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OZET

Ahmet Burak TURKILI, Sican Testis iskemi Reperfiizyon Hasarinda Anjiotensin
Ve Endotelinin Rolii. Zonguldak Karaelmas Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Farmakoloji Anabilim Dali, Yiiksel Lisans Tezi, Zonguldak, 2009

Bu calisma testikiiler iskemi/reperfiizyon (IR) hasarinda anjiyotensin ve
endotelinlerin rolii olup olmadigimi belirlemek icin planlandi. Sigcanlar tiyopental
sodyum (50 mg/kg) ile intraperitoneal (i.p.) olarak anestezi edildi. Sicanlarin sol
testikiiler arter ve veni 1 saat siireyle klemple okliize edildi, bilateral orsiektomi
yapilmadan Once organ 3 ya da 24 saat reperfiize edildi. Anjiyotensin doniistiiriicii
enzim (ADE) inhibitorii enalapril (20 mg/kg), anjiyotensin reseptor (AT,) antagonisti
losartan (30 mg/kg), endotelin A ve B reseptor (ETass) antagonisti bosentan (10
mg/kg) ya da ¢oziicii (salin) reperfiizyondan yarim saat once tek doz i.p. olarak
uygulandi. Malondialdehid (MDA) diizeyi ve myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
reperfiizyondan 3 saat sonra testikiiller dokularda ol¢iildii. Histolojik muayene
reperfiizyondan 24 saat sonra yapildi. IR ipsilateral testislerin MPO aktivitesini
degistirmeksizin MDA diizeyinde anlamli bir artisa sebep oldu. Enalapril, losartan ve
bosentan tedavileri MPO aktivitesinde herhangi bir degisiklik yapmaksizin MDA
diizeyini azaltti. Yanlizca bosentan tedavisi IR ile olusan histopatolojik degisiklikleri
iyilestirdi. Bu sonuclar testikiiler IR hasari patogenezinde endotelinlerin

anjiyotensinlere gore daha 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Enalapril, losartan, bosentan, iskemi, reperfiizyon,

malondialdehid, testis, sicanlar

v



INGILiZCE OZET (ABSTRACT)

Ahmet Burak TURKILIi, Role of Angiotensin and Endothelin on Ischemia
Reperfusion Injury in Rats. Zonguldak Karaelmas University, Health Science
Institute, Department of Pharmacology, Master of Science Thesis, Zonguldak,
2009

This study was designed to determine whether angiotensin and endothelin have a role
in testicular IR injury. Rats were anesthetized with thiopental sodium (50 mg/kg i.p.)
before the operation. Left testicular artery and vein of rats was occluded for 1 hour,
before the bilateral orchiectomy the organ was allowed to reperfuse 3 or 24 hour.
Enalapril (20 mg/kg, i.p.), losartan (30 mg/kg, i.p.), bosentan (10 mg/kg, i.p.) or
vehicle (saline) was administrated at 30 min prior reperfusion. Malondialdehyde
(MDA) level and myeloperoxidase (MPO) activity were measured in testicular tissue
after 3 hours of reperfusion. Histologic examination was made after 24 hours of
reperfusion. IR caused a significant increase in MDA level of ipsilateral testis, but
did not change the MPO activity. Enalapril, losartan and bosentan treatments
decreased MDA levels without any change in MPO activities. Only, bosentan
treatment ameloriated IR induced histopathologic alterations. These results shown
that endothelin may play more important role in pathogenesis of testicular IR injury

than angiotensin.

Keywords: Enalapril, losartan, bosentan, ischemia, reperfusion, malondialdehyde,

testis, rats
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1. GIRiS

Testikiiler torsiyonda olusan iskemi reperfiizyon (IR), spermatogenezisin
stirdiiriilebilmesi acisindan, akut olarak tedavi edilmesi gereken 6nemli bir hasardir.
Testikiiler torsiyon 25 yasindan geng erkeklerde 1/4000 oraninda gézlenmektedir.
Testikiiler torsiyonun 4-6 saat i¢inde tedavi edilememesi durumunda germ hiicre
kayb1 meydana gelmektedir (1). Deneysel ve klinik ¢alismalarda tek tarafli testis
torsiyonunun, torsiyona ugramayan testiste de yapisal degisikliklere neden oldugu ve
boylece infertilite riskini artirdigi ileri siiriilmektedir (2, 3). Bugiine kadar yapilan
caligmalarda, testikiiler torsiyonun patofizyolojik mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamamustir. Testisteki IR hasarini tamamen onleyen klinik olarak etkili bir
tedavi yontemi hala bulunmamaktadir. Cerrahi girisime ragmen testis torsiyonu olan
hastalarin % 40-60’1nda testikiiler atrofi ve infertilite ortaya ¢ikmaktadir (4). Bu
acidan testikiiler IR’nin tedavisinde etkili olabilecek etken maddeler iizerinde
arastirmalar yapmak infertilitenin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir.

Anjiotensin II (A-II) ve endotelin 1 (ET-1) vazokonstriktor etkili
otakoidlerdir. A-II, anjiyotensin 1 reseptorleri (AT;) aracilifiyla damarlarda
vazokonstriksiyona neden olur (5). ET-1 diiz kas hiicrelerindeki endotelin A (ET4)
ve B (ETp) reseptorlerine baglanarak vazokonstriksiyona neden olurken endoteldeki
ETp reseptorlerine baglanarak nitrik oksid (NO) ve prostasiklin (PGI) salinimi ile
vazodilatasyona neden olur (6, 7). A-Il ve ET-1 aym1 zamanda hiicre biiyiimesi,
apoptozis, inflamasyon ve fibrozis gibi olaylar1 da etkileyen otakoidlerdir (8, 9). AT,
reseptorleri, A-I’'nin diiz kas hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu, makrofaj
aktivasyonu ve hiicre migrasyonuna bagl inflamasyon artis1 ve serbest oksijen
radikallerinin (SOR) artis1 gibi etkilerine aracilik eder (10, 11). Benzer sekilde ET-
1’de ET, reseptorleri araciligiyla SOR iiretimine neden olurlar (12). Bu siire¢lerin
hepsi de akut iskemik olaylara katkida bulunurlar (13, 14).

Hem anjiotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitorleri hem de anjiotensin
reseptor antagonistleri kalbi ve bobregi koruyucu etkileri nedeni ile hipertansiyon ve
konjestif kalp yetmezligi gibi hastaliklarda yaygin olarak kullanilan ilaglardir. ETa
ve ETg reseptorlerinin nonselektif antagonisti (ETap) olan bosentan pulmoner
hipertansiyon tedavisinde kullanilmaktadir (15). Son zamanlarda yapilan
calismalarda bobrek, kalp, karaciger gibi organlarda olusturulan IR hasarinda ADE

inhibitorlerinin, AT; ve ETx/p reseptor antagonistlerinin koruyucu olabilecegi rapor



edilmistir (16-19). Testikiiler IR hasarinda ET reseptor antagonistlerinin etkisi
calisilmamis ve sadece bir calismada ise ADE inhibitorlerinin ve AT, reseptor
antagonistinin kontralateral testiste olusan tiibiiller zedelenmeyi ve apoptozisi
azalttig1 bildirilmekle birlikte olas1 diger etki mekanizmalar1 aragtirilmamastir (20).
Bu calismada, testikiiler IR hasarinda anjiyotensin ve endotelinlerin rolii olup
olmadigin1 arastirmak amaclanmistir. Bu amacla deneysel testikiiler IR hasari
tizerine ADE inhibitorii enalapril, AT, reseptor antagonisti losartan ve ET /g reseptor

antagonisti bosentanin etkileri degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. iskemi Reperfiizyon Hasar1

Iskemi, dokudaki kan akiminin ve oksijen miktarinin, hiicresel metabolik
ihtiyaclar1 karsilamak icin gerekli olan seviyenin altina diigmesidir. Iskemi sirasinda
hiicresel enerji depolan azalir ve toksik metabolitler birikir (21). Kan akimi azalmig
veya tamamen Kkesilmis dokularda enerji oksijensiz yoldan elde edilmeye
calisildigindan hiicredeki laktik asit miktar1 artar, oksidatif fosforilasyon azalir ve
adenozintrifosfat (ATP), fosfokeratin gibi enerjiden zengin fosfatlarin depolarinda
yetmezlik olusur. ATP azalinca hiicre enerji ihtiyacim karsilamak igin
adenozinmonofosfatt (AMP) kullanir. Boylece AMP hipoksantine yikilir ve
ortamdaki hipoksantin oksijen yetersizligi nedeniyle ksantin ve iirik asite doniisemez,
birikir (22). Iskemide enerji eksikligine bagli olarak; asidoz, ATP yikim iiriinlerinin
birikmesi, makromolekiil sentezinin durmasi, iyon dengesinde bozulma gibi olaylar
geligir. Iskemi ayn1 zamanda proinflamatuvar sistemi de uyararak lokosit adezyon
molekiilleri, sitokinler, endotelin ve tromboksan A, (TxA;) gibi mediatorlerin
salinmasina neden olur (23).

Reperfiizyon ise iskemik dokuya yeniden kan akimiyla birlikte oksijenin
saglanmasi olayidir. Reperfiizyon, iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir
hasara yol acar. Reperfiizyon hasarindan SOR, polimorf niiveli I6kositler (PMNL),
kompleman sistemi ve endotel hiicreleri sorumlu tutulmaktadir (24).

Iskemik dokunun reperfiizyonu sonucunda olusan SOR, eslenmemis elektron
iceren atom veya molekiildiir. Molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi ile
reaktif hale gelir (25). Bu molekiiller siiperoksid anyonlar1 (O, ), hidrojen peroksid
(H,0,), nitrik oksid (NO ), peroksinitrit (ONOO ) ve hidroksil radikalidir (OH ) (26).
Siiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest radikal
hasarma karst koruyucu antioksidan bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD)
aracihi@ ile HyO;’e indirgenir. H,O, eslenmemis elektron icermedigi icin tek basina
radikal degildir ve metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu ile oldukca toksik
OH ’ne déner (27). H,O, hiicre icinde katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPx)
tarafindan toksik olmayan iiriinlere doniisebilir. NO , damar endoteli ve bazi baska
dokularda L-arginin aminoasitinden iiretilir. NO Siiperoksit ile reaksiyona girerek

olusturdugu kuvvetli bir oksidan olan ONOO ile dokulara direkt olarak ve ayrica



olusturdugu OH ile dolayl olarak hasar vermektedir (28). SOR, lipid, protein,
karbonhidrat ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi makromolekiiller ile reaksiyona
girerek bu yapilarda oksidatif hasara neden olur. Hiicre organellerinin, membranlarimin
bozulmasia ve igerdikleri enzimlerin hiicre i¢ine salinmasina bagli olarak hiicre
olimii gerceklesir (29-31). Normal hiicrede de SOR olusabilmesine ragmen SOD, GPx
ve CAT enzimleri SOR’u suya indirgeyerek etkisiz hale getirirler. Fakat reperfiizyon
sirasinda olusan SOR icin bu enzimler yeterli olmaz (29). Reperfiizyon ile tekrar
oksijen ve ksantin oksidazin dokulara girmesiyle, iskemi sirasinda biriken
hipoksantinden toksik miktarda SOR olusur (29, 30).

IR ile lokosit aktivasyonu, kemotaksisi ve lokosit endotel hiicre adezyonu
meydana gelir (21, 32-34). Reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan
baslica PMNL sorumludur (33). Lokositlerin adezyonu sonucu kapiller iginde
tikaclar olusarak dolanim bozulmaktadir. Diger taraftan, PMNL yiiksek miktarda
SOR iiretme kapasitesine de sahiptir. Olusan serbest oksijen molekiilleri 16kositleri
aktive ederek, 1okositlerin damar endoteline yapismasina neden olmaktadir (32, 35).
PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonlar1 i¢in endotel hiicrelerine adezyonunu
saglayan molekiillere selektinler denilir. Selektinlerin L, P ve E olmak {iizere ii¢ iiyesi
vardir. IR, endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttirir. P-selektinler damar endotel
tizerine etkisini li¢c asamada gosterir. P-selektin glikoprotein 1, diisiik afiniteli 16kosit
endotel baglantisin1 olusturur (Iokosit rolling). Ikinci asamada, 16kosit beta2
integrinler ile endoteldeki interseliiler adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) arasindaki
etkilesim sonucunda 16kosit adezyonu ve agregasyonu gelisir. Uciincii asamada,
trombosit-endotel hiicresi adezyon molekiilii 1 ile endotel hiicre baglantilar
arasindaki etkilesim sayesinde 16kosit transmigrasyonu gerceklesir. Aktive 16kositler
damar disina ulasinca hasar bolgesine dogru go¢ etmeye baslarlar (kemotaksis) (36).
Buradaki kemotaktik maddeler kompleman 3a (C3a) ve interlokin-1 (IL-1), l16kotrien
B4, trombosit aktive edici faktor (PAF) ve prostaglandin (PG) tiirleridir (34). Dokuda
aktive lokositlerin baslattigi yanittaki hasar ve doku zedelenmesinin sorumlulari
fosfolipaz A, aktivasyonu sonucu olugsan arasidonik asit metabolitleri
(prostoglandinler ve lokotrienler) ve degraniilasyon sonucu salinan lizozomal
enzimlerdir (37, 38).

Kompleman sistemi, konagin savunmasinda ve inflamatuvar olaylarin
diizenlenmesinde Onemli rolleri olan plazma proteinlerinden olusur. Kompleman

sistemi klasik ve alternatif yol ve bu iki yolun birlestigi terminal yola sahiptir (39).



Komplemanlar l6kositlerin endotelyuma yapismasim arttirarak ve vaskiiler
hemostazisi degistirerek iskemik organa kan akimini azaltir (40, 41). Kompleman
sistemini olusturan proinflamatuvar komponentler C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a
ve C5a anaflatoksinlerdir ve Iokositleri aktive ederler. Inflamatuvar yamiti ve
adezyon molekiillerini uyararak lokosit aktivasyonu, kemotaksisini uyarirlar. Ayn
zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ederek vaskiiler tonusu bozarlar
(42, 43).

Endotel hiicrelerinin IR hasarindaki rolii onemlidir. Endotel hiicreleri de SOR
tiretim kaynagidir. Endotel hiicreleri SOR hasarina yanit olarak interlokin 1, PAF,
PGI,, PGE,, granulosit monosit koloni stimiile edici faktor, biiyiime faktorleri, ET,
NO ve TxA; salgilar. Aktive olan endotel hiicreleri ek olarak kendi bazal
membranlarim1 sindiren kollajenazlar salgilama ozelligine sahiptir (38). Endotel
hiicrelerinde hipoksi gelistikten sonra adezyon molekiilleri ve sitokinlere ait genler
uyarilirken endotelyal nitrik oksid ve trombomoduline ait genlerin baskilandigi
goriilmiigtiir (44). Endotel yapisinda mikrovaskiiler homeostaz yine endotelde
tiretilen ET ve NO ile saglanir. NO ve ET arteriyel dolasimda zit ¢alisirlar. Arterlerde
NO vazodilatasyon yaparken ET vazokonstriksiyon yapar. Venlerde ise tam tersi etki
yapar. IR hasarinda endotelin ve NO dengesi endotelin miktarinin artmasi ile bozulur
ve arterlerde vazokonstriksiyon, venlerde vazodilatasyon meydana gelir (45).

Reperfiizyon sonrasi erken donemde SOR iiretimi artar ve NO’in {iretimi azalir (46).

2.2. Testis Iskemi Reperfiizyon Hasar

Testis torsiyonu, testisin spermatik kordunun kendi ekseni etrafinda 360° ile
720° donmesi sonucu testis kan akiminin bozulmasidir. Testis torsiyonu her yas
grubunda olusgabilir ancak en ¢ok yenidogan ve puberte donemlerinde goriiliir (47-
49). Testis torsiyonunun olusmas1 icin cesitli nedenler olabilir. Inmemis ve retraktil
testislerde torsiyon olasiligi artmaktadir (50). Sol spermatik kord daha uzun
oldugundan sag testise oranla daha sik torsiyone olur (51).

Testis torsiyonuna bagli kan akiminmin azalmasi, tipki diger dokularda
gosterildigi gibi testiste de hipoksiye neden olan bir iskemik durumdur. Testikiiler
iskemiye en hassas hiicrelerin basta spermatogonia ve spermatositler olmak iizere
germ hiicreleri oldugu deneysel olarak gosterilmistir (52). Testis torsiyonu gelisip

daha sonra detorsiyone edilen testiste reperfiizyon sonrast hasarlanma devam



etmektedir. Bu durum testiste olusan “iskemik hasara” ek olarak testisin kan
akiminin ameliyat ile yeniden saglanmasi sirasinda olusan “reperfiizyon hasari” ile

aciklanmaktadir (53).

2.3. Anjiotensin Doniistiiriicii Enzim

ADE (dipeptidil karboksipeptidaz, kininaz II), renin-anjiotensin sisteminde
anahtar rolii olan cinko iceren bir metalloendopeptidazdir (Sekil 1). ADE anjiotensin
I’i (A-I) anjiotensin II'ye (A-II) doniistiiriir ve vazodilator etkili bradikinini inaktive
eder (54, 55). ADE aymi zamanda Anjiotensin (1-7)’yi Anjiotensin (1-5)’e hidrolize
eder (56). ADE’nin somatik ve germinal (testiskiiler) olmak iizere iki formu vardir.
Somatik ADE vaskiiler endotelyal hiicrelerde, makrofajlarda ve tiibiiler epitelyumda
yiikksek oranda {iiretilir. ADE’nin somatik izozimi testikiiler endotelyal ve Leydig
hiicrelerinde de bulunmaktadir. ADE’nin germinal tipinin ise yalnizca spermatid ve
spermatozoalarda bulundugu bildirilmektedir (57). Son zamanlarda ADE’nin
homologu olan ADE2’de tespit edilmistir. ADE2’nin yiiksek oranda kalp, bobrek ve
testiste tiretildigi gosterilmistir (58, 59). ADE2’nin sicanlarda Leydig hiicrelerinde,
insanda ise Leydig ve Sertoli hiicrelerinde iiretildigi immiinohistokimyasal yontemle
rapor edilmistir (60). ADE2, vazokonstriktor ve mitojenik ozelligi olan A-II'yi
vazodilator ve antiproliferatif 6zelligi olan A(1-7)’ye doniistiirerek ADE’nin etkisini
zit yonde dengeler (61, 62). Ayrica A-I’den inaktif bir peptid olan A(1-9)’un
olusumuna neden olur (58). ADE2 geni silinmis farelerin ¢cogunlugunun fertil olmasi
ADE2’nin fertilite tizerine etkili olmadigin1 gostermektedir (63). ADE2 geni silinmis
farelerle yapilan bir diger calismada ise ADE2’nin vazodilator etkisinin ortadan
kalkmasina bagl olarak farelerin kan basinglarinin etkilendigi belirlenmisdir (64).

ADE benzeri bir protein olan ADE3’iin fare, sican, kopek ve inek gibi

memeli tiirlerinde bulundugu fakat insanda bulunmadigi bildirilmektedir (65).
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Sekil 1. Renin-anjiotensin sistemi ve biyoaktif anjiotensin yolagi. Kisaltmalar:
ADE2, ADE ile iligkili karboksipeptidazlar; AMP-A, aminopeptidaz A;
AMP-B, aminopeptidaz B; AMP-N, aminopeptidaz N; N-EP noétral
endopeptidaz; P-EP, proplen-dopeptidaz (66).



2.4. Anjiotensin Déniistiiriicii Enzim inhibitorleri

ADE inhibitorleri, A-I'in aktif A-II’ye doniisiimiinii saglayan ADE’yi inhibe
ederek ve bradikinin yikimimi Onleyerek vazodilator etkinlik saglarlar. Bu grubun ilk
ornegi kaptoprildir. Kimyasal yapilarina gore ii¢ farkli gruba ayrilirlar. Siilfidril grubu
icerenler: Kaptopril, fentiapril, pivalopril, zofenopril; karboksil grubu icerenler:
Benazepril, enalapril, silazapril, lizinopril, imidapril, moexipril, perindopril, quinopril,
ramipril, spirapril, trandolapril; fosforil grubu igerenler: Fosinopril, seranapril (67).
Kaptopril ve lizinopril hari¢, yukarnida sayilan diger ADE inhibitorleri, mide-barsak
kanalindan absorpsiyonlarin1 ve biyoyararlanimlarin1 artirmak igin On-ilag olarak
yapilmiglardir; viicutta karaciger ve diger yerlerdeki esterazlarla aktif sekilleri olan
enalaprilat, benazeprilat, rimaprilat, silazaprilat ve benzerlerine doniistiiriiliirler.
Kaptopril ve enalaprilin oral absorbsiyonu %70 oraninda iken lisinoprilin %30-40’dr.
Kaptoprilin absorpsiyonu hizlidir, alindiktan 15 dakika sonra kanda tespit edilir.
Kaptoprilin yarilanma omrii 1-2 saattir ve etki siiresi 6-8 saat kadardir. On ilag
formunda olan enalapril ve digerleri absorbe edildikten sonra karacigerde aktif ilag
haline doniisiir. Bu nedenle etkileri 1-2 saat sonra baglar. Enalaprilin yarilanma 6mrii
35 saattir ve etki siiresi kaptoprile gore daha uzundur (12-16 saat). Enalapril,
fosinopril, ramipril gibi ¢ogu ADE inhibitorlerinin baskin eliminasyon atilim yolu
bobrekler tizerindendir ve yiiksek oranda lipofilik olan ilaglar safra yoluyla atilir. Bu
nedenle, bobrek yetmezligi olanlarda eliminasyonun azalmasi ilaclar farmakokinetik
ozelliklerini degistirir (68).

ADE inhibitorlerinin myokard infarktiisiinii 6nleyici etkileri antiaterojenik,
antiinflamatuvar, antiproliferatif ve antitrombotik 6zellikleri ile iliskili olan vaskiiler
koruyucu etkilerine baglanmistir. ADE inhibitorleri koroner arter hastaligi (KAH)
olan hastalarda iskemik olay ve miyokardiyal infarkt acisindan sekonder profilakside
de etkilidir. Bu koruyucu etkiler sayesinde aym zamanda ADE inhibitorleri
hipertansiyon, diyabet, inme, gecici iskemik atak ve periferik arter hastalig1 olanlarda
vaskiiler korunma saglamak amaciyla da kullanilmaktadir (69, 70). Hipertansiyonlu
hastalarda ADE inhibitorleri sistemik arteryel direng ile diyastolik ve sistolik kan
basincinda belirgin azalma yaptiklarindan dolay:r ilk tercih edilen antihipertansif
ilaglardandir. Ilaclarin bu etkisi hem A-II'nin direkt vazokonstriktor etkisinin
inhibisyonuna hem de aldosteron iizerinden sodyum tutulumunun engellenmesine

baghdir. Konjestif kalp yetmezligi (KKY) olgularinda ADE inhibitérleri, sistolik



disfonksiyonu olan hastalarda kalbin afterload’unu azaltirken kardiyak output ve
kardiyak indeksi arttirirlar. Ayrica ADE inhibitorleri dogrudan kalp kasina etkiyerek
sol ventrikiil duvar kalinligin1 ve hacmini azaltirlar. Bu nedenle KKY olgularinda
ADE inhibitorleri kullanilmaya baslanmistir (71). Yapilan c¢alismalarda ADE
inhibitorlerinin kalp yetmezlikli ve miyokardiyal infarktli hastalarda morbidite ve
mortaliteyi anlamli azalttigi bildirilmektedir (72). Normotansif ve hipertansif
hastalardaki diyabetik nefropati ve ona baglh proteiniirinin tedavisinde ADE
inhibitorleri kullamildigi gibi diyabete baglh olmayan proteiniirili nefropatilerde de
proteiniiriyi azaltabilirler (73). ADE inhibitorleri kadinlarda postiiral su ve tuz
retansiyonuna bagh idiyopatik 6demin ve skleroderma olgularinda gelisen hipertansif

krizin tedavisinde de kullanilmaktadir (74).

2.5. Anjiotensin Reseptorleri

Anjiotensinler, fizyolojik ve patolojik etkilerini hedef hiicrelerin
membraninda bulunan anjiotensin reseptorlerini uyararak olustururlar. Bu reseptorler
hiicre membram i¢inde 7 transmembranal segment olusturan G proteini ile kenetli
reseptorlerdir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda anjiotensin reseptorlerinin bircok alt
tipi oldugu anlasilmistir. A-II ve A-III, AT; ve AT, reseptorleri {izerinden etkilerini
gosterirler. Amfibilerde ve noéroblastoma hiicrelerinde AT; ve AT, reseptor
antagonistleri tarafindan etkilenmeyen anjiotensin reseptorleri AT; olarak
tanimlanmakla birlikte fonksiyonu bilinmemektedir. A-IV’iin reseptorii insiilinle
iliskili bir aminopeptiddir (IRAP; insulin regulated amino peptidase receptor). A(1-
7)’nin de kendine 6zgii A(1-7) reseptorii vardir (15).

Anjiotensinin fizyolojik ve farmakolojik etkilerinin ¢oguna AT reseptorleri
aracilik eder. AT reseptorleri ¢ogunlukla damar diiz kasi, bobrek, karaciger, kalp ve
adrenal kortekste, ayrica adrenerjik sinir uglar1 ve beynin bazi bdlgelerinde de
bulunur (75). AT, reseptorlerinin uyarilmasi damarlarda vazokonstriksiyona ve
damar diiz kast proliferasyonuna neden olurken bobreklerde kan akiminin
azalmasina, renal sodyum reabsorsiyonunda artmaya ve renin salgilanmasinin
inhibisyonuna neden olur. AT, reseptorlerinin kalp iizerine aracilik ettigi etkiler
kardiyak hipertrofi ve kardiyak kontraksiyondur (9,10). Diger doku ve organlarda

aracilik ettigi etkiler ise aldosteron sentezi ve salgilanmasi, vazopresin



salgilanmasinda artma, periferik sempatik aktivitede artma, santral sempatik
aktivitenin diizenlenmesi, santral ozmotik kontrol, inflamatuvar sitokinlerin
aktivasyonu, hiicre dis1 bag dokusu olusumudur. Ayrica bu reseptorlerin uyarilmasi
oksidatif strese ve endotel islev bozukluguna sebep olabilir (11).

Anjiotensinler, Gq/11, Gi, G12 ve GI13 proteinlerine kenetlenen AT,
reseptorleri ile hiicre icindeki ikincil ulaklarni iretirler (76). AT; reseptoriiniin
uyarilmast Gg/11 proteini aracilifiyla fosfolipaz A2, D ve C’nin aktivasyonuna, Gi
proteini araciligiyla da adenilat siklazin inhibisyonuna neden olmaktadir. AT,
reseptorlerinin Gg/11 proteinine transdiiklenmesi ile Fosfolipaz CP aktivasyonu
sonucu olusan ikincil ulaklar inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) ve diacilgliserol (DAG),
hiicre icinde kalsiyum seviyesinin yiikselmesine neden olarak diiz kas
kontraksiyonuna yol ac¢maktadir. Ayrica vazokonstriksiyonun olusmasinda Gi
proteini araciligiyla adenilat siklazin inhibe edilmesi de rol oynamaktadir. Fosfolipaz
A2 gliserofosfolipidleri (fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin) hidrolize ederek,
fosfolipaz D ise fosfatidil kolini fosfatidik asit ve koline hidrolize ederek arasidonik
asidin saliverilmesine; buna bagl olarak lipoksinlerin, 16kotrienlerin, yag asitlerinin
ve tromboksanin olusmasina neden olmaktadir. AT, reseptorleri protein kinaz C ve
hiicre i¢i artmis Ca*? ile birlikte protein tirozin fosforilasyonunu, mitojen aktive
protein kinazi, sinyal diizenleyici ve transkripsiyon aktivatdr proteinlerin
aktivasyonunu stimiile ederek hiicre proliferasyonuna ve bdylece hiicre hipertrofisine
neden olmaktadir (77-80).

AT, reseptorleri fotal dokularda yogun olarak bulunurken yetiskinde adrenal
medulla, uterus diiz kasi, overler, damar endoteli, kalp, miyometriyum ve beynin
bazi bolgelerinde yerlesim gosterir. AT, reseptorlerinin fonksiyonlar1 sunlardir:
Vazodilatasyon; apoptozis; NO yapiminin artmasi; fétal doku gelisimi; renal sodyum
reabsorbsiyonunda, mitogeneziste, inflamasyonda, miyosit hipertrofisinde ve
kardiyak fibroziste azalmadir. Bu reseptoriin aktivasyonu, tirozin serintreonin
fosfotazlarin uyarilmasina, guanilil siklazin inhibisyonuna ve hiicre membranindaki
potasyum (K*) kanallarinin acilmasina yol acar. AT reseptorleri losartan ile inhibe
olurken AT, reseptérleri kendine 6zgii PD 123177 ile inhibe olur (81).

AT, reseptorleri beyin, kalp, damar, bobrek, prostat ve adrenal bezde bulunur
(11). ATy, reseptorlerin etkileri renal vazodilatasyon ve plazminojen aktivator
inhibitor 1’in stimiilasyonudur (11, 15, 22). A-II’nin fiziksel bir aktif metaboliti olan

A-IV’iin 6grenme ve hafizayi arttirdigi davranigsal modellerle gosterilmistir (82, 83).
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DNA sentezini stimule ederek ndronal gelisime katkisinin oldugu ileri siiriilmistiir
(84). Son zamanlarda ATs reseptoriiniin insulin ile iligkili aminopeptid olan
transmembranal bir enzim oldugu ve yaygin olarak insuline hassas glukoz
tasiyicilarinin vezikiillerinde bulundugu tesbit edilmistir (85).

A(1-7) reseptorii, G-proteini ile iligkili reseptér sinifina ait olan Mas
reseptoriidiir. Memelilerde vaskiiler endotelyum, testis ve 6n beyinde A(1-7)’nin
reseptorii olan Mas’in iiretildigi bildirilmektedir (86). Anjiotensin A(1-7) renin-
anjiotensin sisteminin 6nemli bir aktif bilesenidir. A-II’den ADE2 aracilifiyla olusur
(87). A(1-7), A-II’nin fizyolojik antagonisti gibi davranir (88). Mas aktivasyonu ile
A(1-7) kan basincim diisiiriir, hiicre biiyiimesini ve gelismesini inhibe eder ve
kardiyoprotektif etki gosterir (89). A(1-7), NO ve PG iiretimi ile damar endotelinde
vazodilatasyon yapar (90-92).

Memeli testislerinde AT;, AT, ve A(1-7) reseptorlerinin oldugu yapilan
caligmalarda rapor edilmistir. Sicanlarda seminifer tiibiillerde bulunan ve seminifer
tiibiillerin  kontraksiyonunu saglayarak spermatozoanin transportuna ve sperm
salmimina neden olan peritiibiiler miyoid hiicrelerde AT; reseptorlerinin varligi
gosterilmistir. Bu reseptorlerin uyarilmasinin miyoid hiicrelerde kontraksiyon ve
proliferasyona yol agtii bildirilmektedir (93). Ug haftalik Sprague-Dawley cinsi
sicanlarin seminifer tiibiillerinde A-II, AT, ve AT, reseptorleri bulunmaktadir.
Interstisyel alanlarda yasamin 10. giiniinde hem AT, hem de AT, reseptorii bulunurken
7. haftada yalmzca AT, reseptorii bulundugu rapor edilmektedir (94). Memelilerde
testis ve On beyinde A(1-7)’nin reseptorii olan Mas iiretilmektedir (86). Bununla
birlikte yenidogan farelerde Mas belirlenemezken dogumdan birka¢ hafta sonra bu
reseptorlerin artigi ve pubertede artisin devam ettigi ve Mas’in Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde bulundugu belirtilmektedir (95). Mas geni ¢ikarilmis sican ve farelerde
Sertoli ve Leydig hiicrelerinin sayist ve biiyiikliigiiniin benzer oldugu fakat testis
agirhginda ve seminifer epitelyumdaki apoptotik hiicre, dev hiicre ve vakuollerin
hacminde artma oldugu rapor edilmektedir. Tiim fare ve sicanlarda mayoz bdliinme
sirasinda apoptotik hiicre sayisinda artis gerceklesir. Mas geni silinmis farelerde bozuk
spermatogenez nedeniyle giinlitk sperm iiretiminde belirgin azalma vardir. Ayrica A-
779 [A(1-7) antagonisti] ile kronik infiizyon sonucu si¢anlarin spermatogenezisinde
toplam apoptotik hiicre ve birincil spermatositlerinin sayisinda belirgin azalma
olmaktadir. Hepsi birlikte ele alindiginda bu bulgular A(1-7) reseptor Mas’in

spermatogenesiste 6nemli bir rolii oldugunu desteklemektedir (96).
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2.6. Anjiotensin Reseptor Antagonistleri

ADE inhibitorlerinin renin-anjiotensin sistemine etkinliginin spesifik olmamasi
sistemi daha spesifik etkileyen anjiotensin reseptor antagonistlerinin bulunmasina neden
olmustur. A-II'nin kardiyovaskiiler sistemdeki ve diger bircok etkilerine AT reseptorleri
aracilik eder. Su an tedavide kullanilan anjiotensin reseptor antagonistleri de AT,
reseptorlerinin selektif kompetitif antagonistleridir. Kanda renin diizeyini ve ayrica ADE
inhibitorlerinden farkli olarak anjiotensin diizeyini yiikseltirler. ADE inhibitorlerinin
aksine endojen bradikinin ve diger kinin peptidlerinin yikimim inhibe etmezler, bu
peptidlerin diizeylerinde veya etkilerinde belirgin bir artis yapmazlar. Bu nedenle
oOksiiriik ve anjioddem yapma olasiliklar1t ADE inhibitorlerinden diisiiktiir (97, 98).

AT, reseptor antagonistleri olan sartanlar grubunun ilk iiyesi losartandir.
Losartan1 grubun daha yeni iiyeleri valsartan, irbesartan, kandesartan sileksetil,
telmisartan, olmesartan ve eprosartan takip etmistir. Losartan bifenil grubu eklenmis
imidazol tiirevidir (99). Losartanin biyoyararlanimi %33 iken en fazla
biyoyararlanim %70 ile irbesartanin ve en az biyoyararlanim ise %15 ile eprosartana
aittir. Grubun tiim iiyeleri %90 nin iizerinde plazma proteinlerine baglanir. Losartan
karacigerde biyolojik olarak aktif metabolitine (EXP 3174) doniisiir. Bu aktif
metabolit losartandan 10 ile 20 kat daha giiclii etkiye sahiptir ve etkisi losartana gore
daha uzun siirmektedir. Bu nedenle losartanin etkilerinin ¢cogunu aktif metaboliti
olusturmaktadir. Yarilanma omrii 6-9 saat olan losartan bobrekler ve safra yoluyla
atilir. Sartanlar grubunun Obiir iiyelerinden sadece valsartan On ilagtir. Safrayla ve
bobreklerden atilarak viicuttan uzaklastirilan valsartanin yarilanma Omrii 9 saattir.
Irbesartan, losartan ve valsartana gore daha uzun etki siirelidir. Yarilanma 6mrii 11-
15 saattir ve atilim %80 oraninda safrayla %20 oraninda ise bdobreklerden
gerceklesir. Kandesartan sileksetil de irbesartan gibi uzun etki siirelidir ve atiliminin
yaklagik %601 bobreklerden, %40’1 da safra yolundan olmaktadir. Telmisartan
yaklagik 24 saat ile en uzun yarilanma Omriine sahip sartandir. Eprosartan ise
yaklagik 5-7 saat ile en kisa yarilanma Omriine sahip sartandir ve %90’1 safrayla
9%10’u ise bobreklerden atilmaktadir (100).

Anjiotensin reseptdr antagonistleri hipertansiyon ve KKY’de ADE
inhibitorleri kadar etkilidirler. Bobrek kan akimini artirirlar ve ADE inhibitorleri gibi
diyabetik nefropati ve kronik bobrek yetmezligindeki proteiniiriyi azaltirlar. Bazi

indikasyonlarda halen ADE inhibitorleri kadar fazla denenmemislerdir. Tedavi
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edilmeyen hipertansiyonlu hastalarda gelisen sol ventrikiil hipertrofisinin gelismesini
onledikleri veya azalttuklar1 gosterilmistir. Valsartan ve kandersan KKY’nin
tedavisinde kullanilmaktadir. Valsartan sol ventrikiil sistolik disfonksiyonun
tedavisinde de kullanilir. Losartan ve irbesartan diyabetik nefropatide yeterince

denenmislerdir ve bobregi koruyucu etkileri vardir (11).

2.7. Endotelin Reseptorleri

Endotelin (ET) 1988 yilinda Yanagisawa ve arkadaglar tarafindan endotel
hiicrelerinden izole edilmistir. Bilinen en giiclii vazokonstriktor madde iken iirotensinin
bulunmasiyla bu 6zelligini kaybetmistir (15). Yirmibir amino asitten olusan ET’in farkli
izoformlar1 vardir (100). ET1, kardiyovaskiiler sistemde ve plazmada ana izoform olarak
yer alir. Bunun yaninda ET2, ET3, ET4 de izole edilmistir. ET’ler damar endoteli
disinda endokardiyum, miyokard, damar diiz kasi, bobrek, akciger, pankreas, dalak,
barsak, sinir hiicreleri, iris ve kan hiicrelerinde de bulunur (15, 101). ET1’in sican
testisinde Sertoli hiicreleri tarafindan iiretildigi, tiibiiler ve interstisyel fonksiyonlarda
diizenleyici rolii oldugu bildirilmektedir (102).

PreproET’den once preET, sonra-iriET ve sonunda ET’ler olusur. IriET nin
ET’ye doniisiimii, endotelin doniistiiriici enzim (EDE) denilen metaloproteaz
niteligindeki endopeptidazlar tarafindan yapilir. EDE’nin ii¢ ana-izoformu ve onlarinda
alt-formlar1 vardir. Bunlar (i) EDE-1 (EDE-1a, EDE-1b, EDE-1c, EDE-1d), (ii) EDE-2
(EDE-2a-1, EDE-2a-2, EDE-2b-1, EDE-2b-2) ve EDE-3’tiir. Endotelin etkisine aracilik
eden iki tip reseptor vardir. Bunlar ET ve ETg reseptorleridir (103). Her iki reseptor de
G proteini ile kenetlenen reseptorlerdendir. ET 4 reseptorleri icin peptid affinitesi ET1 ile
ET2’nin esit, ET3’lin ise daha zayif oldugu halde; ETg reseptorleri icin her ii¢ peptid
benzer affiniteye sahiptir. ET3, ET4 ve ETg’ye esit afinite gosterir.

ETA reseptorleri Ggi1 ve Gs proteinine, ETg reseptorleri ise Ggii ve Gio
proteinine kenetlenen reseptorlerdir. Fosfolipaz C (PLC) aktivasyonu sonucu IP3 ve
DAG olusumunu saglayarak hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunu artirirlar.
Hiicre ici serbest kalsiyum kontrasyonunun artisinda, endotelinlerin aktive ettigi Na"™-H"
ve Na™-Ca™ degis-tokus sisteminin de katkis1 vardir. Ayrica mitojenle aktive olan kinaz
ve fosfotidil inositol 3 kinaz enzimleri de bu reseptorlerin uyarilmasi sonucu aktive
olmaktadir. ETy ilk kez domuz pulmoner veninde tanimlanmistir (104). ETp

reseptorlerinin uyarilmasi, NO ve PGI, salimmu ile vazodilatasyona neden olur. ETg nin
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iki alt tipi ETg; ve ETg,’dir. ETg; endotelyum hiicrelerinde ve ETg; kas hiicrelerinde
bulunur. ETg; reseptor alt tipi damarlarda endotele bagl vazodilatasyondan sorumludur.
ETg, ise damar diiz kas hiicrelerinde vazokonstriksiyona neden olur (105).
Endotelinlerin etki sekli damarlarda yavas ama uzun siireli vazokonstriksiyon
seklindedir. Damar diiz kasinda kasiimayr ET, reseptorii saglar (106). Insanda
vazokonstriksiyon ve kan basincinin sorumlusu ETa olmasina ragmen bazi hayvan
tiirlerinde ve baz1 damar yataklarinda kasilma ETjg reseptorleri ile olur (107).

Insan iireme sisteminde de, ET1 ve reseptorlerinin uterus, testis ve epididimiste
bulundugu bildirilmektedir (108, 109, 110). Insanlarda ET1 mRNA’s1 biitiin testikiiler
dokularda ve seminifer tiiplerde tespit edilirken testikiiler kapillerde bulunmamustir. ET
peptidleri, Sertoli ve Leydig hiicreleri ile matur spermatidlerde bulunmaktadir. ETa
mRNA’s1 seminifer tiipte ve biitiin testikiiler dokularda olmasina ragmen testikiiler kan
damarlarinda bulunmamaktadir. ETs mRNA’s1 ise tiim testikiiler dokularda, seminifer
tiibiillerde ve testikiiler kapillerde (vaskiiler endotelyal ve diiz kas hiicresinde) vardir

(111).

2.8. Endotelin Reseptor Antagonistleri

Endotelinlerin, embriyonik gelisimde ve fizyolojik kosullarin devaminda rol
almalanmin yam1 sira esansiyel hipertansiyon, kalp yetmezligi, iskemik kardiyak
disfonksiyon, pulmoner hipertansiyon, akut ve kronik bobrek yetmezligi, preeklamsi,
diyabet, allograft reddi, sistemik sklerozis, sistemik lupus eritematozus, kardiyojenik sok
gibi durumlarda diizeylerinin arttig1 bildirilmektedir. Endotelinlerin seviyesinin bir¢ok
hastalikta artigi, endotelin sentezinin engellenmesinin ya da reseptorlerinin bloke
edilmesinin, tedavide Onemli olabilecegini diisiindiirmiistiir. EDE aktivitesini inhibe
eden fosforamidon deneysel caligmalarda kullanilmaktadir. Ancak fosforamidon secici
degildir ve secici olan EDE inhibitorlerinin gelistirilmesi ¢caligmalar1 devam etmektedir.
Bircok ET4 ve ETg reseptor antagonisti bulunmustur. Bosentan ve tezosentan ETa ve
ETg reseptorii igin segici olmayan antagonistlerdir. ET4 reseptorleri igin segici olan
darusentan, antrasentan, sitaksentan, ambrisentan ve avosentanin bobrek hastaliklarinda,
diyabette, kanserde, hipertansiyonda, kalp yetmezliginde kullanimi icin klinik faz
denemeleri yapilmaktadir (15).

Bosentan 2001°de onay alan ilk ET reseptor antagonistidir. Her iki reseptor i¢in

hemen hemen esit bir afinite gosterir. ETA/ETg afinite oram yaklagik 40/1°dir. Avrupa
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tilkelerinde 2006 yilinda onay alan bir diger ilac¢ sitaksentandir. ETA/ETg afinite orani
6000/1 oldugu icin selektif ETa reseptor antagonisti olarak kabul edilir. Diger ajan ise
2007 yilinda ABD’de onay alan selektif ET, reseptor antagonisti ambrisentandir (112).
Bosentan, sitaksentan ve ambrisentanin farmakokinetikleri, reseptor afiniteleri ve
kimyasal yapilart acisindan birbirinden farkliliklar1 vardir. Ambrisentan bir propionik
asit tirlinii iken, bosentan ve sitaksentan sulfonamid analogudur. Bosentan ile karaciger
aminotransferaz yiiksekligi sitaksentan ve ambrisentana gore daha sik goriilmekle
birlikte; 2002°den beri hastalarda yogun olarak kullanilan bosentamn kalic1 veya fatal
karaciger hasarina neden olmadig: belirtilmektedir (113).

Bosentanin biyoyararliligt 50%’dir. Ambrisentan oral kulanimda bir miktar
absorbe edilir fakat biyoyararlilifi bilinmemektedir. Ambrisentan veya bosentanin
gidalarla aliminin  biyoyaralanimlar {izerine etkisi yoktur. Sitaxsentamn oral
biyoyararlammi 90%’dan fazladir. Her ii¢ ila¢ da yiiksek oranda plazma proteinlerine
baglanir. Bosentan karacigerde metabolize edilir. Bosentanin eliminasyonu yaklasik
%97 oraninda safra yolu ile %3 veya daha az oranda da bobrek yolu ile gerceklesir.
Ambrisentanin eliminasyonu ¢ogunlukla renal olmayan yollardan olur. Sitaxsentan
eliminasyonu %50-60 bobreklerle geri kalam ise fegces yoluyla elimine olur.
Ambrisentan ve sitaxentanin karacigerdeki sitokrom P450 enzimleri {izerinde inhibitor
etkinlikleri vardir. Bosentanin yarilanma omrii 5-8 saat, ambrisentanin 9-15 saat,
sitaxsentanin ise 67 saattir (114).

ET reseptor antagonistlerinden bosentan, sitaksentan ve ambrisentan pulmoner
arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisi i¢in onay almistir. PAH, bir grup hastalifa bagh
yiiksek pulmoner arter basmci ve pulmoner vaskiiler direncin ilerleyici artis1 ile
karakterize, sag kalp bosluklarinda hipertrofi veya dilatasyona yol acan, sonucunda sag
ventrikiill yetmezligi ve erken Olime neden olan bir sendromdur (115). PAH
patogenezinde, ET gibi vazoaktif bilesiklerin iiretiminde artis vardir (116, 117); ET nin
yiiksek seviyeleri hastalik siddetiyle dogru orantilidir (118) ve damar yatagi basta olmak
izere fibroz, kan damarlarinin kalinlasmasina, daralmasina ve tikanmasina yol acan
hiicre hipertrofisi ve proliferasyonu, inflamasyon, vazokonstriksiyon gibi zararl etkilere
neden olur (115). Bosentanin, sistemik sklerozla iliskili dijital iilserler (119), idiyopatik
pulmoner fibrozis (120), KKY ve hipertansiyon (121) gibi hastaliklarin tedavisinde

kullanimi i¢in klinik ¢alismalar1 devam etmektedir.

15



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Deneylerde, Zonguldak Karaelmas Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezinde iiretilen Wistar cinsi 200-250 g agirliginda 88 adet erkek sigan
kullanildi. Siganlar 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik olan 21+2° C sicaklikta, %
60£5 nem oranindaki odalarda barindilar. Hayvanlar pellet yem ve ¢esme suyu
verilerek beslendi. Hayvanlar iizerinde yapilan uygulamalar ve protokoller igin,
“Zonguldak Karaelmas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan”

onay alindi (Ek 8.1.).

3.2. Kimyasallar

Deneylerde enalapril (Deva Holding AS), losartan (Merck & Co, Inc,
Whitehouse Station, NJ, USA), bosentan (Sequoia Research Products Ltd, UK) ve
anestezi icin tiyopental sodyum (Pental®, IE Ulugay Ila¢c Sanayi AS) kullanildi.

[laglarin hepsi salinde ¢oziildii.

3.3. Gruplar

Sicanlar rastgele olarak sham, IR, enalapril + IR (E + IR), losartan + IR (L +
IR) ve bosentan + IR (B + IR) olmak iizere 5 ana gruba ayrildi. Enalapril (20 mg/kg),
losartan (30 mg/kg) ve bosentan (10 mg/kg), reperfiizyondan yarim saat dnce tek doz
intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. Her grup kendi icinde biyokimyasal
degerlendirme igin 3 saat ve histopatolojik degerlendirme i¢in 24 saat reperfiize

edilecek sekilde tekrar ikiye ayrildi.

3.4. Testikiiler iskemi Reperfiizyon

Sicanlar tiyopental sodyum (50 mg/kg i.p.) ile anestezi edildi. Sicanlara
abdominal insizyon uygulandiktan sonra sol testikiiler arter ve ven 1 saat klemple

okliize edildi (Sekil 2-3). Daha sonra klemp kaldirilarak reperfiizyon baslatildi.

16



Reperfiizyon sonrasi hayvanlarin insizyon yeri 2/0 ipek ile dikildi. Sicanlar 3 saat ya
da 24 saat reperfiize edildi (122). Sham grubu sicanlara damarlarin klemplenmesi

hari¢ ayni1 islem uygulandi.

3.5. Biyokimyasal Degerlendirme

Reperfiizyonun 3. saatinde hayvanlar tekrar anestezi edilerek, iskemi yapilan
taraftaki (ipsilateral) ve kars1 taraftaki (kontralateral) testis dokulari alindi. Testis
dokularinda, lipid oksidasyonunun gostergesi olarak kabul edilen MDA diizeyi
yiiksek basingli likid kromotografisi (high pressure liquid chromatography, HPLC)
ile olciildii. Lokositlerde bol miktarda bulunan ve dolayisiyla 16kosit birikimini
gostermesi agisindan kullanilan MPO enzim aktivitesi ise spektrofotometrik olarak

belirlendi.

3.5.1. Malondialdehid (MDA) diizeylerinin belirlenmesi

Testis dokular1 %1.15'lik KClI i¢inde %10 olacak sekilde homojenize edildi.
Sonra 1500 devirde 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatan kismindan Recipe
Chemichals Instruments Labortechnik (Munich, Germany) marka kit ile HPLC
yontemiyle (Zivak Technologies P100, TUBITAK MAM, Kocaeli, Tiirkiye)
calisild1 (123). Sonuglar ng/g doku olarak sunuldu.
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Sekil 2. Testikiiler arter ve ven (0k).

Sekil 3. Testikiiler arter ve venin klemplenmesi.
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3.5.2. Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin ol¢iilmesi

Reperfiizyon sonrasinda alinan testislerde nétrofil infiltrasyonunun indirekt
bir gostergesi olan MPO aktivitesi Bradley ve ark.’min metoduna goére belirlendi
(124). Dokular tartildiktan sonra agirliklarinin 20 kati kadar hacimde pH’s1 6.0 olan
50 mmol/L fosfat tamponu dokulara eklendi. Dokularin bulundugu tiipler kuru buz
icerisine yerlestirildikten sonra dokular homojenize (Heidolph Diax 900, Heidolph
Elektro GmbH&Co. KG, Kelheim, Germany) edildi. Homojenat 40000 g de 4°C de
15 dak santrifiij edildi. Homojenize pelleti, 5 g/l heksadesiltrimethilamonyum
bromiir (HETAB) iceren 50 mmol/L fosfat tamponu ile tekrar homojenize edildi.
Takiben dondurma ve ardindan sonikasyon (Bandelin Sonopuls HD2070, Bandelin
Electronic GmbH&Co.KG, Berlin, Germany) islemi ii¢ kez tekrarland1 ve tekrar
40000 g de 4°C de 10 dak santrifiijj edildi. Santrifiij islemi sonrasinda 0.1 mL
siipernatanta, 0.167 mg/mL o-dianisidin ve 20 mmol/L hidrojen peroksid i¢eren 50
mmol/L fosfat tamponu (pH 6.0) eklendi. Siipernatan bu islemden 1 dak sonra 460
nm absorbans degerinde spektrofotometrik (Smart Spectro, LaMotte Co.,
Chestertown, MD, USA) olarak okundu. MPO aktivitesinin 1 {initesi 25°C de 1pmol
peroksidin indirgenmesi olarak belirlendi. Sonuglar dokunun grami basina MPO

aktivitesinin iinitesi olarak sunuldu.

3.6. Histopatolojik degerlendirme

Sicanlar reperfiizyonun 24. saatinde anestezi edilerek ipsilateral ve
kontralateral testisleri ¢ikarildi. Her bir 6rnek makroskobik olarak tariflenip, %10’luk
tamponlanmig notral formalin soliisyonuna alindi ve 24 saat fikse edildi. Testis
dokular1 longitudinal olarak iki esit pargaya ayrildi. Tiim parcalar histopatolojik
inceleme icin rutin otomatik doku takibi isleminden gecirilerek parafine gomiildii.
Parafin bloklardan hazirlanan 5 ym kalinligindaki kesitler hematoxylin-eosin (H&E)
ile boyandi.

Histopatolojik degerlendirme 1s1tk mikroskobu (DMLB, Leica, Almanya)
alinda, H&E boyal1 kesitler taranarak gerceklestirildi. On incelemede tiim doku
kesitleri kiiclik biiyiitmede (x40) gozden gecirilerek, testis dokusunun genel
morfolojisi (spesmendeki seminifer tiibiil sayis1 ve paterni, bazal membran yapisi,

intersitisyel doku oOzelligi, Leydig hiicreleri, tiibiiler hyalinizasyon vb.)
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degerlendirildi. Seminifer tiibiillerdeki histolojik bulgular Johnsen skorlama
sistemine uygun olarak 0-10 arasinda degisen bir skalada skorland1 (125). Dértyiiz
biiylitmede 10 ardisik alanda bulunan tiibiiller skorlanarak ortalamalar1 alindi.
Johnsen skorlamasi, Oncelikle en matiir hiicre tiplerinin kaybi1 ile germinal
epitelyumun ilerleyici dejenerasyonu ve spermatozoa, spermatid, spermatosit ve son
olarak da Sertoli hiicrelerinin goézlenememesi ile karakterize, testikiiler hasar1 temel

alan bir skorlamadir. Hasar arttik¢a skorlamada puan azalir (Tablo 1).

3.7. Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Veriler aritmetik ortalama = standart hata olarak sunuldu. Gruplarin normal
dagilima uygunlugu Kolmogrov Simirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilima
uyan ¢oklu gruplarin karsilagtirllmasinda Tek Yonlit ANOVA Testi ile LSD post hoc
testi uygulandi. Normal dagilima uymayan gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal
Wallis testi uygulandi. Gruplar arasindaki farkliliklar Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Sag ve sol testislerin parametrik degerlerinin karsilastirilmasinda
paired-Student t testi, parametrik olmayan degerlerinin karsilastirilmasinda Wilcoxon
testi kullanildi. Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde, p<0.05 anlamli olarak

kabul edildi.

Tablo 1. Johnsen skorlama sistemine gore histopatolojik kriterler (126).

Skor Histolojik bulgular

10 Biitiiniiyle matiir spermatogenez izlenmektedir. Seminifer tiibiillerde germinal epitel ¢ok
siralidir ve ¢ok sayida spermatazoa igerir.

9 Hafif derecede bozulmus spermatogenez izlenir. Seminifer tiibiillerin germinal epitelinde
disorganizasyon ve liimene dogru y1gilma yani sira ¢ok sayida gec spermatozoa goriiliir.

8 Yogun niikleer boyama gosteren 10 taneden az spermatozoa gozlenmektedir. Bazen piknotik
cisimciklere rastlanir.

7 Spermatozoa yoktur, ancak ¢ok sayida matiir spermatidler gozlenir. Bu hiicrelerin diisiik
yogunluktaki niikleer boyanma 6zellikleri nedeniyle periferik yerlesimi gosterilebilir.

6 Az sayida soluk kromatinli ve dar oval baslikli orta-biiyiiklikkte spermatidler gozlenir, siralt
olarak dizilmislerdir. Piknotik cisimcik yoktur.

5 Spermatozoa ve spermatid yoktur, ancak ¢ok sayida spermatosit goriiliir.

4 Sadece cok az bir miktar spermatosit (5’ten az) gozlenir. Spermatid ve spermatozoa gozlenmez.

3 Germ hiicre olarak sadece spermatogonia vardir.

2 Hig bir germ hiicresi yoktur, fakat Sertoli hiicreleri vardur.

1 Ttibiiler boliimde hiicre yoktur.
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4. BULGULAR

4.1. iskemi Reperfiizyonun Testis Uzerine Etkisi

Reperfiizyonun 3. saatinde alinan ipsilateral (iskemi uygulanan) ve
kontralateral (iskemi uygulanmayan) testislerin MDA degerleri Tablo 2’de
sunulmaktadir. Ipsilateral testislerdeki IR grubunun MDA diizeyleri (3.05 + 0.292
ng/g doku) sham grubundan (2.27 + 0.206 ng/g doku) yiiksek bulunurken (p=0.020),
kontralateral testislerdeki gruplarin higbirinde MDA degerleri anlamli olarak
shamden grubundan farkli bulunmadi. Ipsilateral ve kontralateral testisler
karsilastirildiginda MDA diizeyleri arasinda anlamhi fark gozlenmedi (Tablo 2).
Iskemi uygulanan gruplarin ipsilateral testislerindeki MPO aktiviteleri sham
grubundan farkli degildi (p>0.05) (Tablo 3).

Ipsilateral ve kontralateral testislerin Johnsen skorlart Tablo 4’de
goriilmektedir. Ipsilateral testisler ile kontralateral testisler karsilastirildiginda sham
grubu hari¢ IR uygulanan diger tiim gruplardaki ipsilateral testislerde skor anlamli
olarak diisiik bulundu (Tablo 4).

IR, ipsilateral testislerde (p=0.001) ve kontralateral testislerde (p=0.017)
Johnsen skorlarin1 sham grubundaki testislere gore diisiirdii. Tiim sham dokularinda
normal testikiiler morfoloji ve matiir spermatogenez izlendi (Sekil 4A). Sham
grubunda Johnsen skoru 8 ile 10 arasinda (ortalama; 8.60 £ 0.085) degismekteydi.
Ipsilateral IR grubunda ise seminifer tiibiil simrlarinda belirsizlesme, germinal
hiicrelerde kohezyon kaybi, piknoz ve yaygin koagiilatif nekroz goriildii.
Spermatogonya matiirasyonunda belirgin azalma mevcuttu (Sekil 4B). Bu grupta
ortalama Johnsen skoru 7.64 £ 0.073 (minimum 5- maksimum 8) olup, sham grubuna
gore belirgin olarak diisiik bulundu (p=0.001). Kontralateral testislerin ortalama
Johnsen skoru 8.19 £ 0.138 olup, sham grubuna goére belirgin olarak diisiik bulundu
(Tablo 4). Kontralateral IR grubunda da ipsilateral testistekine benzer bulgular

izlenmekle birlikte histolojik degisikliklerin yogunlugu daha az derecede idi.

4.2. Enalaprilin Testikiiler iskemi Reperfiizyon Hasar1 Uzerine Etkisi

Enalapril ile tedavi edilen sicanlarin ipsilateral ve kontralateral testislerindeki

MDA diizeyleri (Tablo 2) ve ipsilateral testislerdeki MPO aktiviteleri (Tablo 3) sham
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grubu ile benzer bulundu. Enalapril ile tedavi edilen sicanlarin ipsilateral ve
kontralateral testislerinde, IR grubuna benzer sekilde iskemik hasar bulgulari
gozlendi (Tablo 4). Sperm matiirasyonunda degisen derecelerde bozulma ve
duraklama goriildii (Sekil SA). Enalapril uygulanmis ipsilateral testislerdeki ortalama
Johnsen skoru 7.65 + 0.098 (minimum 5-maksimum 9) olup, IR grubu gibi sham
grubuna gore diisiiktii (p=0.001). Kontralateral IR grubunda ortalama Johnsen skoru

8.25 £ 0.154 olup, sham grubuna gore belirgin olarak diisiik bulundu (Tablo 4).

4.3. Losartamn Testikiiler iskemi Reperfiizyon Hasar1 Uzerine Etkisi

Losartan ile tedavi edilen sicanlarin ipsilateral ve kontralateral testislerindeki
MDA diizeyleri (Tablo 2) ve ipsilateral testislerdeki MPO aktiviteleri (Tablo 3) sham
grubu ile benzer bulundu. Losartan ile tedavi edilen ipsilateral (Sekil 5B) ve
kontralateral testislerde histopatolojik bulgular IR grubuna benzer nitelikte idi (Tablo
4). Bu grupta ipsilateral testislerin ortalama Johnsen skoru 7.48 + 0.087 (minimum 5-
maksimum 9) olup, skor IR grubuna benzer sekilde kontrolden diisiik (p=0.020)
bulundu. Kontralateral iR grubunda ortalama Johnsen skoru 7.98 + 0.054 olup, sham
grubuna gore belirgin olarak diisiik bulundu (Tablo 4).

4.4. Bosentanin Testikiiler iskemi Reperfiizyon Hasar1 Uzerine EtKisi

Ipsilateral ve kontralateral testislerdeki MDA diizeyleri (Tablo 2) ve
ipsilateral testislerdeki MPO aktiviteleri (Tablo 3) bosentan uygulanan grup ile sham
grubunda benzer bulundu. Bosentan ile tedavi edilen siganlarin ipsilateral testislerde
ortalama skor 8.00 + 0.110 (minimum 7-maksimum 9) olup, sham grubuna gore
diisiik (p=0.03) ancak IR grubuna (p=0.023) gore de yiiksekti (Tablo 4).
Kontralateral testislerde ortalama skor ise 8.51 = 0.052 olup sham grubundan farkl
bulunmadi (p>0.05). Iskemik zedenlemenin etkisinin devam etti§i seminifer
titbiillerin (Sekil 6A) yan1 sira bazi tiibiillerde spermatogenezin yeniden basladigi ve

liimen icerisinde az sayida spermatid varlig1 ipsilateral testislerde izlendi (Sekil 6B).
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Tablo 2. Reperfiizyonun 3. saatinde testislerde MDA diizeyleri.

MDA
Gruplar (ng/g doku)
ipsilateral testis Kontralateral testis

Sham (n=9) 2.27 £0.206 2.84 £0.304
IR (n=8) 3.05 £ 0.292° 2.83 £0.288
E+IR (n=7) 2.70 £0.317 3.04 £0.340
L+IR (n=9) 2.48 £0.155 2.64 £0.198
B+IR (n=7) 2.37£0.154 3.01 £0.146

Veriler ortalama degerleri + standart hata olarak sunuldu.  p<0.05 kontrolden farki gosterir.
IR = Iskemi Reperfiizyon, E+IR = Enalapril+IR, L+IR = Losartan+IR, B+IR = Bosentan+IR

Tablo 3. Reperfiizyonun 3. saatinde testislerdeki MPO aktiviteleri.

MPO
Gruplar (i/mg doku)
Ipsilateral testis

Sham (n=9) 29.97 + 13.301
iR (n=8) 34.80 + 11.672
E+iR (n=7) 27.14 + 14.240
L+iR (n=9) 51.44 +22.463
B+iR (n=7) 31.75 £21.817

Veriler ortalama degerleri + standart hata olarak sunuldu.

Tablo 4. Reperfiizyonun 24. saatinde testislerdeki histopatolojik hasar skor degerleri.

Gruplar
Ipsilateral testis Kontralateral testis
skor skor

Sham (n=10) 8.60 +0.085 8.61 £0.081

iR (n=11) 7.64 +0.073° 8.19 +0.138%*
E+iR (n=8) 7.65 +0.098" 8.25 +0.154%*
L+iR (n=12) 7.48 +£0.087° 7.98 £ 0.054%*
B+iR (n=8) 8.00 +0.110® 8.51 +0.052"*

Veriler ortalama de@erleri + standart hata olarak sunuldu. *: p<0.05 kontrolden, b p<0.05 iR’den,

" p<0.05 ipsilateral testisten farki gosterir.
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Sekil 4. Sham ve IR gruplarinin ipsilateral testislerine ait 151k mikroskobik
goriiniimler (A-B: H&E, x400). A) Sham grubuna ait Ornekte
spermatogenetik matiirasyon mevcuttur ve tiibiil liimeninde ¢ok sayida
spermatozoa goriilmektedir (ok). B) IR uygulanan ipsilateral testise ait
ornekte iskemik degisiklikler, matiirasyon arresti ve limene dokiilen germ

hiicrelerinde koagiilatif nekroz goriilmektedir (ok).

24



Sekil 5. Enalapril (A) ve losartan (B) tedavisi uygulanan ipsilateral testislere ait 151k
mikroskobik goriiniimler (A-B: H&E, x400). Her iki grupta testis
dokusunda iskemik degisikliklerin devam ettigi ve matiirasyonun durdugu
gozlenmektedir. Seminifer tiibiillerde periferde immatiir spermatogonialar
ve liimene dokiilen az sayida erken evrede spermatid izlenmektedir.
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Sekil 6. Bosentan tedavisi uygulanan ipsilateral testislere ait 151tk mikroskobik
goriinimler (A-B: H&E, x400). Iskemik zedenlemenin etkisinin devam
ettigi seminifer tubuluslar yam sira (A), matiirasyonun yeniden basladigi

ve liimenlerinde az sayida matiir spermatitlerinde bulundugu seminifer
tiibiiller izlenmektedir (B).
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S. TARTISMA

Bu calismada, ADE inhibitorii enalapril, AT, reseptor antagonisti losartan ve
ETap reseptor antagonisti bosentanin testikiiler IR ile olusan hasar iizerine etkileri
aragtirtlmistir. Testikiiler arterin 1 saat siireyle klemplenmesi ile ipsilateral testiste lipid
peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA diizeyi artrms ve iskemi uygulanan ve
uygulanmayan her iki testiste de histopatolojik hasar gozlenmistir. IR sonras1 MDA
diizeyinde reperfiizyonun 3. saattinde MDA diizeyindeki artis enalapril, losartan ve
bosentan tarafindan kontrole geri dondiiriilmiistiir. Histopatolojik hasar hem ipsilateral
hem de kontralateral testiste bosentan tedavisi tarafindan azaltilirken, sadece
kontralateral testiste tamamen kontrole geri donmiistiir. Notrofil birikiminin bir
gostergesi kabul edilen MPO enzim aktivitesinin IR sonrasi 3. satte anlamli artmadig1 ve
her ii¢ tedavinin de enzim aktivitesini etkilemedigi goriilmiistiir.

Testikiiler torsiyon detorsiyon hasarinin temel patalojik mekanizmasi her ne
kadar tamamen anlagilmamus olsa da IR sirasinda olusan SOR’un 6nemli bir rolii oldugu
diisiiniilmektedir (127, 128, 129). SOR iiretimindeki artisa bagli olarak artan lipid
peroksidasyonunun, testikiiler IR hasarina bagh artti§i deneysel calismalarda
gosterilmistir (130, 131). Bu calismada da 1 saat iskemi sonrasi reperfiizyonun 3.
saatinde lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeylerinin anlamli olarak
arttig1 bulunmustur. Enalapril, losartan ve bosentan ile tedavi edilen iskemik gruplarda
MDA diizeyleri kontrol (sham) gruptan farkli bulunmamustir.

Viicuttaki dogal endojen peptidlerin SOR iiretimine katkisi olabilecegi
bildirilmektedir. Endotelinler kardiyovaskiiler sistemde, endotel ve damar diiz kasinda
bulunan nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzimlerini ET
reseptorleri araciliiyla aktive ederek siiperoksid iiretimini artirirlar (12). ilging olarak
olusan SOR’un da endotelin sentezini artirdign gosterilmistir (132). Benzer sekilde
anjiyotensinler tarafindan AT, reseptorlerinin uyarilmast da endotel, diiz kas ve
fibroblastlarda oksidatif strese neden olur (10, 11). Bu arastirmalar anjiyotensin ve
endotelin reseptorlerinin uyarilmasinin oksidatif strese ve endotel islev bozukluguna
sebep olabilecegini gostermektedir. Yapilan calismalarla da ADE inhibitorlerinin, AT
reseptor antagonistlerinin ve endotelin reseptdr antagonistlerinin IR hasarinda koruyucu
etkilerinin antioksidan o6zellikleri ile iliskili olabilecegi rapor edilmektedir. Ozellikle
stilfidril gruplan iceren kaptopril, zofenopril gibi ADE inhibitorlerinin bu 6zelliginin

daha belirgin oldugu bildirilmektedir (133, 134). Siilfidril grubu iceren ADE
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inhibitorleri, antioksidan etkilerini elektron transferi mekanizmasiyla SOR’u nétralize
ederek gosterirler. Ayrica direkt OH radikallerini siipiiriicii etkileri ve antiperoksidatif
etkileri de vardir (135). Kaptoprilin serbest radikal siipiiriicii etkisinin gulutatyon, N-2-
merkaptoproppionilglisin ve N-asetilsisteine yakin oldugunu fakat bu etkinin siilfidril
grubu icermeyen enalapril tarafindan gosterilmedigi rapor edilmistir (136). Bununla
birlikte birgok c¢alismada enalaprilin de antioksidan enzimleri artirarak lipid
peroksidasyonunu azalttig ileri siiriilmektedir (137-139). Isbir ve ark.’lar1 enalaprilin,
kronik hipoksiye bagli gelisen miyokard hasarim miyokardiyal antioksidan seviyeyi
artirarak ve lipid peroksidasyonunu azaltarak korudugunu bildirmektedir (137).
Cavanagh ve ark’lar 11 hafta siireyle igme suyuna kaptopril ve enalapril katilan farelerin
karaciger hiicrelerinde antioksidan enzim olan GPx ve SOD aktivitesinin kontrole gore
anlamli oranda arttigim1 bulmuslardir (138). Seujang ve ark.’lar1 da renal IR hasarinda
artan MDA diizeylerini hem ADE inhibitorii enalaprilin hem de AT; reseptdr antagonisti
losartanin azaltarak IR’ye bagli gelisen renal hasari iyilestirdigi bildirilmektedir (139).
Khaper ve Signal koroner ligasyon sonras1 4 hafta siire ile icme suyuna losartan eklenen
sicanlarda miyokardiyal IR sonras1 16. haftada azalan CAT ve GPx enzimlerinde
yiikselme ve artan lipid peroksidasyonunda azalma gozlendigini rapor etmektedirler
(140). Losartanin hipertansif sican damarlarinda NADH/NADPH oksidaz aktivasyonuna
bagh olarak artan O, iiretimini normale dondiirdiigii bildirilmektedir (141). Yapilan
calismalarda ET /g reseptor antagonisti bosentanin sican miyokardiyal IR’ye bagh (142)
ve doksorubisinle olusan kardiyotoksisiteye bagl (143) artan lipid peroksidasyonunu
azalttig1 gosterilmektedir. Bosentan tedavisinin miyokardiyal IR’ye bagl hasari, azalan
hiicre i¢i glutatyon (GSH) diizeyini, SOD ve CAT aktivitesini artirarak iyilestirdigi rapor
edilmektedir (144). ET, reseptor antagonisti BQ123’{in myokardiyal IR sonras1 hasarla
artan lipid peroksidasyonunu azaltirken; azalan NO diizeyini, hiicre i¢i GSH icerigini,
SOD ve CAT enzim aktivitelerini artirdign bildirilmektedir (145). Bizim ¢alismamiz ve
yapilmis olan 6nceki caligmalar hem siilfidril grubu icermeyen ADE inhibitorii olan
enalaprilin hem de losartanin, ET s reseptor antagonisti olan bosentanin viicuttaki
antioksidan mekanizmalar iizerinden oksidatif stresi azaltabilecegini gostermektedir.
Testikiiler torsiyon sonrasi notrofil birikiminin de SOR {iiretimine katkis1 oldugu
bildirilmektedir (23). Siganlarda deneysel testikiiler IR sonrasi notrofil birikiminin bir
gostergesi olan MPO aktivitesinde anlamli artisin reperfiizyonun 4. saatinde oldugu
rapor edilmistir (23). Bu ¢alismada reperfiizyonun 3. saatinde MDA diizeyinde anlamh

artis gozlenirken MPO aktivitesinde anlamli bir artis tespit edilememistir. Anlamh artig
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bulunmamasinin nedeni diger calismalardan farkli olarak reperfiizyonun 4. saatinden
once MPO aktivitesine bakmamiz olabilir.

Bu calismada her ii¢ tedavi sekli de lipid peroksidasyonunu azaltirken
histopatolojik hasart ADE inhibitorii enalapril ve AT; reseptor antagonisti losartan
anlamh sekilde azaltmamis; sadece ETap reseptor antagonisti bosentan, ipsilateral
testiste hasar1 azaltirken kontralateral testiste tamamen kontrole dondiirmiistiir. Gokge ve
ark. ise olusturduklari deneysel IR modelinde (4 saat torsiyon / 24 saat detorsiyon),
detorsiyondan 1 saat once lisinopril (50 mg/kg i.p.) veya losartan (30 mg/kg i.p.)
uygulamasinin kontralateral testiste histopatolojik hasart ve apoptozisi azalttigini
belirtmekle birlikte ipsilateral testislerle ilgili herhangi bir sonu¢ rapor etmemislerdir.
ADE inhibitorlerinin ve AT reseptor antagonistinin bu yararl etkilerinin IR sirasinda
artan sempatik etkinligi, bozulan renin anjiyotensin aldosteron sistemini diizenleyerek
azaltmalarina baglh olabilecegini ileri siirmiislerdir (20). Memeli testislerinde ADE,
A-Il ve ETl’in iretildigi ve AT,, AT,, A(1-7), ETA ve ETgp reseptorlerinin oldugu
yapilan caligmalarda rapor edilmektedir (56, 85, 92-95, 101, 107-110, 146). Sicanlarda
seminifer tiibiillerde A-II iiretilmektedir ve peritiibiiler miyoid hiicrelerde bulunan AT,
reseptorleri aracihigiyla seminifer tiibiillerin kontraksiyonunu saglayarak spermatozoanin
transportuna ve sperm salinimina neden olmaktadir. Bu reseptorlerin uyarilmasinin
miyoid hiicrelerde kontraksiyon ve proliferasyona yol agtigi ileri siiriilmektedir (93).
Benzer sekilde Sertoli hiicreleri ve seminifer epitelyum hiicrelerinde iiretilen endotelinin,
peritiibiiler miyoid hiicrelerde ET4 ve ETy reseptorlerine baglanarak seminifer tiibiillerin
kontraksiyonuna neden oldugu belirtilmektedir. A-II'nin Leydig hiicrelerinde testosteron
tretimini  azaltirkken (146) ET1’in ise testosteronun biyosentezini artirdig
bildirilmektedir (147). ADE’nin testikiiler damarlarin endotelyumunda bulundugu ve
ADE inhibitorii perindopril tarafindan inihibe edildigi ileri siiriilmektedir (148). ETa
mRNA’s1 seminifer tiipte ve biitiin testikiiler dokularda olmasina ragmen testikiiler kan
damarlarinda bulunmamaktadir. ETg mRNA’s1 ise tim testikiiler dokularda, seminifer
tilplerde ve testikiiler kapillerde (vaskiiler endotelyal ve diiz kas hiicresinde) de
bulunmaktadir (111). Yapilan bu calismalar A-Il ve ET1’in testisler iizerindeki
fizyolojik etkilerinin Leydig hiicrelerinden testosteron iiretimi hari¢ birbirine benzer
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle testikiiler IR ile olusan histopatolojik hasar1 sadece
bosentanin anlamli olarak azaltmasi, A-II ve ET1’in testisler iizerindeki bilinen
fizyolojik etkilerinin kaldirilmast ile iliskili gibi gézilkmemektedir. Bizim ¢alismamiza

benzer sekilde Jerkic ve arkadaslart sicanlarda olusturduklarn deneysel akut renal
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yetmezlik modelinde bosentanin losartandan daha etkili oldugunu bildirmektedirler.
Siganlarda yapilan renal IR calismasinda bosentan (10 mg/kg) ve losartan (5 mg/kg)
iskemiden 20 dakika Oncesinden baslayarak iskemiden sonraki 20 dakikaya kadar
intravenoz infiizyonla uygulanmis. Bosentan, losartana gore bobrek kan akiminda ve
glomeriiler filtrasyon hizinda daha fazla artis yaparken bosentanin renal tiibiiler hasarin
siddetini de daha fazla iyilestirdigini rapor etmislerdir. Renal iskemi sirasinda belirgin
sekilde ET1’in iiretiminin arttigim ve artan ET1’in intrarenal vazokonstriksiyonunun
iskemik akut tiibiiler nekroz patofizyolojisine neden olabilecegini ileri stirmiislerdir (16).

Bu calismada her ii¢ ilag da reperfiizyondan yarim saat 6nce tek doz i.p. olarak
uygulandi. TIlaclardan bosentan o©n ilac degilken enalapril ve losartan on-ilag
oOzelligindedir. Bununla birlikte her {i¢ ilacin da lipid peroksidasyonunu kontrol grubuna
dondiirmesi  enalaprilin ~ ve  losartanin  aktif  metabolitlerinin  olustugunu
diistindiirmektedir. Calismamizda enalapril 20 mg/kg, losartan 30 mg/kg ve bosentan 10
mg/kg dozunda kullanildi. Enalapril ve losartanin lipid peroksidasyonunu azaltmakla
birlikte histopatolojik hasar1 azaltmamasi1 kullanilan dozlarda ilaglarin hipotansif etkisi
ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Caligmamz sirasinda deney hayvanlarimizin
kan basinci degerlerini 6lgmedik. Pourdjabbar ve ark. siganlarda yiiksek (30 mg/kg) ve
diisiik (3 mg/kg) doz losartan1 1 hafta kullandiktan sonra myokardiyal iskemi yapilan
hayvanlarda, reperfiizyonun 24. saatinde yiiksek doz losartan uygulanilan grubun
ortalama kan basinci (OKB) degerlerinin kontrol ve diisiik doz losartan uygulanilan
gruplara gore anlamlh olarak diisik bulundugunu gostermislerdir (149). Jerkic ve
arkadaslan da benzer sekilde renal iskemi sonrasi reperfiizyonun 24. saatinde 10 mg/kg
losartan uygulanan grubun OKB degerlerinin kontrole gore anlamh diisiikken 5 mg/kg
dozunda uygulanan losartan ve 10 mg/kg dozunda bosentan uygulanan grubun OKB
degerlerinin ise kontrolden farkli olmadigimi rapor etmislerdir (16). Bu bilgiler 1s181inda
enalapril ve losartamin OKB degerini etkileyen ve etkilemeyen farkli dozlarinin testikiiler
IR hasar iizerine etkilerine bakilabilir. Bununla birlikte Jerkic ve arkadaslar1 renal IR
hasarina bagli gelisen akut bobrek yetmezligi tedavisinde bosentanin, OKB degerini
etkilemeyen dozda uygulanilan losartana gore daha yararh etkilerinin oldugunu
bildirmektedirler (16).

Bu calisma testikiiler IR hasarmin fizyopatolojisinde anjiyotensinlerin ve
endotelinlerin katkis1 olabilecegini gostermekle birlikte IR hasari iizerine bosentanin
etkisinin enalapril ve losartandan daha fazla olmasi bize IR hasarinda endotelinlerin

anjiyotensinlere gore daha 6nemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

30



6. SONUCLAR VE ONERIiLER

Tez calismamizda, sol testikiiler artere 1 saat siireyle iskemi ardindan 3 ya da
24 saat siireyle reperfiizyon uygulanmigtir. Iskemi uygulanan ipsilateral ve
uygulanmayan kontralateral testiste IR’ye bagl gelisen biyokimyasal ve
histopatolojik hasar iizerine ADE inhibitorii enalapril, AT, reseptor antagonisti
losartan ve ET /g reseptor antagonisti bosentanin etkileri arastirilmistir.

1. Sol testikiiler artere uygulanan 1 saat iskemi ve 3 saat reperfiizyon
sonrasinda ipsilateral testislerde lipid peroksidasyonunun dolayisiyla oksidatif stresin
arttig1 belirlenmistir.

2. Sol testikiiler artere uygulanan 1 saat iskemi ve 24 saat reperfiizyon
sonrasinda iskemi uygulanan ve uygulanmayan testislerde histopatolojik hasarin
anlamli olarak arttig1 gézlenmistir.

3. ADE inhibitorii enalapril, AT; reseptor antagonisti losartan ve ETa/p
reseptor antagonisti bosentan IR’ye bagli artan oksidatif stresi kontrole (sham) geri
dondiirmiistiir.

4. IR’ye bagli olusan histopatolojik hasar1 istatistiksel olarak anlaml1 azaltan
yalnizca nonselektif endotelin reseptor antagonisti bosentan olmustur.

5. Testikiiler IR hasar1 patogenezinde anjiotensin ve endotelin gibi peptidlerin
rol oynadigi bu peptidlerin etkilerine AT, ve ETs ve/veya ETp reseptorlerinin
aracilik ettigi fakat endotelinlerin patogenezde anjiyotensinlere gore daha 6nemli bir
yer teskil edebilecegi diisiiniilmektedir.

6. Testikiiler IR hasar1 patogenezinde anjiotensinlerin roliiniin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in farkli farmakokinetik ozellikleri olan ADE inhibitorlerinin ve
AT reseptor antagonistlerinin farkli dozlarda denenmesi gerekmektedir.

7. Bosentanin testis torsiyon/detorsiyon tedavisinde yeri olup olmayacagini
anlamak icin testikiiler IR sonrasi bozuldugu bilinen sperm morfolojisi ve azaldig1

bilinen sperm say1 ve motilitesi lizerine etkilerini aragtirmak gerekmektedir.
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