ye
diisiirerek testis doku pH’simin 6.0°a diigme siiresini bir saatlik iskemiden alt1
saatlik iskemiye uzatmiglardir’. Hipoterminin ayrica doku laktat degerinin diigiik
seviyede tutulmasmm sagladigim ve  histolojik hasan da azalthgim
gostermiglerdir. Miller ve arkadaglan ise siganlarda yaptiklan ¢alismada iki,dort
ve alti saatlik testis iskemisinin ilk 30 dakikadan sonraki déneminde testisleri
+4°C’de tutmustur. ki hafta sonra gelisen hasarlan histolojik olarak
incelemigtir. Tki saatlik hipotermik iskemi ile normotermik iskemi grubunda,
sham operasyonu grubundan farkhh bulunmayan minimal degisiklikler
bulmugtur. Ancak dért ve alti saatlik hipotermik iskemi grubunda hasarin aym
siireli normotermik iskemi grubuna gore anlamh olarak daha diisiik oldugunu
gostermiglerdir®. Bu ¢ahsmalar hipoterminin, iskeminin testiste olusturdugu
hasan azaltilmada yeri oldugunu digiindiirmektedir. Buna kargin bir bagka
histolojik ¢aligmada Lui ve arkadaglan siganlarda en fazla 180 dakika olmak
tizere farkh sirelerde testis iskemisi yaratmuglar ve 60 dakikaya kadar olan
siiredeki iskemide sofuk uygulamasimn dokuya histolojik olarak daha fazla
zarar verdigini gostermiglerdir'®.

Reperfiizyon sirasinda hipotermi uygulamasinin etkisi ise iizerinde ¢ok az

durulmus bir konudur. Sadece beyin dokusu tizerinde bir ¢aligma yapilmis ve
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reperfiizyonda uygulanan hipoterminin yararli oldugu sonucuna varilmigtir®.
Ancak farkh bir doku olan testiste hipoterminin reperfiizyon suresinde
uygulanmasinin etkisi incelenmemigtir.

Caligmamizda testiste iskemi ve reperflizyon siiresinde uygulanan
hipoterminin etkisi, iskemi reperfiizyon hasan i¢in son zamanlarda onerilen
biyokimyasal parametrelerle incelenmigtir. Sonuglar hipoterminin testis
ototransplantasyon modelinde uygulanan iki saatlik iskemi ve reperfiizyonda
yararh etkisinin olmacifimi gostermistir. Bu sonug irdelendiginde Bergh ve
Greenstein’in  ¢ahgmalann sonucu ileri sirilen, testiste gelisen iskemi
reperfiizyon hasanmn diger organlardan farkli oldugu diigiincesini destekledigi
diigiiniilebilir. Diger bir yaklagim ise, segilen iskemi stiresinin kisa olmasi veya
segilen 1smn diigikk olmasidir. Bu iki faktdr kombine olarak distintilmelidir.
Hipoterminin yararh etkilerinin yamnda bazi zararhi etkilerinin de oldugu
bilinmektedir®®. Bu yaklasima gore secilen 1s1 zaman kombinasyonunda belki de
hipoterminin yararlt yonii ¢ok fazla agir basmamis olabilir ve daha uzun siireli
iskemilerde hipotermi testisi iskemi reperfiizyon hasanindan koruyabilir. Ancak
model olarak testis ototransplantasyonunu se¢tifimiz igin iskemi i¢in daha uzun
siire segilmesi uygun degildir. Ayrica bobrek transplantasyonunda yapilan bir
galisma dokunun 0°C’ye ne kadar yakin sofutulursa ve bu sogutma siiresi ne
kadar kisa tutulursa o kadar fazla korunabilecegini gostermistir .

Sonug¢ olarak benzer ¢alismalardan farkli olarak hipoterminin testis
ototransplantasyon modelinde olugturulan testis iskemi ve reperfiizyon hasarnna
anlamhi bir koruyucu etkisi olmadif1 ortaya ¢ikmigtir. Bu sonugla, ¢alismamza
model olan testis ototransplantasyonunda testise hipotermi uygulanmasina gerek

olmadigim digiinmekteyiz.
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SONUC

Bu ¢alismada hipoterminin testis iskemi reperflizyon hasarina olan etkisi
araghnlmighr. Bu etki hipotermi hem iskemide hem de reperfiizyonda
uygulanarak degerlendirilmigtir. Degerlendirme lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu, protein siilfidril grubu ve protein digi stilfidril grubu oélgilerek
biyokimyasal olarak yapilmigtir.

Normotermik iskemi normotermik reperfiizyon grubu sham grubu ile
karsilagtirildiginda  aralanindaki  fark, bir iskemi reperfiizyon hasan
olusturuldugu i¢in anlamhi bulunmugtur. Buna karsin farkli 151 protokollerinin
uygulandif gruplar birbirleri ile karsilagtnldiginda aralanndaki fark anlamh
bulunmamistir.

Bu bulgularla testis ototransplantasyon modelinde uygulanan iki saatlik
testis iskemisinde hipotermi uygulanmasimin, biyokimyasal yontemlerle
incelendiginde yararh bir etkisi olmadif saptanmustir. Cahismamzdan c¢ikan
sonugla testis ototransplantasyonunda testise hipotermi uygulanmasina gerek

olmadigim diiginmekteyiz.
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OZET

Bu tez ¢aligmasinda hipoterminin iskemi reperfiizyon hasanina olan etkisi
incelenmistir. Caligma prepubertal wistar albino siganlarda altt grupta
yapilmigtir. Siganlarin testislerinde, testis ototranplantasyon modeline uygun
olarak testikiiler arter ve venleri kliplenerek iskemi yaratilmistir.

Grup I'de bazal degerler aragtinlmigtir. Grup II’de sham operasyonu
uygulanan si¢anlar degerelendirilmigtir. Grup III’de testise iki saat normotermik
iskemi ve iki saat normotermik reperfiizyon uygulanmigtir. Grup IV’de testise
iki saat hipotermik iskemi ve iki saat normotermik reperfiizyon uygulanmigtir.
Grup V’te ftestise iki saatlik hipotermik iskemi, bir saatlik hipotermik
reperfiizyon ve bir saat normotermik reperfiizyon uygulanmigtir. Grup VI'da ise
testise iki saatlik hipotermik iskenﬁ, bir saat normotermik olarak insizyon
diginda reperfiizyon ve bir saat intraskrotal normotermik reperfiizyon
uygulanmigtir. Hipotermi testisin 0 ila +4°C arasinda 1sida bulunan serum
fizyolojik iginde tutulmasi ile saglanmgtir.

Testislerde protein karbonil gruplan, malondialdehid, proteine bagh
siilfidril gruplan ve protein dis1 siilfidril degerleri biyokimyasal yontemlerle
incelenmigtir.

Normotermik iskemi normotermik reperfiizyon grubu sham grubu ile
karsilaghnldiginda, aralarinda olugan iskemi reperfiizyon hasarina uygun olarak,
anlamh bir fark bulunmugtur. Buna kargin farkli 1s1 protokollerinin uygulandig
gruplar arasindaki fark ise anlamh bulunamamgtir.

Bu bulgularla iki saatlik testis iskemisinde +4°C hipotermi
uygulanmasinin, biyokimyasal yontemlerle incelendiginde yararh bir etkisi
olmadigy saptanmugtir. Calismamizdan ¢ikan sonugla testis
ototransplantasyonunda testise hipotermi uygulanmasinin gerekli olmadigim

diisinmekteyiz.
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