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Abstract

Amag: Calismamizda, torsiyon ve detorsiyon sonrasi testiste olusan iskemi-
reperfiizyon (I-R) hasarmi 6nlemek igin uygulanan melatonin ve steroidin
tek doz ve 7 giinliik tedavilerinin etkilerini ve her iki tedavi seklinden
hangisinin daha etkili oldugunu ortaya koymay1 amagladik.

Gerec¢ ve Yontemler: Calismaya alman siganlar 10’arli 8 gruba ayrildi. Sham
gruplart hari¢ tiim gruplarda sol testisler 6 saat siire ile 720° torsiyone e-
dildi. Detorsiyondan 30 dk. dnce melatonin gruplarina 17 mg/kg melato-
nin, steroid gruplarma ise 1 mg/kg metilprednizolon verildi. Yedi doz
melatonin ve 7 doz steroid gruplarinda 7 giin siire ile tedaviye devam e-
dildi. Sham-1, torsiyon-detorsiyon-1, tek doz melatonin ve tek doz
steroid gruplarinda detorsiyondan 6 saat sonra, diger gruplarda ise 7 giin
sonra sol orsiektomi yapildi. I-R hasarini degerlendirmek amaciyla testis
dokusunda malondialdehit (MDA) seviyelerine ve histopatolojik incele-
me yapilarak Johnsen skorlarina bakild1.

Bulgular: Tek doz melatonin ve tek doz steroid gruplarinin MDA seviyeleri
torsiyon-detorsiyon-1 grubuna gore daha diisiik oldugu (p< 0.05) ancak
Johnsen skorlarmin ayni oldugu (p> 0.05) belirlendi. Yedi doz melatonin
ve 7 doz steroid gruplarinda ise MDA seviyelerinin torsiyon-detorsiyon-2
grubundan daha diisiik oldugu (p< 0.01), Johnsen skorlarmmin da daha
yiiksek oldugu (p< 0.01) tespit edildi.

Sonug: Testis torsiyonunda I-R hasarini énlemek igin detorsiyondan énce tek
doz olarak verilen melatonin ve steroid biyokimyasal olarak etkili gibi
goziikmesine ragmen histopatolojik olarak higbir etkisi yoktur. Ancak 7
giin siire ile uygulanan melatonin ve steroid i-R hasarmi tam olarak on-
lemektedir.

Anahtar Kelimeler: Testis torsiyonu, iskemi-reperfiizyon hasari,
melatonin, steroid
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Objective: The aim of the study is to determine the effects of melatonin and
steroid treatments which were injected as one-dose and one-dose for
seven days to prevent ischemia-reperfusion injury occurred in testicle af-
ter torsion and detorsion and which of these treatments is more effective.

Material and Methods: Eighty prepubertal male Sprague-Dawley rats were
devided into 8 groups each containing 10 rats. In all groups, except sham
groups, torsion was created by rotating the left testicles 720° in a clockwise
direction for 6 hours. In melatonin groups 17 mg/kg melatonin and in ster-
oid groups 1 mg/kg methylprednesolone were injected before 30 minutes
from detorsion. In seven dose steroid and melatonin groups melatonin and
methylprednesolone were injected once a day for 7 days. In Sham-1, tor-
sion-detorsion-1, one-dose melatonin and, one-dose steroid groups left or-
chiectomies were created after 6 hours of detorsion. In other group, left or-
chiectomies were performed 7 days later. After performing histopathologic
examination we determined MDA levels and Johnsen’s scores of testicular
tissue to identify ischemia-reperfusion injury.

Results: MDA levels in one-dose melatonin and steroid groups were signifi-
cantly less compared with torsion-detorsion-1 group (p< 0.05). Johnsen’s
scores were the same as in one-dose melatonin, steroid and torsion-
detorsion-1 groups (p> 0.05). It was identified that MDA levels in seven
dose melatonin and seven dose steroid groups were significantly less
compared with torsion-detorsion-2 group (p< 0.01) and Johnsen’s scores
were significantly higher compared with torsion-detorsion-2 group (p<
0.01).

Conclusion: The treatments of one-dose melatonin and steroid are effective against
the I-R damage biochemically, but not histopathologically. Whereas, mela-
tonin and steroid, which were injected once a day for 7 days, prevent ische-
mia-reperfusion injury completely.
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estis torsiyonu (TT), yenidogan ve puberte
doneminde daha fazla goriilen acil bir cer-
rahi hastaliktir. Torsiyonun derecesine ve
siiresine bagli olarak testiste iskemiden nekroza
kadar ilerleyen histopatolojik degisiklikler olusur.
Torsiyon iskemi donemini, detorsiyon ise
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reperfiizyon dénemini olusturur. iskemi donemin-
de yetersiz kan akimina bagli olarak testis doku-
sunda hipoksantin, lipid peroksit ve laktik asit dii-
zeyleri artar. Reperfiizyon doneminde ise serbest
oksijen radikalleri (SOR) denilen siiperoksit anyo-
nu (O,), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen perok-
sit (H,O,) ortaya ¢ikar.'” Bu maddeler testis doku-
suna toksik etki gosterir. Spermatogenezis ve
sertoli hiicrelerinin gelisimi bozulur. Testisteki
iskemi-reperfiizyon (I-R) hasarin1 gdsteren en o-
nemli belirleyiciler; histopatolojik inceleme ve
lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan
malondialdehit (MDA) seviyeleridir. TT’den sonra
testis dokusunda MDA seviyelerinin ylikselmesi
testiste hasar olustugunu gosterir.

TT’inde, I-R hasarini énlemek icin verilen an-
tioksidan maddeler genellikle detorsiyon Oncesi
veya ilk 24 saat i¢inde tek doz olarak verilmekte-
dir. Calismamizin amaci, TT’de steroid ve melato-
ninin tek doz ve 7 giinliik tedavilerinin testisteki I-
R hasarimi1 6nlemede etkinligini belirlemek ve her
iki tip tedavi seklinden hangisinin daha etkili oldu-
gunu ortaya koymaktir.

Gerec¢ ve Yontemler

Bu c¢alisma, “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” prensipleri ve Deney Hay-
vanlart Etik Kurulu Yonergesi dogrultusunda ger-
ceklestirildi.

Operasyonun ve tedavinin yapilisi

Calismamizda 70-75 gr agirhiginda, 30-45
giinliik prepubertal erkek Sprague-Dawley sican
kullanildi. Denekler steril sartlarda 50 mg/kg i.m
ketamin hidrokloriir enjeksiyonu ile uyutuldu. Sol
inguinoskrotal kesi ile funikulus spermatikusa
ulasildi. Sol spermatik kord ve testis serbestlesti-
rildikten sonra Sham-1 ve Sham-2 gruplar1 hari¢
tim gruplarda sol testisler 6 saat siire ile 720°
torsiyone edildi. Detorsiyondan 30 dk. dnce tek
doz melatonin ve 7 doz melatonin gruplarina 17
mg/kg dozunda melatonin, tek doz steroid ve 7 doz
steroid gruplarma da 1 mg/kg dozunda
metilprednizolon  verildi.  Ardindan testisler
detorsiyone edildi. Sham-1, torsiyon-detorsiyon-1,
tek doz melatonin ve tek doz steroid gruplarina
detorsiyondan 6 saat sonra sol orsicktomi yapildu.
Yedi doz melatonin ve 7 doz steroid gruplarina 7

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2005, 25

giin siire ile glinde tek doz ayn1 miktarda melatonin
ve metilprednizolon verilmeye devam edildi.
Sham-2, torsiyon-detorsiyon-2, 7 doz melatonin ve
7 doz steroid gruplarina ise detorsiyondan 7 giin
sonra sol orsiektomi uygulandi. Orsicktomi sonrasi
I-R hasarini degerlendirmek amaciyla, testis doku-
sunda MDA seviyeleri ve histopatolojik inceleme
yapilarak Johnsen skorlari belirlendi.

Denekler ve calisma gruplar

Sicanlar 8 gruba ayrildi. Her grupta 10 sigan
kullanildi.

Grup 1 (Sham-1): Sol testis skrotum digina a-
lindi, 5 dk. sonra tekrar skrotuma yerlestirilip ka-
patildi ve 6 saat sonra sol orsiektomi yapildu.

Grup 2 (Torsiyon-Detorsiyon-1): Sol testis 6
saat siire ile torsiyone edildi. Detorsiyondan 6 saat
sonra sol orgiektomi yapildi.

Grup 3 (Tek Doz Melatonin): Sol testis 6 saat
siire ile torsiyone edildi. Detorsiyondan 30 dk.
once melatonin verildi. Detorsiyondan 6 saat sonra
sol orsicktomi yapildi.

Grup 4 (Tek Doz Steroid): Sol testis 6 saat sii-
re ile torsiyone edildi. Detorsiyondan 30 dk. dnce
steroid verildi. Detorsiyondan 6 saat sonra sol
orsiektomi yapildi.

Grup 5 (Sham-2): Sol testis skrotum disimna a-
lindi, 5 dk. sonra tekrar skrotuma yerlestirilip ka-
patildi ve 7 giin sonra sol orsiektomi yapildu.

Grup 6 (Torsiyon-Detorsiyon-2): Sol testis 6
saat siire ile torsiyone edildi. Detorsiyondan 7 giin
sonra sol orgiektomi yapildi.

Grup 7 (Yedi Doz Melatonin): Sol testis 6 saat
siire ile torsiyone edildi. Detorsiyondan 30 dk.
once melatonin verildi. Giinde tek doz 7 giin siire
ile  melatonin  verilmeye devam  edildi.
Detorsiyondan 7 giin sonra sol orsiektomi yapildi.

Grup 8 (Yedi Doz Steroid): Sol testis 6 saat
siire ile torsiyone edildi. Detorsiyondan 30 dk.
once steroid verildi. Giinde tek doz 7 giin siire ile
steroid verilmeye devam edildi. Detorsiyondan 7
giin sonra sol orsicktomi yapildi.

Istatistiksel degerlendirme

Calismadaki gruplara Kruskal-Wallis tek yon-
lii varyans analizi ve Bonferroni diizeltmeli Mann-
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Whitney U testi uygulandi. Bulunan p degeri
0.05’ten kiigiik ise gruplar arasindaki fark anlamli
olarak kabul edildi.

Bulgular

Tek doz melatonin ve tek doz steroid gruplari-
nin MDA seviyelerinin, torsiyon-detorsiyon-1
grubuna gore anlamh bir sekilde daha diisiik oldu-
gu belirlendi (p< 0.05) (Tablo 1). Ancak bu gruplar
Johnsen skorlart agisindan karsilastirildiginda ise
sonuglarin ayni oldugu tespit edildi (p> 0.05) (Tab-
lo 2). Buna karsilik 7 doz melatonin ve 7 doz
steroid gruplarimin MDA seviyelerinin torsiyon-
detorsiyon-2 grubuna gore ileri derecede anlamli
bir sekilde daha diisiik oldugu (p< 0.01), Johnsen

Tablo 1. Detorsiyondan 6 saat sonra ve 7 giin son-
ra testis dokularindaki MDA degerleri.

Gruplar MDA (n mol/gr yas doku)
1 (Sham-1) 1.040 +0.178
2 (Torsion-Detorsion-1) 1.500 + 0.159*
3 (Tek Doz Melatonin) 0.950 £ 0.036
4 (Tek Doz Steroid) 1.100 £ 0.088
5 (Sham-2) 1.000 £ 0.476°

6 (Torsion-Detorsion-2) 1.400 + 0.252°¢
7 (Yedi Doz Melatonin) 0.440 +0.018¢

8 (Yedi Doz Steroid) 0.550 +0.071°

Degerler Ortalama + SD olarak verilmistir.

Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ve Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testine gore;

a: Grup 3 ve 4’e gore p< 0.05 b: Grup 7 ve 8’¢ gore p> 0.05

c: Grup 7 ve 8’e gore p< 0.05  d: Grup 3’e gore p< 0.05

f: Grup 4’e gore p< 0.05.

Tablo 2. Detorsiyondan 6 saat sonra ve 7 giin son-
ra testis dokularindaki Johnsen skorlari.

Gruplar Johnsen skoru
1 (Sham-1) 7.300 +0.675
2 (Torsiyon-Detorsiyon-1) 5.000+0.817*
3 (Tek Doz Melatonin) 5.000+0.817
4 (Tek Doz Steroid) 5.000 £ 0.817
5 (Sham-2) 7.300 £ 0.675°

5.000 + 0.817°
8.000 +0.817¢
7.000+0817°

6 (Torsiyon-Detorsiyon-2)
7 (Yedi Doz Melatonin)
8 (Yedi Doz Steroid)

Degerler Ortalama + SD olarak verilmistir.

Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi ve Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testine gore;

a: Grup 3 ve 4’e gore p> 0.05 b: Grup 7 ve 8’e gore p> 0.05

c: Grup 7 ve 8’e gore p< 0.05 d: Grup 3’e gore p< 0.05

f: Grup 4’e gore p< 0.05.
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Resim 1. Yedi doz melatonin grubundaki bir testisin
histopatolojik goriinimii. Spermatogenetik seri hiicrelerinde
minimal azalma ile beraber tiibiiller arasinda iligkinin kismen
bozuldugu dikkat c¢ekmektedir. (Johnsen skoru: 8) (H&E,
x40).

skorlarinin da yine ileri derecede anlamli bir sekil-
de daha yiiksek oldugu (p< 0.01) belirlendi (Tablo
1, 2) (Resim 1). Yedi doz melatonin ve 7 doz
steroid gruplart Sham-2 grubu ile karsilagtirildi-
ginda ise hem MDA seviyelerinin hem de Johnsen
skorlarinin benzer oldugu aralarinda anlamli bir
fark olmadigi tespit edildi (p> 0.05). Yedi doz
melatonin grubunun MDA seviyelerinin tek doz
melatonin grubuna gore ileri derecede anlamli bir
sekilde daha diisik (p< 0.01); 7 doz melatonin
grubunun Johnsen skorlarmin tek doz melatonin
grubuna goére anlamli bir sekilde daha yiiksek ol-
dugu tespit edildi (p< 0.01) (Tablo 1, 2).

Tartisma
TT sonucu testiste olugan hasar torsiyonun de-
recesi ile birlikte siiresine de baglidir. Bu nedenle
TT acil cerrahi girisim gerektiren bir hastaliktir.
Erken cerrahi girisimler testisin kurtulma olasiligi-
n1 arttirtr. Buna ragmen testislerin ancak %32’si
kurtarilabilmektedir.

Deneysel TT’de tam iskemi olusturmak igin
testisler 720° torsiyone edilmelidir.’ Hasar olus-
turmak i¢in ise minimum siire 1 saattir. Ancak
ciddi bir I-R hasar1 olusturabilmek icin testisler 4
saatten daha uzun siire 720° torsiyone edilmelidir.’
Bu nedenle ¢alismamizda testisler 6 saat siire ile
720° torsiyone edildi. Ardindan detorsiyone edile-
rek reperfiizyon uygulandi. Reperfiizyon sonrasi
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ortaya ¢ikan SOR’nin 6zellikle zarar verdikleri yer
hiicre membranidir. Buradaki fosfolipidlerle reak-
siyona girerek peroksidasyona neden olurlar. Lipid
peroksidasyonunun son iiriinii MDA dir.® i-R hasa-
r1, testis dokusundaki MDA seviyelerine biyokim-
yasal olarak bakilmak suretiyle belirlenebilir. Tes-
tisteki hasarin derecesini belirlemek i¢in en 6nemli
ve gilivenilir belirleyicilerden biri de histopatolojik
incelemedir. Johnsen skoru tiibiillerdeki germ hiic-
releri ve sertoli hiicreleri hakkinda ayrintili bilgiler
verir.

TT ile ilgili yapilan deneysel ¢alismalarda I-R
hasarin1 6nlemek icin allopurinol, oksipurinol,
polietilen  glikol (PEG)-siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz ve vitamin E gibi ¢esitli antioksi-
dan maddeler kullamlmustir.”""  Calismamizda
kullanilan melatonin ise giiglii bir antioksidan
madde olup hem toksik OH’yi temizler hem de
antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidaz
enzimini aktive eder.'*" Hiicre cekirdegi icine
girerek DNA’y1 oksidatif hasara karsi korur.'*"
Antioksidan enzimlerle ilgili hiicresel mRNA sevi-
yelerini arttirir.'® Aymi zamanda testis gelisimini
stimiile eder. BOylece testesteron salinimini artti-
rir.'” Yara iyilesmesi ile birlikte anjiyogenezisi
olumlu y6nde etkiler." Kortikosteroidler ise
fosfolipaz A2 enzimini bloke ederek ve 16kosit
aktivasyonunu Onleyerek SOR’nin  olusumunu
engeller. Hiicre =zarmin bitiinliiglinii  saglar.
Kapiller gegirgenlik artisin1 inhibe eder. Ayni za-
manda antiinflamatuar etki gosterir.'’

Bugiine kadar TT ile ilgili yapilan ¢alismalar-
da, I-R hasarin1 énlemek i¢in kullanilan antioksi-
dan maddeler detorsiyondan 6nce veya ilk 24 saat
icinde tek doz olarak verilmistir. Calismamizda ise
melatonin ve steroid, gruplardan bir kismima tek
doz olarak digerlerine ise 7 giin siire ile uygulandi.
Greenstein ve ark. 3 saatlik, Blank ve ark. ise 6
saatlik torsiyondan sonra detorsiyon Oncesi tek doz
olarak verilen PEG-SOD ve diltiazeminin
histopatolojik olarak testislerde yararl bir etkisinin
olmadigim tespit ettiler.*” Prillaman ve Turner de
2 saatlik torsiyondan sonra detorsiyon dncesi uygu-
lanan SOD ve katalazin testis fonksiyonlarini kur-
tarma agisindan bir yarar1 olmadigini belirlediler.'
Akgiir ve ark. ise 1 saatten 5 saate kadar uzanan
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TT’lerinde detorsiyon Gncesi verilen allopurinoliin
biyokimyasal ¢alisma sonucunda reperfiizyon ha-
sarina kars1 etkili oldugunu bildirdiler."" Benzer bir
sekilde bundan Onceki calismamizda 6 saatlik
torsiyondan sonra detorsiyon Oncesi uygulanan
melatoninin MDA seviyelerine bakarak
reperfiizyon hasarina karsi etkili oldugunu tespit
etmistik.”” Bu c¢alismamizda da tek doz melatonin
ve tek doz steroid gruplarimin MDA seviyeleri
torsiyon-detorsiyon-1 grubuna gore anlamli bir
sekilde daha diistiktli (p< 0.05). Ancak bu grupla-
rin  Johnsen skorlar1 incelendiginde, torsiyon-
detorsiyon-1 grubundaki skorlarla ayni oldugu (p>
0.05) ve histopatolojik olarak olumlu bir etkisi
olmadig1 belirlendi. Buna karsilik 7 doz melatonin
ve 7 doz steroid gruplarinin hem MDA seviyeleri
hem de Johnsen skorlar1 torsiyon-detorsiyon-2
grubundaki degerler ile karsilastirildiginda arala-
rinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir
farklilik oldugu goriildii (p< 0.01). Ayn1 zamanda
bu gruplar Sham-2 grubu ile karsilagtirildiginda,
hem MDA seviyelerinin hem de Johnsen skorlari-
nin Sham-2 grubunun degerlerine ¢ok yakin oldu-
gu ve aralarinda bir fark olmadig tespit edildi (p<
0.05).

TT’de detorsiyondan sonra kanlanma saglan-
diginda iskemik dokuya O, girerek reperfiizyon
hasar1 baglamasimma ragmen no-reflow fenomeni
sonucu hipoperfiizyonun tekrar olaya eklenmesi ile
reperfiizyonda goriilen hasarlanmanin daha da
artmasina neden olur.”’ Bunun sonucu hem meka-
nik hem de I-R hasar1 nedeniyle arteriyol ve
kapillerlerde degisik derecelerde trombozlar olus-
maktadir. Bu tikanikliklarin ve ardindan gelen
acilmalarin sonucunda gelisen I-R hasarmnin 12-24
saat gibi kisa bir siire¢ igerisinde olusup sona er-
meyecegini, daha uzun siireli bir siire¢ oldugunu
disiiniiyoruz. Calismamizda MDA degerlerinin
torsiyon-detorsiyon-2 grubunda detorsiyondan 7
giin sonra da hala yliksek seyretmesi bu diisiince-
mizi desteklemektedir.

Sonug¢ olarak, tek doz melatonin ve tek doz
steroid tedavileri biyokimyasal olarak I-R hasarina
kars1 etkili gibi goziikmesine ragmen histopatolojik
olarak hicbir etkisi yoktur. Buna karsilik 7 doz
melatonin ve 7 doz steroid tedavileri hem biyo-
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kimyasal hem de histopatolojik olarak I-R hasarim
tam olarak onlemektir. Yedi giin siire ile uygulanan
melatonin ve steroid tedavilerinin olusturdugu
olumlu etkide, bu maddelerin olusturduklar giiglii

ant

ioksidan etki ile birlikte testise yonelik olarak

olusturacaklar1 diger yararl etkilerin de pay1 oldu-
gunu diisiiniiyoruz.

10.
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