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OZET

Bu calismada, pentoksifilinin torsiyone testiste detorsiyon sonrasi serbest oksijen radikalleri olusumunu
azaltici ve doku hasarini énleyici etkisini, deneysel bir model olarak ratlarda arastirdik.

Toplam 21 Wistar Albino rat 3 gruba ayrildi: sham (5), iskemik kontrol (8) ve pentoksifilin (8). iskemik
kontrol ve pentoksifilin gruplarindaki ratlarin sol testisleri bir saat sureyle 720° torsiyone edildi ve bunu
izleyen iki saat boyunca reperfiize edildi. Pentoksifilin grubuna torsiyonun son 15 dakikasinda intraperitoneal
olarak 25 mg/kg pentoksifilin uygulandi. Daha sonra tiim ratlara bilateral orsiyektomi yapildi. Testis doku
ornekleri histopatolojik degisikliler ve serbest oksijen radikalleri agisindan incelendi. Doku serbest oksijen
radikalleri olusumu, son triin malondialdehit doku diizeyinin kantitatif 6lcimu ile belirlendi.

Histopatolojik incelemede tim torsiyonlu testislerde primer spermatositlerde iskemik degisiklikler
godzlendi. Ancak, iskemik kontrol grubunda hucresel degisiklikler pentoksifilin grubuna gére daha siddetli idi.
Karsl taraf testislerde histopatolojik bulgular normal idi. Doku malondialdehit diizeyleri iskemik kontrol
grubu torsiyonlu testisinde, pentoksifilin grubu torsiyonlu testisine ve digerlerine gore istatistiksel olarak daha
yiksekti. Pentoksifilin grubu torsiyonlu testis doku malondialdehit diizeyleri karsi testis ve sham grubuna
gore istatistiksel olarak farkh degildi.

Bu bulgular, testis torsiyonunda pentoksifilinin detorsiyon sonrasi testis dokusunda serbest oksijen
radikalleri olusumunu azalttigini ve reperfizyon hasarindan koruyucu etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir.
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ABSTRACT

In this study we investigated the preventive effect of pentoxifylline against the formation of oxygen free
radicals (OFRs) and tissue damage in torsioned testes in rats as an experimental model.

A total of 21 Wistar albino rats were divided into three groups: sham (5), ischemic control (8) and
pentoxifylline (8). In ischemic control and pentoxifylline groups a 720° torsion was made for one hour followed
by reperfusion for the next two hours. In pentoxifylline group 25mg/kg pentoxifylline was administered
intraperitoneally 15 min before the finish of reperfusion. Then, bilateral orchiectomy was done in all rats.
Testicular tissue samples were examined for histopathologic changes and OFRs formation. Tissue OFRs was
determined by quantitative measurement of tissue malodialdehyde, an end product of OFRs reactions in the
tissue.

At histopathologic examination ischaemic changes in primary spermatocytes were noted in all torsioned
testes. However, cellular damage was more severe in ischemic controls than pentoxifylline group. Opposite
testes were normal. Tissue malodialdehyde levels were statistically higher in torsioned testes in ischemic
controls than all other testes. malodialdehyde levels in torsioned testes in pentoxifylline group were not
statistically different from opposite testes and sham group.

The results demonstrate that pentoxifylline treatment is able to decrease the formation of FOR in
torsioned testes and may have a preventive effect against reperfusion injury.
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GIRIS

Testis torsiyonu, puberte doneminde daha
yaygin olmakla birlikte her yasta gdzlenebilen,
torsiyonun derecesi ve siresi arttikga testikuler
fonksiyonlarda bozulmaya yol agan, bir acil tro-
lojik problemdir'?. Torsiyon sonrasi testikiiler
hasarin gelismesinde iskemi ve bunu izleyen re-
perflizyon sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikallerinin (SOR) etkili oldugu bilinmekte-
dir®®. Serbest oksijen radikalleri hiicre membran-
larinda lipid peroksidasyonuna yol acarak prote-
inleri denatiire eder ve hiicre harabiyetine neden
olur’. Bu harabiyeti siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi endojen antioksidanlar
azaltmaktadir’. Ayrica deneysel olarak kalsiyum
kanal blokerleri, allopurinol, polietilen glikol-
superoksit dismutaz, trimetazin gibi ajanlarin da
torsiyon sonras testikller hasari korumada anti-
oksidan olarak etkili olduklari gosterilmistir®®.
Pentoksifilin de kapiller yatakta kan akimini arti-
rict 6zelligi ve antioksidan etkisi gdsterilmis bir
ajan olmasina®* karsin bizim bilgilerimize gore
daha dnce testis torsiyonunda hi¢ arastiriimamis-
tir. Bu calismada, pentoksifilinin tek tarafli testis
torsiyonu olusturulan ratlarda iskemi-reperfiiz-
yon hasarindan koruyucu etkisi arastiriimistir.

GEREGC ve YONTEM

Calismada toplam 21 adet agirliklari 250-
300 gr arasinda degisen erkek Wistar-Albino rat
kullanildi. Ratlar 3 gruba ayrildi: grup 1: sham
(n=5), grup 2: iskemik kontrol (n=8) ve grup 3:
pentoksifilin (n=8). Tim cerrahi islemler tek doz
intraperitoneal 30 mg/kg ketamin anestezisi
altinda ve skrotal orta hat insizyonu ile gercek-
lestirildi. Sham operasyonu yapilan ratlarda tuni-
ka vajinalis acilip testisler serbestlendikten sonra
torsiyon yapilmadan ipek sutirlerle tunika albu-
gineadan gegilerek skrotuma tespit edildi. Grup 2
ve grup 3’teki tlm ratlarda sol testisler saat yo-
niinde 720° torsiyone edildikten sonra skrotuma
1 saat stireyle tespit edildi. Daha sonra 2 saat su-
reyle detorsiyone edilerek reperfiizyon saglandi.
Sadece grup 3’e torsiyonun son 15 dakikasinda
25 mg/kg pentoksifilin intraperitoneal olarak en-
jekte edildi. Bu islemlerden sonra tiim ratlara bi-
lateral orsiyektomi uygulandi. Testis materyali-
nin yarisi, serbest oksijen radikallerinin yarattigi
hasarin dolayli gostergesi olan malondialdehit
doku diizeyinin belirlenmesi igin sivi nitrojende
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dondurularak —70 C° saklanmak uzere fikse edil-
di. Diger kismi ise histopatolojik olarak incele-
mek amaciyla Bouin sollisyonu icinde 24 saat si-
reyle tespit edildi. Parafin bloklardan hazirlanan
kesitler hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi.
Dokudaki morfolojik degisiklikler 151k mikrosko-
buyla degerlendirildi. Doku malondialdehit di-
zeyleri Buege ve Aust'un tribarbiturik asit reaksi-
yonu yéntemine gore 6lciildi™. Doku proteinleri
Olcimu Lowry ve arkadaslarinin yéntemine gore
yapildi*2. Doku malondialdehit diizeyi mg prote-
in basina nmol (mg/nmol) olarak belirlendi.

Istatistiksel inceleme: Sonuclar ortanca+
standart sapma (SD) olarak belirtildi. Ug grup
ortancalari Kruskal Wallis tek yo6nli varyans
analizi ile karsilastirildi. Post hoc karsilastirma,
istatistiksel p degeri 0.05:3 = 0.017 olarak kabul
edilerek Mann-Whitney U testi ile gergeklestiril-
di. Iki grup Kkarsilastirmalari 0.05 yaniima diizeyi
ile Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi.

BULGULAR

Tiim gruplarin sag ve sol testis doku malon-
dialdehit duizeyleri tablo 1’de gdrulmektedir. Do-
ku malondialdehit duizeyleri iskemik kontrol gru-
bu torsiyonlu testislerinde kars! testislere ve di-
ger gruplara gore istatistiksel olarak daha yuksek
idi (p=0.02). Torsiyonlu testisler ile karsi testisler
arasinda doku malondialdehit dizeyleri iskemik
kontrol ve pentoksifilin gruplarinda farkl bulun-
du. iskemik kontrol grubu igin bu fark daha be-
lirgin ve istatistiksel olarak 6nemli iken (p=
0.03), pentoksifilin grubunda iki testis arasindaki
fark daha az ve istatistiksel olarak 6nemli degildi
(p=0.37). Her iki grupta Kkars! testisler doku ma-
londialdehit diizeyleri agisindan sham grubu ile
istatistiksel olarak farkl degildi. Ayrica, pentok-
sifilin grubu torsiyonlu testisleri ve sham grubu
arasindaki doku malondialdehit diizeyi farki ista-
tistiksel olarak énemli degildi (p = 0.21).

Histopatolojik olarak her iki grup torsiyone
testislerde iskemi bulgusu olarak yaygin nekroz-
lar izlenmemekle birlikte erken dénem iskemik
degisiklikler olarak primer spermatositlerde ntk-
leuslarda dejeneratif degisiklikler gozlendi. iske-
mik kontrol grubunda torsiyonlu testiste hiicre
degisiklikleri daha belirgin olup spermatidlerde
multinikleer gérinim saptandi. Karsi taraf tes-
tislerde ise herhangi bir degisiklik gézlenmedi.
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Torsiyonlu testislerde ve karsi testislerde Sertoli
ve Leydig hicrelerinde histopatolojik degisiklik
mevcut degildi.

Ortanca = SD
Grup (nmol/mg)

Sham (n =5)

Sag testis 0.48 +0.10

Sol testis 0.45 +0.09
Iskemik kontrol (n = 8)

Sol testis (torsiyon) 0.88+0.21

Sag testis 0.56 £ 0.15
Pentoksifilin (n = 8)

Sol testis (torsiyon) 0.61+ 0.16

Sag testis 0.51+0.11

Tablo 1. Doku malondialdehit diizeyleri

TARTISMA

Serbest oksijen radikalleri molekiler oksi-
jenden tiremis, dis elektron halkalarinda tek
elektron olan, kimyasal olarak oldukca reaktif
maddelerdir’. Organizmada enzimatik reaksiyon-
larin bir pargasini olustururlar ve oksidasyon ola-
yinin bir drinii olarak ortaya cikarlar. Normal
saglikli hucrelerde SOR surekli olusmaktadir.
Superoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil
gibi serbest oksijen radikalleri hiicre membrani
yapisindaki lipidlerin peroksidasyonuna yol aca-
rak hicre butinliginin bozulmasina neden
olur®®. SOR, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutat-
yon peroksidaz gibi endojen antioksidan enzim-
ler tarafindan ortadan kaldirilir’. Fakat hipoksik
ortamlarda SOR normal disi artarak hiicre 6lii-
miine neden olabilirler®’. Bu nedenle SOR yas-
lanma, ateroskleroz, katarakt, muskuler inflamas-
yon, akut respiratuvar distress sendromu, travma,
serebral bozukluklar, renal allograft atilimi, diya-
betik retinopati, gastrik ulser gibi bir¢ok patofiz-
yolojik durumda énemli rol oynamaktadir®. Ser-
best oksijen radikalleri kisa 6marli olduklari icin
dogrudan ol¢imleri zordur. Bu nedenle, doku
arastirmalarinda malondialdehit ya da konjuge
dien duzeyi gibi lipid peroksidasyon trtnleri, ka-
talaz, sliperoksit dismutaz gibi endojen antioksi-
danlar, vit-E ve indirgenmis glutatyon diizeyi gi-
bi dolayli ydntemler uygulanmaktadir®*®. Malon-
dialdehit lipid peroksidasyonunun son uriini ol-
masl! agisindan, SOR tarafindan olusan lipid pe-
roksidasyonunun giivenilir bir gdstergesidir.
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Testis torsiyonunu takiben testikiller hasarin
gelismesinde iskemi ve reperflizyon olmak lizere
iki sure¢ vardir. Reperfiizyon hasari, iskemiyi ta-
kiben kan akiminin geri donustyle hipoksik or-
tamda aciga c¢ikan toksik SOR’lerine baghdir.
iskemi sonrasi dokuda SOR’nin bir kaynagi hi-
poksantin-ksantin oksidaz reaksiyonudur®’. Iske-
miyle ATP’deki bozulma (degradasyon) sonucu
hiicre i¢i hipoksantin artar. Reperflizyon sirasin-
da oksijen geldiginde ksantin oksidaz enzimi hi-
poksantini drik asit ve siperoksit radikallerine
cevirir’. Diger SOR kaynag! ise iskemi sirarsinda
notrofiller igine kalsiyum girisi olur, hicrede
NADPH oksidaz aktivitesi artar ve hiicre mem-
branina baglanarak oksijeni superoksit anyonuna
cevirir®,

Pentoksifilin metilksantin tirevi non-spesi-
fik bir fosfodiesteraz inhibitéridur. Eritrosit flek-
sibilitesini artirarak ve trombosit agregasyonunu
inhibe ederek kan viskozitesini arttirir. Dolayi-
styla kapiller kan akimi artigina ve doku oksije-
nasyonuna neden olur®. Ayrica spermlerde hiicre
ici c-AMP diizeyini arttirarak ve reaktif oksijen
radikallerini azaltip antioksidan etki gostererek
spermlerin Gmriniin uzamasina ve motilite artigi-
na neden olmaktadir®®, Rat barsag ile yapilan
bir calismada, iskemi-reperflizyon hasarinin on-
lenmesinde pentoksifilinin ksantin oksidaz enzi-
mini inhibe ederek antioksidan olarak etki ettigi
gosterilmistir®. Bizim bilgilerimize gére pentok-
sifilinin testis torsiyonundaki iskemi-reperfiizyon
hasarina etkisi ile ilgili ilk yaymnlanan arastirma
bizim calismamizdir.

Olusturulan bir saatlik torsiyon ve iki saatlik
reperflizyon sonrasi dokularda malondialdehit
duzeylerindeki artis lipid peroksidasyonundaki
artist, dolayistyla SOR’nin arttigini géstermekte-
dir. Yapilan calismalarda reperfiizyon hasarinin
gelismesi icin bir, U¢ veya bes saat sureli 720°
uygulanacak torsiyonun yeterli oldugu, alti saat-
ten daha uzun sireli torsiyonlarda reperfiizyon
hasarinin gelismedigi bildirilmektedir®. Ayrica
360°’lik torsiyonda fertilitenin etkilenmedigi,
720° ve (zerindeki torsiyonlarda etkilendigi gos-
terilmistir'®. Bizim calismamizda bir saat boyun-
ca 720° uygulanan torsiyon sonrasi pentoksifilin
verilen ratlarda malondialdehit diizeylerinin iske-
mik kontrol grubuna goére anlamli derecede di-
stk bulunmasi pentoksifilinin antioksidan olarak



etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak, his-
topatolojik degisikliklerin gelismesi icin gereken
sure ve verilen maddenin iyilesme sirecinde et-
kili olup olmadigl konusunda tam bir fikir birligi
yoktur. Bazi arastirmacilar histopatolojik hasarin
gelismesi ve antioksidan etkinligin degerlendiril-
mesi i¢in en az 15 gln siirenin gegmesi gerekti-
gini belirtse de, 3 saatlik torsiyon sonrasi 14.
gunde histolojik hasarin gelistigini ve hasarin bu
stirede uzun etkili polietilen glikol stiperoksit dis-
mutaz ile dahi 6nlenemedigi belirten yazarlar da
vardir*®, Bizim calismamizda iki saatlik reper-
flizyonu takiben yapilan erken dénem orsiyekto-
mi sonrasi histopatolojik incelemede erken iske-
mi bulgulari izlenmistir. Histopatolojik bulgular
erken dénemde petoksifilinin antioksidan etkisi-
nin basladigini disindirmistar.

Tek tarafli testis torsiyonunun Kkarsl taraf
testis dokusunu etkileyip etkilemedigi halen tar-
tismali bir konudur. Yapilan iskemi-reperfiizyon
calismalarinda kars! taraf testis dokusunda ser-
best oksijen radikallerinin iskemik olan taraf ka-
dar olmasa da arttig gosterilmistir'. Fakat yapi-
lan histolojik calismalarda degisikliklerin torsi-
yonun derecesi ve suresiyle orantili oldugu belir-
tildigi gibi, bu histolojik degisikliklerin zeminde
var olan dogumsal patolojilere ait oldugunu vur-
gulayan yazarlar da vardir’®'’. Bizim calisma-
mizda hem malondialdehit diizeyleri hem de his-
topatolojik olarak belirgin degisiklik saptanma-
mistir.

Bu deneysel calisma, testis torsiyonu sira-
sinda pentoksifilin tedavisinin, reperfiizyon slre-
cinde doku SOR miktarini azaltici, diger bir de-
yisle antioksidan etki gosterdigini kanitlamakta-
dir. Bulgularimiz, pentoksifilinin gozlenebilir
hiicresel degisikliklerini de azalttigini diistindir-
mekle birlikte, histopatolojik degerlendirme si-
resinin kisa olmasi bu konuda kesin bir yoruma
ulasmayi engellemektedir.
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