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Özet

Amaç: Yap›lan in vitro çal›flmalarda, metilen mavisinin
(MM) iskemi/reperfüzyon sonras› ortaya ç›kan serbest ok-
sijen radikallerini, ksantin oksidaz enzimi üzerine alterna-
tif bir elektron yakalay›c› rolü oynayarak azaltt›¤› göste-
rilmifltir. Bu çal›flmada testis torsiyonu modelinde, detor-
siyondan önce intraperitoneal verilen MM’nin reperfüz-
yon hasar› üzerine etkisi incelendi.

Yöntem: Çal›flmada 10 denekli dört grup Sprague-Daw-
ley cinsi s›çan kullan›ld›. Grup1 sham, di¤er üçü tedavi
grubu olarak düzenlendi. Bir saatlik torsiyon döneminde,
detorsiyondan 10 dakika önce Grup 2’de serum fizyolojik
(SF), Grup 3’de allopurinol (AL) ve Grup 4’te MM veril-
di. Bir saat detorsiyondan sonra testis ç›kar›ld›, kan örne¤i
al›nd›. Serum ürik asit (ÜA) ve myeloperoksidaz (MPO)
düzeyleri ve testis histopatolojisi de¤erlendirildi. 

Bulgular: ÜA de¤erleri aç›s›ndan AL grubu ile di¤er gru-
plar aras›nda anlaml› fark gözlendi (p<0.001). MPO
düzeyinde, MM ile SF grubu aras›nda fark saptanmazken,
AL grubu ile di¤er gruplar ars›nda anlaml› fark saptand›
(p<0.05). Histopatolojik bulgular c2 analizi ile de¤erlen-
dirildi. AL grubunun sham ve MM gruplar›ndan farkl›l›k
göstermedi¤i, SF grubundan ise anlaml› farkl›l›k göster-
di¤i saptand›. AL grubunda düflük evrelerin daha fazla
yo¤unlaflt›¤› görüldü. MM ile di¤er gruplar karfl›laflt›r›l-
d›¤›nda anlaml› bir fark göstermemekle beraber, SF grubu
ile k›yasland›¤›nda MM grubunda daha az say›da evre 3
hasar saptand›. 

Sonuç: Bu sonuçlara göre, MM’nin deneysel testis torsiy-
onunda,  detorsiyondan önce verilmesinin testis reper-
füzyon hasar›n› ve enflamatuar cevab› anlaml› olarak
azaltmamakla beraber, histopatolojik hasar›n fliddetini
azaltan bir etkisinin olabilece¤i düflünüldü.

Anahtar kelimeler: Testis, torsiyon, iskemi/reperfüzyon,
metilen mavisi, allopurinol

Summary 

The effect of methylene blue on reperfusion injury in
torsion of the testis

Aim: In vitro studies have demonstrated that methylene
blue (mb) acts as an alternative electron acceptor for xan-
thine oxidase enzyme and suppresses the production of
superoxide radicals o2- in reperfusion injury. In this
study, the effect of intraperitoneal mb on reperfusion
injury was investigated in a testicular torsion model.

Method: Sprague-Dawley rats were divided into four
groups, each consisting 10 rats. In group I, sham opera-
tion was performed. In other three groups after 60 min
torsion and 10 min before detorsion of the right testis,
only isotonic saline (IS) in group II, Allopurinol (AL) in
group III and MB in group IV were injected intraperi-
toneally. Following the 60 min detorsion period, blood
sample were obtained and orchiectomy was performed.
Serum uric acid (UA) and myeloperoxidase (MPO) level
and testis histopathology were evaluated.

Results: UA was significantly lower in AL group com-
pared with the other groups (p<0.001). For MPO, while
the difference was significant between AL group and the
others (p<0.05), no difference was determined between IS
and MB groups. Histopathological findings were evaluat-
ed with c2 test. No difference was determined between
AL and MB and also Sham groups. But the difference
was significant between AL and IS groups. In AL group,
injury spectrum was toward the low grades. There was no
significant difference between MB and the others, but
when compared to group IS, grade III injury was encoun-
tered less in MB group.

Conclusion: According to these results, it could be con-
cluded that in experimental torsion of the testis, injection
of MB before detorsion does not significantly decrease
the reperfusion injury of the testis and the inflammatory
response, but it may reduce the severity of histopathologi-
cal changes. 

Key words: Testis, torsion, ischemia/reperfusion, methy-
lene blue, allopurinol   
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Girifl

Testis torsiyonunda, erken tan› ve cerrahi giriflim
iskemik testislerin kurtar›lmas›nda esast›r. Erken
testiküler eksplorasyon yaklafl›k olarak % 90 ora-
n›nda testisin kurtar›lmas›n› sa¤lad›¤› halde izlemde
bu hastalar›n % 67 sinden fazlas›nda testiküler atrofi
ve daha sonra subfertilite geliflti¤i bildirilmifltir
(5,14,15).

‹skemi reperfüzyon hasar›n›n mekanizmas›na ve
tedavisine yönelik bilimsel çal›flmalar›n artmas› so-
nucu, testis torsiyonunda testiküler hasarlanman›n
ana nedeninin detorsiyondan sonra oluflan reperfüz-
yon hasar›na ba¤l› oldu¤u düflünülmektedir (3,14,19).

Yap›lan in vitro çal›flmalar da, metilen mavisinin
(MM) iskemi reperfüzyon hasar›nda serbest oksijen
radikallerini, ksantin oksidaz enzimi üzerine alterna-
tif bir elektron yakalay›c› olarak etki göstererek
azaltt›¤› bildirilmifltir (7,13,24,21). Bu çal›flmada, tes-
tis torsiyonu modelinde, detorsiyondan önce intra-
peritoneal verilen MM’nin reperfüzyon hasar› üzeri-
ne etkisi, daha önce doku reperfüzyon hasar›n› azal-
t›c› etkinli¤i gösterilmifl olan allopürinol ile karfl›lafl-
t›r›larak de¤erlendirilmifltir. 

Gereç ve Yöntem

Çal›flmada, standart fare yemi ve su ile “ad libitum”
beslenen, a¤›rl›¤› 220-280 gr aras›nda Spra-gue-
Dowley s›çanlar (n:40) kullan›ld›. Denekler rastgele
4 gruba ayr›ld›. Grup 1 (n:10), Sham grubu olarak
düzenlenirken, Grup2 (n:10) serum fizyolojik (SF),
Grup 3 (n:10) allopurinol (AL) ve Grup 4 (n:10)
metilen mavisi (MM) verilerek tedavi edilen denek-
lerden oluflturulan gruplar olarak oluflturuldu. 

Denekler çal›flma öncesi 6 saat süre ile aç b›rak›ld›,
su almalar›na izin verildi. Ketamin HCl 50 mg/kg,
(Ketamin, Eczac›bafl›, ‹stanbul) ve  chlorpromazin 4
mg/kg (Largaktil, Eczac›bafl›, ‹stanbul) kar›fl›m› ‹M
verilerek uyutuldu. Çal›flma süresi boyunca denekler
infant incubator (Elektro-Mag M305, Türkiye)
içersinde tutuldular. ‹nkübatörün kabin ›s›s› 34°C,
nem % 40 ve kabin içi parsiyel oksijen bas›nc› % 21
olacak flekilde ayarland›. 

Sham grubu: Anesteziden sonra sa¤ hemiskrotal in-

sizyon ile tunica vaginalis aç›ld›. Testis insizyondan
ç›kar›ld›, torsiyon yap›lmadan tekrar skrotum içine
al›narak tunica albuginea skrotuma sütüre edildi. 3
saat sonra testis ç›kar›ld›, histopatolojik çal›flma için
Bouin’s solüsyonuna koyuldu. Biyokimyasal ça-
l›flma için vena cava inferiordan 4 ml kan al›nd›.

Çal›flma gruplar›: Anesteziden sonra sa¤ hemiskro-
tal insizyon ile tunica vaginalis aç›ld›. Testis insiz-
yondan ç›kar›ld›. Saatin tersi yönünde 720 0 torsi-
yone edildi. Tunica albuginea skrotuma sütüre edil-
di. ‹ntraperitoneal 0.5-0.9 mm cut down (Braun, Al-
manya) kateteri yerlefltirilerek insizyondan ç›kar›l-
d›. Torsiyonun 50. dk s›nda bir gruba  intraperito-
neal 3 ml SF, bir gruba 50 mg/kg AL, 3 ml SF
içinde (Allopurinol, Sigma Chemical, A-8003,
ABD) ve son gruba da 5 mg/kg MM, 3 ml SF
içerisinde verildi. Torsiyonun 60. dk’s›nda detorsi-
yon yap›ld›. Detorsiyondan 120 dk sonra testis
ç›kar›ld›. Histopatolojik çal›flma için Bouin’s solüs-
yonuna koyuldu. Vena cava inferiordan biyokimya-
sal incelemeler için 4 ml kan örne¤i  al›nd›. 

Biyokimyasal çal›flmalar 

Ürik asit (ÜA): Hücre enerji metabolizmas›n›n son
ürünlerinden biridir. ATP’nin y›k›m›ndan oluflan hi-
poksantin ve ksantin ÜA dönüflür (4,21). Otoana-
lizör de ölçüldü (Modular automated analyzer and
uric acid test kit, Roche Diagnostics, Almanya).

Myeloperoksidaz (MPO): Nötrofil granüllerinde
fazla miktarda bulunan bir enzimdir. MPO normal
polimorfonükleer fonksiyon için esast›r. ‹ltihabi püy
oluflumunda yeflil renk MPO dan dolay› oluflur,
MPO hidrojen peroksitten hipohalous asit meydana
getirir (16). MPO aktivitesi Suzuki yöntemi ile belir-
lendi (22).

Histopatolojik de¤erlendirme

Doku örnekleri Bouin’s solüsyonu içinde tespit edil-
di. En az 24 saat bekletilerek takibe al›nd›. Parafin
bloklara gömülerek 6‘luk kesitler haz›rland›. HE ile
boyanarak ›fl›k mikroskobunda de¤erlendirildi. 

Histopatolojik bulgular Cosentino flemas›na göre
evrelendi (6).
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Evre 1. Düzenli s›ral› germ hücreleri ile birlikte nor-
mal testis dokusu
Evre 2. Daha az düzenli germ hücreleri, düzensiz
yak›nlaflm›fl seminifer tübülleri.
Evre 3. Düzensiz germ hücreleri, küçülmüfl piknotik
çekirdek ve s›n›rlar› bozulmufl seminifer tübüller.
Evre 4. Düzensiz, koagulasyon nekrozu oluflmufl
germ hücreleri ile dolu seminifer tübüller.

‹statistiksel çal›flma

Biyokimyasal de¤erler tek yönlü varyans analizi ve
çoklu karfl›laflt›rma testi (Tukey W testi) kullan›la-
rak karfl›laflt›r›ld›. Histopatolojik bulgular c2 analizi
ile de¤erlendirildi.

Bulgular 

Biyokimyasal çal›flmalar

UA de¤erleri aç›s›ndan guruplar aras›nda önemli
düzeyde farkl›l›k saptand› (F4; 45=20.31, p<0.001).
UA de¤erleri aç›s›ndan sham grubu ile SF ve MM
guruplar› aras›nda belirgin bir fark saptanmazken
(p>0.05), AL grubu ile di¤er gruplar aras›nda an-
laml› fark gözlendi (p<0.001), (Tablo 1). 

MPO serum de¤erleri karfl›laflt›r›ld›¤›nda SF ve MM
aras›nda fark saptanmazken, AL ile SF grubu ara-

s›nda anlaml› fark bulundu (p<0.05). AL grubu
MPO serum düzeyi di¤er gruplarla karfl›laflt›r›ld›-
¤›nda anlaml› olarak düflük saptand›, di¤er gruplar
aras›nda anlaml› bir fark gözlenmedi (Tablo 1).

Histopatolojik de¤erlendirme

Histopatolojik bulgular Cosentino testis histopatolo-
jik hasar evrelemesine göre de¤erlendirildi. Grup-
lar›n hiçbirinde evre 4 hasara rastlan›lmad›. Çal›fl-
mada bu s›n›flamaya göre Evre 1-3 aras› hasar tespit
edildi (fiekil 1).

SF grubu incelendi¤inde bu gurubun sham grubu ile
anlaml› fark gösterdi¤i saptand› (p<0.05). SF grubu
ile AL grubu karfl›laflt›r›ld›¤›nda allopurinolun çok
önemli fark (p<0.01) gösterecek flekilde evre 1
a¤›rl›kl› olarak da¤›l›m gösterdi¤i, evre 3 kriter ola-
rak al›nd›¤›nda yap›lan karfl›laflt›rmada ise fark›n
önemli anlaml›l›kta oldu¤u belirlendi (p<0.05). Al-
lopurinol gurubunun Sham gurubu ile karfl›laflt›r›l-
mas›nda ise tüm evrelerde istatistiksel olarak an-
laml› bir fark›n ortaya ç›kmad›¤› saptand› (p>0.05).
Allopurinol grubunda düflük evrelerin daha fazla yo-
¤unlaflt›¤› görüldü.

Sham gurubu ile MM grubu karfl›laflt›r›ld›¤›nda, his-
topatolojik de¤ifliklikler anlaml› fark oluflturmaya-
cak flekilde bulundu (p>0.05). MM ile SF gurubu-
nun karfl›laflt›r›lmas›nda evrelerin da¤›l›m›n›n ista-
tistiksel olarak anlaml› bir fark göstermedi¤i belir-
lendi. Bununla beraber MM’ nin evre 3 düzeyindeki
hasar oluflumundaki etkinli¤inin sham guruplar› re-
ferans olarak al›nd›¤›nda kuvvetli olmad›¤› ve sade-
ce 2 denekte evre 3 ün gözlendi¤i saptand›. SF gru-
bu ile k›yasland›¤›nda MM grubunda daha az say›da
evre 3 hasar gözlendi. 

Tart›flma

Testiküler torsiyon ve detorsiyon, dokular›n hem is-
kemisi hemde reperfüzyonu s›ras›nda morfolojik ve
biyokimyasal de¤ifliklikler oluflturur (1,2,10,14,17,19).
Birçok çal›flma iskemi reperfüzyon (‹/R) hasar›n›n
oksijen serbest radikalleri taraf›ndan oluflturuldu¤u-
nu ortaya koymufltur (2,8,11). ‹/R hasarlanmas›n›n
patogenezinin ad›m ad›m ayd›nlat›lmas› ile testis de
dahil çeflitli organda bu hasarlanmay› önlemek için;
a) Serbest radikallerin oluflumunun önlenmesi, b)

Tablo 1. Gruplara göre MPO ve ÜA ortalama de¤erleri
(mean±SEM).

Grup

Sham
SF
AL
MM

MPO (u/L)

1.63±0.17
1.97±0.18
0.83±0.13
2.28±0.18

ÜA (mg/dL)

1.85±0.22
1.56±0.15
0.10±0.01
1.35±0.18

fiekil 1. Gruplara göre histopatolojik evre da¤›l›m›.
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Oluflan radikallerin ortamdan temizlenmesi, c) Nöt-
rofillerin inhibisyonu ve d) Antioksidan kullan›lma-
s› gibi hemen hemen her basamak için bir çok ilaç
ve enzim çal›fl›lm›flt›r (3,20,23,25).

‹skemi ve ard›ndan reperfüzyonun olufltu¤u bir do-
kuda serbest oksijen radikallerinin üretiminin engel-
lenmesi için  ilk ad›m ksantin oksidaz inhibitörle-
rinin kullan›lmas›d›r (3,18). Bu inhibitörler aras›nda
en iyi bilineni allopurinol olup, ksantin oksidaz en-
ziminin ba¤lanaca¤› bölgede pürine ba¤lan›r. Akgür
ve ark.’lar› 1, 3 ve 5 saat 720 derece torsion ve ar-
d›ndan detorsiyon oluflturduklar› ratlarda detorsi-
yondan önce allopurinol verilmesinin testiste hasar-
lanmay› önledi¤ini bildirmifllerdir (3). Bu çal›flmada
hasar›n de¤erlendirilmesi, biyokimyasal olarak lipid
peroksidasyonuna bak›larak yap›lm›flt›r. Çal›flma-
m›zda da detorsiyondan önce verilen allopurinolün
gerek biyokimyasal olarak, gerekse histopatolojik
olarak testis doku hasarlanmas›n› azaltt›¤› gösteril-
mifltir. 

Serbest oksijen radikallerinin aç›¤a ç›kmas›n›n far-
makolojik olarak engellenmesinde bir baflka yöntem
MM kullan›lmas›d›r. MM’sinin ksantin oksidaz enz-
iminden elektron yakalay›c›s› olarak rol oynamas›
sonucu ‹R hasar›nda serbest oksijen radikallerini
azaltt›¤› bildirilmifltir (7,12,13,21). Salaris ve ark.lar›
iskemik alana serbest oksijenin gelmesinden önce
metilen mavisinin verilmesinin etkili bir antioksidan
görevi yapabilece¤ini ve MM’sinin doku oksidazlar›
taraf›ndan süperoksid (O-2) oluflumunu önleyen ye-
ni bir antioksidan ilaç s›n›f› oluflturabilece¤ini bil-
dirmifllerdir (21). Galili ve ark’lar›, intraperitoneal
olarak verilen MM’nin barsak iskemi reperfüzyo-
nundan sonra ortaya ç›kan akci¤er hasarlanmas›n›
serbest oksijen radikallerini inhibe ederek azaltabi-
lece¤ini bildirmifllerdir (7). MM’sinin hem intestinal
reperfüzyondan sonra akci¤erde polimorfonüklear
lokositlerin toplanmas›n› önlemede, hemde postis-
kemik karaci¤er reperfüzyonuna maruz kalmas›ndan
sonra aortal disfonksiyonu önlemede yararl› olabi-
lece¤i gösterilmifltir (7,12).

Metilen mavisinin iskemi-reperfüzyon hasarlanma-
s›nda koruyucu etkisi karaci¤er ve akci¤er dokula-
r›nda gösterilmifltir (24). Buna karfl›l›k Greenstein ve
ark. bir antioksidan olarak de¤erlendirdikleri
MM’nin ratlarda spermatik cord torsiyon ve detorsi-

yonundan sonra histolojik de¤ifliklikler üzerinde ha-
fifletici etkisinin olmad›¤›n› bildirmifllerdir (9).

Klasik ksantin oksidaz inhibitörlerine z›t olarak,
MM hipoksantin ve ksantinin ürik aside dönüflümü-
nü engellemez, alternatif co-substrat olarak kompe-
tetisyonla seçici olarak superoksid oluflumunu en-
geller. Çal›flmam›zda ksantin oksidaz enzimini inhi-
be eden allopurinolün kanda ürik asit de¤erlerini dü-
flürürken, metilen mavisinin ürik asit de¤erini düflür-
medi¤i, serum fizyolojik ve sham gruplar›ndaki de-
¤erlerle istatistiksel olarak anlaml› fark oluflturma-
yacak de¤erlerde kald›¤› saptanm›flt›r. Bu sonuçta
metilen mavisinin hipoksantin ve ksantinin ürik
asite dönüflümünü engellemedi¤ini, enzim üzerine
etkinli¤inin elektron transferi için oksijen molekülü
ile rekabet oldu¤unu gösterir. Bu Kelner’in gözle-
mine uygundur. MM’si burada klasik ksantin oksi-
daz inhibitörü olarak rol oynamaz ve hipoksantinin
veya ksantinin oksidasyon h›z›n› azaltmaz, aksine
böyle reaksiyonlarda h›z› artt›rd›¤› gösterilmifltir
(13).

Bu çal›flmada, MM’nin testis detorsiyonundan he-
men önce verilmesinin koruyucu etkisini araflt›rmak
için bir grup olufltururken, yeterli k›yaslama yapa-
bilmek için hemen hemen her organda reperfuzyon
hasar›ndan koruyucu etkisi ortaya konulan, bir ksan-
tin oksidaz inhibitörü olan, allopurinol ile de bir ça-
l›flma grubu oluflturulmufltur. De¤erlendirme yap›l-
d›¤›nda, daha önce baflka çal›flmalarda da etkinli¤i
do¤rulanm›fl olan allopurinolün hem reperfüzyona
ba¤l› doku hasar›n›n indirek bir göstergesi olan se-
rum MPO düzeyini azalt›c› etkisi, hem de histopato-
lojik olarak hasar› daha düflük evrelerde tuttu¤unu
gösteren yönü belirlenmifltir. 

Çal›flmam›zda MM, torsiyon öncesi 5 mg/kg dozun-
da kullan›lm›flt›r. Bu, literatürde MM’nin klinik kul-
lan›m› için 2-5 mg/kg olarak önerilen dozun üst s›-
n›r›d›r (21). MM, MPO düzeyinde istatistiksel olarak
anlaml› bir düflmeye neden olmam›flt›r. Histopatolo-
jik de¤erlendirmelerimizde, SF grubuna göre MM
grubunda say›sal olarak düflük evrelerin daha a¤›r-
l›kl› oldu¤u görülmekle beraber, istatistiksel olarak
anlaml› bir fark tespit edilmemifltir. Bu MM’nin tes-
tis reperfüzyon modelinde çal›fl›ld›¤› tek makale
olan Greenstein ve ark’lar›n›n bulgular› ile uyufl-
maktad›r (9). Histopatolojik de¤erlendirmeler ‹R
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hasar›n› önlemede MM’nin di¤er organlarda bildi-
rildi¤i kadar etkili olmad›¤› sonucunu ortaya koy-
mufltur. Greenstein ve ark’lar› bu çal›flmada detor-
siyondan 20 dakika önce 2 mg/kg intraperitonial+1-
2 dakika önce ise penil venden 1 mg/kg intravenöz
MM vermifl, detorsiyonu takip eden günde uzun bir
reperfüzyon dönemi sonras› testis histopatolojik ça-
l›flma için ç›karm›flt›r. Gerek bu çal›flmadaki doz ve
süre, gerekse bizim çal›flmam›zda vermifl oldu¤u-
muz doz ve iskemi-reperfüzyon süresinin oluflturdu-
¤u spektrumda, MM’sinin detorsiyondan önce uy-
gulanmas› ile testis reperfüzyon hasar›n› azaltan bir
etkinli¤inin oluflmad›¤› söylenebilir. Weinbroum ve
ark’lar› karaci¤er reperfüzyondan sonra MM’nin
akut akci¤er hasarlanmas›n› selektiv olarak azaltt›-
¤›n› bildirdikleri çal›flmalar›nda MM’nin bu etkisi-
nin süreye ba¤›ml› ve doza ba¤›ml› olarak iki farkl›
etkisinin olabilece¤i üzerinde durmufllard›r (24).
MM’nin reperfüzyon doku hasar› üzerine etkinli¤ini
araflt›ran çal›flmalar oldukça s›n›rl› say›da oldu¤un-
dan, gerek tedavinin etkinli¤i, gerekse hasar ile
tedavinin verilme doz ve süresi aras›ndaki iliflkinin
üzerinde yap›lacak yorumlar spekülatif olacakt›r. Bu
nedenle elde etmifl oldu¤umuz sonuçlar MM’nin
testis doku hasar› üzerine azalt›c› etkisinin olmad›-
¤›n› göstermekle beraber, özellikle histopatolojik in-
celemede istatistiksel olarak anlaml› olmayan ancak
daha düflük evrelerde hasar tespit edilmifl olmas›;
tedavinin doz, uygulama zaman›, süresi ve flekli ile
ilgili olarak yeni çal›flmalar›n yap›lmas› gerekti¤ini
ortaya ç›karmaktad›r.  
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