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Ozet

Amag: Yapilan in vitro ¢alismalarda, metilen mavisinin
(MM) iskemi/reperfiizyon sonrasi ortaya ¢ikan serbest ok-
sijen radikallerini, ksantin oksidaz enzimi iizerine alterna-
tif bir elektron yakalayici rolii oynayarak azalttig1 goste-
rilmigtir. Bu calismada testis torsiyonu modelinde, detor-
siyondan énce intraperitoneal verilen MM 'nin repertiiz-
yon hasari iizerine etkisi incelendi.

Yontem: Calismada 10 denekli dort grup Sprague-Daw-
ley cinsi sican kullanildi. Grupl sham, diger iigii tedavi
grubu olarak diizenlendi. Bir saatlik torsiyon doneminde,
detorsiyondan 10 dakika énce Grup 2’°de serum fizyolojik
(SF), Grup 3’de allopurinol (AL) ve Grup 4’te MM veril-
di. Bir saat detorsiyondan sonra testis ¢ikarildi, kan 6rnegi
alindi. Serum iirik asit (UA) ve myeloperoksidaz (MPO)
diizeyleri ve testis histopatolojisi degerlendirildi.

Bulgular: UA degerleri acisindan AL grubu ile diger gru-
plar arasinda anlamli fark gozlendi (p<0.001). MPO
diizeyinde, MM ile SF grubu arasinda fark saptanmazken,
AL grubu ile diger gruplar arsinda anlamli fark saptandi
(p<0.05). Histopatolojik bulgular y? analizi ile degerlen-
dirildi. AL grubunun sham ve MM gruplarindan farklilik
gostermedigi, SF grubundan ise anlamli tarklilik goster-
digi saptandi. AL grubunda diisiik evrelerin daha fazla
yogunlastig: goriildii. MM ile diger gruplar karsilagtiril-
diginda anlamli bir fark gostermemekle beraber, SF grubu
ile kiyaslandiginda MM grubunda daha az sayida evre 3
hasar saptandi.

Sonu¢: Bu sonuglara gore, MM 'nin deneysel testis torsiy-
onunda, detorsiyondan dnce verilmesinin testis reper-
fiizyon hasarini ve enflamatuar cevabi anlamli olarak
azaltmamakla beraber, histopatolojik hasarin siddetini
azaltan bir etkisinin olabilecegi diisiiniildii.

Anabhtar kelimeler: Testis, torsiyon, iskemi/reperfiizyon,
metilen mavisi, allopurinol
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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 Il and MB in group 1V 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 ditference 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 y? 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 repertusion injury of the testis and the inflammatory
response, but it may reduce the severity of histopathologi-
cal changes.

Key words: Testis, torsion, ischemia/repertusion, methy-
lene blue, allopurinol
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Giris

Testis torsiyonunda, erken tani ve cerrahi girisim
iskemik testislerin kurtarilmasinda esastir. Erken
testikiiler eksplorasyon yaklasik olarak % 90 ora-
ninda testisin kurtarilmasini sagladigt halde izlemde
bu hastalarin % 67 sinden fazlasinda testikiiler atrofi

ve daha sonra subfertilite gelistigi bildirilmistir
(5,14,15),

Iskemi reperfiizyon hasarinin mekanizmasina ve
tedavisine yonelik bilimsel calismalarin artmasi so-
nucu, testis torsiyonunda testikiiler hasarlanmanin
ana nedeninin detorsiyondan sonra olusan reperfiiz-
yon hasarma bagli oldugu diisiiniilmektedir (3:14.19),

Yapilan in vitro ¢aligmalar da, metilen mavisinin
(MM) iskemi reperfiizyon hasarinda serbest oksijen
radikallerini, ksantin oksidaz enzimi iizerine alterna-
tif bir elektron yakalayici olarak etki gostererek
azalttig bildirilmigtir (7-13.24.21) By caligmada, tes-
tis torsiyonu modelinde, detorsiyondan once intra-
peritoneal verilen MM nin reperfiizyon hasart tizeri-
ne etkisi, daha dnce doku reperfiizyon hasarim azal-
tict etkinligi gosterilmis olan allopiirinol ile karsilas-
tirllarak degerlendirilmistir.

Gerec ve Yontem

Calismada, standart fare yemi ve su ile “ad libitum”
beslenen, agirligi 220-280 gr arasinda Spra-gue-
Dowley sicanlar (n:40) kullanildi. Denekler rastgele
4 gruba ayrildi. Grup 1 (n:10), Sham grubu olarak
diizenlenirken, Grup2 (n:10) serum tizyolojik (SF),
Grup 3 (n:10) allopurinol (AL) ve Grup 4 (n:10)
metilen mavisi (MM) verilerek tedavi edilen denek-
lerden olusturulan gruplar olarak olusturuldu.

Denekler calisma éncesi 6 saat stire ile a¢ birakildi,
su almalarmna izin verildi. Ketamin HCI 50 mg/kg,
(Ketamin, Eczacibasi, Istanbul) ve chlorpromazin 4
mg/kg (Largaktil, Eczacibagi, Istanbul) karisimi IM
verilerek uyutuldu. Calisma siiresi boyunca denekler
infant incubator (Elektro-Mag M305, Tiirkiye)
icersinde tutuldular. Inkiibatoriin kabin 1sis1 34°C,
nem % 40 ve kabin igi parsiyel oksijen basimct % 21
olacak sekilde ayarlandi.

Sham grubu: Anesteziden sonra sag hemiskrotal in-

sizyon ile tunica vaginalis agildi. Testis insizyondan
cikarildi, torsiyon yapilmadan tekrar skrotum icine
alinarak tunica albuginea skrotuma siitiire edildi. 3
saat sonra testis ¢ikarildi, histopatolojik ¢alisma igin
Bouin’s soliisyonuna koyuldu. Biyokimyasal ¢a-
Iisma i¢in vena cava inferiordan 4 ml kan alind1.

Calisma gruplar1: Anesteziden sonra sag hemiskro-
tal insizyon ile tunica vaginalis agildi. Testis insiz-
yondan ¢ikarildi. Saatin tersi yoniinde 720 0 torsi-
yone edildi. Tunica albuginea skrotuma siitiire edil-
di. Intraperitoneal 0.5-0.9 mm cut down (Braun, Al-
manya) kateteri yerlestirilerek insizyondan ¢ikaril-
di. Torsiyonun 50. dk sinda bir gruba intraperito-
neal 3 ml SF, bir gruba 50 mg/kg AL, 3 ml SF
icinde (Allopurinol, Sigma Chemical, A-8003,
ABD) ve son gruba da 5 mg/kg MM, 3 ml SF
icerisinde verildi. Torsiyonun 60. dk’sinda detorsi-
yon yapildi. Detorsiyondan 120 dk sonra testis
cikarildi. Histopatolojik ¢alisma i¢cin Bouin’s soliis-
yonuna koyuldu. Vena cava inferiordan biyokimya-
sal incelemeler icin 4 ml kan 6rnegi alindi.

Biyokimyasal ¢calismalar

Urik asit (UA): Hiicre enerji metabolizmasimin son
iirtinlerinden biridir. ATP’nin yikimindan olusan hi-
poksantin ve ksantin UA doniisiir (+21). Otoana-
lizor de ol¢iildii (Modular automated analyzer and
uric acid test kit, Roche Diagnostics, Almanya).

Myeloperoksidaz (MPO): Nétrofil graniillerinde
fazla miktarda bulunan bir enzimdir. MPO normal
polimorfoniikleer fonksiyon icin esastir. Iltihabi piiy
olusumunda yesil renk MPO dan dolay: olusur,
MPO hidrojen peroksitten hipohalous asit meydana
getirir (16, MPO aktivitesi Suzuki yontemi ile belir-
lendi (22),

Histopatolojik degerlendirme

Doku érnekleri Bouin’s soliisyonu icinde tespit edil-
di. En az 24 saat bekletilerek takibe alindi. Parafin
bloklara gémiilerek 6°‘luk kesitler hazirlandi. HE ile

boyanarak 151k mikroskobunda degerlendirildi.

Histopatolojik bulgular Cosentino semasina gore
evrelendi (©),
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Evre 1. Diizenli sirali germ hiicreleri ile birlikte nor-
mal testis dokusu

Evre 2. Daha az diizenli germ hiicreleri, diizensiz
yakinlagmis seminifer tiibiilleri.

Evre 3. Diizensiz germ hiicreleri, kiigiilmiis piknotik
cekirdek ve simirlar1 bozulmus seminifer tiibiiller.
Evre 4. Diizensiz, koagulasyon nekrozu olusmus
germ hiicreleri ile dolu seminifer tiibiiller.

Istatistiksel calisma

Biyokimyasal degerler tek yonlii varyans analizi ve
coklu karsilastirma testi (Tukey W testi) kullanila-
rak karsilastirildi. Histopatolojik bulgular x2 analizi
ile degerlendirildi.

Bulgular
Biyokimyasal ¢calismalar

UA degerleri agisindan guruplar arasinda onemli
diizeyde farklilik saptandi (F4; 45=20.31, p<0.001).
UA degerleri agisindan sham grubu ile SF ve MM
guruplari arasinda belirgin bir fark saptanmazken
(p>0.05), AL grubu ile diger gruplar arasinda an-
laml fark gozlendi (p<0.001), (Tablo 1).

MPO serum degerleri karsilastirildiginda SF ve MM
arasinda fark saptanmazken, AL ile SF grubu ara-

Tablo 1. Gruplara gére MPO ve UA ortalama degerleri
(meanzSEM).

Grup MPO (u/L) UA (mg/dL)
Sham 1.630.17 1.85+0.22
SF 1.9740.18 1.560.15
AL 0.830.13 0.10£0.01
MM 2.28+0.18 1.3540.18
Evre
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Sekil 1. Gruplara gore histopatolojik evre dagilimi.
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sinda anlamli fark bulundu (p<0.05). AL grubu
MPO serum diizeyi diger gruplarla karsilastirildi-
ginda anlamli olarak diisiik saptandi, diger gruplar
arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (Tablo 1).

Histopatolojik degerlendirme

Histopatolojik bulgular Cosentino testis histopatolo-
jik hasar evrelemesine gore degerlendirildi. Grup-
larin higbirinde evre 4 hasara rastlanilmadi. Calig-
mada bu siniflamaya gore Evre 1-3 arasi hasar tespit
edildi (Sekil 1).

SF grubu incelendiginde bu gurubun sham grubu ile
anlaml fark gosterdigi saptandi (p<0.05). SF grubu
ile AL grubu karsilastirildiginda allopurinolun ¢ok
onemli fark (p<0.01) gosterecek sekilde evre 1
agirlikl olarak dagilim gosterdigi, evre 3 kriter ola-
rak alindiginda yapilan kargilastirmada ise farkin
onemli anlamlilikta oldugu belirlendi (p<0.05). Al-
lopurinol gurubunun Sham gurubu ile karsilastiril-
masinda ise tiim evrelerde istatistiksel olarak an-
lamli bir farkin ortaya ¢ikmadigi saptandi (p>0.05).
Allopurinol grubunda diigiik evrelerin daha fazla yo-
gunlastig goriildii.

Sham gurubu ile MM grubu karsilastirildiginda, his-
topatolojik degisiklikler anlamli fark olusturmaya-
cak sekilde bulundu (p>0.05). MM ile SF gurubu-
nun karsilastirilmasinda evrelerin dagiliminin ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi belir-
lendi. Bununla beraber MM’ nin evre 3 diizeyindeki
hasar olusumundaki etkinliginin sham guruplari re-
ferans olarak alindiginda kuvvetli olmadig1 ve sade-
ce 2 denekte evre 3 {in gozlendigi saptandi. SF gru-
bu ile kiyaslandiginda MM grubunda daha az sayida
evre 3 hasar gozlendi.

Tartisma

Testikiiler torsiyon ve detorsiyon, dokularin hem is-
kemisi hemde reperfiizyonu sirasinda morfolojik ve
biyokimyasal degisiklikler olugturur (1.2,10,14,17.19),
Bir¢ok caligma iskemi reperfiizyon (I/R) hasarmin
oksijen serbest radikalleri tarafindan olusturuldugu-
nu ortaya koymustur (2811, /R hasarlanmasinin
patogenezinin adim adim aydinlatilmasi ile testis de
dahil cesitli organda bu hasarlanmay1 onlemek icin;
a) Serbest radikallerin olusumunun 6nlenmesi, b)
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Olusan radikallerin ortamdan temizlenmesi, ¢) Not-
rofillerin inhibisyonu ve d) Antioksidan kullanilma-
st gibi hemen hemen her basamak icin bir ¢ok ilag
ve enzim caligiimustir (3.20.23.25),

Iskemi ve ardindan reperfiizyonun olustugu bir do-
kuda serbest oksijen radikallerinin iiretiminin engel-
lenmesi i¢in ilk adim ksantin oksidaz inhibitorle-
rinin kullanilmasidir G-18), Bu inhibitorler arasinda
en iyi bilineni allopurinol olup, ksantin oksidaz en-
ziminin baglanacagi bolgede piirine baglanir. Akgiir
ve ark.’lar1 1, 3 ve 5 saat 720 derece torsion ve ar-
dindan detorsiyon olusturduklar1 ratlarda detorsi-
yondan 6nce allopurinol verilmesinin testiste hasar-
lanmay1 6nledigini bildirmiglerdir 3), Bu ¢alismada
hasarin degerlendirilmesi, biyokimyasal olarak lipid
peroksidasyonuna bakilarak yapilmistir. Calisma-
mizda da detorsiyondan once verilen allopurinoliin
gerek biyokimyasal olarak, gerekse histopatolojik
olarak testis doku hasarlanmasini azaltti§1 gosteril-
mistir.

Serbest oksijen radikallerinin ac¢iga ¢ikmasinin far-
makolojik olarak engellenmesinde bir bagka yontem
MM kullanilmasidir. MM’sinin ksantin oksidaz enz-
iminden elektron yakalayicist olarak rol oynamasi
sonucu IR hasarinda serbest oksijen radikallerini
azalttig bildirilmistir (7-12.13.2D)_ Salaris ve ark.lar
iskemik alana serbest oksijenin gelmesinden once
metilen mavisinin verilmesinin etkili bir antioksidan
gorevi yapabilecegini ve MM sinin doku oksidazlari
tarafindan siiperoksid (O-2) olusumunu 6nleyen ye-
ni bir antioksidan ila¢ sinif1 olusturabilecegini bil-
dirmiglerdir 2D, Galili ve ark’lari, intraperitoneal
olarak verilen MM’nin barsak iskemi reperfiizyo-
nundan sonra ortaya ¢ikan akciger hasarlanmasini
serbest oksijen radikallerini inhibe ederek azaltabi-
lecegini bildirmiglerdir (7). MM’sinin hem intestinal
reperfiizyondan sonra akcigerde polimorfoniiklear
lokositlerin toplanmasint 6nlemede, hemde postis-
kemik karaciger reperfiizyonuna maruz kalmasindan
sonra aortal disfonksiyonu onlemede yararli olabi-
lecegi gosterilmistir (7:12),

Metilen mavisinin iskemi-reperfiizyon hasarlanma-
sinda koruyucu etkisi karaciger ve akciger dokula-
rinda gosterilmigstir 24, Buna karsilik Greenstein ve
ark. bir antioksidan olarak degerlendirdikleri
MM ’nin ratlarda spermatik cord torsiyon ve detorsi-

yonundan sonra histolojik degisiklikler iizerinde ha-
fifletici etkisinin olmadigint bildirmislerdir (.

Klasik ksantin oksidaz inhibitorlerine zit olarak,
MM hipoksantin ve ksantinin iirik aside dontisiimii-
nii engellemez, alternatif co-substrat olarak kompe-
tetisyonla se¢ici olarak superoksid olugumunu en-
geller. Calismamizda ksantin oksidaz enzimini inhi-
be eden allopurinoliin kanda iirik asit degerlerini dii-
stirtirken, metilen mavisinin iirik asit degerini diisiir-
medigi, serum fizyolojik ve sham gruplarindaki de-
gerlerle istatistiksel olarak anlamli fark olusturma-
yacak degerlerde kaldig1 saptanmistir. Bu sonucta
metilen mavisinin hipoksantin ve ksantinin iirik
asite doniisiimiinii engellemedigini, enzim {izerine
etkinliginin elektron transferi icin oksijen molekiilii
ile rekabet oldugunu gosterir. Bu Kelner’in gozle-
mine uygundur. MM’si burada klasik ksantin oksi-
daz inhibitorii olarak rol oynamaz ve hipoksantinin
veya ksantinin oksidasyon hizini azaltmaz, aksine

boyle reaksiyonlarda hizi arttirdigir gosterilmistir
13),

Bu calismada, MM’nin testis detorsiyonundan he-
men once verilmesinin koruyucu etkisini arastirmak
icin bir grup olustururken, yeterli kiyaslama yapa-
bilmek i¢in hemen hemen her organda reperfuzyon
hasarindan koruyucu etkisi ortaya konulan, bir ksan-
tin oksidaz inhibitorii olan, allopurinol ile de bir ca-
lisma grubu olusturulmustur. Degerlendirme yapil-
diginda, daha o6nce bagka caligmalarda da etkinligi
dogrulanmig olan allopurinoliin hem reperfiizyona
bagli doku hasarinin indirek bir gostergesi olan se-
rum MPO diizeyini azaltici etkisi, hem de histopato-
lojik olarak hasari daha diisiik evrelerde tuttugunu
gosteren yonii belirlenmisgtir.

Calismamizda MM, torsiyon oncesi 5 mg/kg dozun-
da kullanilmistir. Bu, literatiirde MM nin klinik kul-
lanimt icin 2-5 mg/kg olarak onerilen dozun {ist si-
miridir 2D, MM, MPO diizeyinde istatistiksel olarak
anlaml bir diismeye neden olmamuistir. Histopatolo-
jik degerlendirmelerimizde, SF grubuna gére MM
grubunda sayisal olarak diisiik evrelerin daha agir-
likl1 oldugu goriilmekle beraber, istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilmemistir. Bu MM nin tes-
tis reperfiizyon modelinde calisildig1 tek makale
olan Greenstein ve ark’larmin bulgular ile uyus-
maktadir (9. Histopatolojik degerlendirmeler IR
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hasarini 6nlemede MM’nin diger organlarda bildi-
rildigi kadar etkili olmadig1 sonucunu ortaya koy-
mustur. Greenstein ve ark’lar1 bu calismada detor-
siyondan 20 dakika 6nce 2 mg/kg intraperitonial+1-
2 dakika once ise penil venden 1 mg/kg intravenoz
MM vermis, detorsiyonu takip eden giinde uzun bir
reperfiizyon donemi sonrasi testis histopatolojik ca-
lisma i¢in ¢ikarmistir. Gerek bu calismadaki doz ve
siire, gerekse bizim ¢alismamizda vermis oldugu-
muz doz ve iskemi-reperfiizyon siiresinin olusturdu-
gu spektrumda, MM’sinin detorsiyondan once uy-
gulanmasi ile testis reperfiizyon hasarini azaltan bir
etkinliginin olugmadig1 sOylenebilir. Weinbroum ve
ark’lar1 karaciger reperfiizyondan sonra MM nin
akut akciger hasarlanmasini selektiv olarak azaltti-
gint bildirdikleri ¢alismalarinda MM nin bu etkisi-
nin siireye bagimli ve doza bagimli olarak iki farkli
etkisinin olabilecegi iizerinde durmuglardir 24,
MM ’nin reperfiizyon doku hasari iizerine etkinligini
arastiran ¢alismalar oldukca sinirli sayida oldugun-
dan, gerek tedavinin etkinligi, gerekse hasar ile
tedavinin verilme doz ve siiresi arasindaki iligskinin
iizerinde yapilacak yorumlar spekiilatif olacaktir. Bu
nedenle elde etmis oldugumuz sonuglar MM nin
testis doku hasari iizerine azaltici etkisinin olmadi-
gin1 gostermekle beraber, 6zellikle histopatolojik in-
celemede istatistiksel olarak anlamli olmayan ancak
daha diisiik evrelerde hasar tespit edilmis olmasi;
tedavinin doz, uygulama zamani, siiresi ve sekli ile
ilgili olarak yeni ¢aligmalarin yapilmasit gerektigini
ortaya ¢ikarmaktadir.
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