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1. ÖZET 

Ratlarda Testiküler Torsiyon/Detorsiyon Hasarına KarĢı Allopurinol ve 

Trolox’un Koruyucu Etkinliğinin AraĢtırılması 

Öğrencinin Adı ve Soyadı: Uğur ġEKER 

DanıĢmanı: Prof. Dr. Yusuf NERGĠZ 

Anabilim Dalı: Histoloji ve Embriyoloji 

1.1. TÜRKÇE ÖZET 

Amaç: Bu çalıĢmada, ratlarda testis torsiyon/detorsiyon modeli uygulayıp 

iskemi/reperfüzyon ile testiste Ģekillenen testis hasarına karĢı allopurinol ve trolox‟un 

koruyucu etkinliğinin araĢtırılması hedeflendi. 

Gereç ve Yöntem: ÇalıĢmamızda 28 adet Sprague Dawley cinsi erkek rat kullanıldı. 

Ratlar 4 eĢit gruba ayrıldı. 1) Kontrol grubu, 2) Torsiyon/Detorsiyon grubu. Bu 

gruptaki hayvanlara 5 saat süreyle sol testis torsiyonu 2 saat süreyle reperfüzyon 

uygulandı. 3) Torsiyon/Detorsiyon+Allopurinol grubu. Bu gruptaki hayvanlara grup 

2‟de uygulanan cerrahi iĢlemler gerçekleĢtirildi ve allopurinol enjeksiyonu yapıldı. 4) 

Torsiyon/Detorsiyon+Trolox grubu. Bu gruptaki hayvanlara 2. gruptaki hayvanlara 

uygulanan iĢlemler gerçekleĢtirilip trolox enjeksiyonu yapıldı. Sakrifiye sonrası 

kanda MDA düzeyine bakıldı. Testis dokularında ise histopatolojik değerlendirme, 

Johnsen skorlaması, Procaspase-3, Cleaved Caspase-3, PCNA immunohistokimya ve 

Apoptotik indeks (AI) için TUNEL-Assay uygulandı. 

Bulgular: Kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldığında T/D grubunda MDA düzeyinin, 

cleaved caspase-3 ekspresyonu‟nun, AI‟in arttığı, PCNA eskpresyonu ve Johnsen 

skorlamanın düĢüĢ gösterdiği, procaspase-3 ekspresyonu‟nun ise benzer olduğu tespit 

edildi. T/D+A grubunda histopatolojik hasarın kısmen ortadan kalktığı görüldü. 

MDA düzeyinin, cleaved caspase-3 ve PCNA ekspresyonunun, AI‟in ve Johnsen 

skoru‟nun Kontrol ve T/D grupları arasında bir değer aldığı, procaspase-3 

ekspresyonu‟nun ise kontrol grubuna benzer olduğu tespit edildi. T/D+T grubunda 

ise histopatolojik harabiyetin büyük oranda ortadan kalktığı, MDA düzeyinin, 

procaspase-3, cleaved caspase-3, PCNA ekspresyonunun, AI ve Johnsen skorunun 

kontrol grubuyla benzer olduğu tespit edildi. 

Sonuç: Trolox‟un T/D‟un  neden olduğu testis hasarını azalttığı kanaatine varıldı. 

Anahtar Sözcükler: Sıçan, Testis, Torsiyon/Detorsiyon, Apoptoz, Kaspaz-3 
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Investigation of the Protective Effects of Allopurinol and Trolox Against 

Testicular Torsion/Detorsion Damage in Rats 

Student’s Surname and Name: ġEKER, Uğur 

Adviser of Thesis: Prof. Dr. Yusuf NERGĠZ 

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 (AI). 

Results: In the T/D group, MDA levels, cleaved caspase-3 expressions, and AI 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, AI 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, AI 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 
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2. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Spermatik kord‟un kendi etrafında dönmesi sonucu testis‟te iskemi Ģekillenmesine 

testis torsiyon‟u denilmektedir. Ġskemi Ģekillenen testis‟in normal haline 

getirilmesine ve kanın reperfüzyonuna ise detorsiyon denilmektedir. Testis torsiyonu, 

erkek genital sistemi açısından acil müdahale edilmesi gereken bir durumdur. 

Testiküler torsiyon‟un yirmibeĢ yaĢın altındaki erkeklerde görülme sıklığı 

1/4000‟dir. Bu vakaların yarısı detorsiyon uygulanmasına rağmen daha sonraki 

dönemlerde testis atrofisi ve testis fonksiyon bozuklukları ile yüzleĢmektedir. Hatta 

kalıcı sterilite (kısırlık) gözlenebilmektedir (1). Testis torsiyonu kasık bölgesinde 

ağrı, bulantı, baĢ dönmesi gibi bulgularla kendisini göstermektedir. Çoğunlukla 

idiopatik olup %20 oranında travmaya bağlı olarak Ģekillenebilmektedir. Testis‟in 

torsiyonuna bağlı olarak oluĢan iskemi toksik metabolitlerin testis dokusunda 

birikmesine neden olur. Detorsiyon gerçekleĢtirildiğinde ise testiküler reperfüzyonla 

beraber reaktif oksijen türleri (ROS) ve reaktif nitrojen türevleri‟nin (RNS) 

oluĢumunda artıĢ gözlenmektedir (2,3). Yani detorsiyon zamanında Ģekillendirilse ve 

testisten toksik metabolitler uzaklaĢtırılsa dahi reaktif oksijen ve nitrojen türlerine 

bağlı olarak testiküler hasar varlığını sürdürmektedir. Testis torsiyonu her yaĢta 

görülebilmektedir. Vakaların büyük çoğunluğu 10 ve 20 yaĢları arasındadır ve 

görülme oranının en yüksek olduğu yaĢ 14‟tür . Testis torsiyonu‟nun en sık 

görüldüğü ikinci yaĢ grubu yeni doğanlardır. Otuz yaĢın üstünde Testis torsiyon‟u 

oranı azalmaktadır ancak yetiĢkin ve ileri yaĢlarda detorsiyonla etkilenen testisin 

kurtarılma Ģansı çocukluk dönemine kıyasla daha azdır (4). Bunun sebebinin ise 

teĢhis koyma konusundaki gecikme ile alakalı olabileceği düĢünülmektedir (5). 

Testis torsiyonunda tedavi planı skrotum‟un acilen açılması ve torsiyon Ģekillenen 

yumurtalığın detorsiye edilmesidir. Testis torsiyonu tedavisinde baĢarı ağrının ne 

kadar süredir var olduğu ve teĢhisin ne kadar erken konulduğu ile orantılıdır. Testis 

torsiyonu Ģekillenip bulgular oluĢmaya baĢladıktan 6-12 saat içerisinde cerrahi 

müdahalenin yapılması testis‟in canlı tutulabilmesi için önemlidir. Uzun süren 

torsiyonlarda testisin‟in alınması gerekebilmektedir. Detorsiyon sonrası testise 

perfüze olan ROS ve RNS‟ler hücre ve mitokondrial membran bütünlüğünü ortadan 

kaldırabilmekte, protein ve DNA‟yı yıkabilmektedir. Bu kimyasal bileĢenler testis‟in 

spermatogenezis yapamayacak duruma gelmesine hatta erkek infertilitesine neden 
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olacak ciddi hasarları oluĢturma potansiyeline sahiptir. ROS ve RNS bileĢenlerinin 

ortamdaki varlığıyla beraber hücre DNA hasarı Ģekillenmekte ve hücrelerde apoptoz 

(programlanmıĢ hücre ölümü) oluĢmaktadır. Bu sebeple detorsiyon sonrası serbest 

radikalleri ortadan kaldırmak ve testis fonksiyon bozukluklarını önlemek amacıyla 

çeĢitli antioksidanlar pre-klinik yönden denenmektedir (6). Allopurinol ve trolox son 

dönemlerde çok yoğun çalıĢılan hücredeki serbest radikalleri ortadan kaldırma 

kapasitesine sahip antioksidanlardır (7,8). Yaptığımız literatür taramasında 

antioksidanlar ile testis torsiyon/detorsiyonuna bağlı oluĢan iskemi/reperfüzyon 

hasarına karĢı kabul gören bir ilaçla tedavi metodunun henüz geliĢtirilemediğini 

tespit ettik. Ayrıca trolox ve allopurinol‟un testiküler iskemi/reperfüzyon hasarına 

karĢı koruyucu etkinliğine yönelik çalıĢmaların kısıtlı olduğunu gözlemledik.  

Bu sebeple çalıĢmamızda ratlarda testis torsiyon/detorsiyon modeli uygulayıp 

iskemi/reperfüzyon ile testiste Ģekillenen serbest radikallerin sebep olduğu testis 

hasarına karĢı allopurinol ve trolox‟un koruyucu etkinliğinin araĢtırılması 

hedeflenmiĢtir. 
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3. GENEL BĠLGĠLER 

3.1. Testis 

Erkek üreme sisteminin bir parçası olan testisler vücut kavitesinin dıĢında yer alan ve 

skrotum kesesi içerisinde yer alan bir çift organ yapısıdır. Ergenlikle beraber 

spermatogenez‟in baĢladığı testisler erkek üreme özelliği kazanır. Üreme hücreleri 

yetiĢkin testislerde büyük bir alan kaplar ve testiküler hacim sperm üretimi ve sperm 

konsantrasyonuyla doğrudan iliĢkilidir. Testiküler hacim erken çocukluk 

döneminden pubertaya kadar iki katına çıkar ve pubertayla beraber testis 

olgunlaĢması pik yaparak eriĢkin testis organı ĢekillenmiĢ olur (9-14). Her bir testis 

anterior abdominal duvarın uzantısı olan ve skrouma uzanan müskülofasiyal kese 

aracılığıyla skrotum içerisinde askılı durmaktadır. Testisler abdominal duvara 

spermatik kordlar aracılığıyla bağlıdır ayrıca gubernakulum‟un kalıntısı olan skrotal 

ligamentler vasıtasıyla skrotuma tutunur (15). 

 

3.1.1. Testis Anatomisi 

Testisler interstisyel Leydig hücrelerinin cinsiyet hormonlarını ürettiği steroidogenez 

bakımından endokrin, spermatogeneziste üretilen sperm ve spermatozoa bakımından 

ekzokrin bir organdır. Testisler skrotum içerisinde spermatik kordlar tarafından 

askıda tutulan bir çift organdır. Testisler abdominal kavitenin dıĢında lokalize olup, 

sol testis sağ testisten anatomik olarak bir miktar daha aĢağıda durmaktadır. Genel 

olarak eriĢkin testisi uzun eksende çapı 4,6 cm ( 3,6 ile 5,5 arasında) ve  kısa eksende 

2,6 cm (2,1 ile 3,2 arasında) olan bir organdır (16,17). Hacmi 15 ile 25 ml arasında 

değiĢmektedir (18). Testisler oval Ģekilli olup skrotum içerisinde lateral yönden 

desteklenerek eğimli bir Ģekilde yer alırlar. Testis‟in üst kısmı ileri ve lateral 

yöndedir, altı kısmı ise geriye ve mediale doğru eğimlidir. Testis‟in anterior konveks 

alanı ileri ve aĢağı bakan kısımlarıdır, posterior alanı ise yukarı ve arka yöne 

bakmakta olup bu alan düz ve spermatikkordların tutunduğu kısımdır. Posterior 

sınırın dıĢındaki bütün testis yüzeyi konveks ve düz olup tunika vajinalis‟in visseral 

yaprağı ile örtülüdür. Epididimis testis‟in posterior alanı boyunca yerleĢim gösterir. 

Testisin tamamı mavi-beyaz renkli ve testiküler damarların kolaylıkla görüldüğü 

yoğun fibröz bir kapsül olan tunika albuginea ile çevrelenmiĢtir. Tunika albugine ile 

testis‟in yumuĢak parenkiması arasında testiküler büyük çaplı damarların yer aldığı 
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tunika vasküloza yer alır. Radyal Ģekilde uzanan testis septumları testis dokusuna 

ilerler ve kesintili vertikal mediastinum testis olarak adlandırılan septumları oluĢturur 

(ġekil-1). Bu septumlar üst kısımlarında daha geniĢ bir alan oluĢtururken testis 

içerisine ilerledikçe dar bir Ģekil almaktadır (19).  

 

 

ġekil-1: Testis anatomisinin Ģematik görünümü (19). 

 

Tesits dokusu kesintili septumlar ve mediastinumtestis‟in kesiĢtiği yerden çok sayıda 

lopçuğa ayrılır (20). Her lopçukta seminifer tubül olarak adlandırılan, çapı 180-280 

µm olan, sıkı Ģekilde kıvrımlı ve spermatogenezis‟in gerçekleĢtiği tubüller bulunur. 

Kıvrımlı seminifer tubüller düz bir Ģekilde ilerleyen ve tubuli seminiferus rekti olarak 

adlandırılan tubüllere ulaĢır ve oradan da mediastinum testiste yer alan rete testise 

uzanır. Mezonefrik tüpten köken alan ve sayıları 12 den 40‟a kadar ulaĢan efferent 

duktuslar aracılığıyla rete testis, epididimis‟in baĢ ve kısmen gövde kısmında yer 

alan epididimal kanallara ulaĢır (ġekil-2) (21).  
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ġekil-2: Total insan testis kesiti ve anatomik yapıların mikroskobik görüntüsü. 

Testis‟in etrafını çevreleyen tunika albuginea (siyah ok) ve testiküler doku içerisine 

uzanan septalar (kırmızı ok). Yüksek büyüktme resimde detaylıca görüldüğü gibi 

testis parenkimasının lobüler yapısı (beyaz ok baĢı). Efferent duktuslar (beyaz çift ok 

baĢı), epididimis (çift siyah ok baĢı) ve testis‟in panpiniform venöz pleksus‟u (siyah 

ok baĢı) görülmektedir (22). 

 

Fötal geliĢimle abdominal kavitede olgunlaĢıp skrotuma inen testisler peritondan 

köken alan tunika vajinalis olarak adlandırılan seröz bir kese ile sarılır. Bu seröz 

tabakanın skrotuma temas eden bir dıĢ tabakası (paryetal) ve tunika albuginea‟yı 

örten bir iç tabakası (visseral) bulunur. Testiste spermin üretilmesinde çeĢitli 

moleküler mekanizmalar Ģekillenmektedir. Sıcak kanlı hayvanlarda spermatogenezis 

vücut sıcaklığı olan 37 °C de Ģekillenememektedir. Skrotumda yer alan ter bezlerinin 

yanı sıra dartos kasının ayrıca iç ve dıĢ spermatik fasya‟ların arasında yer alan alan 

kremaster kasının kontraksiyonu veya serbestleĢmesi testis‟in vücut boĢluğuna 

yakınlaĢması ve uzaklaĢmasını sağlayarak testis sıcaklığının sabit tutulmasına 

yardımcı olur (ġekil-3). Bu Ģekilde spermatogenezis‟in Ģekillenmesi için testis 

sıcaklığı vücut sıcaklığının 2.2 °C altında tutulabilmektedir (23,24). 
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ġekil-3: Spermatik kord ve testis‟in gross görüntüsü (25).  

 

3.1.2. Testis Embriyolojisi 

Testis‟in geliĢiminde birden fazla embriyonal alan etkili olmaktadır. Embriyonal 

geliĢimin 2.haftasında epiblast‟tan köken alan primordiyal germ hücrelerinin (PGCs) 

vitellus kesesinin allantoise yakın endoderminde oluĢur ve buradan genital kabartıya 

göçüyle testis‟in üreme hücreleri oluĢmaya baĢlar (26,27). Üreme hücrelerini 

üretecek olan gonadlar (testis ve over) embriyonal geliĢimin ilk dönemlerinde 

mezonefrozun medialinde mezotelyal bir kalınlaĢmanın primitif böbrek geliĢimi ile 

birlikte 5.haftada ortaya çıkar. Bu epitelin ve altındaki mezenkimin proliferasyonu ile 

mezonefrozun medialinde bir kabarıklık yani genital kabartı oluĢur. Parmak 

Ģeklindeki epitelyal kordonlar alttaki mezenkim içerisine doğru  kısa sürede büyürler. 

FarklılanmamıĢ gonad dıĢta bir korteks ve içte bir medulladan oluĢmaktadır. Eğer 

embriyo genetik yönden XY cinsiyet kromozom kompleksine sahipse medulla testise 

farklanır. Korteks bir takım kalıntıları dıĢında geriler ve dejenere olur. Primordiyal 

germ hücreleri (PGCs) epiblasttan köken alır, primitif çizgi boyunca göç ederler ve 

3. haftayla beraber vitellus kesesi duvarının allantoise yakın kısmında yer alan 

endoderm hücreleri arasına ulaĢırlar (28). Dördüncü hafta boyunca son bağırsak 

dorsal mezenteri boyunca ameboid hareketler yaparak göçlerine devam ederler 

(ġekil-4).  
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ġekil-4: 10 günlük fare embriyosunda PGCs. Son bağırsağın transvers kesitinde 

alkalen fosfataz pozitif PGC izlenmektedir. DM: Dorsal mezenter, HG:Son bağırsak, 

PGC: Primordiyal Germ Hücresi (29). 

 

BeĢinci haftanın baĢında primitif gonadlara ulaĢmaya baĢlarlar ve genital kabartının 

içine kümeleĢmeleri 6. haftada Ģekillenir. Bu sebeple embriyonal geliĢimin 6. 

haftasına kadar PGCs‟ler genital kabartının içerisinde görünmezler. Eğer genital 

kabartıya ulaĢmaları kesintiye uğrarsa gonadlar geliĢemez. Bu sebeple primordial 

germ hücreleri gonadların testis‟e geliĢiminde indükleyici bir etkiye sahiptir.Ayrıca 

migrasyon öncesinde kültüre edilen PGCs aktif hareket özelliği kazanamamaktadır 

(30). Bunun sebebi PGCs‟in aktif hareket özelliği için primitif çizgiden gelen bir 

sinyal yolağına ihtiyacıdır (31). Migrasyonun baĢlamasıyla beraber genital kabartı ve 

mezenĢim tarafından stromal derived faktör 1 (SDF) üretilir ve bu molekül PGCs‟in 

gonadı oluĢturacak bölgeye göçünü sağlar bu genin eksikliğinde gonadlara göç 

gerçekleĢemez. Migrasyon süresi boyunca PGCs tarafından SDF reseptörü veya 

diğer adıyla GPCR kemokin reseptör-4 (CXCR-4) olarak bilinen protein eksprese 

edilir. CXCR4 ekspresyonunda bir aksaklık olması durumunda PGCs hem migrasyon 

gerçekleĢtiremez hem de hayatta kalamaz (32,33). Primordial germ hücrelerinin 

göçlerini tamamlamasının hemen öncesinde ve esnasında genital kabartının epiteli 

prolifere olur ve epitel altında yer alan mezenĢime nüfuz etmeye baĢlar. Burada 

primitive seks kordonu olarak adlandırılan düzensiz Ģekilli kordonlar oluĢur. Hem 

erkek hem de diĢi embriyosunda bu kordonlar yüzey epiteliyle temas halindedir ve 

diĢi veya erkek gonad olduğu yönünde tahminde bulunmak bu dönem için zordur. Bu 

sebeple oluĢmaya baĢlayan bu organ farklanmamıĢ gonad olarak tanımlanır ve 
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gonadlara ulaĢan PGCs gonosit olarak adlandırılmaya baĢlar (34). Embriyo eğer 

genetik olarak erkek ise, primordial germ hücreleri XY cinsiyet kromozom 

kompleksi ihtiva etmektedir. Y kromozomunda yer alan SRY geni tarafından 

kodlanan testis belirleyici faktör‟ün  (TDF) etkisiyle primitif seks kordonları 

prolifere olmaya devam eder ve iç kısımlara nüfuz ederek testis veya medüller 

kordonları oluĢturur. Bu yapının hilumu boyunca daha sonra rete testis tubüllerini 

oluĢturacak dallanma ve anostomozlar oluĢtururlar. GeliĢimin sonraki aĢamalarında 

sıkı fibröz bir bağ dokusu olan tunika albuginea testis kordonlarını yüzey epitelinden 

ayırır. Dördüncü ayda testis kordonları at nalı Ģekli alır ve uzantıları rete testis ile 

devam eder. Bu Ģekilde testis kordonları primitif germ hücreleri ve yüzey epitelinden 

göç eden sertoli hücrelerinden oluĢur. Bu kordonların farklılanmaya baĢlamasının 

hemen ardından genital kabartıdaki mezenĢim hücreleri testis kordonları arasına 

yerleĢerek interstisyel Leydig hücrelerini oluĢturur. Leydig hücreleri gestasyon‟un 

8.haftasından itibaren testesteron salgılamaya baĢlar ve bu sayede testis salgıladığı bu 

hormondan ötürü genital kanalların eĢeysel farklanması ve dıĢ genitallerin 

Ģekillenmesinde rol oynayan bir organ haline gelir. Puberteye kadar iĢlevsiz olarak 

bekleyen testis kordonları puberta ile beraber bir lumen oluĢturur ve seminifer 

tubüllere Ģekillenir. Seminifer tubül kanalları oluĢurken aynı zamanda bu kanallar 

daha sonra duktuli efferentese ulaĢan rete testise tutunurlar. Bu efferent duktuslar 

mezonefrik sistemin boĢaltıcı tubüllerinin kalıntısıdır. Ayrıca rete testis ile 

mezonefrik kanal veya wolffian kanalını birleĢtirirler ve duktus deferens‟i 

oluĢtururlar (35). 

 

3.1.3. Testis Histolojisi 

Testislerin etrafı yoğun sıkı bağ dokusu olan tunika albuginea ile örtülüdür. Bu 

kapsula‟nın iç kısmı tunika vasküloza olup gevĢek bağ dokusundan oluĢur ve kan 

damarlarını içerir. Her testis kapsula dan köken alan kesintili bağ doku septaları 

tarafından 250 – 290 arasında lobçuğa ayrılır (36). Testis‟in posteriyor yüzeyinde 

tunika albuginea kalınlaĢır ve mediastinum testis olarak adlandırılır (ġekil-5).  
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ġekil-5: Testis‟in mediastinum bölgesi‟nin görüntüsü. Mediastinum testis (M), 

Septumlar (S), Seminifer tubüller (ST), Rete testis (RT) (19). 

 

Kan, lenf ve genital taĢıyıcı kanallar bu bölgeden geçerek testise giriĢ ve çıkıĢ yapar. 

Testisteki her lopçukta sayıları 1 ile 4 arasında değiĢen, ve sperm‟in üretildiği 

seminifer tubül içerir (37). Ayrıca interstisyel alanda testesteron üretimini sağlayan 

Leydig hücreleri bulunur. Lopçuklardaki her tubül oldukça uzundur ve kıvrımlı bir 

yapı oluĢturarak lopçuk içerisine paketlenir. Her tubülün uç kısmı testis 

mediastinumu yakınında yer alır ve kıvrımlı tubüller kısa düz bir Ģekil alır. 

Tubüllerin bu kısmı düz tubül olarak adlandırılır ve bu yapı mediastinumda yer alan 

anastamoz yapan bir sistem olan rete testis ile devam eder.  Seminifer tubüller‟in 

uzunlukları 30 ile 80 cm arasında değiĢmekte olup çapları 150 ile 200 µm arasında 

değiĢir. Seminifer tubüller 2 temel hücre popülasyonundan oluĢan sıradıĢı ve 

kompleks bir epitel örtüsüne sahiptir. Bunlar Sertoli hücreleri (destek hücreleri, 

sustentaküler hücreler) olarak tanımlanan hücreler ve spermatogenik hücrelerdir 

(ġekil-6).  
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ġekil-6: Seminifer tubüllerin Ģematik illüstrasyonu (38). 

 

Sertoli hücreleri puberteye kadar sayılarını arttıran, geniĢ bir apikal yüzeyi olan ve 

lateral yüzey uzantılarıyla kendisine tutunan spermatogenik hücrelerin etrafını ve 

spermatogenik hücrelerin arasındaki boĢlukları dolduran ve spermatogenezis sonucu 

oluĢan hücresel artıkları fagosite etme kapasitesine sahip hücrelerdir (39). Sertoli 

hücrelerinin bu özellikleri rutin histolojik preparasyonlarda belirgin bir Ģekilde tespit 

edilememektedir. Sertoli hücreleri bütün tubül boyunca devam eden ve seminifer 

tubüle ve spermatogenez‟e yapısal destek sunan hücrelerdir. Seminifer tubül boyunca 

dizilen ve hücre yan bağlantılarıyla birbirine tutunan sertoli hücreleri kan-testis 

bariyerinin oluĢumuna katkı sunarlar (40). Seminifer tubül yapısını oluĢturan ikinci 

hücre grubu ise spermatogenik hücreleridir. Bu hücreler replike olarak ve 

farklılaĢarak olgun sperm hücrelerine dönüĢürler. Sertoli hücreleri arasında tutunan 

spermatogenik hücrelerin peĢin sıra geliĢim aĢamaları sebebiyle spermatogenik 

aĢama ayrımı güçlükle yapılabilmektedir. OlgunlaĢmamıĢ spermatogonia, seminifer 

tubülde yer alan bazal lamina üzerinde yer alırlar. Seminifer tubüldeki en olgun 

spermatogenik hücreler ise spermatidler olup sertoli hücrelerinin apikal yüzeylerine 

tutunurlar ve tubül lümeni boyunca gözlenirler (ġekil-7). 
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ġekil-7: Seminifer tubüllerin Ģematik yapısı (15). 

 

Tunika propria (peritubüler doku) tipik fibroblastları bulundurmayan çok tabakalı bir 

bağ dokusudur. YetiĢkinlerde bazal membranın dıĢ kısmına komĢu üç ile beĢ 

arasında değiĢen miyoid hücre (peritubüler kontraktil hücreler) tabakasından ve 

kollajen liflerinden oluĢur. Ultrasütrüktürel düzeyde incelendiğinde bazal lamina‟nın 

varlığı ve çok sayıda aktif filamentinin mevcudiyeti miyoid hücrelerin düz kas 

hücreleriyle benzer özelliklerine iĢaret etmektedir. Ayrıca önemli bir miktarda kaba 

endoplazmik retikulum (rER) varlığı bu hücrelerin fibroblast bulunmayan bu 

tabakadaki kollajen sentezine iĢaret etmektedir. Miyoid hücrelerin ritmik 

kontraksiyonları peristaltik hareketler oluĢturarak spermatozoa‟nın ve testiküler 

sıvının seminifer tubül boyunca akması ve tubülün uç kısımlarına ulaĢmasını sağlar. 

Testis lobcuklarında kanlanmayı sağlayan damarlar, lenf damarları ve Leydig 

hücreleri miyoid hücreler tabakasının dıĢ kısmında yer alırlar. YaĢlanmayla beraber 

tunika propria kalınlaĢır. Bu kalınlaĢmaya sperm üretiminde azalma ve hatta 

seminifer tubüllerin hacmindeki küçülme eĢlik eder. Tunika propria‟nın erken 

yaĢlardaki aĢırı kalınlaĢması infertilite ile iliĢkilendirilmektedir. Leydig hücreleri 

geniĢ, poligonal ve eozinofilik karakterde hücreler olup bol miktarda lipid 

damlacıkları içerirler. Ayrıca bu hücrelerde lipofuksin pigmenti ve reinke kristalleri 

olarak adlandırılan koni Ģekilli sitoplazmik kristaller sıklıkla görülebilmektedir. 

Rutin histolojik boyamalarda 3x20 µm boyunda olan bu kristaller refraktil bir 
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görüntü verirler. Tam olarak fonksiyon ve yapıları bilinmemekle beraber hücresel 

boyutta protein üretimine iĢaret ettiği düĢünülmektedir (ġekil-8). 

 

 

ġekil-8: Leydig hücresinin transmission elektron mikroskobu görüntüsü. Reinke 

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

 

Steroid salgılayan diğer hücreler gibi, Leydig hücreleri de yoğun miktarda düz 

enpolazmik retikulum (sER) içermektedir. Kolesterolden testesteron üreten enzimler 

sER ile iliĢki halindedir. Steroid salgılayan hücrelerde karĢılaĢılan bir diğer özellik 

olan tubüloveziküler kristalara sahip mitokondriler yine bu hücrelerde bol miktarda 

görünmektedir. Leydig hücreleri erken fötal dönemde dahi testosteron salgısı 

yapmaktadır. Testosteron üretimi ve salgılanması, embriyonik geliĢimde, eĢeysel 

olgunlaĢmada ve üreme fonksiyonlarında önem arz etmektedir. Embriyonal dönemde 

testosteron ve diğer androjenlerin üretimi gonadların erkek fetüste normal geliĢimini 

sağlamaktadır. Testosteron‟un haricinde Leydig hücreleri testis‟in skrotuma inmesine 

yardımcı olan insulin-benzeri protein 3 (INSL3) salgılamaktadır. Pubertada 

testosteron salgılanması sperm üretimi, aksesuar eĢey bezleri ve sekonder cinsiyet 

karakterinin geliĢmesi için önemlidir. INSL3‟ün üretimi aynı zamanda seminifer 

tubüllerde mayotik bölünmesi düzenler. YetiĢkinlikte ise testesteron salgılanması 

spermatogenezis‟in devamlılığı için gereklidir. YetiĢkin testislerindki Leydig 

hücreleri, dolaĢımdaki INSL3‟ün esas kaynağıdır. DolaĢımdaki INSL3 ölçümü ile 

Leydig hücresinin steroidogenik kapasite indeksi‟nin değerlendirilmesi klinik 
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kullanılan testlerden biridir. Erken dönemde Leydig hücrelerindeki INSL3 

ekspresyonundaki yetersizlik kriptorĢidizme ve gubernakulum‟un geliĢiminde 

aksaklıklara sebep olmaktadır (42,43). INSL3 üretiminin yanısıra Leydig hücreleri 

oksitosin üretebilmekte ve salgılamaktadır. Üretilen bu testiküler oksitosin miyoid 

hücre kontraksiyonunu stimule etmekte ve spermatozoa‟nın efferent duktuslara 

ulaĢmasını desteklemektedir. Erkek fötüs‟ün erken dönemlerinde aktif olan Lleydig 

hücreleri geliĢimin 5. ayından itibaren inaktif periyoda geçer. Ġnaktif hale geçen 

Leydig hücrelerini morfolojik olarak fibroblastlardan ayırt etmek güçtür. Pubertayla 

beraber gonadotropik stimulasyona uğrayan Leydig hücreleri, tekrar androjen üreten 

hücreler haline döner ve hayat boyunca aktif kalırlar (15). 

 

3.1.4. Testis Damarlanması ve Lenfatik Drenaj 

Testis ve epididimisi besleyen arteriyel dolaĢım üç kaynaktan köken alır. Azalan 

arteryiel akıĢ sırasına göre bunlar; testiküler arter (yaklaĢık arteriyel kan akıĢının üçte 

ikisini sağlar), vazal arter ve kremasterik arter (birlikte testiküler kan akıĢının üçte 

birini sağlar) (44,45). Testiküler arter (internal spermatik arter) renal arterin 

baĢlangıç yerinin inferiorunda bulunan abdominal aortadan çıkar ve paryetal 

periton‟un altında inferolateral yönde uzanarak psöas majoris boyunca ilerler ve 

pelvise uzanır. Sağ tarafta inferior vena kavanın anterioru ve orta kolik arter, 

ileokolik arterler terminal ileum‟un posterioru boyunca uzanır. Sol tarafta ise 

inferiyor mezenterik ven, sol kolik arter ve inen kolon‟un posterioru boyunca uzanır. 

Sağ ve sol testiküler arterler pelvise ulaĢırken genito femoral sinirler ve dıĢ ilyak 

arterlerin anterioru boyunca uzanır. Her iki arter de iç internal inguinal halkaya girer 

ve skrotuma doğru inguinal kanal boyunca ipsilateral spermatik kord boyunca ilerler. 

Testise yönelimi esnasında testiküler arter, inferiyor testiküler arter ve kaput korpus 

ve kaude epididimisi besleyen bir veya daha fazla iç spermatik arter oluĢturur (46). 

Testis seviyesinde testiküler arterin dalları tunika albugineaya mediastinum testsiten 

giriĢ yapar ve tunika vasküloza seviyesinde testis içerisine yayılmadan önce dallanır. 

Testiküler arterin dallanması testis‟in alt kutubunda anteriyor, mediyal ve lateral 

kısımlarında, üst kutbun ise anteriorda Ģekillenir (47). Vazal arter internal ilyak 

arterden köken alan vizekal arterin superior (bazen hem superior hem inferior) dalı 

olarak testisi kanlandırır. Kremaster arteri (eksternal spermatik arter) inferiyor 
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epigastrik arter‟in bir dalıdır. Spermatik korda eĢlik ederek, kremaster ve kordu örten 

diğer yapıları kanlandırır. Hem vazal hemde kremaster arteri inguinal kanala iç 

inguinal halka düzeyinde giriĢ yapar ve testiküler arterin yanısıra spermatik kord 

boyunca ilerler. Testiküler arter ve iç spermatik venler, iç spermatik fasya içerisinde 

uzanır. Buna karĢın vaz defferens ve damarları ve aynı Ģekilde kremaster kası ve 

damarları eksternal spermatik fasyanın içinde ancak iç spermatik fasyanın dıĢında 

uzanır. Epididimisin baĢ kısmında testiküler ve epididimal arterler arasında ayrıca 

epididimis‟in kuyruk kısmında testiküler arter ile epididimal, kremasterik ve vazal 

arterler arasında yoğun anostomoz Ģekillenir. Testiküler ven, testisin posteriorundan 

doğar, epididimisi drene eder daha sonra spermatik kordun major yapılarından olan 

ve pampiniform pleksus olarak bilinen yoğun anostomoz kanallarını oluĢturmak 

üzere biraraya gelir. Bu vasküler düzenlenme arter ve venlerin akıĢlarının sadece 

vasküler duvar tarafından ayrıldığını göstermektedir. Bu organizasyon vasküler 

yapılar arasında ısı ve küçük molekül değiĢimine olanak sağlar ve düĢük testiküler 

sıcaklığına yardımcı olur (44). Pampiniform pleksus vaz defferensin anterioruna 

doğru ilerler ve inguinal kanalda 3-4 vene drene olur. Venler abdomene iç inguinal 

halkadan girer sağda inferior vena kavaya solda ise renal vene drene olan tek bir 

testiküler vene dönüĢür. Sağ testiküler ven inferior vena kavaya renal ven düzeyinde 

inferior yönde dar bir açı ile kaynaĢır. Buna karĢın sol testiküler ven sol renal vene 

dik bir açı ile kaynaĢır. Her iki testiküler venin yapısında da venöz valfler bulunur. 

Testiküler lenfatik akıĢ yoğun ve süreklidir. Vertikal drenaj‟ın genel retroperitonal 

Ģemasını sağdan sola doğru lateral akıĢ yönünde sürdürür. Sağ testislerden gelen 

lenfatik damarlar ilk olarak inter-aortokaval nodlara, parakaval nodlara   ve bazı sol 

para-aortik nodlara drene olur. Sol testisten gelen lenf damarları ise sol para-aortik ve 

inter-aortokaval nodlara drene olur (48). 

 

3.1.5. Testis Ġnnervasyonu 

Testisler 10 veya 11. torasik spinal segmentten gelerek, renal ve aortik pleksuslara 

ulaĢan ve buradan testiküler damarlar eĢliğinde gelen liflerle ya da pelvik pleksustan 

çıkan ve vaz defferens eĢlinde gelen lifler tarafından innerve edilir (49,50). Ayrıca 

bazı afferent ve efferent sinirler kontralateral pelvik pleksus düzeyinde temas halinde 
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olabilmektedir (51). Bir testiste Ģekillenen patolojinin bir diğerini etkilemesinin 

nedenlerinden birinin bu sinir teması olabileceği düĢünülmektedir (48) 

 

3.1.6. Spermatogenezis 

Spermatogenezis rezervuar hücrelerin bölünmesiyle baĢlar ve olgun sperm 

hücresinin oluĢmasıyla tamamlanır. Farklı özellikler gösteren seminifer epitel 

hücreleri spermatogenik aĢamalar olarak bilinen ve  seminifer tubüller içinde tipik 

hücresel birlikler halinde organize olmuĢ germ hücreleridir (ġekil-9). 

 

 

ġekil-9: Ġnsan seminifer tubülünün yapısının Ģematik görünümü. Tubül yapısını 

oluĢturan Peritubüler hücreler (PT) ve Bazal Lamina (BL). Erken/yuvarlak 

Spermatid (ES), Spermatosit (P), Tip A koyu Spermatogonyum (Ad), Tip A açık 

renkli spermatogonyum (Ap), Tip B spermatogonyum, Sertoli Hücreleri (SC), Geç 

spermatid (LS), rezidüel cisim (RB) ayrıca kan-testis bariyerinin üyesi sertoli 

hücreleri arası tight junction tipi sıkı bağlantılar (JC) Ģematik olarak gösterilmiĢtir 

(22). 

 

Bütün bir spermatogenik süreç  4  faza ayrılabilir: 1. Mitotik proliferasyon ve diploid 

germ hücrelerinin (spermatogonia) farklılaĢması (spermatogoniogenezis) 2. 

Tetraploid germ hücrelerinin (spermatositler) mayotik bölünmesi ve haploid germ 

hücrelerini (spermatidler) oluĢturması 3. Spermatidlerin testiküler sperme dönüĢmesi 
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(spermiogenezis) 4. Sperm hücresinin germinal epitelden seminifer tubül lümenine 

iletilmesi (spermiasyon). Spermatogonia seminifer epitelinin alt kısmında dizilidir ve 

Tip A ve Tip B spermatogonia olarak sınıflandırılır. Tip A spermatogonia‟nın 

sitolojik ve fizyolojik özelliklerine göre iki tipi tanımlanmıĢtır; koyu spermatogonia 

ve açık spermatogonia. Koyu spermatogonia normal koĢullar altında proliferasyon 

aktivitesi göstermemekte olup nadiren bölündüğü düĢünülmektedir (ġekil-10) (52). 

Bu spermatogonialar kök hücreler olarak değerlendirilmektedir (53). Ancak bu germ 

hücreleri  radyasyon gibi spermatogonia hücre sayısında ciddi bir azalmaya neden 

olan durumlarda mitoz geçirebilmektedir (54). Öte yandan açık Tip A spermatogonia 

bölünerek kendisini yeniden adlandırır ve 2 Tip B spermatogoniaya farklılaĢır. 

Primatlarda yapılan detaylı çalıĢmalar spermatonial çoğalma hakkında farklı bilgiler 

sunmuĢtur. Bu çalıĢmalarla sadece açık Tip A spermatonia‟nın bölünerek açık Tip A 

spermatogoniaların oluĢumunu sağladığı ve bu sayede hücre popülasyon havuzunu 

sabitlediği ayrıca Tip B spermatonoia‟ya bölünerek te daha sonraki geliĢimsel 

aĢamaları baĢlattığı tezini öne sürmüĢtür (52). Clermont‟un daha önceki modeline 

karĢın normal spermatogenik siklusta  açık Tip A spermatogonia‟nın kaynağı‟nın  

koyu Tip A spermatogonia olmadığı öne sürülmüĢtür. Mayotik bölünmenin hemen 

baĢında Tip B spermatogoniardan preleptoten spermatositler Ģekillenir. Sonraki germ 

hücre basamakları DNA sentezler ayrıca anne ve yavru hücreler hücreler arası 

köprülerle birbirleriyle temas halinde olur (55). Primatlarda da gözlenmiĢ olan germ 

hücrelerindeki bu geliĢimsel kolonizasyon gametlerin seminifer epiteldeki koordineli 

olgunlaĢması için zorunludur (56). Spermatosit olarak bilinen tetraploid germ 

hücreleri mayoz bölünmenin farklı evrelerinden geçer. Pakiten fazı yoğun RNA 

senteziyle karakterizedir. Haploid germ hücreleri olan spermatidler bu mayotik 

bölünme aĢamalarının sonucunda oluĢur. Gametogenez esnasında gerçekleĢen 

genetik materyalin rekombinasyonu, kromozom sayısının indirgenmesi ve 

spermatidlerin olgunlaĢması aĢamaları mayoz sırasında kusursuz gerçekleĢmesi 

gereken kritik süreçlerdir. Sekonder spermatositler ilk mayotik bölünmeden oluĢur. 

Bu germ hücreleri bir çift halinde haploid kromozom içerir. Sekonder mayotik 

bölünme esnasında apermatositler haploid spermatidlere bölünür. Ġlk mayozun 

profazı 1-3 hafta sürer, buna karĢın ilk mayozun diğer basamakları ve sekonder 

mayoz 1-2 gün içerisinde tamamlanır. Spermatidler ikinci mayozdan oluĢan, 
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yuvarlak ve mitotik yönden inaktif hücreler olup son ürün olarak uzamıĢ spermatid 

ve sperm‟in oluĢtuğu önemli transformasyon aĢamaları geçirir. Bu aĢamalar, hücre 

çekirdeğinin yoğunlaĢması ve yapısal Ģekil değiĢikliklerine uğraması, flagellum‟un 

oluĢması ve sitoplazmanın büyük bir kısmının hücreden ayrılması Ģeklindedir. Bu 

aĢamalara genel olarak spermiogenezis denir ve bütün memeli türlerinde aynı Ģekilde 

gerçekleĢmektedir. Prensip olarak Spermiogenezis 4 fazdan oluĢur bunlar; Golgi, 

kap, akrozomal ve olgunlaĢma fazlarıdır. Golgi fazında akrozom baloncukları ve 

kraniokaudan simetrioluĢur. Kap fazında spermatidler uzamıĢ bir hal alır ve 

spermatid‟in baĢ kısmının yaklaĢık 3 te 2‟sini kaplayan akrozom Ģekillenir. 

Fertilizasyon esnasında akrozomda oluĢturulan enzimler sperm‟in yumurtaya 

tıutunmasını sağlar.akrozomal fazda hücre çekirdeği daha yoğun bir hal alır ve hücre 

uzamaya devam eder. YoğunlaĢma esnasında histon proteinlerinin çoğu ortadan 

kalkar ve gen transkripsiyonu durdurulur. Çekirden kromatini bu sayede oldukça sıkı 

paketlenir. Spermiyogenezis için gereken proteinlerin bu aĢamadan önce 

sentezlenmiĢ olması  ve uzun yarı ömürlü RNA ve RNA bağlayıcı proteinlerin 

varlığı bu aĢamaya gelen ve sıkı bir Ģekilde paketlenen çekirdek kromatinine iĢaret 

eder. Bu süreçte mRNA translasyon kontrol mekanizmasının rolü henüz 

çözülememiĢ olsa da RNA-bağlayıcı proteinlerin rol aldığı düĢünülmektedir. Bu 

aĢamanın sonunda flagellum olgunlaĢmıĢtır. Spermatidlerin olgunlaĢma fazındaki en 

temel olay sitoplazmanın kalan kısmı‟nın (rezidual cisim) hücreden 

uzaklaĢtırılmasıdır. Rezidual cisimcikler olgunlaĢmada düzenleyici bir rol alırlar ve 

kalıntıları sertoli hücreleri tarafından fagosite edilir. UzamıĢ spermatidler ve residual 

cisimcikleri tubüler sıvı üretimini, inhibin, androjen bağlayıcı preotein ve interlökin 

1 ile 6 üretimini etkileyerek Sertoli hücresinin sekretuvar fonksiyonuna etki eder. 

Rezidual cisimcikler indirgenirken eĢ zamanlı olarak yeni bir spermatogenik siklus 

baĢlar. Sperm‟in tubül lümenine aktartılması spermiasyon olarak tanımlanır. Bu 

aĢama plazminojen aktivatörleri ve muhtemelen timet oligo peptidazların ektisinde 

gerçekleĢmektedir. Bu aĢama kısmen hormonal modifikasyonlar, sıcaklık ve 

toksinlerden de etkilenebilmektedir. Bu duyarlılığın nedeni henüz anlaĢılamamıĢtır. 

Rezidual cisimciklerin yanısıra lümene ulaĢmayan sperm de Sertoli hücreleri 

tarafından fagosite edilir. Yuvarlak ve uzamıĢ spermatidler fertilizasyon yapabilme 

özelliğine sahip olmasa dahi fertilizasyon için gerekli hücre içi özellikleri 
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taĢımaktadır. Bu sebeple IVF‟te intrasitoplazmik sperm enjeksiyonuyla uzamıĢ 

spermatid hatta yuvarlak spermatidler kullanılarak gebeliğin elde edilmesi 

mümkündür (22).  

 

 

ġekil-10: Ġnsan gametogenezisinin proliferatif kinetiğinin Ģematik görüntüsü. 

AĢamaların daha net anlaĢılabilmesi için tek bir spermatogonyum‟un bütün 

geliĢimsel aĢamaları gösterilmiĢtir. Ġnsan testisi yaklaĢık olarak 1 milyar sperm 

hücresi içerir ve günde ortalama 25,000 yeni hücre oluĢturulur (57). Bir Ap 

spermatogonyum 16 adet uzamıĢ spermatide köken olabilir. Ġnsan seminifer tubülü 

tek bir Tip B spermatogonya içerdiği için son germ hücresi sayısı (uzamıĢ spermatid) 

çoklu spermatogonyal bölünme gösteren canlı türlerinden daha azdır. Ad: Tip A 

koyu renkli spermatogonyum (testiküler kök hücreler, nadiren bölünür), Ap: Tip A 

açık renklispermatogonyum (spermatogenez için kendini yenileyen progenitör 

hücreler), B: Tip B spermatogonyum, SC1: Primer spermatosit, SC2: Sekonder 

spermatosit, RS: Yuvarlak spermatosit, ES: UzamıĢ spermatosit (22). 

 

3.2. Testiküler Torsiyon/Detorsiyonuna Bağlı Ġskemi ve Reperfüzyon Hasarı 

Testiküler torsiyon (TT) sonucu oluĢan iskemi, her yaĢta karĢılaĢılabilen bir durum 

olmasına rağmen perinatal ve pubertal dönemdeki erkeklerde daha sık karĢılaĢılan 

urolojik bir sorundur (58-60).  TT testislerde hasara, infertiliteye ve subfertiliteye 

neden olabilir. Bu sebeple teĢhis çok kritik bir önem taĢır (61,62). Spermatik kord‟un  
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kendi etrafında dönmesiyle Ģekillenen torsiyon‟un ne kadar süredir var olduğu ve 

spermatik kord‟un kaç derecelik açı ile dönüĢ gerçekleĢtirdiği bu klinik durumun 

ortaya çıkartacağı sonuçları etkilemektedir (63). Her ne kadar testiküler torsiyona 

bağlı Ģekillenen patolojinin sebebi tam olarak aydınlatılamamıĢ olsa da, 

iskemi/reperfüzyon sürecinde aĢırı derecede oluĢan ve sistemik dolaĢımda bulunan 

serbest radikal türeri‟nin (ROS) hücresel ve dokusal bazda Ģekillenen hasarda en 

önemli faktör olduğu düĢünülmektedir (64). Spermatik kord‟un torsuyonuyla 

Ģekillenen psilateral testiküler hasarı açık bir Ģekilde bilinmektedir ancak spermatik 

kord torsiyonunu takiben kontralateral testis hasarı konusunda çeliĢkili sonuçlar 

veren çalıĢmalar mevcuttur. Bazı çalıĢmalar kontralateral testiküler hasar 

belirtmiĢken bazıları bunun aksini göstermiĢtir (3,65,66). 

 

3.3. Malondialdehit 

Serbest radikaller, organizmada lipit peroksidasyon sürecini gerçekleĢtirir. 

Malondialdehit (MDA), hücrelerde çoklu doymamıĢ yağ asit peroksidasyonu (lipid 

peroksidasyonu) sonucu oluĢan son ürünlerden biridir. En bilinen lipid 

peroksidasyon markerlerı, ioprostan (IsoPs) ve malondialdehit‟tir (MDA). Diğer 

bilinen lipid peroksidasyın ürün markerları ise,  lipid hidroksiperoksitler, lipid 

peroksidasyonun fluoresan ürünleri, oksidasyon direnci testleri ve oksiterollerdir 

(67). Serbest radikallerde artıĢ Ģekillenmesi, MDA'nın artıĢına neden olmaktadır. 

Malondialdehit düzeyi, kanserli hastalarda oksidatif stres ve antioksidan durumun 

değerlendirilmesi açısından bir belirteç olarak göz önünde bulundurulur (68). 

 

3.4. Apoptozis (ProgramlanmıĢ Hücre Ölümü) 

Apoptozis terimi literatürde ilk defa 1972 yılında Kerr, Wyllie ve Curie tarafından 

kullanılmıĢ olmasına rağmen, hücrenin kendisini ortadan kaldıracağı bir 

mekanizmanın olabileceği fikri çok daha eskilere dayanmaktadır (69-71). Apoptosiz 

hücre popülasyonu‟nun sürdürülmesi için normal geliĢim ve yaĢam boyunca devam 

eden homeostatik bir mekanizmadır. Ayrıca apoptozis immün reaksiyon veya 

hücrelerin hastalık veya noxious ajanlardan etkilendiği durumlarda da savunma 

mekanizması olarak ortaya çıkar (72). Apoptozisi tetikleyen fizyolojik ve patolojik 

birçok neden bulunmaktadır, Ġyonize radyasyon ve kanser tedavisinde kullanılan 
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kemoterapötik ajanlar hücrede DNA hasarı oluĢturararak p53-bağımlı yolak 

üzerinden apoptozu indüklemektedir. Ayrıca stimulatörün çeĢidine bağlı olarak 

hücrelerin apoptozise uğrayıp uğramayacağı değiĢkenlik gösterebilmektedir. Örneğin 

kortikosteroid tarzı hormonlar timosit gibi bazı hücrelerde apoptozu 

gerçekleĢtirmekte olmasına rağmen timosit dıĢındaki hücreler bu süreçten 

etkilenmemektedir. Ayrıca bazı hücreler ligand bağlanarak apoptoz oluĢturan FAS 

veya TNF reseptörleri eksprese etmektedir. Bazı hücreler ise hormon veya büyüme 

faktörü eksikliği durumunda sürekli apoptotik süreç içerisinde bulunabilmektedir. 

Hücrede apoptozis ve nekrozun birbirinden bağımsız Ģekilde gerçekleĢmesi, sırayla 

veya simultane Ģekilde oluĢması gibi durumlarda söz konusu olabilmektedir (73,74). 

Genel olarak stimülasyonun türü ve miktarı hücrenin ve/veya dokunun apoptoz‟a mı 

yoksa nekroza mı gideceği konusunda karar vermektedir. Isı, radyasyon, hipoksi ve 

sitotoksik anti kanser ilaçları gibi etmenler düĢük dozlarda apoptozis Ģekillendirirken 

bu etmenlere yüksek miktarlarda maruziyet, nekroza sebebiyet verebilmektedir (75). 

Apoptoz kaspazların yoğun etkisinin bulunduğu spesifik bir süreçle gerçekleĢir. Bu 

sürecin sonunda kaspaz-3 veya kaspaz-7 gibi çeĢitli kaskad sinyalleri oluĢur ve hücre 

ölümü gerçekleĢir. Apoptoza uğrayan atık durumdaki hücreler makrofajlar tarafından 

eferositozis olarak adlandırılan bir sürecin sonunda ortadan kaldırılır (76). Apoptozis 

enerji gerektiren ve kaskad oluĢumu ile Ģekillenen kompleks bir süreçtir. Yapılan 

araĢtırmalar apoptotik iki yolağın varlığını ortaya koymuĢtur. Bunlar ölüm reseptörü 

yolağı veya diğer adıyla ekstrinsik (dıĢ) yolak ve mitokondriyal yolak veya diğer 

adıyla intrinsik (iç) yolak (ġekil-11). Ancak iki yolağın birbiriyle bağlantılı olduğu 

ve bir yolaktaki moleküllerin diğer yolağı etkileyebildiği yönünde bulgular 

mevcuttur (77). Ġç ve dıĢ yolağın dıĢında T-hücre sitotoksisitesinin etkisinde 

gerçekleĢen, granzim ve perforin bağımlı 3. bir yolak daha mevcuttur. Granzim / 

perforin yolağı Granzim A veya B aracılığıyla apoptozisi gerçekleĢtirebilmektedir. 

Ġç, dıĢ ve granzim B yolakları aynı sonuca ulaĢarak hücreyi ekseküsyon (idam) fazına 

getirir. Bu süeç kaspaz-3‟ün yarıklanması ve DNA fragmantasyonlarının oluĢmasını 

takiben, sitoiskelet ve nükleer proteinlerin yıkımı, proteinlerin çapraz bağlanması, 

apoptotik cisimsiklerin oluĢması, fagositik hücre reseptörleri için ligandların üretimi 

ve fagositik hücreler tarafından ortadan kaldırılma ile sonuçlanır. Granzim A ise 
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kaspaz bağımsız olarak doğrudan tek zincir DNA hasarı oluĢturmak koĢuluyla 

paralel bir yolak Ģekillendirir (78). 

Apoptotik hücreler protein yarıklanması, protein çapraz bağlarının oluĢması, DNA 

yıkımı ve fagositik aktivasyon gibi çeĢitli biyokimyasal modifikasyonlar 

gerçekleĢtirir ve apoptozise özgü yapısal bir patoloji Ģekillendirir (79). Apoptoziste 

rol alan kaspazlar hücrelerde genellikle inaktif olarak sentezlenen proenzimlerdir ve 

aktifleĢtiklerinde diğer kaspazları aktifleĢtirir ve proteaz kaskadını tetiklerler. Bazı 

prokaspazlar agregasyon yapar ve oto aktivasyon gerçekleĢtirir. Bir kaspazın bir 

diğerini aktifleĢtirdiği bu proteolitik kaskad süreci, hızlı bir hücre ölümü 

Ģekillenmesini sağlar. Proteolitik özelliği olan kaspazlar birbirine komĢu 

aminoasitlerin tanınmasını sağlayan spesifik ve birbirinden farklı tanıyıcı alanlar 

içeriyor olsa da, çoğunlukla proteinleri aspartik asit bölgelerinden yıkıma uğratırlar. 

Kaspazlar birbirlerini aktifleĢtirmeye baĢladığında geri dönüĢü olmayan hücre 

ölümüne giden bir süreç baĢlamıĢ olur. Bugüne kadar 10 major kaspaz 

tanımlanmıĢtır ve fonksiyonlarına göre kategorize edilmiĢtir. Bunlar baĢlatıcı 

kaspazlar (Kaspaz-2,-8,-9,-10), uygulayıcı kaspazlar (kaspaz-3,-6,-7) ve inflamatuvar 

kaspazlar (kaspaz-1,-4,5) (80-82). Bu tanımlanan 10 kaspazın dıĢında, septik Ģok‟ta 

apoptoz düzenlenmesinde etkisi olan ve sitokin maturasyonunda etkili olan kaspaz-

11, endoplazmik retikulum bağımlı apoptozda ve amyloid-β sitotoksisitesinde 

etkinliği tanımlanmıĢ kaspaz-12, büyükbaĢ hayvanların genlerinde tanımlanan 

kaspaz-13 ve embriyonik dokuda Ģekillenen apoptozda görev alıp yoğun Ģekilde 

eksprese edilen ancak olgun organlarda üretilmeyen kaspaz-14 tanımlanmıĢtır (83-

86).  

Ekstrensek apoptotik sinyal yolağı tümör nekroz faktör (TNF) reseptör gen 

ailesinin üyesi olan ve transmembran olan reseptörlerin etkileĢimiyle baĢlar (87). 

TNF reseptör ailesinin üyeleri benzer Ģekilde sisteinden zengin ekstraselüler bir alan 

ve 80 kadar amino asit içeren “death domain” olarak adlandırılan bir sitoplazmik 

alan bulundurur. Bu death domain ölüm sinyalinin ekstraselüler yüzeyden 

intraselüler sinyal yolağına aktarılmasında kritik bir rol oynar. Bugüne kadar 

tanımlanmıĢ olan en önemli ligand ve bu ligandlara uyumlu ölüm reseptörleri (death 

receptor), FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 ve Apo2L/DR5‟dir 

(88-92).  
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Ekstrensek apoptozis için tanımlanmıĢ en iyi iki model FasL/FasR ve TNF-α/TNFR1 

yolaklarıdır. Bu yolaklarda reseptörlerin kümeleĢmesi ve homolog trimer ligandlar 

ile tutunma Ģekillenir. Ligandların tutunmasıyla, reseptörlerle bağlanan ilgili ölüm 

alanlarını tanımlayan sitoplazmik uygulayıcı proteinleri ortaya çıkar. Fas ligandının 

Fas reseptörüne bağlanması FADD uygulayıcı proteinin reseptöre tutunmasını,  TNF 

ligandının TNF reseptörüne bağlanması ise Tümörr nekroz faktör reseptörü tip 1-

iliĢkili ÖLÜM alanı (TRADD), Ölüm alanı içeren Fas-iliĢkili protein (FADD) ve 

Reseptör etkileĢimli protein (RIP) uygulayıcı proteinlerinin reseptöre tutunmasını 

sağlar (93-95). FADD daha sonraki aĢamada ölüm efektör domain‟in dimerizasyonu 

aracılığıyla prokaspaz-8 ile etkileĢimde bulunur. Bu aĢamada prokaspaz-8‟in oto 

aktivasyonunu‟nu sağlayan ölüm-indükleyici sinyal kompleksi (DISC) oluĢturulur 

(96). Bu DISC yapısı kaspaz-3‟ü aktifleĢtirerek apoptotik sinyali devam ettirir. Bu 

mekanizmanın Ģekillendiği hücreler Tip 1 olarak sınıflandırılır. Bazı hücrelerde ise 

Fas stimulasyonu‟nu takiben hücrede DISC kompleks yapısı Ģekillenmez ve 

prokaspaz-8 doğrudan oto aktivasyon sağlayarak mitokondri üzerinden apoptotik 

sinyalleri yönelndirir. Bu tip Fas uyarımlı sinyal yolağı Tip 2 olarak adlandırılır (97). 

Kaspaz-8‟in aktifleĢmesiyle apoptoz‟un uygulama fazı baĢlamıĢ olur. Ölüm reseptör 

yolaklı apoptoz, c-FLIP proteini‟nin FADD ve kaspaz-8 e tutunmasıyla inhibe 

edilebilmektedir (98,99). T-hücrelerinde, reseptör bağımlı apoptozis‟in 

düzenlenmesinde, Toso proteini kaspaz-8‟in inhibisyonunu sağlayarak apoptozis‟in 

durdurulmasını sağlar (100). T-hücre bağımlı sitotoksisite, CD8
+
 hücrelerin antijen 

taĢıyan hücreleri öldürdüğü tip IV hipersensitive varyantıdır. Bu sitotoiksik T 

lenfositler (CTLs) hedefteki hücreleri dıĢ yolak ve FasL/FasR etkileĢimi ile 

apoptozise yönlendirebilmektedir. Bu apoptotik aktivasyon en yoğun CTL bağımlı 

apoptotik aktivasyon türüdür (101). Ayrıca, tümör hücreleri ve virüs enfekte 

hücrelerde, hedefteki hücrede transmembran poruslar oluĢturan bir molekül olan 

perforin‟in sekresyonunu gerçekleĢtirir ve sitoplazmik granüllerin eksofitik bir 

Ģekilde porlara yönelmesini sağlarlar (102). Bu granüllerden en önemlileri serin 

proteazları olan Granzim A ve Granzim B‟dir (103). Granzim B parçalayacağı 

proteinleri aspartik asid bölgelerinden yıkıma uğratır. Ayrıca prokaspaz-10‟u 

aktifleĢtirir ve ICAD (Inhibitor of Caspase Activated DNAse / Ġnaktif kaspaz Aktive 

Edici DNAaz) gibi apoptozis inhibitör faktörleri ortadan kaldırır (104). ÇalıĢmalar 
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ayrıca granzim B‟nin Bid ve sitokrom c salınımı yoluyla mitokondriyal yolağı 

tetiklediğini ve granzim B‟nin doğrudan kaspaz-3‟ü aktive ederek apoptozis‟i 

gerçekleĢtirebildiğini göstermiĢtir (105,106). Doğrudan kaspaz-3‟ün aktive edilmesi 

sinyal yolaklarına uğramadan hücrenin doğrudan apoptozis ekseküsyonuna 

uğramasını sağlamaktadır. Hem mitokondriyal yolak hem de kaspaz-3‟ün direkt 

aktivasyonu granzim-B bağımlı apoptozun Ģekillenmesinde kritik önem taĢımaktadır 

(107). Son dönemlerde yapılan çalıĢmalar, granzim B sitotoksisitesinin tip 2 helper 

hücreleri‟nin (Th2) etkinliğinde kritik bir rol oynadığını göstermiĢtir (108). Son 

dönemlerde yapılan çalıĢmalara göre aktive edilmiĢ Th2 hücrelerinde ölüm 

reseptörleri ve kaspazlar apoptozis‟in düzenlendiği süreçte rol almamaktadır. Buna 

karĢın Sitotoksik Tip 1 Helper (Th1) hücrelerde ise apoptozis‟in düzenlenmesinde 

Fas-Fas ligand etkileĢimi, adaptör proteinlerin ölüm alanlarına tutunması ve 

kaspazlar görev almakta olup, granzim B‟nin bir fonksiyonu bulunmamaktadır. 

Granzim A sitotoksik T hücre indüklü apoptoziste de önemli olup kaspaz bağımsız 

apoptozisi tetiklemektedir. Hücrede granzim A aktifleĢtiğinde bir tümör süpresör 

(baskılayıcı) gen ürünü olan DNAaz (NM23-H1) tarafından DNA kırıkları 

oluĢturulur (109). 

 

 

ġekil-11: DıĢ ve Ġç apoptozis yolakları (110). 

 

Bu DNAaz, tümör potansiyeli bulunan hücre apoptozisi sayesinde immünolojik 

gözetim yaparak kanserleĢmeyi önler. Nükleozom grubu proteini olan SET protein 
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kompleksi, normal Ģartlarda NM23-H1 geni‟ni inhibe eder. Granzim A proteazı bu 

SET kompleks proteinini yarıklar dolayısıyla NM23-H1 inhibisyonu ortadan kalkar 

ve hücre DNA yıkımı ile apoptozise gider. SET kompleks proteini‟nin NM23-H1‟in 

inhibisyonu dıĢında kromatin organizasyonu ve DNA onarımı üzerinde de kritik bir 

rolü bulunur. Bu kompleks protein yapısında yer alan proteinler (SET, Ape1, pp32 ve 

HMG2) kromatin ve DNA yapısını iĢbirliği yaparak korurlar (111). Dolayısıyla bu 

kompleks yapının granzim A tarafından inaktif edilmesi DNA ve kromatin yapı 

bütünlüğünü ortadan kaldırmakta ve apoptozise katkı sunmaktadır. 

Ġntrinsik sinyal yolağı, reseptör bağımsız ancak mitokondri‟nin etkisinin 

bulunduğu bir dizi iç sinyal mekanizmasıyla Ģekillenir.  Ġntrinsik yolağı tetikleyen 

uyarıcılar pozitif veya negatif Ģekilde hücre içi sinyal mekanizmaları 

oluĢturmaktadır. Negatif sinyaller, çeĢitli büyüme faktörleri, hormonlar ve 

sitokinler‟in ortadan kalkmasını sağlar dolayısıyla ölüm programını süprese eden 

merkanizma ortadan kalkarak hücre apoptozise gider.  Bir diğer deyiĢle negatif 

Ģekilli mekanizma, faktörlerin ortadan kalkması, apoptotik süpresyonun yok oluĢu ve 

daha sonraki aĢamada apoptozisin aktivasyonu Ģeklinde açıklanabilir.  Bir diğer 

uyarıcı olan pozitif Ģekilli uyarıcılar radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral 

enfeksiyonlar ve serbest radikaller olarak açıklanabilir. 

Her iki stimulasyonda mitokondriyal membranda değiĢikliklere neden olur ve 

bu da mitokondri permabilisyon geçiĢ proteinlerinin (MPT) mitokondri 

membranında poruslar oluĢturmasına, dolayısıyla mitokondriyal transmembran 

potansiyelinin kaybına ve pro-apoptotik olarak sınıflandırılan ve normal Ģartlarda 

inter membran lokalize olan iki ana protein grubunun sitosole geçmesini neden olur 

(112). Mitokondriyal inter membran alandan sitosole geçen ilk grup içerisinde yer 

alan proteinler, sitokrom-c, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi‟dir (113-

116). Bu proteinler kaspaz bağımlı mitokondriyal yolağı aktive ederler. Sitokrom-c, 

Apaf-1 ve prokaspaz-9‟a tutunur ve bu 3 protein apoptozom kompleksini oluĢturmak 

suretiyle aktif hale gelerek kaspaz-3 ü aktifleĢtirir (117,118). Buna karĢın bazı 

canlılarda ise apoptozom oluĢumu için sitokrom c varlığına ihtiyaç duyulmamaktadır 

(119). Bu apoptozom kümeleĢmesi kaspaz-9‟un aktivasyonunu sağlar. 

Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi proteinlerinin ise IAP (Apoptozis inhibitör proteini) 

proteinini inhibe ederek apoptozisi tetiklemektedir (115,120). IAP ile etkileĢimde 
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bulunan ve aktivitesini süprese eden baĢka mitokondriyal proteinler de 

tanımlanmıĢtır ancak gen baskılanmıĢ deneysel çalıĢmalarla bu proteinlerin IAP‟a 

tutunmasının pro-apoptotik özelliklerini göstermede yeterli olmadığı belirtilmiĢtir 

(121). Ġkinci grup pro-apoptotik proteinler Apoptozis Ġndükleyici Faktör (AIF), 

endonükleaz G ve Kaspazla-aktifleĢen deoksiribonükleaz (CAD) mitokondride 

apoptozis esnasında oluĢturulur ancak bu proteinlerin aktif fonksiyonları hücre‟nin 

ölüme gittiği süreçteki geç bir aĢamadır. AIF nükleusa translaoke olduktan sonra 

DNA‟da ~50– 300 kb parçaları Ģeklinde  fragmantasyonlar oluĢturur ve periferal 

nükleer kromatinin kondanse bir hale gelmesini sağlar (122). Nükleer 

kondansasyon‟un bu erken formu “1. aĢama” kondensasyon (yoğunlaĢma) olarak 

tanımlanır (123). Endonükleaz G de, nükleusa transloke olur ve nükleer kromatini 

oligonükleozomal DNA fragmantasyonları oluĢturmak üzere parçalar (124). 

Dolayısıyla AIF ve endonükleaz G kaspaz-bağımsız Ģekilde hareket eder ve DNA 

yıkımını gerçekleĢitirir. CAD ise mitokondride üretilip nükleusa transloke olduktan 

sonra kaspaz-3 tarafından yarıklanarak aktif hale gelir ve oligonükleozomal DNA 

fragmantasyonları ve daha belirgin Ģekliyle kromatin yoğunlaĢması gerçekleĢtirir 

(125). Bu geç ve daha sıklıkla tanımlanan kromatin kondensasyonu “aĢama 2” 

kondensasyon olarak tanımlanır (123). Bu mitokondriyal apoptotik süreçlerin kontrol 

ve düzenlenmesi Bcl-2 ailesi proteinleri tarafından yapılır (126). Her ne kadar bütün 

mekanizma tam olarak anlaĢılamamıĢ olsa da, Bcl-2 ailesi proteinlerinlerinin 

organizasyonunda, tümör baskılayıcı bir protein olan p53 kritik bir rol oynamaktadır 

(127). Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal membran permabilitesini yönetir ve bu 

fonksiyonundan ötürü pro-apoptotik veya anti-apoptotik olarak görev alır. Bcl-2 

ailesi 3 alt gruptan oluĢur.Bunlar Pro-apoptotik ve sadece BH3 içeren grupta yer alan 

üyeleri (Bim, Bid, Puma, Noxa, Hrk, Bmf, and Bad), pro-apoptotik efektör grupta 

yer alan moleküller (Bax ve Bak) ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi üyeri (Bcl-2, Bcl-xL, 

Mcl1, A1, and Bcl-B) Ģeklindedir (128). Bu proteinler hücrenin apoptozise 

ilerleyiĢini veya sürecin iptaline etki edecek spesifik özelliklere ve öneme sahiptir. 

Bcl-2 ailesi proteinlerinin esas görevinin, mitokondride üretilen sitokrom-c‟nin 

sitosole geçiĢinde kullandığı mitokondri membran permabilizasyonu sonucu oluĢan 

poruslar üzerindeki etkisi olduğu söylenebilir. Birkaç muhtemel mekanizma 

belirtilmiĢ olmasına rağmen mekanizma tam olarak aydınlatılamamıĢtır. 
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Fas sinyal yolağıyla gerçekleĢen bazı apoptotik süreçlerde mitokondriyal hasar BH3 

interacting-domain death agonist (Bid) protein‟in kaspaz-8 tarafından yarıklanması 

ile düzenlenir (129,130). Bu durum ölüm reseptörü (ekstrensek) ve mitokondriyal 

(intrensek) yolakların apoptozis‟e giden süreçte kesiĢtiği basamaklardan bir tanesidir 

(77). Pro-apoptotik Bad‟in (BCL2 associated agonist of cell death) serin 

fosforilasyonu, multifonksiyonel fosfoserin bağlayıcı molekül ailesinin üyesi olan 

14-3-3 proteini aracılığıyla gerçekleĢtirilir. Fosforile edilmiĢ olan Bad, 14-3-3 

proteini tarafından uzak bir bölgede tutulur ancak Bad fosforilasyonu ortadan 

kalktığında mitokondriye doğru yönelir ve sitokrom c‟nin sitosole salınımını tetikler 

(131). Bad aynı zamanda Bcl-XL veya Bcl-2 ile de heterodimer yapı oluĢturup bu 

anti apoptotik proteinlerin koruyucu özelliklerini ortadan kaldırmak suretiyle hücre 

ölümünde görev alır (132). Her ne kadar mekanizması tam olarak aydınlatılmıĢ 

olmasa dahi, Bad tarafından indirgenmeyen Bcl-2 ve Bcl-XL mitokondriden 

sitokrom-c salınmasını inhibe etmektedir. ÇalıĢmalar Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerinin, 

apoptotik hücre ölümünü öncelikli olarak kaspaz proteazların aktivasyonunu kontrol 

ederek inhibe ettiğini göstermiĢtir (133). Ayrıca Aven proteini de hem Bcl-XL hem 

de Apaf-1 proteinlerine tutunarak prokaspaz-9‟un aktive olmasını engellemektedir 

(134). Hem Bcl-2 hem de Bcl-XL‟in aĢırı eksprese olması bu proteinlerin üretimini 

indirgemektedir. Bu durum da iki protein arasındaki doğrudan iliĢkiyi görmemizi 

sağlamaktadır. Puma ve Noxa proteinleri Bcl-2 ailesinin üyesi olan pro-apoptotik 

proteinlerdir. Puma, p-53 aracılı apoptozis‟te önemli bir rol alır. Puma‟nın aĢırı 

eksprese olmasının BAX ekspresyonunu tetiklediği ve oluĢan BAX konformasyonel 

değiĢimlerinin bu proteinin mitokondriye transloke olmasını, mitokondride sitokrom 

c üretiminin artmasını ve mitokondriyal membran potansiyelini ortadan kaldırdığı 

gösterilmiĢtir (135).  Noxa, p-53 indüklü apoptozis‟te görev alan bir proteindir. 

ÇalıĢmalar, bu protein‟in mitokondriye transloke olarak anti-apoptotik Bcl-2 protein 

ailesi üyeleriyle etkileĢime geçerek kaspaz-9‟un aktivasyonuna katkı sağladığını 

açıklamıĢtır (136). Hem Puma hem de Noxa‟nın p-53 tarafından indükleniyor olması, 

bu proteinlerin geno-toksik ve onkogen aktivasyonuyla ortaya çıkan apoptozis‟te 

düzenleyici olarak görev alabildiklerini göstermektedir. Myc onkoproteininin‟de hem 

p-53 bağımlı hem de p-53 bağımsız sinyal yolaklarında apoptozisi etkileyen bir 
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protein olduğu belirlenmiĢtir (137). Apoptozdaki bu kompleks yolakların anlaĢılması 

tümörogenez ve terapisi konusunda önemli bilgiler vermektedir. Hem dıĢ hem de iç 

apoptotik yolaklar ekseküsyon (sonlanma) fazı olarak adlandırılan bir süreçle 

tamamlanır. Sonlandırıcı kaspazların aktivasyonu ile apoptozis‟in bu süreci baĢlar. 

Sonlandırıcı kaspazlar sitoplazmik endonükleazları aktive eder. Bu sayede nükleer 

materyal ve proteazlar üzerinde yapısal değiĢiklikler oluĢturularak çekirdek ve 

sitoiskelet proteinleri yıkıma uğratılır. Kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 efektör veya 

sonlandırıcı ksapazlar olarak görev alırlar. Bu kaspazlar sitokeratinler, PARP, 

plazma membran sitoiskelet proteini olan alfa fodrin, nükleer bir protein olan NuMA 

ve diğer bazı proteinleri yıkıma uğratarak apoptotik hücrelerde gözlenen, morfolojik 

ve biyokimyasal değiĢikliklere neden olur (138). Sonlandırıcı kaspazlar arasında en 

iyi tanımlanmıĢ ve önemli olanı kaspaz-3‟tür ve aktivasyonu baĢlatıcı (initiator) 

kaspazlar (kaspaz-8, kaspaz-9, kaspaz-10) tarafından gerçekleĢtirilir. Kaspaz-3 

spesifik olarak endonükleaz CAD proteinini aktifleĢtirir. Proliferasyon yapmakta 

olan hücrelerde CAD inaktif ve kompleks formu olan ICAD halinde bulunur. 

Apoptotik hücrelerde kaspaz-3 aktifleĢerek ICAD‟ı yarıklayarak CAD‟ın ortaya 

çıkmasını sağlar (104). CAD daha sonra kromozomal DNA‟yı nükleusta 

parçalayarak kromatin yoğunlaĢmasına neden olur. Kaspazlar ayrıca sitoiskelet 

yapısınıda bozukluklar oluĢtururarak apoptotik cisimcikleri Ģekillendirir. Kaspaz-3 

tarafından aktive edildiği tanımlanan bir diğer önemli protein de, sitoiskeletin temel 

elemanı Aktin‟e tutunan Gelsolin‟dir. Kaspaz-3 sırasıyla gelsolin ve gelsolinin 

fragmentlerini yarıklayarak aktin filamentlerinin kalsiyum bağımsız bir süreçte 

yıkımını sağlar. Ortaya çıkan bu durum, sitoiskelet, intraselüler transport,  hücre 

bölünmesi ve sinyal transdüksiyonu gibi hücre içi fonksiyonların ortadan kalkmasına 

neden olur (139). Apoptozis‟in sonunda gerçekleĢen süreç apoptotik hücrenin 

fagosite edilmesidir. Membran fosfolipid asimetrisi ve normal Ģartlarda hücre iç 

yüzeyinde bulunan fosfotidilserin‟in membran dıĢına dönmesi fagositik sürecin 

baĢlamasını sağlar. Her ne kadar fosfatidilserin‟in dıĢ yüzeye transloke olmasını 

sağlayan mekanizma tam olarak anlaĢılamamıĢ olsa da, bunun aminofosfolipid 

translokaz aktivitesinin ortadan kalkması ve fosfolipidlerin nonspesifik flip-flop 

hareketiyle gerçekleĢebileceği düĢünülmektedir (140). Bazı çalıĢmalar oksidatif stres 

Ģekillenen eritrositlerde Fas, kaspaz-8 ve kaspaz-3‟ün fosfotidilserin‟in hücre dıĢına 
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dönmesinde etkili olduğunu göstermiĢ olmasına rağmen, primer T-lenfositlerde 

Ģekillenen apoptosiz‟te bu kaspazların fonksiyonel olmadığı gösterilmiĢtir (141,142). 

Fosfotidilserin‟in apoptotik hücrelerin dıĢ yüzeyine lokalize olması enflamatuar 

olmayan fagositik tanınma sürecini gerçekleĢtirerek apoptozis Ģekillenen hücrelerin 

hızlı bir Ģekilde ortadan kaldırılmalarını sağlar (143). 

Normal fizyolojik Ģartlarda Ģekillenen apoptozis karĢıt durumu olan mitoz 

kadar önemli ve gereklidir. Hücre popülasyonlarının düzenlenmesinde mitoz ve 

hücre proliferasyonunda tamamlayıcı fakat zıt bir rolü bulunmaktadır. YetiĢkin 

vücudunda apoptozis ile ortadan kalkan hücrelerin oluĢturduğu boĢluğu doldurmak 

ve homeostaz‟ın sağlanması için her gün yaklaĢık 10 milyar hücrenin üretildiği 

tahmin edilmektedir (144). Normal geliĢim, yaĢlılık ve hastalıklarda bu sayının 

önemli derecede arttığı düĢünülmektedir. ÇeĢitli geliĢimsel süreçlerde apoptozis 

kritik bir öneme sahiptir. Örneğin, sinir ve immün sistem geliĢiminde aĢırı hücre 

üretimi Ģekillenir. Bu aĢırı hücre popülasyonu sistemin fonksiyonel özelliklerini 

sürdürecek yapı dıĢındaki hücrelerin apoptozise uğraması ve ortadan kalkması ile 

sabitlenir. Yani aĢırı sayıda olan sinir sistemi hücreleri sayılarını azaltarak sinaptik 

yapılar oluĢturmaya baĢlar veya immün sistem hücrelerinin antijen spesivitesi aĢırı 

hücre popülasyonu indirgendiğinde Ģekillenmeye baĢlar (145,146). Apoptozis aynı 

Ģekilde patojen iĢgali altındaki hücrelerde, yara iyileĢmesinde, inflamatuar hücrelerin 

ortadan kaldırılmasında, granülasyon dokusunun skar dokusuna dönüĢtürülmesinde 

görev alır (147). Yara iyileĢmesinde apoptozis‟in disregülasyonu aĢırı skar dokusu ve 

fibrozis gibi yara iyileĢmesinin patolojik formlarına neden olabilmektedir. Apoptozis 

aynı Ģekilde, aktive edilmiĢ veya oto-agresif immün hücrelerinin lenfoid organlardaki 

olgunlaĢma safhasında (kemik iliği ve timus) veya periferal dokuda elimine edilmesi 

sürecinde gereklidir (148). Apoptozis ayrıca postovulatuvar foliküllerde, foliküler 

atrezi ve post-laktasyon sürecinde meme bezlerinin düzenlenmesi için de gereklidir 

(149,150). Dahası, organizma yaĢlandıkça bazı hücreler daha hızlı bozulmaya baĢlar 

ve apoptozis ile elimine edilir. Teoride, yaĢlanma ile iliĢkili apoptoziste oksidatif 

stres‟in primer görev aldığı ve apoptozis‟in kümeleĢen serbest radikallerin 

mitokondriyal DNA üzerinde hasar oluĢturma suretiyle katkıda bulunduğu 

düĢünülmektedir (151,152).  Açık olan Ģudur ki, apoptozis dengeli bir Ģekilde 

gerçekleĢmelidir. Çünkü gereksiz veya yetersiz apoptozis geliĢimsel defektler, 
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otoimmün rahatsızlıkları, nörodejenerasyon ve kanser gibi patolojilere neden 

olabilmektedir. Kanser, otoimmün lenfoproliferatif sendrom (ALPS), edinilmiĢ 

immun yetmezlik sendromu (AIDS), iskemi gibi hastalıklar ayrıca parkinson, 

alzheimer, huntington ve amyotrofik lateral skleroz gibi nörodejeneratif hastalıkların 

Ģekillenmesinde hücre ölümünün düzenlenmesindeki anormallikler büyük yer 

tutmaktadır. Bu hastalıkların bir kısmı yetersiz apoptozis‟ten bazıları da aĢırı 

apoptozis‟ten kaynaklanmaktadır. Hücre normal siklik fonksiyonunun yok olduğu 

ayrıca hücrelerin hem aĢırı prolifere olduğu hem de bu hücrelerin ortadan 

kaldırılamadığı patolojik süreçlere, kanser örnek verilebilir (153). Genel olarak bazı 

kanser türlerinin Ģekillenmesinde karsinogenez sürecinde apoptozis‟in süprese 

oluĢunun kanserin Ģekillenmesinde önmli bir rol oynadığı düĢünülmektedir (154). Bu 

tümör hücrelerinin apoptozis‟i süprese etmesinde çeĢitli moleküler mekanizmalar 

mevcuttur. Tümör hücreleri Bcl-2 gibi anti apoptotik proteinleri eksprese ederek 

veya Bax gibi pro-apoptotik molekülleri indirgeyerek veya mutasyona uğratarak 

apoptozise karĢı direnç gösterirler. Hem Bcl-2 hem de Bax ekspresyonu p53 tümör 

süpresör geni tarafından düzenlenmektedir (155). p53‟ün orta ve düĢük düzeyde 

ekspresyonu hücre yaĢamsal fonksiyonları için çok kritik olan PCNA‟nın 

ekspresyonunu destekler ancak yüksek derecede p53 varlığı PCNA üretimini 

baskılamaktadır (Yamaguchi et al. 1994, Shivakumar et al. 1995, Morris et al. 1996). 

Ġnsan B hücre lenfomalarının bazı türlerinde Bcl-2‟nin aĢırı ekspresyonu ile ortaya 

çıktığı belirlenmiĢtir. Bu keĢif hücre ölümü baĢarısızlığının kansere katkıda 

bulunduğuna dair ilk ve en güçlü kanıtlardan biridir (156). Kanserde apoptozis‟in 

süprese edilmesindeki bir diğer yöntem de tümör hücrelerinin immün sisteme karĢı 

hayatta kalabilmesidir (157). Bazı immün hücreleri (T hücreleri ne NK hücreleri) 

normal Ģartlarda tümör hücrelerini perforin/granzim B yolağıyla veya ölüm-reseptör 

yolağıyla ortadan kaldırırlar. Bazı tümör hücreleri, ölüm reseptör yolağında T 

hücreleri tarafından üretilen FasL‟a yanıtı azaltarak immün yanıttan kaçınabilir. Bu 

mekanizmanın, tümör hücrelerinde Fas reseptörünün down regüle edilmesiyle 

gerçekleĢtiği düĢünülmektedir. Ayrıca fonksiyonel olmayan Fas reseptörü 

ekspresyonu, Fas ligandı bölgeden uzaklaĢtırabilen, Fas reseptörünün çözünebilir 

formunun aĢırı derecede üretilmesi ve Fas ligand‟ın doğrudan tümör hücre yüzeyinde 

üretilmesi de tümör hücrelerinin immün yanıttan kaçabilmesine olanak sağlamaktadır 
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(158-160). Hatta tümör hücreleri immün yanıta karĢı Fas ligand aracılı bir karĢı atak 

oluĢturarak tümör infiltre durumdaki aktif lenfositleri ortadan kaldırabilmektedir 

(161). Hücre içi sinyal mekanizmalarının yıkımı apoptozis‟in disregülasyonu ve 

kansere neden olabilmektedir. Hücre siklusunu düzenleyici bir transkripsiyon faktörü 

olan tümör süpresör geni p53,  olup, insan tumörogenezinde en çok mutasyona 

maruz kalan gendir (162). Ġnsan kanserlerinin %50‟sinde p53 mutasyon mevcudiyeti, 

p53‟ün kanserdeki kritik önemini göstermektedir. p53 DNA‟da hasar oluĢtuğunda 

onarıcı proteinleri aktifleĢtirebilir, hücre siklusunu G/S fazında tutarak DNA 

hasarının belirlenmesini sağlayabilir. ġayet DNA hasarı geri dönüĢü olmayan bir 

boyuttaysa apoptozis‟i tetikleyebilir (163). Eğer bu sistemde sıkıntı oluĢursa 

tumörogenez Ģekillenebilir. p53 geni bir Ģekilde hasar görürse hücrenin tümör 

baskılama kapasitesi bu durumdan ciddi Ģekilde etkilenebilir. Radyasyon, çeĢitli 

kimyasallar ve Ġnsan Papillomavirüsü (HPV) gibi etmenler p53 geninde tahribat 

oluĢturabilir. Bu genin sadece bir kopyasını taĢıyan insanlarda büyük olasılıkla erken 

yetiĢkinlik döneminde tümör geliĢmesi ile karakterize Li-Fraumeni sendromu 

Ģekillenecektir (164,165). Mutasyonlu Ataksi Telenjiektazinin‟de (ATM) 

tumörogenezde ATM/p53 sinyal yolağı üzerinden etkili olduğu görülmüĢtür (166). 

ATM geni tümör süpresör özelliği bulunan bir protein kinaz kodlar. DNA üzerinde 

iyonize radyasyon kaynaklı hasar, ATM aktivasyonunu indükler ve hücre siklusu 

bloke edilerek DNA onarımı tetiklenir. p53‟ün ATM bağımlı fosforilasyonu, bu 

mekanizmada etkilidir (167). Daha önceden belirtildiği gibi, p53 hücre büyüme 

sinyallerini dondurarak DNA üzerinde hasarın onarımı için olanak gerçekleĢtirir veya 

hasar düzeltilemeyecek boyuttaysa hücreyi apoptozise zorlar. Bu sistem, somatik 

genetik/epigenetik değiĢiklikler ve HPV gibi onkogen viral proteinlerin expresyonu 

yüzünden inaktif hale gelebilir ve tumorgenez Ģekillenebilir (168). Tümör geliĢimine 

baĢka hücre sinyal yolaklarıda neden olabilmektedir. Örneğin, tümör hücrelerinde 

fosfotidilinositol 3-kinaz/AKT yolağının up regüle olması yaĢamsal sinyallerden 

bağımsız hale gelmelerini sağlamaktadır. Bu upregülasyon, apoptozis‟in 

düzenlenmesinin yanı sıra proliferasyon, büyüme ve sitosikelet düzenlenmesi gibi 

hücresel süreçlere de etki etmektedir (169). Kanserin yanı sıra düĢük miktarlardaki 

apoptozis de otoimmün lenfoproliferatif sendrom (ALPS) gibi hastalıklara neden 

olabilmektedir (170). Çoklu otoimmün rahatsızlıklarıyla sonuçlanan bu durum oto-
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agresif T hücrelerindeki yetersiz apoptozis‟ten kaynaklanmaktadır. B hücrelerinin 

aĢırı proliferasyonu ise aĢırı immunoglobulin üretimine neden olmakta ve 

otoimmüniteye neden olmaktadır. Hemolitik anemi, immün-aracılı trombositopeni ve 

otoimmün nötropeni gibi durumlar ALPS‟nin yaygın olan hastalıkları olarak 

tanımlanabilir. Bu birbirinden farklı hastalıklar farklı mutasyonlardan köken 

almaktadır. Tip 1A, death domain (ölüm bölgesi), Tip 1B, Fas ligand ve Tip 2 ise 

kaspaz-10 mutasyonundan kaynaklanmakta ve ilgili proteinin aktivasyon eksikliği 

söz konusudur. Otoimmün rahatsızlıkları, nörodejeneratif hastalıklar ve iskemi-

reperfüzyon hasarı gibi durumlar da  aĢırı apoptozis ile iliĢkilendirilebilmektedir. 

Edinsel Ġmmun Yetmezlik Sendromu (AIDS) ile sonuçlanan insan immünodefens 

virüs (HIV) enfeksiyonu, otoimmün hastalıklara örnek olarak verilebilir (171). Bu 

virüs CD4
+
 T hücrelerin CD4 reseptörlerine tutunarak enfekte olmasını sağlar. 

Enfekte olan T hücresinin içerisine geçen viral HIV Tat proteini, Fas reseptör 

ekspresyonunun artmasına ve  apoptotik T hücrelerin oluĢmasına neden olur. AĢırı 

apoptozis oluĢmasının çeĢitli iskemi/reperfüzyon (Ġ/R) hasarlarında da önemli bir rol 

oynadığı düĢünülmektedir (172-174). Reaktif oksijen türlerinin (ROS) bu apoptotik 

hücre ölümünde etkili olduğu düĢünülmektedir (175). T/D hasarı durumunda 

hücresel ROS miktarı artmakta ve bu serbest radikaller mitokondriyal fonksiyonu 

ortadan kaldırarak apoptozis‟i tetiklemektedir (176,177). Yetersiz kan akıĢı sonucu 

Ģekillenen iskemi durumunda oksijen taĢınımında azalma ve hücrelerde ölüm 

gerçekleĢmektedir.  Her ne kadar nekroz Ģekilleniyor olsa da doku iskemisinde 

yoğun BAX ekspresyonu gerçekleĢtiği ve çeĢitli tedavi yöntemleriyle bu doku 

hasarının ortadan kaldırıldığı tanımlanmıĢtır (178). Genel olarak düĢünce, iskemi 

Ģekillenen organda apoptozis‟in indüklenebileceği ancak iskeminin kalıcı olması 

durumunda nekroz‟un daha yoğun olacağı yönündedir. Bunun yanı sıra 

reperfüzyonla hücreye kan akıĢı tekrar sağlansa dahi apoptotik kaskadlar apoptotik 

süreci devam ettirebilmektedir (179). Reperfüzyonla kan akıĢına rağmen apoptotik 

sinyallerin devamlılığının iskemi sürecinde dokuda oluĢan serbest radikallerden 

kaynaklandığı düĢünülmektedir (180). Testis iskemi/reperfüzyonuna bağlı Ģekillenen 

apoptozis‟in ise hem mitokondriyal (intrensek) hem de Fas-FasL (ekstrensek) 

yolaklarının etkisi altında Ģekillendiği düĢünülmektedir (181). 
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3.5. PCNA (Proliferasyon Hücre Nükleer Antijeni) 

Proliferasyon hücre nükleer antijeni (PCNA) DNA replikasyonu ve kromatin 

düzenleyici süreçlerde ve DNA onarımında kritik öneme sahip bir proteindir. PCNA 

baĢlangıçta DNA polimeraz δ ve ε yardımcı proteini olarak tanımlanmıĢ olsa da, 

DNA sentez ve onarımında kritik bir protein olduğu anlaĢılmıĢtır (182,183). 

PCNA‟in ilk tanımlanması lupus eritematozus‟lu hastalarda prolifere olan hücrelerde 

keĢfiyle gerçekleĢmiĢtir (184). Aynı dönemlerde hücrenin S fazında sentezlenen 

sentezlenen ve siklin olarak tanımlanan bir protein tanımlanmıĢtır (185). Daha 

sonraki dönemlerde aslında bu iki protein‟in aynı olduğu ve 29 kDa boyutundaki 

PCNA olduğu anlaĢılmıĢtır (186). Günümüzde siklin ise hücre siklus 

düzenlenmesinde görev yapan moleküllerin bulunduğu bir protein ailesini 

tanımlamak için kullanılmaktadır. PCNA ekspresyonu, hücre siklusu‟nun G1 fazının 

son % 5 ve S fazının ilk %35‟lik kısmında sentezlenmektedir (187). PCNA 

hücrelerin yaĢam ve ölümünde üçlü bir fonksiyona sahiptir. DNA replikasyonu 

Ģekillenmediği durumlarda, çoğunlukla p53 gen kontrolü altında bulunan PCNA 

hücreyi hücresel siklus arrest‟te bekletir. Bu süreç içerisinde DNA‟da hasar varsa 

onarılması için zaman kazandırır. ġayet nükleer hasar düzeltilemeyecek boyutta ise 

ortamda fonksiyonel PCNA‟nın azalması veya tamamen ortadan kalkması hücreyi 

apoptozis‟e yönlendirir (188). Ayrıca çoğunlukla proliferasyon marker‟ı olarak 

kullanılan PCNA kanser gibi ölüm mekanizma hasarı barındıran hücrelerde normal 

düzeyin üstünde eksprese edilmektedir (189). PCNA‟nın kanser hücrelerinde doğal 

sitotoksisite reseptörü NKp44‟ü inhibe ederek immün kaçınıma yardımcı olduğu 

düĢünülmektedir (190). Her ne kadar nükleer bir protein olsa da PCNA‟nın bazı 

hücrelerde sitosolde de fonksiyon gösterdiği bilinmektedir. PCNA‟nın prolifere olma 

kapasitesine sahip olmayan hücrelerde de eksprese olması ve bunun hücrenin 

survival durumunu tanımladığı düĢünülmesine rağmen apoptotik hücrelerde PCNA 

ekspresyonunun azaldığı tanımlanmıĢtır. In vitro çalıĢmalarda PCNA aĢırı eksprese 

eden hücrelerde indüklenen hem iç hem de dıĢ yolaklı apoptozis‟in gecikmeye 

uğradığı, PCNA over eksprese eden immatür hücrelerin olgunlaĢmıĢ hücreler gibi 

hareket ettiği ve nötrofil gibi kısa ömürlü hücrelerin yaĢam sürelerinin uzadığı 

gözlenmiĢtir. PCNA mutasyonu‟nun ise anti-apoptotik proteinlerin fonksiyonları 

üzerinde yıkıcı bir etkisi olduğu düĢünülmektedir (191). Fonksiyonel PCNA 
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oksidatif stres kaynaklı apoptoziste Bax/Bcl-2 proteinleri üzerinden apoptotik süreci 

ortadan kaldırma kapasitesine sahiptir (192). Proliferatif retinal hastalıklarda 

proliferasyon/apoptozis dengesinin etkili olduğu ve bu patolojik durumubn kaspaz-3 

ve PCNA ekspresyon düzeyleriyle doğrudan iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (193). 

 

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

Allopurinol, 1950‟lerin baĢlarında Gertrude Elion ve arkadaĢları tarafından anti-

lösemi ilacı (tiyoguanin, merkaptopurin ve azatiyopürin) üretmeye çalıĢıtıkları bir 

dönemde geliĢtirildi (194). Lösemi kürü olabilecek bir araĢtırmanın yanı sıra, 

araĢtırmacılar oksidatif stres ve ürik aside neden olan ksantin oksidaz enzimini 

indirgeyen bir bileĢik üretmeyi de hedeflediler. OluĢturulan birçok bileĢiğin sonunda 

ksantin oksidaz inhibitörü ve substratı olan allopurinol‟un (4-hydroxypyrazolo(3,4-

d)pyrimidine) üretilmesi gerçekleĢti. Uzun süreli çalıĢmalarla birlikte, hiperürisemik 

ve inflamatuvar bowel hastalığı gibi durumlar üzerinde allopurinol‟un etkinliği ve 

güvenirliği görüldü (195). Bir pürin analoğu ve antioksidan olan allopurinol, birçoğu 

hastalığın tedavi planlamasına dahil edildi ve günümüzde de tıbbi amaçları 

araĢtırılmaktadır (196). Elli yıldan uzun bir süredir, allopurinol böbrek taĢı ve tümör 

lizis sendromu iliĢkili hiperürisemik durumlar ve gut hastalığının tedavisinde 

kullanılmaktadır (197). Ayrıca,  allopurinole Leishmania ve Tripanozoma cruzi gibi 

partiküler protozoa kaynaklı enfeksiyonel hastalıkların tedavisinde de baĢvuruldu 

(198,199). Son yıllarda, amilotory bağırsak hastalığı ve otoimmün hepatitli hastaların 

tedavisinde ayrıca tiyopurinlerle immünomodülasyon tedavisini optimize etmek 

amacıyla da allopurinol kullanılmaktadır (200,201). Allopurinol‟ün düĢük dozlu 

azatiyoprin veya merkaptopurin ile kombine edilerek kullanımı, tiyopurinlerin 

metabolizmasını olumlu Ģekilde etkileyerek etkinliğini arttırmakta ve tiyopurin son 

ürünlerinin toksisitesini ortadan kaldırmaktadır (202). Ayrıca allopurinol 

kardiyovasküler ve reprodüktif tıpta da kullanılabilirliği potansiyelini göstermiĢtir. 

Yüksek dozlarda kullanılan allopurinol, reperfüzyon hasarıyla ortamda yükselen 

serbest radikalleri indirgeme kapasitesine sahiptir (203). Allopurinol‟ün iskemik kalp 

rahatsızlığı olanlarda endotel disfonksiyonu‟nu ortadan kaldırdığı ve egzersiz 

kapasitesine katkı sunmaktadır. Ayrıca doğum asfiksinden sonra Ģekillenen sinir 

hasarlarına karĢı nöroprotektif bir etkisi olduğu bilinmektedir (204,205). 
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3.7. Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametil kroman-2-karboksilik asit) 

Trolox bir α-tokoferol (Vitamin-E) analoğudur. Tokoferollerdeki hidrofobik pitil 

grubunun hidrofilik karboksil grubuyla yer değiĢtirmesiyle elde edilmiĢtir. Troloxtaki 

bu modifikasyon tokoferol analoğu bu bileĢiğe suda çözünebilme özelliği 

kazandırmıĢtır (206). Trolox gıda ve kozmetik endüstrisinde yoğun bir Ģekilde 

kullanılmaktadır (207,208). Trolox bir vitamin-E analoğu olmasıyla beraber güçlü bir 

antioksidan özelliğine sahiptir. Ayrıca suda çözünebilen bu sentetik vitamin peroksil 

radikallerini vitamin E‟ye göre daha güçlü bir Ģekilde ortadan kaldırabilmektedir 

(209). Trolox‟un oksidatif hasarı ortadan kaldırdığına yönelik kanıtlar sunan hem in 

vitro hem de in vivo çok sayıda çalıĢma mevcuttur (210-212). Klinik ve pre-klinik 

çalıĢmalarda yoğun bir Ģekilde kullanılıyor olmasının nedeni vitamin-E‟nin (α-

tokoferol) suda çözünebilir bir analoğu olmasına rağmen bazı özellikleriyle bu 

vitaminden tamamen ayrı bir molekül olarak değerlendirilmektedir. α-tokoferol 

aktive olan insan monositlerinde proinflammatuvar sitokin olan IL-1β üretimini 5-

lipooksijenaz yolağı üzerinden azaltmaktadır (213). Ancak trolox bu 5-lipooksijenaz 

yolağı üzerinde veya IL-1β üretiminde bir etki göstermemektedir (214,215). Ayrıca 

α-tokoferol‟ün antiproliferatif ve kinaz inhibitörleri üzerindeki inhibe edici etkisi 

olmasına karĢın trolox‟un kinaz inhibitörlerinin üzerinde herhangi bir etkisi 

bulunmamaktadır (216). Bu fonksiyonel farklılıklar birbirinin analoğu olan bu iki 

molekülün farklı tedavi ve çalıĢmalarda kullanılmasına neden olmuĢtur. 
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4. GEREÇ ve YÖNTEM 

4.1. Deney Hayvanları’nın Temini, Deneyin Düzenlenmesi ve Sonlandırılması 

Deneysel çalıĢmamız Dicle Üniversitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzın Sağlık Bilimleri 

AraĢtırma ve Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu‟ndan alınan 

26.04.2018 tarih ve 2018/05‟nolu izin çerçevesinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Tüm 

deneysel süre boyunca bilim uğruna kurban edilen hayvanların refahına özen 

gösterilmiĢtir. ÇalıĢmamızda Dicle Üniversitesi Sabahattin Payzın Sağlık Bilimleri 

AraĢtırma ve Uygulama Merkezi‟nden (DÜSAM) temin edilen 15-16 haftalık 

ağırlıkları 300-350 gr aralığında değiĢen 28 adet Sprague – Dawley cinsi erkek rat 

kullanılmıĢtır. Ratlar rastgele 4 eĢit gruba (n=7) bölünmüĢtür. Deney hayvanları için 

1 hafta adaptasyon süresi sağlanarak standart pellet yem ve suya ad libidum ulaĢım 

sağlanmıĢtır. Deneysel aĢama baĢladığında hayvanlar 50/10 mg/kg Ketamin/Ksilazin 

i.m. enjekte edilerek genel anesteziye alınmıĢ ve ilgili iĢlemler gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Tüm cerrahi iĢlem uygulanan hayvanlara post operatif 1 mg/kg Dolorex (Butorfanol) 

s.c. olarak enjekte edilmiĢtir. Genel anesteziye alınan hayvanlarda sedasyon kontrolü 

düzenli aralıklarla sağlanmıĢtır. 1. gruptaki (kontrol) hayvanlar herhangi bir cerrahi 

operasyona tabi tutulmadı ve deney sonunda sakrifiye edildi. 2. gruptaki hayvanlar 

(Torsiyon/Detorsiyon) genel anesteziye alınarak skrotum orta hattından insuzyon 

yapıldı. Sol testisler saat yönünde 720° döndürülerek tunika dartosa sabitlendi. 5 

saatlik iskeminin son 30 dakikasında bu gruptaki hayvanlara i.p. serum fizyolojik 

enjekte edildi. BeĢinci saatin sonunda skrotum dikiĢleri açılarak sol testisler manüel 

olarak eski haline getirildi. Skrotum tekrar kapatıldı ve testisler 2 saat süreyle 

reperfüze edildi. Reperfüzyon süresi sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. 3. gruptaki 

hayvanlar (Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol) genel anesteziye alındıktan sonra 

skrotum orta hattından insuzyon yapıldı. Sol testisler saat yönünde 720° 

döndürülerek tunika dartosa sabitlendi. 5 saatlik iskeminin son 30 dakikasında bu 

gruptaki hayvanlara i.p. 200 mg/kg allopurinol enjeksiyonu yapıldı. 5. saatin sonunda 

skrotum dikiĢleri açılarak sol testisler manüel olrak eski haline getirildi. Tekrar 

kapatılan skrotumda yer alan testisler 2 saat süreyle reperfüze edildi. Reperfüzyon 

süresi sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. 4. gruptaki hayvanlar (Torsiyon / 

Detorsiyon + Trolox) i.m. genel anesteziye alındı. Genel anestezi altında skrotum 

orta hattından insuzyon yapıldı. Sol testisler saat yönünde 720° döndürülerek tunika 
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dartosa sabitlendi. BeĢ saatlik iskeminin son 30 dakikasında bu gruptaki hayvanlara 

i.p. 50 mg/kg trolox enjeksiyonu yapıldı. 5. saatin sonunda skrotum dikiĢleri açılarak 

sol testisler manüel olrak eski haline getirildi. Tekrar kapatılan skrotumda yer alan 

testisler 2 saat süreyle reperfüze edildi. Reperfüzyon süresi sonunda hayvanlar 

sakrifiye edildi. Tüm hayvanlar kalpten kan alma suretiyle sakrifiye edildi. Sakrifiye 

edilen hayvanların kan örnekleri MDA analizi için kullanıldı. Sol testisler‟de Zinc 

formalinde (Sigma #Z2902) fiksasyona alındı. OluĢan atık, toplama poĢetlerine 

alınarak imha edilmek üzere DÜSAM personeline teslim edildi.  

 

 

ġekil-12: Ġskemi uygulanan ve suture edilen skrotum‟un görüntüsü. 
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ġekil-13: Reperfüzyon sonrası testis‟in görüntüsü. Ġskemi oluĢturulan sol (kalın ok) 

ve kontralateral sağ testisin (ince ok) görünümü. 

 

4.2. Kan Serum Malondialdehit (MDA) Değerlerinin Ölçülmesi 

Sakrifiye edilen hayvanlardan intrakardiyak alınan 8 ml kan örnekleri tüplere 

aktarıldıktan sonra 3000 rpm‟de, 15 dk santrifüj edildi. Elde edilen plazma ayrı bir 

tüpe aktarılarak -80°C de MDA analizi gerçekleĢtirilene kadar muhafaza edildi. 

MDA analizi gerçekleĢtirilirken 0.5 ml plazma, 2.5 ml %20‟lik trikoloroasetik asit 

(TCA) eklenerek vortex ile karıĢtırıldı. Müteakiben, karıĢıma 1 ml % 0.6‟lık 

tiyobarbitürik asit (TBA) eklenip 10 dk vorteks ile karıĢtırıldıktan sonra, kaynar su 

içersinde 30 dk süre ile bekletildi. Soğuyan karıĢımın absorbans değerleri, 
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spektofotometre ile 532 nm‟de okundu. Sonuçlar, ekstinksiyon katsayısı (1.56x105) 

ve seyreltme faktörleri hesaba katılarak (µmol/l) olarak gösterildi. Elde edilen MDA 

değerleri SPSS 24.0 (IBM, ABD) ile normallik testine tabi tutuldu. Normalite 

uygunluğu gözlenen veriler daha sonra ONE Way Anova, Post-Hoc Tukey testlerine 

gore analiz edildi. Ġstatistiksel veriler bakımından p<0,05 anlamlı kabul edildi. 

 

4.3. Rutin Histolojik Takip 

Sakrifiye edilen hayvanlardan alınan testis örnekleri tamponlanmıĢ Zinc formalin 

(Sigma #Z2902) içerisinde ön fiksasyona tabi tutuldu 6 saat ön fiksasyon sonrası 

küçültülen dokular toplamda 18 saat süreyle fikse edildi. Fiksasyon sonrası 12 saat 

çeĢme suyunda yıkanan doku örnekleri dehidrasyon için artan alkol serilerinden 

geçirildi. %50 ve %70‟lik alkolde 1‟er gece bekletilen örnekler daha sonar %80-

%90-%96-%100‟lük alkolserilerinde 2‟Ģer saat dehidrate edildi. Dehidrate edilen 

dokular 2 kez 5‟er dakika Xylol‟de Ģeffaflandırıldı. ġeffaflaĢtırılan doku örnekleri 

%50 Xylol içeren erimiĢ parafin içerisinde  55 °C inkübatörde 1,5 saat bekletildi 

daha sonra temiz erimiĢ parafin içerisinde 55 °C inkübatörde 2,5 saat daha doku 

içerisine parafin nüfuzu sağlandı. Daha sonra  doku örnekleri blokların içerisine 

dökülen sıvı parafine gömüldü ve bloklar katılaĢana kadar oda ısısında muahafaza 

edildi. Elde edilen bloklardan 5 µm kalınlığında kesitler polilizin kaplı lamlara 

alındı. 

 

4.4. Histokimyasal Metodlar 

Parafin bloklara gömülen doku örneklerinden rotary mikrotom (Leica) ile alınan 5 

μm kalınlığındaki kesitler pozitif Ģarjlı lamlara alındı ve uygulanacak boyamalar için 

55 °C‟ye ayarlı inkübatörde 1 saat parafin depolimerizasyonu sağlandı. Ġnkübatörden 

alınan seri kesitlerde Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Periyodik asit–Schiff (PAS), 

boyamaları uygulandı. 

 

4.4.1. Hematoksilen – Eozin Boyama Protokolü 

Daha önce polilizin kaplı lamlara alınan kesitler 2 seri Xylol de 15‟er dk deparafinize 

edildi. Xylolden alınan kesitler azalan alkol serilerinde (%100, %100, %96, %90, 

%80, %70) 5‟er dakika rehidre edildi. Distile suya getirilen kesitler 5 dk oda ısısında 
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muhafaza edildi. Hematoksilende 8 dakika boyunca çekirdek boyamasına bırakılan 

kesitler 5 dakika çeĢme suyunda yıkanıp distile suya aktarıldı. Distile suda 1 dakika 

bekletillen kesitler %1‟lik asit alkole daldırılıp çıkartılmak suretiyle fazla 

hematoksilenden arındırıldı. Daha sonra kesitler distile suda 5 dakika yıkandı. Distile 

suda asit alkolden arındırılan örnekler Eozin de 3 dakika süreyle boyandı. Sürenin 

sonunda artan alkol serilerinden %70 ve %80‟lik alkollere daldırılıp çıkartılan 

kesitler %96‟lık alkoklde 1 dakika bekletildi. 2 seri Xylolde 15‟er dakika 

Ģeffaflandırılan örnekler entellan ile kapatıldı. 

 

4.4.2. PAS Boyama Protokolü 

Daha once polilizin kaplı lamlara alınan kesitler 2 seri Xylol de 15‟er dk deparafinize 

edildi. Xylolden alınan kesitler azalan alkol serilerinde (%100, %100, %96, %90, 

%80, %70) 5‟er dakika rehidre edildi. Distile suya getirilen kesitler 5” oda ısısında 

muhafaza edildi. %0,5‟lik Periyodik asit içerisinde 5 dakika bekletilen kesitler çeĢme 

suyunda 5 dakika süreyle periyodik asitten arındırıldı. Distile suya aktarılan kesitler 

daha sonra 15 dakika süreyle Schiff reaktifinde boyandı. ÇeĢme suyunda yıkanan 

kesitlerde gözle pembelik değerlendirildi. Hematoksilen ile zıt boyama yapılan 

kesitler çeĢme suyunun altında 5 dakika yıkandı ve artan alkol serilerinde (%70, 

%80, %90, %96, %100) 5‟er dakika süreyle dehidre edildi. Xylol‟e alınan kesitler 2 

seri 15 „er dakika Ģeffaflandırıldı ve entellan ile kapatıldı. 

 

4.5. Ġmmunohistokimyasal Metodlar ve TUNEL Assay 

Rutin histolojik takip sonrası bloklanan testis örneklerinden alınan 5 µm 

kalınlığındaki kesitlerde antikor boyaması olarak Proliferasyon Nükleer  Antijen 

(PCNA), Procaspase–3 ve Cleaved Caspase-3 antikor boyamaları gerçekleĢtirildi. 

Ayrıca kesitlerde Apoptotik Index değerlendirmesi amacıyla TUNEL Assay 

uygulanarak testiküler DNA fragmantasyonu incelendi. Ġmmunohistokimya 

uygulanan kesitlere yönelik antikor bilgileri ve dilusyon oranları Tablo-1‟de 

listelenmiĢtir. 

Tablo-1: Kullanılan antikorların katalog, üretim ve dilusyon oranları. 

Antikor’un Adı Üretici Firma Cat. No. Host Clonality Dilusyon 

PCNA Santa Cruz Sc-25280 Mouse IgG2a Monoclonal 1/250 

Procaspase-3 Novus Biologicals NBP1-90125 Rabbit IgG Polyclonal 1/500 

Cleaved Caspase-3 (Asp175) Cell Signaling #9664 Rabbit IgG Monoclonal 1/100 
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4.5.1. PCNA Ġmmunohistokimya 

Parafin bloklardan alınan 5 µm kalınlığında kesitler 2 seri Xylol‟de 15‟er dakika 

bekletilerek parafinden arındırıldı. Daha sonra azalan alkol serilerinde (%100, %100, 

%96, %90, %80, %70)  5‟er dakika bekletildi. xylolden temizleme iĢlemi ve 

rehidrasyon gerçekleĢtirildi. Distile suya getirilen kesitler immunohistokimya 

amacıyla 2x5 dk PBS te yıkandı. Metanol içerisinde hazırlanan %3‟lük H2O2 de 30 

dakika süreyle endojen peroksit blokajı gerçekleĢtirildi.  2x5 dakika PBS te yıkanan 

örnekler 7 dakika süreyle Ultra V Block solusyonunda (Thermo, cat no: TA-125-UB)  

inkübe edildi. Blocking solusyon 7. dakikanın sonunda kesitlerden uzaklaĢtırıldı ve 

örnekler yıkamaya alınmadan antibody diluent (Thermo, cat no: TA-125-UD) ile 

1/200 oranında dilüe edilen PCNA primer antikor (Novus Biologicals, cat no: NBP1-

90125) ile +4 °C‟de gece boyunca inkubasyona bırakıldı. Gece boyu inkubasyon 

sonrasında tekrar eden çalıĢmada alınan kesitler 1 saat süreyle oda ısısında (28 °C) ek  

inkübasyona tabi tutuldu. ek inkubasyonun kesitlerde spesifik bağlanmayı arttırdığı 

tespit edildi. Antikor inübasyonundan alınan kesitler 2x5 dakika PBS te yıkanan 

kesitler anti-rabbit sekonder antikor ile (Thermo, cat no: TP-125-BN) 30 dakika 

süreyle inkübe edildi. Sekonder antikordan alınan kesitler 2x5 dakika süreyle PBS‟te 

yıkandı. PBS‟ten alınan kesitler 30 dakika süreyle oda ısısında Streptavidin 

peroksidaz (Thermo, cat no: TS-125-HR) ile enzim bağlanması için inkübe edildi. 

Strepatavidin peroksidaz inkübasyonu sonrası 2x5 dakika PBS‟te yıkanan kesitler 

DAB kromojen (Thermo, cat no: TA-125-HD) ile reaksiyona tabi tutuldu. Mikroskop 

altında reaksiyon izlendi ve spesifik tutunum gözlendiğinde PBS‟ile reaksiyon 

sonlandırıldı. ÇeĢme suyunda yıkanan kesitler 1 dakika süreyle hematoksilen ile zıt 

boyamaya tabi tutuldu. Artan alkol serilerinde 5‟er dakika bekletilen kesitler 2 seri 

Xylol‟de 15‟er dakika süreyle Ģeffaflandırıldı. ġeffaflanan kesitler entellan ile 

kapatıldı ve oda ısısında kurumaya bırakılan kesitler daha sonra analiz edilmek üzere 

kapalı lam kutularında muhafaza edildi. 

 

4.5.2. Procaspase-3 Ġmmunohistokimya 

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 süreyle yıkandı. Zinc formalin fiksasyonu 
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kullanılan örneklerimizde antijen retrieval aĢaması atlandı. Metanol içerisinde 

hazırlanan %3‟lük H2O2 de 30 dakika süreyle endojen peroksit blokajı 

gerçekleĢtirildi.  2x5 dakika PBS te yıkanan örnekler 7 dakika süreyle Ultra V Block 

solusyonunda (Thermo, cat no: TA-125-UB)  inkübe edildi. Blocking solusyon 7. 

dakikanın sonunda kesitlerden uzaklaĢtırıldı ve örnekler yıkamaya alınmadan 

Antibody diluent (Thermo, cat no: TA-125-UD) ile 1/200 oranında dilüe edilen 

Procaspase-3 primer antikor (Novus Biologicals, cat no: NBP1-90125) ile +4 °C‟de 

gece boyunca inkubasyona bırakıldı. Gece boyu inkubasyon sonrasında tekrar eden 

çalıĢmada alınan kesitler 1 saat süreyle oda ısısında (28 °C) ek  inkübasyona tabi 

tutuldu. ek inkubasyonun kesitlerde spesifik bağlanmayı arttırdığı tespit edildi. 

Antikor inübasyonundan alınan kesitler 2x5 dakika PBS te yıkanan kesitler anti-

rabbit sekonder antikor ile (Thermo, cat no: TP-125-BN) 30 dakika süreyle inkübe 

edildi. Sekonder antikordan alınan kesitler 2x5 dakika süreyle PBS‟te yıkandı. 

PBS‟ten alınan kesitler 30 dakika süreyle oda ısısında Streptavidin peroksidaz 

(Thermo, cat no: TS-125-HR) ile enzim bağlanması için inkübe edildi. Strepatavidin 

peroksidaz inkübasyonu sonrası 2x5 dakika PBS‟te yıkanan kesitler DAB kromojen 

(Thermo, cat no: TA-125-HD) ile reaksiyona tabi tutuldu. Mikroskop altında 

reaksiyon izlendi ve spesifik tutunum gözlendiğinde PBS‟ile reaksiyon sonlandırıldı. 

ÇeĢme suyunda yıkanan kesitler 1 dakika süreyle hematoksilen ile zıt boyamaya tabi 

tutuldu. Artan alkol serilerinde 5‟er dakika bekletilen kesitler 2 seri Xylol‟de 15‟er 

dakika süreyle Ģeffaflandırıldı. ġeffaflanan kesitler entellan ile kapatıldı ve oda 

ısısında kurumaya bırakılan kesitler daha sonra analiz edilmek üzere kapalı lam 

kutularında muhafaza edildi. 

 

4.5.3. Cleaved Caspase-3 Ġmmunohistokimya 

Rat testis kesitleri cleaved caspase-3 boyaması gerçekleĢtirilmeden önce pozitif 

kontrol için etopozid maruziyetine bırakılan ve etopozid ile inkübe edilmeyen Jurkat 

hücreleri (IHC Control Slides - SignalSlide® Cleaved Caspase-3 (Asp175) IHC 

Controls, UniProt ID P42574, Entrez ID 836 #8104) antikor boyaması yapılarak 

antikorun reaksiyon kapasitesi kontrol edildi (ġekil-14). Etopozid uygulanmıĢ 

hücrelerde pozitif sinyaller gözlendikten sonra deneysel çalıĢmanın testiküler 

dokuları aynı protokol ile boyandı.  
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ġekil-14: Jurkat hücre hattında Cleaved Caspase-3 antikor pozitif kontrolü. Jurkat 

hücre hattında etopozid maruziyetine maruz bırakılmayan (A) ve bırakılan hücrelerde 

(B) cleaved caspase-3 ekspresyonları. (IHC Control Slides - SignalSlide® Cleaved 

Caspase-3 (Asp175) IHC Controls, UniProt ID P42574, Entrez ID 836 #8104, Bar:20 

µm, Boyama: Cleaved Caspase-3, Zıt boyama: Hematoksilen). 

 

Polilizin kaplı lamlara alınan kesitler 55°C‟de parafin depolimerizasyonuna tabi 

tutulduktan sonra 3 seri Xylol‟de 5‟er dakika parafinden arındırıldı. Xylol‟den alınan 

kesitler 10‟ar dakika %100 ve %96‟lık alkollerde dehidre edildi. Daha sonar kesitler 

2 seri dH2O‟da 5‟er dakika bekletildi. Dehidre edilen kesitler antijen maskesinin 

kaldırılması ve antikor affinitesinin arttırılması için ısıtmalı tabla üzerinde 10 mM 

Tris/1 mM EDTA (pH 9.0) içeren Ģale içerisinde kaynama sıcaklığına gelene kadar 

ısıtıldı. Kaynamaya baĢlayan solusyon içerisindeki kesitler kaynama altı sıcaklıkta 18 

dakika kadar daha antijen maskelemesinden arındırıldı. Daha sonra benç üzerine 

alınan örnekler 30 dakika süreyle soğumaya bırakıldı. Antijen maskelemesi 

kaldırılan kesitler 3 seri 5‟er dakika süreyle dH2O‟da yıkandı. Kesitler endojen 

peroksidaz blokajı için metil alkol içerisinde hazırlanan %3‟lük hidrojen peroksit 

çözeltisinde 10 dakika süreyle bekletildi. Endojen peroksidaz blokajı sonrası kesitler 

2 seri 5‟er dakika süreyle dH2O da durulandı. Yıkanan kesitler yıkama solusyonu 

(1X TBS/0.1% Tween-20) içerisinde 5 dakika süreyle bekletildi. Etrafı sınırlayıcı 

hidrofobik kalemle çizilen kesitler blocking aĢamasına alındı ve antijen affinitesi 5 

dakika süreyle Ultra V Block solusyonu (Thermo, cat no: TA-125-UB) uygulanarak 

gerçekleĢtirildi. Kesitlerden uzaklaĢtırılan bloking solusyonundan sonra dokular 

antibody diluent (SignalStain® Antibody Diluent #8112) içerisinde 1/100 oranında 

dilusyon edilen cleaved caspase-3 (Cell Signaling (ASP175) #9664) primer antikor 
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uygulamasına tabi tutuldu. Antikor damlatılan kesitler nemli kutu içerisinde +4 

°C‟de gece boyu inkubasyona tabi tutuldu. Primer antikor uzaklaĢtırılan kesitler 3 

seri 5‟er dakika süreyle yıkama solusyonunda yıkandı. Daha sonra kesitler diğer 

antikor boyamalarında kullanılan anti-polivalent/HRP metodundan farklı olarak tek 

basamaklı polimer bazlı immunohistokimya metoduna gore boyandı. Bu sebeple 

primer antikordan alınan kesitler yıkama iĢleminden sonra oda ısısında HRP/Anti 

Rabbit, SignalStain® Boost IHC Detection Reagent (Cell Signaling #8114P) ile 30 

dakika nemli ortamda inkübe edildi. Polimer bazlı sekonder inkubasyon antikor 

aĢamasından sonra kesitler 3 kez 5‟er dakika süreyle yıkama solusyonunda bekletildi. 

Daha sonra kesitlere DAB kromojen (Thermo, cat no: TA-125-HD) damlatıldı ve 

reaksiyon mikroskop altında değerlendirildi. Reaksiyon baĢladığı anda kesitler 

yıkama solusyonuna alındı. Daha sonra kesitler 1 dakika süreyle hematoksilen zıt 

boyamaya tabi tutuldu. %95 ve %100 alkollerde 2‟Ģer seri 1‟er dakika bekletilen 

kesitler Xylol‟de 2 seri 10‟ar dakika Ģeffaflandırıldı. Daha sonra entellan ile 

kapatılan kesitler ıĢık mikroskobu altında incelendi ve immunohistokimyasal 

analizler gerçekleĢtirildi. 

 

4.5.4. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL 

Assay) 

Parafin bloklardan alınan 5 µm kalınlığında 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 yıkandı. 

Kesitler daha sonra PBS‟e alınarak TUNEL Assay aĢamasına geçildi. 2 seri 5‟er 

dakika PBS‟te yıkanan kesitler permeabilizasyon amacıyla %0,1‟lik sodium sitrat-

Triton x100 solusyonuna alındı ve +4 °C „de 3 dakika süreyle nükleer porus 

permeabilizasyonu sağlandı. Daha sonra 2 x 5 dk PBS‟te yıkanan kesitler  karanlık 

ortamda 1:1 dilusyon oranında hazırlanan TUNEL reaktifiyle 37 °C‟de 1 saat süreyle 

inkübasyona alındı.  Ġnkübasyon nemli ortamda ve karanlıkta gerçekleĢtirildi. Tunel 

reaktifi hazırlanırken In Situ Cell Death Detection Kit-AP (Roche Cat no: 

11684809910 / Sigma) kullanıldı. Kit içeriğinde yer alan enizm solusyonu lable 

solusyonu ile 1/10 oranında karıĢtırıldı ve elde edilen reaktif 1:1 oranında TUNEL 

dilusyon buffer (Roche Cat. no: 11966006001 / Sigma) ile dilüe edildi. Elde edilen 
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reaksiyon solusyonu kenarları hidrofobik sınırlandırıcı kalem ile çizilen kesitlerin 

üzerine aktarıldı. Reaktif solusyon inkubasyonu sonrası alınan kesitler 2x5 dk süreyle 

PBS‟te yıkandı. Elde edilen TUNEL reaksiyonları Zeiss Axio Scope Floresan 

mikroskop (Carl Zeiss Ltd, Herts, UK) altında incelendi (ġekil-15).  

 

 

ġekil-15: Grupların TUNEL Assay floresan mikroskop görüntüsü. A: Kontrol, B: 

Torsiyon / Detorsiyon, C: Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol, D: Torsiyon / 

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

 

IĢık mikroskobik dönüĢüm için kesitler Converter-AP (Roche Cat. no:11966006001 / 

Sigma) ile 37 °C‟de 30 dakika süreyle inkübe edildi. Daha sonra PBS‟te 2x5 dk 

süreyle yıkanan örnekler Fast Red substrat solusyonu ile kromojen reaksiyonuna tabi 

tutuldu. Fast Red solusyonu hazırlanırken 2 ml 0,1 M Tris HCL içerisinde  1 adet 

Fast Red Tablet (Roche Cat no: 11 496 549 001 / Sigma) çözünerek elde edildi. Elde 

edilen kromojen örneklerin üzerine damlatıldı ve oda ısısında kromojen reaksiyonu 

mikroskop altında incelendi. Pozitif sinyal gözlenen örnekler PBS‟e alınarak 

reaksiyon duruduruldu. PBS‟te 2x5 dk yıkanan örnekler Harris Hematoksilende 1 

dakika zıt boyamaya tabi tutuldu. Zıt boyamadan alınan kesitler 5 dk çeĢme suyunda 

yıkandı ve kesitler Kaiser's glycerol gelatin (Merck Cat no: 1092420100) eklenmek 

suretiyle lamel ile kapatıldı. Hazırlanan örneklerin mikroskopta incelenmesi ve 

değerlendirmeleri yapılarak mikrografları çekildi. 
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4.6. Morfolojik ve Ġstatistiksel Analiz 

Histopatolojik değerlendirmede Hematoksilen & Eosin (H&E) boyanan 

kesitlerde gözlemsel patoloji değerlendirmesinin yanı sıra, her gruptaki kesitlerden 

rastgele seçilen 70 seminifer tubül Johnsen testiküler biyopsi skorlamasına tabi 

tutuldu (217). Johnsen skorlama yapılırken Tablo-2‟de yer alan kriterler göz önünde 

bulunduruldu. Ġstatistiksel analiz öncesi normallik testi gerçekleĢtirildi. Normal 

dağılım testinde çarpıklık (skewness) ve basıklık (kurtosis) değerlerinin -1,5 ve +1,5 

arasında olması kriter alındı. Ayrıca Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk normal 

dağılım testlerinin >0,05 olması kriter kabul edildi. Normal dağılım göstermeyen 

skorlama değerleri Non-parametrik Kruskal Wallis testine tabi tutuldu. Gruplar 

arasındaki çoklu karĢılaĢtırma ise Tamhane‟s T2 testi ile gerçekleĢtirildi. Ġstatistiksel 

olarak p<0,05 anlamlı kabul edildi. 

 

Tablo-2: Johnsen testiküler biyopsi skorlaması kriterleri (217). 

Johnsen Biyopsi Skorlama Tablosu Skor 

Düzenli, yoğun spermatogenesis ve tubül yapısı 10 

Lümende yoğun spermatozoa ancak spermatogenik hatta düzensizlik 9 

Lümende az  miktarda spermatozoa mevcut 8 

Lümende spermatozoa yok ancak spermatidler mevcut 7 

DüĢük sayıda spermatid 6 

Spermatozoa ve spermatid yok ancak yoğun spermatosit 5 

DüĢük miktarda spermatosit 4 

Yalnızca Spermatogonia mevcut 3 

Germ hücresi bulunmuyor 2 

Germ hücresi veya Sertoli hücresi bulunmuyor 1 

 

TUNEL Assay uygulanan kesitlerde apoptotik indeks (AI) analizi 

gerçekleĢtirildi. DNA fragmantasyonu değerlendirmesi yapılan mikroskopik 

örneklerinden her kesitten 40‟lık objektifte 10 adet tubül analiz edildi. Pozitif sinyal 

yüzdesi hesaplanırken rastgele seçilen tubüllerde pozitif sinyal sayısının seminifer 

tubülde yer alan toplam hücre sayısına oranı hesaplandı ve pozitif sinyal yüzdeleri 

elde edildi (ġekil-16). Elde edilen pozitif sinyal yüzdeleri SPSS 24.0 (IBM) 

programında istatistiksel analize alındı. Ġstatistiksel analiz öncesi normallik testi 

gerçekleĢtirildi. Normal dağılım testinde çarpıklık (skewness) ve basıklık (kurtosis) 

değerlerinin -1,5 ve +1,5 arasında olması kriter alındı. Ayrıca normallik testinde  

Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk Normal dağılım testlerinin >0,05 olması kriter 
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kabul edildi. Normal dağılım gösteren ölçümler One Way Anova istatistiksel 

analizine tabi tutuldu. Gruplar arasındaki karĢılaĢtırma ise Post-Hoc Turkey testi ile 

değerlendirildi. Ġstatistiksel olarak p<0,05 anlamlı kabul edildi. 

 

 

ġekil-16: TUNEL Assay uygulanan kesitlerde apoptotik indeks analizi. Negatif 

sinyal veren çekirdekler (+) ve pozitif sinyal veren çekirdekler‟in (O) image j 

yazılımındaki iĢaretlenmiĢ görüntüsü. 

 

Nükleer bir protein olan PCNA analizi için DAB pozitif ve Hematoksilen 

pozitif (DAB negatif) germinal hücre hattı çekirdekleri göz önünde bulunduruldu. 

Her kesitte rastgele seçilen 10‟ar adet tubülde toplam DAB reaksiyonu veren hücre 

sayısının seminifer tubülde yer alan toplam hücre sayısına oranı hesaplandı ve elde 

edilen oranlar yüzdelik değerlere dönüĢtürüldü. DAB pozitif ve negatif çekirdek 

sayımları Image J programında gerçekleĢtirildi (ġekil17). Elde edilen DAB pozitif 

hücre yüzdeleri SPSS 24.0 (IBM) programında istatistiksel analize alındı. Ġstatistiksel 

analiz öncesi normallik testi gerçekleĢtirildi. Normal dağılım testinde çarpıklık 

(skewness) ve basıklık (kurtosis) değerlerinin -1,5 ve +1,5 arasında olması kriter 

alındı. Ayrıca normallik testinde  Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk Normal 

dağılım testlerinin >0,05 olması kriter kabul edildi. Normal dağılım gösteren 

ölçümler One Way Anova istatistiksel analizine tabi tutuldu. Gruplar arasındaki 

karĢılaĢtırma ise Post-Hoc Turkey testi ile değerlendirildi. Ġstatistiksel olarak p<0,05 

anlamlı kabul edildi. 
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ġekil-17: Testis kesitlerinde PCNA ekspresyon analizi. Pozitif (+) ve negatif (O)   

çekirdekler‟in Image J yazılımındaki iĢaretlenmiĢ görüntüsü. 

 

Prokaspaz-3 analizi için procaspase-3 immunohistokimya boyanan kesitlerde 

her örnekten 10‟ar adet tubül analize tabi tutuldu. Analiz gerçekleĢtirilirken DAB 

(kahverengi/siyah) boyama alanları ve Hematoksilen (mavi/lacivert) boyama alanları 

arasındaki oran göz önünde bulunduruldu. Alanlar arasındaki oran hesaplanırken 

Image J programı kullanıldı. Toplam alan ölçüsü içerisinde yer alan DAB sinyal 

alanları hesaplandı ve elde edilen alanların yüzdesel değerleri elde edildi (ġekil 18-

20).  Elde edilen yüzde değerleri SPSS 24.0 (IBM) programında istatistiksel analize 

alındı. Ġstatistiksel analiz öncesi normallik testi gerçekleĢtirildi. Normal dağılım 

testinde çarpıklık (skewness) ve basıklık (kurtosis) değerlerinin -1,5 ve +1,5 arasında 

olması kriter alındı. Ayrıca normallik testinde  Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk 

Normal dağılım testlerinin >0,05 olması kriter kabul edildi. Normal dağılım gösteren 

ölçümler One Way Anova istatistiksel analizine tabi tutuldu. Gruplar arasındaki 

karĢılaĢtırma ise Post-Hoc Turkey testi ile değerlendirildi. Ġstatistiksel olarak p<0,05 

anlamlı kabul edildi. 
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ġekil-18: Procaspase-3 ve Cleaved Caspase-3 boyanan kesitlerde Image J analizi. 

Örnek tubül mikrografının (A) analize alınmadan önceki interstisyel alan ve 

artifaktlardan temizlenmiĢ görüntüsü (B). 

 

 

ġekil-19: Procaspase-3 ve Cleaved Caspase-3 boyanan kesitlerde alanların Image J 

analizi için iĢaretlenmesi. Artifakt ve interstisyel alanı temizlenen seminifer tubüller 

Image J yazılımı ile iĢaretlendi (A). ĠĢaretlenen bölgenin alanı netleĢtirildikten sonra 

seçim gerçekleĢtirilerek seminifer tubül alanı hesaplandı (B). Toplan doku alanı 

belirlenen örnekte toplam kromojen içeren bölge iĢaretlendi (C). ĠĢaretlenen bölgenin 

toplam alanı seçildi (D).  
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ġekil-20: Procaspase-3 ve Cleaved Caspase-3 immunohistokimya Image J örnek 

analiz sonucu. Toplam seminifer tubül alanı (1) ve DAB kromojen içeren alan (2) 

görülmektedir. 

 

Testiküler dokudaki Aktif kaspaz-3 analizi için Cleaved caspase-3 

immunohistokimya boyanan kesitlerde her örnekten 10‟ar adet tubül analize alındı. 

Analiz gerçekleĢtirilirken DAB (kahverengi) boyama alanları ve Hematoksilen 

(mavi) boyama alanları arasındaki oran göz önünde bulunduruldu. Alanlar arasındaki 

oran hesaplanırken Image J programı kullanıldı. Toplam alan ölçüsü içerisinde yer 

alan DAB sinyal alanları hesaplandı ve elde edilen alanların yüzdesel değerleri elde 

edildi (ġekil 18-20).  Elde edilen yüzde değerleri SPSS 24.0 (IBM) programında 

istatistiksel analize alındı. Ġstatistiksel analiz öncesi normallik testi gerçekleĢtirildi. 

Normal dağılım testinde çarpıklık (skewness) ve basıklık (kurtosis) değerlerinin -1,5 

ve +1,5 arasında olması kriter alındı. Ayrıca Komgorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk 

Normal dağılım testlerinin p>0,05 olması kriter kabul edildi. Normal dağılım 

gösteren ölçümler One Way Anova istatistiksel analizine tabi tutuldu. Gruplar 

arasındaki karĢılaĢtırma ise Post-Hoc Turkey testi ile değerlendirildi. Ġstatistiksel 

olarak p<0,05 anlamlı kabul edildi. 
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5. BULGULAR 

5.1. Malondialdehit Bulguları 

Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında Torsiyon/Detorsiyon grubunda kan 

MDA düzeyinde artıĢ olduğu gözlendi. Torsiyon/Detorsiyon + Allopurinol grubunda 

ise kan serum MDA miktarının kontrol grubuna göre artmakla beraber 

Torsiyon/Detorsiyon grubu ile karĢılaĢtırıldığında MDA düzeyinin düĢtüğü tespit 

edildi. Torsiyon/Detorsiyon + Trolox grubu kan MDA miktarının ise kontrol 

grubuyla yakın olduğu ve kan serum MDA düzeyi yönünden Trolox‟un 

Allopurinol‟den daha protektif bir profile sahip olduğu görüldü. 

 

5.2. Histopatolojik Bulgular 

Kontrol grubu kesitlerinde yaptığımız incelemelerde düzenli seminifer 

tubüller izlendi. Bazal lamina üzerinde spermatogenezis‟in farklı aĢamalarında 

bulunan 5-6 sıralı germinal epitel yer almaktaydı. Germinal epitel, spermatogonya, 

spermatosit ve spermatid‟den oluĢmaktaydı. Ġntertstisyel alanda düzenli kapillerler ve 

leydig hücreleri izlendi (Resim-1).  

 

 

Resim-1: Kontrol grubu rat testis kesiti. A) Normal yapıda seminifer tubüller  

görülüyor. L: Lumen, Kalın ok: Leydig hücreleri, G: Germinal epitel (Boyama: 

H&E, Bar: 50 µm).  B) Seminifer tubül epitelinde spermatogoniya (ince ok), 

spermatosit (st), spermatid (*), spermatozoa (sp) ve Sertoli hücreleri (ok baĢı) 

izlenmektedir (Boyama: H&E, Bar: 20 µm). 
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PAS ile boyanan kesitlerde ise bazal membran düzenlenmesi ve kalınlığının normal 

olduğu izlendi (Resim-2). 

 

 

Resim-2: Kontrol grubu rat testis kesiti. A) Normal histolojik yapıda seminifer 

tubüller ve bazal membran (ok) görülüyor (Boyama: PAS, Bar: 50µm). B) Büyük 

büyütmede bazal membran (ok) görünümü (Boyama: PAS, Bar: 20µm). 

 

Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubu rat testis kesitlerinde Ģiddetli histolojik 

lezyonlar izlendi. Kesitlerde incelenen alanların büyük bir kısmında, özellikle 

seminifer tubüllerde harabiyet, germinal epitel hücrelerinde koagulatif nekrotik 

oluĢumlar izlendi. Bazı testis kesitlerinde seminifer tubül epitelinde deskuamasyon 

ve epitel‟in yer yer tamamen ortadan kalktığı tespit edildi (Resim 3). Ayrıca T/D 

kesitlerinde, bazı alanlarda seminifer tubül germinal epitel hücreleri arasında 

multinükleer dev hücrelere rastlandı. Ġnterstisyel alanda yaygın hemoraji, ödem ve 

damar konjesyonu izlendi. Ayrıca bazı alanlarda kapiller proliferasyon benzeri 

oluĢumlar ve leydig hücre çekirdeklerinde piknotik durum izlendi (Resim-4). PAS ile 

boyanan T/D grubu kesitlerinde seminifer tubül bazal laminasında ondülasyon ve 

belirgin kalınlaĢma izlendi (Resim-4). 
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Resim-3: T/D grubu rat testis kesitleri.  A) Diffüz interstisyel ödem (od) ve 

koagulatif nekroz () (Boyama: H&E, Bar: 50 µm).  B) Germinal epitelde 

deskuamasyon (çift ok) ve kapiller proliferasyon (k) (Boyama: H&E, Bar: 50 µm). 

C) Spermatogenezde düzensizlik, interstisyel ödem (od) ve damarda konjesyon () 

görülüyor (Boyama: H&E, Bar: 50µm). D) Koagulatif nekroz ve seminifer tubül 

epitelinde silinme (Boyama: H&E, Bar: 100µm). 
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Resim-4: T/D grubu rat testis kesitleri. A) Subkapsüller hemoraji (H), interstisyel 

ödem (od) ve spermatogeneziste düzensizlik (Boyama: H&E, Bar: 50µm). B) Diffüz 

interstisyel ödem (od) ve hemorajik alanlar (H) (Boyama: H&E, Bar: 50µm). C) 

Kapiller proliferasyonu ve konjesyonu (kıvrık ok) izlenmektedir (Boyama: H&E,Bar: 

50 µm). D) Germinal epitel hücreleri arasında multinükleer dev hücreler (ok baĢı) 

görülüyor (Boyama: H&E, Bar: 20 µm). 

 

 

Resim-5: T/D grubu rat testis kesitleri. A) Ġnterstisyel ödem (od) ve seminifer tubül 

bazal membranında belirgin kalınlaĢma (ok), B) Seminifer tubül bazal membranında 

kalınlaĢma (ok) izlenmektedir, (Boyama: PAS, Bar: 20µm). 
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 Torsiyon/Detorsiyon + Allopurinol (T/D+A) grubu rat testis kesitlerinde, 

germinal epitelde ayrıĢma ve deskuamasyonun yer yer devam ettiği izlendi. Ayrıca 

interstisyel ödem, kapiller proliferasyon (Resim 6) ve seminifer tubül bazal 

laminalarında ondülasyon ve kalınlaĢmanın yer yer devam ettiği gözlendi (Resim 7). 

 

 

Resim-6: T/D+A grubu rat testis kesitleri. A) Tubüler lümeninde germinal epitel 

deskuamasyonu (Boyama: H&E, Bar: 50µm). B) Diffüz interstisyel ödem (od) 

görülüyor (Boyama: H&E, Bar: 50µm). C) Kapiller proliferasyonu (kıvrık ok) ve 

konjesyon tablosu (Boyama: H&E, Bar: 50 µm). D) Germinal epitelde 

deskuamasyon, diffüz interstisyel ödem (od) ve seminifer tubül bazal laminaları 

izlenmektedir (Boyama: PAS, Bar: 50 µm). 
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Resim-7: T/D + A grubu rat testis kesitleri. A) Bazal membranda kalınlaĢma ve 

ondülasyon görünümü, B) Bazal membranlarda bariz kalınlaĢma (ok) izlenmektedir 

(Boyama: PAS, Bar: 20 µm). 
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Torsiyon/Detorsiyon + Trolox (T/D+T) grubu rat testis kesitlerinde histolojik 

lezyonların T/D ve T/D+A grupların göre oldukça azalmıĢ olduğu gözlendi (Resim-

8). Testis kesitlerinin çoğunda kapiller proliferasyonu ve damar konjesyonu hariç 

kontrol grubuna yakın morfolojiye sahip olduğu izlendi (Resim-9).  

 

 

Resim-8: T/D+T grubu rat testis kesitleri.  A) Seminifertubül lümeninde çok sayıda 

olgun sperm hücreleri görülüyor. B) Kontrole yakın seminifertubüller ve 

kapillerkonjesyon görülüyor. C) Spermatogenezis‟in değiĢik aĢamalarını yansıtan 

kontrol grubu kesitlerine benzer seminifertubül yapısı. D) Bazal membrandan 

ayrıĢma ve interstisyel ödem (od) izlenmektedir. (Boyama: H&E, Bar: 50 µm). 
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Resim-9: T/D+T grubu rat testis kesitleri. A) Damar konjesyonu‟nun dıĢında 

kontrole benzer seminifer tubül bazal laminaları görülmektedir (Boyama: PAS, Bar: 

50 µm). B) Kontrole benzer bazal membran yapısı ve organizasyonu (Boyama: PAS, 

Bar: 20µm). 

 

5.3. TUNEL Assay Bulguları 

TUNEL Assay uygulanan kesitlerde DNA fragmantasyonu ve Apoptotik 

Index (AI) değerlendirmesi gerçekleĢtirildi. Testis kesitlerinde kontrol grubu 

kesitlerinde seminifer tubüllerde yer alan spermatogenik hücrelerde yer yer DNA 

fragmantasyonu‟nun olduğu gözlendi. Kontrol grubu kesitlerinde yer yer 

spermatogonyumlarda, spermatositlerde ve spermatidlerde TUNEL pozitif hücreler 

izlendi (Resim-10).  

 

 

Resim-10: Kontrol grubu rat testis kesitinde TUNEL Assay. Spermatidler düzeyinde 

düĢük miktarda DNA fragmantasyon sinyalleri (ok) ve negatif sinyal veren hücreler 

(kıvrık ok). (Bar: 20 µm, TUNEL Assay). 
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Torsiyon/Detorsiyon (T/D) uygulanan hayvanların testislerinden alınan 

kesitlerde TUNEL pozitif hücrelerin spermatogenezis‟in tüm basamağında yer alan 

hücrelerde yoğun bir Ģekilde olduğu tespit edildi. Ayrıca seminifer tubüllerin yanı 

sıra bu gruptaki kesitlerde interstisyel alanda yer alan leydig hücrelerinde ve kısmen 

kapiller endotellerinde de TUNEL pozitif hücreler rastlandı. (Resim-11). 

 

 

Resim-11: T/D grubu rat testis kesitlerinde TUNEL Assay. Spermatogonyum (ok 

baĢı) ve spermatosit (ok) düzeyinde yoğun TUNEL pozitif hücreler ayrıca germinal 

epitel‟in çeĢitli aĢamalarında TUNEL negatif hücreler (kıvrık ok) ve interstisyel 

alandaki Leydig hücrelerinde pozitif sinyaller (kalın ok). (Bar: 20 µm, TUNEL 

Assay). 

 

Torsiyon/Detorsiyon+Allopurinol (T/D+A) grubu rat testis kesitlerinde 

kontrol grubu ve T/D grubundaki rat testis kesitlerinde olduğu gibi pozitif sinyal 

veren hücrelerin varlığı izlendi. Bu gruptaki kesitlerin seminifer tubüllerinde pozitif 

reaksiyon izlenen hücrelerin çoğunlukla spermatogonyum ve spermatidlerde olduğu 

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

baĢı) ve spermatosit (ok) düzeyinde kontrol grubuna benzer TUNEL pozitif sinyal 

veren hücreler ayrıca TUNEL negatif hücreler (kıvrık ok). (Bar: 20 µm, TUNEL 

Assay). 

 

Torsiyon/Detorsiyon+Trolox (T/D+T) grubundaki rat testis kesitlerinde diğer 

üç grupta yer alan hayvanların testiküler dokularında olduğu gibi seminifer tubül 

germ hücrelerinde ve interstisyel alanda yer alan Leydig hücreleri ve kısmen kapiller 

endotellerinde TUNEL pozitif hücrelerin olduğu görüldü. T/D + T grubundaki 

kesitlerde T/D + A grubundaki ve kontrol grubundaki örneklerde olduğu gibi pozitif 

sinyal izlenen hücrelerin çoğunlukla spermatogonyum ve spermatosit hücreleri 

olduğu gözlendi (Resim-13).  
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Resim-13: T/D+T grubu rat testis kesitlerinde TUNEL Assay. Spermatogonyum (ok 

baĢı) ve spermatosit (ok) düzeyinde kontrol grubuna benzer Ģekilde az sayıda 

TUNEL pozitif sinyal veren hücreler ayrıca spermatogenezis‟in farklı aĢamalarında 

TUNEL negatif hücreler (kıvrık ok). (Bar: 20 µm, Tunel Assay). 

 

5.4. Ġmmunohistokimyasal Bulgular 

PCNA antikor boyaması yapılan kesitlerde kontrol grubu örneklerinde 

spermatogenezis‟in her aĢamasında ekspresyonun olduğu görüldü. Ġnterstisyel 

alandaki leydig hücreleri ve kapiller endotelleri de PCNA yönünden yer yer pozitif 

olarak izlendi (Resim-14).  

 

 

 

 

 

 



 

63 
  

 

Resim-14: Kontrol grubu rat testis kesitlerinde PCNA immunohistokimya. 

Spermatogonyum (ok baĢı) ve spermatogenezis‟in çeĢitli aĢamalarında yoğun  PCNA 

pozitif hücreler (ok) ve seminifer tubül bazal hücrelerinde ve germinal epitel 

hücrelerinde PCNA negatif hücreler (kalın ok). (Bar: 20 µm, PCNA 

Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 

 

Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubundaki rat testis kesitlerinde  kontrol grubuna 

benzer Ģekilde spermatogenezis‟in her aĢamasındaki hücrelerde PCNA pozitivitesi ve 

PCNA negatif hücrelerin varlığı izlendi. Ancak bu gruptaki hayvanların kesitlerinde 

PCNA pozitif hücrelerin çoğunlukla spermatogonyumlar ve ileri aĢamadaki 

spermatositler olduğu gözlendi. Ayrıca yer yer interstisyel alanda leydig hücrelerinde 

de pozitif sinyaller olduğu tespit edildi. Kapiller endotellerinin genellikle PCNA 

yönünden negatif olduğu gözlendi (Resim-15). 
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Resim-15: T/D grubu rat testis kesitlerinde PCNA immunohistokimya. Seminifer 

tubül‟de bazı spermatogonyum hücrelerinde (ok baĢı) ve spermatosit hücrelerinde 

(ok) düĢük düzeyde PCNA pozitivitesi. Ayrıca tubül içerisinde PCNA ekspresyonu 

negatif hücreler ve interstisyel alanda Leydig hücrelerinde pozitiflik (kıvrık ok). 

(Bar: 20 µm, PCNA Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 

 

Torsiyon/Detorsiyon+Allopurinol (T/D+A) grubunda yer alan ratların testis 

kesitlerinde PCNA pozitif hücre çekirdeklerinin çoğunluğunun spermatogonyumlar 

olduğu izlendi. Spermatositlerde ise negatif hücrelerin yoğun bir Ģekilde var 

olduğunu gözlemledik (Resim-16). Ayrıca bu gruptaki hayvanların örneklerinde 

DAB pozitifliğine bağlı oluĢan kromojen yoğunluğunun T/D grubuna benzer bir 

görüntüye sahip olduğu izlendi. Gruplar arasındaki pozitif sinyal yüzdeleri 

istatistiksel olarak ayrıca değerlendirildi.  
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Resim-16: T/D+A grubu rat testis kesitlerinde PCNA immunohistokimya. 

Spermatogonyumlarda PCNA ekspresyonu gösteren (ok baĢı) ve ekspresyon negatif 

olan hücre çekirdekleri (kalın ok). (Bar: 20 µm, PCNA Ġmmunohistokimya, H&E zıt 

boyama). 

 

Torsiyon/Detorsiyon+Trolox (T/D+T) grubundaki ratlarınn testis kesitlerinde 

spermatogenezis‟in farklı aĢamalarındaki hücrelerde pozitif sinyallerin olduğunu 

izledik. Ayrıca negatif hücreler de seminifer tubüller içerisinde yoğun yer 

kaplamaktaydı (Resim-17). DAB kromojenitesi bu grupta gözlemsel olarak 

yaptığımız değerlendirmede kontrol grubuna daha yakın görünmekteydi. Pozitif ve 

negatif sinyallerin seminifer tubülde kapladığı sayısal miktarların yüzdesel değerleri 

ve diğer gruplarla olan benzerlikleri istatistiksel yönden ayrıca değerlendirildi. 
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Resim-17: T/D+T grubu rat testis kesitlerinde PCNA immunohistokimya. 

Spermatogonyum (ok baĢı) ve spermatogenezis‟in farklı aĢamalarında (ok) yoğun 

PCNA ekspresyonu veren spermatogenik hücreler. Seminifer tubülde PCNA 

ekspresyon negatif hücreler (kalın ok). (Bar: 20 µm, PCNA Ġmmunohistokimya, 

H&E zıt boyama). 

 

Procaspase-3 immunohistokimya boyaması yapılan kontrol grubu kesitlerinde 

testiküler dokunun genelinde yoğun procaspase-3 ekspresyonu izlendi. 

Spermatogenezis‟in farklı aĢamalarında ve interstisyel alanda yer alan hücrelerde 

procaspase-3 varlığı görüldü. Lumene dökülmüĢ hücrelerde ve spermatidlere ait 

protoplazmik veziküllerde de procaspase-3 ekspresyonunun var olduğu gözlendi 

(Resim 18). Kontrol grubunda ekspresyon alanı‟nın hematoksilen boyanmıĢ 

bölgelere olan total doku oranları yüzdesel olarak hesaplanarak istatistiksel yönden 

değerlendirildi. 
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Resim-18: Kontrol grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya. 

Spermatogenezis‟in farklı aĢamalarındaki hücrelerde görülen yoğun procaspase-3 

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 µm, Procaspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 

 

Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubu rat testis kesitlerinde procaspase-3 boyanan 

örneklerde germ hücrelerinde procaspase-3 ekspresyonu yoğun Ģekilde izlendi 

(Resim 19). Spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerde ve interstisyel Leydig 

hücrelerinde yoğun procaspase-3 varlığı görüldü. Protein‟in tubüler alanda kapladığı 

yüzdesel değer istatistiksel yönden ayrıca değerlendirilerek diğer gruplar ile 

karĢılaĢtırıldı. 
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Resim-19: T/D grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya. 

Spermatogenezis‟in farklı aĢamalarındaki hücrelerde görülen yoğun procaspase-3 

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 µm, Procaspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 

 

 Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol grubu rat testis kesitlerinde procaspase-3 

eskpresyonu‟nun diğer gruplar gibi yoğun ve diffüz bir Ģekilde tubüler alanda ve 

interstisyel alanda olduğu tespit edildi (Resim 20). Germ hücrelerindeki ekspresyon 

görüntüsü diğer gruplara benzer Ģekildeydi. Ayrıca DAB pozitif sinyallerinin toplam 

doku alanına oranı yüzdesel olarak hesaplandı ve istatistiksel yönden ayrıca 

değerlendirildi. 

 

 

Resim-20: T/D+A grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya. 

Spermatogenezis‟in farklı aĢamalarındaki hücrelerde görülen yoğun procaspase-3 

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 µm, Procaspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 
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Torsiyon/Detorsiyon+Trolox (T/D+T) grubundaki ratların testis kesitlerinde 

procaspase-3 pozitif sinyallerinin germ hücre sitoplazmik alanlarında var olduğu 

tespit edildi. Diğer gruplardaki procaspase-3 boyamalarına benzer görüntünün 

olduğu görüldü. Germ hücrelerinin farklı aĢamalarındaki spermatogenik hücrelerde 

ve leydig hücrelerinde yoğun protein ekspresyonu izlendi (Resim 21). Pozitif 

sinyallerin toplam doku alanında kapladığı yüzdesel veriler istatistiksel yönden 

hesaplanarak değerlendirildi. 

 

 

Resim-21: T/D+T grubu rat testis kesitlerinde Procaspase-3 immunohistokimya. 

Spermatogenezis‟in farklı aĢamalarındaki hücrelerde görülen yoğun procaspase-3 

ekspresyonu (ok). (Bar: 20 µm, Procaspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 

 

Cleaved Caspase-3 immunohistokimya boyaması yapılan kontrol grubu kesitlerinde 

ekspresyon düzeyinin zayıf olduğu izlendi. Spermatogoniya ve spermatosit 

düzeyinde Cleaved caspase-3 sinyallerinin zayıf olduğu gözlendi (Resim 22). 

Kontrol grubundaki testis dokularından alınan kesitlerde cleaved caspase-3 

ekspresyon alanlarının toplam dokuya oranı yüzdesel olarak hesaplandı ve 

istatistiksel olarak değerlendirildi. 
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Resim-22: Kontrol grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3 

immunohistokimya. Spermatogonyumlarda düĢük düzeyde pozitif sinyal alanları (ok 

baĢı) ve seminifer tubülün genelinde negatif sinyal izlenen farklı aĢamalardaki germ 

hücreleri (kalın ok). Ayrıca interstisyel stromal alanda yer yer (kıvrımlı ok) ancak 

spermatid aĢamasına gelemeyen hücrelerde ise düĢük düzeyde diffüz pozitif sinyaller 

(ince ok) izlenmektedir. (Bar: 20 µm, Cleaved Caspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E 

zıt boyama). 

 

Torsiyon / Detorsiyon grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3 

ekspresyonu‟nun yer yer düĢük düzeyde veya negatif sinyaller gösteriyor olmasına 

karĢın kontrol grubunun aksine hücrelerin büyük bir kısmında pozitif sinyal 

gösterdiği izlendi. DAB kromojen yoğunluğu da kontrol grubuyla gözlemsel olarak 

karĢılaĢtırıldığında diffüz ve çok yoğun bir görüntüye sahip olduğu gözlendi (Resim 

23). Pozitif sinyal alanlarının, seminifer tubülde kapladığı alanın yüzdesel değerleri 

hesaplanarak istatistiksel yönden değerlendirildi. 
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Resim-23:  T/D grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3 immunohistokimya. 

Seminifer tubülde yer alan spermatogonyumlarda (ok baĢı) ve spermatogenezis‟in 

farklı aĢamalarındaki hücrelerde (ince ok) pozitif sinyaller. Yer yer negatif veya 

düĢük düzeyde pozitif sinyaller veren germ hücreleri (kalın ok) izlenmektedir. (Bar: 

20 µm, Cleaved Caspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 

 

Torsiyon / Detorsiyon + Allopurinol grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3 

ekspresyonu‟nun I/R grubuna nazaran daha kısıtlı alanlarda pozitif sinyal gösterdiği 

izlendi. Bu gruptaki seminifer tubüllerde pozitif sinyallerin çoğunlukla 

spermatogonyumlarda ve kısmen spermatidlerde olduğu gözlendi (Resim 24). 

Seminifer tubül parankimasındaki DAB kromojen alanlarının toplam dokuda 

kapladığı yüzdesel bölgeler hesaplanarak gruplar arasındaki iliĢki istatistiksel yönden 

değerlendirildi. 
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Resim-24: T/D+A grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3 

immunohistokimya. Erken dönem spermatogenik hücrelerde (ok baĢı) ve 

spermatogenezis‟in ileri aĢamalarındaki hücrelerde (ince ok) yer yer yoğun pozitif 

sinyaller ayrıca tubül genelinde görülen negatif sinyaller (kalın ok) ve interstisyel 

alandaki leydig hücrelerinde Cleaved Caspase-3 pozitif alanlar (kıvrımlı ok) 

izlenmektedir. (Bar: 20 µm, Cleaved Caspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E zıt 

boyama). 

 

Torsiyon / Detorsiyon + Trolox grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3‟ün 

pozitif sinyallerinin gözlemsel değerlendirmesinde çok kısıtlı bir alanda yer aldığı  ve 

spermatogenezis‟in çeĢitli aĢamalarında pozitif sinyallerin görünmesine rağmen 

dokunun bütünü ele alındığında negatif sinyallerin daha yoğun bir alanda var olduğu 

izlendi (Resim 25). Pozitif sinyallerin tubülün toplam alanında kapladığı bölgenin 

yüzdesel oranları hesaplanarak istatistiksel yönden analize tabi tutuldu ve Cleaved 

Caspase-3 pozitif yüzdesel alanları diğer gruplarla karĢılaĢtırıldı. 
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Resim-25: T/D+T grubu rat testis kesitlerinde Cleaved Caspase-3 

immunohistokimya. Spermatogonyumlarda (ok baĢı) spermatositlerde (ince ok) ve 

interstisyel alanda (kıvrımlı ok) yer yer görülen pozitif sinyallerin yanı sıra dokunun 

genelinde negatif veya düĢük düzeyde sinyaller (kalın ok) izlenmektedir. (Bar: 20 

µm, Cleaved Caspase-3 Ġmmunohistokimya, H&E zıt boyama). 

 

5.5. Ġstatistiksel Bulgular 

Deneysel çalıĢmamıza iliĢkin parametrelerden kan serum MDA düzeyi, 

Johnsen skoru, TUNEL Assay, PCNA, procaspase-3 ve cleaved caspase-3‟e ait 

veriler Tablo-3‟te gösterilmiĢtir. Kan serum malondialdehit değerleri ölçülen 

örneklerden kontrol grubundaki MDA miktarının 1,33±0,09 nmol/ml olduğu tespit 

edildi. T/D grubunda kan serum MDA değerinin 3,25±0,37 nmol/ml olduğu ve 

kontrol grubundan anlamlı derecedefarklı olduğu tespit edildi (p<0,01). T/D+A 

grubundaki hayvanların kan serum MDA düzeylerinin 2,09±0,06 nmol/ml olduğu ve 

hem kontrol hem de T/D gruplarından kan serum MDA düzeylerinin anlamlı 

derecede farklı olduğu tespit edildi. T/D+T grubu kan serum MDA miktarı ise 

1,34±0,02 nmol/ml olarak bulundu. Bu grubun MDA değeri kontrol grubu ile benzer 

(p>0,05) olmasına karĢın T/D ve T/D+A gruplarından anlamlı derecede (p<0,01) 

farklıydı (ġekil 21). 
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ġekil-21: Kan serum malondialdehit değerlerinin istatistik sonuç grafiği. Farklı üst 

simgeler grupların kontrol ve T/D+Trolox grupları ile anlamlı derecede farklılığını 

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

 

Her gruptan alınan kesitlerde rastgele seçilen 70 adet seminifer tubül Johnsen 

skorlamaya göre değerlendirildi. Kontrol grubu Johnson skorlaması 8,86±0,12 olarak 

tespit edildi. Kontrol grubundaki 5 hayvanda Spermatogenezis‟in bütün aĢamaları 

normal yapıda olmasına karĢın, 2 hayvandan alınan testis kesitlerinde belirli bir 

miktarda seminifer tubüllerde yoğun spermatozoa mevcudiyetine rağmen kısmen 

germinal epitelyum disorganizasyonu izlendi. T/D grubunda spermatogenezisin ağır 

hasar gördüğü ve Johnsen skorlamasının 2,94±0,17 olduğu tespit edildi. Bu gruptaki 

hayvan testis kesitlerinden 4 tanesinde yoğun harabiyet izlendi. 2 hayvan testis 

kesitinde düĢük sayıda spermatosit olduğu, 1 hayvanda ise germ hücrelerinin ve 

sertoli hücrelerinin büyük çoğunlukla ortadan kalktığı gözlendi. Çoklu 

karĢılaĢtırmada T/D grubunun Johnsen biyopsi skorlaması yönünden tüm gruplardan 

farklı olduğu (p<0,01) tespit edildi.  T/D+A grubu rat testis kesitlerinde Johnson 

skorlamasının 4,04±0,20 olduğu tespit edildi. Bu gruptaki hayvanların 4 tanesinin 

kesitlerinde düĢük sayıda spermatozoa izlendi. Kesitleri alınan ratların 2 tanesinde 

germinal epitelyum disorganizasyonu ile birlikte çok sayıda spermatozoa 

mevcudiyeti izlendi. Testis kesitlerinden 1 tanesinde ise çok sayıda spermatosit 

varlığına rağmen seminifer tubül lümeninde spermatozoa‟ya rastlanmadı. Ayrıca 

istatistiksel değerlendirmede bu grubun bütün gruplardan anlamlı derecede farklı 

olduğu (p<0,01) tespit edildi. T/D+T grubu spermatogenezis değerlendirmesinde 

Johnson skorlaması‟nın 8,37±0,16 olduğu kaydedildi. Bu gruptaki ratların 4 
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tanesinin testis kesitlerinde germinal epitel disorganizasyonu‟nun yanı sıra çok 

sayıda spermatozoa izlendi. T/D+T grubundaki 3 rat‟ın testis kesitlerinde ise 

spermatozoa sayısında düĢüĢ olduğu gözlendi. Bu grubun kontrol grubuyla benzer 

olduğu (p>0,05) ayrıca T/D ve T/D+A grupları ile karĢılaĢtırıldığında aralarındaki 

fark istatistiksel bakımdan anlamlıydı (p<0,01) (ġekil 22).  

 

ġekil-22: Johnsen skor analizinin istatistiksel sonuç grafiği. Farklı üst simgeler 

grupların kontrol ve T/D+Trolox grupları ile anlamlı derecede farklılığını 

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

 

TUNEL Asaay ile DNA fragmantasyon ve Apoptotik Indeks (AI) analizi sonucunda 

Kontrol grubundaki AI‟in % 1,77±0,11 olduğu tespit edildi. T/D grubundaki AI‟in 

ise % 16,29±0,40 olduğu ve bu gruptaki AI artıĢının kontrol grubundan anlamlı 

derecede farklı olduğu (p<0,01) tespit edildi. T/D+A grubunun TUNEL Assay ile 

değerlendirilen AI‟inin % 5,28±0,14 olduğu ve hem kontrol grubundan (p<0,01) hem 

de T/D grubundan (p<0,01) anlamlı derecede farklı olduğu sonucuna ulaĢıldı. T/D+T 

grubunun AI değerinin % 1,22±0,09 olduğu ve kontrol grubu ile benzer (p>0,05) 

ancak T/D ve T/D+A gruplarından kuvvetli derecede farklı olduğu (p=0,00) tespit 

edildi (ġekil 23). 
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ġekil-23: TUNEL Assay değerlerinin istatistik sonuç grafiği. Farklı üst simgeler 

grupların kontrol ve T/D+Trolox grupları ile anlamlı derecede farklılığını 

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

 

Ġmmunohistokimyasal analiz yapılan parametrelerden PCNA analizinde 

kontrol grubunda pozitif sinyal veren hücre çekirdeklerinin toplam çekirdeklere 

oranı‟nın % 45,63±1,35 olduğu tespit edildi. T/D grubunda ise bu oranın %8,37±0,21 

olduğu ve PCNA pozitif çekirdek yüzdesinin digger tüm gruplardan anlamlı 

derecede farklı olduğu (p<0,01) tespit edildi. T/D+A  grubunun PCNA pozitif germ 

hücre çekirdek sayısının tubüllerde yer alan toplam çekirdek sayısına oranı 

%13,77±0,29 olarak bulundu. Bu gruptaki PCNA çekirdek pozitif sinayl oranı‟nın 

kontrol grubuna göre azalması anlamlıydı (p<0,01) ayrıca T/D grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında ise pozitif sinyal oranındaki artıĢın anlamlı olduğu (p<0,01) 

bulundu. T/D+T grubu PCNA analizinde pozitif sinyal gösteren çekirdeklerin toplam 

seminifer tubül germ hücre çekirdeklerine oranı‟nın %43,20±0,62 olduğu tespit 

edildi. Bu gruptaki pozitiflik yüzdesinin kontrol grubu ile benzer olduğu (p>0,05), 

T/D ve T/D+A grupları ile karĢılaĢtırıldığında ise farkın anlamlı olduğu (p<0,01) 

tespit edildi (ġekil 24).  

Procaspase-3 analizi yapılan örneklerde kontrol grubundaki ekspresyon 

alanlarının toplam doku alanina oranı %25,69±0,40 olarak tespit edildi. T/D 

grubunda bu oranın % 26,27±0,53, T/D+A grubunda % 27,46±0,50 ayrıca T/D+T 

grubunda ise % 27,34±0,50 olduğu ve bu gruplar arasında anlamlı bir farkın 

bulunmadığı tespit edildi (p>0,05) (ġekil-24).  
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Cleaved Caspase-3 analizi yapılan örneklerden kontrol grubuna ait testis 

kesitlerindeki seminifer tubüllerde Cleaved Caspase-3‟ün pozitif sinyallerinin toplam 

doku alanına oranı %5,05±0,19 olarak tespit edildi. T/D grubundaki bu oranın % 

34,54±0,79 olduğu ve kontrol grubundan kuvvetli derecede farklı olduğu (p<0,01) 

görüldü. Yapılan analizde T/D+A grubunda Cleaved Caspase-3 pozitif sinyal 

oranı‟nın toplam doku alanına oranı % 12,31±0,31 olarak bulundu. Bu gruptaki 

yüzdesel değerin kontrol grubuna kıyasla azalması anlamlıydı (p<0,01) ayrıca I/R 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında ekspresyon alanlarının yüzdesel değerindeki artıĢ ta 

anlamlı bulundu (p<0,01). T/D+T grubunun Cleaved Casapase-3 pozitif sinyal 

alanının toplam doku alanına oranı % 6,57±0,16 olarak tespit edildi. Bu grup ile 

kontrol grubu karĢılaĢtırıldığında aralarında anlamlı bir fark bulunamadı (p>0,05). 

Ancak hem T/D hem de T/D+A grubu ile karĢılaĢtırıldığında, T/D+T grubundaki 

yüzdesel azalma istatistiksel yönden kuvvetli Ģekilde anlamlı (p<0,01) bulundu 

(ġekil-24). 

 

ġekil-24: Ġmmunohistokimya verilerinin istatistiksel sonuç grafiği. Farklı üst 

simgeler grupların kontrol ve T/D+Trolox grupları ile anlamlı derecede farklılığını 

göstermektedir (*: p<0,01, **: p<0,01, ***: p<0,01) 
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Tablo-3: Ġstatistiksel analiz yapılan verilerin, ortalama, minimum, maksimum ve 

standart hata değerleri. 

MDA 

Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata 

Kontrol 7 1,33 1,04 1,76 0,09 

T/D 7 3,25 1,87 4,26 0,37 

T/D + Allopurinol 7 2,09 1,92 2,40 0,06 

T/D + Trolox 7 1,34 1,24 1,41 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 3,43 0,09 

PCNA 

Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata 

Kontrol 70 45,63 23,83 72,54 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 43,20 31,01 57,32 0,62 

Procaspase-3 

Grup n Ortalama Min. Maks. Standart Hata 

Kontrol 70 25,69 20,14 34,53 0,40 

T/D 70 26,27 19,04 36,49 0,53 

T/D + Allopurinol 70 27,46 20,63 36,86 0,50 

T/D + Trolox 70 27,34 19,44 35,94 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 34,54 21,47 51,90 0,79 

T/D + Allopurinol 70 12,31 6,46 19,35 0,31 

T/D + Trolox 70 6,57 3,51 9,57 0,16 
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6. TARTIġMA 

Testis torsiyonu hayati olmasa da vaktinde teĢhis ve tedavi uygulanmazsa 

organ kaybına neden olabilir. Bu yüzden erken teĢhis ve müdahale hem organ kaybı 

hem de infertilite yönünden önemlidir (66,218,219). Bu çalıĢmada ratların sol testisi 

720° saat yönünde kendi etrafında döndürülerek testiküler torsiyon yapılarak iskemi 

modeli oluĢturuldu. BeĢ saatlik iskemi süresi sonunda detorsiyon yapılarak 

reperfüzyon gerçekleĢtirildi ve 2 saat süreyle testise kan akıĢı sağlandı. 

Ġskemi/Reperfüzyon (I/R) sonucunda testiküler dokuda ağır hasar oluĢtuğunu 

gözlemledik. Bu hasarın patogenezisinde oksidan moleküllerin önemli bir rol 

oynadığını düĢünmekteyiz. Deneysel çalıĢmalarda kafeik asit, fenil ester, melatonin, 

selenyum, resveratrol ve N-asetilsistein gibi antioksidan ajanlar sıklıkla 

kullanılmaktadır (61,63,220-223). Bu ajanlar iskemi reperfüzyon hasarını 

azaltmaktadır. Biz de bu çalıĢmada antioksidan özelliği iyi bilinen allopurinol ve bir 

vitamin E analoğu olan trolox‟un doku hasarını önlemedeki rolünü araĢtırdık. 

Antioksidan kapasitesi bilinen allopurinol ve vitamin-E ile çalıĢan bazı 

araĢtırıcılar bu ajanların testis I/R hasarını azaltmada yetersiz olduğu yönünde veriler 

sunan araĢtırmalar gerçekleĢtirmiĢlerdir (63). Oysa bizim yaptığımız deneysel 

çalıĢmada allopurinol‟ün düĢük seviyede koruyucu olduğu, ancak bir vitamin-E 

analoğu olan trolox‟un I/R Ģekillenen testiste hasarı önlemede oldukça etkin olduğu 

kanaatine varılmıĢtır. Silva ve ark. (224) yaptıkları araĢtırmada spermatik kord‟a bir 

saatlik torsiyon uygulamasından 45 dakika sonra intraperitonal yolla allopurinol 

enjekte etmiĢlerdir. Yaptıkları çalıĢma sonucunda allopurinol‟ün testis hasarını 

önlemede etkin olmadığını vurgulamıĢlardır. Bu çalıĢmanın sonuçları bizim deneysel 

çalıĢmamızın sonuçlarıyla uyum göstermektedir. 

Harrison ve ark. (225) ratlarda bir ve iki saat süreyle oluĢturdukları iskemi ve 

daha sonra Ģekillenen reperfüzyon sonucunda Ģekillenen doku hasarını 

araĢtırmıĢlardır. Yapılan bu çalıĢmanın sonucunda testislerde Ģekillenen fonksiyon 

kaybının ve doku hasarının reperfüzyon‟un 60. gününde dahi giderilmediği tespit 

edilmiĢlerdir. 

Yurtçu ve ark. (226) 6 saat süreyle 720°‟lik testis rotasyonu ile oluĢturdukları  iskemi 

modelinde, reperfüzyon öncesi melatonin uygulamasının oldukça etkili olduğunu 

bildirmiĢlerdir. 
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ġimdiye kadar hayvan modellerinde koruma amacıyla propofol ve erdostein gibi pek 

çok ilaç ve kimyasallarla testiküler I/R hasarı üzerine çalıĢmalar yapılmıĢtır (61,227-

231). Bu ajanların esas mekanizması hasar sonrası kan akıĢının düzenlenmesi, germ 

hücrelerinde apoptozis ve serbest radikallerin azaltılmasıdır. Bununla birlikte bütün 

bu ajanlar deneysel torsiyon modelleri oluĢturulduktan sonra kullanılmıĢtır. Ünsal ve 

ark. (232) testiküler torsiyondan 5 gün önce sarımsak takviyesi yaptıkları bir deney 

hayvan modeli araĢtırmasında, sarımsak ekstraktının I/R hasarının önemli düzeyde 

azalltığını gözlemlemiĢtir. Akgül ve ark. (233) buna benzer bir baĢka çalıĢmada 

ginkgo biloba‟nın I/R hasarının azaltılmasında etkinliğini araĢtırmıĢlardır. Bir baĢka 

araĢtırmada Kostakis ve ark. (234) eriĢkin erkek ratlarda testiküler 

torsiyon/detorsiyon (T/D) esnasında oluĢan I/R hasarına karĢı eritropoietin ve 

sildenafil‟in koruyucu etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmada detorsiyondan 30 dk önce 

i.p. yolla uygulanan eritropoietin ve sildenafil‟in I/R hasarının yan etkilerini azalttığı 

belirtilmiĢtir. Hasar değerlendirmesinde Costentino‟s skorlama yapılan bu çalıĢmada 

histolojik hasarı azaltan bu iki ajanın tedavi uygulanmayan deney grubuyla 

karĢılaĢtırıldığında seminifer tubül sınırlarının daha düzenli olduğu ve apoptotik 

germ hücre sayısının azaldığı belirtilmiĢtir. Ayrıca bu iki ajanın koruyu etkilerinin 

incelendiği bu çalıĢmada tedavi edilmeyen I/R grup ile tedavi uygulanan grupların 

Johnsen skorlama açısından karĢılaĢtırması gerçekleĢtirilmiĢ ve tedavi uygulanan 

grupların spermatogenezis yönünden de anlamlı Ģekilde farklı olduğu belirtilmiĢtir. 

Histolojik değerlendirmede yüksek doz sildenafil ve eritropoietin‟in benzer sonuçlar 

verdiği ancak düĢük doz eritropoietin‟in tedavi sonucunun daha sınırlı bir seviyede 

olduğu belirtilmiĢtir. Buradan I/R hasarının azaltılması bakımından kullanılan 

ajanların yanı sıra uygulanan dozun da etkili olduğu sonucuna varılmaktadır. 

Kostakis ve ark. (234) ayrıca detorsiyon sonrasında kaspaz-3 ekspresyon 

düzeyindeki artıĢ ile apoptozisi göstermiĢtir. 

Testiküler torsiyon vakaların %30-80‟inde testis atrofisi Ģekillenir (235). Bu 

hasarın en önemli nedeni, oluĢan serbest radikal türevlerinden kaynaklanmaktadır 

(236). Ayrıca erkek infertilitesinin en büyük nedenlerinden birinin oksidatif stres 

olduğu ve infertil bireylerde seminal ROS miktarının yüksek olduğu belirtilmiĢtir 

(237-239). Ġskemi sonrası testiste germinal epitel, Sertoli hücreleri, tunkia propria, 

interstisyel doku ve leydig hücrelerinde hasar oluĢtuğu bilinmektedir (240).  
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Ratlarda testiküler torsiyon sonrası oluĢan histopatolojik değiĢikliklerin 

önlenmesinde pek çok enzim ve ilaç kombine halinde kullanılarak araĢtırılmıĢtır 

(241,242). Ayrıca birçok doku, serbest radikallere karĢı korunmayı sağlayan SOD, 

CAT, Glutatyon peroksidaz, askorbik asit, α-tokoferol gibi güçlü endojen 

temizleyicilere sahip olduğu bilinmektedir (243). Yapılan bir çalıĢmada Ranade ve 

ark. (244), 3 saatlik iskemiyi takiben 1 saatlik reperfüzyon sonunda seminifer tubül 

çapında, ayrıca seminifer tubül epitel yüksekliğinde, spermatozoa maturasyonunda 

ve germinal epitel tutunumunda azalma olduğunu gözlemlemiĢlerdir. Bazı 

çalıĢmalarda antioksidanların infertilite ve sperm fonksiyon bozukluğunda kritik bir 

role sahip olduğu gösterilmiĢtir (245). Ranade ve ark. (244) T/D öncesi 30 gün 

boyunca vitamin-E uyguladıkları ratlarda reperfüzyon‟un neden olduğu testiküler 

hasarın azaldığını ve seminifer tubül epitel yüksekliği‟nin anlamlı derecede arttığını 

göstermiĢlerdir. Kolski ve ark.‟nın (246) ratlarda gerçekleĢtirdiği bir baĢka çalıĢmada 

detorsiyonu takiben hiperbarik oksijen tedavisinin germinal epitel yapısının 

korunmasında etkili olduğu gösterilmiĢtir. Bir baĢka çalıĢmada Bozlu ve ark. (247) 

benzer bir durumu kaydetmiĢtir. Bu çalıĢmada torsiyon öncesi adenozin trifosfat 

riboz (poly polimeraz) ön tedavisi uyguladıkları grupta seminifer epitel çapı ve 

germinal hücre kalınlığında istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ kaydetmiĢlerdir. 

Multinükleer dev hücreler, tamoksafil uygulanan hayvanlarda yaygın görülen ve 

germ hücre son aĢamasında gerçekleĢen hücre dejenerasonu ile iliĢkilidir. Çok 

çekirdekli dev hücreler karyokinez sonrası sitokinez Ģekillenmeyen hücrelerdir. Buna 

karĢın tubül lümeninde gözlemlenen tek çekirdekli dev hücreler ise çoğunlukla 

dejenere hücrelerdir. Bu sebeple dejenerasyon aĢamasında çok çekirdekli dev 

hücreler erken safha, tek çekirdekli hücreler ise geç safhada gözlemlenir (248). 

Ranade ve ark. çalımalarında I/R öncesi uygulanan vitamin-E‟nin I/R‟un neden 

olduğu germinal epitel deskuamasyonu‟nu azaltmasıyla birlikte spermatogenezisi 

arttırdığı sonucuna ulaĢmıĢtır. ÇalıĢmalar normal spermatogenezis‟in Ģekillenmesi 

için C ve E vitaminleri‟nin gerekli olduğunu ve bu vitaminlerin eksikliğinde deney 

hayvan germinal hücre tabakalarında disfonksiyon olduğu bildirilmiĢtir (249,250). 

Ayrıca vitamin C ve E, klinik ve deneysel çalıĢmalarda birlikte kullanılarak sinerjik 

bir etkinlik gerçekleĢtirerek aĢırı oksidasyon durumunu ortadan kaldırabilmektedirler 

(251).  
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ÇalıĢmamızda deney hayvanlarından alınan kan serumlarından elde edilen 

MDA değerleri bakımından Torsiyon/Detorsiyon (T/D) grubunda kontrolle 

karĢılaĢtırıldığında önemli bir artıĢ gözlemledik. Bunun nedeninin testis dokusunda 

Ģekillenen iskemiye bağlı olarak lipid peroksidasyonu‟nun repefüzyonla beraber 

sistemik dolaĢıma aktarılmasından kaynaklandığı bilinmektedir. Yıldırım Y. ve ark. 

(252) testiküler iskemi ve reperfüzyonu takiben intra peritonal antioksidan 

uygulamasının testis dokusu hasarı ve kan serum oksidatif stres markerları üzerinde 

araĢtırma yaptıkları bir çalıĢmada, T/D‟na bağlı Ģekillenen Ġskemi/Reperfüzyon‟un 

(I/R) kan serumunda ve testiküler dokuda MDA düzeyinde artıĢa neden olduğunu 

göstermiĢtir. Bizim çalıĢmamızda da 5 saat süreyle torsiyon ve 2 saat süreyle 

reperfüzyon uygulanan deney grubundaki (T/D) hayvanlarda kontrol grubuyla 

karĢılaĢtırıldığında kan serum MDA düzeyinde anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir. Aynı 

çalıĢmada antioksidan potansiyeli bilinen ilaçların bu kan serum MDA düzeyini 

istatistiksel yönden anlamlı derecede azalttığı belirtilmiĢtir. Bir baĢka çalıĢmada 

Abasıyanık A. ve ark. (221), ratlarda 6 saatlik iskemi ve 6 saatlik reperfüzyon‟un 

testis dokusunda neden olduğu hasara karĢı melatonin ve allopurinol‟ün koruyucu 

etkilerini karĢılaĢtırmıĢtır. Bu çalıĢmada 200 mg/kg allopurinol kullanılmıĢ ve doku 

MDA düzeyleri incelenmiĢtir. Allopurinol uygulanan deney hayvan dokularında 

MDA düzeyinin kontrol grubundan istatistiksel yönden anlamlı derecede farklı 

olduğu tespit edilmiĢtir. Ancak bu çalıĢmada allopurinol tedavisi uygulanan gruptaki 

hayvanların doku MDA düzeyleri, torsiyon ve detorsiyon uygulanan gruptaki 

hayvanların doku MDA düzeylerinden de anlamlı derecede farklı bulunmuĢtur. Yani 

allopurinol uygulanan grup, kontrol ve torsiyon/detorsiyon uygulanan grubun 

arasında bir doku MDA değerine sahip olmuĢtur. Bizim çalıĢmamızda da 

reperfüzyon öncesi allopurinol uyguladığımız hayvanların kan serum MDA düzeyleri 

T/D grubuyla karĢılaĢtırdığımızda anlamlı derecede farklıydı (p<0,01). Ancak bu 

grubu kontrol ve Torsiyon/Detorsiyon+Trolox (T/D+T) gruplarıyla 

karĢılaĢtırdığımızda da MDA düzeylerinin yine anlamlı derecede yüksek olduğu 

gözlendi (p<0,01). ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz bu sonuç doğrultusunda 

allopurinol‟un T/D kaynaklı kan serum MDA düzeyinde bir azalma sağlamakla 

beraber antioksidan özelliğinin düĢük düzeyde olabileceği veya deneysel 

çalıĢmalarda sıklıkla tercih edilen 200 mg/kg Allopurinol uygulamalarının ortamdaki 
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lipid peroksidasyonunu indirgemede yetereli olamayabileceği fikrine ulaĢtık. 

Abasıyanık ve ark. ayrıca bu çalıĢmada, testiküler doku histopatolojisini skorlamak 

suretiyle melatonin ve allopurinol‟ün koruyucu etkilerini incelemiĢtir. Değerlendirme 

sonuçları allopurinol‟ün iskemi reperfüzyon‟un neden olduğu histolojik hasarı 

ortadan kaldırmada yeterli olmadığı yönündedir. Bizim yaptığımız çalıĢmada 

Johnsen skorlaması ile gerçekleĢtirdiğimiz değerlendirmede allopurinol ön tedavisi 

uygulanan gruptaki (T/D+A) hayvanların Johnsen skorları kontrol‟den anlamlı 

derecede farklıydı (p<0,01). Ancak bu gruptaki hayvanların Johnsen skorlamaları 

aynı Ģekilde T/D ve trolox uygulanan gruptan (T/D+T) da anlamlı derecede farklı 

bulundu. Yani allopurinol morfolojik yapıyı protektif özelliği bakımından da kan 

serum MDA düzeyi gibi kontrol ve T/D grupları arasında istatistiksel bir değer aldı. 

Yapılan değerlendirme T/D hasarına karĢı allopurinol‟ün testiküler morfolojiyi 

koruma açısından yeterli olmadığı yönündeydi. ÇalıĢmamızda T/D+T grubundaki 

hayvanların kan MDA düzeyleri ve Johnsen biyopsi skorlamaları ise istatistiksel 

değerlendirme sonucunda kontrol grubuna benzer bulundu (p>0,05).  

Kehinde E.O. ve ark. (253) yaptığı bir deneysel çalıĢmada, tavĢanlarda sol 

testis üzerinde spermatik kord‟u klampe etmek suretiyle 1 saat süreyle iskemi 

oluĢturulmuĢ ve reperfüzyondan 30 dakika önce 200 mg/kg allopurinol enjeksiyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu çalıĢmada deney hayvanları 24 saat ve 3 ay sonra sakrifiye 

edilerek testiküler doku MDA miktarı ve Johnsen skorlaması değerlendirilmiĢtir. 

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda doku MDA düzeyinin 24 saatlik ve 3 aylık 

reperfüzyon sonunda kontrol grubuna benzer olduğu ayrıca Johnsen skorlamasının 

allopurinol uygulanan grupta, kontrole yakın olduğu belirtilmiĢ. Bu çalıĢmanın 

sonuçları allopurinol‟ün iskemi reperfüzyon hasarına karĢı koruyucu özelliği 

açısından baĢarılı bulunmuĢtur. Ancak bu çalıĢmayı bizim deneysel 

prosedürümüzden ayrı kılan bazı detaylar mevcuttur. Kehinde E.O ve ark. 

tavĢanlarda spermatik kord‟u klampe etmek suretiyle iskemi oluĢturmuĢtur. Ancak 

bizim çalıĢmamızda spermatik kord saat yönünde 720° döndürerek torsiyon 

gerçekleĢtirmek suretiyle iskemi ĢekillendirilmiĢtir. ÇalıĢmalarımız arasındaki bir 

diğer farklılık ise Kehinde E. O ve ark. iskemi süresini 1 saat ile sınırlandırmıĢtır 

ancak bizim çalıĢmamızda 5 saat süreyle testiküler kan akıĢı durdurulmuĢtur. Her iki 

çalıĢmada da kullanılan allopurinol dozu 200 mg/kg‟dır. Yaptığımız literatür 
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taramasında ratlarda oluĢturulacak deneysel iskemi reperfüzyon modeli için en az 1 

saat süreyle kan akıĢının durdurulması gerektiği bilgisine ulaĢtık (254). Ayrıca bazı 

çalıĢmalarda tam iskemi oluĢturulabilmesi için 720° „lik testis rotasyonun yeterli 

olduğu belirtilmiĢtir (255,256). Ancak Kehinde E. O ve ark. larının oluĢturduğu 

Ģekilde klampe etmek suretiyle iskemi oluĢturulmasına yönelik bir deney hayvanı 

modeli bilgisine ulaĢamadık. 

Romeo C ve ark. (257) ratlar üzerinde yapmıĢ oldukları deneysel bir çalıĢmada, 

hidrofilik bir vitamin-E analoğu olan raxofelast‟ın deneysel torsiyon detorsiyon 

modeli oluĢturulmuĢ ratlarda testiküler doku üzerindeki etkisini araĢtırmıĢtır. Bu 

çalıĢmada sol testis 720° saat yönünde torsiyon uygulanmak suretiyle 3 saat süreyle 

iskemi oluĢturulmuĢ. Detorsiyondan 15 dakika önce ve sonrasında 2 doz Ģeklinde 20 

mg/kg raxofelast i.p. yolla uygulanmıĢtır. Romeo ve ark. yaptıkları bu deneysel 

çalıĢma sonucunda hidrofilik vitamin-E analoğu olan raxofelast‟ın testis üzerindeki 

koruyucu etkisini göstermiĢtir. Bizim çalıĢmamızda da hidrofilik vitamin-E analoğu 

olan trolox reperfüzyondan 30 dk önce i.p. yolla uygulanmıĢ ve histopatolojik yapı 

Johnsen skorlama ve genel histopatoloji bakımından kontrol grubuna benzer 

bulunmuĢtur. Bu bulgularımız Romeo ve ark. bulgularıyla uyum göstermektedir. 

Erol B. ve ark. (258) bir çalıĢmada testiküler T/D kaynaklı I/R hasarını ve 

kombine antioksidanların bu hasar üzerindeki etkisini araĢtırmıĢlardır. Erol B. ve ark. 

çalıĢmalarında, vitamin-E‟nin de içerisinde bulunduğu kombine antioksidanların I/R 

hasarı üzerindeki etkisini doku MDA düzeyi ve testiküler apoptotik proteaz aktive 

edici faktör-1 (APAF-1) ekspresyonu yönünden immunohistokimyasal olarak 

değerlendirmiĢlerdir. Bu çalıĢmada, kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldığında doku MDA 

seviyesinin ve APAF-1 ekspresyonu‟nun I/R uygulanan hayvanların testis dokusunda 

anlamlı derecede arttığını göstermiĢlerdir. Ayrıca bu çalıĢmada vitamin-E‟nin de 

içinde bulunduğu kombine antioksidanların APAF-1 ekspresyonu‟nu ve doku MDA 

seviyesini azalttığı belirtilmiĢtir. 

Bir baĢka çalıĢmada ise Özbal ve ark. (259), iki saat süreyle saat yönünde 

testiküler torsiyon uyguladıkları ratlarda, detorsiyondan 30 dakika önce i.p. yolla 

antioksidan özelliği bilinen α-lipoik asit uygulaması gerçekleĢtirmiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada T/D uygulanan hayvanlarda testküler MDA düzeyinin, cleaved caspase-3 

ekspresyonunun, Johnsen skorlamasının ayrıca TUNEL Assay yöntemi ile elde 
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edilen AI‟in kontrol grubundan anlamlı derecede farklı olduğu sonucuna 

ulaĢmıĢlardır. Özbal ve ark. ayrıca antioksidan uyguladıkları hayvanlarda cleaved 

caspase-3 ekspresyonu‟nun, AI‟in ve doku MDA düzeyinin anlamlı derecede 

azaldığını Johnsen skorlama‟nın ise kontrol grubuna benzer olduğunu belirtmiĢtir.  

Hirai ve ark. (260) yaptıkları bir çalıĢmada ise ratlarda arteriyel iskemi‟nin 

testiküler doku üzerindeki etkilerini araĢtırmıĢtır. Bu çalıĢmada 6 saat süreyle 

arteriyel iskemi oluĢturulan testis kesitlerinde proliferasyon hücre nükleer antijeni 

(PCNA) pozitif hücrelerin yüzdesel değeri ve Johnsen skorlaması kontrol grubuyla 

karĢılaĢtırıldığında anlamlı Ģekilde azalmıĢtır. Bu çalıĢmanın bir diğer verisi ise 

iskemi uygulanan örneklerde TUNEL Assay ile elde edilen AI‟in anlamlı derecede 

artıĢ gösterdiğidir. 

Hem Erol B. ve ark.‟nın (258), hem Özbal ve ark.‟nın (259) hem de Hirai ve 

ark.‟nın (260) gerçekleĢtirdiği deneysel I/R çalıĢması, bizim çalıĢmamızla uyumlu 

sonuçlar ortaya koymaktadır. Bizim çalıĢmamızda vitamin-E analoğu olan trolox 

uygulanan T/D+T grubunda, kan serum MDA miktarı ve testis dokusundaki TUNEL 

Assay ile elde ettiğimiz, Apoptotik Indeks (AI) iststistiksel yönden kontrol grubuna 

benzerdi (p>0,05). Ancak, T/D ve T/D+A grupları hem kontrol hem de T/D+T 

gruplarından kan serum MDA ve AI yönünden anlamlı derecede farklıydı (p<0,01). 

Ayrıca T/D ve T/D+A grupları arasında da istatistiksel yönden anlamlı bir fark 

mevcuttu (p<0,01). Erol B. ve ark. bu çalıĢma ile testiküler dokuda APAF-1 

ekspresyonu değerlendirmesi yaparak testiküler T/D hasarında apoptotik sürecin dıĢ 

yolak üzerinden gerçekleĢtiğini belirtmiĢtir. Özbal ve ark. ise antioksidan 

uygulamalarının T/D kaynaklı kaspaz-3 yarıklanma aĢamasını bloke ettiği ve bu 

Ģekilde cleaved caspase-3 üretiminin baskılandığını, AI‟in düĢüĢ gösterdiğini ayrıca 

doku MDA‟sının azaldığını göstermiĢtir. 

Elde ettiğimiz veriler, testiküler T/D sonrası kan serum MDA miktarının arttığını, 

germinal epitel düzeyinde ise PCNA ekspresyonu‟nun ve Johnsen biyopsi 

skorlamasının anlamlı derecede azaldığını, procaspase-3 ekspresyonu‟nun 

değiĢmediğini ancak caspase-3 yarıklanması ve AI‟in anlamlı derecede artmakta 

olduğunu göstermektedir. Allopurinol uygulanan hayvanlarda ise bu patolojik 

durumun kısmen normalleĢtiği ancak vitamin E analoğu trolox‟un T/D hasarına karĢı 

testiküler dokuyu korumada allopurinolden daha baĢarılı olabileceği yönündedir. 
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Allopurinol enzimler tarafından oluĢturulan reaktif oksijen bileĢiklerini (ROS) 

inhibe etmektedir. Bu mekanizmayı süperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil 

radikalleri üreten ksantin oksidaz‟ın inhibisyonu üzerinden gerçekleĢtirmektedir 

(261). Benzer antioksidan kapasitesi ve moleküler yapıya sahip olan trolox ve α-

tokoferol ise antioksidan özelliklerini, özellikle yapısında bulunan hidroksil 

grubundaki bir hidrojeni peroksil radikallerine (ROO•) bağlamak suretiyle zincir 

reaksiyonu oluĢturarak serbest radikal aktivitesini bloke ederek göstermektedir (262-

265). Yaptığımız çalıĢmada testiküler T/D hasarında oluĢan oksidatif stresin ve 

neden olduğu histopatolojik hasarın ayrıca protein yapım/yıkımındaki bozukluğun 

ortadan kaldırılmasında trolox‟un, allopurinol‟den daha baĢarılı olmasının nedenini; 

trolox‟un taĢıdığı ve serbest radikallere bağladığı hidrojen molekülünden ötürü daha 

aktif bir bileĢen olması ve ksantin oksidaz üzerinde blokaj yapan allopurinol‟ün 

aksine doğrudan son ürünler üzerinden aktivite göstererek oksidatif stresi ve neden 

olduğu histopatolojik hasarı ortadan kaldırmasından ötürü daha baĢarılı olmuĢ 

olabileceğini düĢünmekteyiz. 
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7. SONUÇ 

Yaptığımız çalıĢma sonucunda ratlarda sprematik kord‟un Torsiyon / 

Detorsiyonu sonucunda kanda MDA seviyesinin yükseldiği ve bu iskemi 

reperfüzyon sonucunda testiküler dokuda yoğun histolojik hasarın Ģekillendiğini 

tespit ettik. Ayrıca spermatogenezis‟de görev alan erkek üreme hücrelerinde yoğun 

apoptosis izledik. Reperfüzyon öncesi Allopurinol uyguladığımız hayvanlarda bu 

hasarın ve kan MDA düzeylerinin kısmen azaldığını tespit ettik. Ancak vitamin E 

analoğu Trolox uygulanan hayvanlarda genel organ bütünlüğü ve kan MDA düzeyi 

kontrole benzer bulundu. 

Edindiğimiz veriler sonucunda ve yaptığımız literatur taraması doğrultusunda 

klinikte sıklıkla karĢılaĢılan testiküler torsiyon‟un sebep olduğu organ kaybının 

önüne geçmek için reperfüzyon öncesi Trolox uygulamasının bir tedavi yöntemi 

olabileceğini düĢünmekteyiz. 

Organ fonksiyonu‟nun tam olabilmesi için fonksiyonel bütünlüğün ele 

alınması gerektiği kanaatindeyiz. Bu sebeple, apoptotik markerlar ve morfolojik 

yönden baĢarılı olmasına rağmen allopurinol ve trolox‟un testiküler iskemi ve 

reperfüzyon hasarına karĢı diğer hücresel ve organ mekanizmasını nasıl etkilediğine 

dair daha detaylı çalıĢmaların yapılması gerektiğini düĢünmekteyiz. 
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