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ARASTIRMA

Kimyasal Kastrasyonda Yiiksek Osmolariteli Soliisyonlarin
Testis Uzerine Etkilerinin Histopatolik Olarak Incelenmesi *

Bu calismada, ylksek osmolariteli solusyonlarin intratestikiler uygulanarak yapilan kimyasal
kastrasyonun testis Uzerine histopatolojik etkilerinin incelenmesi amaglanmaktadir. Elli alt Wistar
erkek rat 7 gruba ayrildi (n =8): Grup 1: Kontrol; Grup 2: intratestikiiler %0.9 serum fizyolojik (Sf);
Grup 3: Intratestikiiler %0.9 serum fizyolojik ile %10 kalsiyum kloriir (CaCl,); Grup 4: Intratestikdiler
%20 mannitol (Man); Grup 5: intratestikiiler %20 mannitol ile %10 CaCl,; Grup 6: Intratestikiiler
%20 dekstroz (Deks); Grup 7: Intratestikiller %20 dekstroz ile %10 CaCl, enjeksiyon grubu olarak
ayrildi. Altmis gin sonra histopatolojik degisiklikler ve hiicre apoptozu yéniinden degerlendirildi.
Kimyasal kastrasyon igin kullanilan yiksek osmolariteli, Deks ve Man gruplari histolojik ve
apopotoktik hiicre skorlar ile karsilastiriidiginda Sf ve kontrol gruplarina gére daha etkili oldugu
gorulurken, CaCl, ile kombine olarak uygulanan gruplar (% 0.9 Sf+ %10 CaCl,, % 20 Mna + %10
CaCl,, %20 Deks+ %10 CaCly) enjeksiyonu tim deneme gruplan ile karsilastirdiginda
histopatolojik daha etkili oldugu gorulmustir.

Anahtar Kelimeler: Kimyasal kastrasyon, mannitol, dekstroz, histopatoloji

Histopathological Examination of the Effects of High Osmolarity Solutions on the
Testes in Chemical Castration

The present study aims to investigate the histopathological effects of chemical castration
performed by intratesticular administration of high-osmolarity solutions on the testes. The study
included 56 male Wistar rats, divided into seven groups of eight animals each. Group 1: Control;
Group 2: Intratesticular 0.9% saline solution (Sf); Group 3: Intratesticular 0.9% saline solution with
10% calcium chloride (CaCl,); Group 4: Intratesticular 20% mannitol (Man); Group 5: Intratesticular
20% mannitol with 10% CaCl,; Group 6: Intratesticular 20% dextrose (Dex); Group 7: Intratesticular
20% dextrose with 10% CacCl, injection group. Following a period of sixty days, histopathological
changes and cell apoptosis were evaluated. When compared to the Sf and control groups, the
high-osmolarity, Deks, and Man groups used for chemical castration were found to be more
effective in terms of histological and apoptotic cell scores. Groups subjected to treatment with
CaCl, combinations (0.9% Sf + 10% CaCl,, 20% Mna + 10% CaCl,, 20% Dex + 10% CaCl,)
exhibited superior histopathological efficacy in comparison to all other experimental groups.

Key Words: Chemical castration, mannitol, dextrose, histopathology

Girig

Kastrasyon, eski ¢aglardan beri uygulanan, Gremenin sonlandiriimasi igin testis
dokularinin bir kisminin veya tamaminin uzaklastiriimasidir. Kisirlagtirmanin tarihi tam
olarak bilinmese de hayvanlarin evcillestirimesi ile yapilmaya baslandidi
varsayllmaktadir (1, 4). Kisirlastirmak igin cerrahi kastrasyon gibi pek ¢ok ydntem
bulunmaktadir. Ancak, cerrahi kastrasyonda maliyet, postoperatif bakim zorlugu ve
cesitli komplikasyonlarin meydana gelmesi gibi dezavantajlar bulunmaktadir (5-7).
Cerrahi kastrasyon uygulamalarinda olusan komplikasyonlarin yaklasik %5’lik kismini
yara enfeksiyonlar olusturmakta, antibiyotik kullanimi maliyeti ve tekrar eden
uygulamalara bagh olarak hayvanlarin sirekli irrite olmalari hayvan refahi agisindan
sorun olmaktadir (8).

Kisirlagtirmada Luteinizan Hormon (LH), Folikil Uyarici Hormon (FSH) ve
Gonadotropin Salgilatici Hormon (GnRH) gibi hormonlarini bloke eden ajanlarin
kullaniimasi testosteron seviyesinin ve sperm Uretiminin azalmasina neden olsa da, etki
suresinin sinirh olmasi ve ddlleyebilme yeteneginin geri kazanilabilme olasiliinin
olmasi, uygulamanin tekrar edilmesi ve tekrar edilen uygulamalarin yan etkilerinin
olabilmesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (4, 9-12).

Kimyasal kastrasyon, kimyasal ajanlarin direkt olarak testis ve epididimise veya
deri alti olarak uygulanmasiyla yapilmaktadir (13). Kimyasal kastrasyon konusunda
maymun, esek, buzagi, boga, kog, teke, hamster, kobay, domuz, tavsan, rat ve fare,
kopek ve kedi ile hem ciftik hem de pet hayvanlarn Uzerinde pek ¢ok arastirma
yaplimistir (14-18). Bu amagcla kullanilan en yaygin kimyasal sollsyonlar arasinda

* Bu galisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) tarafindan VF.21.05 numarali
destek programi tarafindan desteklenmisgtir.
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kalsiyum klorir, laktik asit, sodyum klorir, klorheksidin,
formalin, c¢inko tannat, ¢inko glukonat, gliserol, glikoz,
etanol ve gumus nitrat yer almaktadir (16).

Bu kapsamda, koépekler ve ratlarda %20’lik NaCl
uygulanarak yapilan bir gcalismada klinik ve histopatolojik
yénden degerlendirmeler yaplimig, olumlu
sonuclaralindidi gorilmus ve cerrahi kisirlastirmaya
tercih edilebilecegi belirtiimistir (5, 16). Bir diger
arastirmada ise ratlara intratestikiler mannitol ve
hipertonik sodyum kloruir uygulamasi sonucunda yapilan
kisirlagtirmada etkin oldugu bildirilmistir (17). Yine, ergin
albino ratlar Uzerinde yuritilen bir galismada bilateral
intratestikiler kalsiyum Kloriir uygulamasindan ug¢ hafta
sonra, kastrasyon uygulanan hayvanlar disilerle
ciftlestiriimis ve dogurganhdin tamamen ortadan kalktigi
gorilmustir  (18). Mevcut arastirmada kimyasal
kastrasyonda yiksek osmolariteli solusyonlarin tekli ve
kombin olarak uygulandiginda testis dokulari Gzerindeki
histopatolojik etkinliginin belirlemesi amaclanmigtir.

Gerecg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Bu calisma, Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul'unun
23/12/2020 tarih ve 2020/15 sayili etik kurul izni
alinmisgtir.

Hayvan Deneyi: Hayvan modeli denemesinde
orneklem buyukligi G*Power (versiyon 3.1.9.4) paket
programi yardimiyla etki blyikligi 0.6, tip 1 hata 0.05
ve %85 glcte, 7 grup ve her grupta 8 hayvan olacak
sekilde (n=8), toplam 56 hayvan (N=56) olarak
hesaplanmisgtir (19, 20). Hayvanlar rastgele secilmis
8’erli 7 gruba ayrildi. Bu gruplar; Grup 1: kontrol, Grup 2:
intratestikiiler %0.9 Sf, Grup 3: intratestikiiler %0.9 Sf ile
%10 CaClz; Grup 4: intratestikiler %20 Man; Grup 5:
intratestikiler %20 Man ile %10 CaCl,;; Grup 6:
intratestikiiler %20 Deks; Grup 7: Intratestikiiler %20
Deks ile%10 CaClz enjeksiyon grubu olarak ayrildi.

Histopatolojik inceleme: Calismanin 60. giiniinde
hayvanlar dekapitasyon islemi ile 6tenazi edilip testis
dokulari alindi. Testisler %10’luk tamponlu formaldehit
solisyonu ile tespit edildi. Testisler dorso-ventral
pozisyonda trimlenerek, rutin doku takip ve parafin
bloklama iglemlerinden sonra rotary mikrotom (Leica
RM2125 Wetzlar, Almanya) ile 3-5 mikron kalinhdinda
kesitler alindi. Kesitler, Leica Autostainer XL (Wetzlar,
Almanya) otomatik  doku boyama  cihazinda
hematoksilen-eozin (21) ve Masson Trikrom (M-TR)
(BES-LAB) boyama yontemleri ile boyandi ve 1sik
mikroskobunda (Olympus BX43, Tokyo, Japonya)
incelendi. Her testis kesitinde yaklagik 200 tlbullste
dejenerasyon ve nekroz Ozellikleri gdsteren tubulislerin
sayilari tespit edildi (22). Gruplar arasi farklar istatistiksel
olarak kargilastiriidi.

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
Mediated Dutp Nick End Labeling (TUNEL) Boyama
Yontemi: Pozitif sarjli lamlara alinan doku kesitleri bir
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gece 65 °C'de etiivde bekletildi. Daha sonra ksilolde
deparafinize edilip, azalan alkol serilerinden gecirilerek
dehidre edildi. PBS’te beser dakika 2 degisimli yikama
islemi uygulandi. Bu asamadan sonra kullanima hazir
olan apoptozis kitinde (TUNEL Assay Kit-HRP-DAB,
ABCAM) bulunan kimyasallar uretici firmanin 6nerdigi
prosedire goére kullanildi. Apoptotik hucreler boyanma
ozelliklerine gore semi-kantitatif olarak degerlendirildi.
Her bir testisin histolojik kesitinden on farkli mikroskop
alanindaki apoptotik hiicrelerin sayilari tespit edildikten
sonra istatistiksel olarak gruplar kargilastiriidi. Buna gére
skorlama; negatif (-), az (+), orta (++) ve siddetli (+++)
seklinde yapildi. Skorlar: %0-5 arasi (-), %6-25 arasi
(+), %26-50 arasi (++), %>51 (+++) olarak
degerlendirildi (22).

istatistiksel Analizler: Arastirma kapsaminda elde
edilen tim verilerin istatistiksel degerlendirmesi 1BM
SPSS Version 22.0 (IBM Corp. Armonk, NY, U.S.A)
analiz programi kullanilarak gerceklestirildi. Parametrik
veriler icin Kruskal-Wallis test, gruplar arasi ikili
karsilagtirmalar icin ise post-hoc Dunn testi kullanildi.
Onemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Tablolar
hazirlanirken veriler Ortalama + Standart Sapma olarak
verildi.

Bulgular

Klinik Bulgular: Kimyasal kastrasyon uygulanan
hayvanlarda, uygulamay! takiben klinik olarak testislerde
2-3 gun surede hafif sislik oldugu gorilirken, bu strenin
ardindan testilerdeki sisliklerin ortadan kayboldugu
gOruldu.

Histopatolojik Bulgular: Kontrol grubunun testis
dokularinin normal histolojik gérinimde oldudu tespit
edildi (Sekil 1A). Tekli gruplarda (Sf, Deks, Man)
seminifer tubdlluslerde fibrozis, dejenerasyon ve nekroz
intersitisyel alanda lenfohistiositik yangisal
reaksiyonlarin oldugu tespit edildi ($ekil 1B-C). Kombine
uygulanan gruplarda (Sf+CaCl2, Deks+CaClz ve
Man+CacClz), kullanilan ajanlarin testis tubdlllerinde ve
sertoli hiicrelerinde tam nekroza neden oldugu (Sekil
1D), karyolizis ve asin eozinofilik sitoplazmali tibulUsler
ve bazi tubdlUslerde nekrozu cevreleyen
kalsifikasyonlarin varligi gériildi. interstisyel alanda
yaygin siddettli kapsiler fibrozis ile birlikte damarlarda
nekroz ve hyalinizasyona rastlandi. Histopatolojik
bulgularin istatistiksel degerlendirmesinde, kimyasallarin
kombine seklinde uygulandigi gruplarin (Sf+CaClz,
Deks+CaCl. ve Man+CaClz) benzer histopatolojik skor
seviyeleri gosterdigi ve kombin gruplar arasinda anlamli
bir fark olmadigi tespit edildi (p>0.05). Tekil gruplar
kombine gruplarla karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli bir fark oldugu tespit edildi (Tablo 1, p<0.05).

Tunel Boyama Bulgulan: Tum deneme
gruplarinda TUNEL pozitif hicreler gorildu (Sekil 1E).
Ancak TUNEL pozitif hicrelerin en fazla kombine
seklinde uygulama yapilan gruplarda oldugu dikkati ¢cekti
(Sekil 1F, Tablo 1, p<0.05).
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Sekil 1. A: Kontrol grubu, normal histolojik gériinimdeki tubulusler, (ok) H-E. B: Deks grubu, seminifer tubuluslerde fibrozis (ok) ve

F.U. Sag. Bil. Vet. Derg.

nekroz (ok basi), H-E. C: Man grubu, seminifer tlbdulislerde fibrozis (ok baslari) ve nekroz (oklar), M-TR. D: Sf+CacCl, grubu, total
tibuler nekroz (ok) ve interstisyel yangisal reaksiyon (ok basi), H-E. E: Man grubundaki apoptotik hiicreler, TUNEL. F: Man+CaCl,

grubunda nekrotik kitle icerinde apoptotik hiicreler, TUNEL.

Tablo 1. Histopatolojik bulgular ile apoptotik hicre
histoskorlari

Histopatolojik Apoptotik
bulgular hiicre histoskor

Gruplar Ort. £+ S.S. Ort. £S.S.
Kontrol 1.00+0.00° 0.14+0.025¢
SF 10.50+2.77¢ 0.21+0.036¢
Deks 34,50+4.32° 0.38+0.033°
MAN 28.37+5.53° 0.44+0.026°
SF + CaCl, 200.00+0.00% 2.00+0.00%
Deks + CaCl, 200.00+0.00% 2.00+0.00%
MAN + CacCl, 200.00+0.00% 2.00+0.00%

ac:  Ayni situnda farkh (st simgeleri tasiyan degerler
istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Tartisma

Hayvanlarinin uysallastiriimasi, besicilikte verimin
arttirlmasi, dél verimi dusukligi gdsteren hayvanlarin
damizlik olarak kullaniimamasi, bulasici Urogenital
sistem hastaliklarinin yayilmamasi, testislerin derin ve
komplike yaralarinda, timoral olgularda ve cesitli genital
organ hastaliklarinda, kastrasyon uygulamasi
kaginiimazdir (23).

Kuduz, leptospirozis, chagas hastaligi, ekinokok,
leishmaniasis gibi zoonoz hastaliklarin insanlara
tasinmasina vektorlik eden sokak hayvanlarinin
poptulasyonunun hizla artmasi 6nemli halk saghgi
sorunlari yaratmaktadir (7, 9, 13). Bu sebeplerin
yaninda, populasyon kontroli igin de kastrasyon
uygulamalari oldukga 6nemlidir.

Bugune kadar, kimyasal kastrasyon icin birgok
ajan denenmistir. Ancak kastrasyon yénteminin hayvan
refahi goOzetilerek yapilmasi ve en az aci ve
komplikasyona sebep olan yontemin tespit edilmesi de
oldukga onemlidir. Ornegin, kopeklere, intratestikiiler
gliserol ve etanolin uygulandigi bir arastirmada
uygulamanin besinci gininde hayvanlarda halsizlik,
istahsizlik, sanci ve testislerde sislik ve hiperemi
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olustugu belirtiimektedir. Etanol uygulanan grupta iki
hayvanda ayrica fistlil ve yaralar olustugu gorilmustir
(24). Bir diger arastirmada, kopeklere intratestikiler
hipertonik tuzlu su ¢dzeltisi uygulanmig, uygulamadan
sonra testislerde iki gin suren bir sertlik ve sisme
oldugu gozlemlenmistir (16). Kopeklere intratestikiler
formol uygulamasindan sonra bazi hayvanlarda
palpasyonda asin duyarlihk ve agn oldugu, bazi
hayvanlarda agriya bagl ytriime zorlugu, histopatolojik
incelemelede ise testislerde yangisal reaksiyonlarin
yani sira, dejeneratif degisiklikler ve testis paransiminde
fokal nekroz odaklarinin oldugu belirtiimistir (23).
Kdépeklere yapilan diger bir intratestikiler kimyasal
kastrasyon calismasinda, ¢inko glukonat
uygulamasindan sonra testislerde 1-2 gin boyunca
sislik gorilmus, histolojik incelemesinde spermatogenik
dokularda dejenerasyon, fibrozis, inflamasyon, hemoraji
ve multinukleer spermatidlerin varligi gézlenmistir (25).

Ratlara intratestikiler mannitol uygulamasindan
sonra testislerde herhangi bir fistll, agrn ve yangi
belirtisi olmadigi halde, testislerde belli stre sonra
kaybolan hafif sislik, mannitol enjeksiyonunu takiben
tubller deplesyon, atrofi, vakuolizasyon, ¢ok c¢ekirdekli
dev hiicre olusumu ve testis konjesyonu gortlmustir
an.

Eseklere intratestikiiler kimyasal kastrasyon
¢alismasinda, CaClz uygulamasindan sonra testislerde
sismeyle birlikte orsitis gorilmus ve ancak 2 hafta sonra
klinik olarak iyilesmenin gerceklestigi gorilmustir (26).
Eseklerde yapilan dider bir calismada ise hayvanlarin
testislerinde sislik olustuktan bes gliin sonra gorilen
sigliklerin azalmaya basladi§i gozlenmistir. Ayrica
hayvanlarda huzursuzluk ve agresif davraniglar
gOrulmis, bazi hayvanlarda ise testiste Ulserasyon ve
fistll olustugu, histopatolojik incelemesinde, ¢ok sayida
nétrofil ile az sayida mononikleer hicrelerden
reaksiyon, bag doku artigi, seminifer tibdller icinde iki
veya U¢ spermatogenik hicre katmanina ulasan
spermatogenezde bir azalma ve tubulin hiyalinizasyonu
ile sonuglanan skatriks ve farkli derecelerde tiibiler
¢cokme ile karakterize atrofik seminifer tubuller
gOrulmustir (27).
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Sigirlara intratestikiler  kimyasal kastrasyon
konusunda yapilan bir galismada, CaClz
uygulamasindan sonra testislerde sertlik, histopatolojik
olarak ise siddetli diffuz tlbuler nekroz ve degisen
derecelerde monontkleer hicre infiltrasyonu oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, intertiibiler 6dem, fibroz ve
kanamalarin oldugu ve nekrotik hilcrelerin bazilarinda
deskuamasyon ve kalsifikasyon oldugu gortimustir
(28). Kegilere intratestikiler kimyasal kisirlagtirma
yapilan bir ¢alismada, intratestikuler CaClz uygulamasi
sonrasinda testislerde hafif sislik oldugu goérilmis
olmasina ragmen bu sigligin kademeli olarak azaldigi
belirtiimistir (6).

Mevcut arastirmamizda ratlarda yuksek
osmolariteli Deks ve Man uygulanan gruplarin histolojik
olarak degerlendiriimesinde ise seminifer tlbllUslerde
fibrozis, dejenerasyon, nekroz, lenfohistiositik
intersitisyel yangisal reaksiyonlar, CaCl: ile kombine
olarak uygulandigi  gruplarda testis dokusunun
tamamen nekroze oldugu, saglam tibulisin kalmadigi
ve interstisyel yangisal reaksiyonlarin oldugu goérilda.
TubdlUslerin sadece sinirlari mevcut olup karyolizis ve
asir eozinofilik sitoplazmali tibdllsler gorilda. Yaygin

kapsuler fibrozis ve baz tlbllislerde nekrozu
cevreleyen  kalsifikasyonlar  gorildi.  Interstisyel
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damarlarda nekroz ve hyalinizasyona rastlandi. Tam
gruplarda TUNEL immunoreaktivitesi  gorulurken,
apoptotik hlcre sayilarinin  kimyasallarin  kombine
olarak uygulandigi  gruplarda immnoreaktivitenin
yayginliginin en fazla oldugu gorildi. Kimyasal
kastrasyon icin kullanilan yuksek osmolariteli Deks ve
Man gruplar histolojik ve apopotoktik hicre skorlari ile
karsilastiriidiginda Sf ve kontrol gruplarina goére daha
etkili oldugu gorulirken, CaClz ile kombine olarak
uygulandigi gruplar ise tim gruplar ile karsilastirdiginda
daha etkili oldugu bulunmustur.
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inceleme sonucu gorllmustir. Sonu¢ olarak; bu
calismada kolaylikla temin edilebilen ve disik maliyetli
yuksek osmolariteli (Deks ve Man) soltsyonlarin CaClz
ile kombine olarak kullanildiginda ideal bir kimyasal
kisirlagtirma yapilabilecedi ortaya konulmustur.
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