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ABSTRACT

Introduction: Testicular torsion is a common surgical emergency affecting newborns, children and
adolescents. A possible cause of testicular injury is ischemia-reperfusion (I/R) injury. In this study we
evaluated the effect of ketoprofen, a non-steroidal anti-inflammatory drug, on I/R injury due to testicular
torsion-detorsion (T/D).

Materials and Methods: Twenty-eight prepubertal male Wistar rats were divided into four groups each
containing 7 rats: Group 1, control; Group 2, sham; Group 3, T/D; and Group 4, T/D+ketoprofen. Group 3
and 4 underwent 2 hours of left testicular torsion and 4 hours of detorsion. In Group 4, ketoprofen (5 mg/kg)
was administrated intraperitoneally 60 minutes before detorsion. At the end of the study, bilateral
orchiectomies were performed for measurement of MDA and NO levels and histopathologic examination.

Results: Testicular torsion-detorsion significantly induced oxidative stress and tissue damage in both
ipsilateral and contralateral testes. Administration of ketoprofen significantly lowered MDA level and
improved histologic parameters of spermatogenesis in both testes.

Conclusion: Ketoprofen has a protective effect on testicular ischemia-reperfusion injury due to testicular
torsion/detorsion.
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OZET

Testis torsiyonu yenidogan, ¢ocukluk ve addlesan donemdeki erkekleri etkileyen ve sik karsilasilan iirolojik acil
bir hastaliktir. Testikiiler torsiyon sonucu gelisen testikiiler hasarin olasi nedenlerinden biri testikiiler iskemi-
reperfiizyon (I/R) hasaridir. Bu ¢alismamizda testikiiler torsiyon-detorsiyon (T/D) sonucu gelisen I/R hasari iizerine
bir nonsteroidal ilag olan ketoprofenin etkisi arastirild.

Calismaya alinan 28 prepubertal sigan esit olarak 4 gruba boliindii: grup 1, kontrol; grup 2, sham; grup 3, T/D;
grup 4 T/D+ketoprofen. Grup 3 ve 4’deki sican testislerine 2 saat torsiyon ve 4 saat detorsiyon uygulandi. 4. grupta
ketoprofen (5 mg/kg) detorsiyondan 60 dakika Once intraperitoneal olarak verildi. Calismanin sonunda biitiin
siganlara iki tarafli orsiyektomi yapilarak hem testikiiler MDA ve NO seviyeleri 0Ol¢iildii, hem de testikiiler
histopatolojik inceleme yapildi.

Testikiiler torsiyon/detorsiyonun hem ipsilateral hem de kontralateral testiste oksidatif strese ve doku hasarina
neden oldugu saptandi. Ketoprofen verilmesinin oksidatif stresi nemli derecede azalttigi ve testikiiler doku hasarinda
anlamli bir diizelmeye neden oldugu tespit edildi.

Ketroprofen testikiiler torsiyon/detorsiyona bagli olarak gelisen iskemi/reperfliizyon hasari {izerine koruyucu
etkiye sahip bir ilag olarak g6ziikmektedir.

Anahtar kelimeler: Testis, Iskemi-reperfiizyon hasari, Ketoprofen

GIRiS 4000°dir'. Basarili bir cerrahi girisime karsm bu
Testis torsiyonu ¢ocukluk ve genglik caglarm-  hastalarin %40-60’1nda testikiiler atrofi ve infertili-
daki erkeklerde akut skrotumun ana nedenlerinden  te gelismektedir”.
biridir. 25 yasindan geng erkeklerdeki insidansi 1/
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Testikiiler torsiyon-detorsiyon (T/D) nedeniy-
le olusan iskemi ve reperfiizyon (I/R) testikiiler ha-
sara neden olmaktadir. Iskemi sirasinda oksijen
miktarinin metabolik ihtiyaglara oranla diisiik sevi-
yede olmasi, hiicresel enerji depolarindaki azalma
ve toksik metabolitlerin birikimine bagli olarak
germ hiicre dliimii gergeklesir’. Reperfiizyon saf-
hasinda hem reaktif oksijen radikallerinde (ROS)
(baslica hidroksil radikalleri ve siiperksit anyonlar1
olmak iizere) hem de reaktif nitrojen tiirevlerinde
(RNS) (baslica nitrik oksit (NO) ve onun peroksi-
nitrit gibi toksik metabolitlerinde olmak {izere) cid-
di artis olur™. Bu serbest radikaller mitokondri ve
hiicre membranindaki lipidlerin peroksidasyonu
yoluyla membran gegirgenliginde artisa veya
membran biitinliginde bozulmaya neden olur®.
Sonugta iskemi nedeniyle olugsan germ hiicre hasari
daha da artar.

Testiste olusan I/R hasar1 serbest oksijen radi-
kallerini tutucu antioksidan ilaglarla diizeltilebilir.
Analjezik ve antiinflamatuar etkileri nedeniyle
non-steroidal antienflamatuar (NSAI) ilaglar bu
amagla en sik kullanilan ajanlardandir. Bu grupta
yer alan ilaglar giicli bir ROS ve/veya RNS azatli-
c1 etki gosterirler’. Ketoprofen bir arylpropionic
asit tiirevidir ve inflamasyon/agr tedavisinde yay-
gin bir sekilde kullanilir. Yakin zamanda yapilan
bir ¢aligmada ketoprofenin hem serbest oksijen ra-
dikallerini tutugu hem de siklooksijenaz (COX)
enzimini inhibe ettigi gosterilmistir’. Ancak daha
once bu ilacin testikiiler T/D sonras1 gelisen I/R
hasarindaki etkisi arastirilmamastir.

Bu calismamizda tek tarafli testikiiler torsiyon
ve detorsiyon sonrast gelisen testikiiler oksidatif
stres ve testis histopatolojisindeki degisimler iizeri-
ne bir NSAI ilag olan ketoprofenin etkisinin arasti-
rilmast amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Deneysel Torsiyon Modeli i¢in Cerrahi Is-
lemler ve Hayvan Secimi: Lokal etik komite izni
alindiktan sonra yirmi sekiz adet 120-180 gram
agirliginda prepubertal Winstar albino sican galis-
maya alind1. Siganlar randomize olarak esit sayida
dort gruba ayrildi: 1. grup, kontrol; 2. grup, sham;
3. grup, torsiyon/detorsiyon (T/D); 4. grup, T/D+
ketoprofen. Biitlin sicanlara 1s1 ve 1gik miktarlari
kontrol edilen odalarda su ve yemleri saglanarak
bakald1.

KETOPROFENIN KORUYUCU ETKISI
(Protective Effects of Ketoprofen)

Sicanlar intraperitoneal olarak uygulanan 30
mg/kg ketamin ile uyutuldu. Kontrol grubundaki
sicanlara sadece iki tarafli orsiyektomi yapildi. T/
D grubundaki sicanlara 2 saat siireyle tek tarafli
torsiyon yapildiktan sonra testis detorsiyone edile-
rek 4 saat beklendi. Bu gruba higbir ila¢ uygulama-
st yapilmadi. T/D+ketoprofen grubundaki siganlara
torsiyon islemi uygulandiktan sonra detorsiyondan
60 dakika 6nce intraperitoneal olarak 5 mg/kg doz-
da ketoprofen (Profenid”, Eczacibast) verildi. T/D
ve T/D+ketoprofen grubundaki siganlarda orta sk-
rotal hattan yapilan vertikal kesi ile sol testis disar1
almip gubernakulum kesildi. Testis saat yoniinde
720° dondiiriildiikten sonra tunika albugineadan
gecilen dikislerle skrotuma tespit edildi. Daha son-
ra testis tekrar skrotuma yerlestirilip tabakalar ka-
patildi. ki saatlik torsiyon sonrasi skrotum tekrar
acilarak testis detorsiyone edildi ve tekrar skrotu-
ma yerlestirildi. Sham grubundaki si¢anlara ise T/
D hari¢ yukarida bahsedilen cerrahi islemin aynisi
uygulandi.

Testikiiler Dokularin Hazirlanmasi: Caligsma
sonunda siganlara iki tarafli orsiyektomi yapildi.
Elde edilen dokular ii¢ parcaya boliindii. Birinci
parga derhal sivi nitrojen ile islem edilerek dondu-
ruldu ve biyokimyasal incelemeler yapilana kadar
-80°’de saklandi. ikinci parca histolojik inceleme
icin alindi ve Bouin soliisyonunda 24-48 saat
tutularak tespit edildi. Uciincii parga ise daha sonra
herhangi bir nedenle kullanim ihtimaline kars1 sak-
landi.

Biyokimyasal Incelemeler: Testikiiler malo-
nildialdehit (MDA) diizeylerinin dl¢imii i¢in Wa-
sowicz ve arkadaslar tarafindan tarif edilen fluoro-
metrik yontem kullanildi®. Buradaki temel prensip,
tiyobarbiturik asit ile MDA ’nin reaksiyonu sonucu
olugan iiriiniin standart soliisyonlar (1, 1, 1, 3-tetra-
metoksipropan) ile karsilastirilarak spektrofluoro-
metrede (Hitachi model F-2500) (525 nm’de ek-
sitasyon, 547 nm’de emisyon) okunmasi esasina
dayanir.

Testisteki nitrit oksit miktar1 6lglimii Griess
yontemine gore yapildr’. Bu yontemde dnce 2-10
uM sodyum nitrit veya sodyum nitrat standart ola-
rak kullanilarak kolorimetrik kit (Sigma-Aldrich
Co, USA) ile testikiiler nitrite (NO,’)/nitrat e(NO;3)
diizeyleri tespit edildi. Daha sonra mikromolar de-
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ger olarak saptanan nitrit ve nitratin toplami NO
degeri olarak kullanildi.

Histopatolojik Incelemeler: Testis doku oOr-
nekleri parafine yatirildi ve her bloktan elde edilen
5 mikronluk kesitler hemotoksilin-eosin (H-E) ile
boyandi. Tiim kesitler yapilan islemler hakkinda
bilgisi olmayan ayni patolog (DY) tarafindan ince-
lendi. Histolojik hasari tanimlamada Cosentino ve
ark.nin  tamimladigr 4 dereceli skala kullanildi:
Grade I hasar diizenli germinal hiicre dizilimi ile
normal testikiiler yapry1; grade II hasar daha az dii-
zenli, birbirinden ayrilmig germinal hiicreler ve si-
kica birbirine yapisik seminifer tubiiliileri igeren
yapiy1; grade III hasar biiziilmiis piknotik niikleus-
lar1 ve belirsizlesmis seminifer tubiilii sinirlart ile
birlikte cansiz germinal hiicreler igeren diizensiz
yapiy1 ve grade IV hasar seminifer tiibiiliilerin koa-
giilasyon nekrozu ile sikica ¢evrelendigi germinal
hiicre yapisini gdsteriyordu'.

Istatistiksel Analizler: Veri analizleri Win-
dows i¢in diizenlenmis SPSS’in 11.5 versiyonu ile
yapildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verildi. Gruplar arasi1 karsilagtirmalar Kruskal Wal-
lis testi kullanilarak yapildi. Kruskal Wallis testin-
den clde edilen p degerleri istatistiksel olarak an-
lamli ¢iktiginda multipl karsilagtirma testleri kulla-
nilarak hangi grubun digerinden farkli oldugu tes-
pit edildi. Grup i¢i karsilagtirmalar Wilcoxon Sign
Rank testi kullanilarak yapildi. P<0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Testis MDA ve NO Konsantrasyonlari: 1psi-
lateral iskemik ve kontralateral noniskemik testis-
lerdeki ortalama MDA ve NO seviyeleri Tablo 1°-
de verilmistir. Biitlin gruplarda yer alan si¢anlarin
her iki testislerine ait ortalama MDA ve NO sevi-

yeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05).

Kontrol ve sham grubundaki her iki testise ait
ortalama MDA ve NO seviyeleri birbirine benzer
bulundu (p>0.05). T/D grubundaki ipsilateral ve
kontralateral testikiiler MDA seviyesi kontrol gru-
bundan daha yiiksek olup aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli idi (p<0.05). Buna karsin, ketopro-
fen verilen grupta her iki testise ait MDA seviyesi
T/D grubundan istatistiksel olarak anlamli derece-
de daha diisiik (p<0.05) ve kontrol grubuna benzer
seviyede idi (p>0.05). Hem T/D hem de T/D+keto-
profen grubundaki her iki testise ait NO degerleri
kontrol ve sham gruplarindaki degerlerden diisiik
ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<
0.05). Bununla beraber, ketoprofen verilen grup ile
T/D grubundaki NO seviyeleri birbirine benzer bu-
lundu (p>0.05).

Histopatoloji: Biitin gruplara ait ortalama
testikiiler hasar skoru Sekil 1°de gosterilmistir. T/
D ve T/D-+ketoprofen gruplarindaki ipsilateral is-
kemik testise ait ortalama hasar skoru kontrol ve
sham grubundan istatiksel olarak anlamli yiiksek
olmasina karsin (p<0.05), ketoprofen verilen grup-
taki skor T/D grubundan daha diisiik ve aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05). T/D
grubundaki tiim ipsilateral iskemik testislerdeki
hasar grade 3 veya 4 seviyesinde iken, ketoprofen
verilen gruplarda bu hasar grade 2 veya 3 seviye-
sinde idi. Hem T/D hem de ketoprofen grubundaki
kontralateral iskemik testislere ait testikiiler hasar
skoru ipsilateral iskemik testislerden istatistiksel
olarak anlamli diisiik iken (p<0.05), bu degerler
kontrol ve sham grubuna ait degerlerden yiiksek ve
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<
0.05) (Resim 1).

Tablo 1. Reperfiizyon sonrast testikiiler MDA ve NO diizeyleri (Ortalama + Standart sapma)

Grup . MDA (nmol/g wet tissue) ' NO (umol/L/g wet tissue)
Ipsilateral Kontralateral Ipsilateral Kontralateral
Kontrol 36,7+6,15 37,9+7,37 133,1£21,70 127,5+8,05
Sham 38,943,16 38,3+3,93 131,5+13,01 129,3+£18,94
T/D 75,144 ,60% F*-** 63,244 29%F -4 k% 104,3£11,32%** | 101,948,72%**
T/D+ketoprofen 42,6+4,87 40,5+7,93 100,8+7,57%** 105,4+9,56%**

*: Kontrol grubu ile olan fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05).

**: Sham grubu ile olan fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05).

**%: T/D+ketoprofen grubu ile olan fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,05).
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Sekil 1. Deney gruplarindaki ortalama histolojik hasar skorlart
*: p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirma

**: p<0,05 sham grubu ile karsilagtirma

**%: p<0,05 T/D+ketoprofen grubu ile karsilagtirma

*HE%: p<0,05 sol ve sag testislerin karsilastirilmasi

T/D+ketoprofen

ipsilateral Iskemik Testis

Kontralateral Noniskemik Testis

Resim 1.

TARTISMA

Infertilite hala testikiiler torsiyonun uzun do-
nem istenmeyen yan etkilerinden en onemlisidir.
Bu hastalardaki fertilite bozuklugu iskeminin dere-
cesine ve diger testisteki hasara bagldir'"'2. Testi-

KETOPROFENIN KORUYUCU ETKISI
(Protective Effects of Ketoprofen)

kiiler torsiyonlu sican caligmalarinda detorsiyon
sonrast leyding ve sertoli hiicrelerinin fonksiyonla-
rinin korunmasina ve kan akiminin geri donmesine
karsin spermatogenezde bozukluk meydana gel-
mektedir'"'*'*. Dahas1, bu bozukluk degisik siire-
ler devam eder ve bu durum testikiiler torsiyonun
cerrahi tedavisi sonrasinda devam eden spermato-
genezdeki bozuklugu agiklamaktadir'.

Testis torsiyonunun cerrahi tedavisi sonrast
gozlenen I/R hasari nétrofilllerin infiltrasyonu ve
ROS/RNS’lerin ortama ¢ikmasina baglanmaktadir.
Inflamatuar dénemde, fagositik hiicrelerin stimii-
lasyonu ile siiperoksid anyon radikali gibi oksijen
radikalleri ortama ¢ikar'®. Bu iiriinler hiicre memb-
ran lipidlerinin peroksidasyonu ile g¢esitli hiicresel
komponentlerinde hasar olustururlar. Malondialde-
hit lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bir I/R
hasar triiniidiir ve dokudaki birikimi lipid peroksi-
dasyonunun derecesi ile orantihidir'’. Yapilan bir
caligmada testikiiler dokudaki MDA seviyesinin
reperfliizyon bagladiktan 4 saat sonra arttig1 rapor
edilmistir'®.

Testikiiler inflamasyon bdlgesinde ROS iiriin-
lerinin yant sira baglica NO ve peroksinitrite olmak
iizere RNS tiirevleri de olusur'. Yapilan ¢alisma-
larda NO’in testikiiler I/R hasarinda dnemli bir ro-
lii oldugu belirtilmesine karsin bu roliin ne oldugu
belirsizdir’™'. Yiiksek konsantrasyonlardaki NO
oksijen veya siiperoksit molekiilii ile etkilesime gi-
rerek DNA deaminasyonu, oksidasyon veya nitras-
yonuna yol agar”. Buna karsin, yapilan bazi cals-
malarda NO miktarinin iskemi sathasinda biraz ar-
tarken reperfiizyon sathasinda azaldigini ortaya
koymustur’®**, Dahas1, Can ve ark. NO seviyesi-
nin hem iskemi hem de reperfiizyon safthasinda
azaldigim rapor etmislerdir™. Bizim ¢alismamizda
hem T/D grubunda hem de T/D-+ketoprofen gru-
bundaki testikiiler NO seviyesi kontrol grubuna
gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). Ayri-
ca ketoprofenin NO seviyesini etkilemedigi tespit
edildi. Reperfiizyon safthasindaki NO seviyesinin
diismesinin nedenleri agik olmasa da bu durum
NO’nun siiperoksit radikalleri ve hemoglobin ile
reaksiyonuna baglt olabilir’”. Ayrica, reperfiizyon
sathasinda tunika albugenianin baskisi nedeniyle
mekanik olarak kan akimimin azalmas: testikiiler
NO seviyesinde diismeye neden olabilir’®. Peroksi-
nitrit tirozin rezidiilerinin nitrasyonunu arttirir ve
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bu durum NO’deki azalmanin bir bagka nedeni
olabilir**,

Testis torsiyonunun tedavisinde amac iskemi
ve reperfiizyonun bozucu etkilerini azaltmak veya
yok etmektir. Burada hiicre membran biitinliigiini
koruyan etkili ajanlardan birisi antioksidanlardir®.
Arasidonik asitin PGG, ve PGH,A’ya doniigiimiinii
saglayan COX-1 ve/veya COX-2 enziminin inhi-
bisyonu NSAI grupta yer alan ilaglarin ana etki
mekanizmasidir®. COX-2 inhibisyonu NSAI ilag-
larin antipretik, analjezik ve antiinflamatuar etkisi-
ni saglar iken COX-1 inhibisyonu gastrointestinal
trakta ait istenmeyen yan etkilerden sorumludur.
Bununla beraber bu ilaglarin etkisinin kismen
ROS/RNS azaltic1 ve noétrofil salinimini engelleyi-
ci etkileri ile iliskili oldugu belirtilmektedir’.

Arilproponik asit derivelerinin farmakodina-
mik 6zellikleri diger NSAI ilaglardan énemli bir
farklilik gostermez. Bu grupta yer alan ilaglarin
hepsi nonselektif COX enzim inhibitdriidiirler ve
yan etkileri diger NSAI ilaglar gibidir. Ketoprofen
bir antiinflamatuar, antioksidan ve antriapopitotik
ilagtir. Ik olarak antiromatizmal bir ilag olarak
gelistirilmistir. Ketoprofen nétrofillerin agregasyo-
nunu ve degraniilasyonunu inhibe eder’. COX in-
hibisyonunun yani1 sira hem lizozomal membranla-
11 stabilize eder hem de bradikininin etkisini anta-
gonize eder. ROS, NO ve peroksinitrit etkilerini
engellemesinin yan1 sira iNOS sentezini de inhibe
eder’. Fokal serebral iskemi yapilmis siganlarda
ketoprofenin infarkt volimiinii kii¢ilttiigli rapor
edilmistir’’. Ancak, yaymlarda ketoprofenin testi-
kiiler I/R hasarinda kullanimina ait bir ¢alisma tes-
pit edilmemistir. Bu c¢alismamizda ketoprofenin
MDA seviyesini onemli derecede diisiiriir iken NO
seviyesine bir etki yapmadig1 saptanmistir. Ketop-
rofenin in-vitro ve in-vivo olarak prostaglandin
sentezini inhibe ettigi ve baslica siiperoksit radika-
li, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve hipoklo-
rus asit olmak {izere ROS tiirevlerini inhibe ettigi
bilinmektedir. Fakat yapilan bir in-vivo ¢alismada
ketoprofenin NO tiizerine ¢ok az bir etki yaptigi,
peroksinitrit iizerine ise hi¢ etki yapmadigi belirt-
mistir’. Mogilner ve ark benzer bulgular bir baska
NSAI ilag olan diklofenak i¢in rapor etmistir’. Fa-
kat bizim ¢alismamizda ketoprofenin testikiiler
histopatoloji {iizerine diizeltici etkisi bulundugu
saptanmis iken diklofenak ile yapilan ¢alismada bu
etkinin gozlenmedigi bildirilmistir’.
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Tek tarafli testis torsiyonunun kars1 testise et-
kisi tartismalidir. Bazi ¢aligmalarda karsi testiste
hasar olustugu rapor edilmesine karsin®, bazi ¢als-
malarda bu birliktelik saptanmam1§t1r13’18. Bu c¢a-
lismamizda tek tarafli testis torsiyonu/detorsiyonu
sonrasi kars1 testiste bir oksidatif stres ve doku ha-
sarl olustugu saptanmistir. Ancak bu hasar torsi-
yonlu testiste daha siddetli olmustur. Kars1 testiste
refleks olarak azalmis kan akimi, testisten salinan
ROS ve bozulmus kan-testis bariyeri nedeniyle
kendi sperm hiicresine karsi olusan otoimmiinizas-
yon bu hasari agiklamak i¢in 6ne siiriilen mekaniz-
malardan bazilaridir’™®*. Kehinde ve ark. detorsi-
yondan 3 ay sonra dahi her iki testisteki ROS mik-
tarinin normalden fazla oldugunu ve bu durumun
kars1 testiste olusan hasarin nedenlerinden birisi
oldugunu belirtmistir*’.

Bu ¢alismamizda, ilk kez olarak, bir antioksi-
dan ve anti-inflamatuvar ajan olan ketoprofenin
testikiiler torsiyon-detorsiyonuna bagl olarak geli-
sen iskemi-reperfiizyon hasarindaki etkisi arastiril-
mis ve bu ilacin hem T/D yapilan testiste hem de
kars1 testiste olusan hasari azaltti§i saptanmustir.
Bu nedenle ketoprofen testikiiler I/R hasarinda kul-
lanilabilecek yeni bir ajan olarak goéziikmektedir.
Ancak bu g¢alismamizin sonuglarin1 dogrulayacak
ve testikiiler COX ve NOS seviyelerindeki 6l¢iim-
leri de iceren basgka ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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