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1. OZET

Ratlarda Testikiiler Torsiyon/Detorsiyon Hasarina Kars1 Allopurinol ve
Trolox’un Koruyucu Etkinliginin Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Ugur SEKER

Damsmani: Prof. Dr. Yusuf NERGIZ

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji
1.1. TURKCE OZET

Amag¢: Bu caligmada, ratlarda testis torsiyon/detorsiyon modeli uygulayip
iskemi/reperfiizyon ile testiste sekillenen testis hasarina karsi allopurinol ve trolox’un
koruyucu etkinliginin arastirilmasi hedeflendi.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 28 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlar 4 esit gruba ayrildi. 1) Kontrol grubu, 2) Torsiyon/Detorsiyon grubu. Bu
gruptaki hayvanlara 5 saat siireyle sol testis torsiyonu 2 saat siireyle reperfiizyon
uygulandi. 3) Torsiyon/Detorsiyon+Allopurinol grubu. Bu gruptaki hayvanlara grup
2’de uygulanan cerrahi iglemler gergeklestirildi ve allopurinol enjeksiyonu yapildi. 4)
Torsiyon/Detorsiyon+Trolox grubu. Bu gruptaki hayvanlara 2. gruptaki hayvanlara
uygulanan islemler gergeklestirilip trolox enjeksiyonu yapildi. Sakrifiye sonrasi
kanda MDA diizeyine bakildi. Testis dokularinda ise histopatolojik degerlendirme,
Johnsen skorlamasi, Procaspase-3, Cleaved Caspase-3, PCNA immunohistokimya ve
Apoptotik indeks (Al) icin TUNEL-Assay uygulandi.

Bulgular: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda T/D grubunda MDA diizeyinin,
cleaved caspase-3 ekspresyonu’nun, Al’in arttigi, PCNA eskpresyonu ve Johnsen
skorlamanin diisiis gosterdigi, procaspase-3 ekspresyonu’nun ise benzer oldugu tespit
edildi. T/D+A grubunda histopatolojik hasarin kismen ortadan kalktigi goriildii.
MDA diizeyinin, cleaved caspase-3 ve PCNA ekspresyonunun, Al’in ve Johnsen
skoru’'nun Kontrol ve T/D gruplart arasinda bir deger aldigi, procaspase-3
ekspresyonu’nun ise kontrol grubuna benzer oldugu tespit edildi. T/D+T grubunda
ise histopatolojik harabiyetin bliyiik oranda ortadan kalkti§i, MDA diizeyinin,
procaspase-3, cleaved caspase-3, PCNA ekspresyonunun, Al ve Johnsen skorunun
kontrol grubuyla benzer oldugu tespit edildi.

Sonug: Trolox’un T/D’un neden oldugu testis hasarini azalttig1 kanaatine varildi.

Anahtar Sozciikler: Sican, Testis, Torsiyon/Detorsiyon, Apoptoz, Kaspaz-3



Investigation of the Protective Effects of Allopurinol and Trolox Against
Testicular Torsion/Detorsion Damage in Rats

Student’s Surname and Name: SEKER, Ugur

Adviser of Thesis: Prof. Dr. Yusuf NERGIZ

Department: Histology and Embryology

1.2. ABSTRACT

Aim: In this study, we aimed to investigate the protective effects of allopurinol and
trolox on the testicular damage in a testicular torsion/detorsion model in rats.
Materials and Methods: 28 Male Sprague — Dawley rats used in this experiment
were separated into 4 equal groups. 1) Control group. 2) Torsion/Detorsion (T/D)
group. In this group, rats were exposed to left testicular torsion for 5 hours and
reperfusion for 2 hours. 3) Torsion/Detorsion + Allopurinol (T/D+A) group. This
group had the same surgical procedures in the second group and i.p. allopurinol (200
mg/kg) was administered. 4) Torsion/Detorsion + Trolox (T/D+T) group. This group
had the same procedures in the second group and i.p. Trolox (50 mg/kg) was
administered. After the surgical procedures, the rats were sacrificed and blood
samples were obtained to measure malondialdehyde (MDA) levels. The testicles
were taken to make histopathologic examinations, Johnsen score, to assess
procaspase-3, cleaved caspase-3 expressions. PCNA immunohistochemistry and
TUNEL-Assay were executed to evaluate the apoptotic index (Al).

Results: In the T/D group, MDA levels, cleaved caspase-3 expressions, and Al were
higher while PCNA expressions and Johnsen scores were lower and procaspase-3
expressions were similar compared to the control group. In the T/D+A group, the
histopathologic damage was partially disappeared. The MDA levels, cleaved
caspase-3, and PCNA expressions, Al and Johnsen scores were between the values
of the control and T/D group while the procaspase-3 expressions were similar to
those of the control group. The histopathologic damage was almost reversed in the
T/D+T group and the MDA levels, procaspase-3, cleaved caspase-3, PCNA
expressions, Al and Johnsen scores were found similar to the control group.
Conclusion: Trolox was found efficient in reducing testicular T/D damage.

Keywords: Rat, Testis, Torsion/Detorsion, Apoptosis, Caspase-3



2.  GIRIS ve AMAC

Spermatik kord’un kendi etrafinda dénmesi sonucu testis’te iskemi sekillenmesine
testis torsiyon’u denilmektedir. Iskemi sekillenen testis’in normal haline
getirilmesine ve kanin reperfiizyonuna ise detorsiyon denilmektedir. Testis torsiyonu,
erkek genital sistemi acisindan acil miidahale edilmesi gereken bir durumdur.
Testikiiler torsiyon’un yirmibes yasin altindaki erkeklerde goriilme siklig
1/4000°dir. Bu vakalarin yarist detorsiyon uygulanmasina ragmen daha sonraki
donemlerde testis atrofisi ve testis fonksiyon bozukluklari ile yiizlesmektedir. Hatta
kalict sterilite (kisirlik) gozlenebilmektedir (1). Testis torsiyonu kasik bolgesinde
agri, bulanti, bas donmesi gibi bulgularla kendisini gostermektedir. Cogunlukla
idiopatik olup %20 oraninda travmaya bagli olarak sekillenebilmektedir. Testis’in
torsiyonuna bagli olarak olusan iskemi toksik metabolitlerin testis dokusunda
birikmesine neden olur. Detorsiyon gergeklestirildiginde ise testikiiler reperfiizyonla
beraber reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirevleri’nin (RNS)
olusumunda artis gézlenmektedir (2,3). Yani detorsiyon zamaninda sekillendirilse ve
testisten toksik metabolitler uzaklastirilsa dahi reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerine
bagli olarak testikiiler hasar varligin1 siirdiirmektedir. Testis torsiyonu her yasta
goriilebilmektedir. Vakalarin biiyiik cogunlugu 10 ve 20 yaslar1 arasindadir ve
goriilme oraninin en yliksek oldugu yas 14’tiir . Testis torsiyonu’nun en sik
goriildiigl ikinci yas grubu yeni doganlardir. Otuz yasin iistiinde Testis torsiyon’u
oran1 azalmaktadir ancak yetiskin ve ileri yaslarda detorsiyonla etkilenen testisin
kurtarilma sansi ¢ocukluk donemine kiyasla daha azdir (4). Bunun sebebinin ise
teshis koyma konusundaki gecikme ile alakali olabilecegi diisiiniilmektedir (5).
Testis torsiyonunda tedavi plani skrotum’un acilen agilmasi ve torsiyon sekillenen
yumurtaligin detorsiye edilmesidir. Testis torsiyonu tedavisinde basari agrinin ne
kadar siiredir var oldugu ve teshisin ne kadar erken konuldugu ile orantilidir. Testis
torsiyonu sekillenip bulgular olusmaya basladiktan 6-12 saat igerisinde cerrahi
miidahalenin yapilmasi testis’in canli tutulabilmesi i¢in Onemlidir. Uzun siiren
torsiyonlarda testisin’in alinmasi gerekebilmektedir. Detorsiyon sonrasi testise
perfiize olan ROS ve RNS’ler hiicre ve mitokondrial membran biitiinliigiinii ortadan
kaldirabilmekte, protein ve DNA’y1 yikabilmektedir. Bu kimyasal bilesenler testis’in
spermatogenezis yapamayacak duruma gelmesine hatta erkek infertilitesine neden



olacak ciddi hasarlar1 olusturma potansiyeline sahiptir. ROS ve RNS bilesenlerinin
ortamdaki varligiyla beraber hiicre DNA hasar1 sekillenmekte ve hiicrelerde apoptoz
(programlanmis hiicre 6liimii) olugsmaktadir. Bu sebeple detorsiyon sonrasi serbest
radikalleri ortadan kaldirmak ve testis fonksiyon bozukluklarini énlemek amaciyla
cesitli antioksidanlar pre-klinik yonden denenmektedir (6). Allopurinol ve trolox son
donemlerde c¢ok yogun calisilan hiicredeki serbest radikalleri ortadan kaldirma
kapasitesine sahip antioksidanlardir (7,8). Yaptigimiz literatiir taramasinda
antioksidanlar ile testis torsiyon/detorsiyonuna bagli olusan iskemi/reperflizyon
hasarina karsi kabul goren bir ilagla tedavi metodunun heniiz gelistirilemedigini
tespit ettik. Ayrica trolox ve allopurinol’un testikiiler iskemi/reperfiizyon hasarina
kars1 koruyucu etkinligine yonelik ¢alismalarin kisitli oldugunu gézlemledik.

Bu sebeple ¢alismamizda ratlarda testis torsiyon/detorsiyon modeli uygulayip
iskemi/reperfiizyon ile testiste sekillenen serbest radikallerin sebep oldugu testis
hasarina karsi allopurinol ve trolox’un koruyucu etkinliginin arastirilmasi

hedeflenmistir.



3.  GENEL BILGILER

3.1.  Testis

Erkek lireme sisteminin bir pargasi olan testisler viicut kavitesinin disinda yer alan ve
skrotum kesesi igerisinde yer alan bir ¢ift organ yapisidir. Ergenlikle beraber
spermatogenez’in basladig1 testisler erkek iireme 6zelligi kazanir. Ureme hiicreleri
yetigkin testislerde biiyiik bir alan kaplar ve testikiiler hacim sperm iiretimi ve sperm
konsantrasyonuyla dogrudan iliskilidir. Testikiiler hacim erken g¢ocukluk
doneminden pubertaya kadar iki katina c¢ikar ve pubertayla beraber testis
olgunlagmasi pik yaparak eriskin testis organi sekillenmis olur (9-14). Her bir testis
anterior abdominal duvarin uzantis1 olan ve skrouma uzanan miiskiilofasiyal kese
araciligiyla skrotum icerisinde askili durmaktadir. Testisler abdominal duvara
spermatik kordlar araciligtyla baglidir ayrica gubernakulum’un kalintist olan skrotal

ligamentler vasitasiyla skrotuma tutunur (15).

3.1.1. Testis Anatomisi

Testisler interstisyel Leydig hiicrelerinin cinsiyet hormonlarini tirettigi steroidogenez
bakimindan endokrin, spermatogeneziste liretilen sperm ve spermatozoa bakimindan
ekzokrin bir organdir. Testisler skrotum igerisinde spermatik kordlar tarafindan
askida tutulan bir ¢ift organdir. Testisler abdominal kavitenin disinda lokalize olup,
sol testis sag testisten anatomik olarak bir miktar daha asagida durmaktadir. Genel
olarak erigkin testisi uzun eksende ¢ap1 4,6 cm ( 3,6 ile 5,5 arasinda) ve kisa eksende
2,6 cm (2,1 ile 3,2 arasinda) olan bir organdir (16,17). Hacmi 15 ile 25 ml arasinda
degismektedir (18). Testisler oval sekilli olup skrotum igerisinde lateral yonden
desteklenerek egimli bir sekilde yer alirlar. Testis’in tist kismi ileri ve lateral
yondedir, alt1 kismi ise geriye ve mediale dogru egimlidir. Testis’in anterior konveks
alani ileri ve asag1 bakan kisimlaridir, posterior alani ise yukari ve arka yone
bakmakta olup bu alan diiz ve spermatikkordlarin tutundugu kisimdir. Posterior
siirin digindaki biitiin testis ylizeyi konveks ve diiz olup tunika vajinalis’in visseral
yaprag ile ortiiliidir. Epididimis testis’in posterior alan1 boyunca yerlesim gosterir.
Testisin tamami mavi-beyaz renkli ve testikiiler damarlarin kolaylikla goriildiigii
yogun fibroz bir kapsiil olan tunika albuginea ile ¢evrelenmistir. Tunika albugine ile

testis’in yumusak parenkimasi arasinda testikiiler biiyiik ¢apli damarlarin yer aldig



tunika vaskiiloza yer alir. Radyal sekilde uzanan testis septumlari testis dokusuna
ilerler ve kesintili vertikal mediastinum testis olarak adlandirilan septumlari olusturur
(Sekil-1). Bu septumlar iist kisimlarinda daha genis bir alan olustururken testis

igerisine ilerledikce dar bir sekil almaktadir (19).
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Sekil-1: Testis anatomisinin sematik gériiniimii (19).

Tesits dokusu kesintili septumlar ve mediastinumtestis’in kesistigi yerden ¢ok sayida
lopguga ayrilir (20). Her lopgukta seminifer tubiil olarak adlandirilan, ¢ap1 180-280
um olan, siki sekilde kivrimli ve spermatogenezis’in gergeklestigi tubiiller bulunur.
Kivrimli seminifer tubiiller diiz bir sekilde ilerleyen ve tubuli seminiferus rekti olarak
adlandirilan tubiillere ulasir ve oradan da mediastinum testiste yer alan rete testise
uzanir. Mezonefrik tiipten koken alan ve sayilar1 12 den 40’a kadar ulasan efferent
duktuslar aracilifiyla rete testis, epididimis’in bas ve kismen govde kisminda yer

alan epididimal kanallara ulasir (Sekil-2) (21).



Sekil-2: Total insan testis kesiti ve anatomik yapilarin mikroskobik goriintiisii.
Testis’in etrafin1 ¢evreleyen tunika albuginea (siyah ok) ve testikiiler doku igerisine
uzanan septalar (kirmizi ok). Yiiksek biiyiiktme resimde detaylica goriildiigii gibi
testis parenkimasinin lobiiler yapis1 (beyaz ok basi). Efferent duktuslar (beyaz ¢ift ok
bas1), epididimis (¢ift siyah ok basi) ve testis’in panpiniform vendz pleksus’u (siyah

ok bas1) goriilmektedir (22).

Fotal gelisimle abdominal kavitede olgunlasip skrotuma inen testisler peritondan
koken alan tunika vajinalis olarak adlandirilan seréz bir kese ile sarilir. Bu seroz
tabakanin skrotuma temas eden bir dig tabakasi (paryetal) ve tunika albuginea’y1
orten bir i¢ tabakasi (visseral) bulunur. Testiste spermin firetilmesinde g¢esitli
molekiiler mekanizmalar sekillenmektedir. Sicak kanli hayvanlarda spermatogenezis
viicut sicakligt olan 37 °C de sekillenememektedir. Skrotumda yer alan ter bezlerinin
yani sira dartos kasinin ayrica i¢ ve dis spermatik fasya’larin arasinda yer alan alan
kremaster kasinin kontraksiyonu veya serbestlesmesi testis’in viicut bosluguna
yakinlagmas1 ve uzaklasmasini saglayarak testis sicakligmin sabit tutulmasina
yardimct olur (Sekil-3). Bu sekilde spermatogenezis’in sekillenmesi igin testis

sicakligi viicut sicakligimin 2.2 °C altinda tutulabilmektedir (23,24).
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Sekil-3: Spermatik kord ve testis’in gross goriintiisii (25).

3.1.2. Testis Embriyolojisi

Testis’in gelisiminde birden fazla embriyonal alan etkili olmaktadir. Embriyonal
gelisimin 2.haftasinda epiblast’tan koken alan primordiyal germ hiicrelerinin (PGCs)
vitellus kesesinin allantoise yakin endoderminde olusur ve buradan genital kabartiya
gdgiiyle testis’in iireme hiicreleri olusmaya baglar (26,27). Ureme hiicrelerini
iiretecek olan gonadlar (testis ve over) embriyonal gelisimin ilk donemlerinde
mezonefrozun medialinde mezotelyal bir kalinlagsmanin primitif bobrek gelisimi ile
birlikte 5.haftada ortaya ¢ikar. Bu epitelin ve altindaki mezenkimin proliferasyonu ile
mezonefrozun medialinde bir kabariklik yani genital kabarti olusur. Parmak
seklindeki epitelyal kordonlar alttaki mezenkim igerisine dogru kisa siirede biiytirler.
Farklilanmamis gonad dista bir korteks ve icte bir medulladan olusmaktadir. Eger
embriyo genetik yonden XY cinsiyet kromozom kompleksine sahipse medulla testise
farklanir. Korteks bir takim kalintilart diginda geriler ve dejenere olur. Primordiyal
germ hiicreleri (PGCs) epiblasttan kdken alir, primitif ¢izgi boyunca go¢ ederler ve
3. haftayla beraber vitellus kesesi duvarmin allantoise yakin kisminda yer alan
endoderm hiicreleri arasina ulasirlar (28). Dordiincii hafta boyunca son bagirsak
dorsal mezenteri boyunca ameboid hareketler yaparak goclerine devam ederler
(Sekil-4).
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Sekil-4: 10 giinliik fare embriyosunda PGCs. Son bagirsagin transvers kesitinde

., <l t

alkalen fosfataz pozitif PGC izlenmektedir. DM: Dorsal mezenter, HG:Son bagirsak,
PGC: Primordiyal Germ Hiicresi (29).

Besinci haftanin basinda primitif gonadlara ulagsmaya baglarlar ve genital kabartinin
icine kiimelesmeleri 6. haftada sekillenir. Bu sebeple embriyonal gelisimin 6.
haftasina kadar PGCs’ler genital kabartinin igerisinde goriinmezler. Eger genital
kabartiya ulagmalar1 kesintiye ugrarsa gonadlar gelisemez. Bu sebeple primordial
germ hiicreleri gonadlarin testis’e gelisiminde indiikleyici bir etkiye sahiptir.Ayrica
migrasyon Oncesinde kiiltiire edilen PGCs aktif hareket 6zelligi kazanamamaktadir
(30). Bunun sebebi PGCs’in aktif hareket 6zelligi i¢in primitif ¢izgiden gelen bir
sinyal yolagina ihtiyacidir (31). Migrasyonun baglamasiyla beraber genital kabart1 ve
mezengim tarafindan stromal derived faktor 1 (SDF) iiretilir ve bu molekiil PGCs’in
gonadi olusturacak bolgeye goglinli saglar bu genin eksikliginde gonadlara gog
gerceklesemez. Migrasyon siiresi boyunca PGCs tarafindan SDF reseptorii veya
diger adiyla GPCR kemokin reseptor-4 (CXCR-4) olarak bilinen protein eksprese
edilir. CXCR4 ekspresyonunda bir aksaklik olmas1 durumunda PGCs hem migrasyon
gerceklestiremez hem de hayatta kalamaz (32,33). Primordial germ hiicrelerinin
goclerini tamamlamasinin hemen 6ncesinde ve esnasinda genital kabartinin epiteli
prolifere olur ve epitel altinda yer alan mezensime niifuz etmeye baslar. Burada
primitive seks kordonu olarak adlandirilan diizensiz sekilli kordonlar olusur. Hem
erkek hem de disi embriyosunda bu kordonlar yiizey epiteliyle temas halindedir ve
disi veya erkek gonad oldugu yoniinde tahminde bulunmak bu dénem i¢in zordur. Bu

sebeple olusmaya baslayan bu organ farklanmamis gonad olarak tanimlanir ve



gonadlara ulasan PGCs gonosit olarak adlandirilmaya baslar (34). Embriyo eger
genetik olarak erkek ise, primordial germ hiicreleri XY cinsiyet kromozom
kompleksi ihtiva etmektedir. Y kromozomunda yer alan SRY geni tarafindan
kodlanan testis belirleyici faktér’in  (TDF) etkisiyle primitif seks kordonlart
prolifere olmaya devam eder ve i¢ kisimlara niifuz ederek testis veya mediiller
kordonlari olusturur. Bu yapinin hilumu boyunca daha sonra rete testis tubiillerini
olusturacak dallanma ve anostomozlar olustururlar. Gelisimin sonraki asamalarinda
sik1 fibroz bir bag dokusu olan tunika albuginea testis kordonlarini yiizey epitelinden
ayirir. Dordiincili ayda testis kordonlari at nali sekli alir ve uzantilart rete testis ile
devam eder. Bu sekilde testis kordonlar1 primitif germ hiicreleri ve yiizey epitelinden
go¢ eden sertoli hiicrelerinden olusur. Bu kordonlarin farklilanmaya baglamasinin
hemen ardindan genital kabartidaki mezensim hiicreleri testis kordonlar1 arasina
yerleserek interstisyel Leydig hiicrelerini olusturur. Leydig hiicreleri gestasyon’un
8.haftasindan itibaren testesteron salgilamaya baglar ve bu sayede testis salgiladig1 bu
hormondan o&tiirli  genital kanallarin eseysel farklanmasi ve dis genitallerin
sekillenmesinde rol oynayan bir organ haline gelir. Puberteye kadar islevsiz olarak
bekleyen testis kordonlari puberta ile beraber bir lumen olusturur ve seminifer
tubiillere sekillenir. Seminifer tubiil kanallar1 olusurken ayni zamanda bu kanallar
daha sonra duktuli efferentese ulasan rete testise tutunurlar. Bu efferent duktuslar
mezonefrik sistemin bosaltict tubiillerinin  kalintisidir. Ayrica rete testis ile
mezonefrik kanal veya wolffian kanalim1 birlestirirler ve duktus deferens’i

olustururlar (35).

3.1.3. Testis Histolojisi

Testislerin etrafi yogun siki bag dokusu olan tunika albuginea ile ortiiliidiir. Bu
kapsula’nin i¢ kismi tunika vaskiiloza olup gevsek bag dokusundan olusur ve kan
damarlarin igerir. Her testis kapsula dan koken alan kesintili bag doku septalar
tarafindan 250 — 290 arasinda lobguga ayrilir (36). Testis’in posteriyor yiizeyinde

tunika albuginea kalinlasir ve mediastinum testis olarak adlandirilir (Sekil-5).
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Septumlar (S), Seminifer tubiiller (ST), Rete testis (RT) (19).

Kan, lenf ve genital tasiyict kanallar bu bolgeden gecerek testise giris ve ¢ikis yapar.
Testisteki her lopgukta sayilari 1 ile 4 arasinda degisen, ve sperm’in iretildigi
seminifer tubil icerir (37). Ayrica interstisyel alanda testesteron iiretimini saglayan
Leydig hiicreleri bulunur. Lopguklardaki her tubiil olduk¢a uzundur ve kivrimli bir
yapt olusturarak lopguk igerisine paketlenir. Her tubiilin u¢ kismi testis
mediastinumu yakiminda yer alir ve kivrimli tubiiller kisa diiz bir sekil alir.
Tubiillerin bu kismi diiz tubiil olarak adlandirilir ve bu yap1 mediastinumda yer alan
anastamoz yapan bir sistem olan rete testis ile devam eder. Seminifer tubiiller’in
uzunluklar1 30 ile 80 cm arasinda degismekte olup caplari 150 ile 200 um arasinda
degisir. Seminifer tubiiller 2 temel hiicre popiilasyonundan olusan siradisi ve
kompleks bir epitel Ortiisiine sahiptir. Bunlar Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri,
sustentakiiler hiicreler) olarak tanimlanan hiicreler ve spermatogenik hiicrelerdir
(Sekil-6).
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Sekil-6: Seminifer tubiillerin sematik illistrasyonu (38).

Sertoli hiicreleri puberteye kadar sayilarini arttiran, genis bir apikal ylizeyi olan ve
lateral yiizey uzantilariyla kendisine tutunan spermatogenik hiicrelerin etrafin1 ve
spermatogenik hiicrelerin arasindaki bosluklar1 dolduran ve spermatogenezis sonucu
olusan hiicresel artiklar1 fagosite etme kapasitesine sahip hiicrelerdir (39). Sertoli
hiicrelerinin bu 6zellikleri rutin histolojik preparasyonlarda belirgin bir sekilde tespit
edilememektedir. Sertoli hiicreleri biitiin tubiil boyunca devam eden ve seminifer
tubiile ve spermatogenez’e yapisal destek sunan hiicrelerdir. Seminifer tubiil boyunca
dizilen ve hiicre yan baglantilariyla birbirine tutunan sertoli hiicreleri kan-testis
bariyerinin olusumuna katki sunarlar (40). Seminifer tubiil yapisini olusturan ikincli
hiicre grubu ise spermatogenik hiicreleridir. Bu hiicreler replike olarak ve
farklilasarak olgun sperm hiicrelerine doniisiirler. Sertoli hiicreleri arasinda tutunan
spermatogenik hiicrelerin pesin sira gelisim asamalar1 sebebiyle spermatogenik
asama ayrimi glicliikle yapilabilmektedir. Olgunlasmamig spermatogonia, seminifer
tubiilde yer alan bazal lamina iizerinde yer alirlar. Seminifer tubiildeki en olgun
spermatogenik hiicreler ise spermatidler olup sertoli hiicrelerinin apikal ylizeylerine

tutunurlar ve tubiil limeni boyunca gozlenirler (Sekil-7).
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Sekil-7: Seminifer tubiillerin sematik yapis1 (15).

Tunika propria (peritubiiler doku) tipik fibroblastlari bulundurmayan ¢ok tabakali bir
bag dokusudur. Yetigkinlerde bazal membranin dis kismina komsu ¢ ile bes
arasinda degisen miyoid hiicre (peritubiiler kontraktil hiicreler) tabakasindan ve
kollajen liflerinden olusur. Ultrasiitriiktiirel diizeyde incelendiginde bazal lamina’nin
varhigr ve ¢ok sayida aktif filamentinin mevcudiyeti miyoid hiicrelerin diiz kas
hiicreleriyle benzer 6zelliklerine isaret etmektedir. Ayrica dnemli bir miktarda kaba
endoplazmik retikulum (rER) varligi bu hiicrelerin fibroblast bulunmayan bu
tabakadaki kollajen sentezine isaret etmektedir. Miyoid hiicrelerin ritmik
kontraksiyonlar1 peristaltik hareketler olusturarak spermatozoa’nin ve testikiiler
stvinin seminifer tubtlil boyunca akmasi ve tubiiliin u¢ kisimlarina ulagsmasini saglar.
Testis lobcuklarinda kanlanmayi saglayan damarlar, lenf damarlar1t ve Leydig
hiicreleri miyoid hiicreler tabakasinin dis kisminda yer alirlar. Yaslanmayla beraber
tunika propria kalinlagir. Bu kalinlagmaya sperm iiretiminde azalma ve hatta
seminifer tubiillerin hacmindeki kiiclilme eslik eder. Tunika propria’nin erken
yaglardaki asir1 kalinlasmasi infertilite ile iliskilendirilmektedir. Leydig hiicreleri
genis, poligonal ve eozinofilik karakterde hiicreler olup bol miktarda lipid
damlaciklar igerirler. Ayrica bu hiicrelerde lipofuksin pigmenti ve reinke kristalleri
olarak adlandirilan koni sekilli sitoplazmik kristaller siklikla goriilebilmektedir.

Rutin histolojik boyamalarda 3x20 um boyunda olan bu kristaller refraktil bir
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goriintii verirler. Tam olarak fonksiyon ve yapilar1 bilinmemekle beraber hiicresel

boyutta protein iiretimine isaret ettigi diisiiniilmektedir (Sekil-8).

Sekil-8: Leydig hiicresinin transmission elektron mikroskobu goriintiisii. Reinke

kristalleri (ok) ve mitokondriya (ok basi) (41).

Steroid salgilayan diger hiicreler gibi, Leydig hiicreleri de yogun miktarda diiz
enpolazmik retikulum (sER) igermektedir. Kolesterolden testesteron iireten enzimler
sER ile iliski halindedir. Steroid salgilayan hiicrelerde karsilagilan bir diger 6zellik
olan tubiilovezikiiler kristalara sahip mitokondriler yine bu hiicrelerde bol miktarda
gorinmektedir. Leydig hiicreleri erken fotal donemde dahi testosteron salgisi
yapmaktadir. Testosteron iiretimi ve salgilanmasi, embriyonik gelisimde, eseysel
olgunlagsmada ve iireme fonksiyonlarinda 6nem arz etmektedir. Embriyonal déonemde
testosteron ve diger androjenlerin {iretimi gonadlarin erkek fetliste normal gelisimini
saglamaktadir. Testosteron’un haricinde Leydig hiicreleri testis’in skrotuma inmesine
yardimc1 olan insulin-benzeri protein 3 (INSL3) salgilamaktadir. Pubertada
testosteron salgilanmasi sperm {iiretimi, aksesuar esey bezleri ve sekonder cinsiyet
karakterinin gelismesi i¢in Onemlidir. INSL3’lin iiretimi ayn1 zamanda seminifer
tubiillerde mayotik boliinmesi diizenler. Yetigkinlikte ise testesteron salgilanmasi
spermatogenezis’in devamliligi igin gereklidir. Yetiskin testislerindki Leydig
hiicreleri, dolasimdaki INSL3’iin esas kaynagidir. Dolagimdaki INSL3 ol¢iimii ile

Leydig hiicresinin steroidogenik kapasite indeksi’nin degerlendirilmesi Klinik
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kullanilan testlerden biridir. Erken donemde Leydig hiicrelerindeki INSL3
ekspresyonundaki yetersizlik kriptorsidizme ve gubernakulum’un gelisiminde
aksakliklara sebep olmaktadir (42,43). INSL3 iiretiminin yanisira Leydig hiicreleri
oksitosin iiretebilmekte ve salgilamaktadir. Uretilen bu testikiiler oksitosin miyoid
hiicre kontraksiyonunu stimule etmekte ve spermatozoa’nin efferent duktuslara
ulagmasini desteklemektedir. Erkek fotiis’iin erken donemlerinde aktif olan Lleydig
hiicreleri gelisimin 5. ayindan itibaren inaktif periyoda geger. Inaktif hale gegen
Leydig hiicrelerini morfolojik olarak fibroblastlardan ayirt etmek giigtiir. Pubertayla
beraber gonadotropik stimulasyona ugrayan Leydig hiicreleri, tekrar androjen {ireten

hiicreler haline doner ve hayat boyunca aktif kalirlar (15).

3.1.4. Testis Damarlanmasi ve Lenfatik Drenaj

Testis ve epididimisi besleyen arteriyel dolasim ii¢ kaynaktan koken alir. Azalan
arteryiel akig sirasina gore bunlar; testikiiler arter (yaklasik arteriyel kan akisinin {igte
ikisini saglar), vazal arter ve kremasterik arter (birlikte testikiiler kan akiginin {igte
birini saglar) (44,45). Testikiiler arter (internal spermatik arter) renal arterin
baslangi¢c yerinin inferiorunda bulunan abdominal aortadan c¢ikar ve paryetal
periton’un altinda inferolateral yonde uzanarak psdas majoris boyunca ilerler ve
pelvise uzanir. Sag tarafta inferior vena Kkavanin anterioru ve orta kolik arter,
ileokolik arterler terminal ileum’un posterioru boyunca uzanir. Sol tarafta ise
inferiyor mezenterik ven, sol kolik arter ve inen kolon’un posterioru boyunca uzanr.
Sag ve sol testikiiler arterler pelvise ulagirken genito femoral sinirler ve dis ilyak
arterlerin anterioru boyunca uzanir. Her iki arter de i¢ internal inguinal halkaya girer
ve skrotuma dogru inguinal kanal boyunca ipsilateral spermatik kord boyunca ilerler.
Testise yonelimi esnasinda testikiiler arter, inferiyor testikiiler arter ve kaput korpus
ve kaude epididimisi besleyen bir veya daha fazla i¢ spermatik arter olusturur (46).
Testis seviyesinde testikiiler arterin dallar1 tunika albugineaya mediastinum testsiten
giris yapar ve tunika vaskiiloza seviyesinde testis igerisine yayillmadan once dallanir.
Testikiiler arterin dallanmasi testis’in alt kutubunda anteriyor, mediyal ve lateral
kisimlarinda, {ist kutbun ise anteriorda sekillenir (47). Vazal arter internal ilyak
arterden koken alan vizekal arterin superior (bazen hem superior hem inferior) dal

olarak testisi kanlandirir. Kremaster arteri (eksternal spermatik arter) inferiyor

15



epigastrik arter’in bir dalidir. Spermatik korda eslik ederek, kremaster ve kordu orten
diger yapilart kanlandirir. Hem vazal hemde kremaster arteri inguinal kanala i¢
inguinal halka diizeyinde giris yapar ve testikiiler arterin yanisira spermatik kord
boyunca ilerler. Testikiiler arter ve i¢ spermatik venler, i¢ spermatik fasya igerisinde
uzanir. Buna karsin vaz defferens ve damarlari ve aymi sekilde kremaster kasi ve
damarlar1 eksternal spermatik fasyanin i¢inde ancak i¢ spermatik fasyanin disinda
uzanir. Epididimisin bas kisminda testikiiler ve epididimal arterler arasinda ayrica
epididimis’in kuyruk kisminda testikiiler arter ile epididimal, kremasterik ve vazal
arterler arasinda yogun anostomoz sekillenir. Testikiiler ven, testisin posteriorundan
dogar, epididimisi drene eder daha sonra spermatik kordun major yapilarindan olan
ve pampiniform pleksus olarak bilinen yogun anostomoz kanallarini olusturmak
lizere biraraya gelir. Bu vaskiiler diizenlenme arter ve venlerin akislarinin sadece
vaskiiler duvar tarafindan ayrildigini gostermektedir. Bu organizasyon vaskiiler
yapilar arasinda 1s1 ve kii¢iik molekiil degisimine olanak saglar ve diisiik testikiiler
sicakligina yardimci olur (44). Pampiniform pleksus vaz defferensin anterioruna
dogru ilerler ve inguinal kanalda 3-4 vene drene olur. Venler abdomene i¢ inguinal
halkadan girer sagda inferior vena kavaya solda ise renal vene drene olan tek bir
testikiiler vene donisiir. Sag testikiiler ven inferior vena kavaya renal ven diizeyinde
inferior yonde dar bir a¢1 ile kaynasir. Buna karsin sol testikiiler ven sol renal vene
dik bir a1 ile kaynasir. Her iki testikiiler venin yapisinda da vendz valfler bulunur.
Testikiiler lenfatik akis yogun ve siireklidir. Vertikal drenaj’in genel retroperitonal
semasini sagdan sola dogru lateral akis yoniinde siirdiiriir. Sag testislerden gelen
lenfatik damarlar ilk olarak inter-aortokaval nodlara, parakaval nodlara ve baz1 sol
para-aortik nodlara drene olur. Sol testisten gelen lenf damarlari ise sol para-aortik ve

inter-aortokaval nodlara drene olur (48).

3.1.5. Testis Innervasyonu

Testisler 10 veya 11. torasik spinal segmentten gelerek, renal ve aortik pleksuslara
ulasan ve buradan testikiiler damarlar esliginde gelen liflerle ya da pelvik pleksustan
¢ikan ve vaz defferens eslinde gelen lifler tarafindan innerve edilir (49,50). Ayrica

bazi afferent ve efferent sinirler kontralateral pelvik pleksus diizeyinde temas halinde
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olabilmektedir (51). Bir testiste sekillenen patolojinin bir digerini etkilemesinin

nedenlerinden birinin bu sinir temasi olabilecegi diisiiniilmektedir (48)

3.1.6. Spermatogenezis

Spermatogenezis rezervuar hiicrelerin boliinmesiyle baslar ve olgun sperm
hiicresinin olugmastyla tamamlanir. Farkli 6zellikler gosteren seminifer epitel
hiicreleri spermatogenik asamalar olarak bilinen ve seminifer tubiiller iginde tipik

hiicresel birlikler halinde organize olmus germ hiicreleridir (Sekil-9).

i i 1
Ad SC Ap Bazal Membran B PT Sertoli Hiicresi

Sekil-9: Insan seminifer tubiiliiniin yapisinin sematik goriiniimii. Tubiil yapisini
olusturan Peritubiiler hiicreler (PT) ve Bazal Lamina (BL). Erken/yuvarlak
Spermatid (ES), Spermatosit (P), Tip A koyu Spermatogonyum (Ad), Tip A agik
renkli spermatogonyum (Ap), Tip B spermatogonyum, Sertoli Hiicreleri (SC), Geg
spermatid (LS), rezidiiel cisim (RB) ayrica kan-testis bariyerinin iiyesi sertoli
hiicreleri arasi tight junction tipi siki baglantilar (JC) sematik olarak gosterilmistir

(22).

Biitiin bir spermatogenik siire¢ 4 faza ayrilabilir: 1. Mitotik proliferasyon ve diploid
germ hiicrelerinin  (spermatogonia) farklilasmas1 (spermatogoniogenezis) 2.
Tetraploid germ hiicrelerinin (spermatositler) mayotik boéliinmesi ve haploid germ

hiicrelerini (spermatidler) olusturmasi 3. Spermatidlerin testikiiler sperme doniigmesi
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(spermiogenezis) 4. Sperm hiicresinin germinal epitelden seminifer tubiil liimenine
iletilmesi (spermiasyon). Spermatogonia seminifer epitelinin alt kisminda dizilidir ve
Tip A ve Tip B spermatogonia olarak simiflandirilir. Tip A spermatogonia’nin
sitolojik ve fizyolojik 6zelliklerine gore iki tipi tanimlanmistir; koyu spermatogonia
ve acik spermatogonia. Koyu spermatogonia normal kosullar altinda proliferasyon
aktivitesi gostermemekte olup nadiren boliindiigl diistiniilmektedir (Sekil-10) (52).
Bu spermatogonialar kok hiicreler olarak degerlendirilmektedir (53). Ancak bu germ
hiicreleri radyasyon gibi spermatogonia hiicre sayisinda ciddi bir azalmaya neden
olan durumlarda mitoz gegirebilmektedir (54). Ote yandan acik Tip A spermatogonia
boliinerek kendisini yeniden adlandirir ve 2 Tip B spermatogoniaya farklilasir.
Primatlarda yapilan detayli ¢aligmalar spermatonial ¢ogalma hakkinda farkl bilgiler
sunmustur. Bu ¢alismalarla sadece agik Tip A spermatonia’nin boliinerek agik Tip A
spermatogonialarin olusumunu sagladigi ve bu sayede hiicre popiilasyon havuzunu
sabitledigi ayrica Tip B spermatonoia’ya boliinerek te daha sonraki gelisimsel
asamalar1 baslattig1 tezini one slirmiistiir (52). Clermont’un daha 6nceki modeline
karsin normal spermatogenik siklusta acik Tip A spermatogonia’nin kaynagi’nin
koyu Tip A spermatogonia olmadigi one siiriilmiistiir. Mayotik boliinmenin hemen
basinda Tip B spermatogoniardan preleptoten spermatositler sekillenir. Sonraki germ
hiicre basamaklart DNA sentezler ayrica anne ve yavru hiicreler hiicreler arasi
kopriilerle birbirleriyle temas halinde olur (55). Primatlarda da gozlenmis olan germ
hiicrelerindeki bu gelisimsel kolonizasyon gametlerin seminifer epiteldeki koordineli
olgunlagsmasi i¢in zorunludur (56). Spermatosit olarak bilinen tetraploid germ
hiicreleri mayoz boliinmenin farkli evrelerinden geger. Pakiten fazi yogun RNA
senteziyle karakterizedir. Haploid germ hiicreleri olan spermatidler bu mayotik
boliinme asamalarinin sonucunda olusur. Gametogenez esnasinda gerceklesen
genetik materyalin rekombinasyonu, kromozom sayisinin indirgenmesi ve
spermatidlerin olgunlagsmasi asamalar1 mayoz sirasinda kusursuz gerceklesmesi
gereken kritik siireglerdir. Sekonder spermatositler ilk mayotik boliinmeden olusur.
Bu germ hiicreleri bir ¢ift halinde haploid kromozom igerir. Sekonder mayotik
boliinme esnasinda apermatositler haploid spermatidlere béliiniir. ilk mayozun
profazi 1-3 hafta siirer, buna karsin ilk mayozun diger basamaklar1 ve sekonder

mayoz 1-2 giin igerisinde tamamlanir. Spermatidler ikinci mayozdan olusan,
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yuvarlak ve mitotik yonden inaktif hiicreler olup son iirlin olarak uzamis spermatid
ve sperm’in olustugu 6nemli transformasyon agamalar1 gecirir. Bu agamalar, hiicre
cekirdeginin yogunlasmasi ve yapisal sekil degisikliklerine ugramasi, flagellum’un
olusmasi ve sitoplazmanin biiyiik bir kisminin hiicreden ayrilmasi seklindedir. Bu
asamalara genel olarak spermiogenezis denir ve biitiin memeli tiirlerinde ayn1 sekilde
gerceklesmektedir. Prensip olarak Spermiogenezis 4 fazdan olusur bunlar; Golgi,
kap, akrozomal ve olgunlagsma fazlaridir. Golgi fazinda akrozom baloncuklar1 ve
kraniokaudan simetriolusur. Kap fazinda spermatidler uzamis bir hal alir ve
spermatid’in bas kisminin yaklasik 3 te 2’sini kaplayan akrozom sekillenir.
Fertilizasyon esnasinda akrozomda olusturulan enzimler sperm’in yumurtaya
tiutunmasini saglar.akrozomal fazda hiicre ¢ekirdegi daha yogun bir hal alir ve hiicre
uzamaya devam eder. Yogunlagma esnasinda histon proteinlerinin ¢ogu ortadan
kalkar ve gen transkripsiyonu durdurulur. Cekirden kromatini bu sayede oldukga siki
paketlenir. Spermiyogenezis i¢in gereken proteinlerin bu asamadan Once
sentezlenmis olmasit ve uzun yar1 omiirli RNA ve RNA baglayici proteinlerin
varlig1 bu asamaya gelen ve siki bir sekilde paketlenen c¢ekirdek kromatinine isaret
eder. Bu siiregte mRNA translasyon kontrol mekanizmasinin rolii heniiz
¢oziilememis olsa da RNA-baglayic1 proteinlerin rol aldigi disiiniilmektedir. Bu
asamanin sonunda flagellum olgunlagsmistir. Spermatidlerin olgunlasma fazindaki en
temel olay sitoplazmanin kalan kismi’min  (rezidual cisim) hiicreden
uzaklastirllmasidir. Rezidual cisimcikler olgunlasmada diizenleyici bir rol alirlar ve
kalintilar1 sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Uzamis spermatidler ve residual
cisimcikleri tubiiler siv1 {iretimini, inhibin, androjen baglayici preotein ve interlokin
1 ile 6 tiretimini etkileyerek Sertoli hiicresinin sekretuvar fonksiyonuna etki eder.
Rezidual cisimcikler indirgenirken es zamanli olarak yeni bir spermatogenik siklus
baglar. Sperm’in tubiil liimenine aktartilmasi spermiasyon olarak tanimlanir. Bu
asama plazminojen aktivatorleri ve muhtemelen timet oligo peptidazlarin ektisinde
gerceklesmektedir. Bu asama kismen hormonal modifikasyonlar, sicaklik ve
toksinlerden de etkilenebilmektedir. Bu duyarliligin nedeni heniiz anlagilamamistir.
Rezidual cisimciklerin yanisira liimene ulagmayan sperm de Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilir. Yuvarlak ve uzamis spermatidler fertilizasyon yapabilme

Ozelligine sahip olmasa dahi fertilizasyon igin gerekli hiicre i¢i Ozellikleri
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tagimaktadir. Bu sebeple IVF’te intrasitoplazmik sperm enjeksiyonuyla uzamis
spermatid hatta yuvarlak spermatidler kullanilarak gebeligin elde edilmesi

mimkiindiir (22).

| |
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Sekil-10: Insan gametogenezisinin proliferatif kinetiginin sematik goriintiisii.
Asamalarin daha net anlasilabilmesi icin tek bir spermatogonyum’un biitiin
gelisimsel asamalar1 gosterilmistir. Insan testisi yaklasik olarak 1 milyar sperm
hiicresi igerir ve giinde ortalama 25,000 yeni hiicre olusturulur (57). Bir Ap
spermatogonyum 16 adet uzamis spermatide koken olabilir. Insan seminifer tubiilii
tek bir Tip B spermatogonya icerdigi i¢in son germ hiicresi sayis1 (uzamis spermatid)
coklu spermatogonyal boliinme gosteren canli tlirlerinden daha azdir. Ad: Tip A
koyu renkli spermatogonyum (testikiiler kok hiicreler, nadiren boliiniir), Ap: Tip A
acik renklispermatogonyum (spermatogenez i¢in kendini yenileyen progenitor
hiicreler), B: Tip B spermatogonyum, SC1: Primer spermatosit, SC2: Sekonder
spermatosit, RS: Yuvarlak spermatosit, ES: Uzamis spermatosit (22).

3.2.  Testikiiler Torsiyon/Detorsiyonuna Bagh Iskemi ve Reperfiizyon Hasar

Testikiiler torsiyon (TT) sonucu olusan iskemi, her yasta karsilasilabilen bir durum
olmasina ragmen perinatal ve pubertal donemdeki erkeklerde daha sik karsilagilan
urolojik bir sorundur (58-60). TT testislerde hasara, infertiliteye ve subfertiliteye

neden olabilir. Bu sebeple teshis ¢ok kritik bir 6nem tasir (61,62). Spermatik kord’un
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kendi etrafinda donmesiyle sekillenen torsiyon’un ne kadar siiredir var oldugu ve
spermatik kord’un kac derecelik ag1 ile doniis gerceklestirdigi bu klinik durumun
ortaya cikartacagi sonuglar1 etkilemektedir (63). Her ne kadar testikiiler torsiyona
bagli sekillenen patolojinin sebebi tam olarak aydinlatilamamis olsa da,
iskemi/reperflizyon siirecinde asir1 derecede olusan ve sistemik dolasimda bulunan
serbest radikal tiireri’nin (ROS) hiicresel ve dokusal bazda sekillenen hasarda en
onemli faktér oldugu disiiniilmektedir (64). Spermatik kord’un torsuyonuyla
sekillenen psilateral testikiiler hasar1 agik bir sekilde bilinmektedir ancak spermatik
kord torsiyonunu takiben kontralateral testis hasari konusunda celiskili sonuglar
veren calismalar mevcuttur. Bazi c¢alismalar kontralateral testikiiler hasar

belirtmisken bazilari bunun aksini gostermistir (3,65,66).

3.3.  Malondialdehit

Serbest radikaller, organizmada lipit peroksidasyon siirecini gergeklestirir.
Malondialdehit (MDA), hiicrelerde ¢oklu doymamis yag asit peroksidasyonu (lipid
peroksidasyonu) sonucu olugan son friinlerden biridir. En bilinen lipid
peroksidasyon markerleri, ioprostan (IsoPs) ve malondialdehit’tir (MDA). Diger
bilinen lipid peroksidasymn {iriin markerlar1 ise, lipid hidroksiperoksitler, lipid
peroksidasyonun fluoresan {irlinleri, oksidasyon direnci testleri ve oksiterollerdir
(67). Serbest radikallerde artis sekillenmesi, MDA'nin artisina neden olmaktadir.
Malondialdehit diizeyi, kanserli hastalarda oksidatif stres ve antioksidan durumun

degerlendirilmesi acisindan bir belirteg olarak géz dniinde bulundurulur (68).

3.4.  Apoptozis (Programlanms Hiicre Oliimii)

Apoptozis terimi literatiirde ilk defa 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Curie tarafindan
kullanilmis olmasmma ragmen, hiicrenin kendisini ortadan kaldiracagi bir
mekanizmanin olabilecegi fikri ¢ok daha eskilere dayanmaktadir (69-71). Apoptosiz
hiicre popiilasyonu’nun siirdiiriilmesi i¢in normal gelisim ve yasam boyunca devam
eden homeostatik bir mekanizmadir. Ayrica apoptozis immiin reaksiyon veya
hiicrelerin hastalik veya noxious ajanlardan etkilendigi durumlarda da savunma
mekanizmasi olarak ortaya cikar (72). Apoptozisi tetikleyen fizyolojik ve patolojik

birgok neden bulunmaktadir, Iyonize radyasyon ve kanser tedavisinde kullanilan
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kemoterapétik ajanlar hiicrede DNA hasar1 olusturararak p53-bagimli yolak
tizerinden apoptozu indiikklemektedir. Ayrica stimulatdriin ¢esidine bagli olarak
hiicrelerin apoptozise ugrayip ugramayacagi degiskenlik gdsterebilmektedir. Ornegin
kortikosteroid tarzi  hormonlar timosit gibi bazi1 hiicrelerde  apoptozu
gerceklestirmekte olmasina ragmen timosit disindaki hiicreler bu siiregten
etkilenmemektedir. Ayrica bazi hiicreler ligand baglanarak apoptoz olusturan FAS
veya TNF reseptorleri eksprese etmektedir. Bazi hiicreler ise hormon veya biiylime
faktorii eksikligi durumunda siirekli apoptotik siire¢ igerisinde bulunabilmektedir.
Hiicrede apoptozis ve nekrozun birbirinden bagimsiz sekilde gergeklesmesi, sirayla
veya simultane sekilde olusmasi gibi durumlarda s6z konusu olabilmektedir (73,74).
Genel olarak stimiilasyonun tiirli ve miktar1 hiicrenin ve/veya dokunun apoptoz’a mi
yoksa nekroza mi1 gidecegi konusunda karar vermektedir. Is1, radyasyon, hipoksi ve
sitotoksik anti kanser ilaglari1 gibi etmenler diisiik dozlarda apoptozis sekillendirirken
bu etmenlere yiiksek miktarlarda maruziyet, nekroza sebebiyet verebilmektedir (75).
Apoptoz kaspazlarin yogun etkisinin bulundugu spesifik bir siiregle gergeklesir. Bu
slirecin sonunda kaspaz-3 veya kaspaz-7 gibi ¢esitli kaskad sinyalleri olusur ve hiicre
olumii gergeklesir. Apoptoza ugrayan atik durumdaki hiicreler makrofajlar tarafindan
eferositozis olarak adlandirilan bir siirecin sonunda ortadan kaldirilir (76). Apoptozis
enerji gerektiren ve kaskad olusumu ile sekillenen kompleks bir siirectir. Yapilan
aragtirmalar apoptotik iki yolagin varligin1 ortaya koymustur. Bunlar 6liim reseptorii
yolag1 veya diger adiyla ekstrinsik (dis) yolak ve mitokondriyal yolak veya diger
adiyla intrinsik (i¢) yolak (Sekil-11). Ancak iki yolagin birbiriyle baglantili oldugu
ve bir yolaktaki molekiillerin diger yolagi etkileyebildigi yoniinde bulgular
mevcuttur (77). i¢ ve dis yolagin disinda T-hiicre sitotoksisitesinin etkisinde
gergeklesen, granzim ve perforin bagimli 3. bir yolak daha mevcuttur. Granzim /
perforin yolagi Granzim A veya B araciligiyla apoptozisi gergeklestirebilmektedir.
I¢, dis ve granzim B yolaklar1 ayni sonuca ulasarak hiicreyi eksekiisyon (idam) fazina
getirir. Bu siie¢ kaspaz-3’iin yariklanmas1 ve DNA fragmantasyonlarinin olugmasini
takiben, sitoiskelet ve niikleer proteinlerin yikimi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi,
apoptotik cisimsiklerin olusmasi, fagositik hiicre reseptorleri i¢in ligandlarin {iretimi

ve fagositik hiicreler tarafindan ortadan kaldirilma ile sonuclanir. Granzim A ise
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kaspaz bagimsiz olarak dogrudan tek zincir DNA hasar1 olusturmak kosuluyla
paralel bir yolak sekillendirir (78).

Apoptotik hiicreler protein yariklanmasi, protein ¢apraz baglarinin olugsmasi, DNA
yikimi  ve fagositik aktivasyon gibi ¢esitli biyokimyasal modifikasyonlar
gergeklestirir ve apoptozise 6zgii yapisal bir patoloji sekillendirir (79). Apoptoziste
rol alan kaspazlar hiicrelerde genellikle inaktif olarak sentezlenen proenzimlerdir ve
aktiflestiklerinde diger kaspazlar aktiflestirir ve proteaz kaskadini tetiklerler. Bazi
prokaspazlar agregasyon yapar ve oto aktivasyon gerceklestirir. Bir kaspazin bir
digerini aktiflestirdigi bu proteolitik kaskad stireci, hizli bir hiicre oliimii
sekillenmesini saglar. Proteolitik 0Ozelligi olan kaspazlar birbirine komsu
aminoasitlerin taninmasini saglayan spesifik ve birbirinden farkli taniyici alanlar
iceriyor olsa da, ¢ogunlukla proteinleri aspartik asit bolgelerinden yikima ugratirlar.
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirmeye basladiginda geri doniisii olmayan hiicre
Olimiine giden bir silireg baslamis olur. Bugiine kadar 10 major kaspaz
tanimlanmistir ve fonksiyonlarina gore kategorize edilmistir. Bunlar baslatict
kaspazlar (Kaspaz-2,-8,-9,-10), uygulayici kaspazlar (kaspaz-3,-6,-7) ve inflamatuvar
kaspazlar (kaspaz-1,-4,5) (80-82). Bu tanimlanan 10 kaspazin disinda, septik sok’ta
apoptoz diizenlenmesinde etkisi olan ve sitokin maturasyonunda etkili olan kaspaz-
11, endoplazmik retikulum bagimli apoptozda ve amyloid-f sitotoksisitesinde
etkinligi tanimlanmis kaspaz-12, biiylikbas hayvanlarin genlerinde tanimlanan
kaspaz-13 ve embriyonik dokuda sekillenen apoptozda gorev alip yogun sekilde
eksprese edilen ancak olgun organlarda iiretilmeyen kaspaz-14 tanimlanmistir (83-
86).

Ekstrensek apoptotik sinyal yolagi tiimdr nekroz faktdr (TNF) reseptor gen
ailesinin liyesi olan ve transmembran olan reseptdrlerin etkilesimiyle baglar (87).
TNF reseptor ailesinin iiyeleri benzer sekilde sisteinden zengin ekstraseliiler bir alan
ve 80 kadar amino asit iceren “death domain” olarak adlandirilan bir sitoplazmik
alan bulundurur. Bu death domain Oliim sinyalinin ekstraseliiler yiizeyden
intraseliiler sinyal yolagina aktarilmasinda kritik bir rol oynar. Bugiine kadar
tanimlanmis olan en énemli ligand ve bu ligandlara uyumlu 6liim reseptdrleri (death
receptor), FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 ve Apo2L/DR5’dir
(88-92).
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Ekstrensek apoptozis i¢in tanimlanmis en iyi iki model FasL/FasR ve TNF-o/TNFR1
yolaklaridir. Bu yolaklarda reseptorlerin kiimelesmesi ve homolog trimer ligandlar
ile tutunma sekillenir. Ligandlarin tutunmasiyla, reseptorlerle baglanan ilgili 6lim
alanlarin1 tanimlayan sitoplazmik uygulayici proteinleri ortaya ¢ikar. Fas ligandinin
Fas reseptoriine baglanmast FADD uygulayici proteinin reseptdre tutunmasini, TNF
ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi ise Tiimorr nekroz faktodr reseptorii tip 1-
iliskili OLUM alam1 (TRADD), Oliim alan1 iceren Fas-iliskili protein (FADD) ve
Reseptor etkilesimli protein (RIP) uygulayici proteinlerinin reseptore tutunmasini
saglar (93-95). FADD daha sonraki asamada 6liim efektér domain’in dimerizasyonu
aracilifiyla prokaspaz-8 ile etkilesimde bulunur. Bu asamada prokaspaz-8’in oto
aktivasyonunu’nu saglayan oliim-indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusturulur
(96). Bu DISC yapis1 kaspaz-3’i aktiflestirerek apoptotik sinyali devam ettirir. Bu
mekanizmanin sekillendigi hiicreler Tip 1 olarak siniflandirilir. Bazi hiicrelerde ise
Fas stimulasyonu’nu takiben hiicrede DISC kompleks yapis1 sekillenmez ve
prokaspaz-8 dogrudan oto aktivasyon saglayarak mitokondri iizerinden apoptotik
sinyalleri yonelndirir. Bu tip Fas uyarimli sinyal yolag:1 Tip 2 olarak adlandirilir (97).
Kaspaz-8’in aktiflesmesiyle apoptoz’un uygulama fazi baslamis olur. Oliim reseptor
yolakli apoptoz, c-FLIP proteini’nin FADD ve kaspaz-8 e tutunmasiyla inhibe
edilebilmektedir ~ (98,99).  T-hiicrelerinde, reseptor bagimli  apoptozis’in
diizenlenmesinde, Toso proteini kaspaz-8’in inhibisyonunu saglayarak apoptozis’in
durdurulmasini saglar (100). T-hiicre bagimli sitotoksisite, CD8" hiicrelerin antijen
tastyan hiicreleri oldiirdiigii tip IV hipersensitive varyantidir. Bu sitotoiksik T
lenfositler (CTLs) hedefteki hiicreleri dis yolak ve FasL/FasR etkilesimi ile
apoptozise yonlendirebilmektedir. Bu apoptotik aktivasyon en yogun CTL bagimh
apoptotik aktivasyon tlriidiir (101). Ayrica, tiimor hiicreleri ve viriis enfekte
hiicrelerde, hedefteki hiicrede transmembran poruslar olusturan bir molekiil olan
perforin’in sekresyonunu gerceklestirir ve sitoplazmik graniillerin eksofitik bir
sekilde porlara yonelmesini saglarlar (102). Bu graniillerden en Onemlileri serin
proteazlar1 olan Granzim A ve Granzim B’dir (103). Granzim B parcalayacagi
proteinleri aspartik asid bolgelerinden yikima ugratir. Ayrica prokaspaz-10"u
aktiflestirir ve ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse / Inaktif kaspaz Aktive
Edici DNAaz) gibi apoptozis inhibitor faktorleri ortadan kaldirir (104). Calismalar
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ayrica granzim B’nin Bid ve sitokrom c salinimi yoluyla mitokondriyal yolag:
tetikledigini ve granzim B’nin dogrudan kaspaz-3’ii aktive ederek apoptozis’i
gergeklestirebildigini gostermistir (105,106). Dogrudan kaspaz-3’iin aktive edilmesi
sinyal yolaklarma ugramadan hiicrenin dogrudan apoptozis eksekiisyonuna
ugramasini saglamaktadir. Hem mitokondriyal yolak hem de kaspaz-3’iin direkt
aktivasyonu granzim-B bagimli apoptozun sekillenmesinde kritik 6nem tagimaktadir
(107). Son donemlerde yapilan ¢alismalar, granzim B sitotoksisitesinin tip 2 helper
hiicreleri’nin (Th2) etkinliginde kritik bir rol oynadigini gostermistir (108). Son
donemlerde yapilan c¢aligmalara gore aktive edilmis Th2 hiicrelerinde Oliim
reseptorleri ve kaspazlar apoptozis’in diizenlendigi siirecte rol almamaktadir. Buna
karsin Sitotoksik Tip 1 Helper (Thl) hiicrelerde ise apoptozis’in diizenlenmesinde
Fas-Fas ligand etkilesimi, adaptor proteinlerin Oliim alanlarina tutunmast ve
kaspazlar gorev almakta olup, granzim B’nin bir fonksiyonu bulunmamaktadir.
Granzim A sitotoksik T hiicre indiiklii apoptoziste de dnemli olup kaspaz bagimsiz
apoptozisi tetiklemektedir. Hiicrede granzim A aktiflestiginde bir tiimor silipresor
(baskilayici) gen {irini olan DNAaz (NM23-H1) tarafindan DNA kiriklar
olusturulur (109).
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Bu DNAaz, tiimér potansiyeli bulunan hiicre apoptozisi sayesinde immiinolojik

gbzetim yaparak kanserlesmeyi onler. Niikleozom grubu proteini olan SET protein
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kompleksi, normal sartlarda NM23-H1 geni’ni inhibe eder. Granzim A proteazi bu
SET kompleks proteinini yariklar dolayistyla NM23-H1 inhibisyonu ortadan kalkar
ve hiicre DNA yikimu ile apoptozise gider. SET kompleks proteini’nin NM23-H1’in
inhibisyonu disinda kromatin organizasyonu ve DNA onarimi iizerinde de kritik bir
rolii bulunur. Bu kompleks protein yapisinda yer alan proteinler (SET, Apel, pp32 ve
HMG?2) kromatin ve DNA yapisini isbirligi yaparak korurlar (111). Dolayisiyla bu
kompleks yapmin granzim A tarafindan inaktif edilmesi DNA ve kromatin yap1
biitlinliigiinii ortadan kaldirmakta ve apoptozise katki sunmaktadir.

Intrinsik sinyal yolagi, reseptdr bagimsiz ancak mitokondri’nin etkisinin
bulundugu bir dizi i¢ sinyal mekanizmasiyla sekillenir. Intrinsik yolag: tetikleyen
uyaricilar  pozitif veya negatif sekilde hiicre i¢i sinyal mekanizmalar
olusturmaktadir. Negatif sinyaller, ¢esitli biiyiime faktorleri, hormonlar ve
sitokinler’in ortadan kalkmasini saglar dolayisiyla 6lim programini siiprese eden
merkanizma ortadan kalkarak hiicre apoptozise gider. Bir diger deyisle negatif
sekilli mekanizma, faktérlerin ortadan kalkmasi, apoptotik siipresyonun yok olusu ve
daha sonraki asamada apoptozisin aktivasyonu seklinde aciklanabilir. Bir diger
uyarict olan pozitif sekilli uyaricilar radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral
enfeksiyonlar ve serbest radikaller olarak agiklanabilir.

Her iki stimulasyonda mitokondriyal membranda degisikliklere neden olur ve
bu da mitokondri permabilisyon gecis proteinlerinin  (MPT) mitokondri
membraninda poruslar olusturmasina, dolayisiyla mitokondriyal transmembran
potansiyelinin kaybina ve pro-apoptotik olarak siniflandirilan ve normal sartlarda
inter membran lokalize olan iki ana protein grubunun sitosole gegmesini neden olur
(112). Mitokondriyal inter membran alandan sitosole gegen ilk grup igerisinde yer
alan proteinler, sitokrom-c, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi’dir (113-
116). Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolag: aktive ederler. Sitokrom-c,
Apaf-1 ve prokaspaz-9’a tutunur ve bu 3 protein apoptozom kompleksini olusturmak
suretiyle aktif hale gelerek kaspaz-3 i aktiflestirir (117,118). Buna karsin bazi
canlilarda ise apoptozom olusumu i¢in sitokrom c¢ varligina ihtiya¢ duyulmamaktadir
(119). Bu apoptozom kiimelesmesi kaspaz-9’un aktivasyonunu saglar.
Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi proteinlerinin ise IAP (Apoptozis inhibitdr proteini)
proteinini inhibe ederek apoptozisi tetiklemektedir (115,120). IAP ile etkilesimde
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bulunan ve aktivitesini siiprese eden baska mitokondriyal proteinler de
tanimlanmistir ancak gen baskilanmig deneysel c¢alismalarla bu proteinlerin IAP’a
tutunmasinin pro-apoptotik 6zelliklerini gdstermede yeterli olmadigi belirtilmistir
(121). Ikinci grup pro-apoptotik proteinler Apoptozis Indiikleyici Faktor (AIF),
endoniikleaz G ve Kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) mitokondride
apoptozis esnasinda olusturulur ancak bu proteinlerin aktif fonksiyonlar1 hiicre’nin
Olime gittigi siliregteki ge¢ bir asamadir. AIF niikleusa translaoke olduktan sonra
DNA’da ~50— 300 kb parcalar1 seklinde fragmantasyonlar olusturur ve periferal
niikleer kromatinin kondanse bir hale gelmesini saglar (122). Niikleer
kondansasyon’un bu erken formu “l1. asama” kondensasyon (yogunlagsma) olarak
tanimlanir (123). Endoniikleaz G de, niikleusa transloke olur ve niikleer kromatini
oligoniikleozomal DNA fragmantasyonlar1 olusturmak {izere parcalar (124).
Dolayisiyla AIF ve endoniikleaz G kaspaz-bagimsiz sekilde hareket eder ve DNA
yikimini gergeklesitirir. CAD ise mitokondride iiretilip niikleusa transloke olduktan
sonra kaspaz-3 tarafindan yariklanarak aktif hale gelir ve oligoniikleozomal DNA
fragmantasyonlar1 ve daha belirgin sekliyle kromatin yogunlasmasi gerceklestirir
(125). Bu ge¢ ve daha siklikla tanimlanan kromatin kondensasyonu “asama 2”
kondensasyon olarak tanimlanir (123). Bu mitokondriyal apoptotik siire¢lerin kontrol
ve diizenlenmesi Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan yapilir (126). Her ne kadar biitiin
mekanizma tam olarak anlasilamamis olsa da, Bcl-2 ailesi proteinlerinlerinin
organizasyonunda, tiimor baskilayici bir protein olan p53 kritik bir rol oynamaktadir
(127). Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal membran permabilitesini yonetir ve bu
fonksiyonundan otiirii pro-apoptotik veya anti-apoptotik olarak gorev alir. Bcl-2
ailesi 3 alt gruptan olusur.Bunlar Pro-apoptotik ve sadece BH3 igeren grupta yer alan
tiyeleri (Bim, Bid, Puma, Noxa, Hrk, Bmf, and Bad), pro-apoptotik efektor grupta
yer alan molekiiller (Bax ve Bak) ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyeri (Bel-2, Bel-xL,
Mcll, Al, and Bcl-B) seklindedir (128). Bu proteinler hiicrenin apoptozise
ilerleyisini veya siirecin iptaline etki edecek spesifik ozelliklere ve dneme sahiptir.
Bcl-2 ailesi proteinlerinin esas gorevinin, mitokondride firetilen sitokrom-c’nin
sitosole gecisinde kullandigr mitokondri membran permabilizasyonu sonucu olusan
poruslar iizerindeki etkisi oldugu sdylenebilir. Birkag muhtemel mekanizma

belirtilmis olmasina ragmen mekanizma tam olarak aydimnlatilamamistir.
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Fas sinyal yolagiyla gerceklesen bazi apoptotik siireglerde mitokondriyal hasar BH3
interacting-domain death agonist (Bid) protein’in kaspaz-8 tarafindan yariklanmasi
ile diizenlenir (129,130). Bu durum o6liim reseptorii (ekstrensek) ve mitokondriyal
(intrensek) yolaklarin apoptozis’e giden siirecte kesistigi basamaklardan bir tanesidir
(77). Pro-apoptotik Bad’in (BCL2 associated agonist of cell death) serin
fosforilasyonu, multifonksiyonel fosfoserin baglayici molekiil ailesinin {iyesi olan
14-3-3 proteini araciligiyla gerceklestirilir. Fosforile edilmis olan Bad, 14-3-3
proteini tarafindan uzak bir bolgede tutulur ancak Bad fosforilasyonu ortadan
kalktiginda mitokondriye dogru yonelir ve sitokrom c’nin sitosole salinimini tetikler
(131). Bad ayn1 zamanda Bcl-XL veya Bcl-2 ile de heterodimer yapi olusturup bu
anti apoptotik proteinlerin koruyucu &zelliklerini ortadan kaldirmak suretiyle hiicre
Olimiinde gorev alir (132). Her ne kadar mekanizmasi tam olarak aydinlatilmig
olmasa dahi, Bad tarafindan indirgenmeyen Bcl-2 ve Bcl-XL mitokondriden
sitokrom-c salinmasini inhibe etmektedir. Calismalar Bel-2 ve Bcl-XL proteinlerinin,
apoptotik hiicre 6liimiinii dncelikli olarak kaspaz proteazlarin aktivasyonunu kontrol
ederek inhibe ettigini gostermistir (133). Ayrica Aven proteini de hem Bcl-XL hem
de Apaf-1 proteinlerine tutunarak prokaspaz-9’un aktive olmasii engellemektedir
(134). Hem Bcl-2 hem de Bcl-XL’in asir1 eksprese olmasi bu proteinlerin tiretimini
indirgemektedir. Bu durum da iki protein arasindaki dogrudan iligkiyi gérmemizi
saglamaktadir. Puma ve Noxa proteinleri Bcl-2 ailesinin iiyesi olan pro-apoptotik
proteinlerdir. Puma, p-53 aracili apoptozis’te énemli bir rol alir. Puma’nin asirt
eksprese olmasinin BAX ekspresyonunu tetikledigi ve olusan BAX konformasyonel
degisimlerinin bu proteinin mitokondriye transloke olmasini, mitokondride sitokrom
¢ iretiminin artmasini1 ve mitokondriyal membran potansiyelini ortadan kaldirdig
gosterilmistir (135). Noxa, p-53 indiiklii apoptozis’te gorev alan bir proteindir.
Calismalar, bu protein’in mitokondriye transloke olarak anti-apoptotik Bcl-2 protein
ailesi lyeleriyle etkilesime gecerek kaspaz-9’un aktivasyonuna katki sagladigim
aciklamistir (136). Hem Puma hem de Noxa’nin p-53 tarafindan indiikleniyor olmasi,
bu proteinlerin geno-toksik ve onkogen aktivasyonuyla ortaya ¢ikan apoptozis’te
diizenleyici olarak gorev alabildiklerini gostermektedir. Myc onkoproteininin’de hem

p-53 bagimli hem de p-53 bagimsiz sinyal yolaklarinda apoptozisi etkileyen bir
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protein oldugu belirlenmistir (137). Apoptozdaki bu kompleks yolaklarin anlasiimasi
tiimdrogenez ve terapisi konusunda énemli bilgiler vermektedir. Hem dis hem de i¢
apoptotik yolaklar eksekiisyon (sonlanma) fazi olarak adlandirilan bir siiregle
tamamlanir. Sonlandiric1 kaspazlarin aktivasyonu ile apoptozis’in bu siireci baslar.
Sonlandirict kaspazlar sitoplazmik endoniikleazlar1 aktive eder. Bu sayede niikleer
materyal ve proteazlar ilizerinde yapisal degisiklikler olusturularak cekirdek ve
sitoiskelet proteinleri yikima ugratilir. Kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 efektor veya
sonlandirict ksapazlar olarak gorev alirlar. Bu kaspazlar sitokeratinler, PARP,
plazma membran sitoiskelet proteini olan alfa fodrin, niikleer bir protein olan NuMA
ve diger bazi proteinleri yikima ugratarak apoptotik hiicrelerde gozlenen, morfolojik
ve biyokimyasal degisikliklere neden olur (138). Sonlandirici kaspazlar arasinda en
iyi tamimlanmig ve onemli olani kaspaz-3’tiir ve aktivasyonu baslatici (initiator)
kaspazlar (kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10) tarafindan gerceklestirilir. Kaspaz-3
spesifik olarak endoniikleaz CAD proteinini aktiflestirir. Proliferasyon yapmakta
olan hiicrelerde CAD inaktif ve kompleks formu olan ICAD halinde bulunur.
Apoptotik hiicrelerde kaspaz-3 aktifleserek ICAD’1 yariklayarak CAD’m ortaya
cikmasii saglar (104). CAD daha sonra kromozomal DNA’y1 niikleusta
pargalayarak kromatin yogunlasmasina neden olur. Kaspazlar ayrica sitoiskelet
yapisinida bozukluklar olustururarak apoptotik cisimcikleri sekillendirir. Kaspaz-3
tarafindan aktive edildigi tanimlanan bir diger 6nemli protein de, sitoiskeletin temel
eleman1 Aktin’e tutunan Gelsolin’dir. Kaspaz-3 sirasiyla gelsolin ve gelsolinin
fragmentlerini yariklayarak aktin filamentlerinin kalsiyum bagimsiz bir siirecte
yikimini saglar. Ortaya c¢ikan bu durum, sitoiskelet, intraseliiler transport, hiicre
boliinmesi ve sinyal transdiiksiyonu gibi hiicre i¢i fonksiyonlarin ortadan kalkmasina
neden olur (139). Apoptozis’in sonunda gergeklesen siire¢ apoptotik hiicrenin
fagosite edilmesidir. Membran fosfolipid asimetrisi ve normal sartlarda hiicre ig
yiizeyinde bulunan fosfotidilserin’in membran disina donmesi fagositik siirecin
baslamasimi saglar. Her ne kadar fosfatidilserin’in dis ylizeye transloke olmasini
saglayan mekanizma tam olarak anlasilamamis olsa da, bunun aminofosfolipid
translokaz aktivitesinin ortadan kalkmasi ve fosfolipidlerin nonspesifik flip-flop
hareketiyle gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir (140). Bazi ¢alismalar oksidatif stres

sekillenen eritrositlerde Fas, kaspaz-8 ve kaspaz-3’iin fosfotidilserin’in hiicre digina
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donmesinde etkili oldugunu gostermis olmasina ragmen, primer T-lenfositlerde
sekillenen apoptosiz’te bu kaspazlarin fonksiyonel olmadigi gosterilmistir (141,142).
Fosfotidilserin’in apoptotik hiicrelerin dis yiizeyine lokalize olmasi enflamatuar
olmayan fagositik taninma stirecini gergeklestirerek apoptozis sekillenen hiicrelerin
hizl1 bir sekilde ortadan kaldirilmalarini saglar (143).

Normal fizyolojik sartlarda sekillenen apoptozis karsit durumu olan mitoz
kadar 6nemli ve gereklidir. Hiicre popiilasyonlarinin diizenlenmesinde mitoz ve
hiicre proliferasyonunda tamamlayic1 fakat zit bir rolii bulunmaktadir. Yetiskin
viicudunda apoptozis ile ortadan kalkan hiicrelerin olusturdugu boslugu doldurmak
ve homeostaz’in saglanmasi i¢in her giin yaklagik 10 milyar hiicrenin iretildigi
tahmin edilmektedir (144). Normal gelisim, yaslilik ve hastaliklarda bu sayinin
Oonemli derecede arttig1 diisiiniilmektedir. Cesitli gelisimsel siire¢lerde apoptozis
kritik bir éneme sahiptir. Ornegin, sinir ve immiin sistem gelisiminde asir1 hiicre
tiretimi sekillenir. Bu asir1 hiicre popiilasyonu sistemin fonksiyonel o6zelliklerini
stirdlirecek yap1 disindaki hiicrelerin apoptozise ugramasi ve ortadan kalkmasi ile
sabitlenir. Yani asir1 sayida olan sinir sistemi hiicreleri sayilarin1 azaltarak sinaptik
yapilar olusturmaya baslar veya immiin sistem hiicrelerinin antijen spesivitesi asiri
hiicre popiilasyonu indirgendiginde sekillenmeye baslar (145,146). Apoptozis ayni
sekilde patojen isgali altindaki hiicrelerde, yara iyilesmesinde, inflamatuar hiicrelerin
ortadan kaldirilmasinda, graniilasyon dokusunun skar dokusuna doniistiiriilmesinde
gorev alir (147). Yara iyilesmesinde apoptozis’in disregiilasyonu asir1 skar dokusu ve
fibrozis gibi yara iyilesmesinin patolojik formlarina neden olabilmektedir. Apoptozis
ayni sekilde, aktive edilmis veya oto-agresif immiin hiicrelerinin lenfoid organlardaki
olgunlagsma safhasinda (kemik iligi ve timus) veya periferal dokuda elimine edilmesi
stirecinde gereklidir (148). Apoptozis ayrica postovulatuvar folikiillerde, folikiiler
atrezi ve post-laktasyon siirecinde meme bezlerinin diizenlenmesi i¢in de gereklidir
(149,150). Dahasi, organizma yaslandikca bazi hiicreler daha hizli bozulmaya baglar
ve apoptozis ile elimine edilir. Teoride, yaslanma ile iligkili apoptoziste oksidatif
stres’in primer gorev aldigi ve apoptozis’in kiimelesen serbest radikallerin
mitokondriyal DNA {izerinde hasar olusturma suretiyle katkida bulundugu
disiiniilmektedir (151,152). Acgik olan sudur ki, apoptozis dengeli bir sekilde

gerceklesmelidir. Cilinkii gereksiz veya yetersiz apoptozis gelisimsel defektler,
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otoimmiin rahatsizliklari, norodejenerasyon ve kanser gibi patolojilere neden
olabilmektedir. Kanser, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS), edinilmis
immun yetmezlik sendromu (AIDS), iskemi gibi hastaliklar ayrica parkinson,
alzheimer, huntington ve amyotrofik lateral skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin
sekillenmesinde hiicre Oliimiiniin diizenlenmesindeki anormallikler biiyiik yer
tutmaktadir. Bu hastaliklarin bir kismi yetersiz apoptozis’ten bazilari da asir
apoptozis’ten kaynaklanmaktadir. Hiicre normal siklik fonksiyonunun yok oldugu
ayrica hiicrelerin hem asir1 prolifere oldugu hem de bu hiicrelerin ortadan
kaldirilamadig1 patolojik siireclere, kanser 6rnek verilebilir (153). Genel olarak bazi
kanser tiirlerinin sekillenmesinde karsinogenez siirecinde apoptozis’in siiprese
olusunun kanserin sekillenmesinde 6nmli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (154). Bu
tiimor hiicrelerinin apoptozis’i siiprese etmesinde c¢esitli molekiiler mekanizmalar
mevcuttur. Timor hiicreleri Bcl-2 gibi anti apoptotik proteinleri eksprese ederek
veya Bax gibi pro-apoptotik molekiilleri indirgeyerek veya mutasyona ugratarak
apoptozise karsi direng gosterirler. Hem Bcl-2 hem de Bax ekspresyonu p53 timor
slipresor geni tarafindan diizenlenmektedir (155). p53°iin orta ve diisiik diizeyde
ekspresyonu hiicre yasamsal fonksiyonlar1 i¢in ¢ok kritik olan PCNA’nin
ekspresyonunu destekler ancak yiiksek derecede p53 wvarligt PCNA diretimini
baskilamaktadir (Yamaguchi et al. 1994, Shivakumar et al. 1995, Morris et al. 1996).
Insan B hiicre lenfomalarmin baz tiirlerinde Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu ile ortaya
ciktigr belirlenmistir. Bu kesif hiicre O6limii basarisizliginin kansere katkida
bulunduguna dair ilk ve en giiclii kanitlardan biridir (156). Kanserde apoptozis’in
stiprese edilmesindeki bir diger yontem de tiimor hiicrelerinin immiin sisteme karsi
hayatta kalabilmesidir (157). Baz1 immiin hiicreleri (T hiicreleri ne NK hiicreleri)
normal sartlarda tiimdr hiicrelerini perforin/granzim B yolagiyla veya dlim-reseptor
yolagiyla ortadan kaldirirlar. Bazi tiimor hiicreleri, 6lim reseptor yolaginda T
hiicreleri tarafindan iiretilen Fasl.’a yanit1 azaltarak immiin yanittan kaginabilir. Bu
mekanizmanin, timor hiicrelerinde Fas reseptoriiniin down regiile edilmesiyle
gerceklestigi  diislinlilmektedir. Ayrica fonksiyonel olmayan Fas reseptorii
ekspresyonu, Fas ligandi bolgeden uzaklastirabilen, Fas reseptoriiniin ¢oziinebilir
formunun asir1 derecede iiretilmesi ve Fas ligand’in dogrudan tiimor hiicre yiizeyinde

tiretilmesi de tiimdr hiicrelerinin immiin yanittan kagabilmesine olanak saglamaktadir
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(158-160). Hatta tiimor hiicreleri immiin yanita kars1 Fas ligand aracili bir kars1 atak
olusturarak tiimor infiltre durumdaki aktif lenfositleri ortadan kaldirabilmektedir
(161). Hiicre ici sinyal mekanizmalarinin yikimi apoptozis’in disregililasyonu ve
kansere neden olabilmektedir. Hiicre siklusunu diizenleyici bir transkripsiyon faktorii
olan tiimor silipresdr geni p53, olup, insan tumodrogenezinde en ¢ok mutasyona
maruz kalan gendir (162). Insan kanserlerinin %50’sinde p53 mutasyon mevcudiyeti,
p53°in kanserdeki kritik 6nemini gostermektedir. pS3 DNA’da hasar olustugunda
onarict proteinleri aktiflestirebilir, hiicre siklusunu G/S fazinda tutarak DNA
hasarinin belirlenmesini saglayabilir. Sayet DNA hasart geri doniisii olmayan bir
boyuttaysa apoptozis’i tetikleyebilir (163). Eger bu sistemde sikinti olusursa
tumdrogenez sekillenebilir. p53 geni bir sekilde hasar goriirse hiicrenin timor
baskilama kapasitesi bu durumdan ciddi sekilde etkilenebilir. Radyasyon, ¢esitli
kimyasallar ve Insan Papillomaviriisii (HPV) gibi etmenler p53 geninde tahribat
olusturabilir. Bu genin sadece bir kopyasini tasiyan insanlarda biiyiik olasilikla erken
yetiskinlik doneminde tiimor gelismesi ile karakterize Li-Fraumeni sendromu
sekillenecektir  (164,165). Mutasyonlu Ataksi  Telenjiektazinin’de  (ATM)
tumorogenezde ATM/p53 sinyal yolagi iizerinden etkili oldugu goriilmistiir (166).
ATM geni tiimdr siipresor 6zelligi bulunan bir protein kinaz kodlar. DNA {izerinde
iyonize radyasyon kaynakli hasar, ATM aktivasyonunu indiikler ve hiicre siklusu
bloke edilerek DNA onarmmu tetiklenir. p53°iin ATM bagimli fosforilasyonu, bu
mekanizmada etkilidir (167). Daha onceden belirtildigi gibi, pS3 hiicre bilyiime
sinyallerini dondurarak DNA iizerinde hasarin onarimi i¢in olanak gerceklestirir veya
hasar diizeltilemeyecek boyuttaysa hiicreyi apoptozise zorlar. Bu sistem, somatik
genetik/epigenetik degisiklikler ve HPV gibi onkogen viral proteinlerin expresyonu
yiizlinden inaktif hale gelebilir ve tumorgenez sekillenebilir (168). Tiimor gelisimine
baska hiicre sinyal yolaklarida neden olabilmektedir. Ornegin, tiimor hiicrelerinde
fosfotidilinositol 3-kinaz/AKT yolagmin up regiile olmasi yasamsal sinyallerden
bagimsiz hale gelmelerini saglamaktadir. Bu upregiilasyon, apoptozis’in
diizenlenmesinin yani sira proliferasyon, biiyiime ve sitosikelet diizenlenmesi gibi
hiicresel siireclere de etki etmektedir (169). Kanserin yani sira diisiik miktarlardaki
apoptozis de otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS) gibi hastaliklara neden

olabilmektedir (170). Coklu otoimmiin rahatsizliklariyla sonuglanan bu durum oto-

32



agresif T hiicrelerindeki yetersiz apoptozis’ten kaynaklanmaktadir. B hiicrelerinin
asir1  proliferasyonu ise asir1 immunoglobulin iiretimine neden olmakta ve
otoimmiiniteye neden olmaktadir. Hemolitik anemi, immiin-aracili trombositopeni ve
otoimmiin noétropeni gibi durumlar ALPS’nin yaygin olan hastaliklar1 olarak
tanimlanabilir. Bu birbirinden farkli hastaliklar farkli mutasyonlardan koken
almaktadir. Tip 1A, death domain (6liim bolgesi), Tip 1B, Fas ligand ve Tip 2 ise
kaspaz-10 mutasyonundan kaynaklanmakta ve ilgili proteinin aktivasyon eksikligi
s0z konusudur. Otoimmiin rahatsizliklari, norodejeneratif hastaliklar ve iskemi-
reperfiizyon hasar1 gibi durumlar da asir1 apoptozis ile iliskilendirilebilmektedir.
Edinsel Immun Yetmezlik Sendromu (AIDS) ile sonuclanan insan immiinodefens
viriis (HIV) enfeksiyonu, otoimmiin hastaliklara 6rnek olarak verilebilir (171). Bu
viriis CD4" T hiicrelerin CD4 reseptdrlerine tutunarak enfekte olmasim saglar.
Enfekte olan T hiicresinin igerisine gecen viral HIV Tat proteini, Fas reseptor
ekspresyonunun artmasina ve apoptotik T hiicrelerin olusmasina neden olur. Asiri
apoptozis olusmasinin gesitli iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarlarinda da énemli bir rol
oynadig1 diistiniilmektedir (172-174). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bu apoptotik
hiicre oliimiinde etkili oldugu diistinilmektedir (175). T/D hasari durumunda
hiicresel ROS miktar1 artmakta ve bu serbest radikaller mitokondriyal fonksiyonu
ortadan kaldirarak apoptozis’i tetiklemektedir (176,177). Yetersiz kan akisi sonucu
sekillenen iskemi durumunda oksijen taginiminda azalma ve hiicrelerde 6lim
gerceklesmektedir. Her ne kadar nekroz sekilleniyor olsa da doku iskemisinde
yogun BAX ekspresyonu gerceklestigi ve c¢esitli tedavi yontemleriyle bu doku
hasarinin ortadan kaldirildigr tanimlanmistir (178). Genel olarak diislince, iskemi
sekillenen organda apoptozis’in indiiklenebilecegi ancak iskeminin kalic1 olmasi
durumunda nekroz’un daha yogun olacagi yoniindedir. Bunun yani sira
reperfiizyonla hiicreye kan akis1 tekrar saglansa dahi apoptotik kaskadlar apoptotik
stireci devam ettirebilmektedir (179). Reperflizyonla kan akisina ragmen apoptotik
sinyallerin devamliliginin iskemi siirecinde dokuda olusan serbest radikallerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (180). Testis iskemi/reperfiizyonuna bagh sekillenen
apoptozis’in ise hem mitokondriyal (intrensek) hem de Fas-FasL (ekstrensek)

yolaklarinin etkisi altinda sekillendigi diistiniilmektedir (181).
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3.5,  PCNA (Proliferasyon Hiicre Niikleer Antijeni)

Proliferasyon hiicre niikleer antijeni (PCNA) DNA replikasyonu ve kromatin
diizenleyici stireglerde ve DNA onariminda kritik 6neme sahip bir proteindir. PCNA
baslangicta DNA polimeraz 6 ve & yardimci proteini olarak tanimlanmis olsa da,
DNA sentez ve onariminda kritik bir protein oldugu anlagilmistir (182,183).
PCNA’in ilk tanimlanmasi lupus eritematozus’lu hastalarda prolifere olan hiicrelerde
kesfiyle gergeklesmistir (184). Aymi donemlerde hiicrenin S fazinda sentezlenen
sentezlenen ve siklin olarak tanimlanan bir protein tanimlanmistir (185). Daha
sonraki donemlerde aslinda bu iki protein’in ayni oldugu ve 29 kDa boyutundaki
PCNA oldugu anlagilmistir (186). Gilinlimiizde siklin ise hiicre siklus
diizenlenmesinde gorev yapan molekiillerin bulundugu bir protein ailesini
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. PCNA ekspresyonu, hiicre siklusu’nun G1 fazinin
son % 5 ve S fazmin ilk %35’lik kisminda sentezlenmektedir (187). PCNA
hiicrelerin yasam ve oliimiinde iicli bir fonksiyona sahiptir. DNA replikasyonu
sekillenmedigi durumlarda, ¢ogunlukla p53 gen kontrolii altinda bulunan PCNA
hiicreyi hiicresel siklus arrest’te bekletir. Bu siire¢ igerisinde DNA’da hasar varsa
onarilmasi i¢in zaman kazandirir. Sayet niikleer hasar diizeltilemeyecek boyutta ise
ortamda fonksiyonel PCNA’nin azalmasi veya tamamen ortadan kalkmasi hiicreyi
apoptozis’e yonlendirir (188). Ayrica ¢ogunlukla proliferasyon marker’t olarak
kullanilan PCNA kanser gibi 6liim mekanizma hasar1 barindiran hiicrelerde normal
diizeyin tistiinde eksprese edilmektedir (189). PCNA’nin kanser hiicrelerinde dogal
sitotoksisite reseptorii NKp44°’ii inhibe ederek immiin kacinima yardimci oldugu
distiniilmektedir (190). Her ne kadar niikleer bir protein olsa da PCNA’nin bazi
hiicrelerde sitosolde de fonksiyon gosterdigi bilinmektedir. PCNA’nin prolifere olma
kapasitesine sahip olmayan hiicrelerde de eksprese olmasi ve bunun hiicrenin
survival durumunu tanimladigr diisiiniilmesine ragmen apoptotik hiicrelerde PCNA
ekspresyonunun azaldigi tanimlanmustir. In vitro caligmalarda PCNA asir1 eksprese
eden hiicrelerde indiiklenen hem i¢ hem de dig yolakli apoptozis’in gecikmeye
ugradigl, PCNA over eksprese eden immatiir hiicrelerin olgunlagmis hiicreler gibi
hareket ettigi ve notrofil gibi kisa Omiirlii hiicrelerin yasam siirelerinin uzadigi
gbzlenmistir. PCNA mutasyonu’nun ise anti-apoptotik proteinlerin fonksiyonlar

tizerinde yikici bir etkisi oldugu diisliniilmektedir (191). Fonksiyonel PCNA
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oksidatif stres kaynakli apoptoziste Bax/Bcl-2 proteinleri iizerinden apoptotik stireci
ortadan kaldirma kapasitesine sahiptir (192). Proliferatif retinal hastaliklarda
proliferasyon/apoptozis dengesinin etkili oldugu ve bu patolojik durumubn kaspaz-3

ve PCNA ekspresyon diizeyleriyle dogrudan iligkili oldugu diisiintilmektedir (193).

3.6.  Allopurinol [4-hydroxypyrazolo(3,4-d) pyrimidine]

Allopurinol, 1950’lerin baslarinda Gertrude Elion ve arkadaslari tarafindan anti-
l6semi ilaci (tiyoguanin, merkaptopurin ve azatiyopiirin) liretmeye c¢alisitiklar1 bir
donemde gelistirildi (194). Losemi kiirli olabilecek bir arastirmanin yani sira,
arastirmacilar oksidatif stres ve iirik aside neden olan ksantin oksidaz enzimini
indirgeyen bir bilesik tiretmeyi de hedeflediler. Olusturulan birgok bilesigin sonunda
ksantin oksidaz inhibitorli ve substrati olan allopurinol’un (4-hydroxypyrazolo(3,4-
d)pyrimidine) liretilmesi gergeklesti. Uzun siireli ¢aligsmalarla birlikte, hiperiirisemik
ve inflamatuvar bowel hastaligi gibi durumlar iizerinde allopurinol’un etkinligi ve
giivenirligi goriildii (195). Bir piirin analogu ve antioksidan olan allopurinol, bircogu
hastaligin tedavi planlamasina dahil edildi ve giliniimiizde de tibbi amaglar
arastirtlmaktadir (196). Elli yildan uzun bir siiredir, allopurinol bobrek tasi ve timor
lizis sendromu iliskili hiperiirisemik durumlar ve gut hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir (197). Ayrica, allopurinole Leishmania ve Tripanozoma cruzi gibi
partikiiler protozoa kaynakli enfeksiyonel hastaliklarin tedavisinde de bagvuruldu
(198,199). Son yillarda, amilotory bagirsak hastaligi ve otoimmiin hepatitli hastalarin
tedavisinde ayrica tiyopurinlerle immiinomodiilasyon tedavisini optimize etmek
amaciyla da allopurinol kullanilmaktadir (200,201). Allopurinol’iin diisiik dozlu
azatiyoprin veya merkaptopurin ile kombine edilerek kullanimi, tiyopurinlerin
metabolizmasini olumlu sekilde etkileyerek etkinligini arttirmakta ve tiyopurin son
trtinlerinin  toksisitesini ortadan kaldirmaktadir (202). Ayrica allopurinol
kardiyovaskiiler ve reprodiiktif tipta da kullanilabilirligi potansiyelini gostermistir.
Yiiksek dozlarda kullanilan allopurinol, reperfiizyon hasariyla ortamda yiikselen
serbest radikalleri indirgeme kapasitesine sahiptir (203). Allopurinol’iin iskemik kalp
rahatsizligi olanlarda endotel disfonksiyonu’nu ortadan kaldirdigi ve egzersiz
kapasitesine katki sunmaktadir. Ayrica dogum asfiksinden sonra sekillenen sinir

hasarlarina kars1 noroprotektif bir etkisi oldugu bilinmektedir (204,205).
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3.7.  Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik asit)

Trolox bir a-tokoferol (Vitamin-E) analogudur. Tokoferollerdeki hidrofobik pitil
grubunun hidrofilik karboksil grubuyla yer degistirmesiyle elde edilmistir. Troloxtaki
bu modifikasyon tokoferol analogu bu bilesige suda ¢6ziinebilme o6zelligi
kazandirmigtir (206). Trolox gida ve kozmetik endiistrisinde yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (207,208). Trolox bir vitamin-E analogu olmasiyla beraber giiglii bir
antioksidan 6zelligine sahiptir. Ayrica suda ¢6ziinebilen bu sentetik vitamin peroksil
radikallerini vitamin E’ye gore daha gii¢lii bir sekilde ortadan kaldirabilmektedir
(209). Trolox’un oksidatif hasar1 ortadan kaldirdigina yonelik kanitlar sunan hem in
vitro hem de in vivo ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (210-212). Klinik ve pre-klinik
caligmalarda yogun bir sekilde kullaniliyor olmasinin nedeni vitamin-E’nin (a-
tokoferol) suda c¢oziinebilir bir analogu olmasina ragmen bazi ozellikleriyle bu
vitaminden tamamen ayri1 bir molekiil olarak degerlendirilmektedir. o-tokoferol
aktive olan insan monositlerinde proinflammatuvar sitokin olan IL-1f iiretimini 5-
lipooksijenaz yolag lizerinden azaltmaktadir (213). Ancak trolox bu 5-lipooksijenaz
yolagi iizerinde veya IL-1p iiretiminde bir etki gostermemektedir (214,215). Ayrica
a-tokoferol’lin antiproliferatif ve kinaz inhibitorleri lizerindeki inhibe edici etkisi
olmasina karsin trolox’un kinaz inhibitorlerinin {izerinde herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir (216). Bu fonksiyonel farkliliklar birbirinin analogu olan bu iki

molekiiliin farkli tedavi ve ¢calismalarda kullanilmasina neden olmustur.
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4.  GEREC ve YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar’’min Temini, Deneyin Diizenlenmesi ve Sonlandirilmasi
Deneysel ¢alismamiz Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzin Saglik Bilimleri
Arastirma ve Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan
26.04.2018 tarih ve 2018/05’nolu izin ¢ergevesinde gerceklestirilmistir. Tim
deneysel siire boyunca bilim ugruna kurban edilen hayvanlarin refahina 6zen
gosterilmistir. Calismamizda Dicle Universitesi Sabahattin Payzin Saghik Bilimleri
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden (DUSAM) temin edilen 15-16 haftalik
agirliklart 300-350 gr araliginda degisen 28 adet Sprague — Dawley cinsi erkek rat
kullanilmigtir. Ratlar rastgele 4 esit gruba (n=7) boliinmiistiir. Deney hayvanlari igin
1 hafta adaptasyon siiresi saglanarak standart pellet yem ve suya ad libidum ulasim
saglanmigtir. Deneysel asama basladiginda hayvanlar 50/10 mg/kg Ketamin/Ksilazin
I.m. enjekte edilerek genel anesteziye alinmis ve ilgili islemler gergeklestirilmistir.
Tiim cerrahi islem uygulanan hayvanlara post operatif 1 mg/kg Dolorex (Butorfanol)
s.c. olarak enjekte edilmistir. Genel anesteziye alinan hayvanlarda sedasyon kontrolii
diizenli araliklarla saglanmistir. 1. gruptaki (kontrol) hayvanlar herhangi bir cerrahi
operasyona tabi tutulmadi ve deney sonunda sakrifiye edildi. 2. gruptaki hayvanlar
(Torsiyon/Detorsiyon) genel anesteziye alinarak skrotum orta hattindan insuzyon
yapildi. Sol testisler saat yoniinde 720° dondiiriilerek tunika dartosa sabitlendi. 5
saatlik iskeminin son 30 dakikasinda bu gruptaki hayvanlara i.p. serum fizyolojik
enjekte edildi. Besinci saatin sonunda skrotum dikisleri agilarak sol testisler mantiel
olarak eski haline getirildi. Skrotum tekrar kapatildi ve testisler 2 saat siireyle
reperfiize edildi. Reperflizyon siiresi sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. 3. gruptaki
hayvanlar (Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol) genel anesteziye alindiktan sonra
skrotum orta hattindan insuzyon yapildi. Sol testisler saat yoniinde 720°
dondiiriilerek tunika dartosa sabitlendi. 5 saatlik iskeminin son 30 dakikasinda bu
gruptaki hayvanlara i.p. 200 mg/kg allopurinol enjeksiyonu yapildi. 5. saatin sonunda
skrotum dikisleri agilarak sol testisler maniiel olrak eski haline getirildi. Tekrar
kapatilan skrotumda yer alan testisler 2 saat siireyle reperfiize edildi. Reperfiizyon
stiresi sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. 4. gruptaki hayvanlar (Torsiyon /
Detorsiyon + Trolox) i.m. genel anesteziye alindi. Genel anestezi altinda skrotum

orta hattindan insuzyon yapildi. Sol testisler saat yoniinde 720° dondiiriilerek tunika
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dartosa sabitlendi. Bes saatlik iskeminin son 30 dakikasinda bu gruptaki hayvanlara
I.p. 50 mg/kg trolox enjeksiyonu yapildi. 5. saatin sonunda skrotum dikisleri agilarak
sol testisler maniiel olrak eski haline getirildi. Tekrar kapatilan skrotumda yer alan
testisler 2 saat silireyle reperfiize edildi. Reperflizyon siiresi sonunda hayvanlar
sakrifiye edildi. Tiim hayvanlar kalpten kan alma suretiyle sakrifiye edildi. Sakrifiye
edilen hayvanlarin kan 6rnekleri MDA analizi i¢in kullanildi. Sol testisler’de Zinc
formalinde (Sigma #Z2902) fiksasyona alindi. Olusan atik, toplama posetlerine

alinarak imha edilmek iizere DUSAM personeline teslim edildi.

Sekil-12: Iskemi uygulanan ve suture edilen skrotum’un goriintisii.
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Sekil-13: Reperfiizyon sonrasi testis’in goriintiisii. Iskemi olusturulan sol (kalin ok)

ve kontralateral sag testisin (ince ok) goriiniimii.

4.2.  Kan Serum Malondialdehit (MDA) Degerlerinin Olgiilmesi

Sakrifiye edilen hayvanlardan intrakardiyak alman 8 ml kan Ornekleri tiiplere
aktarildiktan sonra 3000 rpm’de, 15 dk santrifiij edildi. Elde edilen plazma ayr1 bir
tipe aktarilarak -80°C de MDA analizi gerceklestirilene kadar muhafaza edildi.
MDA analizi gergeklestirilirken 0.5 ml plazma, 2.5 ml %?20’lik trikoloroasetik asit
(TCA) eklenerek vortex ile karistirildi. Miiteakiben, karistma 1 ml % 0.6°lik
tiyobarbitiirik asit (TBA) eklenip 10 dk vorteks ile karistirildiktan sonra, kaynar su

icersinde 30 dk siire ile bekletildi. Soguyan karisimin absorbans degerleri,
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spektofotometre ile 532 nm’de okundu. Sonuglar, ekstinksiyon katsayisi (1.56x105)
ve seyreltme faktorleri hesaba katilarak (umol/l) olarak gosterildi. Elde edilen MDA
degerleri SPSS 24.0 (IBM, ABD) ile normallik testine tabi tutuldu. Normalite
uygunlugu gézlenen veriler daha sonra ONE Way Anova, Post-Hoc Tukey testlerine

gore analiz edildi. Istatistiksel veriler bakimmdan p<0,05 anlaml1 kabul edildi.

4.3. Rutin Histolojik Takip

Sakrifiye edilen hayvanlardan alinan testis 6rnekleri tamponlanmis Zinc formalin
(Sigma #22902) igerisinde 6n fiksasyona tabi tutuldu 6 saat 6n fiksasyon sonrasi
kiigtiltiilen dokular toplamda 18 saat siireyle fikse edildi. Fiksasyon sonrasi 12 saat
¢esme suyunda yikanan doku o6rnekleri dehidrasyon igin artan alkol serilerinden
gecirildi. %50 ve %70’lik alkolde 1’er gece bekletilen 6rnekler daha sonar %80-
%90-%96-%100’liik alkolserilerinde 2’ser saat dehidrate edildi. Dehidrate edilen
dokular 2 kez 5’er dakika Xylol’de seffaflandirildi. Seffaflastirilan doku 6rnekleri
%50 Xylol igeren erimis parafin icerisinde 55 °C inkiibatorde 1,5 saat bekletildi
daha sonra temiz erimis parafin igerisinde 55 °C inkiibatérde 2,5 saat daha doku
icerisine parafin niifuzu saglandi. Daha sonra doku o6rnekleri bloklarin igerisine
dokiilen sivi parafine gomiildii ve bloklar katilasana kadar oda isisinda muahafaza
edildi. Elde edilen bloklardan 5 pm kalinhginda kesitler polilizin kapli lamlara

alindi.

4.4. Histokimyasal Metodlar

Parafin bloklara gémiilen doku 6rneklerinden rotary mikrotom (Leica) ile alinan 5
um kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alind1 ve uygulanacak boyamalar igin
55 °C’ye ayarli inkiibatorde 1 saat parafin depolimerizasyonu saglandi. Inkiibatérden
alinan seri kesitlerde Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Periyodik asit—Schiff (PAS),
boyamalari uygulandi.

4.4.1. Hematoksilen — Eozin Boyama Protokolii

Daha once polilizin kapli lamlara alinan kesitler 2 seri Xylol de 15’er dk deparafinize
edildi. Xylolden alinan kesitler azalan alkol serilerinde (%100, %100, %96, %90,
%80, %70) 5’er dakika rehidre edildi. Distile suya getirilen kesitler 5 dk oda 1sisinda
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muhafaza edildi. Hematoksilende 8 dakika boyunca c¢ekirdek boyamasina birakilan
kesitler 5 dakika ¢esme suyunda yikanip distile suya aktarildi. Distile suda 1 dakika
bekletillen kesitler %]1°lik asit alkole daldirilip c¢ikartilmak suretiyle fazla
hematoksilenden arindirildi. Daha sonra kesitler distile suda 5 dakika yikandi. Distile
suda asit alkolden arindirtlan 6rnekler Eozin de 3 dakika siireyle boyandi. Siirenin
sonunda artan alkol serilerinden %70 ve %@80’lik alkollere daldirilip c¢ikartilan
kesitler %96’lik alkoklde 1 dakika bekletildi. 2 seri Xylolde 15’er dakika

seffaflandirilan 6rnekler entellan ile kapatildi.

4.4.2. PAS Boyama Protokolii

Daha once polilizin kapli lamlara alinan kesitler 2 seri Xylol de 15’er dk deparafinize
edildi. Xylolden alinan kesitler azalan alkol serilerinde (%2100, %2100, %96, %90,
%80, %70) 5’er dakika rehidre edildi. Distile suya getirilen kesitler 5 oda 1s1sinda
muhafaza edildi. %0,5°lik Periyodik asit i¢erisinde 5 dakika bekletilen kesitler cesme
suyunda 5 dakika slireyle periyodik asitten arindirildi. Distile suya aktarilan kesitler
daha sonra 15 dakika siireyle Schiff reaktifinde boyandi. Cesme suyunda yikanan
kesitlerde gozle pembelik degerlendirildi. Hematoksilen ile zit boyama yapilan
kesitler ¢gesme suyunun altinda 5 dakika yikandi ve artan alkol serilerinde (%70,
%80, %90, %96, %100) 5’er dakika siireyle dehidre edildi. Xylol’e alinan kesitler 2
seri 15 ‘er dakika seffaflandirildi ve entellan ile kapatildi.

4.5. Immunohistokimyasal Metodlar ve TUNEL Assay

Rutin histolojik takip sonrasi bloklanan testis Orneklerinden almman 5 pm
kalinligindaki kesitlerde antikor boyamas1 olarak Proliferasyon Niikleer Antijen
(PCNA), Procaspase—3 ve Cleaved Caspase-3 antikor boyamalar1 gergeklestirildi.
Ayrica kesitlerde Apoptotik Index degerlendirmesi amaciyla TUNEL Assay
uygulanarak testikiller DNA fragmantasyonu incelendi. Immunohistokimya
uygulanan kesitlere yonelik antikor bilgileri ve dilusyon oranlar1 Tablo-1’de
listelenmistir.

Tablo-1: Kullanilan antikorlarin katalog, iiretim ve dilusyon oranlari.

Antikor’un Ad1 Uretici Firma Cat. No. Host Clonality Dilusyon
PCNA Santa Cruz Sc-25280 Mouse 19G, Monoclonal 1/250
Procaspase-3 Novus Biologicals NBP1-90125 Rabbit 1gG Polyclonal 1/500
Cleaved Caspase-3 (Aspl75) Cell Signaling #9664 Rabbit 1gG Monoclonal 1/100
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45.1. PCNA Immunohistokimya

Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinhiginda kesitler 2 seri Xylol’de 15’er dakika
bekletilerek parafinden arindirildi. Daha sonra azalan alkol serilerinde (%100, %100,
%96, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletildi. xylolden temizleme islemi ve
rehidrasyon gerceklestirildi. Distile suya getirilen kesitler immunohistokimya
amaciyla 2x5 dk PBS te yikandi. Metanol icerisinde hazirlanan %3’liik H202 de 30
dakika siireyle endojen peroksit blokaji gerceklestirildi. 2x5 dakika PBS te yikanan
ornekler 7 dakika siireyle Ultra V Block solusyonunda (Thermo, cat no: TA-125-UB)
inkiibe edildi. Blocking solusyon 7. dakikanin sonunda kesitlerden uzaklastirildi ve
ornekler yikamaya alinmadan antibody diluent (Thermo, cat no: TA-125-UD) ile
1/200 oraninda diliie edilen PCNA primer antikor (Novus Biologicals, cat no: NBP1-
90125) ile +4 °C’de gece boyunca inkubasyona birakildi. Gece boyu inkubasyon
sonrasinda tekrar eden ¢aligmada alinan kesitler 1 saat siireyle oda 1sisinda (28 °C) ek
inkiibasyona tabi tutuldu. ek inkubasyonun kesitlerde spesifik baglanmay1 arttirdigi
tespit edildi. Antikor iniibasyonundan alinan kesitler 2x5 dakika PBS te yikanan
kesitler anti-rabbit sekonder antikor ile (Thermo, cat no: TP-125-BN) 30 dakika
stireyle inkiibe edildi. Sekonder antikordan alinan kesitler 2x5 dakika siireyle PBS’te
yikandi. PBS’ten alinan kesitler 30 dakika siireyle oda 1sisinda Streptavidin
peroksidaz (Thermo, cat no: TS-125-HR) ile enzim baglanmasi igin inkiibe edildi.
Strepatavidin peroksidaz inkiibasyonu sonrast 2x5 dakika PBS’te yikanan kesitler
DAB kromojen (Thermo, cat no: TA-125-HD) ile reaksiyona tabi tutuldu. Mikroskop
altinda reaksiyon izlendi ve spesifik tutunum gozlendiginde PBS’ile reaksiyon
sonlandirildi. Cesme suyunda yikanan kesitler 1 dakika siireyle hematoksilen ile zit
boyamaya tabi tutuldu. Artan alkol serilerinde 5’er dakika bekletilen kesitler 2 seri
Xylol’de 15’er dakika siireyle seffaflandirildi. Seffaflanan kesitler entellan ile
kapatildi ve oda 1sisinda kurumaya birakilan kesitler daha sonra analiz edilmek iizere

kapali lam kutularinda muhafaza edildi.

45.2. Procaspase-3 Immunohistokimya

Xylol’de 2 seri 15’er dakika deparafinize edilen kesitler azalan alkol serilerinde
(%100, %100, %96, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletildi. Daha sonra distile suda
bekletilen kesitler PBS’te 2x5 dakika siireyle yikandi. Zinc formalin fiksasyonu
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kullanilan Orneklerimizde antijen retrieval asamasi atlandi. Metanol igerisinde
hazirlanan  %3’lik H»O, de 30 dakika siireyle endojen peroksit blokaji
gergeklestirildi. 2x5 dakika PBS te yikanan 6rnekler 7 dakika siireyle Ultra V Block
solusyonunda (Thermo, cat no: TA-125-UB) inkiibe edildi. Blocking solusyon 7.
dakikanin sonunda kesitlerden uzaklastirildi ve ornekler yikamaya alinmadan
Antibody diluent (Thermo, cat no: TA-125-UD) ile 1/200 oraninda diliie edilen
Procaspase-3 primer antikor (Novus Biologicals, cat no: NBP1-90125) ile +4 °C’de
gece boyunca inkubasyona birakildi. Gece boyu inkubasyon sonrasinda tekrar eden
calismada alinan kesitler 1 saat siireyle oda 1sisinda (28 °C) ek inkiibasyona tabi
tutuldu. ek inkubasyonun kesitlerde spesifik baglanmay1 arttirdigi tespit edildi.
Antikor inilibasyonundan alinan kesitler 2x5 dakika PBS te yikanan kesitler anti-
rabbit sekonder antikor ile (Thermo, cat no: TP-125-BN) 30 dakika siireyle inkiibe
edildi. Sekonder antikordan alinan kesitler 2x5 dakika siireyle PBS’te yikandi.
PBS’ten alinan kesitler 30 dakika siireyle oda 1sisinda Streptavidin peroksidaz
(Thermo, cat no: TS-125-HR) ile enzim baglanmasi i¢in inkiibe edildi. Strepatavidin
peroksidaz inkiibasyonu sonrasi 2x5 dakika PBS’te yikanan kesitler DAB kromojen
(Thermo, cat no: TA-125-HD) ile reaksiyona tabi tutuldu. Mikroskop altinda
reaksiyon izlendi ve spesifik tutunum goézlendiginde PBS’ile reaksiyon sonlandirildi.
Cesme suyunda yikanan kesitler 1 dakika siireyle hematoksilen ile zit boyamaya tabi
tutuldu. Artan alkol serilerinde 5’er dakika bekletilen kesitler 2 seri Xylol’de 15’er
dakika siireyle seffaflandirildi. Seffaflanan kesitler entellan ile kapatildi ve oda
1sisinda kurumaya birakilan kesitler daha sonra analiz edilmek iizere kapali lam

kutularinda muhafaza edildi.

45.3. Cleaved Caspase-3 Immunohistokimya

Rat testis kesitleri cleaved caspase-3 boyamasi gerceklestirilmeden once pozitif
kontrol i¢in etopozid maruziyetine birakilan ve etopozid ile inkiibe edilmeyen Jurkat
hiicreleri (IHC Control Slides - SignalSlide® Cleaved Caspase-3 (Aspl75) IHC
Controls, UniProt ID P42574, Entrez ID 836 #8104) antikor boyamas1 yapilarak
antikorun reaksiyon kapasitesi kontrol edildi (Sekil-14). Etopozid uygulanmis
hiicrelerde pozitif sinyaller gozlendikten sonra deneysel caligmanin testikiiler

dokular1 ayn1 protokol ile boyandi.

43



[ ] & A d [) . - - . ) -

'P'..". . $ CBe e e @ Cgete >

s .O r ‘b..‘ ®e '.“ 00 o ’\:o’ b

¢’ %0 o0 XA Sieric ‘..‘..c asit e 00

« g0 cee! .

o ‘9, " .' 2

"_’ N '...

‘o ™

o' Y'0 A e T . #

* Qo.‘.. ‘o.:o. .o."... ..o.

o Ae e iy o®

! > "‘o A '.“ ° .oo.o‘.'.:' r... et

‘Te'e ol a '~ oge? . °

o:\’4 ..0.‘:. ._' o & "::{f.. .:.,.0.‘..' » .\.-@.“.*.

AT R ARE
B
-

Sekil-14: Jurkat hiicre hattinda Cleaved Caspase-3 antikor pozitif kontrolii. Jurkat
hiicre hattinda etopozid maruziyetine maruz birakilmayan (A) ve birakilan hiicrelerde
(B) cleaved caspase-3 ekspresyonlari. (IHC Control Slides - SignalSlide® Cleaved
Caspase-3 (Asp175) IHC Controls, UniProt ID P42574, Entrez 1D 836 #8104, Bar:20

um, Boyama: Cleaved Caspase-3, Zit boyama: Hematoksilen).

Polilizin kapli lamlara alinan kesitler 55°C’de parafin depolimerizasyonuna tabi
tutulduktan sonra 3 seri Xylol’de 5’er dakika parafinden arindirildi. Xylol’den alinan
kesitler 10’ar dakika %100 ve %96’lik alkollerde dehidre edildi. Daha sonar kesitler
2 seri dH20’da 5’er dakika bekletildi. Dehidre edilen kesitler antijen maskesinin
kaldirilmasi ve antikor affinitesinin arttirilmasi i¢in 1sitmali tabla {izerinde 10 mM
Tris/I mM EDTA (pH 9.0) igeren sale igerisinde kaynama sicakligina gelene kadar
1sitildi. Kaynamaya baglayan solusyon igerisindeki kesitler kaynama alt1 sicaklikta 18
dakika kadar daha antijen maskelemesinden arindirildi. Daha sonra beng iizerine
alman Ornekler 30 dakika siireyle sogumaya birakildi. Antijen maskelemesi
kaldirilan kesitler 3 seri 5’er dakika siireyle dH20’da yikandi. Kesitler endojen
peroksidaz blokaji i¢in metil alkol igerisinde hazirlanan %3’lik hidrojen peroksit
cozeltisinde 10 dakika stireyle bekletildi. Endojen peroksidaz blokaji sonrasi kesitler
2 seri 5’er dakika siireyle dH20 da durulandi. Yikanan kesitler yikama solusyonu
(1X TBS/0.1% Tween-20) icerisinde 5 dakika siireyle bekletildi. Etrafi smirlayici
hidrofobik kalemle ¢izilen kesitler blocking asamasina alindi1 ve antijen affinitesi 5
dakika stireyle Ultra V Block solusyonu (Thermo, cat no: TA-125-UB) uygulanarak
gerceklestirildi. Kesitlerden uzaklastirilan bloking solusyonundan sonra dokular
antibody diluent (SignalStain® Antibody Diluent #8112) igerisinde 1/100 oraninda
dilusyon edilen cleaved caspase-3 (Cell Signaling (ASP175) #9664) primer antikor
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uygulamasina tabi tutuldu. Antikor damlatilan kesitler nemli kutu igerisinde +4
°C’de gece boyu inkubasyona tabi tutuldu. Primer antikor uzaklastirilan kesitler 3
seri 5’er dakika siireyle yikama solusyonunda yikandi. Daha sonra kesitler diger
antikor boyamalarinda kullanilan anti-polivalent/HRP metodundan farkli olarak tek
basamakli polimer bazli immunohistokimya metoduna gore boyandi. Bu sebeple
primer antikordan alinan kesitler yikama isleminden sonra oda 1sisinda HRP/Anti
Rabbit, SignalStain® Boost IHC Detection Reagent (Cell Signaling #8114P) ile 30
dakika nemli ortamda inkiibe edildi. Polimer bazli sekonder inkubasyon antikor
asamasindan sonra kesitler 3 kez 5’er dakika siireyle yikama solusyonunda bekletildi.
Daha sonra kesitlere DAB kromojen (Thermo, cat no: TA-125-HD) damlatild1 ve
reaksiyon mikroskop altinda degerlendirildi. Reaksiyon basladigi anda kesitler
yikama solusyonuna alindi. Daha sonra kesitler 1 dakika siireyle hematoksilen zit
boyamaya tabi tutuldu. %95 ve %100 alkollerde 2’ser seri 1’er dakika bekletilen
kesitler Xylol’de 2 seri 10’ar dakika seffaflandirildi. Daha sonra entellan ile
kapatilan kesitler 151k mikroskobu altinda incelendi ve immunohistokimyasal

analizler gerceklestirildi.

4.5.4. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL
Assay)

Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinliginda kesitler paraffin depolimerizasyonunu
takiben 2 seri Xylol’de 15’er dakika bekletildi. Azalan alkol serilerinde (%100, %90,
%80, %70) 5’er dakika bekletilen kesitler distile suya getirilerek 5 dakika yikandi.
Kesitler daha sonra PBS’e alinarak TUNEL Assay asamasina gecildi. 2 seri 5’er
dakika PBS’te yikanan kesitler permeabilizasyon amaciyla %0,1’lik sodium sitrat-
Triton x100 solusyonuna alindi ve +4 °C ‘de 3 dakika siireyle niikleer porus
permeabilizasyonu saglandi. Daha sonra 2 x 5 dk PBS’te yikanan kesitler karanlik
ortamda 1:1 dilusyon oraninda hazirlanan TUNEL reaktifiyle 37 °C’de 1 saat siireyle
inkiibasyona alind1. Inkiibasyon nemli ortamda ve karanlikta gergeklestirildi. Tunel
reaktifi hazirlanirken In Situ Cell Death Detection Kit-AP (Roche Cat no:
11684809910 / Sigma) kullanildi. Kit iceriginde yer alan enizm solusyonu lable
solusyonu ile 1/10 oraninda karistirildi ve elde edilen reaktif 1:1 oraninda TUNEL

dilusyon buffer (Roche Cat. no: 11966006001 / Sigma) ile diliie edildi. Elde edilen

45



reaksiyon solusyonu kenarlarit hidrofobik sinirlandirici kalem ile ¢izilen kesitlerin
tizerine aktarildi. Reaktif solusyon inkubasyonu sonrasi alinan kesitler 2x5 dk siireyle
PBS’te yikandi. Elde edilen TUNEL reaksiyonlar1 Zeiss Axio Scope Floresan
mikroskop (Carl Zeiss Ltd, Herts, UK) altinda incelendi (Sekil-15).

Sekil-15: Gruplarin TUNEL Assay floresan mikroskop goriintiisii. A: Kontrol, B:
Torsiyon / Detorsiyon, C: Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol, D: Torsiyon /

Detorsiyon + Trolox. (Boyama: TUNEL Assay, Bar: 20um)

Isik mikroskobik doniisiim i¢in kesitler Converter-AP (Roche Cat. n0:11966006001 /
Sigma) ile 37 °C’de 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Daha sonra PBS’te 2x5 dk
siireyle yikanan 6rnekler Fast Red substrat solusyonu ile kromojen reaksiyonuna tabi
tutuldu. Fast Red solusyonu hazirlanirken 2 ml 0,1 M Tris HCL igerisinde 1 adet
Fast Red Tablet (Roche Cat no: 11 496 549 001 / Sigma) ¢oziinerek elde edildi. Elde
edilen kromojen Orneklerin {izerine damlatildi ve oda 1si1sinda kromojen reaksiyonu
mikroskop altinda incelendi. Pozitif sinyal gozlenen Ornekler PBS’e alinarak
reaksiyon duruduruldu. PBS’te 2x5 dk yikanan ornekler Harris Hematoksilende 1
dakika zit boyamaya tabi tutuldu. Zit boyamadan alinan kesitler 5 dk ¢esme suyunda
yikand1 ve kesitler Kaiser's glycerol gelatin (Merck Cat no: 1092420100) eklenmek
suretiyle lamel ile kapatildi. Hazirlanan o6rneklerin mikroskopta incelenmesi ve

degerlendirmeleri yapilarak mikrograflar ¢ekildi.
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4.6. Morfolojik ve Istatistiksel Analiz

Histopatolojik degerlendirmede Hematoksilen & Eosin (H&E) boyanan
kesitlerde gozlemsel patoloji degerlendirmesinin yani sira, her gruptaki kesitlerden
rastgele segilen 70 seminifer tubiil Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasina tabi
tutuldu (217). Johnsen skorlama yapilirken Tablo-2’de yer alan kriterler g6z 6niinde
bulunduruldu. istatistiksel analiz ncesi normallik testi gerceklestirildi. Normal
dagilim testinde ¢arpiklik (skewness) ve basiklik (kurtosis) degerlerinin -1,5 ve +1,5
arasinda olmasi kriter alindi. Ayrica Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk normal
dagilim testlerinin >0,05 olmas1 kriter kabul edildi. Normal dagilim gdstermeyen
skorlama degerleri Non-parametrik Kruskal Wallis testine tabi tutuldu. Gruplar
arasindaki coklu karsilastirma ise Tamhane’s T2 testi ile gerceklestirildi. Istatistiksel
olarak p<0,05 anlaml1 kabul edildi.

Tablo-2: Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi kriterleri (217).

Johnsen Biyopsi Skorlama Tablosu Skor
Diizenli, yogun spermatogenesis ve tubiil yapisi 10
Liimende yogun spermatozoa ancak spermatogenik hatta diizensizlik
Liimende az miktarda spermatozoa mevcut

Liimende spermatozoa yok ancak spermatidler mevcut

Diisiik sayida spermatid

Spermatozoa ve spermatid yok ancak yogun spermatosit

Diisiik miktarda spermatosit

Yalnizca Spermatogonia mevcut

Germ hiicresi bulunmuyor

Germ hiicresi veya Sertoli hiicresi bulunmuyor

©

RINWA~OTo||00

TUNEL Assay uygulanan Kkesitlerde apoptotik indeks (Al) analizi
gerceklestirildi. DNA fragmantasyonu degerlendirmesi yapilan mikroskopik
orneklerinden her kesitten 40°lik objektifte 10 adet tubiil analiz edildi. Pozitif sinyal
yiizdesi hesaplanirken rastgele secilen tubiillerde pozitif sinyal sayisinin seminifer
tubiilde yer alan toplam hiicre sayisina orani hesaplandi ve pozitif sinyal yiizdeleri
elde edildi (Sekil-16). Elde edilen pozitif sinyal yilizdeleri SPSS 24.0 (IBM)
programinda istatistiksel analize alindi. Istatistiksel analiz &ncesi normallik testi
gerceklestirildi. Normal dagilim testinde garpiklik (skewness) ve basiklik (kurtosis)
degerlerinin -1,5 ve +1,5 arasinda olmasi kriter alindi. Ayrica normallik testinde

Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk Normal dagilim testlerinin >0,05 olmasi kriter
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kabul edildi. Normal dagilim gosteren Slgiimler One Way Anova istatistiksel
analizine tabi tutuldu. Gruplar arasindaki karsilastirma ise Post-Hoc Turkey testi ile
degerlendirildi. Istatistiksel olarak p<0,05 anlaml1 kabul edildi.

Sekil-16: TUNEL Assay uygulanan kesitlerde apoptotlk indeks analizi. Negatif
sinyal veren c¢ekirdekler (+) ve pozitif sinyal veren c¢ekirdekler’in (O) image j

yazilimindaki isaretlenmis goriintiisii.

Niikleer bir protein olan PCNA analizi i¢in DAB pozitif ve Hematoksilen
pozitif (DAB negatif) germinal hiicre hatti ¢ekirdekleri goz oniinde bulunduruldu.
Her kesitte rastgele segilen 10’ar adet tubiilde toplam DAB reaksiyonu veren hiicre
sayisinin seminifer tubiilde yer alan toplam hiicre sayisina orani hesaplandi ve elde
edilen oranlar yilizdelik degerlere doniistiiriildii. DAB pozitif ve negatif ¢ekirdek
sayimmlart Image J programinda gerceklestirildi (Sekill7). Elde edilen DAB pozitif
hiicre yiizdeleri SPSS 24.0 (IBM) programinda istatistiksel analize alindi. Istatistiksel
analiz Oncesi normallik testi gergeklestirildi. Normal dagilim testinde c¢arpiklik
(skewness) ve basiklik (kurtosis) degerlerinin -1,5 ve +1,5 arasinda olmasi kriter
alindi. Ayrica normallik testinde Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk Normal
dagilim testlerinin >0,05 olmast kriter kabul edildi. Normal dagilim gdsteren
Ol¢iimler One Way Anova istatistiksel analizine tabi tutuldu. Gruplar arasindaki
karsilastirma ise Post-Hoc Turkey testi ile degerlendirildi. Istatistiksel olarak p<0,05
anlamli kabul edildi.
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Sekil-17: Testis kesitlerinde PCNA ekspresyon analizi. Pozitif (+) ve negatif (O)

cekirdekler’in Image J yazilimindaki isaretlenmis goriintiisii.

Prokaspaz-3 analizi i¢in procaspase-3 immunohistokimya boyanan kesitlerde
her 6rnekten 10’ar adet tubiil analize tabi tutuldu. Analiz gergeklestirilirken DAB
(kahverengi/siyah) boyama alanlar1 ve Hematoksilen (mavi/lacivert) boyama alanlari
arasindaki oran g6z oOniinde bulunduruldu. Alanlar arasindaki oran hesaplanirken
Image J programi kullanildi. Toplam alan 6Slgiisii igerisinde yer alan DAB sinyal
alanlar1 hesaplandi ve elde edilen alanlarin yilizdesel degerleri elde edildi (Sekil 18-
20). Elde edilen yiizde degerleri SPSS 24.0 (IBM) programinda istatistiksel analize
alindi. Istatistiksel analiz &ncesi normallik testi gergeklestirildi. Normal dagilim
testinde garpiklik (skewness) ve basiklik (kurtosis) degerlerinin -1,5 ve +1,5 arasinda
olmasi kriter alindi. Ayrica normallik testinde Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
Normal dagilim testlerinin >0,05 olmasi kriter kabul edildi. Normal dagilim gosteren
Olgiimler One Way Anova istatistiksel analizine tabi tutuldu. Gruplar arasindaki
karsilastirma ise Post-Hoc Turkey testi ile degerlendirildi. Istatistiksel olarak p<0,05
anlamli kabul edildi.

49



Sekil-18: Procaspase-3 ve Cleaved Caspase-3 boyanan kesitlerde Image J analizi.
Ornek tubiil mikrografinin (A) analize alinmadan &nceki interstisyel alan ve

artifaktlardan temizlenmis goriintiisii (B).

Sekil-19: Procaspase-3 ve Cleaved Caspase-3 boyanan kesitlerde alanlarin Image J
analizi i¢in igaretlenmesi. Artifakt ve interstisyel alani temizlenen seminifer tubiiller
Image J yazilim ile isaretlendi (A). Isaretlenen bolgenin alam netlestirildikten sonra
secim gergeklestirilerek seminifer tubiil alan1 hesaplandi (B). Toplan doku alam
belirlenen 6rnekte toplam kromojen igeren bolge isaretlendi (C). Isaretlenen bdlgenin

toplam alani se¢ildi (D).
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Sekil-20: Procaspase-3 ve Cleaved Caspase-3 immunohistokimya Image J 6rnek
analiz sonucu. Toplam seminifer tubiil alan1 (1) ve DAB kromojen igeren alan (2)

gorilmektedir.

Testikiiler dokudaki Aktif kaspaz-3 analizi i¢in Cleaved caspase-3
immunohistokimya boyanan kesitlerde her 6rnekten 10’ar adet tubiil analize alindi.
Analiz gerceklestirilirken DAB (kahverengi) boyama alanlar1 ve Hematoksilen
(mavi) boyama alanlar1 arasindaki oran g6z oniinde bulunduruldu. Alanlar arasindaki
oran hesaplanirken Image J programi kullanildi. Toplam alan 6lgiisti icerisinde yer
alan DAB sinyal alanlar1 hesaplandi ve elde edilen alanlarin yilizdesel degerleri elde
edildi (Sekil 18-20). Elde edilen yiizde degerleri SPSS 24.0 (IBM) programinda
istatistiksel analize alindi. Istatistiksel analiz dncesi normallik testi gerceklestirildi.
Normal dagilim testinde ¢arpiklik (skewness) ve basiklik (kurtosis) degerlerinin -1,5
ve +1,5 arasinda olmasi kriter alindi. Ayrica Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk
Normal dagilim testlerinin p>0,05 olmasi kriter kabul edildi. Normal dagilim
gosteren Olgiimler One Way Anova istatistiksel analizine tabi tutuldu. Gruplar
arasindaki karsilastirma ise Post-Hoc Turkey testi ile degerlendirildi. Istatistiksel

olarak p<0,05 anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. Malondialdehit Bulgulari

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Torsiyon/Detorsiyon grubunda kan
MDA diizeyinde artis oldugu gozlendi. Torsiyon/Detorsiyon + Allopurinol grubunda
ise kan serum MDA miktarinin kontrol grubuna gore artmakla beraber
Torsiyon/Detorsiyon grubu ile karsilastirildiginda MDA diizeyinin diistiigii tespit
edildi. Torsiyon/Detorsiyon + Trolox grubu kan MDA miktarimin ise kontrol
grubuyla yakin oldugu ve kan serum MDA diizeyi yoniinden Trolox un

Allopurinol’den daha protektif bir profile sahip oldugu goriildi.

5.2.  Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu kesitlerinde yaptigimiz incelemelerde diizenli seminifer
tubiiller izlendi. Bazal lamina f{izerinde spermatogenezis’in farkli asamalarinda
bulunan 5-6 sirali germinal epitel yer almaktaydi. Germinal epitel, spermatogonya,
spermatosit ve spermatid’den olusmaktaydi. Intertstisyel alanda diizenli kapillerler ve

leydig hiicreleri izlendi (Resim-1).

Resim-1: Kontrol grubu rat testis kesiti. A) Normal yapida seminifer tubiiller
goriiliiyor. L: Lumen, Kalin ok: Leydig hiicreleri, G: Germinal epitel (Boyama:
H&E, Bar: 50 um). B) Seminifer tubiil epitelinde spermatogoniya (ince ok),
spermatosit (st), spermatid (*), spermatozoa (sp) ve Sertoli hiicreleri (ok basi)
izlenmektedir (Boyama: H&E, Bar: 20 pm).
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PAS ile boyanan kesitlerde ise bazal membran diizenlenmesi ve kalinliginin normal

oldugu izlendi (Resim-2).

Resim-2: Kontrol grubu rat testis kesiti. A) Normal histolojik yapida seminifer
tubiiller ve bazal membran (ok) goriiliiyor (Boyama: PAS, Bar: 50um). B) Biiyiik
biiylitmede bazal membran (ok) goriiniimii (Boyama: PAS, Bar: 20um).

Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubu rat testis kesitlerinde siddetli histolojik
lezyonlar izlendi. Kesitlerde incelenen alanlarin biiyliik bir kisminda, o6zellikle
seminifer tubiillerde harabiyet, germinal epitel hiicrelerinde koagulatif nekrotik
olusumlar izlendi. Bazi testis kesitlerinde seminifer tubiil epitelinde deskuamasyon
ve epitel’in yer yer tamamen ortadan kalktigi tespit edildi (Resim 3). Ayrica T/D
kesitlerinde, bazi alanlarda seminifer tubiil germinal epitel hiicreleri arasinda
multiniikleer dev hiicrelere rastlandi. Interstisyel alanda yaygin hemoraji, 6dem ve
damar konjesyonu izlendi. Ayrica bazi alanlarda kapiller proliferasyon benzeri
olusumlar ve leydig hiicre ¢gekirdeklerinde piknotik durum izlendi (Resim-4). PAS ile
boyanan T/D grubu kesitlerinde seminifer tubiil bazal laminasinda ondiilasyon ve

belirgin kalinlagma izlendi (Resim-4).

53



Resim-3: T/D grubu rat testis kesitleri. A) Diffiiz interstisyel 6dem (od) ve
koagulatif nekroz (*) (Boyama: H&E, Bar: 50 pum). B) Germinal epitelde
deskuamasyon (gift ok) ve kapiller proliferasyon (k) (Boyama: H&E, Bar: 50 pum).
C) Spermatogenezde diizensizlik, interstisyel 6dem (od) ve damarda konjesyon (A)
goriiliiyor (Boyama: H&E, Bar: 50um). D) Koagulatif nekroz ve seminifer tubiil

epitelinde silinme (Boyama: H&E, Bar: 100um).
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O6dem (od) ve spermatogeneziste diizensizlik (Boyama: H&E, Bar: 50um). B) Diffiiz
interstisyel 6dem (od) ve hemorajik alanlar (H) (Boyama: H&E, Bar: 50um). C)
Kapiller proliferasyonu ve konjesyonu (kivrik ok) izlenmektedir (Boyama: H&E,Bar:
50 um). D) Germinal epitel hiicreleri arasinda multiniikleer dev hiicreler (ok basi)

goriilityor (Boyama: H&E, Bar: 20 pm).

Resim-5: T/D grubu rat testis kesitleri. A) Interstisyel ddem (od) ve seminifer tubiil
bazal membraninda belirgin kalinlasma (ok), B) Seminifer tubiil bazal membraninda

kalinlagma (ok) izlenmektedir, (Boyama: PAS, Bar: 20um).
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Torsiyon/Detorsiyon + Allopurinol (T/D+A) grubu rat testis kesitlerinde,
germinal epitelde ayrisma ve deskuamasyonun yer yer devam ettigi izlendi. Ayrica
interstisyel 6dem, Kkapiller proliferasyon (Resim 6) ve seminifer tubiil bazal

laminalarinda ondiilasyon ve kalinlasmanin yer yer devam ettigi gozlendi (Resim 7).

Resim-6: T/D+A grubu rat testis kesitleri. A) Tubiiler limeninde germinal epitel
deskuamasyonu (Boyama: H&E, Bar: 50um). B) Diffiiz interstisyel 6dem (od)
goriiliiyor (Boyama: H&E, Bar: 50um). C) Kapiller proliferasyonu (kivrik ok) ve
konjesyon tablosu (Boyama: H&E, Bar: 50 pm). D) Germinal epitelde
deskuamasyon, diffiiz interstisyel 6dem (od) ve seminifer tubiil bazal laminalari

izlenmektedir (Boyama: PAS, Bar: 50 um).
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Resim-7: T/D + A grubu rat testis kesitleri. A) Bazal membranda kalinlasma ve
ondiilasyon goriiniimii, B) Bazal membranlarda bariz kalinlasma (ok) izlenmektedir

(Boyama: PAS, Bar: 20 pm).
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Torsiyon/Detorsiyon + Trolox (T/D+T) grubu rat testis kesitlerinde histolojik
lezyonlarin T/D ve T/D+A gruplarin gore olduk¢a azalmis oldugu gozlendi (Resim-
8). Testis kesitlerinin ¢ogunda kapiller proliferasyonu ve damar konjesyonu harig¢

kontrol grubuna yakin morfolojiye sahip oldugu izlendi (Resim-9).

Resim-8: T/D+T grubu rat testis kesitleri. A) Seminifertubiil limeninde ¢ok sayida
olgun sperm hiicreleri goriiliyor. B) Kontrole yakin seminifertubiiller ve
kapillerkonjesyon goriilityor. C) Spermatogenezis’in degisik asamalarini yansitan
kontrol grubu Kesitlerine benzer seminifertubiil yapisi. D) Bazal membrandan
ayrisma ve interstisyel 6dem (od) izlenmektedir. (Boyama: H&E, Bar: 50 um).
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kontrole benzer seminifer tubiil bazal laminalar1 goriilmektedir (Boyama: PAS, Bar:
50 um). B) Kontrole benzer bazal membran yapisi ve organizasyonu (Boyama: PAS,
Bar: 20pm).

5.3. TUNEL Assay Bulgulari

TUNEL Assay uygulanan kesitlerde DNA fragmantasyonu ve Apoptotik
Index (AI) degerlendirmesi gerceklestirildi. Testis kesitlerinde kontrol grubu
kesitlerinde seminifer tubiillerde yer alan spermatogenik hiicrelerde yer yer DNA
fragmantasyonu’nun oldugu gozlendi. Kontrol grubu kesitlerinde yer yer
spermatogonyumlarda, spermatositlerde ve spermatidlerde TUNEL pozitif hiicreler
izlendi (Resim-10).

Resim-10: Kontrol grubu rat testis kesitinde TUNEL Assay. Spermatidler diizeyinde
diisiik miktarda DNA fragmantasyon sinyalleri (ok) ve negatif sinyal veren hiicreler

(krvrik ok). (Bar: 20 um, TUNEL Assay).
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Torsiyon/Detorsiyon (T/D) uygulanan hayvanlarin testislerinden alinan
kesitlerde TUNEL pozitif hiicrelerin spermatogenezis’in tiim basamaginda yer alan
hiicrelerde yogun bir sekilde oldugu tespit edildi. Ayrica seminifer tubiillerin yani
sira bu gruptaki kesitlerde interstisyel alanda yer alan leydig hiicrelerinde ve kismen

kapiller endotellerinde de TUNEL pozitif hiicreler rastlandi. (Resim-11).

Resim-11: T/D grubu rat testis kesitlerinde TUNEL Assay. Spermatogonyum (ok
bas1) ve spermatosit (ok) diizeyinde yogun TUNEL pozitif hiicreler ayrica germinal
epitel’in ¢esitli asamalarinda TUNEL negatif hiicreler (kivrik ok) ve interstisyel
alandaki Leydig hiicrelerinde pozitif sinyaller (kalin ok). (Bar: 20 um, TUNEL
Assay).

Torsiyon/Detorsiyon+Allopurinol (T/D+A) grubu rat testis kesitlerinde
kontrol grubu ve T/D grubundaki rat testis kesitlerinde oldugu gibi pozitif sinyal
veren hiicrelerin varligi izlendi. Bu gruptaki kesitlerin seminifer tubiillerinde pozitif
reaksiyon izlenen hiicrelerin ¢ogunlukla spermatogonyum ve spermatidlerde oldugu

goriildii (Resim-12).
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Resim-12: T/D+A grubu rat testis kesitlerinde TUNEL Assay. Spermatogonyum (ok

bas1) ve spermatosit (ok) diizeyinde kontrol grubuna benzer TUNEL pozitif sinyal
veren hiicreler ayrica TUNEL negatif hiicreler (kivrik ok). (Bar: 20 um, TUNEL
Assay).

Torsiyon/Detorsiyon+Trolox (T/D+T) grubundaki rat testis kesitlerinde diger
lic grupta yer alan hayvanlarin testikiiler dokularinda oldugu gibi seminifer tubiil
germ hiicrelerinde ve interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri ve kismen kapiller
endotellerinde TUNEL pozitif hiicrelerin oldugu goriildii. T/D + T grubundaki
kesitlerde T/D + A grubundaki ve kontrol grubundaki érneklerde oldugu gibi pozitif
sinyal izlenen hiicrelerin ¢ogunlukla spermatogonyum ve spermatosit hiicreleri

oldugu gozlendi (Resim-13).
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Resim-13: T/D+T grubu rat testis kesitlerinde TUNEL Assay. Spermatogonyum (ok
basi) ve spermatosit (ok) diizeyinde kontrol grubuna benzer sekilde az sayida
TUNEL pozitif sinyal veren hiicreler ayrica spermatogenezis’in farkli asamalarinda

TUNEL negatif hiicreler (kivrik ok). (Bar: 20 um, Tunel Assay).

5.4. Immunohistokimyasal Bulgular

PCNA antikor boyamasi yapilan kesitlerde kontrol grubu orneklerinde
spermatogenezis’in her asamasinda ekspresyonun oldugu goriildii. Interstisyel
alandaki leydig hiicreleri ve kapiller endotelleri de PCNA yoniinden yer yer pozitif
olarak izlendi (Resim-14).
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Resim-14: Kontrol grubu rat testis kesitlerinde PCNA immunohistokimya.
Spermatogonyum (ok basi) ve spermatogenezis’in ¢esitli agamalarinda yogun PCNA
pozitif hiicreler (0k) ve seminifer tubiil bazal hiicrelerinde ve germinal epitel
hiicrelerinde PCNA negatif hiicreler (kalin ok). (Bar: 20 pm, PCNA

Immunohistokimya, H&E zit boyama).

Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubundaki rat testis kesitlerinde kontrol grubuna
benzer sekilde spermatogenezis’in her asamasindaki hiicrelerde PCNA pozitivitesi ve
PCNA negatif hiicrelerin varlig1 izlendi. Ancak bu gruptaki hayvanlarin kesitlerinde
PCNA pozitif hiicrelerin ¢ogunlukla spermatogonyumlar ve ileri asamadaki
spermatositler oldugu gozlendi. Ayrica yer yer interstisyel alanda leydig hiicrelerinde
de pozitif sinyaller oldugu tespit edildi. Kapiller endotellerinin genellikle PCNA
yoniinden negatif oldugu gézlendi (Resim-15).
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Resim-15: T/D grubu rat testis kesitlerinde PCNA immunohistokimya. Seminifer
tubiil’de baz1 spermatogonyum hiicrelerinde (ok basi) ve spermatosit hiicrelerinde
(ok) diisiik diizeyde PCNA pozitivitesi. Ayrica tubiil igerisinde PCNA ekspresyonu
negatif hiicreler ve interstisyel alanda Leydig hiicrelerinde pozitiflik (kivrik ok).
(Bar: 20 pm, PCNA Immunohistokimya, H&E zit boyama).

Torsiyon/Detorsiyon+Allopurinol (T/D+A) grubunda yer alan ratlarin testis
kesitlerinde PCNA pozitif hiicre ¢ekirdeklerinin ¢ogunlugunun spermatogonyumlar
oldugu izlendi. Spermatositlerde ise negatif hiicrelerin yogun bir sekilde var
oldugunu gozlemledik (Resim-16). Ayrica bu gruptaki hayvanlarin Grneklerinde
DAB pozitifligine bagl olusan kromojen yogunlugunun T/D grubuna benzer bir
goriintiilye sahip oldugu izlendi. Gruplar arasindaki pozitif sinyal yiizdeleri

istatistiksel olarak ayrica degerlendirildi.
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Resim-16: T/D+A grubu rat testis Kkesitlerinde PCNA immunohistokimya.

Spermatogonyumlarda PCNA ekspresyonu gosteren (ok basi) ve ekspresyon negatif
olan hiicre ¢ekirdekleri (kalin ok). (Bar: 20 pm, PCNA Immunohistokimya, H&E zit

boyama).

Torsiyon/Detorsiyon+Trolox (T/D+T) grubundaki ratlarinn testis kesitlerinde
spermatogenezis’in farkli asamalarindaki hiicrelerde pozitif sinyallerin oldugunu
izledik. Ayrica negatif hiicreler de seminifer tubiiller igerisinde yogun yer
kaplamaktaydi (Resim-17). DAB kromojenitesi bu grupta gozlemsel olarak
yaptigimiz degerlendirmede kontrol grubuna daha yakin goriinmekteydi. Pozitif ve
negatif sinyallerin seminifer tubiilde kapladig: sayisal miktarlarin ylizdesel degerleri

ve diger gruplarla olan benzerlikleri istatistiksel yonden ayrica degerlendirildi.
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Resim-17: T/D+T grubu rat testis Kkesitlerinde PCNA immunohistokimya.
Spermatogonyum (ok basi) ve spermatogenezis’in farkli agsamalarinda (ok) yogun
PCNA ekspresyonu veren spermatogenik hiicreler. Seminifer tubiilde PCNA
ekspresyon negatif hiicreler (kalm ok). (Bar: 20 pm, PCNA Immunohistokimya,
H&E zit boyama).

Procaspase-3 immunohistokimya boyamasi1 yapilan kontrol grubu kesitlerinde
testikiiler ~dokunun genelinde yogun procaspase-3 ekspresyonu izlendi.
Spermatogenezis’in farkli asamalarinda ve interstisyel alanda yer alan hiicrelerde
procaspase-3 varligi goriildii. Lumene dokiilmiis hiicrelerde ve spermatidlere ait
protoplazmik vezikiillerde de procaspase-3 ekspresyonunun var oldugu gozlendi
(Resim 18). Kontrol grubunda ekspresyon alani’nin hematoksilen boyanmig
bolgelere olan total doku oranlar1 yilizdesel olarak hesaplanarak istatistiksel yonden

degerlendirildi.
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Resim-18: Kontrol grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya.
Spermatogenezis’in farkli asamalarindaki hiicrelerde goriilen yogun procaspase-3

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 um, Procaspase-3 immunohistokimya, H&E zit boyama).

Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubu rat testis kesitlerinde procaspase-3 boyanan
orneklerde germ hiicrelerinde procaspase-3 ekspresyonu yogun sekilde izlendi
(Resim 19). Spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerde ve interstisyel Leydig
hiicrelerinde yogun procaspase-3 varligi goriildii. Protein’in tubiiler alanda kapladig:
yiizdesel deger istatistiksel yonden ayrica degerlendirilerek diger gruplar ile

karsilastirildi.
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Resim-19: T/D grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya.
Spermatogenezis’in farkli agamalarindaki hiicrelerde goriilen yogun procaspase-3

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 um, Procaspase-3 immunohistokimya, H&E zit boyama).

Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol grubu rat testis kesitlerinde procaspase-3
eskpresyonu’nun diger gruplar gibi yogun ve diffiiz bir sekilde tubiiler alanda ve
interstisyel alanda oldugu tespit edildi (Resim 20). Germ hiicrelerindeki ekspresyon
goriintiisii diger gruplara benzer sekildeydi. Ayrica DAB pozitif sinyallerinin toplam
doku alanina orani yiizdesel olarak hesaplandi ve istatistiksel yonden ayrica

degerlendirildi.

Resim-20: T/D+A grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya.
Spermatogenezis’in farkli asamalarindaki hiicrelerde goriilen yogun procaspase-3

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 um, Procaspase-3 immunohistokimya, H&E zit boyama).
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Torsiyon/Detorsiyon+Trolox (T/D+T) grubundaki ratlarin testis kesitlerinde
procaspase-3 pozitif sinyallerinin germ hiicre sitoplazmik alanlarinda var oldugu
tespit edildi. Diger gruplardaki procaspase-3 boyamalarina benzer goriintiiniin
oldugu goriildii. Germ hiicrelerinin farkli asamalarindaki spermatogenik hiicrelerde
ve leydig hiicrelerinde yogun protein ekspresyonu izlendi (Resim 21). Pozitif
sinyallerin toplam doku alaninda kapladigi yilizdesel veriler istatistiksel yonden

hesaplanarak degerlendirildi.

Resim-21: T/D+T grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya.
Spermatogenezis’in farkli asamalarindaki hiicrelerde goriilen yogun procaspase-3

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 um, Procaspase-3 immunohistokimya, H&E zit boyama).

Cleaved Caspase-3 immunohistokimya boyamasi yapilan kontrol grubu kesitlerinde
ekspresyon diizeyinin zayif oldugu izlendi. Spermatogoniya ve spermatosit
diizeyinde Cleaved caspase-3 sinyallerinin zayif oldugu gozlendi (Resim 22).
Kontrol grubundaki testis dokularindan alinan kesitlerde cleaved caspase-3
ekspresyon alanlarmin toplam dokuya oran1 yiizdesel olarak hesaplandi ve

istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Resim-22:  Kontrol grubu rat testis Kkesitlerinde Cleaved Caspase-3
immunohistokimya. Spermatogonyumlarda diisiik diizeyde pozitif sinyal alanlar1 (ok
bas1) ve seminifer tubiiliin genelinde negatif sinyal izlenen farkli asamalardaki germ
hiicreleri (kalin ok). Ayrica interstisyel stromal alanda yer yer (kivrimli 0k) ancak
spermatid asamasina gelemeyen hiicrelerde ise diisiik diizeyde diffiiz pozitif sinyaller
(ince ok) izlenmektedir. (Bar: 20 um, Cleaved Caspase-3 Immunohistokimya, H&E

zit boyama).

Torsiyon / Detorsiyon grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3
ekspresyonu’nun yer yer diisiik diizeyde veya negatif sinyaller gdsteriyor olmasina
karsin kontrol grubunun aksine hiicrelerin biiylik bir kisminda pozitif sinyal
gosterdigi izlendi. DAB kromojen yogunlugu da kontrol grubuyla gozlemsel olarak
karsilastirildiginda diffiiz ve ¢ok yogun bir goriintiiye sahip oldugu gozlendi (Resim
23). Pozitif sinyal alanlarinin, seminifer tubiilde kapladig1 alanin yiizdesel degerleri

hesaplanarak istatistiksel yonden degerlendirildi.
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Resim-23: T/D grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3 immunohistokimya.
Seminifer tubiilde yer alan spermatogonyumlarda (ok basi) ve spermatogenezis’in
farkli agamalarindaki hiicrelerde (ince ok) pozitif sinyaller. Yer yer negatif veya
diisiik diizeyde pozitif sinyaller veren germ hiicreleri (kalin ok) izlenmektedir. (Bar:

20 um, Cleaved Caspase-3 immunohistokimya, H&E zit boyama).

Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3
ekspresyonu’nun I/R grubuna nazaran daha kisitli alanlarda pozitif sinyal gosterdigi
izlendi. Bu gruptaki seminifer tubiillerde pozitif sinyallerin ¢ogunlukla
spermatogonyumlarda ve kismen spermatidlerde oldugu gozlendi (Resim 24).
Seminifer tubiil parankimasindaki DAB kromojen alanlarimin toplam dokuda
kapladig1 ytlizdesel bolgeler hesaplanarak gruplar arasindaki iliski istatistiksel yonden
degerlendirildi.
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Resim-24: T/D+A grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3
immunohistokimya. Erken donem spermatogenik hiicrelerde (ok basi) ve
spermatogenezis’in ileri asamalarindaki hiicrelerde (ince ok) yer yer yogun pozitif
sinyaller ayrica tubiil genelinde goriilen negatif sinyaller (kalin ok) ve interstisyel
alandaki leydig hiicrelerinde Cleaved Caspase-3 pozitif alanlar (kiviimli ok)
izlenmektedir. (Bar: 20 pm, Cleaved Caspase-3 Immunohistokimya, H&E zit

boyama).

Torsiyon / Detorsiyon + Trolox grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3’iin
pozitif sinyallerinin gézlemsel degerlendirmesinde ¢ok kisitl bir alanda yer aldig1 ve
spermatogenezis’in ¢esitli asamalarinda pozitif sinyallerin goriinmesine ragmen
dokunun biitiinii ele alindiginda negatif sinyallerin daha yogun bir alanda var oldugu
izlendi (Resim 25). Pozitif sinyallerin tubiiliin toplam alaninda kapladigi bélgenin
yiizdesel oranlar1 hesaplanarak istatistiksel yonden analize tabi tutuldu ve Cleaved

Caspase-3 pozitif yiizdesel alanlar1 diger gruplarla karsilastirildi.
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Resim-25:  T/D+T grubu rat testis Kkesitlerinde Cleaved Caspase-3
immunohistokimya. Spermatogonyumlarda (ok basi) spermatositlerde (ince ok) ve
interstisyel alanda (kivrimli ok) yer yer goriilen pozitif sinyallerin yan1 sira dokunun
genelinde negatif veya diislik diizeyde sinyaller (kalin ok) izlenmektedir. (Bar: 20
um, Cleaved Caspase-3 Immunohistokimya, H&E zit boyama).

5.5. Istatistiksel Bulgular

Deneysel c¢aligmamiza iliskin parametrelerden kan serum MDA diizeyi,
Johnsen skoru, TUNEL Assay, PCNA, procaspase-3 ve cleaved caspase-3’e ait
veriler Tablo-3’te gosterilmistir. Kan serum malondialdehit degerleri Olgiilen
orneklerden kontrol grubundaki MDA miktarmin 1,33+0,09 nmol/ml oldugu tespit
edildi. T/D grubunda kan serum MDA degerinin 3,25+0,37 nmol/ml oldugu ve
kontrol grubundan anlamli derecedefarkli oldugu tespit edildi (p<0,01). T/D+A
grubundaki hayvanlarin kan serum MDA diizeylerinin 2,09+0,06 nmol/ml oldugu ve
hem kontrol hem de T/D gruplarindan kan serum MDA diizeylerinin anlamli
derecede farkli oldugu tespit edildi. T/D+T grubu kan serum MDA miktar1 ise
1,3440,02 nmol/ml olarak bulundu. Bu grubun MDA degeri kontrol grubu ile benzer
(p>0,05) olmasina karsin T/D ve T/D+A gruplarindan anlamli derecede (p<0,01)
farkliyd1 (Sekil 21).
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Sekil-21: Kan serum malondialdehit degerlerinin istatistik sonug¢ grafigi. Farkli st
simgeler gruplarin kontrol ve T/D+Trolox gruplari ile anlamli derecede farkliligini

gostermektedir (*: p<0,01, **: p<0,01, ***: p<0,01)

Her gruptan alinan kesitlerde rastgele secilen 70 adet seminifer tubiil Johnsen
skorlamaya gore degerlendirildi. Kontrol grubu Johnson skorlamasi 8,86+0,12 olarak
tespit edildi. Kontrol grubundaki 5 hayvanda Spermatogenezis’in biitiin asamalari
normal yapida olmasina karsin, 2 hayvandan alinan testis kesitlerinde belirli bir
miktarda seminifer tubiillerde yogun spermatozoa mevcudiyetine ragmen kismen
germinal epitelyum disorganizasyonu izlendi. T/D grubunda spermatogenezisin agir
hasar gordiigii ve Johnsen skorlamasinin 2,94+0,17 oldugu tespit edildi. Bu gruptaki
hayvan testis kesitlerinden 4 tanesinde yogun harabiyet izlendi. 2 hayvan testis
kesitinde diisiik sayida spermatosit oldugu, 1 hayvanda ise germ hiicrelerinin ve
sertoli  hiicrelerinin  biiylik c¢ogunlukla ortadan kalkti§i goézlendi. Coklu
karsilagtirmada T/D grubunun Johnsen biyopsi skorlamasi yoniinden tiim gruplardan
farkli oldugu (p<0,01) tespit edildi. T/D+A grubu rat testis kesitlerinde Johnson
skorlamasinin 4,0440,20 oldugu tespit edildi. Bu gruptaki hayvanlarin 4 tanesinin
kesitlerinde diisiik sayida spermatozoa izlendi. Kesitleri alinan ratlarin 2 tanesinde
germinal epitelyum disorganizasyonu ile birlikte ¢ok sayida spermatozoa
mevcudiyeti izlendi. Testis kesitlerinden 1 tanesinde ise ¢ok sayida spermatosit
varligina ragmen seminifer tubiil liimeninde spermatozoa’ya rastlanmadi. Ayrica
istatistiksel degerlendirmede bu grubun biitliin gruplardan anlamli derecede farklh
oldugu (p<0,01) tespit edildi. T/D+T grubu spermatogenezis degerlendirmesinde
Johnson skorlamasi’nin 8,37+0,16 oldugu kaydedildi. Bu gruptaki ratlarin 4
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tanesinin testis kesitlerinde germinal epitel disorganizasyonu’nun yani sira ¢ok
sayida spermatozoa izlendi. T/D+T grubundaki 3 rat’in testis kesitlerinde ise
spermatozoa sayisinda diisiis oldugu gozlendi. Bu grubun kontrol grubuyla benzer
oldugu (p>0,05) ayrica T/D ve T/D+A gruplan ile karsilastirildiginda aralarindaki
fark istatistiksel bakimdan anlamliydi (p<0,01) (Sekil 22).
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Sekil-22: Johnsen skor analizinin istatistiksel sonu¢ grafigi. Farkli iist simgeler

gruplarin  kontrol ve T/D+Trolox gruplart ile anlamli derecede farkliligini

gostermektedir (*: p<0,01, **: p<0,01, ***: p<0,01).

TUNEL Asaay ile DNA fragmantasyon ve Apoptotik Indeks (Al) analizi sonucunda
Kontrol grubundaki Al’in % 1,77+0,11 oldugu tespit edildi. T/D grubundaki AI’in
ise % 16,29+0,40 oldugu ve bu gruptaki Al artisinin kontrol grubundan anlamli
derecede farkli oldugu (p<0,01) tespit edildi. T/D+A grubunun TUNEL Assay ile
degerlendirilen AI’inin % 5,28+0,14 oldugu ve hem kontrol grubundan (p<0,01) hem
de T/D grubundan (p<0,01) anlamli derecede farkli oldugu sonucuna ulasildi. T/D+T
grubunun Al degerinin % 1,22+0,09 oldugu ve kontrol grubu ile benzer (p>0,05)
ancak T/D ve T/D+A gruplarindan kuvvetli derecede farkli oldugu (p=0,00) tespit
edildi (Sekil 23).

75



ok ok

* 777 Kontrol
" 77 T/D
_ TID+
Allopurinol
10
— T/D+
N — Trolox
| il
ol T A ‘ ——

Kontrol TD  TD+ TID+
Allopurinol Trolox
Sekil-23: TUNEL Assay degerlerinin istatistik sonug¢ grafigi. Farkli iist simgeler

gruplarin  kontrol ve T/D+Trolox gruplar1 ile anlamli derecede farkliliginm

gostermektedir (*: p<0,01, **: p<0,01, ***: p<0,01)

Immunohistokimyasal analiz yapilan parametrelerden PCNA analizinde
kontrol grubunda pozitif sinyal veren hiicre g¢ekirdeklerinin toplam c¢ekirdeklere
orant’nin % 45,63+1,35 oldugu tespit edildi. T/D grubunda ise bu oranin %8,37+0,21
oldugu ve PCNA pozitif g¢ekirdek yiizdesinin digger tim gruplardan anlaml
derecede farkli oldugu (p<0,01) tespit edildi. T/D+A grubunun PCNA pozitif germ
hiicre cekirdek sayisinin tubiillerde yer alan toplam c¢ekirdek sayisina oram
%13,77+0,29 olarak bulundu. Bu gruptaki PCNA ¢ekirdek pozitif sinayl orani’nin
kontrol grubuna gore azalmasi anlamhiydi (p<0,01) ayrica T/D grubu ile
karsilagtirildiginda ise pozitif sinyal oranindaki artisin anlamli oldugu (p<0,01)
bulundu. T/D+T grubu PCNA analizinde pozitif sinyal gosteren gekirdeklerin toplam
seminifer tubiil germ hiicre g¢ekirdeklerine orani’nin %43,20+0,62 oldugu tespit
edildi. Bu gruptaki pozitiflik ylizdesinin kontrol grubu ile benzer oldugu (p>0,05),
T/D ve T/D+A gruplar ile karsilastirildiginda ise farkin anlamli oldugu (p<0,01)
tespit edildi (Sekil 24).

Procaspase-3 analizi yapilan Orneklerde kontrol grubundaki ekspresyon
alanlarinin toplam doku alanina orant %25,69+0,40 olarak tespit edildi. T/D
grubunda bu oranmn % 26,27+0,53, T/D+A grubunda % 27,46+0,50 ayrica T/D+T
grubunda ise % 27,34+0,50 oldugu ve bu gruplar arasinda anlamli bir farkin
bulunmadig tespit edildi (p>0,05) (Sekil-24).
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Cleaved Caspase-3 analizi yapilan Orneklerden kontrol grubuna ait testis
kesitlerindeki seminifer tubiillerde Cleaved Caspase-3’iin pozitif sinyallerinin toplam
doku alanina oran1 %5,05+0,19 olarak tespit edildi. T/D grubundaki bu oranin %
34,54+0,79 oldugu ve kontrol grubundan kuvvetli derecede farkli oldugu (p<0,01)
goriildii. Yapilan analizde T/D+A grubunda Cleaved Caspase-3 pozitif sinyal
orant’nin toplam doku alanma oram1 % 12,314+0,31 olarak bulundu. Bu gruptaki
yiizdesel degerin kontrol grubuna kiyasla azalmasi anlamliydr (p<0,01) ayrica I/R
grubu ile karsilagtirildiginda ekspresyon alanlarinin yilizdesel degerindeki artis ta
anlamli bulundu (p<0,01). T/D+T grubunun Cleaved Casapase-3 pozitif sinyal
alanmin toplam doku alanina oran1 % 6,57+0,16 olarak tespit edildi. Bu grup ile
kontrol grubu karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).
Ancak hem T/D hem de T/D+A grubu ile karsilastirildiginda, T/D+T grubundaki
yiizdesel azalma istatistiksel yonden kuvvetli sekilde anlamli (p<0,01) bulundu
(Sekil-24).
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Sekil-24: Immunohistokimya verilerinin istatistiksel sonu¢ grafigi. Farkli iist
simgeler gruplarin kontrol ve T/D+Trolox gruplar ile anlamli derecede farkliliginmi

gostermektedir (*: p<0,01, **: p<0,01, ***: p<0,01)

77



Tablo-3: Istatistiksel analiz yapilan verilerin, ortalama, minimum, maksimum ve

standart hata degerleri.

MDA
Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata
Kontrol 7 133 1,04 1,76 0,09
T/D 7 325 187 426 0,37
T/D + Allopurinol 7 2,09 192 2,40 0,06
T/D + Trolox 7 1,34 124 141 0,02
Johnsen Score
Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata
Kontrol 70 8,86 6 10 0,12
T/D 70 2,94 1 8 0,17
T/D + Allopurinol 70 4,04 1 8 0,20
T/D + Trolox 70 8,37 6 10 0,16
TUNEL Assay
Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata
Kontrol 7 1,77 0,00 4,08 0,11
T/D 7 16,29 10,49 24,19 0,40
T/D + Allopurinol 7 5,28 3,21 7,93 0,14
T/D + Trolox 7 1,22 0,00 343 0,09
PCNA
Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata
Kontrol 70 4563 23,83 7254 1,35
T/D 70 8,37 4,38 12,50 0,21
T/D + Allopurinol 70 13,77 8,47 22,08 0,29
T/D+Trolox 70 4320 31,01 5732 0,62
Procaspase-3
Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata
Kontrol 70 2569 20,14 34,33 0,40
T/D 70 26,27 1904 3649 0,53
T/D + Allopurinol 70 27,46 20,63 36,86 0,50
T/D+Trolox 70 27,34 19,44 3594 0,50
Cleaved Caspase-3
Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata
Kontrol 70 5,05 2,20 9,34 0,19
T/D 70 3454 21,47 51,90 0,79
T/D + Allopurinol 70 12,31 6,46 19,35 0,31

T/D + Trolox 70 6,57 3,61 957 0,16
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6. TARTISMA

Testis torsiyonu hayati olmasa da vaktinde teshis ve tedavi uygulanmazsa
organ kaybina neden olabilir. Bu yiizden erken teshis ve miidahale hem organ kaybi
hem de infertilite yoniinden 6énemlidir (66,218,219). Bu ¢aligmada ratlarin sol testisi
720° saat yoniinde kendi etrafinda dondiiriilerek testikiiler torsiyon yapilarak iskemi
modeli olusturuldu. Bes saatlik iskemi siiresi sonunda detorsiyon yapilarak
reperfiizyon gerceklestirildi ve 2 saat siireyle testise kan akisi saglandi.
Iskemi/Reperfiizyon (I/R) sonucunda testikiiler dokuda agir hasar olustugunu
gozlemledik. Bu hasarin patogenezisinde oksidan molekiillerin 6nemli bir rol
oynadigini diistinmekteyiz. Deneysel ¢alismalarda kafeik asit, fenil ester, melatonin,
selenyum, resveratrol ve N-asetilsistein gibi antioksidan ajanlar siklikla
kullanilmaktadir (61,63,220-223). Bu ajanlar iskemi reperflizyon hasarini
azaltmaktadir. Biz de bu ¢aligmada antioksidan 6zelligi iyi bilinen allopurinol ve bir
vitamin E analogu olan trolox’un doku hasarin1 6nlemedeki roliinii aragtirdik.

Antioksidan kapasitesi bilinen allopurinol ve vitamin-E ile ¢alisan bazi
arastiricilar bu ajanlarin testis I/R hasarini azaltmada yetersiz oldugu yoniinde veriler
sunan arastirmalar gergeklestirmislerdir (63). Oysa bizim yaptigimiz deneysel
calismada allopurinol’lin diisiik seviyede koruyucu oldugu, ancak bir vitamin-E
analogu olan trolox’un I/R sekillenen testiste hasar1 6nlemede olduk¢a etkin oldugu
kanaatine varilmigtir. Silva ve ark. (224) yaptiklar arastirmada spermatik kord’a bir
saatlik torsiyon uygulamasindan 45 dakika sonra intraperitonal yolla allopurinol
enjekte etmislerdir. Yaptiklar1 ¢aligma sonucunda allopurinol’iin testis hasarini
onlemede etkin olmadigini vurgulamislardir. Bu ¢alismanin sonuglar1 bizim deneysel
calismamizin sonuglariyla uyum gostermektedir.

Harrison ve ark. (225) ratlarda bir ve iki saat siireyle olusturduklart iskemi ve
daha sonra sekillenen reperfiizyon sonucunda sekillenen doku hasarim
arastirmiglardir. Yapilan bu calismanin sonucunda testislerde sekillenen fonksiyon
kaybmin ve doku hasarinin reperfiizyon’un 60. giiniinde dahi giderilmedigi tespit
edilmiglerdir.

Yurtgu ve ark. (226) 6 saat siireyle 720°’1ik testis rotasyonu ile olusturduklart iskemi
modelinde, reperfiizyon Oncesi melatonin uygulamasmin oldukg¢a etkili oldugunu

bildirmislerdir.
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Simdiye kadar hayvan modellerinde koruma amaciyla propofol ve erdostein gibi pek
cok ila¢ ve kimyasallarla testikiiler I/R hasar1 iizerine ¢aligmalar yapilmistir (61,227-
231). Bu ajanlarin esas mekanizmasi hasar sonrasi kan akisinin diizenlenmesi, germ
hiicrelerinde apoptozis ve serbest radikallerin azaltilmasidir. Bununla birlikte biitiin
bu ajanlar deneysel torsiyon modelleri olusturulduktan sonra kullamlmistir. Unsal ve
ark. (232) testikiiler torsiyondan 5 giin 6nce sarimsak takviyesi yaptiklart bir deney
hayvan modeli arastirmasinda, sarimsak ekstraktinin I/R hasariin énemli diizeyde
azallugmi gozlemlemistir. Akgiil ve ark. (233) buna benzer bir baska g¢alismada
ginkgo biloba’nin I/R hasarinin azaltilmasinda etkinligini aragtirmislardir. Bir baska
aragtirmada Kostakis ve ark. (234) eriskin erkek ratlarda testikiiler
torsiyon/detorsiyon (T/D) esnasinda olusan I/R hasarina karsi eritropoietin ve
sildenafil’in koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada detorsiyondan 30 dk 6nce
I.p. yolla uygulanan eritropoietin ve sildenafil’in I/R hasarinin yan etkilerini azalttig
belirtilmistir. Hasar degerlendirmesinde Costentino’s skorlama yapilan bu ¢alismada
histolojik hasar1 azaltan bu iki ajanin tedavi uygulanmayan deney grubuyla
karsilastirildiginda seminifer tubiil sinirlarinin daha diizenli oldugu ve apoptotik
germ hiicre sayisinin azaldigi belirtilmistir. Ayrica bu iki ajanin koruyu etkilerinin
incelendigi bu calismada tedavi edilmeyen I/R grup ile tedavi uygulanan gruplarin
Johnsen skorlama agisindan karsilagtirmast gergeklestirilmis ve tedavi uygulanan
gruplarin spermatogenezis yoniinden de anlamli sekilde farkli oldugu belirtilmistir.
Histolojik degerlendirmede ytiksek doz sildenafil ve eritropoietin’in benzer sonuglar
verdigi ancak diisiik doz eritropoietin’in tedavi sonucunun daha siirl bir seviyede
oldugu belirtilmistir. Buradan I/R hasarmin azaltilmasi bakimindan kullanilan
ajanlarin yani sira uygulanan dozun da etkili oldugu sonucuna varilmaktadir.
Kostakis ve ark. (234) ayrica detorsiyon sonrasinda kaspaz-3 ekspresyon
diizeyindeki artis ile apoptozisi gostermistir.

Testikiiler torsiyon vakalarin %30-80’inde testis atrofisi sekillenir (235). Bu
hasarin en 6nemli nedeni, olusan serbest radikal tiirevlerinden kaynaklanmaktadir
(236). Ayrica erkek infertilitesinin en biiyiik nedenlerinden birinin oksidatif stres
oldugu ve infertil bireylerde seminal ROS miktarinin yiiksek oldugu belirtilmistir
(237-239). Iskemi sonrasi testiste germinal epitel, Sertoli hiicreleri, tunkia propria,

interstisyel doku ve leydig hiicrelerinde hasar olustugu bilinmektedir (240).
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Ratlarda testikiiler torsiyon sonrasi olugsan histopatolojik  degisikliklerin
Oonlenmesinde pek ¢ok enzim ve ilag kombine halinde kullanilarak arastirilmigtir
(241,242). Ayrica birgok doku, serbest radikallere karsi korunmay saglayan SOD,
CAT, Glutatyon peroksidaz, askorbik asit, o-tokoferol gibi giiglii endojen
temizleyicilere sahip oldugu bilinmektedir (243). Yapilan bir calismada Ranade ve
ark. (244), 3 saatlik iskemiyi takiben 1 saatlik reperfiizyon sonunda seminifer tubiil
capinda, ayrica seminifer tubiil epitel yiiksekliginde, spermatozoa maturasyonunda
ve germinal epitel tutunumunda azalma oldugunu goézlemlemislerdir. Bazi
caligmalarda antioksidanlarin infertilite ve sperm fonksiyon bozuklugunda kritik bir
role sahip oldugu gosterilmistir (245). Ranade ve ark. (244) T/D o6ncesi 30 giin
boyunca vitamin-E uyguladiklar ratlarda reperfiizyon’un neden oldugu testikiiler
hasarin azaldigin1 ve seminifer tubiil epitel yiiksekligi’nin anlamli derecede arttigini
gostermislerdir. Kolski ve ark.’nin (246) ratlarda gerceklestirdigi bir bagka calismada
detorsiyonu takiben hiperbarik oksijen tedavisinin germinal epitel yapisinin
korunmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Bir baska calismada Bozlu ve ark. (247)
benzer bir durumu kaydetmistir. Bu calismada torsiyon Oncesi adenozin trifosfat
riboz (poly polimeraz) on tedavisi uyguladiklar1 grupta seminifer epitel cap1 ve
germinal hiicre kalinliginda istatistiksel olarak anlamli bir artig kaydetmislerdir.

Multiniikleer dev hiicreler, tamoksafil uygulanan hayvanlarda yaygin goriilen ve
germ hiicre son asamasinda gerceklesen hiicre dejenerasonu ile iligkilidir. Cok
cekirdekli dev hiicreler karyokinez sonrasi sitokinez sekillenmeyen hiicrelerdir. Buna
karsin tubiil liimeninde gozlemlenen tek cekirdekli dev hiicreler ise cogunlukla
dejenere hiicrelerdir. Bu sebeple dejenerasyon asamasinda cok ¢ekirdekli dev
hiicreler erken safha, tek c¢ekirdekli hiicreler ise ge¢ sathada goézlemlenir (248).
Ranade ve ark. calimalarinda I/R oncesi uygulanan vitamin-E’nin I/R’un neden
oldugu germinal epitel deskuamasyonu’nu azaltmasiyla birlikte spermatogenezisi
arttirdigi sonucuna ulagsmistir. Calismalar normal spermatogenezis’in sekillenmesi
icin C ve E vitaminleri’nin gerekli oldugunu ve bu vitaminlerin eksikliginde deney
hayvan germinal hiicre tabakalarinda disfonksiyon oldugu bildirilmistir (249,250).
Ayrica vitamin C ve E, klinik ve deneysel ¢alismalarda birlikte kullanilarak sinerjik
bir etkinlik gerceklestirerek asir1 oksidasyon durumunu ortadan kaldirabilmektedirler

(251).
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Calismamizda deney hayvanlarindan alinan kan serumlarindan elde edilen
MDA degerleri bakimindan Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubunda kontrolle
karsilastirildiginda 6nemli bir artis gozlemledik. Bunun nedeninin testis dokusunda
sekillenen iskemiye bagli olarak lipid peroksidasyonu’nun repefiizyonla beraber
sistemik dolagima aktarilmasindan kaynaklandig bilinmektedir. Yildirim Y. ve ark.
(252) testikiiler iskemi ve reperfiizyonu takiben intra peritonal antioksidan
uygulamasinin testis dokusu hasar1 ve kan serum oksidatif stres markerlar1 tizerinde
arastirma yaptiklar1 bir ¢alismada, T/D’na bagl sekillenen iskemi/Reperfiizyon’un
(I/R) kan serumunda ve testikiiler dokuda MDA diizeyinde artisa neden oldugunu
gostermistir. Bizim calismamizda da 5 saat siireyle torsiyon ve 2 saat siireyle
reperflizyon uygulanan deney grubundaki (T/D) hayvanlarda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda kan serum MDA diizeyinde anlamli bir artis gézlenmistir. Ayn
calismada antioksidan potansiyeli bilinen ilaglarin bu kan serum MDA diizeyini
istatistiksel yonden anlamli derecede azalttigi belirtilmistir. Bir baska caligmada
Abastyanik A. ve ark. (221), ratlarda 6 saatlik iskemi ve 6 saatlik reperfiizyon’un
testis dokusunda neden oldugu hasara karsit melatonin ve allopurinol’iin koruyucu
etkilerini karsilagtirmistir. Bu ¢alismada 200 mg/kg allopurinol kullanilmis ve doku
MDA diizeyleri incelenmistir. Allopurinol uygulanan deney hayvan dokularinda
MDA diizeyinin kontrol grubundan istatistiksel yonden anlamli derecede farkli
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu ¢aligmada allopurinol tedavisi uygulanan gruptaki
hayvanlarin doku MDA diizeyleri, torsiyon ve detorsiyon uygulanan gruptaki
hayvanlarin doku MDA diizeylerinden de anlamli derecede farkli bulunmustur. Yani
allopurinol uygulanan grup, kontrol ve torsiyon/detorsiyon uygulanan grubun
arasinda bir doku MDA degerine sahip olmustur. Bizim c¢alismamizda da
reperflizyon oncesi allopurinol uyguladigimiz hayvanlarin kan serum MDA diizeyleri
T/D grubuyla karsilagtirdigimizda anlamli derecede farkliydi (p<0,01). Ancak bu
grubu  kontrol ve  Torsiyon/Detorsiyont+Trolox  (T/D+T)  gruplarnyla
karsilagtirdigimizda da MDA diizeylerinin yine anlamli derecede yiiksek oldugu
gozlendi (p<0,01). Calismamizda elde ettigimiz bu sonu¢ dogrultusunda
allopurinol’un T/D kaynakli kan serum MDA diizeyinde bir azalma saglamakla
beraber antioksidan Ozelliginin diisiik diizeyde olabilecegi veya deneysel

caligmalarda siklikla tercih edilen 200 mg/kg Allopurinol uygulamalarinin ortamdaki

82



lipid peroksidasyonunu indirgemede yetereli olamayabilecegi fikrine ulastik.
Abastyanik ve ark. ayrica bu caligmada, testikiiler doku histopatolojisini skorlamak
suretiyle melatonin ve allopurinol’iin koruyucu etkilerini incelemistir. Degerlendirme
sonuglart allopurinol’iin iskemi reperfiizyon’un neden oldugu histolojik hasari
ortadan kaldirmada yeterli olmadigr yoniindedir. Bizim yapti§imiz c¢alismada
Johnsen skorlamasi ile gerceklestirdigimiz degerlendirmede allopurinol 6n tedavisi
uygulanan gruptaki (T/D+A) hayvanlarin Johnsen skorlar1 kontrol’den anlamlhi
derecede farkliydi (p<0,01). Ancak bu gruptaki hayvanlarin Johnsen skorlamalari
ayni sekilde T/D ve trolox uygulanan gruptan (T/D+T) da anlamli derecede farkli
bulundu. Yani allopurinol morfolojik yapiyr protektif 6zelligi bakimindan da kan
serum MDA diizeyi gibi kontrol ve T/D gruplar1 arasinda istatistiksel bir deger aldu.
Yapilan degerlendirme T/D hasarina karst allopurinol’iin testikiiler morfolojiyi
koruma agisindan yeterli olmadigi yoniindeydi. Calismamizda T/D+T grubundaki
hayvanlarin kan MDA diizeyleri ve Johnsen biyopsi skorlamalar1 ise istatistiksel
degerlendirme sonucunda kontrol grubuna benzer bulundu (p>0,05).

Kehinde E.O. ve ark. (253) yaptig1 bir deneysel ¢alismada, tavsanlarda sol
testis lizerinde spermatik kord’u klampe etmek suretiyle 1 saat siireyle iskemi
olusturulmus ve reperfiizyondan 30 dakika dnce 200 mg/kg allopurinol enjeksiyonu
gerceklestirilmistir. Bu calismada deney hayvanlar1 24 saat ve 3 ay sonra sakrifiye
edilerek testikiiler doku MDA miktar1 ve Johnsen skorlamasi degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda doku MDA diizeyinin 24 saatlik ve 3 aylik
reperfiizyon sonunda kontrol grubuna benzer oldugu ayrica Johnsen skorlamasinin
allopurinol uygulanan grupta, kontrole yakin oldugu belirtilmis. Bu g¢alismanin
sonuglar1 allopurinol’iin iskemi reperflizyon hasarma karst koruyucu o6zelligi
acisindan  basarili  bulunmustur. Ancak bu ¢alismayr bizim deneysel
prosediirimiizden ayr1 kilan bazi detaylar mevcuttur. Kehinde E.O ve ark.
tavsanlarda spermatik kord’u klampe etmek suretiyle iskemi olusturmustur. Ancak
bizim c¢alismamizda spermatik kord saat yoniinde 720° dondiirerek torsiyon
gerceklestirmek suretiyle iskemi sekillendirilmistir. Caligsmalarimiz arasindaki bir
diger farklilik ise Kehinde E. O ve ark. iskemi siiresini 1 saat ile sinirlandirmistir
ancak bizim ¢alismamizda 5 saat siireyle testikiiler kan akisi durdurulmustur. Her iki

calismada da kullanilan allopurinol dozu 200 mg/kg’dir. Yaptigimiz literatiir
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taramasinda ratlarda olusturulacak deneysel iskemi reperfiizyon modeli i¢in en az 1
saat siireyle kan akiginin durdurulmasi gerektigi bilgisine ulastik (254). Ayrica bazi
caligmalarda tam iskemi olusturulabilmesi i¢in 720° ‘lik testis rotasyonun yeterli
oldugu belirtilmistir (255,256). Ancak Kehinde E. O ve ark. larinin olusturdugu
sekilde klampe etmek suretiyle iskemi olusturulmasina yonelik bir deney hayvani
modeli bilgisine ulagamadik.

Romeo C ve ark. (257) ratlar tizerinde yapmis olduklar1 deneysel bir ¢alismada,
hidrofilik bir vitamin-E analogu olan raxofelast’in deneysel torsiyon detorsiyon
modeli olusturulmus ratlarda testikiiler doku tizerindeki etkisini arastirmistir. Bu
calismada sol testis 720° saat yonilinde torsiyon uygulanmak suretiyle 3 saat siireyle
iskemi olusturulmus. Detorsiyondan 15 dakika dnce ve sonrasinda 2 doz seklinde 20
mg/kg raxofelast i.p. yolla uygulanmigtir. Romeo ve ark. yaptiklari bu deneysel
calisma sonucunda hidrofilik vitamin-E analogu olan raxofelast’in testis iizerindeki
koruyucu etkisini gostermistir. Bizim ¢alismamizda da hidrofilik vitamin-E analogu
olan trolox reperfiizyondan 30 dk dnce i.p. yolla uygulanmis ve histopatolojik yap1
Johnsen skorlama ve genel histopatoloji bakimindan kontrol grubuna benzer
bulunmustur. Bu bulgularimiz Romeo ve ark. bulgulariyla uyum gostermektedir.

Erol B. ve ark. (258) bir calismada testikiiler T/D kaynakli I/R hasarini ve
kombine antioksidanlarin bu hasar tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Erol B. ve ark.
caligmalarinda, vitamin-E’nin de igerisinde bulundugu kombine antioksidanlarin I/R
hasari tizerindeki etkisini doku MDA diizeyi ve testikiiler apoptotik proteaz aktive
edici faktor-1 (APAF-1) ekspresyonu yoniinden immunohistokimyasal olarak
degerlendirmislerdir. Bu ¢aligmada, kontrol grubuyla karsilastirildiginda doku MDA
seviyesinin ve APAF-1 ekspresyonu’nun I/R uygulanan hayvanlarin testis dokusunda
anlamli derecede arttigini gostermislerdir. Ayrica bu ¢aligmada vitamin-E’nin de
icinde bulundugu kombine antioksidanlarin APAF-1 ekspresyonu’nu ve doku MDA
seviyesini azalttig belirtilmistir.

Bir baska calismada ise Ozbal ve ark. (259), iki saat siireyle saat yoniinde
testikiiler torsiyon uyguladiklar ratlarda, detorsiyondan 30 dakika once i.p. yolla
antioksidan o0zelligi bilinen o-lipoik asit uygulamasi gercgeklestirmislerdir. Bu
calismada T/D uygulanan hayvanlarda testkiiler MDA diizeyinin, cleaved caspase-3

ekspresyonunun, Johnsen skorlamasinin ayrica TUNEL Assay yontemi ile elde
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edilen AT’in kontrol grubundan anlamli derecede farkli oldugu sonucuna
ulasmislardir. Ozbal ve ark. ayrica antioksidan uyguladiklar1 hayvanlarda cleaved
caspase-3 ekspresyonu’nun, Al’'in ve doku MDA diizeyinin anlamli derecede
azaldigin1 Johnsen skorlama’nin ise kontrol grubuna benzer oldugunu belirtmistir.

Hirai ve ark. (260) yaptiklar1 bir ¢alismada ise ratlarda arteriyel iskemi’nin
testikiiler doku tiizerindeki etkilerini aragtirmigtir. Bu c¢alismada 6 saat siireyle
arteriyel iskemi olusturulan testis kesitlerinde proliferasyon hiicre niikleer antijeni
(PCNA) pozitif hiicrelerin ylizdesel degeri ve Johnsen skorlamasi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda anlamli sekilde azalmistir. Bu ¢alisgmanin bir diger verisi ise
iskemi uygulanan 6rneklerde TUNEL Assay ile elde edilen AI’in anlamli derecede
artis gosterdigidir.

Hem Erol B. ve ark.’nin (258), hem Ozbal ve ark.’nin (259) hem de Hirai ve
ark.’nin (260) gerceklestirdigi deneysel I/R ¢alismasi, bizim ¢alismamizla uyumlu
sonuglar ortaya Koymaktadir. Bizim ¢alismamizda vitamin-E analogu olan trolox
uygulanan T/D+T grubunda, kan serum MDA miktar1 ve testis dokusundaki TUNEL
Assay ile elde ettigimiz, Apoptotik Indeks (Al) iststistiksel yonden kontrol grubuna
benzerdi (p>0,05). Ancak, T/D ve T/D+A gruplart hem kontrol hem de T/D+T
gruplarindan kan serum MDA ve Al yoniinden anlamli derecede farkliydi (p<0,01).
Ayrica T/D ve T/D+A gruplan arasinda da istatistiksel yonden anlamli bir fark
mevcuttu (p<0,01). Erol B. ve ark. bu caligma ile testikiiler dokuda APAF-1
ekspresyonu degerlendirmesi yaparak testikiiler T/D hasarinda apoptotik siirecin dig
yolak {izerinden gerceklestigini belirtmistir. Ozbal ve ark. ise antioksidan
uygulamalarinin T/D kaynakli kaspaz-3 yariklanma asamasini bloke ettigi ve bu
sekilde cleaved caspase-3 iiretiminin baskilandigini, Al’in diisiis gdsterdigini ayrica
doku MDA ’sinin azaldigini gostermistir.

Elde ettigimiz veriler, testikiiler T/D sonrasi kan serum MDA miktarinin arttigini,
germinal epitel diizeyinde ise PCNA ekspresyonu’nun ve Johnsen biyopsi
skorlamasinin  anlamli  derecede azaldigini, procaspase-3 ekspresyonu’nun
degismedigini ancak caspase-3 yariklanmasi ve AD’in anlamli derecede artmakta
oldugunu gostermektedir. Allopurinol uygulanan hayvanlarda ise bu patolojik
durumun kismen normallestigi ancak vitamin E analogu trolox’un T/D hasarina karsi

testikiiler dokuyu korumada allopurinolden daha basarili olabilecegi yoniindedir.
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Allopurinol enzimler tarafindan olusturulan reaktif oksijen bilesiklerini (ROS)
inhibe etmektedir. Bu mekanizmay1 siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
radikalleri tireten ksantin oksidaz’in inhibisyonu iizerinden gergeklestirmektedir
(261). Benzer antioksidan kapasitesi ve molekiiler yapiya sahip olan trolox ve a-
tokoferol ise antioksidan Ozelliklerini, ozellikle yapisinda bulunan hidroksil
grubundaki bir hidrojeni peroksil radikallerine (ROOe¢) baglamak suretiyle zincir
reaksiyonu olusturarak serbest radikal aktivitesini bloke ederek gostermektedir (262-
265). Yaptigimiz ¢alismada testikiiler T/D hasarinda olusan oksidatif stresin ve
neden oldugu histopatolojik hasarin ayrica protein yapim/yikimindaki bozuklugun
ortadan kaldirilmasinda trolox’un, allopurinol’den daha basarili olmasinin nedenini;
trolox’un tasidig1 ve serbest radikallere bagladigi hidrojen molekiiliinden &tiirii daha
aktif bir bilesen olmasi ve ksantin oksidaz iizerinde blokaj yapan allopurinol’iin
aksine dogrudan son iirlinler lizerinden aktivite gdstererek oksidatif stresi ve neden
oldugu histopatolojik hasar1 ortadan kaldirmasindan otiirii daha basarili olmus

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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7. SONUC

Yaptigimiz calisma sonucunda ratlarda sprematik kord’un Torsiyon /
Detorsiyonu sonucunda kanda MDA seviyesinin yiikseldigi ve bu iskemi
reperfiizyon sonucunda testikiiler dokuda yogun histolojik hasarin sekillendigini
tespit ettik. Ayrica spermatogenezis’de gorev alan erkek lireme hiicrelerinde yogun
apoptosis izledik. Reperfiizyon oncesi Allopurinol uyguladigimiz hayvanlarda bu
hasarin ve kan MDA diizeylerinin kismen azaldigimi tespit ettik. Ancak vitamin E
analogu Trolox uygulanan hayvanlarda genel organ biitiinliigii ve kan MDA diizeyi
kontrole benzer bulundu.

Edindigimiz veriler sonucunda ve yaptigimiz literatur taramasi dogrultusunda
klinikte siklikla karsilasilan testikiiler torsiyon’un sebep oldugu organ kaybinin
online ge¢mek icin reperflizyon oncesi Trolox uygulamasimin bir tedavi yontemi
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Organ fonksiyonu’nun tam olabilmesi i¢in fonksiyonel biitiinliigiin ele
alinmas1 gerektigi kanaatindeyiz. Bu sebeple, apoptotik markerlar ve morfolojik
yonden basarili olmasina ragmen allopurinol ve trolox’un testikiiler iskemi ve
reperfiizyon hasarina karsi diger hiicresel ve organ mekanizmasini nasil etkiledigine

dair daha detayl calismalarin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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