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ABSTRACT

Introduction: Testicular torsion is a urological emergency that decreases ipsilateral testicular perfusion.
Ischemia-reperfusion (IR) injury of the testis which induces testicular germ cell loss is caused by the twisted
spermatic cord and then its release. Phosphodiesterase (PDE) 5 inhibitors have been developed for erectile
dysfunction and they have now other medical indications. The decrease in using age of PDES inhibitors and
probability of developing testicular torsion in adult men led us to investigate the effect of PDE 5 inhibitors,
sildenafil citrate and vardenafil HC], on IR injury formed after testicular torsion.

Materials and Methods: After obtaining the approval of the local ethics committee, forty-eight Wistar
Albino rats, weighing between 210-262 g, were housed in individual cages. The rats were randomly assigned
into four main groups and each group received drugs. Saline, sildenafil citrate and vardenafil HCI are given to
each for one month and the last group received no drug as sham group. After one month, testicular torsion
was created for 1 h of ischemia and the left testis was untwisted and replaced to the scrotum for 2 h of
reperfusion. At the end of 3h, ipsilateral testes were removed for histopathologic and biochemical
examinations. In sham group, left testis was brought through the incision and was then replaced back to
original location and a suture was placed.

Results: Mean testicular malondialdehyde, nitrate and nitrite levels were increased in saline group
according to sham group. In sildenafil and vardenafil groups; the mean MDA, nitrate and nitrite levels were
significantly higher than saline group. After testicular torsion edema, congestion and hemorrhage between
seminiferous tubules were main features in torsion groups.

Conclusion: Sildenafil citrate and vardenafil HCI caused an exaggerated testicular IR injury. This finding
may prevent recreational use of PDES inhibitors among young men.
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OZET

Bu caligmamizda fosfodiesteraz (PDE) 5 inhibitorlerinden sildenafil sitrat ve vardenafil HCl’nin testis
torsiyonunun ardindan geligen iskemi reperfiizyon (IR) hasari iizerine olan etkisini arastirmay1 amagladik.

48 adet Wistar Albino sican randomize bir sekilde 4 gruba ayrildi. Bir ay boyunca ilk gruba salin, ikinci gruba
sildenafil sitrat, {i¢lincii gruba vardenafil HCI verildi. Son grup ise herhangi bir madde almayarak sham grubunu
olusturdu. Bir aym sonunda ilk ii¢ gruptaki siganlarin sol testisinde testis torsiyonu olusturuldu ve 1 saat boyunca
testis iskemik kalacak sekilde tutuldu. Ardindan sol testis detorsiyone edilerek skrotuma yerlestirildi ve 2 saat
reperflizyon igin beklendi. Sham grubunda ise sol testis torsiyone edilmeden insizyondan disar1 ¢ikarildi ve tekrar
yerine yerlestirilerek siitiire edildi. Ug saatin sonunda tiim gruplardaki siganlarm ipsilateral testisleri biyokimyasal ve
histopatolojik incelemeler igin ¢ikarildi. Biyokimyasal incelemeler amaciyla malondialdehit (MDA), nitrit ve nitrat
diizeyleri 6lgiildii.

Ortalama testikiiler MDA, nitrat ve nitrit seviyeleri salin grubunda sham grubuna gére anlamli olarak yiiksekti.
Sildenafil ve vardenafil gruplarinda ortalama MDA, nitrat ve nitrit diizeyleri salin grubuna goére anlamli olarak
yiiksekti. Histopatolojik olarak testis torsiyonu sonrasi seminifer tiibiiller arasinda gdzlenen ddem, konjesyon ve
hemoraji baskin bulgulardi. Vardenafil ve sildenafil gruplarinda ise seminifer tiibiiller arasinda gozlenen 6dem,
konjesyon ve hemoraji bulgularinin salin grubuna gore anlamli oranda arttig izlendi.

Sildenafil sitrat ve vardenafil HCI testikiiler IR hasarini anlamli derecede arttirmiglardir. Bu bulgu PDES
inbitorlerinin geng erkekler arasinda popiiler olan keyfi kullanimin kisitlayabilir.

Anahtar kelimeler: Fosfodiesteraz 5 inhibitdrleri, Iskemi reperfiizyon, Nitrik oksit, Testis torsiyonu
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GIRIS

Testis torsiyonu, erkeklerde testisin iskemik
kalmasina neden olabilen {irolojik bir acil durum-
dur. Her ne kadar bu patolojinin genelde ¢cocuk ve
adelosanlarda goriildiigii disiiniilse de torsiyon
gozlenen tiim olgularin yaklasgitk %39’u eriskin
yaslardadir'. Torsiyon etkilenen testiste perfiizyo-
nun azalmasina yol acar. Reperfiizyonun ardindan
ortamda olusan serbest oksijen radikalleri (SOR)
sayesinde gelisen iskemi reperfiizyon hasari ise
testikiiler doku yikiminin daha da artmasina neden
olabilmektedir™. Reoksijenizasyon ile hiicre mito-
kondrilerinde siiperoksit anyonlar1 gibi SOR olusu-
mu gelismektedir. Bu radikallerin ardindan yag
hiicreleri ve mitokondri membranlari ile reaksiyo-
na girerek lipit peroksidaz olusumuna yol agar ve
iskeminin olusturdugu doku hasarindan daha sid-
detli bir hasar olusumuna neden olurlar®. Peroksi-
dasyonun son {iriinii olan Malondialdehit (MDA),
biyokimyasal olarak testikiiler hasarin siddetini ta-
yin etmede kullanilabilmektedir’.

Erektil disfonksiyon (ED) tedavisinde kullani-
lan fosfodiesteraz (PDE) 5 inhibitorleri etkilerini
siklik guanozin monofosfati artirarak ve nitrik ok-
sit (NO) aracili vazodilatasyona yol agarak gotse-
rirler®. Bu ilaglar primer olarak ED tedavisi igin
ruhsatlandirilmis olsalar da giiniimiizde en ¢ok re-
cete edilen ve de en c¢ok suiistimal edilen ilaglar
arasinda yerlerini almiglardir.

PDES inhibitorlerini kullanma yasinin giderek
diismesi ve testis torsiyonunun yetiskinlerdeki an-
laml1 goriilme orani bizleri sildenafil sitrat (Viag-
ra”, Pfizer Inc., ABD) ve vardenafil HCI’nin (Le-
vitra®, Bayer HealthCare AG, Almanya) testis tor-
siyonunun ardindan olusan IR hasari iizerine olan
etkilerini biyokimyasal ve histopatolojik degerlen-
dirme yontemleri ile arastirmaya yoneltti.

GEREC ve YONTEM

Lokal etik kurul kararmin ardindan ¢aligmaya
48 adet Wistar sigan (210-262 gr) alindi. Sicanlar
ortalama sicakligi 22-24°C ve ortalama nem orani
%50 olan giin 15181 kontrollii (12 saat karanlk, 12
saat aydinlik) bir odadaki kafeslere yerlestirildi.
Tiim kafeslerin yapisi siganlarin devamli olarak su-
ya ve yeme ulasabilmelerine olanak saglayacak se-
kilde idi. Siganlarin sular1 giinliik olarak degistiril-
di ve kafes zeminine temiz bir ortam saglamak
amactyla haftada 3 kez degistirilen odun talasi se-
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rildi. Siganlar, Tablo 1°de gosterildigi gibi rando-
mize bir sekilde 4 gruba ayrild.

Tedavi: Grup 2 ve Grup 3’deki siganlara oral
yoldan ilag verilebilmesi amactyla soliisyonlar ha-
zirlandi. Grup 2’ye uygulanan vardenafil soliisyo-
nu 20 mg tabletin 10 cc distile su ile homojen bir
soliisyon olusturacak sekilde karistirilmasi, Grup
3’e uygulanan sildenafil soliisyonu ise 50 mg tab-
letin 10 cc distile su ile karigtirilmasi ile hazirlandi.
Boylece her iki gruba bir ay boyunca Tablo 1°de
belirtilen dozlarda ilag uygulamalari yapildi.

Tablo 1. Sigan gruplari ve torsiyon olusturulmadan 6nce bir
ay boyunca verilen ilaglar

Gruplar Ozellikler

Grup 1 (n=12) Salin

Grup 2 (n=12) Vardenafil HCI (oral, 0,5 mg/giin)
Grup 3 (n=12) Sildenafil sitrat (oral, 1 mg/giin)
Grup 4 (n=12) ilag yok (Sham grubu)

T/D: Torsiyon/detorsiyon

Cerrahi iglem: Bir aym sonunda cerrahi is-
lemler %5 ketamin hidroklorid anestezisi (50 mg/
kg, intramiiskiiler) cerrahi luplar (x2.5, Heine™,
Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Skrotal bol-
genin cildi tirag edilerek %10’ luk povidin iyodin
ile temizlendi. Transskrotal uygulanan insizyonun
ardindan sol testise ulasild1 ve sol testis kord ele-
manlari ile beraber saat yoniinde 720° gevrilerek
torsiyon modeli olusturuldu. Sol testis daha sonra
bu haliyle skrotuma 4/0 ipek ile tespit edilerek sa-
bitlendi ve bu durumda 1 saat tutuldu. Bir saat sii-
ren iskemik donem siitiiriin kesilmesi ile sonlandi-
rild1 ve testis skrotum igine yerlestirilerek 2 saat
boyunca reperfiizyon i¢in beklendi. Toplam 3 saa-
tin sonunda tiim si¢anlar servikal dislokasyon yon-
temi ile sakrifiye edilerek testisleri histopatolojik
ve biyokimyasal degerlendirmeler igin ¢ikarildi.

Sham grubunda sol testis torsiyone edilmeden
insizyondan disar1 ¢ikarildi ve tekrar yerine yerles-
tirilerek 4/0 ipek ile siitiire edildi.

Biyokimyasal Degerlendirme: Doku 6rnekle-
ri tartilarak biyokimyasal incelemelerin yapilacagi
giine kadar -70°C sicakliktaki dondurucuda saklan-
di. Dokular daha sonra tampon ¢ozelti iginde ho-
mojenize edildi. Mihara ve Uchiyama’nin 6nceden
tanimladiklar1 tiyobarbitiirik asit reaksiyonu saye-
sinde MDA igerikleri 6l¢iildii’.
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Biyolojik spesmenlerde NO Olclimiiniin zor
olmasi nedeniyle testikiiler dokudaki NO tretimi
indirek yoldan nitrit (NO,)/ nitrat (NO5’) olarak &l-
¢lildii. Bu amagla 2-10 uM sodyum nitrit veya sod-
yum nitrat standart kabul edilerek Griess yontemi
kullanildi®.

Histopatolojik Inceleme: Testisler, Bovin so-
liisyonuna konularak +4°C’de 5 giin boyunca tutul-
du. Ardindan dokular 6nce parafin bloklarina go-
miildii ve hazirlanan yaklasik 5 um’lik kesitler ha-
linde deparafinize edilerek hematoksilen-eozin ile
boyandi. Histopatolojik incelemeler 1g1k mikrosko-
bu altinda hangi gruba ait dokuyu inceledigini bil-
meyen patoloji uzmani tarafindan gergeklestirildi.

Istatistiksel Degerlendirme: Calismaya ait
veriler bilgisayar ortaminda Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS, Chicago, IL, USA) ver-
sion 13.0 programi kullanilarak degerlendirildi.
Tanimlayici yontemler uygun yerlerde (ortalama+
standart deviasyon) Kkarsilagtirmalar i¢in Mann
Whitney U testi esliginde degerlendirildi. P degeri-
nin 0.05’den kiigiik olmasi tiim testlerde istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Biyokimyasal bulgular: Testikiiler dokudaki
ortalama MDA, nitrat ve nitrit seviyesi salin uygu-
lanan grupta (Grup 1) sham grubuna (Grup 4) gore
anlamli olarak yiiksekti. Vardenafil ve sildenafil
alan gruplardaki (Grup 2 ve 3) si¢anlarin ortalama
testikiiler MDA, nitrat ve nitrit seviyeleri ise hem
salin hem de sham grubuna goére anlamli olarak
yiiksekti (p<0.05). Grup 2 ve Grup 3’teki siganla-
rin ortalama biyokimyasal degerleri birbirine ya-
kind1 ve her iki grup arasinda anlamli bir fark goz-
lenmedi (p>0.05) (Tablo 2).

Histopatolojik bulgular: Sham grubundaki
(Grup 4) siganlarda anlamli hemoraji bulgusu veya
konjesyon gozlenmedi. Seminifer tiibiiller, germ

(Phosphodiesterase 5 Inhibitors in Testis Torsion)

hiicreleri, sertoli ve leydig hiicreleri tamamen nor-
mal goriiniimde idi. Germinal hiicreler, spermato-
genezisin degisik evrelerini yansitacak sekilde dii-
zenli olarak siralanmiglardi (Resim 1a).

Testis torsiyonu olusturulmasmin ardindan
histopatolojik goriiniim anlamli olarak degisti. Sa-
lin grubunda; seminifer tiibiiller arasinda anlamli
oranda 6dem, konjesyon ve hemoraji izlendi. Se-
minifer tlbiillerin yapisinin diizensizlesmesi ve tii-
biillerdeki germinal epitel hiicrelerinin ayrilmasi
dikkati ¢eken diger bulgulardi (Resim 1b).

Vardenafil ve sildenafil gruplarinda ise semi-
nifer tiibiiller arasinda gozlenen ddem, konjesyon
ve hemoraji bulgularmin salin grubuna gore an-
laml1 oranda artt131 izlendi (Resim 1c ve 1d).

R T

Resim 1. Isik mikroskobu altinda incelenen kesitlerde; a) Sham
grubunda seminifer tiibiillerin normal histolojik yapist gozlen-
mektedir (HEx100); b) Salin grubunda testis torsiyonunun ar-
dindan seminifer tiibiillerdeki germinal hiicrelerin diizenli yapi-
sinin bozuldugu ve seminifer tiibiiller arasinda testikiiler 6dem,
konjesyon ve belirgin hemoraji (oklar) gozlenmektedir (HEx
50); ¢) Seminifer tiibiiller arasinda gézlenen 6dem, konjesyon
ve hemoraji (oklar) vardenafil grubundaki belirgin 6zelliklerdi
(HEx100); d) Sildenafil grubunda seminifer tiibiiller arasinda
artmis oranda konjesyon ve hemoraji (oklar) gozlenmektedir
(HEx50)

Tablo 2. Biyokimyasal 6l¢iitlerin kargilagtirmasi
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Salin) (Vardenafil HCI) | (Sildenafil sitrat) (Sham)
MDA* 0.26 + 0.02 0.45+£0.01 0.46+ 0.02 0.07+£0.01
Nitrat** 0.32+0.02 0.53+0.02 0.56+ 0.03 0.08 £0.01
Nitrit*** 0.34+0.02 0.55+0.02 0.57+ 0.02 0.11 +£0.01

p <0.05, Mann Whitney U testi; T/D: Torsiyon/detorsiyon; MDA: Malondialdehit

*: Grup 1 v grup 2 icin p=0.02 ve grup 1 v grup 3 icin p= 0.021 ve grup 1 v grup 4 igin p= 0.022
**: Grup 1 v grup 2 igin p=0.02 ve grup 1 v grup 3 i¢in p= 0.032 ve grup 1 v grup 4 igin p= 0.011
*%%: Grup 1 v grup 2 i¢in p=0.02 ve grup 1 v grup 3 i¢in p= 0.027 ve grup 1 v grup 4 icin p= 0.031
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TARTISMA

Kan akiminin ve perfiizyon basincinin 6nemli
bir diizenleyicisi olan NO, vaskiiler sistemi uygun
fizyolojik uyaranlara hazirlayarak etki gosterir’.
Bu madde birgok organ iizerinde diizenleyici etkisi
olan yiiksek oranda reaktif serbest radikaldir ve
diizensiz NO sentezi bir¢ok patolojik duruma yol
acabilmektedir'®''. NO sentezi endotelyal (eNOS),
ndral (nNOS) ve indiiklenebilen NO (iNOS) sen-
tazlar tarafindan gerceklestirilmektedir. Shiraishi
ve arkadaslar1 torsiyonun ardindan gelisecek testi-
kiiler hasarin sicanlarda iNOS sayesinde NO iireti-
mine neden olacagini ve bununda apopitotik hiicre
oliimiine yol acacagmi bildirmislerdir'>. NO her ne
kadar intraselliller ve/veya ekstraselliller mesajci
olarak islev gosterse de artmis konsantrasyonlarda
DNA replikasyonu ve lipit peroksidasyonu ile hiic-
relere toksik etki gosterebilmektedir'. Onceki ya-
yinlardan NO seviyesinin testikiiler IR sonrasi
azaldig1 bilinmektedir®. Aslinda bu azalma muhte-
melen NO’nun, O, tarafindan tiiketilmesi sonucu
olugmaktadir. Siiperoksid anyon ve NO, {iglincii
bir serbest radikal olan peroksinitrit olusturmak
icin reaksiyona girerler. Peroksinitrit ise oksidatif
reaksiyonlara neden olarak mitokondriyal solunum
enzimlerini inhibe eder, hiicresel oksijen olusumu-
nu azaltir ve membran sodyum geg¢isini inhibe
eder'®. O halde peroksinitrit olusumunun engellen-
mesi reperfiizyon hasarin azaltacaktir'.

NO’nun bir¢ok biyolojik etkisi PDE’ler ile
¢ok cabuk yikilan siklik 3°5° guanozin monofosfat
aracihig1 ile olmaktadir'®. Bu yiizden PDE’ler do-
kudaki NO seviyelerini artirirlar. PDE’ler, birgok
organin fizyolojik islevlerini diizenlerler ve 11 alt
tipe ayrilirlar. PDES’in beyin, kalp, bobrek, mesa-
ne, prostat, iiretra, penis ve uterusta yaygin bir se-
kilde bulundugu gosterilmistir'’. Testiste ise 6zel-
likle PDES, PDE10 ve PDEI1 yaygin olarak bu-
lunmaktadir'”.

Sildenafil sitrat, ED tedavisinde kullanilmak
iizere 1998 yilinda ABD’de onaylanan ilk ilag¢ ol-
mustur ve ardindan vardenafilin onay1 gergekles-
mistir'®. Vardenafilin molekiiler yapisi sildenafile
oldukga benzerdir ve bu iki PDES5 inhibitorii ajan
vaskiiler sistemde diiz kas relaksasyonuna neden
olan siklik GMP’nin yikimmi onleyerek ED’nin
diizelmesini saglamaktadirlar’. Bu ilaglarn asil
kullanim yerleri ED tedavisi olsa da sildenafilin hi-
pertansif kardiyomiyopati*’, pulmoner hipertansi-
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yon®' ve NO araciligiyla olusan bobrek yaralanma-
larinda'® koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir.
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA), gectigimiz
yillarda sildenafilin pulmoner arteriyel hipertansi-
yonun her evresinde kullanimini onayladi®’. Bu ye-
ni endikasyonlar ve kullanim alanlar1 bizleri PDES5
inhibitorlerinin testis torsiyonu sonrasinda olusan
IR hasari {izerine olan etkisini arastirmaya yonlen-
dirdi. Calismamizda 6nceden bildirilen sildenafil
sitrat dozunu uyguladik'®. Ancak buna kargin elde
ettigimiz bulgular PDES inhibitorlerinin testis tor-
siyonu sonrasi olusan IR hasarini daha da artirdig-
n1 gosterdi. Bize gore PDES kullanimi sonrasi tes-
tikiiler dokuda artan NO diizeyi daha fazla peroksi-
nitrit olusumuna yol agt1 ve bu madde de reperfiiz-
yon hasarini artirdi. Ayrica sigan testisinde bulu-
nan PDES, sildenafil ve vardenafil i¢in en 6nemli
hedeftir® ve sildenafil ve vardenafilin testikiiler
dokuda yaygin olarak bulunan PDES, PDE10 ve
PDEI11 i¢in de selektivitilerinin oldugu bilinmekte-
dir*". Bu enzimlerin tiimiiniin sildenafil ve varde-
nafil ile inhibisyonu testikiiler dokudaki NO sevi-
yesini artiracaktir. Bahsedilen tiim mekanizmalar
PDES inhibitorlerinin testikiiler IR hasarini gsiddet-
lendirici etkilerini agiklayabilir. Bu olumsuz etki
sigan testilerinin histopatolojik incelemesinde de
izlenmistir.

Calisgmamizda diger bir PDES inhibit6rii olan
tadalafilin kullanilmamasi bir eksiklik olarak gorii-
lebilir. Bunun nedeni tadalafilin diger PDES inhi-
bitdrlerine gore ¢cok daha uzun olan yarilanma ém-
rii nedeniyledir. Bize gore uzun yarilanma Omrii
nedeniyle deneysel g¢alismamizin ikincil amact
olan giinliik kullanimin etkisini aragtirmak tadalafil
ile diger PDES inhibitorlerine kiyasla pratik olma-
yabilecekti. Bununla beraber giinden giine ¢esitli
endikasyonlarda denenmeye baslanan tadalafil ile
yapilacak benzer ¢aligmalar bu maddenin de testis
torsiyonundaki etkisini daha iyi anlamamiz1 sagla-
yabilecektir.

Gilintimiizde PDES inhibitorlerinin cinsel per-
formansi artirma amaciyla endikasyon dis1 keyfi
kullanim1 geng erkekler arasinda artis gostermekte-
dir. Foxman ve ark, 18 ile 39 yas arasindaki cinsel
yonden aktif erkeklerin %15.1’inin cinsel deneyi-
mini artirmak amaciyla sildenafil de dahil olmak
iizere ¢esitli ilaglar kullandigmi gosterdiler™.
PDES inhibitorlerinin kullanim yast, testis torsiyo-
nunun asil risk grubunu olusturan geng eriskinler
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arasindaki keyfi kullanimi1 ve yeni kullanim endi-
kasyonlar1 nedeniyle giinden giine diismiistiir. Bu-
na ek olarak ED nedeniyle PDE5 kullanan hasta
grubundaki nispeten az da olsa testis torsiyonu ge-
lisebilme riski goz oniine alindiginda bu ilaglarin
erkeklerin giinliik hayatlarinda gitgide artan bir ro-
le sahip oldugunu séylemek yanlis olmayacaktir.

SONUC

Bu ¢alismada NO sistemi iizerinden etkili ol-
duklart bilinen sildenafil sitrat ve vardenafil HCI’-
nin testis torsiyonu sonrasinda goriilen testikiiler
IR hasarint biyokimyasal ve histopatolojik olarak
artirdig1 gézlenmistir.
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