T.C.
GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

COCUK CERRAHI ANABILIiM DALI

RATLARDA HiDROJENLE ZENGINLESTIRILMIS SALIN SOLUSYONUNUN
TURNIKE UYGULANAN PENIL DOKUDA iISKEMI REPERFUZYON

HASARINDAN KORUYUCU ETKILERIi

UZMANLIK TEZi

DR. MERVE ALTIN GULBURUN

DANISMAN

PROF. DR . RAMAZAN KARABULUT

ANKARA 2020



T.C.
GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

COCUK CERRAHI ANABILIiM DALI

RATLARDA HiDROJENLE ZENGINLESTIRILMIS SALIN SOLUSYONUNUN
TURNIKE UYGULANAN PENIL DOKUDA iISKEMI REPERFUZYON

HASARINDAN KORUYUCU ETKILERIi

UZMANLIK TEZi

DR. MERVE ALTIN GULBURUN

DANISMAN

PROF. DR . RAMAZAN KARABULUT

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 01/2017-25
proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA 2020



ICINDEKILER

Icindekiler
Tablolar Dizini
Resimler Dizini
Kisaltmalar Dizini
Onsoz
1. Giris ve Amacg
2. Genel bilgiler
2.1. Penis Anatomi ve Histolojisi
2.1.1. Penisin Kanlanmasi
2.1.2. Penisin Lenf Drenaji
2.1.3. Penisin innervasyonu
2.1.4. Penisin Histolojisi
2.2. Mathieu Tip Flep
2.3. Iskemi
2.4. Reperfuzyon ve Hasari
2.5. Serbest Radikaller
2.6.Antioksidanlar
2.7. Hidrojenden Zengin Salin Soliisyonu
3. Gerec¢ ve Yontem
3.1. Deney Hayvanlari

3.2. Deneysel Calisma Yontemi

10

12

15

17

18

18

18



3.3. Biyokimyasal inceleme
3.3.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
3.3.2. Dokuda Yapilan Analizler
3.4. Histopatolojik inceleme
3.4.1 Apopitozis indeksi
3.5. Istatiksel Inceleme Yéntemi
4. Bulgular
4.1. Penil Dokudaki Biyokimyasal Analizler
4.2. Histopatolojik Degerlendirme ve Apopitotik Analiz
5. Tartisma
6. Sonuc¢
7. Kaynaklar
8. Ozet
9. Summary
10. Ekler

11. Ozgecmis

20

20

21

23

23

24

25

26

27

30

37

38

49

51

53

54



Tablolar Dizini

1.

Tablo 1: Hiicre Hasarlanmasindaki Serbest Radikaller 13
Tablo 2: Lowry Metodu ile Protein Tayini i¢in Standartlardan Elde Edilen Egri 22

Tablo 3: Myeloperoksidaz (ng/mg protein), Malondialdehit (nmol/mg protein),
Interlokin-6 (pg/mg protein), TNF-a (pg/mg protein) ve GSH (ng/mg protein)

Degerlerinin Gruplara Gore Dagilim1 ve Standart Sapmalari 25

Tablo 4: Gruplarda Kaya M. ve ark. Calismasmna (3) Gore Doku Hasari

Derecelendirmesi ve Apopitozis Indeksi 28

Resimler Dizini

1. Resim 1: Penis Anatomisi 4

2. Resim 2: Mathieu Tip Flep ve Hazirlanisi (6) 7

3. Resim 3: Turnike Sonras1 Mathieu Tip Flep Yapilmis Penil Doku 21

4. Resim 4: Sham grubunda grade 0 hasar penil doku goriinimii (H&E boyasi, 20’lik
bliyiitme) 29

5. Resim 5: HZSSB grubunda grade 1 hasar penil doku goriinimii (H&E boyasi, 20°lik
bliyiitme) 30

6. Resim 6: PT30 grubunda grade 2 hasar penil doku goriiniimii (H&E boyasi, 20’lik
biiylitme) 30

Sekiller Dizini
1. Sekil 1: Iskeminin Hiicreye Etkileri 10



Kisaltmalar Dizini
SOD : Siiper oksit dismutaz
CAT : Katalaz
GSH : Glutatyon
H,O0; : Hidrojen peroksit
H,0: Su
O, : Molekiiler oksijen
O2- : Siiperoksit anyonu
ETZ : Elektron transport zinciri
Fe* : Demir
Cu* : Bakir
Ca*2 : Kalsiyum
ATP : Adenozin trifosfat
ADP : Adenozin difosfat
AMP : Adenozin monofosfat
DNA : Deoksiribo niikleik asit
IgM : Immiinglobulin m
NAD : Nikotinamid adenin dintikleotit
NADP : Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat
XD : Ksantin dehidrogenaz
XO : Ksantin oksidaz
ROS : Reaktif oksijen radiklleri

Zn : Cinko



Mn : Manganez

Se : Selenyum

GSH-R : Glutatyon Rediiktaz

CoQ10 : koenzim q

HZSS : Hidrojenden zengin salin solusyonu
MDA : Malondialdehit

TNF-a : Tiimor nekrozis faktor alfa

IL-6 : Interldkin 6

K,;HPO, : Dipotasyum fosfat

HETAB : Heksadesitrimetil amonyum bromid
BSA : Bovin serum albumin

NaOH : Sodyum hidroksid

CuSOy : Bakirsiilfat

Na-K tartarat : Sodyum potasyum tartarat
Pt : Penil turnike

VEGF: Vaskiiler endotelial growth faktor
IP: intraperitoneal

H&E: hematoksilen-eozin






ONSOZ

Cocuk cerrahi uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerini bizlerle paylasan;
sabirlar1 ve tecriibeleriyle pek ¢ok konuda bize 6rnek olan, saygideger hocalarim Prof. Dr.
Kaan SONMEZ, Prof. Dr. Zafer TURKYILMAZ, Prof. Dr. I. Onur OZEN, Prof. Dr. Y.
Hakan Cavusoglu, Ogr. Uyesi Dr. Cem Kaya’ya,

Egitimim boyunca sadece cerrahi konularda degil, her alanda destegini yanimda
hissettigim, tez calismamin her asamasinda yardimlarimi esirgemeyen hocam Prof. Dr.
Ramazan KARABULUT a,

Beraber calismaktan mutluluk duydugum sevgili sekreter, hemsire, personel,
ameliyathane ve asistan ekibi ile Dr. Hayrunnisa ORAL’e ve Dr. Burak ARSLAN’a,

Uzmanlik egitimine ilk basladigim giinden itibaren hep yamimda olan sadece
kidemlim degil, aynt zamanda bana ablalik yapan sevgili kidemlim Op. Dr. Sibel
ERYILMAZ’a,

Hayatimin her aninda yanimda olan kizlar1 olmaktan gurur duydugum canim annem
Hatice ALTIN ve babam Sezai ALTIN, beni hep destekleyen kardesim Kaan ALTIN’a,

Tez calismam dahil her zaman yanimda olan, destegini esirgemeyen degerli esim
Sercan GULBURUN’a,

Sevgi, sayg1 ve tesekkiirlerimi sunarim.

DR. Merve ALTIN GULBUN



1.GIRIS VE AMAC

Hipospadias operasyonu sirasinda kanamasiz bir ortam saglamak, basarili bir iglemin
en onemli faktorlerinden biridir. Kanama kontrolu ugrastirict bir siireg olmasina karsin, daha
iyl gorls alani, daha hizli ve daha iyi kozmetik iyilesme saglar. Bu kanama kontrolii i¢in
koterizasyon, penil turnike (Pt) kullanimi veya operasyon sahasina epinefrin benzeri

vazokonstriiktor ajan uygulanmasi gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (1).

Pt, hipospadias cerrahisinde ¢ok sayida cerrah tarafindan kullanilan bir islem
olmasina ragmen giivenli turnike siiresinin ne olmasi gerektigi hakkinda ortak goriis yoktur.
Bazi cerrahlar tiim operasyon siiresince turnike uyguladiklarini bazilar1 ise belirli araliklarla

turnike uyguladiklarini bildirmislerdir (2, 3, 4, 5, 6).

“Turnike” uygulamasi antik caglardan itibaren kanama kontroliinde yer almis, daha
cok amputasyon olmak iizere ekstremite cerrahisinde uygulanan ve giivenilirligi sorgulanan
bir yontem olmustur (7). Bu yontemde, turnikenin distalinde kalan tiim dokularda arteryel ve
vendz kan akiminin engellenmesi ile kansiz bir sahada ¢alisma hedeflenir. Turnike sirasinda
dokuda iskemi olusmakta, turnike sonlandirildiginda ise kan akiminin tekrar baslamasiyla
reperfiizyon hasar1 meydana gelmektedir (8). iskemi ve reperfiizyon hasarinda birgok
mekanizma sorumlu tutulmakta, bunlar arasinda serbest oksijen radikalleri (SOR) 6nemli yer

almaktadir (9, 10, 11).

Bu deneysel g¢alismada cocuklarda ve yetiskinde hipospadias, epispadias, penil
chordee, klitoris kii¢iiltme ya da ambigus genitalya (belirsiz cinsiyet) durumlarinda penil
dokuya yapilan girisimlerde ortaya c¢ikan; kanamayi azaltmak i¢in uygulanan turnike

tekniginin penil doku ve cerrahi islemlere etkisinin arastirilmasi amaclandi. Pt sirasinda



kansiz ameliyat gerceklesirken ince hassas penil dokuda yetersiz beslenme ve oksijensizlik
ortaya c¢ikmaktadir. Turnikenin agilmasiyla, dokuda baglayan kan akimiyla beraber bu
hasarlanmis dokuda reperfiizyon hasar1 da olugsmakta ve SOR’lar salinmaktadir. Bu tablo
ortaya ciktiginda ameliyat sonrasi iiretral fistiil, doku nekrozu gibi durumlar ortaya
cikmaktadir. Bu yiizden giincel olarak kullanilmaya baslayan ve antioksidan, antienflamatuar,
ve anti apopitotik islevleri ile doku hasarin1 engelleyici etkileri cesitli sekillerde gosterilmis
olan hidrojenden zengin salin soliisyonun (HZSS), ratlarda Mathieu tipi flep ile olusturulan
hipospadias modelinde Pt uygulamasi sonrasi koruyucu etkilerinin arastirilmasi

amagclanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Penis Anatomi ve Histolojisi

Penis, radiks penis ve korpus penis olmak iizere iki boliimden olusan erektil bir
organdir. Penis, deri ve fibroz doku ile sarili ii¢ silindirik dokudan olusur. Bu {i¢ dokunun
ikisini korpus kavernozum, digerini de korpus spongiosum olusturur. Her iki yap1 hem korpus
peniste hem de radiks peniste bulunur. Perineal bolgede radiks penisin olusumuna katilan
kavernoz cisimler birbirinden ayrilarak crus penisleri, spongioz cisim ise bulbus penisi

meydana getirir (12).

Tuber ischiadicum’un hemen On tarafindan baglayan crus penis, iskion-pubis kolu
boyunca symphysis pubise dogru birbirine uzanarak yaklasir. Symphysis pubisin hemen 6n-
alt kisminda iki tarafin crus penisi bir araya gelerek, asagi-one dogru yon degistirir. Bundan
sonraki boliimiine korpus kavernozum denir. Bu doku korpus spongiosum ile birleserek

korpus penisi olusturur. Korpus kavernozumlar korpus penisin biiyiik kismini meydana getirir

(12).

Korpus kavernozumlarin 6n uglar1 kiint ve ince olup; penisin 6n ucun 1 cm gerisinde
sonlanir. Hafif ¢atalimsi olan bu 6n ug, glans penis i¢ine gomiiliir. Korpus kavernozumlar
saglam fibroz bir kilifla sarilmistir. “Tunika albuginea korporum kavernosorum” adli bu kilif,
ylizeyel ve derin liflerden olusur. Korpus spongiosum tektir, i¢inden iiretra gecer. Korpus
spongiosumu kavernoz cisminkinden daha ince olan tunika albuginea korporis spongiosi
sarar. Genislemis 6n kismina glans penis denir. Glans penis, penis korpusundan fiziksel

olarak “sulcus coronarius” ile ayrilir. Glans’in yapisi erektil dokulardan farklidir. Burada



bulunan kavernalar genis, kivrik damara benzer. Bu kavernalar arasinda bag dokusu ¢oktur.
Bununla birlikte kas lifleri de ¢ok az bulunur ve ayrica tunika albuginea yoktur. Glansin
ucunda tiretranin sonlandigr mea bulunur. Glans “prepusyum” adli ¢ift kath penis cildi ile
orttliidiir. Prepisyumun 6n yiiziinde bulunan “frenilum” cildin medial bir pilisi olup meaya

tutunur (12).

Glans Penis Kavernéz Bslum

Kavernz Arter

Resim 1: Penis anatomisi

Penisin derin ve ylizeyel olmak iizere iki fasyasi vardir (13). Yiizeyel olan fasya
“Colles fasyasi” ismini alir. Bu fasya skrotumun dartos fasyasi ve siiperfisiyal perineal fasya
ile uzanir. “Buck fasyas1” olarak adlandirilan penisin derin fasyasi korpus kavernosumlar ve
korpus spongiosumu saran kuvvetli bir fasyadir ve derin perineal fasyaya uzanir. Buck
fasyasi korpus kavernosumlarin distal ucunda son bulur ve glans penisi 6rtmez. Buck fasyasi
distal ugta incelir, multipl delikler yardimi ile korpus kavernosumlarin birbiri ile olan

iliskisini saglar.



2.1.1. Penis Kanlanmasi

Penisin arteryel kanlanmasini baslica a.iliaca internanin bir dali olan a.dorsalis penis
(penisi besleyen esas damar), a.profunda penis ve a.bulboiiretralis gibi a.pudentalis internanin
dallar1 saglamaktadir (13). Ayrica a.pudentalis externanin yiizeyel ve derin dallar
a.pudentalis interna dallar1 ile anastomozlar olusturan ve penil cildi besleyen bir ¢ok kii¢iik

dal vermektedir.

Penisin vendz drenaji ii¢ ayr1 sistem araciligiyla olur (13, 14, 15, 16). Birinci sistem,
dartosun altindaki ylizeyel ven agidir, v.dorsalis penis superfisialis yolu ile v.saphena
magna’ya drene olur. Ikinci sistemi buck fasyasi derininde bulunan ve v.dorsalis penis
profunda’ya drene olan ven ag1 meydana getirir. Ayrica korpus kavernosumlardan ¢ikan
lateral, inferior ve superior emisser venler ile ¢cok sayida circumfleks penil ven drene olur.
Ucgiincii sistem ise korpus kavernosumlar1 ve korpus spongiosumu drene eden bir grup derin

venden meydana gelir.

Korpus kavernosumu drene eden derin venler pudental pleksusa bosalir. Korpus
spongiosum ise bulber ve iiretral venlerden olusan derin bir ven ag1 araciligi ile drene olur.
Distal iiretray1 6n ve arka {iretral venler drene eder. Arka venler birleserek pudental pleksusa
veya bulber venlere bosalirlar. Uretral venlerin &n grubu sirkumfleks vendz sistemi

olusturmak tizere, sonradan posterior emisser venler ile birlesen bir¢ok dala ayrilir (17).

2.1.2. Penisin Lenfatik Drenaji

Penil cildin lenfatik drenaji superfisiyal inguinal lenf bezlerine, glans ve distal



iiretranin lenfatik drenaji ise derin inguinal, eksternal iliak lenf bezlerine bosalmaktadir.

Korpus kavernosum ve proksimal iiretra ise internal iliak lenf bezlerine drene olmaktadir

(13).

2.1.3. Penisin Innervasyonu

S2 — S4 spinal segmentten ¢ikan sinir lifleri ile saglanmaktadir. Sempatik innervasyon
n.pudentalis’in terminal bir dali olan n.dorsalis penis tarafindan saglanmaktadir. Cildin ve
glans penisin innervasyonundan sorumludur. Penis kokiinde n. ilioinguinalis dallar
innervasyona katki saglar. Kaverndz sistemin innervasyonu parasempatik sistemin
kontroliindedir, prostatik pleksustan c¢ikan parasempatik lifler erektil dokulari innerve
etmektedir (13). Norovaskiiler sinir demeti penis dorsumunda saat 11 ile 13 arasinda
yerlesmistir. Ayrica ndrovaskiiler demetten ayrilan kiigiik dallar korpus spongiusum igine

girmektedir (18).

2.1.4. Penisin Histolojisi

Korpus kavernosumun tunike albugineasi, kalin kollagen fibriller ve birka¢ adet
elastik liften meydana gelmistir. Kollagen fibriller interstisyel kollagenlerden (Tip I — II — III)
ve tropokollagenden meydana gelir. Tip I kollagen fonksiyonel olan birimdir. Elastik fibriller
siklikla iki anatomik bolgede bulunur, bunlar proksimal krus ve distal tunikadir. Penisin
istirahati sirasinda tunika ¢ok gevsektir. Korpus spongiosum penis bol, diizensiz yapida
elastik fibriller icerir. Elastik ag, glans penis yapisinda da bulunur ve diizensiz dagilim

gosterir (19).



Korpus kavernosum bag dokusu ve diiz kasla birbirinden ayrilmis lakiiner araliklar

olarak tanimlanmistir (20). Korpus kavernosumlarin fibréz iskeleti tunika albuginea ve

siitunlarindan olusmaktadir.

2.2. Mathieu Tip Flep

Uretral meanin penis gdvdesinin distal iigte birinde yer aldigi ve kordinin eslik
etmedigi hypospadias vakalar1 Mathieu yontemi i¢in ideal vakalardir. Mathieu tip flep
hazirlanirken; tiretral mea ile glansin u¢ noktasinin mesafesi ol¢iiliir ve proksimal parameatal
deri flebinin uzunlugu buna gére belirlenir. Oncelikli olarak glans tepesinden baslayip orjinal
mea seviyesine kadar iki paralel kesi yapilir ve glans kanatlar1 serbestlestirilir. Belirlenen
uzunluk kadar orjinal mea hizasindan penis proksimaline dogru iki paralel kesi ile flebin
proksimal kismi hazirlanmis olur. Proksimalden kaldirilan flebin kanlanmasinin ve doku

desteginin iyi olmasina dikkat edilir. Boylelikle mathieu tip flep hazirlanmis olur (6, 8).

1
L

=<

- ———

Resim 2 : Mathieu Tip Flep ve Hazirlanisi (6)



2.3. iskemi

Iskemi, bir dokuya gerekli oksijende azalma veya oksijenin tamamen kesilmesi ile
sonuglanan hedef organa yeterli kan akimmnin saglanamadig1 patolojik bir durumdur. Iskemi,
yalnizca oksijenlenmeyi bozmakla kalmaz, aralarinda glukozun da bulundugu metabolik
substratlar hiicreye yeterli diizeyde alinamaz ve olusan atik iriinler hiicreden
uzaklastirilamaz. Hiicresel fonksiyonlarin gerceklesmesi i¢in gerekli olan oksijen destegi,
azalan kan akimi nedeniyle saglanamaz ve bu durum hiicre hasar1 ve oliimii ile sonuglanir

(21, 22, 23, 24).

Ciddi ya da uzun siireli iskemi ATP tiretimini azaltir, hiicre i¢i ATP azalir. Bu kritik
enerji kaynagiin kaybi bir¢ok hiicresel sistemde hasara neden olur. ATP miktarindaki
azalma, anaerobik glikolizde artmayla ve glikojen depolarinda bosalmayla sonuglanir. Artan
glikoliz, fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile laktik asit, inorganik fosfatlarin birikimine; buna
bagh olarak hiicre i¢i pH diismesine ve asidoza neden olur. Iskeminin fonksiyonel sonuglar
ise; hasarin yeri ve siiresine gore degiskenlik gosterir. Ornegin koroner kan akimimin 60

saniye boyunca kesilmesi kalp kasini1 durdururken, intestinal iskemide bu siire daha uzundur.

Dokularda oksijen eksikligi, pek ¢ok enerji bagimli metabolik yolagin aksamasina ve
dolayistyla nekroza neden olur. Hiicre i¢ci ATP’nin c¢ogu; oksidatif fosforilasyonun
mitokondrideki elektron transport zincirinde (ETZ) oksijenin rediiksiyonu sonrast ADP’den
sentezlenir. ATP’deki yiiksek enerjili fosfat i¢in; hiicre membran transportu, protein sentezi,

lipogenez ve fosfolipit turnoverindaki deagilasyon-reagilasyon reaksiyonlar1 gereklidir. Bu



ylzden hiicrelerin oksijen eksikliginin temel fonksiyonlarda yikici hasar riski yiiksektir.

Oksijen eksikligi hiicre hasar1 ve nekrozun en yaygin nedenlerinden biridir.

Iskemik hasarlanmanin iki asamasi vardir: Baslangigtaki hipoksik zedelenme kan
dolasiminin azalmasi ile ortaya ¢ikarken, sekonder reperfiizyon zedelenmesi hipoksik dokuda
tekrar kan akimi basladiginda olusur. Reperfiizyon hasarlanmasi kompleks bir patofizyolojik
siirectir. Bu siirecteki en onemli faktorler serbest oksijen radikallerinin olusmasi, nétrofil
infiltrasyonu, serbest radikallerin ve diger mediyatorlerin zararlarini azaltmak i¢in yeterli

metabolik rezervi olmayan dokuda enflamatuar mediatdrlerin tiretimidir (24).

Iskemi sirasinda ATP iiretimi durup, kullanimi1 devam ettigi i¢in ATP’den adenozin
difosfat (ADP), adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin meydana gelir. Adenozin hiicre
disina difuze olup inozin ve hipoksantin’e doniisiir. Normal sartlarda hipoksantin, ksantin
dehidrogenaz (XD) araciligryla ksantin ve iirik asit’e metabolize olurken; bu reaksiyonda
elektron alicis1 okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)’ dir. Artan hiicre i¢i Ca*2, Ca*2
bagimli proteazlar araciligiyla XD’ ksantin oksidaz’a (XO) doniisiimiine neden olur.
Reperfiizyonun baslamasiyla hipoksantin’in ksantin’e, ksantin’in iirik aside doniisiimii XO
tarafindan meydana getirilir. Bu reaksiyonda elektron alicist olarak molekiiler oksijen

kullanilir ve reaktif oksijen radikalleri olusur (23).



ISKEMIi

i
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|

Hiicresel sisme
Microvili kaybi

SEKIL 1: iskeminin hiicreye etkileri (25)
2.4. Reperfiizyon Hasar1

Belirli sartlar altinda iskemik fakat canli dokuya oksijenden zengin kan akiminin
yeniden saglanmasi ile dokudaki gerekli enerji ihtiyacinin karsilanmasi ve toksik metabolik
substratlarin uzaklastirilmas1 olayina reperfiizyon denir. Iskemik dokunun kan akiminin
diizelmesi paradoksik olarak hiicre hasarini artirir. Bu, beklenenin aksi etki normalde geri
dondiiriilebilir hiicre hasarmin sonucudur. Ayrica iskemi-reperfiizyon hasari olarak da

adlandirilir.

Reperfiizyon hasarimin meydana gelisi; reperfiizyonun harekete gecirdigi yeni bir

zedeleyici siirecin, iyilesmesi miimkiin olan dokularda yol actigi degisiklikler ile hiicre

10



Oliimiine neden oldugu yoniindedir. Bunu agiklamaya yonelik ¢esitli mekanizmalar 6ne

siirtilmiistiir:

Parankimal ve endotelyal hiicrelere infiltre olan 16kositlerden yiiksek miktarda
serbest oksijen radikallerinin {iretimi yoluyla reoksijenizasyon sirasinda yeni
zedelenmeler meydana gelir. Hasarlanmig mitokondriler tarafindan oksijenin
yetersiz veya eksik rediiksiyonu sonucunda ya da Idkositler, endotelyal
hiicreler veya parankimal hiicrelerden ortaya g¢ikan oksidazlarin aktivitesi
nedeni ile reperfiize dokularda superoksit anyonlari iiretilir. Hiicresel
antioksidan savunma sistemleri iskemi nedeni ile aksar, bu da radikallerin

birikimine neden olur.

Reaktif oksijen radikalleri mitokondriyal gegirgenlik gecisini baslatabilir. Bu
durumda mitokondriyal enerji olusumu ve hiicresel ATP’nin normale dénmesi

engellenir ve hiicre 6liir.

Hipoksik parankimal, endotelyal hiicreler tarafindan adezyon molekiillerinin
ekspresyonunun artis1 ve sitokinlerin {iiretilmesi sonucu olarak iskemik
hasarlanma enflamasyon ile birliktedir. Bu ajanlar dolasimdaki
polimorfoniikleer 16kositleri reperfiize olan dokuya ¢eker; ortaya ¢ikan

enflamasyon ek olarak hasarlanmaya neden olur.

Kompleman yolagi aktivasyonunun iskemi-reperfiizyon hasarlanmasina
katkis1 olabilecegi yoniinde bilgiler mevcuttur. Kompleman sistemi konak
savunmasina katilir ve immiin hasarlanmada 6nemli bir mekanizmadir. Bazi

IgM antikorlari, bilinmeyen nedenlerden dolayi, iskemik dokuda birikme
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egimindedir ve kan akimi yeniden bagladiginda kompleman proteinleri
antikorlara baglanir, aktive hale gelerek hiicre hasarlanmasi ve enflamasyona

yol agarlar (24).

2.5. Serbest Radikaller

Hiicreler, molekiiler oksijeni suya indirgeyerek enerji iretirler. Bu islem sirasinda,
mitokondriyal solunumun kac¢inilmaz bir yan iirlinii olarak, cok az miktarda kismen
indirgenmis reaktif oksijen tlirevleri iiretilir. Bu tiirevlerin bazilari; lipitlere, proteinlere ve
niikleik asitlere zarar verebilen serbest radikallerdir. Bunlara serbest oksijen radikalleri (SOR)
denir. Hiicrelerde, bu iiriinlerin neden oldugu hasarlanmalardan koruyucu savunma sistemleri
vardir. Serbest radikal iireten ve serbest radikal yakalayan sistemler arasi dengesizlik
sonucunda, pek c¢ok patolojik durumda hiicre hasarlanmasi ile birlikte olan oksidatif stres
olusur. Serbest radikallerin neden olduklar1 yikim, kimyasal ve radyasyona bagli hasarlanma,
iskemi-reperfiizyon hasari, hiicresel yaslanma ve fagositlerin mikroplar1 dldiirmeleri gibi

degisik stireglere katilir.

Serbest Radikaller Uretilme Uzaklastirma Patolojik Etkiler
Mekanizmasi Mekanizmasi

Superoksit Mitokondriyal oksidatif | Superoksit dismutaz ile Lipit peroksidasyonu,
fosforilasyon sirasinda H>0 ve Oz ‘ye proteinler ve DNA’ya
oksijenin doniistiirtilir. direk etkir.
tamamlanmamis
indirgenmesi ile iiretilir.

Hidrojen Peroksit Superoksit dismutazin Katalaz ve glutatyon Hiicreleri ve mikroplari
aktivasyonu sonucu peroksidaz ile H2O ve Oz | yok eden hidroksil ve
¢ogunlukla superoksitten | ‘ye doniistiiriiliir. hipokloride doniiserek
iretilir. etkir.
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Hidroksil Radikali Cesitli reaksiyonlar Glutatyon peroksidaz ile | Lipitler, proteinler ve
sonucu Oy, H>O; ve H>O¢ye donistiiriiliir. DNA’y1 hasarlandirir.
H>O’dan {iretilir.

Peroksinitrit NO sentaz araciligiyla Mitokondri ve sitozolde | Lipitler, proteinler ve
02 ve NO enzimlerle nitrite DNA’y1 direk
etkilesiminden iretilir. doniistiirtilir. hasarlandirir.

Tablo 1: Hiicre Hasarlanmasindaki Serbest Radikaller (25)

Serbest radikaller, dis yoriingesinde eslesmemis tek bir elektron bulunan kimyasal
molekiillerdir. Kararli olmayan bu konfigurasyonun yarattig1 enerji; 6zellikle membranlarda
ve niikleik asitlerdeki kritik yapilar1 olusturan inorganik ve organik kimyasal maddeler
-proteinler, lipitler, karbonhidratlar- gibi komsu molekiiller ile gerceklesen reaksiyonlar
yoluyla aciga cikarilir. Ek olarak, serbest radikaller, reaksiyona girdikleri molekiillerin
kendilerinin de hasarlanma zincirini siirdliren serbest radikallere doniistiikleri otokatalitik

reaksiyonlar1 baslatirlar.

Serbest radikaller plazma ve organel membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamig baglari ile reaksiyona girerek peroksidasyona neden olur. Lipit peroksidasyonu,
serbest radikalin ¢oklu doymamis yag asidinden hidrojen atomunu uzaklastirmasiyla baslar.
Olusan lipit radikali oksijenle reaksiyona girerek lipit peroksit radikalini olusturur. Lipit
peroksit, membrandaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girip yeni lipit radikali
olusumunu saglar. A¢iga ¢ikan hidrojen atomunu alarak lipit hidroperoksit’e doniisiir. Lipit
peroksitler de malondialdehit (MDA), 4-hidroksi nonenal gibi yikim iiriinlerine dontisiir

(26, 27).

Serbest radikaller bazi aminoasitlerle reaksiyona girerek enzimleri etkisizlestirip,

fonksiyon goérmeyen proteinlerin olusmasina neden olur. Enzim veya reseptor fonksiyonuna
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sahip membran proteinlerinin 6zellikle serbest radikallerin modifikasyonuna duyarh
olmalar1 nedeniyle; protein oksidasyonu ile hiicrelerin dnemli membran ve hiicresel

fonksiyonlar1 bozulmaktadir (28, 29).

Aktive notrofillerden kaynaklanan H>O> membranlardan gecerek hiicre ¢ekirdegine

ulagip DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve dliimiine yol agabilir (27).

Hiicreler, serbest radikalleri ortadan kaldirmak ve hasarlanma etkilerini minimalize

etmek i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir.

Stiperoksit radikali (O2-), oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu; biiylik bir kism1 mitokondrideki ETZ zincirindeki elektron kacagindan ve krebs
dongiisiinden meydana gelir. Serbest radikal olarak direkt zarar vermeyen O;-’nin dnemi
hidrojen peroksit (H202) kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi

olmasidir (30).

Oz, spontan olarak ya da SOD enzimi tarafindan radikal olmayan reaktif oksijen

bilesiklerinden H>0O2’ye doniisiir (31, 32).

O2-+2H % H202+ 02

Artmis O2- Fet2 ve Cu*? gibi gec¢is metallerini azaltir. HoO2’nin gec¢is metallerinin
varliginda indirgenmesiyle veya O»- ile tepkimeye girmesi sonucu olusan gii¢lii hidroksil

radikali (OH-); niikleik asit, lipit ve proteinler ile rastgele tepkimeye girer (33, 34).

H,O,+Fet2  ——> OH+OH-+Fe*3 (Fenton reaksiyonu)

Radikaller bazen diger radikallerle etkileserek stabil molekiiller meydana getirirken,
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radikal olmayan bilesiklerle yeni radikaller olusturabilirler. Yeni radikaller, daha toksik

olabilir veya bagka toksik radikal reaksiyonunu baslatabilirler (23, 25, 33, 35, 36).

2.6. Antioksidanlar

Hiicreler, serbest radikalleri ortadan kaldirmak ve hasarlanmay1 en aza indirmek igin
cok sayida cesitli antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir. Antioksidanlar, serbest
radikal olusumunu engelleyerek veya serbest radikalleri inaktive ederek radikal
hasarlanmasini1 sonlandirir ve hiicreyi oksidatif stresin neden oldugu zararl faaliyetlere karsi
korur. Antioksidan mekanizmalar; ilk savunma hatt1 olarak serbest radikallerin ve bunlarin
tiirevlerinin biyolojik maddeler ile hasar vermesinin Onlenmesi, radikal oksidasyon
reaksiyona ara vermeyi i¢eren onarimin baslamasi, serbest radikal reaksiyon {irlinlerinin ve

bunlarin tiirevlerinin yapisal hasarlarinin onarilmasi ve ortadan kaldirilmasidir (37).

Antioksidan sistemler endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilir. Endojen sistemler de
enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlardan olusur. Ekzojen antioksidanlar; vitamin E,
vitamin C, bazi mineraller (Cu, Zn, Mn, Se), karotenoidler, ve polifenollerdir. Endojen
enzimatik sistemler gibi antioksidan sistemler ise siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GSH) gibi c¢esitli enzimler igerir. Bu antioksidanlarin varligi
patolojik kosullar altinda oksidatif strese karsi savunmak i¢in 6nemlidir (38). Bu enzimatik

antioksidanlar birinci savunma hattinda yer alir.

SOD sitoplazmada, mitokondride ve ekstraselliiler sivida bulunur. Superoksit anyonu
(O2°)’nin H202’ye dismutasyon hizini artiran antioksidan enzimdir. O~ SOD yardimiyla H>O»
ve Oz‘ye doniisiir (37).
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O2-+2H SOD ; H202+ 02

Cogunlugu peroksizomlarda bulunan CAT, H20:’yi su ve oksijen’e doniistiirerek

OH- olusumunu o6nler.

H202 % H20 + 02

Glutatyon peroksidaz (GSH) bir enzim grubu olup; asil gorevi hiicreyi oksidatif

stesten korumaktir. GSH hiicre sitozolunde bulunur ve H202 ‘yi H20’ya, lipit
hidroperoksitleri alkol ve H20’ya déniistiiriir. GSH; H2O:’yi suya, lipit hidroperoksitleri alkol

ve suya doniistiiriir (39, 40).

H,02 +2GSH — GS-SG + H,0

LOOH +2GSH — > LOH + GS-SG + H20

Okside GSH, NADPH varliginda GSH-R tarafindan tekrar GSH’a indirgenir (23).

GS-SG + NADPH + H——> 2GSH + NADP+*

Reaktif oksijen radikallerine kars1 ikinci savunma hatti non-enzimatik antioksidanlar
ile karakterize molekiiller (metal baglayan proteinler, transferrin, ferritin, albumin,
laktoferrin, seruloplazmin, CoQ10, {irik asit, melatonin ve bilirubin) radikalleri ve oksidanlari

hizla etkisiz hale getirme yetenegine sahiptir.

2.7. Hidrojenden Zengin Salin Soliisyonu

Hidrojen en hafif ve en bol kimyasal elementtir. Ohsawa ve ark. (33) hidrojenin
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antioksidan tedavi olarak kullanilabilecegini yaymlamasinin ardindan; pek cok caligmada
hidrojenin oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz, lipit metabolizmasi ve sinyal yolaklari
iizerine yararlt etkileri oldugu gosterilmistir (41, 42). Hidrojen hayvan deneylerinde
giivenilir, efektif antioksidan olarak bulunmus olup minimal yan etkiye sahiptir. Hidrojen
biyomembranlara penetre olabilir. Sitozol, mitokondri, hiicrelerin i¢ine girebilir ve olusan
serbest radikalleri engelleyerek hiicre ve dokular1 korur. Apopitozisi ve enflamatuar hasari
azalttig1 bildiren yayinlar vardir. Ayrica hayvan modellerinde kronik stress modellerinde
ogrenme defisitlerini engelledigi, Alzheimer modellerinde hafizayr artirdigi, bilissel
bozukluklar1 azalttig1 gosterilmistir. Hidrojen gazinin inhalasyonu klinik olarak yapilmasi
uygun degildir ve yiliksek tutusma riski nedeniyle tehlikeli bile olabilir. Bu nedenle;
hidrojenle zenginlestirilmis salin solusyonu (HZSS) kullanimi g¢alismalarda giivenli ve

yonetimi kolaydir (43).

Bu calismada HZSS’nun ratlarda penil turnike uygulanan penil doku iizerine
koruyucu etkilerini aragtirmak istedik. Hidrojen bu koruyucu etkilerini gegici iskemik beyin
atagi, akut akciger hasari, spinal kord hasari, kardiyak hasar, intestinal iskemi-reperfiizyon
hasar1 ve testis torsiyonu gibi pek cok deneysel calismalarda gosterilmistir. Hatta bu etkileri
yaninda tip II diabette lipid ve glukoz metabolizmasini diizenledigi, bagirsak
transplantasyonunda greft yaralanmasini engelledigini, akut pankreatitte koruyucu oldugu

belirtilmistir (44, 45, 46, 47).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1.Deney Hayvanlari

G.U.ET-17.016 kod numarasi ile Gazi Universitesi (GU) Deney Hayvanlar1 Etik
Kurul onay1 alindiktan sonra c¢alismamizda denek olarak Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuari’ndan temin edilen agirliklar1 220-250 gr arasinda degisen 36

adet saglikli erkek Wistar Albino rat kullanildi.

3.2. Deneysel Calisma Yontemi

Denekler randomize olarak altisarli 6 gruba ayrildilar. Ratlar deneyden bir gece dnce
ac birakildi. Tim deneyler, 50 mg/kg i.m. ketamine hydrochloride (Ketalar, Eczacibasi,
Turkiye) ve 10 mg/kg i.m. xylasine hydrochloride (Alfazyne %2, Ege Vet, Turkiye) anestezisi

altinda gergeklestirildi. Oncelikle penil blge ve skrotum povidone iyot ile sterilize edildi.

HZSS, Hz gazinin, serum fizyolojik i¢inde yiiksek basing altinda (4 bar) 6 saat i¢cinde

¢oziilmesi prensibi ile hazirlandi. Hazirlanan solusyon gama radyasyon ile sterilize edildi ve

+ 4° C' de aliiminyum posetlerde saklandi (48).

Gruplar, asagidaki sekilde olusturuldu:

Grup S: Sham (S) grubunda higbir islem yapilmadi.
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Grup PT!0: Penis ventral yliziine 0.4 cm uzunluk ve 0.2 cm genislikte Mathieu tipi
penil flep hazirlandiktan sonra 5 mm caph plastik band ile penis kokiine 10 dakika penil

turnike (Pt) yapildi ve turnike acildi (PT19).

Grup PT30: Penis ventral yiiziine 0.4 cm uzunluk ve 0.2 cm genislikte Mathieu tipi
penil flep hazirlandiktan sonra 5 mm capli plastik band ile penis kokiine 30 dakika Pt yapildi

ve turnike ag¢ild1 (PT30).

Grup HZSS!0: Penis ventral yiiziine 0.4 cm uzunluk ve 0.2 cm genislikte Mathieu tipi
penil flep hazirlandiktan sonra 5 mm capl plastik band ile penis kokiine 10 dakika Pt yapildi
ve turnike acildi. Pt agilmadan hemen 6nce Hidrojenden zengin salin soliisyonu (HZSS) Sml/

kg dozunda intraperitoneal (IP) olarak enjekte edildi (HZSS!9).

Grup HZSS30: Penis ventral yliziine 0.4 cm uzunluk ve 0.2 cm genislikte Mathieu tipi
penil flep hazirlandiktan sonra 5 mm capli plastik band ile 30 dakika penis kokiine Pt yapildi
ve turnike agildi. Pt agilmadan hemen 6nce HZSS 5ml/kg dozunda IP olarak enjekte edildi

(HZSS3).

Grup HZSSB: Turnike yapilmadan 1 saat énce HZSS 5ml/kg dozunda IP olarak
enjekte edildi. Daha sonra penis ventral yiiziine 0.4 cm uzunluk ve 0.2 cm genislikte Mathieu
tipi penil flep hazirlandiktan sonra penis kokiine 5 mm ¢aph plastik band ile 10 dakika Pt

yapild1 ve turnike ag¢ildi (HZSSB).

Tiim ratlar deneylerden 4 saat sonra sakrifiye edildi. Hazirlanmis olan flepler eksize
edilerek biyokimyasal ve histopatolojik caligsmalar i¢in iki parcaya boliindii. Numuneler
biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C’de saklandi. Patoloji spesmenleri formol

icerisinde saklandi.
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3.3. Biyokimyasal inceleme

Mathieu tipi penil flep Orneklerinde lipid peroksidasyon {iriinii malondialdehid
(MDA), ve antioksidan koruyucu glutatyon (GSH) diizeyi c¢alisildi. Ayrica doku,
miyeloperoksidaz (MPO), tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve Interleukin 6 (IL-6) diizeyleri

ELISA yéntemi ile tesbit edildi.

Kullanilan Geregler ve Cihazlar: pH metre (Jenway-3510 phmeter), hassas terazi
(Shimadzu Ax200), manyetik karigtirici, otomatik pipetler ve cam pipetler, sogutmali
santrifilij, sicak su banyosu (Benmari), vorteks (fisher scientific vortex mixer), ependorf
santrifijii (eppendorf minispinplus), homojenizator(heidolph diax 900), spektrofotometre

(Shimadzu, UV-1601 UV visible spectrophotometer).

Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler: Dipotasyum fosfat (K:HPOj4),
monopotasyum fosfat (KH2PO4), EDTA, hexadesil trimetil amonyum bromid (HETAB),
bovine serum albiimin (BSA), sodyum hidroksit (NaOH), bakir siilfat (CuSOs), sodyum
potasyum tartarat (Na-K tartarat), folin ciocalteu’s fenol (folin ¢ekolte); miyeloperoksidaz

aktivitesinin ve dokudaki protein miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan kimyasallardir.

3.3.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku Homojenizasyon Asamast
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Numuneler hassas terazide teker teker tartilip dokularin agirliklar: not edildi. Tartilan
doku ornekleri, homojenizasyon asamasinda kullanilan kimyasallarin farkli olmasindan
dolay1, 1/5 doku MPO i¢in; 4/5 doku TNF- a, IL-6, Glutatyon ve MDA i¢in oranlarina
uyacak sekilde ayrildi. Homojenizasyon sonrasinda ependorf tiiplerine konulan siipernatanlar
calismanin yapilacagi gline kadar -80 derecede muhafaza edildi. Calisma giinli ependorf

tiipleri +4 dereceye ¢ikarilip ¢oziinmesi saglandi.

Mathieu tipi flep

Resim 3: Turnike Sonras1 Mathieu Tip Flep Yapilmis Penil Doku

3.3.2. Dokuda Yapilan Analizler

Doku; Glutatyon, TNF-a, IL-6, MDA (Shanghai YL Biotech Co, Ltd) ve MPO
(Wuhan USCN Business Co., Ltd)  seviyeleri ELISA kitlerle 6lgiildii. Kit standartlarin
konsantrasyonlar1 ve buna karsilik gelen absorbans degerleri ile lineer regresyon esitligine
gore standart egrileri ¢izildi. Grafikten numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen

konsantrasyon degerleri bulundu ve hesaplandi.
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Dokulardaki Protein Miktarinin Tayini (Lowry Metodu ile)

Dokulardaki protein miktarinin tayini Lowry yontemi ile belirlenmistir (41).

Lowry metodunun prensibi: Proteinlerin alkali ortamda Cut*2 ile kompleks
olusturarak, folin c¢ekolte fenol (folin-ciocalteau phenol) reaktifini (fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini) indirgemesi sonucu mavi-mor renkte iiriin olusturmasi esasina

dayanmaktadir. Protein konsantrasyonu; olusan rengin koyulugu ile dogru orantilidir.

Lowry protein tayini i¢in standart olarak 0-0.8 mg/mL konsantrasyonlarinda bovine
serum albumin hazirlanmis ve bu standartlara ait absorbans degerleri dlgiilerek standart egrisi

(absorbans-konstantrasyon egrisi) ¢izilmistir.

0.9
0.8 /‘
0.7
0.6

0.5
0.3

0.2 /
0.1 0/
0 1 T 1 T T 1

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Absorbans

Tablo 2: Lowry Metodu ile Protein Tayini i¢in Standartlardan Elde Edilen Egri
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3.4. Histopatolojik inceleme

Parafin bloklar 5 mikron kesitler sonrasi; varsa enflamasyon, 6dem, ekstravazasyon,
vaskiiler konjesyon agisindan degerlendirildi.

Penisten Mathieu tip penil flep ile hazirlanip aliman dokular, %10’luk tamponlu
formalin soliisyonu i¢inde fiksasyona birakildi. Rutin doku takip islemini takiben hazirlanan
parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler hazirland1 ve hematoksilen-eozin (H&E) ile
boyandi. H&E ile boyali kesitler, penil doku I/R hasar1 agisindan 151k mikroskobik olarak

incelendi ve doku hasar1 agagida belirtildigi gibi siniflandirildi:

Grade 0: Normal (enflamasyon yok)

Grade 1: Hafif derece enflamasyon (minimal konjesyon ve 6dem)

Grade 2: Orta derece enflamasyon (orta diizeyde konjesyon ve epitelde belirgin 6dem)

Grade 3: Agir derece enflamasyon (ileri diizeyde 6dem, konjesyon ve iilser) (49).

3.4.1 Apopitozis Indeksi

Mathieu tipi penil flep dokular1 poly L lysine’li lamlara kesitler alinarak TUNEL
metodu ile boyama yapildi (50). TUNEL boyamasinda Millipore ApopTag deteksiyon kiti
kullanildi. Kesitler deparafinize edildi. PBS ile 5 dakika yikandi. Proteinaz K damlatilip 15
dakika oda sicakliginda bekletildi. PBS ile 5 dakika yikandi. Equalibration Buffer damlatilip
10 saniye bekletildi. Yikama yapilmadan lamlar iizerindeki fazla sivi kurulandi. Working
Strengh Tdt enzimi damlatilip 37 °C etiivde 1 saat bekletildi. Kesitler Stop Wash Buffer

icerisine alinip 10 saniye elle ¢alkalandi, 10 dakika bekletildi. PBS ile 5 dakika yikandi. Anti-
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Digoxigenin Conjugat damlatilip 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. PBS ile 5 dakika
yikandi. DAB substrat damlatilip oda sicakliginda 3-6 dakika bekletildi. Ug kez distile su ile
yikandi. Methyl Green damlatilip 10 dakika bekletildi. Distile suda iyice yikandi. Alkole
girmeden kurutuldu. Ksilende 1-2 dakika bekletildi. Entellan ile kapatildi. Apopitozis indeksi
40’lik biiylik biliylitme alani kullanilarak degerlendirildi. 1000 hiicre sayildi, 1000 hiicre
icermeyenlerde hiicre katlar1 alindi. Apopitozis indeksi; apopitotik hiicre sayist olarak

belirlendi.

3.5. istatiksel inceleme Yontemi

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS for Windows 22.0 programi kullanildi.

Biyokimyasal karsilastirmalarda One Way Anova testi kullanildi. Histopatolojik

incelemelerde gruplar arasi farklar1 hesaplamada Pearson Chi-Square testi kullanildi. p degeri

0,05’ten kiigiik (p<0,05) sonuglar anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’inde gerceklestirilen ¢calismaya toplam 36 adet erkek rat dahil edildi ve tiim denekler
calismay1 tamamladi. Calisma kapsaminda gruplar iizerinde penis ventral flep dokularinda
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), miyeloperoksidaz (MPO), interleukin 6 (IL-6) ve

tiimor nekrosis faktor-o (TNF-a) degerleri 6l¢iildii.

MDA GSH MPO IL-6 TNF-a
Sham 0,51+0,14 1370,51+ 751,47 7,94+ 3,07* 79,45+ 5,1 440,76 + 268,46
prio  1,67£044* 62525+240,98 7,63+ 1,24%  140,19+98,26 701,39+ 132,41*
PT  1,74+029% 54586+24631 8,77+ 1,13 364,01+ 388,47*  552,6+375,92
Hzsse  037+022 77395+ 161,41 3,12+ 1,17 97,98+ 17,97 426,76+ 2878
HZSS®  039+0,18 76724+319,41 3,73+1,91  78,68+1,72 461,93 +262,13
HZSSE  0,57+036 883,59+471,57 3,46+134  86,56+20,92 502,89+ 247,93

P degeri 0,001 0,028* 0,001 0,035 0,030

Tablo 3: MPO(ng/mg protein), MDA(nmol/mg protein), IL-6 (pg/mg protein), TNF-a (pg/
mg protein) ve GSH(ng/mg protein) Degerlerinin Gruplara Goére Dagilimi ve Standart
Sapmalari
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4.1. Penil Dokudaki Biyokimyasal Analizler

MDA degeri PT'® grubunda 1,67+0,44 ile en yiiksek, HRSS' grubunda 0,37 + 0,22
ile en diislik olarak gézlemlenmistir (Tablo 3). Sham grubu ile HZSS (hidrojenden zengin
salin solusyonu) gruplar1 arasinda MDA degerleri agisindan istatistiksel anlamli fark
bulunmamuistir (p degerleri sirasiyla 0.369, 0.443 ve 0.668). PT'° grubu ile PT*° grubu kendi
aralarinda fark tespit edilmemisken (p>0.05) bu iki grup ile diger tiim gruplar arasinda

anlamli farkli bulunmustur (p=0.001). MDA degerleri HRSS', HZSS*® ve HZSSB

gruplarinda PT'® ve PT?° gruplarina gore anlamli diisiik bulunmustur (p=0.001).

GSH degeri Sham grubunda 1370,51+751,47 ile en yiiksek, PT30 grubunda
545,86+246,31 ile en diisiik olarak gézlemlenmistir (Tablo 3). GSH degerleri agisindan Sham
grubu ile diger gruplar arasinda istatiksel anlamli fark bulunmustur(p<0.05). Diger gruplarin
kendi aralarinda degerlendirmelerinde istatiksel anlamli fark bulunmazken (p>0.05). GSH
degerlerinin; penil turnike yapilip sonra HZSS tedavisi verilen gruplarda sadece turnike

yapilan gruplara gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

MPO degeri PT?° grubunda 8,77+1,13 ile en yiiksek, HRSS'°grubunda 3,12+1,17 ile
en diisikk olarak gozlemlenmistir (Tablo 3). Sham grubu ile HRSS'®, HZSS*° ve HZSSB

gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark mevcuttur (p degerleri sirasiyla 0.001,

0.003 ve 0.002). PT' ve PT30 gruplar1 ile HRSS'*°, HZSS*® ve HZSSB gruplar1 arasinda

istatiksel olarak fark bulunmustur (p degerleri sirasiyla 0.002, 0.006 ve 0.003). Fakat MPO

degerleri igin PT' ve PT*° gruplarinin kendi arasinda yine HRSS'®, HZSS*® ve HZSSB
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gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda herhangi bir istatiksel fark

bulunmamaktadir (p>0.05).

IL-6 degeri PT?*° grubunda 364,01+388,47 ile en yiiksek, HZSS30 grubunda 79,45+5,1
ile en diisiik olarak gozlemlenmistir (Tablo 3). IL-6 degerleri PT*° grubunda diger gruplardan

istatiksel olarak yiiksek olarak bulunmus olup (p degerleri sirasiyla 0.005, 0.009, 0.006, 0.025
ve 0.005); diger gruplarin kendi iclerindeki karsilastirmalar: istatiksel agidan anlamsizdir
(p>0.005). IL-6 degerlerinin penil turnike yapilip HZSS tedavisi verilen gruplarda sadece

turnike yapilan gruplara gore istatiksel olmasa da daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

TNF-o degeri PT grubunda 701,39+132,41 ile en yiikksek, HRSS! grubunda
426,76+£287,8 ile en diisiik olarak gozlemlenmistir (Tablo 3). TNF-a degerlendirmesinde
yapilan istatiksel incelemelerde sadece PT' grubu ile Sham ve HRSS!© gruplar1 arasinda

anlaml fark bulunmustur (p=0.049 ve 0.039). Diger gruplar aras1 yapilan degerlendirmelerde

p degeri anlamsiz (p>0.005) olarak hesaplanmustir.

4.2. Histopatolojik Degerlendirme ve Apopitotik Analiz

Ratlardan alinan ventral penil flep spesmenlerde hemotoksilen eozin boyama

yapilarak enflamasyon siniflandirmasina gore doku hasari1 derecesi ve TUNEL boyama

yapilarak apopitozis indeksi bakild.

Enflamasyon smiflamasina gére Sham grubunda hiicre hasar1 goriilmedi.
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PT'© grubunda iki spesmende grade 1 hasar goriiliirken dérdiinde grade 2 enflamatuar
hasar goriildii. PT3® grubunda ise bes spesmende grade 2 hasar mevcutken bir spesmende
grade 3 hasar tespit edildi. HRSS'® grubunda yapilan siniflamada ii¢ spesmen grade 1, diger
¢t de grade 2 olarak degerlendirildi. HZSS*® grubunun degerlendirmeleri dort adet grade 1

hasar, iki adet grade 2 hasar seklindedir. Altinci ve son grubumuz olan HZSSB de ise bir adet

grade 2 hasar goriiliirken diger spesmenler grade 1 hasar olarak degerlendirilmistir.

Degerlendirilmeye alinan biitiin ratlarda ApopTaq kitiyle yapilan TUNEL methoduyla
boyamada apopitozise gitmis hiicreye rastlanmadi. Bu nedenle apoptozis indeksi alt1 grupta

da 0 (sifir) olarak kabul edildi.

Grup Grade 0 Grade 1 Grade 2 Grade 3 Apoptozis
Indeksi
Sham 6 - - - 0
PT® - 2 4 - 0
PT2° - - 5 1 0
HRSS!™ - 3 3 - 0
HZSS* - 4 2 - 0
HZSSB - 5 1 - 0

Tablo 4. Gruplarda Kaya M. ve ark. Calismasina (49) Gére Doku Hasar1 Derecelendirmesi ve
Apopitozis Indeksi

Bu smiflamaya gore iskemi yapilmayan Sham grubunda histopatolojik olarak
enflamasyon tespit edilmemis olup diger tiim gruplara gore istatistiksel anlamli fark

mevcuttur (p<0.05). PT'® ve PT*° gruplarinda enflamasyon en yiiksek tespit edilmis olup diger
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gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmustur (p degerleri sirasiyla
0.036, 0.009, 0.001 ve 0.001). Penil turnike (Pt) sonrasi ve oncesi HZSS tedavisi verilen
gruplarda enflamasyon derecesi sadece Pt yapilan gruplara gore daha diisiik derecelere yer
degistirmistir. Pt dncesi HZSS tedavisi verilen HZSS30 grubunda hasarlanma derecesi daha az

olmakla beraber, diger HZSS gruplariyla arasinda istatiksel anlamli farklilik bulunmamistir

(p>0.05).

Resim 4: Sham grubunda grade 0 hasar penil doku goriiniimii (H&E boyasi, 20°lik

biiylitme)
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Resim 5: HZSSB grubunda grade 1 hasar penil doku goriiniimii (H&E boyasi, 20’lik

biiylitme)

Resim 6: PT30 grubunda grade 2 hasar penil doku goriiniimii (H&E boyasi, 20’lik biiyiitme)
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S.TARTISMA

Hipospadias ya da penisi ilgilendiren siinnet, penil kordi, epispadias gibi hastaliklarin
cerrahisi sirasinda penil turnike (Pt) uygulamasi, kansiz bir ortam saglamak i¢in esastir. Bu
amagla genellikle lateks kateter, Penrose dren, kauguk band ya da standart bir lastik tiip
kullanilir ve penisin tabanina yerlestirilir (51). Redman, 1986 yilinda ilk defa Pt kullanimini
gerceklestirdikten sonra, en gilivenli Pt uygulama zamanini ve onarimin bagar1 orani iizerine
etkisini degerlendirmek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir (52). Ameliyat sirasinda onerilen Pt
uygulama siiresi tibbi literatiirde 9 ile 50 dakika arasindaki sinirlarda degismektedir (52, 53).
Cerrahlarin bazilar1 operasyon boyunca, digerleri 10 dakikada bir aralikli Pt uygulamistir.
Kimi yazarlar sadece diseksiyon sirasinda Pt uygularken bazilari ise aralikli Pt ve penil deriye
epinefrin enjeksiyonu yapmislardir. Her ne kadar Pt uygulamasi karpus kavernezumdaki
kasilma mekanizmasini degistirmese de, 20 dakikadan daha uzun siireler 6nerilmemistir (54).
Hatta Redman hipospadias cerrahisinde glans insizyonuna baslamadan yapilan Pt ve glans
suture edildikten sonra agilan turnikenin 50 dakikaya kadar giivenli oldugunu bildirmistir.
Pathak ise meatotomi, siinnet, meatoplasti gibi hafif penil cerrahide 9-14 dakika arasi Pt
kullanmis ve % 4.17 penil 6dem gelistigini rapor etmistir. Bunun beraber, iki evreli
hipospadias cerrahisinde, penil turnike uygulamasina bagli greft hasar1 da bildirilmistir (55).
Ustteki makaleler 1s181nda, bu calismada hipospadias cerrahisi temel alinarak, rat penisinde
Mathieu flep benzeri cerrahi model olusturulup 10 ve 30 dakikalik Pt uygulamasi ile farkli

stirelerin penil dokuya olan etkisinin incelenmesi planlandi.

Pt uygulamas1 ve sonrasinda kan akiminin restorasyonu, penil deri ve eger flep ile

onarim yapiliyorsa bu dokularda iskemi-reperfiizyon hasarina neden olur. Pt sonrasi iskemi
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reperfiizyon (I/R) hasarina bagli malondialdehit (MDA), miyeloperoksidaz (MPO),
interleukin 6 (IL-6) ve tiimor nekrosis faktor-o (TNF-a) gibi oksidan ve enflamasyon
parametrelerinin arttig1, doku iyilesmesinin bozuldugu ve bakteriyel adezyon molekiillerinin
arttigi gosterilmistir (2, 49, 56, 57) (tablo 1). Ek olarak, Pt sonras1 vaskiiler endotelial growth
faktor (VEGF) seviyelerinin azalarak yara iyilesmesine angiogenez iizerinden koti etkileri
oldugu da bildirilmistir (49). Yukarida anlatilan ¢alismalar Pt’nin iskemi/reperfuzyon (I/R)
hasart yaptigin1 kanitlamaya ya da doku {izerine koti etkilerini gostermeye ¢aligan ve Pt
uygulamasinin siiresi iizerine odaklanmis ¢aligmalardir. Pt’ye bagli hasar1 ya da uzamis Pt
siiresinin etkilerini azaltacak tedaviler {izerine deneysel c¢alisma simdiye kadar
planlanmamistir. Bu amacla bu deneysel caligmada, antioksidan, antienflamatuar ve anti-
apoptotik 0Ozelliklerinden faydalanmak {tizere 10 ve 30 dakika Pt altinda Mathieu flep
olusturulan si¢anlarda ilk kez HZSS kullanilarak, bu flepler iizerindeki olasi koruyucu

etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

Iskemi sonrasi reperfiizyondan kisa bir siire sonra ¢ok miktarda serbest oksijen
radikali (SOR) salmir. SOR’lar oksidatif stresi tetikleyerek endotel disfonksiyonuna ve
notrofil infiltrasyonuna neden olur (42, 58, 59). I/R hasar1 mekanizmas1 SOR saldirisi,
kapiller dolagim yetmezligi ve nétrofille iliskili doku hasar1 ve vendz endotelyal hiicre
hasarmin toplami olarak tanimlanabilir (33). SOR’lar, doku beslenmesindeki eksiklik ve
oksijen yoksunlugu nedeniyle ortaya ¢ikar. Doku reperfiizyonundan sonra, SOR’lar sistemik
dolasima girer ve yikict etkiler meydana gelir (43). Hidroksil radikali (OH-), SOR’larin en
giicliisiidiir ve memelilerde, onu nétralize edecek endojen detoksifikasyon sistemlerinden
yoksundur. Bu nedenle, OH-'nin nétralize edecek tedavi segenekleri, oksidatif hasarin

tyilestirilmesi i¢in kritik olabilir. Molekiiler hidrojen biyomembranlara kolayca tutunup
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sitozol, mitokondri (major SOR iiretim yeri) ve hiicrenin diger organellerinin i¢ine girebilir
ve olusan OH-"yi H>O’ya doniistiirerek hiicre ve doku hasarini engeller (60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67). Bu calisma Pt’nin daha onceki deneysel ¢aligsmalar1 destekler tarzda I/R hasari
sonrast MDA, MPO, TNF-a, IL-6 gibi oksidan ve enflamatuar parametreleri penil doku
diizeyinde artirict etkileri oldugu gosterilmistir (49, 56). Pt sonrasi antioksidan glutatyon

(GSH) degerlerinin diistiigii de ilk kez bu ¢alismayla gdsterilmistir.

HZSS’nin intraabdominal adezyonlar1 antioksidan ve antienflamutauar etkisi ile
azaltig1 intraperitoneal (IP) HZSS uygulanan modellerde uygulanmayanlara gére MDA,
MPO VE TNF-a ve IL-6 seviyelerini diisiirdiigli ve histopatolojik olarak adezyon olusumunu
azalttig tespit edilmistir (62). Benzer sekilde invaginasyonla olusturulan intestinal iskemi ve
mezenter iskemisi ile olusturulan iki farkli intestinal I/R modelinde intestinal doku
enflamatuar ve oksidan maddelerin seviyeleri HZSS tedavisi ile azalmis, histopalojik olarak
hasarlanma daha diislik derecelere donilismiis ve apopitoz azalmistir (60, 63). Yine HRSS
tedavisi ile enflamatuar barsak hastaligi modelinde kolon dokusu MDA, MPO, IL-6 ve TNF-
o diizeylerini azalirken, antioksidan GSH diizeyi artmistir. Ovarian iskemi ve testikiiler
torsiyon modellerinde bu oksidan parametreler HZSS tedavisi ile azalmis GSH ve siiperoksit
dismutaz gibi antioksidan parametreler artmis ve bu iyilesme histopatolojik olarak da
gosterilmistir (61, 66). Bizim calismamizda ise hipospadias modelinde Pt sonrasi 4. saatte
alman doku MDA diizeyleri HZSS verilen tedavi gruplarinda HZSS verilmeyen Pt gruplarina
gore daha disiik ¢ikmistir (p=0.001). Bunun aksine, GSH diizeyleri ise en diisiik olarak
sirastyla PT30 ve PT!0 ile Pt gruplarinda bulunmustur. HZSS tedavisi ile istatiksel olarak
anlamli olmasa da GSH seviyeleri tedavi gruplarinda yiikselmistir (p=0.28). Bu sonuglar,

olusturulan deneysel modelde, HZSS nin antioksidan etkilerini destekler niteliktedir. Ayrica,
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MPO, IL-6 ve TNF-a gibi enflamatuar parametreler HZSS tedavisi alan 3 grupta, almayan
gruplara gore daha diisiik cikmistir. PT30 grubunda bu parametreler en yiiksek degere (TNF-a
hari¢) ulasmisti. MPO i¢in tim HZSS gruplar ile PT gruplar1 arasinda, IL-6 i¢in PT30 ile

diger gruplar arasinda ve TNF-a i¢in PT' grubu ile HRSS' gruplart arasi anlamli fark

bulunmustur (p<0.05) (tablo 3). Bu sonuglar ile, uzamis iskeminin doku tlizerinde enflamatuar
siireci artirdigi, HZSS uygulamasmin ise bu siireci baskilayabildigi gosterilmistir. Bu

bulgular 1s181nda penil cerrahide daha kisa siireli Pt uygulamasi tercih edilmesi 6nerilir.

Pt sonrasi histopatolojik incelemelerde, hasarlanma ancak 24 saat ve ozellikle 30
dakika gibi uzun turnike uygulamalarindan sonra gosterilebilmistir (49). Kajbafzadaheh ve
arkadaglar1 ise degisik Pt uygulama siirelerinde, yapisal degisikliklerin elektron mikroskopik
olarak en erken 60 dakikada, 151k mikroskopisi de ile 48 saatte gosterilebilecegini
kanitlamiglardir (68). Bu ¢aligmada ise, Pt uygulamasinin histopatolojik etkisi, 4. saatte
gosterilebilmis ve HZSS nin biyokimyasal olarak tespit edilen antienflamatuar ve antioksidan
etkilerinin yanisira, histopatolojik olarak da hasarlanmay1 azalttigi gozlenmistir (tablo 4).
Ratlarda hazirladigimiz Mathieu benzeri flep ¢alismasina benzer tek ¢alismada ratlarda deri
flepinde olusturulan iskemi modelinde, reperfiizyondan 6nce verilen intraperitoneal HZSS ile
doku MDA seviyeleri azalmis, flep canliligt ve perfiizyonu artmig olarak tespit edilmistir
(67). HZSS ve hipospadias-penil doku ile ilgili benzer ¢alisma olmadig1 i¢in bu ¢aligmanin
sonuglar1 ile HZZS nin penil doku {izerinde de antioksidan ve antienflamatuar etkileri oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada gruplarda apopitozis tespit edilememesi ¢alismanin 4 saat gibi
kisa siirede bitirilmesine baglanabilir. Bu konudaki tek arastirma olan Kajbafzadaheh ve
arkadaslarinin caligmasinda Pt’den giinler sonra yapilan orneklerde apopitoz gosterilmistir

(68). Ayrica bu calismada koruyucu olarak Pt oncesi HZSS verme ile Pt sonrast HZSS
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vermenin sonug olarak fark etmedigi goriilmiistii. Bu HZSS’ nin hizla ve kolaylikla sitozol,
mitokondri ve diger organellerin i¢ine hizlica gecerek koruyucu etkisini gostermesiyle ilgili

olabilir.

Insanlar kanser, stres ve radyasyona bagli yaralanmalardan korunmak i¢in HZSS’yi
giinliik yasamda da tliketmektedir (7, 69). Saitoh ve arkadaglari sican modelinde hidrojenin
mutajenik, genotoksik ve subkronik oral toksik etkileri oldugunu belirtmistir. Disi siganlarda
bazofil oraninda degisiklikler ve erkek si¢anlarda ise aspartat aminotransferaz ve alanin
aminotransferaz degerlerinde azalma tespit etti. Ancak, bu degisiklikler biyolojik olarak
anlamli kabul edilmedi. Ayrica, karaciger ve diger organlarin hem otopside hem de
histopatolojik incelemelerinde 6nemli bir degisiklik bulunmadi. Her iki cinsiyette, siganda ve
insanda giinde 20 ml/kg hidrojen alimina kadar higbir olumsuz etki ve toksik degisiklik
gosterilmemistir. HZSS bu ¢alismada 5 ml/kg dozunda verildi ve bu nedenle yan etkiler i¢in

ek izleme yapilmadi (8).

HZSS hazirlanmasi basit, kullanimi1 kolay, ucuz, ayrica viicut tarafindan hizli bir
sekilde emilen ve hiicrelere hizli bir sekilde yayilan bir solusyondur. H», gaz halinde
solunabilir, hidrojen bakimindan zengin su olarak oral alimi veya HZSS olarak enjekte
edilmesi veya diger hidrojen bakimindan zengin solusyonlarla enjekte edilebilir ¢ozeltilerle
uygulanabilir. Bununla birlikte, gaz formu olduk¢a yanici oldugundan patlamaya neden
olabileceginden, tibbi kullanim i¢in giivenli degildir. Oral alim giivenli ve uygundur, ancak
mide ve bagirsakta kayb1 nedeniyle H> konsantrasyonu ayarlamak genellikle zordur. Enjekte
edilebilir form, daha dogru konsantrasyonda uygulamaya izin verir. Enjeksiyon i¢in

hazirlanan tim ¢ozeltiler, gama radyasyonu ile sterilize edilebilir ve bir hafta boyunca 4 °
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C'de aliiminyum posetlerde depolanabilir. Bu, acil durumlarda oldugu gibi gerektiginde

kullanim i¢in uygun hale getirilir (1, 9, 10).

36



6.SONUC

Antienflamatuar, antioksidan ve antiapopitotik olarak insanlarda da kullanilan
hidrojenden zengin salin soliisyonu penil flep ile hazirlanan hipospadias modelinde yapilan
penil turnike uygulamasinda; flep dokusunda oksidatif stresini, enflamasyonu azaltarak ve
histopatolojik olarak enflamasyon derecelerini diisiirerek koruyucu etkisini gostermistir. Bu
nedenle ucuz, kullanimi kolay, hazirlanmasi basit olan hidrojenden zengin salin soliisyonu
penisi ilgilendiren basit ya da komplike ameliyatlarda bu koruyucu etkisinden faydalanmak

i¢in kullanilabilir.
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8.0ZET

Bu calismada deneysel Mathieu tipi penil flep yapilarak penil turnike uygulanan
ratlarda hidrojenden zengin salin soliisyonunun (HZSS) penil doku iizerine koruyucu

etkilerinin arastirilmasini amagladik.

Calismamizda 36 adet erkek Winstar-albino rat rastgele secilerek altisarli alti gruba
ayrildi. Sham(S) grubuna hicbir islem yapilmadi. Diger bes grupta Mathieu tip penil flep
yapilarak penil turnike(Pt) yapildi. PT10 ve PT30 gruplarinda sirastyla 10 ve 30 dakika Pt
yapildi. HZSS!0 ve HZSS30 gruplarinda ise 10 ve 30 dakikalik Pt agilmadan &nce
intraperitoneal HZSS 5ml/kg verilirken HZSSB grubunda Pt’den 1 saat 6nce HZSS verilerek
30 dakikalik Pt flep uygulmasi yapildi. Tiim ratlar 4 saat sonra sakrafiye edilerek penil doku
ornekleri alindi. Biyokimyasal olarak GSH, MPO, MDA, IL-6 ve TNF-a degerleri dl¢iildii.
Histopatolojik olarak olarak  doku hasar1 ve apoptotik indeks bakildi. Sonuglar One-way
Anova ve Pearson's ki kare testlerle degerlendirildi. Biyokimyasal olarak MDA, MPO ve
IL-6 degerlerinde HZSS verilen gruplar lehine istatiksel anlamli azalma mevcutken (p<0.05),
GSH degerlerinde ise PT gruplarinin tersine HZSS gruplarinda artma tespit edilirken
istatiksel olarak anlamsizdir (p>0.05). TNF-a degerlerinde HZSS gruplarinda daha diistik

degerler varken sadece PT'® grubu ile HRSS' arasi anlamli fark mevcuttur. Patolojik olarak

incelenen dokularda HZSS tedavisi verilen gruplarda sadece Pt yapilan gruplara gore

enflamasyon anlamli olarak azalmistir (p<0.05). Apoptozis ise higbir grupta saptanmamustir.

Sonug olarak hidrojenden zengin salin soliisyonu penil flep ile hazirlanan hipospadias

modelinde yapilan penil turnike uygulamasinda penil doku oksidatif stresi, enflamasyonu
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azaltarak ve histopatolojik olarak enflamasyon derecelerini diisiirerek koruyucu etkisini

gOstermistir.

Anahtar Kelimeler: Penil doku, Hidrojenden zengin salin solusyonu, turnike, iskemi-

reperfuzyon hasari
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9.SUMMARY

In this study, we aimed to investigate the protective effects of hydrogen-rich saline
solution (HZSS) on penile tissue in rats who underwent an experimental Mathieu type penile

flap with penile tourniquet.

In this study, 36 male Winstar-albino rats were randomly selected and divided into six
groups. No operations were performed on the sham (S) group. In the other five groups, penile
tourniquet (Pt) was performed with Mathieu type penile flap. PT10 and PT30 groups were
performed Pt for 10 and 30 minutes, respectively. In the HZSS10 and HZSS30 groups,
intraperitoneal HZSS 5ml/kg was given before opening the 10 and 30 minutes of Pt. All rats
were sacrificed after 4 hours and penile tissue samples were taken. Biochemically, GSH,
MPO, MDA, IL-6 and TNF-a values were measured. Tissue damage and apoptotic index
were examined histopathologically. Results were evaluated by one-way ANOVA and
Pearson's chi-square tests. Biochemically, MDA, MPO and IL-6 values were significantly
decreased in favor of HZSS groups (p <0.05), while GSH values were increased in HZSS
groups in contrast to PT groups (p> 0.05). While TNF-a values were lower in HZSS groups,

there was only significant difference between PT'® group and HRSS'. Inflammation was

significantly decreased in treated groups compared to the PT groups (p <0.05). Apoptosis was

not detected in any group.

As a result, hydrogen rich saline solution showed protective effect on penile
tourniquet application after hypospadias model prepared by penile flap, reducing oxidative

stress, inflammation and decreasing inflammation histopathologically.
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10.EKLER

Bu tez kapsaminda ek bulunmamaktadir.
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	Aktive nötrofillerden kaynaklanan H2O2 membranlardan geçerek hücre çekirdeğine ulaşıp DNA hasarına, hücre disfonksiyonuna ve ölümüne yol açabilir (27).

