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1. GIRIS ve AMAC

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Testis torsiyonu siklikla gen¢ erkeklerde goriilen ve miidahale edilmedigi
zaman gonad kaybina kadar gidebilen tirolojik acil durumlardan biridir. Testis ve
eklerinde 25 yasina kadar torsiyon goriilme sikligi 1/160 iken sadece testis i¢in bu
oran 1/4000'dir. Her yas grubunda goriilebilmesine ragmen, 6zellikle pubertal donem
ve ilk 1 yasta pik yapar. Pediatrik yas grubunda ise akut skrotumun % 25-35'ini
olusturmaktadir. Spermatik kord torsiyonu, sonraki donemde de fertiliteyi
etkilemesinden dolay1r 6nemini korumaktadir (1). Testiste hasar, torsiyonun olustugu
andan itibaren baslamakta olup semptomlarin baslangici ile cerrahi girisime gitme
arasindaki zaman ne kadar kisa ise testisin korunma oranit o derece artmaktadir.
Tedavide gecikme testikiiler atrofiyle sonug¢lanmakta, geg takiplerde subfertilite veya
infertiliteye kadar uzanabilen klinik tablolarin gelisebildigi bilinmektedir.

Spermatik kord torsiyonunda, spermatik kord ve yapilarinin kendi etrafinda
dénmesi sonucu Oncelikle vendz tikaniklik olusmakta, venéz tikanikligin ilerlemesi
ile arteriyal dolagim bozulmaktadir. Buna bagli olarak olusan iskemi, bir takim
kimyasal reaksiyonlarin baglamasina yol agmakta, bu da sonugta hiicresel
disfonksiyona ve nekroza yol agmaktadir. iskemi sonucu olusan bu durumun nedeni
tek bir reaksiyon ve olay ile agiklanamamakla beraber, enerji depolarinin tiikkenmesi
ve toksik metabolitlerin birikmesinin hiicre 6liimiine yol ag¢tigi bilinmektedir (2).
Bununla birlikte iskemik dokularin tekrar kanlanmasi, reaktif oksijen radikallerinin
ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu radikaller, DNA iplik kiriklarinin olusmasina
yol acip ¢esitli mekanizmalarla hiicre canliliginin kaybina yol agmaktadir. Reaktif
oksijen radikallerinin DNA'da yaptig1 iplik kirikliklarinin, DNA  tamir
mekanizmalarinda gorevli olan ve bol miktarda enerji tiiketen, poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) enzimini aktive ettigi gosterilmistir. PARP'1n DNA tamiri i¢in ¢ok
onemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. PARP'n yogun aktivasyonunun,
dokularda iskemi-reperfiizyon hasarina bagh oldugu bilinmektedir. PARP’1n ikili
etkisi bulunmaktadir. PARP aktivitesinin esik diizeyine gore bir taraftan DNA
kiriklarim1 onararak hiicre Omriinii uzatirken, diger taraftan yiiksek DNA hasari

nedeniyle asir1 aktive olarak apopitoz ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir.



Poli ADP-ribozilasyon; nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) bagimli bir
enzim olan poli ADP-riboz polimerazlar (PARP) tarafindan katalizlenen ve DNA
zincir kiriklar ile aktive olan hizli bir hiicresel cevaptir. PARP proteinleri, DNA'ya
baglanan proteinlerin poli ADP-ribozilasyonunu katalizleyen ve okaryotlarda
bulunan bir enzim ailesidir (3). DNA'ya baglanabilen proteinlere poli ADP-riboz
(PAR) gruplan ekleyerek bu proteinlerin fonksiyonlarin1 diizenler. PARP ailesinin
birgok iiyesi olsa da, hiicresel poli ADP-ribozilasyonun % 901 PARP-1 tarafindan
gergeklestirilmektedir. PARP-1, niikleusta bol miktarda bulunan, DNA zincir
kiriklar1 tarafindan aktive olan ve fonksiyonel olarak DNA tamiriyle iligkili olan bir

enzimdir (4).

2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada insan testis dokusunda PARP-1 enziminin
ve PAR polimerinin spermatogenik hiicrelerdeki dagilimi gosterilmistir ve germ
hiicresi farklilagmasindaki poli ADP-ribozilasyonun anahtar rolii kanitlanmigtir (5).
Spermatogenik hiicrelerde mevcut olan PARP varligi, muhtemelen bu hiicrelerin

DNA'sinin genomik biitiinliiglinti korumaya yoneliktir.

Oksidatif stres veya inflamasyon gibi ¢esitli patolojik durumlarda PARP
aktivasyonunda artis meydana gelmektedir (6). PARP aktive oldugunda, spesifik
proteinlere 6rnegin, DNA'ya baglanan proteinlere PAR gruplar1 ekleyebilmek i¢in
hiicre icinde NAD" tiiketmektedir. PARP-1'in asir1 aktivasyonu, hiicre i¢inde NAD
ve ATP'nin fazla tiiketimine neden olur ve mitokondriyal membran potansiyeli
azalir. Bunlarin sonucunda hiicre disfonksiyonu gergeklesir ve hiicre 6liime gider (7).
PARP aktivasyonunun hangi mekanizmalar araciligiyla hiicre 6liimiine sebep oldugu
literatlirde hala tartisma konusudur. Bu sebeple birka¢c mekanizma oOnerilmistir.
Bunlar, hiicrenin asir1 enerji tiikketimi ile tetiklenen nekroz ve apopitoz indiikleyen

faktor (AIF) bagimli apoptozdur (8).

Baz1 kars1 goriislere ragmen, tek tarafli spermatik kord torsiyonun karsi
testiste de hemodinamik ve histolojik degisikliklere yol actigi artik kabul
edilmektedir (9). Klinik caligmalarda tek tarafli spermatik kord torsiyonlu olgularinin
uzun sire izlemlerinde, % 25 oraninda infertilite, % 40'tan % 90'a varan oranlarda
anormal semen analizi sonuglariyla karsilagilmistir. Bu durum hasarin yalnizca

torsiyon olan tarafta olmadigini, karsi taraf testisin de olaydan etkilendigini



diisiindiirmektedir. Ozellikle germ hiicrelerinde belirgin hasarlanma kars1 testisin
onemli bulgularindandir. Karsi testis hasarin1 6nlemeye yonelik olarak E vitamini,
pentoksifilin, verapamil, hiperbarik oksijen, steroidler, immun baskilayicilar
kullanilmistir (10). Fakat bu ve benzeri ¢alismalarda elde edilen sonuglar tam tatmin

edici olmamis ve klinik pratige aktarilamamistir.

1996 yilinda yapilan bir klinik ¢caligmada, tek tarafli spermatik kord torsiyonu
sonrasi kars1 testiste programlanmis hiicre 6liimii (PHO) indeksinde artis
saptanmistir. PHO indeksindeki artistan, kan-testis bariyerindeki bozulmayi takiben
dolasima gecen sitokinlerin PHOQ'yii indiiklemelerinin sorumlu olabilecegi one

stiriilmiistiir (11).

PARP inhibitorlerinin, iskemi-reperfiizyon hasari1 sonrasi kullaniliminin pek
cok organda hasar1 azaltigini gosteren c¢alismalar mevcuttur (12). PARP
inhibitorlerinin uygulanmasi, tavsanlarda kalp ve iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon
hasarinda azalmaya, fokal serebral iskemi modelinde beyin infark hacminde
azalmaya, retinada iskemi-reperfiizyon hasarinda azalmaya yol agtig1 gosterilmistir
(13). Testis torsiyonundaki reperfiizyon hasarimi1 azaltmada da PARP inhibitorleri
kullanimi1 arastirilmaya baslanmigtir.  Yapilan calismalarda testiste iskemi-
reperfiizyon hasarinda PARP inhibitorii verilmesi ile erken ve ge¢ donemlerdeki
sonuclar olumlu bulunmustur. Bozlu ve arkadaslar1 detorsiyon 6ncesi verilen PARP
inhibitoriiniin erken ve ge¢ donem iskemi-repefiizyon hasarindaki biyokimyasal
degisiklikleri azalttigin1 gostermislerdir (14). Benzer olarak Kar ve arkadaglart PARP
inhibitoriiniin torsiyon sonrasindaki iskemi-reperfiizyon hasarinda biyokimyasal ve

histopatolojik degisiklikleri azalttigin1 géstermislerdir.

Kar ve arkadaslar1 antioksidan ya da PARP inhibitorii verilerek yapilan
benzer bir ¢cok ¢aligmada iskemi-reperfiizyon hasarinda biyokimyasal parametreleri
degerlendirmis, apopitozisteki artis1 degerlendirmemislerdir. Ayrica testikiiler
torsiyon slireleri ortalama 4 saat tutulmus daha kisa siireli torsiyon durumunda
apopitozis durumu PARP yolagmin etkinligi degerlendirilmemistir. Oksidatif strese
bagli DNA hasar1 seviyesine gore PARP’in hem DNA onarimi hem de tam tersi
olarak apopitoziste gorev aldig diisiiniildiigiinde, kullanilan PARP inhibitorlerinin

normal ya da hafif hasarli hiicrelerde DNA onarimii da bozabilecegi ortaya



cikmaktadir. Ikili etkisi olan PARP’1n iskeminin hangi asamasinda DNA onarimi
yaptig1 ya da apoptozis yoniinde etki gosterdigi agikliga kavusmamustir. Bizim
calismamizda, farkli olarak, deneysel testis torsiyonu sonrasi farkli iskemi
stirelerinde hiicrelerin apopitozise gitme durumlari1 ve bu siireclerde PARP yolaginin
etkin olup olmadigi, etkinlik varsa hangi ydnde oldugunun gosterilmesi
amaclanmistir. Ayni1 zamanda kars1 taraf testiste de farkli iskemi siirelerinde
apopitozis gelisip gelismedigi ve PARP yolagiin etkinliginin aragtirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis
2.1.1. Testisin Anatomisi

Testisler 4-5 cm uzunlugunda, 3 cm genisliginde ve 2.5 cm derinliginde olup
30 ml hacmindedir. Testisler sert bir kapsiille ¢evrili olup bu kapsiil; 1) Tunika
vajinalis 2) Tunika albuginea 3) Tunika vaskulozadan olusur. Testisin posterolateral
ylizeyine epididimis yapisir. Onun altinda tunika albuginea, damarlarin ve
duktuslarin testikiiler kapsiili gegtigi noktada mediastinum testisi olugturmak i¢in
iceri dogru uzanir. Mediastinum testis, testise ait damar ve sinirlerin organa girdigi
yerdir. Tunika albuginea mediastenden sayilar1 200-300 arasinda degisen koni sekilli
lobiilleri olusturmak icin trabekiiler yapida septa radiatalar1 verir. Tiibiilleri
cevreleyen gevsek doku igerisinde testosteron iireten interstisyel (Leydig) hiicreleri
vardir. Lobiillerin tepelerine dogru, seminifer tiibiiller kivrimlarimi kaybedip
diizelirler ve mediastende rete testisi olustururlar. Bu rete testisten, 12-20 adet
duktuli efferentes ¢ikar ve epididim bagina girerler. Her bir lobiilden gelen duktus tek
bir epididim duktusuna drene olur. 6 metre boyunda olan bu kanalin kuyruga dogru
ilerledik¢e ¢ap1 ve kalinhigi artarak duktus defferens meydana gelir (Sekil-1). Vas
deferens epididim kuyruk kismindan ayrilarak i¢ inguinal halkadan karma girer,
ireteri Onden ¢aprazladiktan sonra mesane ve median umblikal ligamentin arkasina
geger. Prostat bezine dokiilmeden once genisleyerek vas ampullay1 yapar, sonra ince

bir yap1 halinde prostat icine dokiiliir (15).
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Sekil 1. Testis epididim ve duktus deferens

(Interactive Atlas of Human Anatomy, illustrated by Frank H. Netter, M.D.)

2.1.2. Testisin Vaskiiler Yapisi

Testis ve epididimin arteriyel kanlanmasi internal spermatik arter,
deferensiyel arter ve eksternal spermatik ya da kremasterik arterlerle saglanir.
Spermatik arter, renal arterin hemen altinda abdominal aortadan c¢ikar, i¢ inguinal
halka tizerinde spermatik kordun bir pargasi olur ve sonugta pleksus pampiniformisi
olusturan venlerin anastomoz agiyla yakin iliski i¢inde bulunur. Ozellikle internal
spermatik arter ile deferensiyel arter arasindaki yogun baglantilar internal spermatik

arterin kesilmesinden sonra bile testisin canliligini devam ettirmesine izin verir.

Testis venlerinin, uygun intratestikiiler arterler ile birlikte seyretmemesi
siktir. Parankimdeki kiigiik venler testisin yiizeyel venlerine ya da rete bolgesine
dogru ilerleyen mediastinuma yakin bir grup ven ig¢ine dokiiliir. Bu iki grup ven
pampiniform pleksusu olusturmak tiizere deferensiyel venler ile birlesir. Sag

testikiiler ven inferior vena kavaya, sol testikiiler ven ise sol renal vene dokiiliir (15).



2.1.3. Testisin Embriyolojisi

Urogenital sistem, ¢dlom boslugunun arka duvarinda dorsal mezenterin her
iki yaninda embriyonun dorsal duvari boyunca uzanan mezodermal kabarikliktan
(intermediate mezoderm) gelisir. Intermediate mezoderm, ¢6lom boslugunun arka
duvarinda, primitif aortanin her iki tarafinda longitudinal mezodermal sislikler olarak
belirir. Bu sisliklere {irogenital kabariklik adi verilir. Urogenital kabarikligin

medialinde ise genital kabariklik bulunur.

Gelisimin altinc1 haftasina kadar genital kabariklik i¢cinde germ hiicreleri
mevcut degildir. Primordial germ hiicreleri altinci haftada genital kabarikliga gelirler.
Bu evrede erkek ve disi gonadlarin birbirinden farklar1 yoktur. Genital kabarikliklar

primordial germ hiicrelerinin indiikleyici etkileri ile over veya testise farklilagirlar.

Eger embriyo erkek ise primordial germ hiicreleri XY kromozomunu tagirlar.
Y kromozomu iizerindeki testis belirleyici faktoriin (TBF) etkisiyle primitif cinsiyet
kordonlar1 ¢ogalmaya devam eder ve bir ag olusturur. Bu agdan testis tubiilleri

meydana gelir.

Dordiincii ayda ise testis kordonlarin uglari rete testis olarak devam eder. Bu
donemde testis kordonlar1 germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden koken alan

Sertoli hiicrelerinden meydana gelmistir.

Testis kordonlar1 arasinda bulunan interstisyel Leydig hiicreleri gestasyonun
sekizinci haftasinda testosteron iiretmeye baglar ve boylece testisler dig genital
organlarin farklilagmasinda rol oynar. Puberteye kadar testis kordonlar1 solid halde

kalir ancak puberteden sonra liimenleri acilarak seminifer tubiilleri olustururlar

Testisin kaudal kutbundan uzanan ekstraselliiler matriksten zengin yogun
mezensimal yapiya gubernakiillum adi verilir. Testis inguinal kanaldan gecerken
gubernakiilumun ekstraabdominal pargasi skrotum tabanina tutunur. Testis karin

icine dogru geliserek, hamileligin 28. haftasinda skrotuma inmektedir (16).



2.1.4. Testisin Histolojisi

Testis, tunika albuginea adi verilen beyaz, sert ve fibr6z bir bag doku ile
sarilidir. Seminifer tubiiller elastik liflerden zengin bag dokusundan yapilmis bazal
membran ile bunun i¢ yliziinii déseyen germinatif epitel ve sertoli hiicreleri bazal
membrana oturmus ve birbirine siki baglarla tutunmustur. Bu hiicrelerin sayisi yasam
boyunca sabit olup c¢ogalma yetenegi olmayan hiicrelerdir. Bazal membran,
peritubiiler kontraktil hiicreler (myoid hiicreler) ve birbirine sikica baglanmis Sertoli
hiicreleri bir arada kan-testis bariyerini olustururlar. Bu bariyer spermatogenetik
hiicrelerin immun sistem hiicreleri ile karsilagsmasini engelleyerek immunolojik
infertiliteyi onler. Insanlarda peritubiiler myoid hiicrelerin primer olarak kontraktil

fonksiyonu oldugu diistintilmektedir.

Sertoli hiicreleri tubiil liimenine dogru filament6z sitoplazmik dallanmalar
gosterirler, germ hiicreleri bu filamentdz dallanmalar arasinda bulunur. Birbirini
izleyen daha ileri evre spermatosit ve spermatidler bu epitelin daha {ist seviyelerinde
yerlesmisken, diferansiye olmamis spermatogonia bazal membranin yakininda yer
alir. Sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin enerji ihtiyacini karsiladiklar gibi, gelisimin
cesitli evrelerinde olusan germ hiicrelerin atiklarini fagosite ederler ve folikiiler
uyarict hormon (FSH) reseptdrleri tasirlar. Ayrica androjen baglayici protein (ABP),
inhibin tretir. Androjen ve Ostrojen katabolizmasini saglar. Salgiladiklar: tiriinlerle

liimen i¢inde spermatogenezi kolaylastirici kimyasal ortam olustururlar.

Seminifer tubiil i¢inde yer alan ikinci 6nemli yap1 ise germ hiicreleridir.
Bunlar bazalden liimene kadar degisik olgunlasma asamalarinda bulunurlar.
Interstisyum ise kan damarlari, lenfatik kanallar, fibroblastik destek hiicreleri,
makrofajlar, mast hiicreleri ve leydig hiicrelerinden meydana gelmistir. Leydig
hiicreleri liiteinizan hormon (LH) etkisi ile kolesterolden testosteron sentezlerler

(17,18).
2.1.5. Spermatogenezis

Spermatogenez, testis seminifer tiibiillerindeki germ hiicrelerinden mitotik ve
mayotik boliinmelerle matiir spermlerin tiretildigi karmasik bir siireci kapsar ve 3

asamada incelenebilir. Proliferasyon fazinda; germ hiicreleri mitoz boliinme ile



cogalarak kendilerinin aynist olan hiicreler olustururlar. Rediiksiyon-boliinme
fazinda; mayoz boliinme ile germ hiicreleri kromozom sayilarin1 23'e indirirler.
Farklilasma fazinda ise; sperm oOnciilii hiicreler (spermatogonya, spermatosit,
spermatid) sperm hiicrelerine doniisiirler. Seminifer tiibiil i¢inde, spermatogenezin
tiim asamalarindaki sperm Onciilii hiicreler bulunur. Farklilagsma fazini tamamlayan
hiicreler seminifer tlibiil liimenine salinirlar. Bu nedenle testisin farkl
boliimlerindeki farkli alanlarda, gelisimin degisik evrelerindeki sperm hiicrelerinin

tiretimi devam eder (Sekil-2) (19,20).
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Sekil 2. Spermatogenezis

(Neas J. F: The cell, embryology atlas, boliim 2)

2.2. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu (TT) ilk defa 1840 yilinda Delasiauve tarafindan
tanimlannustir.  Intrauterin - dénemde, yenidogan (YD) déneminde, puberte
doneminde ve inmemis testisli olgularda TT daha sik olarak goriiliir. YD déneminde
TT’nun fazla goriilmesi, YD’lardaki testosteron diizeylerinin daha yiiksek
olmasindan, puberte doneminde daha sik goriilmesinin nedeni ise; artan testosteron

diizeyine bagli olarak olusan testis elevasyonuna ve rotasyonuna baghdir (21). TT
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yuksek oranda testis dokusunda nekroza neden olmasiyla acil cerrahi girisim
gerektiren bir hastaliktir. Akut skrotum nedeniyle acil servise basvuran 0-17 yaslar

arasindaki hastalarda spermatik kord torsiyonu goriilme insidansi % 35-38 olarak

belirtilmistir (22,23).

Testisler YD’larda ve inmemis testisli olgularda skrotuma fikse degildir.
Bunlarda daha c¢ok ekstravajinal torsiyon denilen ve tiim kordu igeren torsiyon
olusur. Diger etyolojik faktorler ise seksiiel aktivite ve skrotal veya inguinal bolgeye
yonelik akut ya da kronik travmalardir (23). Spematik kord torsiyonun olusmasi ile
beraber testisin vendz doniisii engellenir ve vendz konjesyon olusur. Vendz
konjesyon sonunda testiste hemorajik infark alanlari meydana gelir. Testis 6dem
nedeniyle siser ve bu durum testiste agriya yol acar. Vendz konjesyonun olusmasi ve
testisin sigmesi testiste basing artisina sebep olur. Sonugta arteriyal dolasim da

bozularak testiste iskemik nekroz meydana gelir (24).

Klinik ¢alismalarda 4-6 saatlik TT nun testiste nekrotik degisikliklere neden
oldugu gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise 1 saatlik iskeminin de
spermatogenetik hiicrelerde hasar meydana getirdigi bildirilmistir. Atrofiye yol agan
TT siiresi tartismali olmakla beraber, Ashcraft'a gore 8 saatlik torsiyondan sonra
testis atrofisi gelismektedir. Sol spermatik kord daha uzun oldugu igin, testis

torsiyonu sol testiste daha sik goriiliir (25,26).
TT ekstravajinal ya da intravajinal olabilir.

Ekstravajinal torsiyon: Spermatik kord torsiyonu da denilir. Daha seyrek
olarak olusur. Genellikle intrauterin ve YD doneminde goriiliir. Ekstravajinal
torsiyonda testisin skrotuma baglantis1 zayif oldugundan, testis skrotum iginde
donebilir. Karsi tarafta anatomik bir defekt olmadig i¢in kontralateral eksplorasyon

gerekmez (27).

Intravajinal torsiyon: Can tokmagi (Bell-clapper) deformitesi de denir. YD
doneminden sonraki torsiyonlarin c¢ogunlugunu olusturur. Normalde tunika
vajinalisin testisi kismen sarmasi, epididimin posteriorda skrotuma tutunmasi ve
epididimin testise yapisik olmasi testise hem hareketlilik, hem de kismi bir

stabilizasyon saglamaktadir. Tunika vajinalisin testisi tamamen sardig1 durumlarda
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testis stabil olamamakta ve tunika vajinalis i¢inde donebilmektedir. Bilateral olma

olasilig1 yiiksek oldugu icin kontralateral eksplorasyon yapilmalidir (24,27).
2.2.1. Klinik Bulgular

Yenidoganda spermatik kord torsiyonu dogum dncesi veya dogumdan hemen
sonra goriliir. Fizik muayenede hemiskrotum ddemli ve hiperemik, mavi-siyah bir
renk almig olabilir. Genelde YD déneminde goriilen testis torsiyonunda belirgin bir

hassasiyet izlenmediginden tanm1 genellikle gecikir (28).

TT genellikle testiste, karnin alt kadranlarinda, ya da kasikta ani agr ile
birlikte, bulantt ve kusma ile baslar. TT goriilen adolesanlarin yaklasik 1/3’{inde
intermittan agr1 hikayesi vardir. Genelde normalden yukari yerlesimli, aks1 degismis,
O6demli bir testisin varlig1 torsiyonu diisiindiiriir. Fizik muayenede kars1 testisin de
mutlaka degerlendirilmesi gerekir. Kremasterik refleksin yoklugu spermatik kord
torsiyonu agisindan degerli bir bulgudur. Fizik muayenede o taraf skrotumda
kizariklik, 6dem ve ileri derecede hassasiyet tespit edilir. Testisin yukar1 dogru
kaldirilmas1 vaskiiler okliizyonu ve agriyr arttirir. Buna Prehn bulgusu denir.
Tunikadaki 6dem sivisinin effiizyonundan kaynaklanan reaktif bir hidrosel, fizik

muayene bulgularin1 maskeleyebilir (28,29,30).
2.2.2. Tam

Spermatik kord torsiyonu tanisinda halen en 6nemli yontemler ayrintili 6ykii
ve uygun fizik muayene olarak goriilmektedir. Tanida en Onemli kriter

zamanlamanin uygun yapilmasi ve hasta i¢in gecerli tedavi planin ¢izilmesidir (31).

Tiim hastalarda rutin hemogram ve idrar analizi yapilmalidir. Renkli doppler
ultrasonografisi ile % 90'nin {izerinde dogru tan1 konulabilir. Diger bir tan1 yontemi
ise Tc99m sintigrafisidir. Ancak sintigrafi ile de % 95 oraninda dogru tani
konulabilmektedir. Buna karsilik kiigiik ¢ocuklarda testis boyutlarinin kiigiik olmasi

hem doppler hem de sintigrafinin giivenirliligini azaltmaktadir (31,32).

TT ile en ¢ok karisan epididimoorsitte; testis yukar1 dogru kaldirilinca agri
azalir (Prehn bulgusu negatifligi). Strangiile inguinal herni, akut hidrosel, skrotal

herni kesesinin torsiyonu, idiopatik skrotal 6dem, travmatik hematom, Henoch-
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Schonlein purpurasi, skrotal yag dokusu nekrozu, pyosel, testis tiimorleri ve testisin
l6semik infiltrasyonu ayirict tanida yer alan diger hastaliklardir. Bununla birlikte

tiim ¢ocuklar TT elimine edilinceye kadar, TT varmis gibi tedavi edilmelidir (24,31).
2.2.3. Tedavi

Miimkiin olan en kisa zamanda detorsiyon yapilmasi gerekmektedir. Gerek

hasta ve yakinlarinin ihmali gerekse yanlis tam1 nedeniyle siklikla tedavide
gecikmeye neden olmaktadir. Agrinin baslamasindan sonraki ilk birka¢ saatte
bagvurmus olgularda manuel detorsiyon denenebilir. 1893’de tanimlanan manuel
detorsiyonda islem sag ve sol testis i¢in, daha dnceden belirtilen torsiyon yoniiniin
aksine lokal anestezi ile ya da anestezi olmaksizin elle ¢evrilerek yapilir. Manuel
detorsiyonu takiben bilateral testis fiksasyonu yapilmalidir.
Cerrahi olarak uygulanan detorsiyonda genellikle skrotal girisim tercih edilse de
kimi olgularin etiyolojisinde testis tiimorii olabildigi i¢in bazi iirologlar inguinal
yolu onermektedir. Detorsiyone edilen testis daha sonra septum veya skrotum yan
duvarina 3 noktadan abzorbe olmayan siitiirle fikse edilmelidir. Tespitin yetersiz
oldugunu diislinen bazi aragtirmacilar tunika vajinalis eversiyonunu tekrar torsiyon
olugmasini 6nlemek amaciyla onermislerdir.

Yenidogan doneminde testis torsiyonunda tedavi sekli hakkinda goriis
birligi yoktur. Bu yas grubunda tedavi sec¢imini degerlendirmek i¢in olguyu
postnatal ve prenatal olarak tanimlamak onemlidir. Testis canliliginin olmadigina
dayanarak cerrahi miidahale gerekmedigini diigsiinenlerin aksine hasarli testisin
diger testise etkilerinin engellenmesi adina eksplorasyon onerenler de vardir.
Dogum sonrast akut olarak ortaya c¢ikan torsiyon acil cerrahi eksplorasyonu
gerektirir. Olii testise orsiektomi yapilmasi gerekirken yasam belirtisi varsa
orsiopeksi ile detorsiyonu gerekir. Perinatal donemdeki en yaygin senaryo bebekte
kronik degisiklikler ve 6lii bir testisin bulundugu prenatal torsiyon durumudur. Bu
yenidoganlar anestezi riski degerlendirilmesi yapildiginda kontralateral testis
fiksasyonu yapilarak elektif orsiektomiye gitmelidirler. Testikiiler hacmi ve
pubertal gelisimi degerlendirmek i¢in diizenli takip gerekmektedir ve hormonal
disfonksiyon olmasi beklendiginde endokrinoloji servisine de damisilmalidir

(6rnegin, bilateral torsiyon). Testis torsiyonunda cerrahi girisim sirasinda en 6nemli
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nokta testisin canliligini koruyup korumadigidir. Operasyon sirasinda detorsiyonun
ardindan 10 dakikaya kadar beklenir, testis renginin ag¢ilmasi olumludur.
Intraoperatif olarak intravendz Nafluorosein enjeksiyonu ardindan Wood’s
ultraviole 15181 altinda incelenerek testis canlilifi hakkinda yorum yapilabilir.
Testisin canli olmadigina karar verilir ise orsiektomi yapilir. Ayni seansta protez
yerlestirilebilir. Canli olduguna karar verilen testisler ise fikse edilir. Testis
canliligindan siiphe ediliyorsa karsi testis iizerine zararli etkileri olabilecegi goz
Online alinarak orsiektomi yapilmasi gerektigi one siiriilmektedir. Bazilar ise
spermatik aktivitenin yok olmasina karsin endokrin aktivitenin devami agisindan
testisin korunmasi gerektigini savunmaktadir. Karsi testiste olusan zararlh etkilerin
immunolojik mekanizmalar ile gergeklestigi ve korunmak icin kortizon
uygulanmas1 gerektigini bildiren c¢aligmalar da vardir. Torsiyone testisi olan
hastalarda karsi testiste torsiyon riski bulundugundan detorsiyonu takiben karsi
testise de fiksasyon proflaktik olarak onerilmektedir. Manuel detorsiyonun basari
oranint degerlendiren calismalar ¢eliskili sonuclar icermektedir. Bu yoOntemi
uygulayan klinisyenler manuel detorsiyonun cerrahi yerine gegemeyecegini veya
cerrahiyi geciktiremeyecegini bilmelidirler. Cogu zaman testis ice dogru
burkuldugundan elle detorsiyon karsit yonde yapilmalidir. Spermatik korda yapilan
sinir blogu bu manevray1 kolaylastirabilir ama detorsiyona bagli rahatlamay1 veya
yanlis yonde yapilan manipiilasyona bagli agr1 artisin1 gizleyebilir. Basarili bir
manuel detorsiyonu acil cerrahi eksplorasyonu izlemelidir. Insizyon se¢imi disinda,
yenidogan ve ¢ocuk/yetiskin (intravaginal) donemde goriilen testis torsiyonu igin
yapilan cerrahi tedavi esas olarak aynidir. Yenidogan torsiyonu icin etkilenen tarafa
inguinal insizyon yapilmalidir.

Cerrahi tedavi ile birlikte medikal yardimci yontemler de kullanilabilir. Bir
methylxanthine tlirevi olan pentoksifilin kanin vizkositesini ve platelet
agregasyonunu azaltip unilateral torsiyon sonrasinda her iki testise olan kan
akimini arttirir.  Nitrik oksidin olasilikla kan akiminin regiilasyonu yolu ile
kontralateral testisteki histopatolojik degisimlere karsi koruyucu etkisi oldugu

gosterilmistir (31,33).
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2.2.4. Prognoz

Dort saatlik iskemiden sonra agir Sertoli hiicre hasar1 goriiliirken, Leydig
hiicre hasar1 10-12 saatlik iskemiden sonra ortaya ¢ikar. Torsiyonun siiresi 6 saatten
daha kisa ise testislerin % 85 ile 97’si1, 6-12 saat arasinda ise % 55 ile 85’1, 12-24 saat
arasinda ise % 20 ile 80’1 kurtulur. TT 24 saatten uzun siirerse, kurtulma sansi %

10’nun altindadir (33).
2.2.5. Karsi Taraf Testisin Durumu

Testis torsiyonunda karsi taraf testisin fonksiyonlarinda bozulma tespit
edilmesi bir¢ok aragtirmanin ana konusu haline gelmistir. Bu durum ile ilgili bircok
mekanizma One siiriildiilyse de en ¢ok immiinolojik mekanizma, gizli intermittan
torsiyonlarin varligi, konjenital displazi ve refleks vazokonstruksiyon mekanizmalari

kabul gérmiistiir.

Iskemik hasar kan testis bariyerini bozarak testisten antijenik materyalin
immiin sistemi uyarmasina yol agar. Bu sekilde olusan oto-antikorlar ise saglam olan
karsi taraf testise saldirarak testisin fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilmektedir.
Ratlarda yapilan bir ¢alismada, testis torsiyonu sonrasi orsiektomi ile birlikte anti-
lenfosit globulinlerin verilip splenektominin yapilmasi karsi taraf testiste hasar
olusumunu Onledigi gosterilmistir. Bu durum immiinolojik mekanizmalar1 akla
getirebilir. Bagka bir deneysel ¢alismada ise; steroidler, azathioprine veya siklosporin
gibi immiinosupresanlar kullanilarak karsi taraf testisin korundugu gosterilmistir
(34). Rodriguez ve ark. ise deneysel c¢aligmalarinda karsi taraf testiste germ
hiicrelerinde apoptozis ile birlikte seminifer tiibiillerde fokal hasar tespit etmigler ve
bunun hiicresel ve/veya humoral immiinite ile olustugunu belirtmislerdir (35). James
ve arkadaglarimin yaptiklar1 ¢alismada, tek tarafli spermatik kord torsiyonu
sonrasinda antisperm antikorlarin olusmamasina ragmen, germinal epitelyuma ve
testise karst hem hiimoral hem de hiicresel bir reaksiyon gelistigi gosterilmistir.
Testis torsiyonu olan hastalarda, bagvuru aninda veya takip edilen donemde % O-

11'inde sperm antikorlar1 tespit edilmistir (36).

Kan testis bariyerinde olan bozulmalarin sitokinleri agiga ¢ikararak karsi taraf

testiste apoptozise yol actig1 da diisiinlilmektedir. Cesarano, spermatik damarlari



15

baglanan hayvanlarda bir ay sonra karsi testiste hasar olusmadigini bildirmistir (37).
Bu durum, kars1 tarafta hasar olusmasi i¢in torsiyone testisten, minimalde olsa

sirkiilasyona katilan bir kan akiminin olmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Testis torsiyonu olan hastalarin % 57-88'inde bagvuru aninda karsi taraf testis
biyopsisinde de patoloji saptanmistir. Melikoglu ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada, torsiyon sirasinda karsi testiste de kan akiminda azalma, detorsiyon
sonrasinda ise karsi testis kan akiminda da yeniden artma meydana geldigini

saptamiglardir (38).

Ipsilateral torsiyon sempatik bir afferent stimulus ile refleks olarak karsi
testisin kanlanmasini bozabilecegi diisiiniilmiistiir. Tavsanlarda yapilan bir ¢alismada
deneysel olarak olusturulan torsiyon sonrasi karsi taraf testisin kan akiminda ani ve
giderek kotlilesen bir azalma tespit edilmis ve bu durumun detorsiyon sonrasi
diizeldigi gozlenmistir. Ratlarda yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde
edilerek 2 saat torsiyon sonrasi karsi taraf testis kan akiminda % 43'e kadar bir
azalma oldugu saptanmustir. Azalmis kan akimina bagli gelisen hipoksinin karsi

testis kan akimini azaltabilecegi 6ne siiriilmiistiir (19).
2.3. Apopitoz

Apopitozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile
edilen bir hiicre O6limidiir. Cok hiicreli organizmalarda da gelisimsel olarak
istenmeyen hiicrelerin eliminasyonu programlanmig hiicre oliimii ile gercgeklesir.
Apopitozis ve mitoz dokuda siirekli bir denge halindedir. Belirli bir dokuda hiicre
proliferasyonu mitozla, o dokuda olmasi1 gereken hiicre sayis1 da apopitozis ile

belirlenir (39,40).

Apopitozis, hiicrede yarattig1 degisikliklerle nekrozun bir pargasiymis gibi
algilansa da nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢dziiniir, plazma
zan yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecgerek inflamasyona neden olur.
Apopitozis sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz. Apopitozisin ger¢eklesmesi igin
yiiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢i ATP seviyesi hiicrenin apopitozis

veya nekroz ile dlecegine yon verir. Bu da mitokondrinin 6nemini apopitozisin erken
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fazinda gosterir. Eger hiicre ciddi olarak yaralanirsa apopitotik yol i¢in gerekli olan

enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile 6lecektir (39,40,41).
2.3.1. Apopitoziste Morfolojik Degisiklikler

Hiicre Biiziilmesi: Sitoplazmast daha yogundur ve bu yiizden organeller
kalabalik goriiniir. Komsu hiicreye gore daha kiiciiktiir. Endoplazmik retikulum

disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur. Hiicre zar1 saglamdir.

Kromatin Yogunlasmasi: Cekirdek apopitoziste odak noktasidir ve genellikle

biizlisiir. Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar halinde bir araya toplanir.

Apopitotik  Cisimlerin ~ Olusmasi:  Hiicrede Once yiizeye dogru
tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma pargaciklar1 igeren ve siki
bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apopitotik cisimlere doniisiir

(39,42).
2.3.2. Apopitoziste Biyokimyasal Degisiklikler

DNA Fragmantasyonu: Hedef proteinlerden biri olan DNA, endoniikleaz ile
capraz bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi
serbestlestirirler. Cekirdek igine giren Ca+> Mg+ bagimli endoniikleaz, DNA
kiriklart olusturur (43).

Hiicre Iskeletinin Yikilmasi: Kaspazlarin aktiflestirdigi bir baska protein ise
hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini yikan proteindir. Aktin

filamanlarinin yikimi ile hiicre normal seklini kaybeder (44).

Hiicre Membram Degisiklikleri: Apopitozise ugrayan hiicrenin komsu
hiicrelerle iliskisi kesilir. Hiicre yiizeyindeki mikrovillusler ve diger hiicrelerle
yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre ylizeyi yuvarlaklasir. Kaspazlarin

etkisiyle hiicre zariin asimetrisi bozulur.

Bu membran degisiklikleri apopitotik hiicrelerin ¢evre fagositler tarafindan
fark edilip fagositozlarin1 saglar. Apopitotik cisimler ¢evredeki parenkim hiicreleri

ve fagositler tarafindan fagosite edilerek dokulardan temizlenirler (43,44).
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2.3.3. Apopitozis Mekanizmalari

Apopitozis, ekstrensek ve intrensek olmak {izere iki mekanizma ile

gercgeklesir.
2.3.3.1. Ekstrensek / Reseptor Aracih Yol

Apopitozisin dis yolu Timdr Nekroz Faktor (TNF) ailesi hiicre ylizey
reseptorlerinin ligantlar yolu ile aktive edilmesi ile uyarilir (Sekil 3). Hiicre dlimiinii
diizenleyen mekanizmalarin belki de en iyi anlasilmis Ornegi sitokine bagl dis
apopitozis yoludur. TNF-a, TNF ile iligkili apopitozis uyarici ligantlar (TRAIL) ve
Fas ligantlari, baz1 malign ve normal hiicrelerde kendilerine 6zgii reseptorlerle

birleserek 6liime neden olurlar (42).

Bu proteinlerin hiicre dis1 kisimlar1 ligant baglanmasi i¢in Onemlidir.
Sitoplazmik kisimlarinda kismen korunmus olan bir 6liim bdlgesi (DD) bulunur. Bu
bolgeler sitoplazmik sinyal proteinlerinin baglanarak apopitozisin basladig: yerlerdir.
Ligandlar baglandiginda Timo6r Nekroz Faktor Reseptorii (TNFR) ya da Fas
molekiilii kompleks olusturur. Reseptorlerin sitoplazmik kisimlari, adaptor proteinler
ve proteazlar Oliimii baglatan sinyalleme kompleksini (DISC) olustururlar.
Reseptoriin - uyarilmasiyla aktive olan bu trimer proteinler prokaspas-8 in
aktivasyonuyla apopitozu uyarirlar. Aktive kaspas-8 diger kaspaslar1 uyararak

apopitozu baslatir (sekil 3) (45).
2.3.3.2. intrensek / Mitokondrial Yol

Mitokondri apopitoziste 6liim programini aktive eden birkac faktor salar. Bu
faktorlerden en 6nemlisi Sitokrom ¢ (Cyt-c) ve AIF (Apopitozis indiikleyici faktor)
dir. DNA da hasar olugmasi p53°ii aktive eder. P53 hiicresel duruma gore hiicre
dongiisiiniin  kontrolii, DNA tamiri ve apopitozda gorev alir. Bcl-2 ailesi
denetimindeki mitokondriden salinan sitokrom c sitozoldeki Apaf-1 ve prokaspas-9
ile birleserek apopitozomu olusturur. Kaspas-9 aktifleserek kaspas kaskadini

etkinlestirir. Kaspas-3 {in aktive olmasiylada apopitozis baslar (Sekil 3) (42,46).
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Sekil 3. Ekstrensek ve intrensek yol kaspaz bagimli hiicre 6limii (47).

2.3.4. Apopitozis Regiilatorleri

Apopitozisi diizenleyen genler cmyc, p53 ve bcl-2 olarak bilinir ve {irettikleri
proteinler ayn1 adi alir. Apopitozisi baskilayan (anti-apopitotik) ya da indiikleyen
(pro-apopitotik) proteinler vardir. P53, Bcl-2 ailesi, apopitozis baskilayic1 faktor
(IAP), Kaspazlar gibi protein aileleri apopitozis regiilatorleridir (44).

2.3.4.1. P53

Anti-apopitotik 6zellikte, 393 aminoasitli bir proteindir ve cevresel sartlara,
hiicresel duruma gore hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA tamiri ve sentezi, hiicre
farklilagsmasi, genomik sekillenme ve programli hiicre 6liimiinde gorev alir. Genom

hasar1 biiyiik boyutlarda ise hiicre programli hiicre 6liimiine girer (42).
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2.3.4.2. BCL-2 Ailesi Proteinleri

Bcl-2 ailesi apopitotik kaskadin kontroliinde en énemli gruptur. Bcl-2 ailesi
proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve Bcl-2 giiglii bir 61iim inhibitoriidiir. Bel-2 ile

ilgili proteinler yapisal ve fonksiyonlarina gore 3 grupta toplanir (46):
= Bax alt grubu; Hepsi proapopitotiktir. Bax ve Bak'dan olusur
= Bik alt grubu; Proapopitotik Bik, Bid ve Bim'den olusur.

= Bcl-2 alt grubu; Hepsinin antiapopitotik aktivitesi vardir. Bel-2, Bel-XL

ve Bel-w'den olusur, mitokondri membraninda bulunur (43).
2.3.4.3. IAF Ailesi Proteinleri

Anti-apopitotik protein ailesindendir ve bunlar programlanmis hiicre
Olimiintin negatif diizenleyicileridir. Bunlarin c¢ogu hiicre Oliimiini Kaspaz-3,
Kaspaz-7 ve Kaspaz-9'a direkt olarak baglanip onlar1 inhibe ederek gerceklestirirler
(42).

2.3.4.4. Kaspazlar

Kaspaz, sistein aspartatik asit proteazlar olarak bilinir ve birbirleriyle
homolog biiyiik protein ailesidir. Kaspazlar, proteolitik yariklanmasiyla aktiflesen
inaktif graniiller olarak {iretilir. Kaspaz kaskadini baslatan kaspaz-3, -6 ve -7'dir.
Apopitozis mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir. Bunlar: Oliim reseptorleri,
adaptdr proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar). Oliim reseptdrleri; TNF
(Tumour Necrosis Factor) reseptor gen ailesine aittir. Bu reseptor polipeptidlerin
sitoplazmik boliimleri, 6liim alan1 (Death Domain) ad1 verilen bir aminoasit dizisini
igerir ve adaptdr proteinlere baglanirlar. TNF siiperfamilyasit es zamanli olarak
birbirinden bagimsiz iki etkiye sebep olabilmektedir. Kaspaz 2 ve 8 araciligi ile ya
da NFgB ve AP-1 gibi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek apoptozisin
baslamasini saglarlar. Bilinen alt1 tane 6liim reseptorii (CD95 (APO-1/Fas), TRAIL
(TNFRelated Apoptosis-Inducing Ligand)-R1, TRAILR2, TNF-R1, DR3, DRS5 ve
DR6) vardir. Adaptdr proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara
baglanip onlar1 aktive ederler. Bu reseptorlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptorii-1

(TNFR1) ve Fas (CD95), karacigerde bol miktarda bulunur. Immiinohistokimyasal
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analizler ile iireme hiicrelerinin spermatosit alt gruplarinda FAS ve DRS
lokalizasyonu gdsterilmistir (48). Fas'in etkisiyle kaspaz dizisi aktive olur ve
kaspazla aktive olan DNaz (caspaseactivated DNase; CAD) aracilifi ile DNA
yikimma neden olur. Memeli hiicrelerinde sistein proteaz ailesinden olan
kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve sitoplazmada inaktif prokiirsorler
olarak bulunur. Diger adi ile ICE proteazlardir ve bir proteaz aktivasyon dizisi
(selalesi) baslatarak sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol almaktadirlar. Bu sirada
niikleazlarin da aktivasyonu ile DNA pargalanmasi ve RNA degradasyonu
gergeklesmektedir. Sitokrom c¢’nin sitoplazma i¢ine salinmasi ile apopitozun son
basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Inflamasyonu
uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanimlanan ICE, prokaspaz-1 olarak
adlandirilmaktadir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlar1 aktive
ederler. Kaspazlar; sitokin {iretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1,4,5,13),
proteolizisin baslaticilar1 (kaspaz 2, 8-10) ya da uygulayicilar (kaspaz 3,6,7) olarak
siniflandirilirlar. Oliim sinyali veren baslatici kaspazlar, adaptdre baglanirlar ve
Olime yonlendirirler ama Oliimii gerceklestirmezler bunu yapacak olanlar
aktiflestirirler. Oliimii gergeklestiren uygulayici kaspazlardir. Uygulayici kaspazlar,
baslatic1 kaspazlarin akigini aktive ederler. Apoptotik programin merkezi bileseni
kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye 6zgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP)
uygulayict kaspazlari inhibe ederek apopitozu engelledigi gdsterilmistir. Ayrica
IAP (Inhibitors of Apoptosis) ailesinin kaspazlardan ayri olarak, transkripsiyon
faktorlerin modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak apopitozu
inhibe ettigi bilinmektedir. Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan
bolgelerden keser, bu nedenle c-asp-ases adinm1 almiglardir. Boylece kaspazlarin
kisith proteolizisi nedeniyle, hiicrede lizis olusmaz, bunun yerine apopitotik

cisimcikler olusur (49).



Tablo 1. Apopitozun molekiiler diizenlenmesi
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Bcl-2 ailesi

Antiapqpitotik Proapopitotik Kaspaz ailesi Apopi‘Foz inhibitor gl?rléqs%rr
proteinler proteinler proteinler (AIP) Ailesi
Bcl-2 Bax Apopitoz "baglaticilar" : NAIP pS3
kaspaz -2, -8, -9, -10 SMN p63
p73
Bcel-xj Bak Apopitoz "cellatlar" : AlIP1
kaspaz-3, -6, -7
Sitokin islemciler: kaspaz -
1,-4,-5,-11,-12,-14
Boo Bcel-xs AlIP2
Bad XAIP
Bid
Bik

2.4. Testiste Oksidatif Stres

Oksidatif stresin kaynagini olusturan oksijen, hiicrede enerji {iretim
stireclerinde kullanilan en 6nemli molekiildiir. Serbest oksijen radikalleri ise enerji
tiretim siireclerinin dogal bir yan {irtinii olup, yliksek diizeyde reaktif ve potansiyel
olarak zararli maddelerdir. Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA'ya, proteinlere ve
lipidlere saldirarak zarar vermektedir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden
korunmak i¢in hiicreler bunlar1 nétralize eden antioksidanlar iiretmektedir. Serbest
radikallerin olusum hiz1 ve bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hizi
arasinda bir denge bulunmasi beklenir. Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz
etkilerinden korunmus olur. Eger bu denge serbest radikaller lehine bozulursa, yani

yapimdan daha yavas nétralize edilirlerse, hiicrede serbest radikallerin miktar1 artar

(19,50).

Spermatogenez saniyede 1000 adet sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve
aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siiregtir. Bu siirecte meydana gelen hiicre
boliinmesi, germinal epitel tarafindan yliksek oranda mitokondriyel oksijen tiikketimi
oldugunu gostermektedir. Ayrica; testisteki zayif vaskiilarizasyon, dokuda oksijen
durumunun diisiik ve bu diisiik oksijen miktar1 i¢in olan rekabetin oldukca siddetli
olmasina neden olmaktadir. Testikiiler mikrogevredeki diisiik oksijen miktarina ek
olarak, fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)

olusturan sistemlerin varligi nedeniyle testis oksidatif strese karsi hassas hale




22

gelmektedir. Dolayisiyla, hem spermatogenez hem de Leydig hiicresi steroidogenezi
oksidatif stresle hasar gormektedir. Testis bu tehlikeyi onlemek i¢in; hem enzimatik
hem de non-enzimatik 6gelerden olusan antioksidan sistemleri devreye sokmaktadir

(51,52).

Testis; steroidogenez ve sperm iiretimini desteklemek amaci ile antioksidan
acidan korunmasina ragmen, bazi endojen ve ekzojen faktorler bu savunmayi alt tist
edilebilmekte ve oksidan-antioksidan denge bozularak oksidatif stres meydana

gelmektedir (53,54).
2.5. Poli ADP-Ribozilasyon

Okaryotlardaki poli ADP riboz polimeraz (PARP) aktivitesine ilgi, Sidney
Shall ve ekibi tarafindan bir salyangoz (Physarum polycephalum) tiiriinde polimerize
edici aktivitenin karakterize edilmesiyle baslamistir. Riboz-riboz baglarini ayiran
enzim olan poli ADP riboz glikohidrolaz (PARG), 1971'de Masanao Miwa ve
Takashi Sugimura tarafindan kesfedilmistir, ancak poli ADP-riboz'un dallanmis

yapisini tanimlamak ¢ok daha fazla zaman almistir (55).

Poli ADP ribozilasyonun DNA tamirinde rol aldigmnin ilk kanit1 80'li yillarin
basinda, PARP'1n en etkili inhibitorii olan 3-aminobenzamid (3-ABA) ile muamele
edilen hiicrelerin DNA hasar1 ajanlarina kars1 hassas hale geldigi gosterilerek ortaya

cikmustir (56).

PARP, reaktif oksijen molekiilleri gibi genotoksik ajanlarin olusturdugu DNA
iplik kiriklarmin tespit edilmesinde onemli bir niikleer enzimdir. Testikiiler germ
hiicrelerinde PARP’in baz eksizyon tamirindeki rolii 6zellikle iyi arastirilmistir.
Hafif genotoksik zarar PARP aktivasyonunu indiikleyerek, DNA tamirini ve
hiicrenin canli kalmasini kolaylastirmaktadir. Orta derecede hiicre hasarinda, tamir
edilemez derecede DNA hasar1 bulunan hiicreler apopitoz yolagi aktive edilerek
elimine edilmektedir. Siddetli DNA hasarinin oldugu durumda ise, PARP asir1 aktive
olmakta ve hiicre i¢i enerji metabolizmasinm1 c¢okerterek hiicreyi nekroza

stiriklemektedir (57).

Erkek germ hiicreleri ¢esitli eksojen ve endojen genotoksik ajanlara maruz

kalmaktadir. Endojen ajanlar hiicrelerin metabolik aktiviteleri sirasinda orataya ¢ikan
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reaktif oksijen ve nitrojen tiirleridir. Cesitli ¢evresel faktorlerin dahil oldugu eksojen
ajanlar genomik DNA hasar1 olusturabilirler. Bu genotoksik ajanlar; DNA—protein
capraz baglarinda, ¢apraz baglarin arasinda ve i¢inde hasarlar, baz hasari, DNA tek
iplik kiriklar, ¢ift iplik kiriklar1 gibi farkli DNA lezyonlar1 yapabilirler. Bunca ¢esitli
DNA defektine karsilik Okaryotik hiicrelerin etkili DNA tamir yolaklar1 vardir.
PARP gibi bazi proteinler birden fazla DNA tamir yolaklarina katilirlar (57).

PARP’in DNA tamirinde iyi tanimlanan rolii oldugu gibi ayni zamanda
kaspas bagimli ve kaspaz bagimsiz AIF aracilikli apopitoziste de gorev almaktadur.
Apopitozis esnasinda ¢ok sayidaki DNA kiriklar1 PARP aktivasyonuna onciiliik eder.
PARP oksidatif DNA hasarina cevaben aktive olur ve hiicresel enerji havuzunu
tiketir. PARP’1in fazla aktive olmast PARP’in substrati olan NAD’1 tiiketir.
Glikolizis, elektron transportu ve ATP olusumu yavaslar. Sonu¢ olarak farklh
proinflamatuar yolaklarin upregiilasyonunda oldugu gibi fonksiyonel bozulma veya

hiicre oliimii olur (57).
2.5.1. Poli ADP Ribozilasyon Mekanizmasi

Poli ADP ribozilasyon, poli ADP riboz polimerazlar (PARP) olarak bilinen
bir enzim ailesi tarafindan katalizlenen ve dkaryotik hiicrelerde bulunan proteinlerin
en etkili post-translasyonel modifikasyonudur. Insan genomunda PARP ailesi
tiyelerini olusturan 18 farkli gen tanimlanmistir (58). Poli ADP Ribozilasyon
metabolizmasi, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi, transkripsiyonal
regiilasyon, sentromer fonksiyonu ve mitotik ig olusumu, sentrozomal fonksiyon,
telomer dinamikleri, apopitoz ve nekroz gibi biyolojik olaylarda ve siiregte rol
oynamaktadir (19,58). Poli ADP ribozilasyon, NAD bagimli bir enzim olan PARP'lar
tarafindan katalizlenen ve DNA zincir kiriklan ile aktive olan hizli bir hiicresel
cevaptir (59). PARP enzim ailesi, substrat olarak kullandigi nikotinamid
diniikleotitten (NAD-+) '"nikotinamid" kismin1 koparip, kalan ADP riboz
molekiillerini birlestirerek poli ADP riboz (PAR) polimerlerini sentezlemektedir
(Sekil 4). Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinin biiyiik ¢ogunlugunda koenzim
olarak gdrev yaptigi bilinen NAD+/NADH biyomolekiilleri ¢ok yonli kullanilmakta

ve ¢esitli ADP-ribozil transfer reaksiyonlarinda substrat olarak gérev yapmaktadir.
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Sekil 4. Poli ADP riboz sentezi (19).

Poli ADP ribozilasyon mekanizmasi, iyonize radyasyon, alkile ajanlar ve
oksidanlar tarafindan indiiklenen DNA hasarina en hizli hiicresel yaniti vermektedir.
DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin varliginda poli ADP ribozilasyon c¢ok nadir
gerceklesen bir olaydir. Ancak; DNA hasar1 100 kat artarsa bu mekanizmanin
aktivitesi de artmaktadir. Bu kosullar altinda poli ADP riboz'un yaklasik % 904
PARP-1 tarafindan sentezlenmektedir. PARP-1 normalde hiicrelerde ekspre

edilmektedir, ancak DNA zincir kiriklartyla aktive olarak ekspresyonu artmaktadir.

DNA hasar1 olustugunda aktive olan bu hiicresel yanitta, PARP'lar NAD+'1n
nikotinamid ve riboz arasindaki glikozidik baglarin1 parcalayarak, "hedef
proteinlerin" glutamik asit, aspartik asit ve lizin rezidiilerine ADP-riboz iinitelerinin

kovalent olarak eklenmesini (modifikasyonu) gergeklestirmektedir (19,60).

Boylece, olusan DNA hasar1 tamir edilmektedir. Bu mekanizma fizyolojik
durumda normal bir sekilde calisirken, asir1 DNA hasarimin meydana geldigi
durumlarda, PARP’1n da asir1 aktivasyonuyla normalden fazla NAD tiiketilmektedir.
Dolayisiyla, hiicrenin enerji metabolizmasinda ¢okiise neden olan bu durum ayni

zamanda hiicreyi apopitoz ve nekroz gibi ¢esitli 6liim yolaklarina siiriiklemektedir

(19).
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2.5.2. PARP Siiper Ailesi

PARP ailesi, PARP imzas1 olarak rol oynayan 50 aminoasit rezidiisiinden
yapilmis olan korunmus katalitik bolgesi ile 18 homologdan (PARP 1-18) meydana
gelmektedir. Bu bolgede PAR zincirleri baglatilir, uzatilir ve zincirlerin dallanmasi
olusabilir. PARP, DNA baz ekzisyon tamiri, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu
gibi bir cok genomik islemlere dahil olan, ayn1 zamanda DNA dizi kiriklarina cevap
vermek i¢in substrat olarak kullandigi NAD molekiiliinden poli (ADP-riboz)'u
sentezler (61). PARP ailesinin biitiin iiyelerinin yap1 ve fonksiyonlarini anlamak i¢in
yapilan ¢aligsmalar olsa da, en ¢gok PARP-1 enzimi iizerinde ¢alisilmaktadir. PARP-2,
PARP-3, PARP-4 (vPARP), PARP-5a (tankiraz-1) ve PARP-5b (tankiraz-2) gibi
diger PARP enzimleriyle ilgili calismalara kiyasla en ¢ok g¢alisilan protein olan
PARP-1 enziminin bir¢ok dokudaki varligi kanitlanarak, poli ADP ribozilasyon

mekanizmasinin % 90'mi ylriittiigii bilinmektedir (19,60).
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Sekil 5. PARP';m yapisal bolgeleri ve ayrilmis olan pargalari (57).
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A) DNA baglayici bolgesi, nukleozom baglanmasi ve niiklear lokalizasyon
segmenti (NLS) i¢in ¢inko parmaklar (F1-F3) igerir; otomodifikasyon bolgesi Lizin
amino asidi ile baglanmasi araciligtyla ADP riboz (ADPR) polimerlerinin
eklenmesinden sorumludur ve katalitik bolge PARP imzasi ve PARP enzimatik

aktivitesine sahiptir.
B) Uzerinde ayrilma bolgesi ile tam boy PARP molekiilii.

C) Kaspaz tarafindan PARP'1n pargalara ayrilmasi (61).

2.5.2.1. PARP-1 Proteini

Automodification domain

parr-1 N dzF Hzen Hnes I Bret H ‘ ‘ Rt ¢
Modlule A B C D E F T_ MTQ
PARP-2 -l'mm N 85

PARP-3

B SN N §5
tvrane LBRCT -SSR vit [tv Hvwa H sha Hmve-eo|

Tankyrase

(PANP.Ea) [HPS H 24 ankyrin HsA AN -

Tankyrase-2

e iy [ 24 ankyrin Hsa PRS-

Sekil 6. PARP protein ailesi liyelerinin yapisal organizasyonu.

BRCT, BRCA1 C-Terminal; DBD, DNA-baglanma domeyni; HPS, His-Pro-Ser'den
zengin domeyn; MVP-BD, majér Vault baglanma domeyni; VIT, vault protein interalfa-
tripsin domeyni; VWA, von Willebrand faktdér tip A domeyni; ZF, ¢inko parmak; TM,
transmembran domeyni; SAM, steril a-modiilii; SH3, src homolojibodlgesi (19).

PARP-1 yiiksek oranda korunmus niikleer bir proteindir. Yapisinda A'dan
F'ye modiil olarak ayrilabilen karakteristik 3 domeyn tasimaktadir (Sekil 6). Bu
bolgeler; N terminal ucunda yer alan 42 kDa'luk "DNA baglayici domeyni",
merkezde bulunan 16 kDa'luk "Otomodifikasyon domeyni" ve C terminal ucunda yer

alan 55 kDa'luk "Katalitik domeyni"dir (60).
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PARP-1'in DNA baglayic1t domeyni, yapisinda bulunan 2 ¢inko parmak yapisi
sayesinde tekli yada ¢iftli DNA zincir kiriklarina yiiksek afinite goOstererek
baglanmaktadir. PARP-1'in otomodifikasyon domeyni "glutamik asit rezidiileri"nce
zengindir. Bu rezidiiler poli ADP ribozilasyonun gerceklestigi esas yerlerdir. 55
kDa'luk C-terminal katalitik domeyn, NAD+ baglanma, ADP-ribozil transferi ve

dallanma reaksiyonlar1 i¢in gerekli rezidiileri icermektedir (19,60).

PARP-1 normalde ekspre oldugunda, iyonize radyasyon, alkile ajanlar ve
oksidanlar tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi en uygun ve etkili hiicresel
yanit olan poli ADP ribozilasyonu gerceklestirmektedir. PARP-1'in etkilesimde
bulundugu bazi ortaklar1 arasinda, PARP-2 ve PARP-3 gibi PARP ailesinin diger
iyeleri de bulunabilmektedir (62).

2.5.2.2. PARP Ailesinin Diger Uyeleri

Farkli hiicre hatlariyla yapilan arastirmalar sonucunda 4 yeni PARP daha
tanimlanmistir. Bunlar; PARP-2, PARP-3, PARP-4 (vPARP) ve PARP-5
(Tankiraz)'dir. Sasirtici olarak, bu proteinler arasindaki homoloji PARP-1'in C-
terminal bolgesinin yarisiyla sinirlidir ve bu bolgeye ayni1 zamanda "PARP homoloji

domeyni" de denmektedir (63).

PARP-2'nin katalitik domeyni PARP-1 ile %69 benzerlik gostermektedir.
PARP-2, PARP-1 ile etkilesim halindedir. SSBR (single strand base repair) ve BER
(base excision repair) gibi DNA kirik tamiri iligkili yolaklarda rolleri vardir. PARP-1
ve PARP-2, kinetokor yapis1 ve mitotik ig kontrol noktalarindan sorumlu proteinlerle

de etkilesmektedirler (64).

DNA hasarina karst olusturulan hiicresel yanitta PARP-2'nin rolii, PARP-2
geni susturulmus fare modellerinin olusturulmasi sayesinde arastirilmistir. Bu
modele, alkile edici ajan olarak N-metil N-nitroziire (MNU) verilmis ve PARP-2
bulunmayan hiicrelerde DNA zincir kiriklarinin ortaya ¢iktig1 gozlenmistir. Bu sonug
PARP-1 bulunmayan farelerde gézlenen sonucla aynidir. Boylece PARP-2, ADP
riboz polimerleri sentezlemek i¢in az kapasiteye sahip olmasina ragmen, SSBR

yolaklarinda aktif bir oyuncudur (19,59).
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PARP-3, hiicre siklusu boyunca kardes sentriollerde yerlesen sentrozomun 6z
(core) bileseni olarak tanimlanmistir. Biitlin PARP'lar i¢inde, sadece 54 rezidiisi
bulunan, en kiiciik N-terminal domeyni iceren ve sentrozomal lokalizasyondan
sorumlu tek protein PARP-3'tiir. PARP inhibitdrii 3-ABA ile kesinlikle inhibe
edilememektedir (19,65).

PARP-4 (vVPARP), bu enzim PARP siiper ailesinin 192,6 kDa'luk en biiyiik
tiyesidir ve "vault" partikiillerle iligkili oldugu kesfedilmistir. PARP-4, major vault
protein (MVP) ve telomeraz iliskili protein (TEP-1) olarak bilinen ve evrimsel olarak
yiiksek oranda korunmus olan iki proteinle ve transle edilmemis VRNA (vault RNA)
ile iliskili, sitoplazmik bir riboniikleoprotein (RNP) kompleksidir. Bu alisilmamis
partikiillerin fonksiyonu bilinmemektedir. Ancak, hiicresel tasimada rolleri
olabilecegi diistiniilmektedir. PARP-4 ayn1 zamanda niikleer porlarda lokalizedir ve

mitoz sirasinda mitotik ig ile iligkilidir (66).

Tankiraz-1 (TRF1-etkilesimli, ankyrin-iliskili ADP-riboz polimeraz),
(PARP-52a), insan telomerik proteini TRF-1'in ortagi olarak tanimlanmigtir. PARP
enzimatik aktivitesine sahip olan ve PARP-1 ile homoloji gdsteren en kiiciik

domeyni icermektedir (67).

Diger bir Tankiraz (PARP-5b veya Tankiraz-2) daha 6nceden kesfedilen
ayr1 bir gen ile kodlanmaktadir. Bu proteinin sekansi, Tankiraz-1 ile % 85 benzerlik
gostermektedir ancak HPS motifi bulunmamaktadir. Tankiraz-1 ve -2; telomer

homeostaz1 ve artan vezikiil aligverisini diizenlemektedir. (59,62).
2.5.2.3. Poli ADP Riboz Glikohidrolaz (PARG)

ADP riboz polimerlerinin sentezini katalizleyen farkli enzimleri kodlayan
baz1 genler bilinse de, ADP riboz polimerlerinin serbest ADP riboz'a hidrolizini
katalizleyen enzimi kodlayan tek bir gen vardir: PARG geni. PARG, hem glikozidik
hem de ekzoglikozidik aktiviteye sahip olan bir enzimdir ve ADP riboz
polimerlerinin serbest ADP riboz'a hidrolizini katalize ettigi bilinen tek proteindir.
PARG, apopitoz sirasinda 6nemi olan kullanilan kaspaz-3 yariklanma bolgesini de
icermektedir. Sonug¢ olarak; ADP riboz molekiilleri PARP ve PARG'nin birlikte

etkisi ile canli hiicrelerdeki dinamik dongiisiine devam etmektedir (59,60).



29

2.5.3. Poli ADP-Ribozilasyonun Biyolojik Fonksiyonlar:

Poli ADP ribozilasyonun biyolojik fonksiyonlar1 dokuz ana baslik altinda
Ozetlenebilir:

1. DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi,

2. Transkripsiyonun diizenlenmesi,

3. Apopitozdaki rolii,

4. Hiicre i¢i asir1 NAD+ tiiketimi sonucunda nekrotik hiicre olimii ve

patolojik durumlardaki roli,
5. Sentromer fonksiyonlarimin diizenlenmesi,
6. Telomer uzunlugunun diizenlenmesi,
7. Protein degredasyonunun diizenlenmesi,
8. Sentrozomal fonksiyon,

9. Endozomal vezikiil aligveriginin diizenlenmesi (60).
2.5.3.1. DNA Tamiri ve Genomik Stabilitenin Korunmasi

PARP enzimlerin katalitik birincil islevi ADP-riboz gruplarini aspartat ve
karboksi-terminal lizin protein rezidiilerine transfer etmektir. PARP 200 kadar ADP
riboz gruplarinin eklenmesi ile dogrusal veya dallanmis sekilde alici proteinlerin a.a

dizilerini uzatabilirler (68).

PARP"'!m en 6nemli rolii, 6zellikle tek dizi kiriklarinin ¢6ziimiinde oldugu gibi
DNA tamir kapasitesidir. PARP 1 ve 2'min baz ekzisyon tamirinde fonksiyonel
oldugu gosterilmistir. PARP-1/PARP-2 DNA kiriklar ile aktive olur ve diger ana
DNA tamir proteinleri ve DNA baglayici proteinler ile birlikte hasarli DNA dizisini
tamir etmek ic¢in etkilesim icindedir. DNA hasariin erken evresinde sicaklik sok

proteini, PAR olusumu i¢in ek etkinlestirme saglayabilir (69,70).

PARP sadece DNA hasar onariminda sinyal yolaginin bir pargasi olarak
gbrev yapmaz, onarmm siirecine de dahil olur. Ozellikle PARP-1'in DNA kirik

uclarina baglanmasi, nukleazlar tarafindan yikilmasini engelleyebilir (71).
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Son zamanlarda ortaya konulan bir model, DNA hasar onarimimna PARP'in
katiliminin feedback mekanizmalar tarafindan diizenlendigini ileri siirmektedir (72).
PARP-1 ilk olarak DNA kirik bolgesi icin gereklidir ve DNA baglayici etki alani
araciligiyla bu bolgeye baglanir. PARP molekiillerinin birikimi daha sonra diger
tamir faktorlerini biraraya toplayan bir sinyal yaratir ve PARP'In pozitif feedback
mekanizmasini bi¢gimlendirir. PARP faaliyeti, hiicre 6liimiinii ve agir1 PAR birikimini

engelleyen negatif feedback mekanizmasina neden olur (73).

Yapilan son ¢alismalar bazi yeni ve ilgi ¢ekici goriisler de ortaya ¢ikarmistir.
PARP-1, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi ve prematiir yaglanmadan
sorumlu protein olan Werner Sendromu proteininin etkilesim ortagr olarak
bilinmektedir. Son zamanlarda, PARP-1'in Werner Sendromu proteininin hem
ekzonilikleaz hem de helikaz aktivitesini diizenledigi gosterilmis ve PARP-1

etkisindeki olas1t mekanizma ortaya konmustur (74,75).

One siiriilen bir diger senaryo ise, poli ADP riboz'un pirofosforolitik
yariklanmasindan elde edilen ATP'nin, BER siirecinde DNA ligasyon basamaklari
icin kullanilmasidir. Bu nedenle canli hiicrelerde meydana gelen BER'in kisa-parcali
ve uzun-pargalit yolaklar arasinda verdigi kararin, ATP'nin varlifina bagli oldugu
ortaya c¢ikmaktadir. Enerji a¢lhiginin oldugu durumlarda uzun-parcali yolak tercih
edilmesinin sebebi, bu yolagin poli ADP riboz'dan ATP olusumunun artmasini
saglamasidir. Dolayisiyla, DNA hasar1 indiiklii poli ADP ribozilasyon, BER'in klasik
roliiniin 6tesinde bir durum sergilemektedir. PARP-1 ayrica, pS3'ten bagimsiz olarak

¢ift zincir kiriklarinin tamirini de diizenlemektedir (76).
2.5.3.2. Transkripsiyonun Diizenlenmesi

Poli ADP ribozilasyonun, kromatin yeniden modellenmesi ile gen
ekspresyonunu diizenlenmesini etkiledigi uzun zamandir bilinmektedir. Ayrica,
PARP-1'in transkripsiyon faktorleri ile bir¢ok fiziksel ve fonksiyonel etkilesimde
bulundugu da belirtilmistir (77).
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2.5.3.3. Sentromer Fonksiyonunun Diizenlenmesi

Esas ve gecis sentromer proteinlerinin her ikisi de PARP-1 ve PARP-2 ile
etkilesmekte ve poli ADP ribozilasyonu devam ettirmektedir. Dolayisiyla, poli ADP
ribozilasyonun temel kinetokor proteinler i¢in diizenleyici olarak gorev yaptigi
diistiniilmektedir. PARP-2 lokalizasyonu sentromerde goze ¢arparken, PARP-1 genis

sentromerik ve perisentromerik dagilim gostermektedir (78).
2.5.3.4. Telomer Uzunlugunun Diizenlenmesi

Poli ADP ribozilasyon telomer uzunlugunun diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Yapilan arastirmalarda, PARP ailesinden Tankiraz'larin asirt niikleer

ekspresyonu ile telomerlerin uzamasini indiikledigi ortaya ¢ikmustir (79).
2.5.3.5. Protein Degredasyonunun Diizenlenmesi

Proteozom, hiicre i¢i proteolizin 6nemli bir kismindan sorumlu olan ve biitiin
Okaryotik hiicrelerde bulunan biiyiik, multikatalitik bir proteazdir. Bu yapi, strese
karst olusturulan yanitlarda oldugu gibi, cesitli kisa omiirlii proteinlerin fizyolojik
olarak geri doniisiimiinii saglamaktadir. Otomodifiye PARP-1, oksidatif olarak
hasarli histonlarin segici olarak degredasyonunu kolaylastiran proteozomu aktive

etmektedir (79).
2.5.3.6. Sentrozomal Fonksiyon

Mitotik boliinmeler sirasinda sentrozom fonksiyonunun dogru bir sekilde
gerceklesmesi, kardes hiicrelere kromozomlarin tam ve dogru sekilde aktarilmasinda
oldukca 6nemlidir. Hem PARP-1 hem de PARP-3'iin sentrozomlarda stabil bir yap1
olusturduklar1 belirlenmistir (65).

2.5.3.7. Endozomal Vezikiil Ahsverisinin Diizenlenmesi

Miyosit ve adipositlerdeki endositotik vezikiiller, Glut4 ve IRAP gibi glukoz
tagiyicilart icermektedir. Golgi ve plazma membranindaki Glut4 vezikiilleri arasinda
gerceklesen geri doniisiimlii Glut4 translokasyonu, insiilinin glukoz kullanimini

diizenlemesine yardim etmektedir. Tankiraz burada 6nemli bir insiilin sinyal hedefi
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olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica, Tankiraz Golgi'deki Glut4 depo vezikiillerine
yerlesmis IRAP ile etkilesmektedir (80).

2.5.3.8. Apopitozdaki Rolii

PARP-1’in hizl1 aktivasyonu nedeniyle PARP-1 aktivasyon yogunlugu DNA
hasar1 sonrasinda hiicrenin 6leceginin ya da yasayacaginin diizenlenmesinde dnemli
rol oynayabilir. PARP-1’in bir nick sensor olarak aktivasyonu hiicresel tamiri,
transkripsiyonu, DNA replikasyonunu ve diger hiicresel aktiviteleri diizenler. Ancak
asir1 DNA hasar1 biiyiik dalli PAR polimerleri {iretir ve hiicre 6liim programlarinin

aktivasyonuna yol acar (47).

PARP-1'in niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) iceren domeyninden,
kaspaz-3 ve -7 tarafindan yariklanmasi sonucunda 24 ve 89 kDa'luk iki adet fragment
olusturmaktadir ve bu nedenle yariklanmig PARP (cPARP) apoptozun biyokimyasal
bir belirteci olarak siklikla kullanilmaktadir. DNA zincir kiriklar varliginda kaspaz
iliskili PARP-1 yariklanmasinin, PARP-1'in katalitik aktivitesinin kaybina neden
oldugu diisiiniilmektedir. Apoptozun erken evrelerinde gozlenen asir1 PAR olusumu,
PARP ailesi proteinlerinin bu siiregte gorevli oldugunu gostermektedir. Ayrica
PARP-1 aktivasyonu, apoptoz indiikleyici faktdriin (AIF) mitokondriden niikleusa
translokasyonundan sorumludur ve AIF, PARP-1 bagimli hiicre 6liimiinde gereklidir.
Bilindigi gibi, AIF tarafindan indiiklenen apoptotik yolak kaspaz bagimsizdir.
Dolayistyla PARP-1 aktivasyonu; hem kaspaz bagimli hem de AIF-indiiklii apoptotik
yolaklarda rol oynayabilir (47).

PARP-1 DNA hasar1 sonras1 ¢ogunlukla uzun dalli zincirli PAR polimerleri
tiretir. Overaktivation PARP-1 niikleer sinyali baglatir, mitokondride yayilan bu
sinyal AIF’in serbest birakilmasini tetikler. Sonra AIF mitokondriden niikleusa gelir,
periferal kromatin yogunlagmasini indiikler, DNA’nin biiyiik 6l¢ekli fragmantasyonu

ve nihayet sitotoksisite gergeklesir (47).

PARP-1 aracilikli hiicre Oliimiiniin en yaygin hipotezi; PARP-1’in asir1
aktivasyonunun gdzlemlenmesini kapsar ve ADP ribozilasyonu masif NAD
tiiketimine ve hizli hiicresel NAD ve ATP kaybina yol agar. Bu durumda suicid

hipotezi olusur.
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AIF translokasyonu PARP-1 aktivasyonu, sitokrom-c salinimi ve caspase
aktivasyonu sonrasinda hizli bir sekilde gerceklesir. Genis spektrumlu caspase
inhibitdrleri PARP-1 aracilikli hiicre dliimiinii engellemez. Buna karsilik AIF igin
notralize antikor yapmak PARP-1 bagimli hiicre olimiinii engeller. Birlikte ele
alindiginda bu sonuglar gostermektedir ki, PARP-1 tarafindan baglatilan hiicre 6liim

programinda essansiyal efektdr AIF dir (Sekil 7) (47).
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Sekil 7. Poli (ADP-riboz) polimeraz aracilikli hiicre 6liimiinde kaspas bagimsiz hiicre 6liimii.

Hiicre 6liimii kaspas bagimsiz olusabilir. Ornegin, kaspas kaskadi inhibe edildiginde nekroza bagli hiicre
Olimiinii death-domain reseptorler indiikler. APAF-1 yoksunu farelerde hiicre 6liimiinii p53 indiikler. PARP-1
bagimli hiicre 6liimiinde toksik etkilerle PARP-1 in asir1 aktivasyonu, NAD ve ATP nin azalmasiyla ¢ekirdek
hiicre 6liim sinyallerini baslatir ve AIF in mitokondriden niikleusa tasinmasmna neden olur. PARP-1
aktivasyonuna bagh AIF translokasyonu, PARP sinyallerinin AIF in mitokondriden salmmastyla iliskili
olabilecegini gostermektedir. Reaktif oksijen radikalleri ve diger DNA hasar ajanlar1 mitokondrial
gecirgenligi(MPT) aktive edebilir. Bu durum AIF in salinmasina neden olur. Feed-forward mekanizmastyla MPT
mitokondriden asir1 ROS iiretir. PARP-1 aracilikli hiicre oliimiinde ne zaman endoniikleaz-G(endo-G) nin
tarnsloke edildigi bilinmemektedir. Fakat AIF ve endoG nin kaspas bagimsiz hiicre 6liimiinde birlikte rol alacag
olsidir. PARG, PAR polimerlerini pargalayarak serbest PAR polimerleri ve ADP-ribozlar iiretir. Orta diizeyde
DNA hasart DNA tamir mekanizmasini aktive eder. Bununla birlikte masif DNA hasarina neden olan agir toksik
etkiler PARP-1 asir1 aktivasyonu ve hiicre 6liimiine neden olur (47).
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2.5.3.9. Hiicre i¢i Asin NAD+ Tiiketimi Sonucunda Nekrotik Hiicre

Oliimii ve Patolojik Durumlardaki Rolii

Bu mekanizmanin, iskemi reperfiizyon hasari ve inflamatuvar stireclerle
iligkili patofizyolojik durumlarin biiylik ¢ogunlugunda énemli bir rol oynadig1 son
yillarda gosterilmistir. PARP-1'in asir1 aktivasyonu ile asir1 tiiketilen NAD+
dolayisiyla tetiklenen mitokondriyal disfonksiyon ve ardindan meydana gelen hiicre
6limii, PARP"'1n asir1 aktivitesinde ortaya ¢ikan 6nemli bir olaydir. Bu mekanizmaya
dayanarak giiniimiizde bazi hastaliklarin tedavisinde, PARP inhibitorlerinin sunacagi

terapdtik yaklasimlar gelistirilmektedir (60).
2.5.4. PARP-1 ve Oksidatif Stres Arasindaki Iliski

PARP'1in farkli kosullar altindaki rolii, DNA hasarina maruz birakilan hiicreler
ile en 1iyi sekilde aciklanmaktadir. Hafif genotoksik zarar PARP aktivasyonunu
indiikleyerek, DNA tamirini ve hiicrenin canli kalmasini kolaylagtirmaktadir. Orta
derecede hiicre hasarinda, tamir edilemez derecede DNA hasar1 bulunan hiicreler
apoptoz yolag: aktive edilerek elimine edilmektedir. Siddetli DNA hasarinin oldugu
durumda ise, PARP asir1 aktive olmakta ve hiicre i¢i enerji metabolizmasini
cokerterek hiicreyi nekroza siiriiklemektedir. Genellikle agir oksidatif ve nitrosatif
stresle tetiklenen biiyilk DNA kiriklar1 PARP'in asir1 aktivasyonuna neden olurken,
ardindan PARP'In substrati olan NAD+'mn ve dolayisiyla ATP'nin de tiikenisi
gerceklesmektedir. Bu enerji ¢okiisii hiicre disfonksiyonuna neden olmakta ve
nekrozla sona ermektedir (Sekil 8). PARP'In apoptoz ve nekroz arasinda molekiiler

anahtar olarak rol oynadig1 yapilan ¢esitli deneylerle kanitlanmistir (19,60).
2.5.5. PARP-1 ve Spermatogenez Arasindaki iliski

Germ hiicreleri biyolojik veya kimyasal gerilim ile kars1 karsiya kaldiklar:
zaman oksidatif stres gibi kosullar ortaya c¢ikar. Oksidatif stres gelismekte olan
sperm ile ilgili proteinlerin modifikasyonuna ve seminifer tiibiillerden spermin
premature halde salinmasina neden olabilir. Oksidatif stresin en onemli etkisi DNA
hasarina neden olmaktir. PARP, oksidatif stresin sonucu olarak hiicrede olusabilen

degisikliklerin tiimiine yanit verir (81).
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Apopitoz, memeli sperminin normal siire¢lerinden biridir. Spermatogenezin
tiim agamalarinda olgun sperm liretmek ve anormal spermi ortadan kaldirmak ig¢in
kendiliginden diizenlenir. Spermatogenez sirasinda ¢ok sayida sperm oliir ve ortadan
kalkar. Bu Sertoli hiicrelerinin siirli sayida germ hiicrelerinin korunmasina ve asir1
sayidaki germ hiicrelerinin ortadan kaldirilmasina neden olan yetenegine bagh
olabilir. Ayrica apopitozun, ge¢miste bazi hiicresel kontrol noktalarmi devreye
sokmayan hiicreleri yok etme islevi olabilir. Daha da Onemlisi genetik
anormalliklerin dollere gegmis olmasimi engellemek igin apopitoz gerekli olabilir

(82).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, PARP-1, 2 ve 9'un dahil oldugu c¢esitli
PARP izoformlar1 ejakulat spermde tespit edilmistir. Olgunlasmamis sperm ile
karsilagtirildiginda olgun spermde PARP-1, 2 ve 9'un arttigi goriildii. Fertil
erkeklerden alinan ejakulat spermde daha yiiksek diizeyde PARP-1, 2 ve 9'un
goriilmiis olmasi, infertil erkeklerle karsilastirildigi zaman, PARP ve erkek
infertilitesi arasinda olast bir iliskiyi gosterir. PARP'1n inhibitoérii olan 3-
aminobenzamid (3-ABA) varliginda kimyasal ve oksidatif stresin indiikledigi
apopitozun yaklasik olarak 2 kat arttig1 rapor edilmistir. Bundan anlasiliyor ki PARP,
oksidatif ve kimyasal hasara maruz kalan spermin korunmasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir. (82).

Insanda testis belirleyici faktoriin (TDF), diger memelilerde ise testis
belirleyici Y lokusunun (Tdy) en 6nemli anahtar diizenleyicisi olan SRY/Sry (Sex-
determining region Y), embriyolojik gelisim siirecinde testis olusumu ve

farklilasmasindan sorumludur (19).

In vivo ve in vitro kosullarda, PARP-1'in SRY/Sry ile iliskili bir protein
oldugu gosterilmistir. PARP-1'in ve SRY'nin, cinsiyet belirlenmesi sirasinda fetal
gonadlarda gelisen Sertoli hiicrelerinin niikleusunda birlikte lokalize oldugu ortaya
konmustur. Gonadogenez sirasinda, PARP-1, SRY'nin hedef genlerini diizenler.
PARP-1 knock-out farelerle yapilan caligmalarin sonucunda, PARP-1 proteinin
SRY'nin alt yolaklarinda gorevli genlerinin ekspresyonlarin1  degistirdigi  ve
dolayisiyla PARP-1'in cinsiyet belirlenmesinde Sry diizenleyici fonksiyonlar1 oldugu

ortaya ¢ikmistir (83).



36

Son zamanlarda, testiste PARP ailesi proteinleri {izerine yapilan ¢alismalarin
sayis1 oldukca artmaktadir. Ozellikle PARP-1 ve PARP-2'min insan ve sigan
testisindeki varligi, hangi hiicre tiplerinde ekspre oldugu ve patolojik durumlardaki

ekspresyon siddeti en ¢ok tartisilan konular arasindadir.

Yapilan c¢alismalarda PARP''n spermatogonya ve pakiten spermatosit
niikleusunda yogun olarak lokalize oldugu gosterilmistir. Insan testis drnekleriyle
yapilan caligmalarda ise, PARP-1 ve PAR aktivitesi esasen testikiiler germ
hiicrelerinde lokalize iken, somatik testikiiler hiicrelerde PARP aktivitesi mevcut

degildir (84).

DNA tamirinden sorumlu proteinler olan PARP'larin germinal hiicrelerdeki
varlig1 oldukga dikkat ¢ekicidir. Germinal hiicrelerin mayoz boliinmelerdeki olaylar
tarafindan sekillendigi bilinmektedir: (1) DNA replikasyonu spermatogonyada ve
mayozdan Once primer spermatositlerde meydana gelir, (2) Spermatogonya,
spermatositler ve erken spoermatidlerin DNA transkripsiyonu aktiftir, ancak ge¢
spermatidler ve spermatozoanin tamamu inaktiftir, (3) DNA kiriklarinin olusmasi ve
tamiri arasinda gecen siirenin diizenlenmesi primer spermtositlerde meydana gelir,
(4) Geg spermatidler niikleer kondenzasyonunun son asamasindan 6nce kendi DNA
hasarlarini tamir edebilirler. Bu asamalarda meydana gelen hasarlarin fark edilmesi
ve tamirinde PARP'larin, 6zellikle PARP-1 ve PARP-2'nin, 6nemli rolleri oldugu
ortaya ¢ikmistir. PARP-1 ve PARP-2'nin sican primer spermatositlerinde yiiksek
oranda ekspre oldugu bilinmektedir. Ayrica spermatogenezin Ozgiin evrelerinde

PARP'larin rolii olduguna dair kanitlar vardir (85).

Spermatogenezde, birinci mayoz boliinmenin profaz asamasinda DNA cift
zincir kiriklart meydana gelmektedir. Olusan bu kiriklar, genetik farkliligi ve
kromozom ayrismasini dogru gerceklestirmek iizere tamir edilmektedir. Diger bir
yandan, farklilagsan spermatidlerde kromatinin siki paketlenmesi sirasinda
(kondenzasyon) DNA kiriklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla, PARP-1'in ve PAR
polimerinin; kalic1 ve devamli ekspresyonu ve erkek germ hiicrelerindeki subselliiler
lokalizasyonu, insan germ hiicre farklilagmasinda poli-ADP-ribozilasyon i¢in anahtar
rolii oynamaktadir. PARP-1 ve PARP-2 enzimleri post-mayotik hiicrelerde
ekspresyonlarin1 kaybeder, dolayisiyla PARP-1 geni spermde kapalidir (84,85).
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Bu bulgular, genomik biitiinliiglin gardiyani olarak gorev yapan bu proteinleri
germinal hiicre farklilagsmasinin mayotik bdliinme gibi 6nemli basamaklarina
yerlestirdigini gdstermektedir. Mayoz boliinme siirecinde, DNA tamir enzimlerinin
memeli spermatogenezinde belirgin bir 6nemi vardir. Poli ADP ribozilasyonun, hem
DNA tamir mekanizmalarinda hem de epigenetik bilgiye katki sagladigir dikkat
cekmektedir (86).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 23 Subat 2010 tarih ve 09 sayili etik kurul onay1 alindiktan
sonra S.D.U. Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvari’nda
(HUDAL) yapilmustir. Deneysel ¢alismalar igin, T.C. Siileyman Demirel Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanligi'nin (Proje no: 2174- TU-10)
maddi destegi alimmustir. Histolojik incelemeler Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda, Western Blot analizi T.C.
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda degerlendirilmistir.

Calismada Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Uretimi ve
Deneysel Arastirma Laboratuvarlari'nda yetistirilen agirliklar1 190-220 gr arasinda
degisen 44 adet Wistar albino erkek rat kullanilmistir. Ratlara ¢alisma boyunca
standart beslenme rejimi uygulanmistir. Denekler degisik sayillarda 5 gruba
ayrilmistir. Deneklerde anestezi, 10 mg/kg Xylazine hidrokloriir ve 100 mg/kg

ketamin intraperitoneal enjeksiyonu kombinasyonu ile saglanmistir.

3.1. Deneysel Testis Torsiyonu Iskemi-Reperfiizyon Modelinin

Olusturulmasi

Skrotal bolge povidon-iyot soliisyonu ile dezenfekte edilerek skrotal orta hat
insizyonla girilerek tunika vajinalise ulasilmistir. Tunika vajinalis iki pens
yardimiyla tutulup kaldirilarak bir makas yardimiyla keskin diseksiyonla gegilerek
testise ulasilmistir. Testis skrotumdan dogurtularak gubernakulum makasla kesilerek
testis serbestlestirilmistir. Testis spermatik kordun longitudinal aksi boyunca saat
yonlinde 720 derece dondiiriilerek torsiyon olusturulmustur. Testisin tekrar
detorsiyone olmamasi i¢in 4/0 ipek siitiir ile dartos ve testis tunika albugineadan
gecilerek testis skrotal cep igine sabitlenmis, takiben skrotum cildi siitiire edilerek

kapatilmistir.

Gruplara gore 1, 2 ve 4 saatlik torsiyon siiresi sonunda skrotal cilt siitiirleri
kesilerek testisi dartosa sabitleme siitiirli kesilerek testis manuel olarak saat yoniiniin
ters yoniinde detorsiyone edilmistir. Testis skrotuma yerlestirilerek skrotum cildi 4/0

ipek siitiir ile kapatilmistir. 4 saatlik reperfiizyon siiresi sonunda skrotum eski
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insizyon yerinden agilarak spermatik kord kesilerek her iki testise orsiektomi

uygulanmistir. Deney sonunda ratlar sakrifiye edilmistir.

Testisler uzun eksene dik kesilerek parcalardan biri histolojik inceleme i¢in
bouin soliisyonu icine koyulmus, digeri western blot analizi i¢in sivi nitrojende

dondurularak -80 °C de saklanmuistir.

3.2. Deney Gruplar

1. Kontrol Grubu (K)
Bu grup 7 adet rattan olusmaktadir. Normal histolojik ve apopitozis
degerlerinin incelenmesi amactyla iki tarafli orsiektomi yapilmistir.

2. Sham Grubu (S)
Bu grup 7 adet rattan olugmaktadir. Sol testis eksplore edildikten sonra
kapatilmis ve sham operasyonundan 4 saat sonra iki tarafli orsiektomi
yapilmistir.

3. 1 saat torsiyon + 4 saat reperfiizyon grubu ( 1T-4R)
Bu grup 10 adet rattan olugsmaktadir. Sol testis 1 saat siireyle 720 derece
torsiyone edildikten sonra tekrar detorsiyone edilerek 4 saat
reperfiizyonda  birakilmigs ve sonrasinda iki tarafli orsiektomi
uygulanmistir.

4. 2 saat torsiyon + 4 saat reperfiizyon grubu ( 2T-4R)
Bu grup 10 adet rattan olusmaktadir. Sol testis 2 saat siireyle 720 derece
torsiyone edildikten sonra tekrar detorsiyone edilerek 4 saat
reperfiizyonda birakilmis ve sonrasinda iki tarafli  orsiektomi
uygulanmaigtir.

5. 4 saat torsiyon + 4 saat reperfiizyon grubu ( 4T-4R)
Bu grup 10 adet rattan olugmaktadir. Sol testis 4 saat siireyle 720 derece
torsiyone edildikten sonra tekrar detorsiyone edilerek 4 saat
reperfiizyonda birakilmis ve sonrasinda iki tarafli  orsiektomi

uygulanmistir.
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3.3. Johnson Tubiiler Biyopsi Skoru (JTBS)

Ik kez 1970 yilinda Johnsen tarafindan insan seminifer tiibiillerinin
matiirasyonunu degerlendiren bu skorlama sistemi, testisteki histolojik bulgulara
odaklanmaktadir ve oOzellikle seminifer tiibiillde bulunan germ hiicrelerinin
matiiritesini temel almaktadir. Spermatogenezin kantitatif sekilde degerlendirilmesi
amaciyla JTBS kullanildi. Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi
bir olay sonrasinda, tubiiliin i¢inde hiicrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek
progresif olarak kaybolmaktadir. Oncelikle en olgun hiicre tipi olan spermatozoa,
sonrasinda da spermatidler, spermatositler, spermatogoniumlar ve en son da sertoli
hiicrelerinin kayb1 gerceklesmektedir (87). Biyopsi materyalinin her kesitinde 10
adet tubiil asagida belirtilen kriterlere gore derecelendirildi ve bulunan degerlerin

ortalamasi hesaplanarak Modifiye JTBS elde edildi.

Tablo 2. Johnson tubiiler biyopsi skoru

Skor 10 |Pek ¢ok spermatozoa ile birlikte tam spermatogenez

Skor 9 |Pek ¢ok spermatozoa olmakla birlikte - disorganize spermatogenesis
Skor 8 |Sadece birkag¢ spermatozoa (< 5-10/ tubiil)

Skor 7 |Spermatozoa yok, pek ¢ok spermatid mevcut.
Skor 6 |Sadece birkag¢ spermatid (< 5-10/ tubiil)

Skor 5 |Spermatid yok, pek ¢ok spermatosit mevcut.
Skor 4 |Sadece birkag¢ spermatosit (< 5/ tubiil)

Skor 3  |Sadece spermatogonia mevcut.

Skor 2 [Sadece Sertoli hiicresi mevcut.
Skor 1  |Tubiiler kesitte hi¢ hiicre yok.

3.4. Histopatolojik Degerlendirme
3.4.1. Fiksasyon ve Doku Takip Asamalan

Dokular tamponlanmis Bouin fiksatifi i¢ine alindi. Fikse olmalar1 i¢in 24
saat beklendikten sonra doku takip islemine baslandi. Pikrik asitin dokudan
uzaklasmasi i¢in 4-5 kez 2’ser saat siireyle % 70’lik alkolde yikanan dokular
sonrasinda yiikselen derecelerdeki alkollerden (Merck) gecirilerek dehidrate edildi.

Daha sonra seffaflagsmalari i¢in ksilol (Merck) igerisinde bekletildi. Gomme islemi
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icin 65 °C’lik etiivde, 1:1 oraninda ksilol-parafin ve parafin igerisinde

bekletildikten sonra parafin bloklara gomiildii.

Takip sirasinda kullanilan kimyasallar ve siireleri su sekildedir:

Kullanilan kimyasal Siire

%70’1ik etil alkol 2 saat (4-5 tekrar)
%80’lik etil alkol 1 saat

%90’ 11k etil alkol 1 saat

%96’lik etil alkol 1 saat

%100’liik etil alkol 1 saat

%100’1iik etil alkol 1 saat

Ksilol 2-5 dk
Ksilol-Parafin 5-10 dk

Parafin 3 saat

Elde edilen parafin bloklardan Leica marka kizakli mikrotomda 4-5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler rutin histolojik incelemeler igin normal
lamlara, immiinohistokimyasal incelemeler icin Poly-L-lysine kapli lamlara
(Thermo Scientific) alindi. Rutin histolojik incelemeler i¢in dokular Hematoksilen-
Eosin boyalar1 ile boyandi. Elde edilen dokular 151k mikroskobu ile incelenerek,
okiiler mikrometre ile her biyopsi spesmeninde rastgele on adet yuvarlak seminifer
tublil degerlendirilip Modifiye Johnson Tubiiler Biyopsi Skoru ortalamasi
hesaplandi.

Immiinohistokimya i¢in asagidaki protokol uygulandi.
3.4.2. immiinohistokimya Protokolii

Immiinohistokimya igin lizinli lamlara alinan dokular deparafinizasyon igin
etiivde 15-60 dk 1sitildiktan sonra ksilol ve dereceli alkollerden gecirilerek hidrate
edildi. Endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in metanolde ¢6ziinmiis % 3’litkk
H202 (Merck) soliisyonunda bekletilen dokular PBS’te (Fosfat tamponlu salin)
(Sigma) yikandi. Ardindan Sitrat tamponuna (Thermo Scientific) alinan dokular 1s1
aracili epitop agiga ¢ikarma islemi i¢cin mikrodalga firinda iki kez 1sitilip sogutuldu

ve yine PBS’de yikandi. Kullanilacak kimyasallarin birbirine karigmast ve fazla
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kimyasal kullanilmasinin engellenmesi i¢in bu asamadan itibaren lamlarin
tizerindeki doku Orneklerinin ¢evresi hidrofobik PAP pen kalem ile ¢izildi ve
boyama siliresinde bu islem gerektikce tekrarlandi. Nonspesifik antikor
baglanmasin1 engellemek icin Ultra V Block (Thermo Scientific) soliisyonu
damlatilan dokular PBS-Tween 20 (Thermo Scientific) soliisyonunda yikandi.

Bloklamanin ardindan inkiibasyon kabina alinan lamlar {izerine Antikor Rabbit

Aktif Kaspaz-3 (Santa Cruz, sc-13847) damlatilarak +4 °C’de bir gece bekletildi.

Buraya kadarki asamalar asagida 6zetlenmistir:

Kullanilan kimyasal Siire

1. Ksilol-1 -2 10dk

2. Ksilol-2 - 10dk

3. % 100’lik Etil Alkol - 5dk

4. % 100’lik Etil Alkol - 5dk

5. % 90’lik Etil Alkol - 5dk

6. % 80’lik Etil Alkol - 5dk

7. % 70’lik Etil Alkol - 5dk

8. Distile Su - 5dk

9. % 3’lik H,O, 2> 5-10dk
10. PBS’te yikama - 5dkx 3 kez
11. Sitrat tamponunda mikrodalga firnda = 1,5-2dk
12. Oda 1sisinda sogutma - 20dk

13. Sitrat tamponunda mikrodalga firmda > 1 dk

14. Oda 1s1sinda sogutma - 20 dk

15. PBS’te yikama - 5dkx 3 kez
16. Ultra V Block 2> 5-10dk
17. PBS-Tween 20 -2 5dkx 3 kez
18. Primer antikor (+4 °C’de) - 1 gece

Boyama igleminin geri kalania rabbit ABC Staining Kit (Santa Cruz, sc-

2018) kullanilarak devam edildi. Firmanin talimatlarina gére hazirlanan soliisyonlar

asagidaki sirayla kesitlere uygulandi:
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Kullanilan kimyasal Siire

1. PBS’de yikama - 5dkx 3 kez
2. Biyotinli sekonder antikor - 30dk

3. PBS’de yikama - 5dkx 3 kez
4. AB enzyme reagent - 30dk

5. PBS’de yikama - 5dkx 3 kez
6. Peroksidaz substrat 2> 2-8dk

7. Distile suda yikama - 5dkx 3 kez
8. Hematoksilen (Mayer) - 20sn-1dk
9. Distile suda yikama - 5dkx 3 kez
10. % 70’lik Etil Alkol - 5dk

11. % 80’lik Etil Alkol - 5dk

12. % 90’lik Etil Alkol - 5dk

13. % 100’liik Etil Alkol - 5dk

14. Ksilol-1 - 10dk

15. Ksilol-2 - 10dk

16. Kapatma

Entellan kullanilarak lamel ile kapatilan dokular kuruduktan sonra 1s1k
mikroskobunda her biyopsi spesmeninde rastgele on adet yuvarlak seminifer tubiil
degerlendirilip tiibiil basina diisen apopitotik hiicreler sayilarak apopitotik hiicre

orani hesaplandi.
3.4.3. Western Blot Analizi

Western Blot; dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi saglayan
molekiiler biyoloji teknigidir. Bu teknik sayesinde dokuda bulunan bir proteinin
varligi, blyiikligli, konsantrasyonu, konsantrasyon degisimleri, farkli gruplar

arasindaki konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi gibi durumlar arastirilabilir.
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Western Blot DRS Deneyi
Doku Homojenizasyonu ve Sitozolik Fraksiyonun Hazirlanmasi

Dondurulmug testis dokular1 soguk RIPA tamponunda ¢oziinerek yikandi.
Yikanan dokular kurutma kagidi yardimiyla suyu uzaklastirildiktan sonra tiipe
alinarak tizerlerine 1,5/1 (v/w) RIPA tamponu (%1 Igepal, CA-630, %0,05 sodyum
deoksikolat, %1 SDS ve 1x proteaz inhibitorleri karigimi; 1/25 diliisyon; Complete
Protease Inhibitor Coctail; Roche) ilave edilerek 11000 rpm de 5 dakika
homojenize (ultra-turrax T25) edildi. Homojenizasyonun ardindan homojenatlar 30
dakika inkiibasyona birakildi. Homojenatlar daha sonra 4 °C ‘de 3000 rpm’de 10
dakika santrifiijlenerek pellet kismi atildi. Siipenatan kismi temiz bir tiipe alinarak
tekrar 13000 rpm’de 4 °C’de 30 dakika santrifiij edildi ve siipernatan kismi alinarak
western blot analizine kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Stozolik fraksiyonlarin

protein miktarlart Lowry metoduna gore belirlendi.
Ornek yiiklemesi
Asagidaki ¢ozeltiler eppendorf tiiplere eklenir:
- 1-10. o6rneklerin stok ¢ozeltilerinden 2 ul alinir
- HEPES running buffer’dan 28 ul alinir
- 5X sample buffer’dan 10 ul alinir.

Asagida belirtilen hacimlerde yilikleme yapilir:

Ornek no | Yiiklenen (ul)
1 5.14
2 4.47
3 3.96
4 5.28
5 4.95
6 5.2
7 5.13
8 4.79
9 5.21
10 4.81
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Elektroforez

Jel: Pierce Precise Protein Gels, %12, 12 kuyucuklu jel kullanilir.
Marker: Amersham High Range Rainbow MW Markers (RPN 756)
Running buffer:

HEPES running buffer (1X):

12.1 g Tris base

23.8 g HEPES

1 g SDS

Ultrapure su (QH,O) ile hacim 1L’ye tamamlanir. pH ~8.0 olmalidir. pH

ayarlanmaz.

Gii¢ kaynagi: Labnet Power Station 200

Sample buffer (5X):
4 ml 1.5 M Tris-Cl pH 6.8
10 ml glycerol
5ml -mercaptoethanol
2g SDS (sodium dodecyl sulfate / sodium lauryl sulfate)
1 ml 1% bromophenol blue

Elektroforez stiresi 35 dakika ve voltaj 150 V’tur.

Elektroforez sonrasinda jelin sol iist kosesi kesilerek transfer oncesinde

QH;0 bulunan kapta kisa bir siire bekletilir.
Transfer
Invitrogen iBlot Dry Blotting System kullanilir.
3. programda (20 Volt) 13 dakika boyunca transfer gergeklestirilir.

Burada, alltan iiste dogru sandvi¢ seklinde bilesenler iist iiste getirilir.

Sirasiyla (alttan iiste):

- bakir anot
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- nitroseliilloz membran

- jel

- filtre kagidi (QH»O ile 1slatilir)

- bakir katot

- sltinger bulunur.

Transferin ardindan membranin sol iist kosesi kesilerek isaretlenir.
Deteksiyon:

Blocking agent: Santa Cruz - Blotto, Non-Fat Dry Milk (sc-2325)
Primer antikor: Santa Cruz - DRS5 (B-D37) sc-65314

Deteksiyon kiti: Amersham ECL Western Blotting detection reagents and
analysis system (RPN2108)

- Detection Reagent 1
- Detection Reagent 2
- Anti-Mouse IgG HRP linked whole antibody
PBS-T: 10X PBS, Santa Cruz (sc-24946) 100 ml
Tween 20, DAKO 0.5ml (%0.05)
Hacim QH,0 ile 1L’ye tamamlanir.
Shaker: Mini Rocker MR-1
Film: Thermo Scientific - CL-XPosure Film (#34090)
Bloklama: %5 Non-Fat Dry Milk (1 g tartilir) in 20 ml PBS-T
Bu ¢6zelti membran lizerine eklenir. Shakerla 30 dk inkiibe edilir.
Yikama: 3x2 dk el ile ¢alkalama
15 dk shakerda bekletme
3x2 dk el ile calkalama
15 dk shakerda bekletme

3x2 dk el ile calkalama
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Primer antikor: 4°C’de overnight inkubasyon, seyreltme orani 1:200, %5

yagsiz kuru siit iceren 20 ml PBS-T. Ardindan yukaridaki yikama islemi

tekrarlanir.

Sekonder antikor: Deteksiyon kitinden Anti-Mouse IgG HRP linked whole
antibody kullanilir. Membran 1 saat siireyle shakerda inkiibe edilir. Seyreltme orani
1:5000, %5 yagsiz kuru siit igeren 20 ml PBS-T. Ardindan yukaridaki yikama

islemi tekrarlanir.

Deteksiyon: Substrat ¢ozeltisi hazirlanir: 3 ml Detection Reagent 1 + 3 ml
Detection Reagent 2 = 6 ml substrat ¢ozeltisi. Cozelti oda sicakligina getirilir.
Membran lizerine dokiiliir. Kap aliiminyum folyo ile kapatilir. 2 dk beklenir.
Membran 6nce bir seffaf dosya i¢ine, sonra da bu seffaf dosya exposure kaseti
icerisine yerlestirilir. Karanlik odada iizerine film konur ve overnight exposure

yapilir. Ertesi giin film baski cihazinda film basilarak sonug alinir.
Western Blot B-actin Deneyi
Stripping

- Membran 45 dk stripping bufferla shaker {iizerinde inkiibe edilir.

Membranin bulundugu kap aliiminyum folyoyla sarilmis olmalidir.
- 3x10 dk shakerda yikama yapilir.
Deteksiyon
Deteksiyon islemi DRS5 deneyinde oldugu gibidir. Degisiklikler:
Bloklama: Onceki deneyle ayni
Primer antikor: Santa Cruz, B-actin (C4) (sc-47778)

4°C’de overnight inkubasyon, seyreltme orani 1:1000, %1 yagsiz kuru siit

iceren 20 ml PBS-T.

Sekonder antikor: Anti-Mouse IgG HRP linked whole antibody, seyreltme

orant 1:5000, %1 yagsiz kuru siit iceren 20 ml PBS-T

Deteksiyon: Exposure siiresi: 45 dakika
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3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Tez calismasinin verileri SPSS (ver.15.0) programina yiiklendi. Niceliksel
veriler ortalama + standart sapma seklinde ifade edildi. Gruplarin
karsilastirilmasinda Kruskall-Wallis Varyans Analizi kullanildi. Gruplar aras1 fark
tesbit edilen parametrelerde iki bagimsiz grubun karsilagtirilmasinda Mann
Whitney U Testi, iki bagmmli grubun (ayn1 ratin sag ve sol testisi)
karsilastirilmasinda Wilcoxon Testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular

Bu ¢alismada, sol spermatik kordlarina; 1, 2 ve 4 saatlik iskemi-reperfiizyon
modeli uygulanan ratlarin testisleri, orsiektomi dncesinde her grup kendi arasinda
degerlendirilerek incelendiginde; sol testislerin hafif 6demli, morumsu, iskemik
goriinimde oldugu tespit edilmistir. 4 saatlik torsiyonlu testislerde bu bulgularin
daha belirgin oldugu saptanmistir. Ancak testis torsiyon modeli ayni kisi ve
yontemle yapilmis olmasina ragmen ratlar arasinda makroskopik farkli iskemik
testis goriiniimleri saptanmistir. Kars1 testislere yapilan orsiektomi islemi sirasinda
yapilan incelemede biitiin gruplarin testislerinde makroskobik olarak herhangi bir

degisiklige rastlanmamustir.

1]
2x

Resim 1. Kontrol grubu testis goriintiisii.
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Resim 2. 1saat torsiyon + 4 saat reperfiizyon grubu sag ve sol testislerin goriintiisii.

Resim 3. 2 saat torsiyon + 4 saat reperfiizyon grubu sag ve sol testislerin goriintiisii
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Resim 4. 4 saat torsiyon + 4 saat reperfiizyon grubu sag ve sol testislerin goriintiisii

4.2. Johson Tubuler Biopsi Skorlar

Kruskall-Wallis Varyans Analizi kullanilarak gruplar karsilastirildiginda

JTBS agisindan gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,000). Bu farkin

hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek i¢in ikili bagimsiz gruplarda Mann-

Whitney U testi yapilmistir. Ayni1 ratin sag ve sol testisini olusturan gruplar bagiml

ikili grup olarak degerlendirilerek Wilcoxon testi kullanilmigtir. Saptanan bulgular su

sekildedir:

Tablo 3. Gruplarin johnson tubuler biopsi skor ortalamalari.

SOL TESTIS ORT. JTBS

SAG TESTIS ORT. JTBS

GRUPLAR
SKORU SKORU
KONTROL 9.81+0,18 -
SHAM 9.74+0,15 -
1T-4R 9.18+0,42 9.62+0,15
2T-4R 8.66+0,85 9.46+0,16
AT-4R 7.82+0,96 9.36+0,17
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Kontrol grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;
Kontrol grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamsiz (p=0,391),
Kontrol grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,004),
Kontrol grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,043),
Kontrol grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
Kontrol grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlaml1 (p=0,004),
Kontrol grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
Kontrol grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001)

bulunmustur.

Sham grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;

Sham grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamsiz (p=0,391),

Sham grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,009),

Sham grubuyla SAG 1T-4R grubu arasinda fark var ancak istatistiksel
olarak anlamsiz (p=0,276),

Sham grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

Sham grubuyla SAG 2T-4R grubu arasinda fark var ancak istatistiksel
olarak anlamsiz (p=0.05),

Sham grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

Sham grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlaml1 (p=0,001),
SOL 1T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;

SOL 1T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,004),

SOL 1T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,009),

SOL 1T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,017),

SOL 1T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,211),

SOL 1T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasinda fark var ancak
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istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,149),

SOL 1T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,002),

SOL 1T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,340) bulunmustur.
SAG 1T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;
SAG 1T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,043),

SAG IT-4R grubuyla sham grubu arasinda fark var ancak istatistiksel
olarak anlamsiz (p=0,276),

SAG 1T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,017),

SAG IT-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,001),

SAG 1T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,027),

SAG IT-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,000),

SAG 1T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,004)

bulunmustur.
SOL 2T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;
SOL 2T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
SOL 2T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SOL 2T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,211),

SOL 2T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,001),
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SOL 2T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,012),

SOL 2T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,049),

SOL 2T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,036)

bulunmustur.
SAG 2T-4R grubu diger gruplarla karsilastirldiginda;
SAG 2T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,004),

SAG 2T-4R grubuyla sham grubu arasinda fark var ancak istatistiksel
olarak anlamsiz (p=0.05),

SAG 2T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasinda fark var ancak
istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,149),

SAG 2T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,027),

SAG 2T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0.,012),

SAG 2T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,000),

SAG 2T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,219) bulunmustur.

SOL 4T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;
SOL 4T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
SOL 4T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SOL 4T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlaml
(p=0,002),

SOL 4T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,000),
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SOL 4T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,049),

SOL 4T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,000),

SOL 4T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,005)

bulunmustur.
SAG 4T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;
SAG 4T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
SAG 4T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SAG 4T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasinda fark var ancak
istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,340),

SAG 4T-4R grubuyla SAG I1T-4R grubu arasindaki fark anlaml
(p=0,004),
SAG 4T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,036),
SAG 4T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,219),

SAG 4T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,005) bulunmustur.

SAG 1T-4R ve SAG 2T-4R gruplarinda istatistiksel olarak anlaml1 olmasa da

JTBS ortalamalar1 sham grubundan daha diisiik saptanmustir.

SOL 2T-4R grubunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da JTBS ortalamas1
SOL 1T-4R grubundan daha diisiik saptanmustir.

SOL 1T-4R grubunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da JTBS
ortalamalari SAG 2T-4R ve SAG 4T-4R gruplarindan daha diisiik saptanmistir.

SAG 4T-4R grubunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da JTBS
ortalamalar1 SAG 2T-4R grubundan daha diisiik saptanmustir.
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Sekil 8. Tiim gruplarin JTBS ortalamalari.
T1-L: Sol 1T-4R grubu, TI-R: Sag 1T-4R grubu,
T2-L: Sol 2T-4R grubu, T2-R: Sag 2T-4R grubu,
T4-L: Sol 4T-4R grubu, T4-R: Sag 4T-4R grubu.
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Sekil 9. Kontrol, sham ve sol testislerin JTBS ortalamalart.
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Sekil 10. Kontrol, sham ve sag testislerin JTBS ortalamalari.
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Resim 5. Kontrol grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiiller normal goriiniimde.
Boyama Hematoksilen-Eosin (H-E), Biiyiitme 200X.

Resim 6. SHAM grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiiller normale yakin gériiniimde
(H-E, 200X).
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Resim 7. 1T-4R grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiillerde minimal hasar
goriinmekte. Tiibiil organizasyonunda yer yer diizensizlik (y1ldiz) mevcut (H-E, 200X).

Resim 8. 2T-4R grubuna ait sol testis kesiti. Bazi seminifer tiibiillerde orta seviyede hasar
goriinmekte. Tibiil organizasyonunda diizensizlik (yildiz) ve spermatozoa bulunmayan
tiibiller (tiggen) goriilityor (H-E, 200X).
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Resim 9. 4T-4R grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiil yapis1 belirgin sekilde hasar
gbrmiis durumda. Tiibiillerin ¢ogunda organizasyon bozuklugu, bazi tiibiillerde de
spermatid ({iggen) ve spermatozoa (yildiz) bulunmadigi goézlendi. Ayrica tiibiil limenine
atilmig spermatositler de saptandi (Oklar) (H-E, 200X).

Resim 10. 4T-4R grubuna ait sag testis kesiti. Tiibiillerde minimal hasar ve tiibiil
organizasyonunda hafif degisimler (yildiz) olmakla birlikte kontrol grubundan belirgin bir
farklilik gozlenmedi (H-E, 200X).
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Kruskall-Wallis Varyans Analizi kullanilarak gruplar karsilastirildiginda

apopitozis a¢isindan gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,000). Bu

farkin hangi gruplar arasinda oldugunu tespit etmek icin ikili bagimsiz gruplarda

Mann-Whitney U testi yapilmistir. Ayni ratin sag ve sol testisini olusturan gruplar

bagiml ikili grup olarak degerlendirilerek Wilcoxon testi kullanilmigtir. Saptanan

bulgular su sekildedir:

Tablo 4. Gruplarin apopitozis ortalamalart.

SOL TESTIS SAG TESTIS
GRUPLAR APOPITOZIS APOPITOZIS
ORTALAMALARI ORTALAMALARI
KONTROL 1.09+0,42 -
SHAM 0.79+0,17 --
1T-4R 3.18+1,31 1.50+0,11
2T-4R 5.134+0,51 2.11+£0,22
4T-4R 6.50+0,86 2.59+0,17

Kontrol grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;

Kontrol grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamsiz (p=0,198),

Kontrol grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,002),

Kontrol grubuyla
Kontrol grubuyla
Kontrol grubuyla
Kontrol grubuyla
Kontrol grubuyla

bulunmustur.

Sham grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;

SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlaml1 (p=0,021),

SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

Sham grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamsiz (p=0,198),

Sham grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

Sham grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
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Sham grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
Sham grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
Sham grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
Sham grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
bulunmustur.
SOL 1T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;

SOL 1T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,002),
SOL 1T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SOL 1T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlaml
(p=0,012),

SOL 1T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,002),

SOL 1T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasinda fark var ancak
istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,100),

SOL 1T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,000),

SOL IT-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,128) bulunmustur.

SAG 1T-4R grubu diger gruplarla karsilastirldiginda;
SAG 1T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,021),
SAG 1T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SAG 1T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,012),
SAG IT-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,000),

SAG 1T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,000),
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SAG IT-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlaml

(p=0,000),

SAG IT-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamh

(p=0,000),

bulunmustur.

SOL 2T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;

SOL 2T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SOL 2T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SOL 2T-4R grubuyla SOL IT-4R grubu
(p=0,002),

SOL 2T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu
(p=0,000),

SOL 2T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu
(p=0,005),

SOL 2T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu
(p=0,005),

SOL 2T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu
(p=0,000),

bulunmustur.

arasindaki

arasindaki

arasidaki

arasindaki

arasindaki

SAG 2T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;

fark

fark

fark

fark

fark

anlamli

anlaml

anlamli

anlaml

anlamli

SAG 2T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SAG 2T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SAG 2T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,100),

SAG 2T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamh

(p=0,000),

SAG 2T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli

(p=0,005),
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SAG 2T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,000),

SAG 2T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlaml
(p=0,000),

bulunmustur.
SOL 4T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;
SOL 4T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
SOL 4T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SOL 4T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasindaki fark anlaml
(p=0.,000),

SOL 4T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark
anlamli(p=0,000),

SOL 4T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlaml
(p=0,005),

SOL 4T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,000),

SOL 4T-4R grubuyla SAG 4T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,005)

bulunmustur.
SAG 4T-4R grubu diger gruplarla karsilastirildiginda;
SAG 4T-4R grubuyla kontrol grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),
SAG 4T-4R grubuyla sham grubu arasindaki fark anlamli (p=0,001),

SAG 4T-4R grubuyla SOL 1T-4R grubu arasinda fark var ancak

istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,128),

SAG 4T-4R grubuyla SAG 1T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,000),

SAG 4T-4R grubuyla SOL 2T-4R grubu arasindaki fark anlamli
(p=0,000),
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SAG 4T-4R grubuyla SAG 2T-4R grubu arasindaki fark anlamh
(p=0,000),

SAG 4T-4R grubuyla SOL 4T-4R grubu arasindaki fark anlaml
(p=0,005)

bulunmustur.
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Sekil 11. Tim gruplarin apopitozis ortalamalari.
T1-L: Sol 1T-4R grubu, TI1-R: Sag 1T-4R grubu,
T2-L: Sol 2T-4R grubu, T2-R: Sag 2T-4R grubu,
T4-L: Sol 4T-4R grubu, T4-R: Sag 4T-4R grubu.
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Sekil 12. Kontrol, sham ve sol testislerin apopitozis ortalamalari.
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Sekil 13. Kontrol, sham ve sag testislerin apopitozis ortalamalari.
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Resim 11. Kontrol grubuna ait antikor eklenmemis (negatif kontrol) sol testis kesiti (Zit
boyama Hematoksilen, Bilyiitme 200X).

Resim 12. SHAM grubuna ait antikor eklenmemis (negatif kontrol) sol testis kesiti (Zit
boyama Hematoksilen, Bilyiitme 200X).
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Resim 13. SHAM grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikoru bazi
spermatositlerde (oklar) ve leydig hiicrelerinde (kalin ok) ¢cok zayif boyama gostermis (Zit
boyama Hematoksilen, Biiylitme 400X).
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Resim 14. T1 grubuna ait antikor eklenmemis (negatif kontrol) sol testis kesiti.

Eritrositlerde (ok) endojen katalaz aktivitesinden dolay: hafif yalanci pozitif boyama

goriilmekte. (Z1t boyama Hematoksilen, Biiylitme 200X).
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Resim 15. T1 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikoru bazi spermatositlerde
(oklar) boyama gdstermis (Zit boyama Hematoksilen, Biiyiitme 200X).

Resim 16. T1 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikoru bazi spermatositlerde
(oklar) boyama gdstermis (Zit boyama Hematoksilen, Biiyiitme 400X).
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Resim 17. T1 grubuna ait antikor eklenmemis (negatif kontrol) sol testis kesiti (Z1it
boyama Hematoksilen, Biiyiitme 400X).

Resim 18. T2 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandig1
spermatositler (oklar) gruplar halinde goriilityor (Zit boyama Hematoksilen, Biiyiitme
200X).
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Resim 19. T2 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandig1
spermatositler (oklar) goriintiillenmis (Z1t boyama Hematoksilen, Biiyiitme 400X).

Resim 20. T4 grubuna ait sag testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikoru baz1 spermatositlerde
(oklar) hafif boyama gdstermis (Zit boyama Hematoksilen, Biiyiitme 400X).
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Resim 21. T4 grubuna ait antikor eklenmemis (negatif kontrol) sol testis kesiti (Z1it
boyama Hematoksilen, Bilyiitme 200X).

Resim 22. T4 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandigi
spermatositler (oklar) goriintiilenmis (Zit boyama Hematoksilen, Biiyiitme 200X).
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Resim 23. T4 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandig1
spermatositler (oklar) goriintiilenmis. Ayrica liimene atilmis apoptotik spermetidler de
goriiliiyor(yildiz). (Zit boyama Hematoksilen, Biiylitme 400X).

Resim 24. T4 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandig1
spermatositler (oklar) gruplar halinde goriintiillenmis (Z1t boyama Hematoksilen, Biiyiitme
400X).



74

- e o

4
¢
|

DR5 - —_
<

B-actin | | — | — — | N — — —

Kontrol Sham 1T-4R Grubu 47-4R Grubu

63 48 29 30 37 62 14 51 55 57

Resim 25. Western Blot analizi ile Kontrol, Sham, 1T-4R ve 4T-4R Gruplarinda DRS5
expresyonunun gosterilmesi
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Resim 26. Western Blot analizi ile 2T-4R Grubunda DRS expresyonunun gosterilmesi

Western Blot Analiziyle DRS5 Reseptorii Expresyon Diizeyinin

Belirlenmesi:

Testis torsiyonu ile ilgili olarak yapilan literatiir arastirmalarinda
apoptozisin PARP sinyal yolag: ile a¢iklandig1 goriildii. Bu nedenle c¢alismada
western blot analizi ile PARP aktivasyonunun incelenmesi planlanmisti. Ancak
metod ile ilgili yapilan manipiilasyonlarin sinirh siire ve blitgenin yeterli olmamasi
nedeni ile apopitozis mevcut imkanlar dl¢ilistinde DRS 6liim resptorii expresyon
diizeyi ile gosterildi.

Western blot analizi i¢in Kontrol, Sham, 1T-4R, 2T-4R, 4T-4R gruplarinda
calisma yapildi. Calisma i¢in kontrol ve sham grubundan bir 6rnekte, diger

gruplardan ise 4 Ornekte expresyon diizeyi incelendi. Sham, 2T-4R ve 4T-4R
gruplarinda DRS expresyonu gozlendi (Resim 25,26).
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5. TARTISMA ve SONUC

Testis torsiyonu ¢ocukluk doneminde akut skrotuma neden olan en ciddi
patolojidir. Aynm1 zamanda yliksek oranda testis dokusunda nekroza neden
olmasiyla acil cerrahi girisim gerektiren bir hastaliktir. Testis torsiyonu en sik
peripubertal donemde, yani 10-16 yaslar arasinda, daha az siklikta da perinatal
donemde goriiliir (24). Spematik kordda torsiyonun olusmasi ile beraber testisin
vendz doniisii engellenir ve vendz konjesyon olusur. Venéz konjesyon sonunda
testiste hemorajik infark alanlart meydana gelir. Vendz konjesyonun olusmasi ve
testisin sigsmesi testiste basing artisina sebep olur. Sonugta arteriyal dolagim da
bozularak testiste iskemik nekroz meydana gelir (25). Hipoksik kalan testiste
oksidatif metabolizma yerine yavas yavas hipoksik metabolizma gelismektedir.
Azalan ATP depolar1 sonucunda hiicrelerde enerji a¢igr meydana gelmekte ve
asidoz olugmaktadir. Bu sirada ATP hipoksantine kadar katabolize olmakta ve
normoksik durumda olmas1 gerektigi gibi lirik aside metabolize olamayip iskemik
dokuda birikmektedir. Bu olaylar iskemiye ugrayan oksidatif her dokuda
gelismektedir. Asil arastirilan ve tartisma konusu olay ise torsiyonu takiben tedavi

amaciyla yapilan detorsiyon islemi sonucunda olusan reperfiizyon hasaridir.

Testisin detorsiyone edilerek kanlanmanin tekrar baslamasi sonucu ortamin
oksijenlenmesi ile hiicrede fazla miktarda birikmis olan hipoksantin, ksantin
oksidaz enzimi ile {irik asite doniislir ve asir1 miktarda SOR ortaya ¢ikar. SOR
hiicrede toksik etki gosterir. Hiicre proteinini ve DNA’y1 oksidize edip DNA

hasarina yol agarak genetik kodda mutasyonlara neden olabilir.

Hiicre hasarinin bir mekanizmasi olarak gosterilen PARP yolagi, pek ¢ok
iskemi reperfiizyon hasar1 patogenezinde yer almaktadir. Hafif genotoksik zarar
PARP aktivasyonunu indiikleyerek, DNA tamirini ve hiicrenin canli kalmasini
kolaylastirmaktadir. Orta derecede hiicre hasarinda, tamir edilemez derecede DNA
hasar1 bulunan hiicreler apoptoz yolagi aktive edilerek elimine edilmektedir.
Siddetli DNA hasarinin oldugu durumda ise, PARP asir1 aktive olmakta ve hiicre

i¢i enerji metabolizmasini ¢okerterek hiicreyi nekroza siiriiklemektedir (57).

TT’nun prepubertal donemde fazla goriilmesi nedeni ile calismamizda

agirlikli olarak geng grup ratlar kullanilmistir. Ancak rat temin ettigimiz HUDAL
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laboratuvarina yogun talep nedeniyle kisitli sayida da olsa olgun yas donemindeki
ratlar da ¢alismamizda kullanilmistir. Torsiyon genellikle sol testiste goriildigii
icin torsiyon modeli sol testiste olusturulmustur. Torsiyon sonucu testiste olusan
hasar torsiyonun derecesine ve siiresine baglidir. Incelenen literatiirlerde rat
testislerinde hasar olusturmak i¢in minimum siirenin 1 saat oldugu, 2 saat siire ile
olusturulan 360° torsiyonun rat testisinde orta derecede akut vaskiiler cevap
olusturdugu, tam iskemi olusturmak i¢in torsiyonun derecesinin 720° olmasinin
daha uygun oldugu saptanmistir. 4 saatten daha uzun siire ile 720° torsiyone edilen
testislerde kan akimi bloke edilerek fokal infarktiisler olugmaktadir (88). Bu

nedenle calismamizda en az torsiyon siiresi 1 saat tutulmustur.

PARP enzimi ilk asamada genotoksik hasar sonucu olusan DNA kiriklarini
tamir etmek iizere aktive olan bir enzimdir. Deneysel testis torsiyonunda hasarin
PARP inhibitorii verilerek onlenmesi ile ilgili yapilan ¢caligmalarda PARP yolaginin
hiicreyi apopitoz ve nekroza yonlendirmesi lizerinde yogunlasilmis ve PARP
inhibitorii verilerek iskemik bulgularin azalip azalmadigi bulunmaya calisilmistir.
PARP’in hafif hasar durumundaki DNA kiriklarini onarict etkisi goz ardi
edilmistir. Bu nedenle biz ¢calismamizda farkli olarak hafif ve orta iskemik hasarh
testis torsiyonunda germ hiicrelerindeki iskemik degisiklikleri, apopitoz durmunu
ve PARP yolagimnin etkinligini tespit edebilmek i¢in 1, 2 ve 4 saatlik torsiyon

stirelerini uyguladik.

1, 2 ve 4 saatlik iskemi-reperfiizyon modeli uygulanan ratlarin sol testisleri
hafif 6demli, morumsu iskemik goriinimde oldugu tespit edilmistir. 4 saatlik
torsiyonlu testislerde bu bulgularin daha belirgin oldugu saptanmistir. Ancak testis
torsiyon modeli ayni kisi ve yontemle yapilmis olmasina ragmen ratlar arasinda
makroskopik farkli iskemik testis goriiniimleri saptanmistir. Geng rat testislerinin
yagl rat testislerine gore iskemiye daha direncli olduklarindan dolay1 ¢alismamizda
aymi iskemi siirelerindeki farkli etkilenme derecelerini degisik yaslardaki ratlarin

iskemiye gosterdikleri farkli direncgle aciklayabiliriz.

Iskemi ve reperfiizyona bagli organ hasarmin azaltilmasinda PARP
inhibitorlerinin etkinligini gosteren g¢alismalar mevcuttur. PARP inhibitorlerinin

uygulanmasi, tavsanlarda kalp ve iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasarinda
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azalmaya, fokal serebral iskemi modelinde beyin infark hacminde azalmaya,
retinada iskemi-reperfiizyon hasarinda azalmaya yol actigi gosterilmistir (13).
Farelerde bobreklerin  oksidatif stresten korunmasinda da etkili oldugu
gosterilmistir (89). Testis torsiyonundaki iskemi-reperfiizyon hasarinda PARP

inhibitorlerinin etkinligini arastiran ¢alismalar da yapilmistir.

Bozlu ve arkadaslar1 rat testisinde tek tarafli 2 saatlik torsiyon, 4 saatlik
detorsiyon sonrasi testiste olusan hasarda PARP inhibitoriiniin etkilerini histolojik
ve biyokimyasal olarak degerlendirmislerdir. Caligmalarinda PARP inhibitoriiyle
erken ve ge¢ donem histolojik ve biyokimyasal parametrelerde diizelme
bildirmislerdir (14). Yurtcu ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada testis torsiyonunda
antioksidan olarak tek doz steroid ve melatoninin MDA gibi biyokimyasal
parametrelerde olumlu etkisi olmasina ragmen JTBS gibi histolojik parametrelerde
degisiklik yapmadigini belirtmislerdir (24). Benzer sekilde Greenstein ve ark. 3
saatlik ve Diduk ve ark. ise 6 saatlik torsiyondan sonra PEG-SOD ve diltiazemin,
histopatolojik inceleme sonucunda yararli bir etkisinin olmadigin1 gostermislerdir
(90). Bu sonuglara gore; 1 saatten daha fazla siiren testis torsiyonlarinda tek doz
antioksidan maddelerin biyokimyasal olarak reperfiizyon hasarina etkisi varmig
gibi goziikmesine ragmen, histopatolojik olarak etkili olmadigi goriilmiistiir. Bu
nedenle testis torsiyonlarindan sonra iskemi-reperfiizyon hasarini degerlendirmek
icin histopatolojik incelemenin daha dogru olacagini diisiinerek ¢alismamizda farkl

olarak biyokimyasal degil histopatolojik degerlendirme yapilmustir.

Johnson ve arkadaslar tek tarafli spermatik kord torsiyonunda testislerdeki
iskemi reperfiizyon hasarina bagl spermatogenezdeki degisiklikleri belli kriterlere
gore derecelendirmisler, hasar arttikca spermatogenik seri hiicrelerin sayilarinin
azaldig1 tubiiler biyopsi skorunu elde etmislerdir. Caligmamizda tek tarafli
spermatik kord torsiyonun neden oldugu iskemi reperfiizyon hasar1 Hematoksilen
Eozin ile boyayarak Modifiye Johnson Tubiiler Biyopsi Skorlama sistemine gore

degerlendirildi.

1 saat torsiyon olusturulan testiste; seminifer tiibiillerinde sayilan
spermatogenik seri hiicrelerin dolayisiyla JTBS skorlarinin karsi testis, kontrol ve

shama gore daha diisiik oldugu tespit edildi. Ayrica 1 saat torsiyon olusturulan
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testisteki JTBS skorlarinin, 2 saat ve 4 saat torsiyon gruplarin karsi testisleriyle
istatistiksel olarak farkli olmadig tespit edildi. Dolayisiyla testiste saptanabilir en
az hasar olusturulabilmesi i¢in 1 saatlik bir siirenin gerekli oldugu, daha kisa siireli
torsiyonlarda iskemik degisikliklerin saptanmasinda yanlis negatif ya da pozitif
sonuglarin ortaya cikabilecegi gosterilmis oldu. Calismamizin sonuglart Turner ve

arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismanin sonuglariyla uyumluluk géstermektedir.

2 saat torsiyon olusturulan testiste; spermatogenik seri hiicrelerin
dolayisiyla JTBS skorlarinin karsi testis, kontrol, sham ve 1 saat torsiyon grubuna
gore daha diisiik oldugu tespit edildi. Ayrica 4 saat torsiyonlu sol testise gore de
daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bu bize 2 saatlik torsiyonla orta derecede bir
hasar olusturulabilecegini gdstermektedir. 4 saat torsiyon olusturulan testiste; JTBS
skorlarinin kars1 testis, kontrol, sham, 1 saat ve 2 saat torsiyon gruplarina gore daha
diisiik oldugu tespit edildi. Bu sonugla klinikle uyumlu oldukga belirgin iskemi

bulgulari i¢in 4 saatlik torsiyonun yeterli oldugu kabul edilebilir.

Apopitoz, memeli sperminin normal siire¢lerinden biridir. Spermatogenezin
tiim asamalarinda olgun sperm iliretmek ve anormal spermi ortadan kaldirmak i¢in
kendiliginden diizenlenir. Spermatogenez sirasinda c¢ok sayida sperm oOliir ve
ortadan kalkar. Bu sertoli hiicrelerinin sinirli sayida germ hiicrelerinin korunmasina
ve asir1 sayidaki germ hiicrelerinin ortadan kaldirilmasina neden olan yetenegine
bagli olabilir. Onemli bir DNA tamir enzimi olarak PARP"1n rolii sperm genomik
biitlinliigiiniin  korunmasi ile ilgilidir. Benzer sekilde hiicre o6liim yolundaki
PARP'n rolii, spermatogenez siireci sirasinda anormal spermin eliminasyon islemi

i¢inde onemlidir.

Bozlu ve arkadaslar1 olusturduklart testis iskemi reperfiizyon modelinde tek
tarafli 2 saatlik torsiyon, 4 saatlik detorsiyon sonrasi olusan testis hasarina PARP
inhibitoriiniin etkilerini histolojik ve biyokimyasal olarak degerlendirmisler fakat
apopitozisi ve PARP’1 gostermemislerdir. Calismalarinda PARP inhibitoriiyle
ertken ve ge¢ donem histolojik ve biyokimyasal parametrelerde diizelme
bildirmislerdir (14). Biz calismamizda farkli olarak yapilan calismalar 1s1ginda
biyokimyasal parametreler yerine dogrudan histopatolojik olarak apopitozisi ve

PARP’1 gostermeye calistik. Kar ve arkadaglari 4 saat torsiyon+ 4saat detorsiyon ve
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4 saat torsiyon ve 2 ay detorsiyon olusturarak PARP inhibitoriiniin erken ve gec
donem etkilerini incelemisler ve histopatolojik parametrelerde, apopitoziste PARP
inhibitoriiyle anlamli azalma saptamiglar, MDA ve glutatyon seviyelerinde
degisiklik saptamamiglardir. Ancak bu caligmada 4 saatlik torsiyonun etkileri
incelenmis, daha kisa stireli hafif iskemi durumundaki PARP inhibitoriiniin etkileri
incelenmemistir. PARP enziminin 6ncelikle hafif hasar durumunda DNA kiriklarini
onarict etkisi oldugu diisiiniildiigiinde hafif hasar durumunda kullanilan PARP
inhibitorlerinin hiicre yasamina ve genetik kod aktarimina olumsuz etkileri olacag:
g6z ardi edilmistir. Bu nedenle biz caligmamizda hafif ve orta derece iskemi
durumunda germ hiicrelerindeki apopitozis derecesi ve PARP yolaginin etkinligini

gostermeyi amacladik.

Hafif genotoksik zararla PARP enzim yolagi aktive olarak DNA tamirini
saglarken, orta derecede hiicre hasarinda, tamir edilemez derecede DNA hasari
bulunan hiicreler apopitoz yolagi aktive edilerek elimine edilmektedir. PARP’1n bu
iki zit etkisinden yola cikilarak PARP inhibitorlerinin farkli dokularda iskemi-
reperfiizyon hasarin1 azaltict etkilerini gosteren c¢alismalar oldugu gibi PARP
inhibitorlerinin apopitozu arttirdigini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Jha R. ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada PARP inhibitorii olan 3- aminobenzamid ( 3-ABA
) varliginda kimyasal ve oksidatif stresin indiikledigi apopitozun yaklasik olarak 2
kat arttig1 rapor edilmistir. Bu sonu¢ PARP’1n, oksidatif ve kimyasal hasara maruz
kalan spermin korunmasinda énemli bir rol oynadiginin bir gostergesidir (91). Yine
Atorino L. ve arkadaglarimin yaptigi bir baska c¢alismada sican spermatid ve
spermatositlerinde yogun DNA hasarina in vivo reaktif oksijen tiirleri ve
radyasyonun yol actifi ve PARP inhibitorlerinin ise DNA hasar onariminda

gecikmeye neden oldugu gosterilmistir (92).

Bu bilgiler 1s18inda saglikli bireylerin olusmasi ve nesillerin devami
acisindan DNA onarimi ve apopitozun belki de en O6nem arz ettigi yer germ
hiicreleridir. PARP inhibitorlerinin apopitozu azalttigini gosteren ¢aligmalar baz
aliarak testis torsiyonunda PARP inhibitorii kullanildiginda tamir edilebilecek
DNA’larin da onarimi s6z konusu olmayacagindan genetik hasarli spermler ortaya
cikabilecektir. Bu durum infertiliteye veya sagliksiz birey ve nesiller ortaya

c¢tkmasina neden olabilecektir. Bu nedenle ¢alismamizda hafif hasar durumunda
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germ hiicrelerinde hasar olusup olugsmadigi, farkli iskemi durumlarinda ne derece
hasar ve apopitoz olustugu, bu iskemi seviyelerinde PARP’in aktive olup

olmadiginin gosterilmesi amaclanmustir.

Calismamizda seminifer tiibiillerdeki apopitozis degerlendirilirken
spermatid, primer ve sekonder spermatosit ve spermatogonialarda ki apopitoz
degerlendirilmis, olgun spermatozoalar degerlendirme dis1 birakilmistir. Kontrol ve
sham gruplarinin testislerinin seminifer tiibiilleri bu sekilde degerlendirildiginde
histolojik olarak tamamen normal olmalarina ragmen bu gruplarda ¢ok diisiik
diizeyde de olsa apopitoza gitmis hiicre saptanmistir. Bu bulgular bize normal
spermatogenez sirasinda ortaya ¢ikan asirt sayidaki ya da anormal spermatogonial

hiicrelerin apopitozla ortadan kaldirildigini kanitlamaktadir.

1 saat torsiyon olusturulan testisin seminifer tiibiilleri degerlendirildiginde
apopitozis ortalamalarinin kontrol, sham ve karsi testisine gore anlamli derecede
yuksek; 2 ve 4 saat torsiyon olusturulan testislere gore de anlamli derecede diisiik
oldugu tespit edildi. Ancak ayni testislerin (T1sol) apopitozis ortalamalarinin 2ve 4
saat torsiyon olusturulan gruplarin karsi testislerine gore daha yiiksek ancak
istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi. Buna goére Bozlu ve
arkadaglarinin ve de Kar ve arkadaglarinin yaptig1 calismadan farkli olarak 1 saatlik
torsiyonla olusturulan hafif iskemi diizeylerinde de apopitozun anlamli derecede

arttig1 saptanmis oldu.

2 saat torsiyon olusturulan testisin apopitozis ortalamalarinin ayni grup karsi
testis, kontrol, sham, 1T-4R grubu ve 4 saatlik torsiyonun karsi testisine gore
anlamli derecede yiiksek; 4 saatlik torsiyon olusturulan testise gore anlamli
derecede diisiik oldugu tespit edildi. Boylece hafif iskemide oldugu gibi orta derece
iskemide de apopitozun gergeklestigini ve iskemi diizeyi arttikca beklendigi gibi
apopitoz ortalamasinin arttigi gosterilmis oldu. Kar ve arkadaslarinin yaptigi
calismayla uyumlu olarak 4 saat torsiyon olusturulan testisin apopitozis

ortalamasinin da diger tiim gruplardan yiiksek oldugu tespit edildi.

Yurtcu ve arkadaslariyla benzer olarak Greenstein’le ark. ve Diduk’la
arkadaglari, testis torsiyonlarinda tek doz antioksidan maddelerin biyokimyasal

parametreleri etkiliyor gibi goriinmesine ragmen, histopatolojik olarak etkili
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olmadigini belirtmiglerdir. Bu nedenle testis torsiyonlarindan sonra iskemi-
reperflizyon hasarini degerlendirmek ig¢in histopatolojik incelemenin daha dogru
olacagim1 diislinerek c¢alismamizda da histopatolojik degerlendirme yapildi.
Histopatolojik inceleme sonunda sham grubuyla 1 saat torsiyonlu grubun sag
testisleri (T1R) kiyaslandiginda, 1 saat torsiyonlu grubun sol testisleriyle (T1L) 2
saat torsiyonlu grubun sol testisleri (T2L) kiyaslandiginda, 2 saat torsiyonlu grubun
sag testisleriyle (T2R) 4 saat torsiyonlu grubun sag testisleri (T4R) kiyaslandiginda
JTBS agisindan bu ikili gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamasina
karsin apopitozis ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edildi. Hafif iskemiye bagli testis hasarimin tespitinde ve karsi testis hasarinin
tespitinde JTBS’ye gore apopitotik incelemenin daha sensitif oldugunu saptamamiz
dikkat cekicidir. Yine c¢alismamizda tim gruplarin ikiserli degerlendirilmesinde
apopitoz ortalamasinin JTBS’ye gore istatistiksel olarak daha anlamli oldugu
saptanmistir. Calismamizin bu bulgulari 1s181inda hafif testikiiler torsiyonda iskemi
bulgularin1 géstermede apopitotik incelemenin JTBS’ye gore daha sensitif oldugu

sOylenebilir.

Karsi taraf testiste hasar olusumuyla ilgili bir ¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu
hasar mekanizmasinda daha ¢ok otoimmunizasyon, sempatik orsiopati ve kan
akiminda azalma olabilecegi diisliniilmiis ve buna yoOnelik ¢aligmalara agirlik
verilmistir. Yilmaz ve arkadaslarinin yaptigi calismada karsi testiste seminifer
tubiil caplarinin ve spermatogenetik aktivitenin azaldigi gdosterilmistir. Bu
azalmada otoimmunitenin yeri oldugu gosterilememistir. Testislerin normal
spermatogenetik fonksiyonlarini devam ettirebilmeleri i¢in diizenli bir kan
akiminin saglanmasi gerekmektedir. Tek tarafli testis torsiyonunda karsi testisteki
kan akiminin azaldigini gosteren bazi ¢calismalar mevcuttur. Tanyel ve arkadaslar
tavsanlarda tek tarafli spermatik kord torsiyonu uygulayarak yaptiklar1 ¢calismada
kars1 testisteki kan akiminda azalma oldugunu saptayarak bunun karsi testiste de

hasara yol ag¢tigin1 savunmuglardir (19).

Dominquez C. ve arkadaslar1 tek tarafli testis torsiyonu ile ilgili klinik
calismalarinda kars1 testiste olusan hasarin subfertiliteye hatta infertiliteye yol
acabilecegini rapor etmislerdir (64). Nagler ve arkadaslar1 tek tarafli spermatik

kord torsiyonunda, splenektomi veya immunusiipresif tedavi vererek diger testis
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hasarlanmasinda otoimmun mekanizmalar1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda seminifer
tubiil ¢cap1 ve seminifer tubiildeki spermatozoalar1 degerlendirerek immun stipresif
tedavi ile karsi testisteki hasarin azaldigini1 gostermislerdir (63). Bunun sonucunda
kars1 testisteki etkilenme mekanizmasinin immunolojik nedenler oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Benzer olarak Sade ve arkadaslari uyguladiklar1 tek tarafli testis
torsiyonu sonucunda karsi testisteki hasarin, immunsiipresif etkisi olan kortizonla
azaldigin1 bildirmislerdir. Hadziselimovich ve arkadaglar1 testis torsiyonu tanisi
alan 17 hastada diger testisten aldiklar1 biyopside germ hiicrelerinde apoptosis
degerlendirmisler ve tiim hastalarda karsi testislerde artmis nekrotik degisiklikler

ve apopitozis tespit etmislerdir (19).

Kars1 testisteki hasar1 gdsteren bir ¢ok klinik ve deneysel ¢alismaya karsilik
tek tarafli testis torsiyonunda karsi testiste herhangi bir degisiklik olmadigini
gosteren ¢ok sayida deneysel ve klinik c¢alismalar da mevcuttur. Ryan ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢calismada ratlarda tek tarafli testis torsiyonu modelinde diger
testiste immunolojik ya da baska bir mekanizmaya bagli olarak gelisen hasar
saptamamigslardir. Ayrica Turner ve arkadaslar1 da yaptiklar1 deneysel tek tarafli
spermatik kord torsiyonunda karsi tarafta hasar tespit edememislerdir (67). Bir
bagka hipotez de her iki testisin dogumsal olarak anormal oldugu goriistidiir.
Gergekten de testis torsiyonlu olgularin yaklasik yarisinda karsi testiste de anomali
vardir. Testis torsiyonlu olgulardaki azalmis fertilite potansiyeli bu dogumsal

anomaliye bagli olabilir.

Calismamizda kars1 testisler incelendiginde testis torsiyonunda karsi
testiste de hasar olustugunu belirten calismalarla uyumlu olarak JTBS ve tunel
boyama ile gosterilen apopitozis ortalamalar1 agisindan kontrol ve shama gore
anlamli derecede farkli oldugu tespit edilmistir. JTBS acisindan 2 ve 4 saat
torsiyonlu gruplarin karsi testisleri 1 saat torsiyonlu sol testisle kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir. Bu bulgu bize 2 ve 4 saatlik
torsiyonda karsi testisin 1 saat torsiyonda kalan testis kadar etkilendigini
gostermektedir. 1 ve 2 saat torsiyonlu sag testislerin sham ile JTBS acgisindan
kiyaslandiginda fark olmamasina karsin apopitoz ortalamalar1 agisindan farkin
anlamli olmast hafif iskemili sag testislerin degerlendirilmesinde apopitotik

incelemenin daha duyarli oldugunu gostermektedir. Yine 1, 2 ve 4 saat torsiyonlu
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gruplarin sag testisleri kendi aralarinda kiyaslandiginda torsiyon siiresi arttikca sag
testislerin JTBS nin diistiigii ve apopitoz ortalamalarinin arttig1 tespit edilmistir. Bu
bulgu torsiyon siiresi arttikca karsi testislerin etkilenme derecelerinin arttigini

gostermektedir.

Klinik c¢aligmalarda 4-6 saatlik ve ftizeri TT’nun testiste nekrotik
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (25, 26). Calismada, 2 ve 4 saatlik
torsiyon + reperfiizyonlu sol testislerde kontrole gore Johnson Tiibiiler Biyopsi
Skorlarinin anlamli derecede diistiigii ve apopitoz ortalamalarinin tunel boyama ile
anlamli derecede arttig1 benzer sekilde western blot analiziyle DRS expresyonunun
da arttig1 goézlenmistir (Sekil 25,26). Bazi karsi goriislere ragmen, tek tarafl
spermatik kord torsiyonun karsi testiste de hemodinamik ve histolojik degisikliklere
yol actign artik kabul edilmektedir (9). Ozellikle germ hiicrelerinde belirgin
hasarlanma kars1 testisin onemli bulgularindandir. Western blot analiziyle 2T-4R
grubunda hig¢bir islem uygulanmayan sag testis dokularinda (sekil 26; 2, 6 ve 9 nolu
ornekler) apopitozis gozlenmezken, Sol testis eksplore edildikten sonra kapatilan
Sham grubunda ise strese bagli olarak apopitozun arttii tespit edilmistir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda, 1 saatlik iskeminin de spermatogenetik hiicrelerde
hasar meydana getirdigi bildirilmistir (25,26). 1 saat torsiyon olusturulan testisin
seminifer tiibiilleri degerlendirildiginde tunel boyama ile apopitozis ortalamalarinin
kontrol, sham ve karsi testisine gore anlamli derecede yiiksek; 2 ve 4 saat torsiyon
olusturulan testislere gore de anlamli derecede diislik oldugu tespit edildi. Western
blot analizinde on 6rnekten olusan her grup i¢in ancak dort 6rnek ¢alisilmistir. DRS
reseptoriiniin expresyonunun 1T-4R grubunda goézlenmemesinin secilen dort
ornekle sinirli olmasindan kaynakli oldugu diisliniilmektedir. Testis torsiyonunda,
apoptozisin gosterildigi mevcut ¢alismalarda (82, 83, 84, 85) DRS 6liim reseptorii
ile yapilan bir calismaya rastlanilmadigindan bu anlamda calismanin literatiirde

onemli bir boslugu dolduracagina inanmaktayiz.
Tez calismamizda 6zet olarak su sonuglar elde edilmistir:

1. Testis torsiyonu iskemi-reperfiizyon modeli aym kisi ve yoOntemle
yapilmis olsa bile testislerdeki makroskopik ve mikroskopik iskemi
bulgularinin ratlarin  yasiyla baglantili olarak Dbireysel farklilik
gosterebildigi,
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11

12.
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. Testiste saptanabilir en az hasar olusturulabilmesi i¢in 1 saatlik bir

siirenin gerekli oldugu,

. 2 saat torsiyon + reperfiizyonla orta derecede, 4 saat torsiyon +

reperfiizyonla  klinikle  uyumlu  belirgin  derecede  iskemi

olusturulabildigi,

1, 2 ve 4 saatlik torsiyon + reperfiizyonlu sol testislerde kontrol ve
shama gore Johnson Tiibiiler Biyopsi Skorlarinin anlamli derecede

diistligii ve apopitoz ortalamalarinin anlamli derecede arttigi,

Testiktiiler iskemi siiresi arttik¢a orantili olarak Johnson Tiibiiler Biyopsi

Skorlarinin gittik¢e diistiigii ve apopitoz ortalamalarinin gittikce arttigi,

Tamamen normal olan kontrol ve sham gruplarinda da apopitozis
gerceklestigi  ve fizyolojik spermatogenezis sirasindaki anormal

spermatogonial hiicrelerin apopitozisle yok edildigi,

. Hafif iskemiye bagl testis hasarinin tespitinde ve karsi testis hasarinin

tespitinde JTBS’ye gore apopitotik incelemenin daha sensitif oldugu,

. Testis torsiyonunda karsi testiste de JTBS ve apopitozis ortalamalari

acisindan kontrol ve shama gore anlamli derecede farklilik oldugu, yani

kars1 testiste de hasar olustugu,

2 ve 4 saatlik torsiyonda karsi testisin 1 saat torsiyonda kalan testis

kadar etkilendigi,

Torsiyon siiresi arttikga karsi testislerin etkilenme derecelerinin de

arttig1 saptanmistir.

.2 ve 4 saatlik torsiyonda western blot analizi ile DRS reseptoriiniin

espresyonunun arttigi ve Olim reseptorii araciligi ile apopitozisin

gerceklestigi goriilmiistiir.

Sham grubunda, DRS5 reseptoriiniin espresyonunun artmasi ve Oliim
reseptorii araciligi ile apopitozisin gerceklesmesi sol testise yapilan
islemden dolayr hayvanin girdigi stresten kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.
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13.1 saatlik torsiyonda DR5 ekspresyonunun saptanamamasi, 10 numunelik
gruptan ancak rastgele secilmis 4 numude western blot analizinin

yapilmis olmasina baglandi.

14.2 saatlik torsiyon grubunda kars1 testisin western blot analizi ile durumu
degerledirildiginde ~ ¢alisgilan ~ Orneklerde =~ DRS ekspresyonu

goriilmememistir.
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OZET

Deneysel Testis Torsiyonunda Apopitozisteki
Poli-ADP Riboz Polimeraz (PARP) Yolaginin Etkinligi

Hiicre hasarimin bir mekanizmasi olarak gosterilen poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) yolagi, pek ¢ok iskemi reperfiizyon hasari patogenezinde yer
almaktadir. DNA'da olusan iplik kirikliklari, DNA tamir mekanizmalarinda gorevli
olan PARP enzimini aktive etmektedir. Hafif genotoksik zarar PARP
aktivasyonunu indiikleyerek DNA tamirini saglamaktadir. Orta derecede hiicre
hasarinda, tamir edilemez derecede DNA hasar1 bulunan hiicreler apopitoza
yonlendirilmektedir. Siddetli DNA hasarinda ise, PARP asir1 aktive olmakta ve
hiicre i¢i enerji metabolizmasim1 ¢okerterek hiicreyi nekroza siiriiklemektedir.
PARP’1n hafif ve yliksek DNA hasar1 durumunda iki farkli yondeki etkisi dikkat
cekicidir. Bu nedenle ¢alismamizda testis torsiyonunda hafif iskemi-reperfiizyon
hasarinda germ hiicrelerindeki apopitozis durumu ve PARP etkinliginin
gosterilmesi amaglanmisgtir.

Calismamizda 44 adet wistar albino rat kullanilmis ve ratlar kontrol, sham,
1, 2 ve 4 saat torsiyon gruplarina ayrilmistir. Sol testislere 720° torsiyon yapilip
detorsiyon sonrasi 4 saat reperfiizyon uygulanmistir. Deney sonunda sol ve sag
testislere orgiektomi yapilarak testislerdeki iskemi-reperfiizyon hasar1 ve apopitoz
derecesi histopatolojik olarak, PARP aktivitesi western blot analizi ile gosterilmeye
caligilmistir.

Calismamizda kontrol ve sham gruplarinda Johnson Tiibiiler Biyopsi Skoru
(JTBS) normal olmasina ragmen ¢ok diisiik diizeyde apopitoz saptanmistir. 1 saat
torsiyon grubunda kontrol ve sham grubuna gore JTBS’nin diistiigii ve apopitoz
ortalamasinin arttig1 tespit edilmistir. Ancak bu degerlerin yiiksek olmadigi 2 ve 4
saat torsiyonlu gruplarin sag testis degerlerine yakin oldugu gortilmiistiir. 2 ve 4
saat torsiyon gruplarinda da kontrol, sham ve 1 saat torsiyon grularina gore
JTBS’nin diistiigli ve apopitozun arttig1 tespit edilmistir. 1 ve 2 saat torsiyonlu sag
testislerde shama gore JTBS agisindan fark olmamasina karsin apopitoz
ortalamalar1 yiiksek saptanmistir. JTBS acisindan 2 ve 4 saat torsiyonlu gruplarin
kars testisleri 1 saat torsiyonlu sol testisle kiyaslandiginda istatistiksel anlamli fark
tespit edilmemistir.

Sonu¢ olarak caligmamizda testiste saptanabilir en az hasar
olusturulabilmesi i¢in 1 saatlik bir siirenin gerekli oldugu, testikiiler iskemi siiresi
arttikca orantilt olarak JTBS’nin gittikce diistiigli ve apopitoz ortalamalarinin
gittikce arttig1, 2 ve 4 saatlik torsiyonda kars1 testisin 1 saat torsiyonda kalan testis
kadar etkilendigi, hafif iskemiye bagli testis hasariin tespitinde ve karsi testis
hasarinin tespitinde JTBS’ye gore apopitotik incelemenin daha sensitif oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apopitoz, Iskemi-Reperfiizyon, PARP, Testis, Torsiyon
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SUMMARY

The Efficiency of PARP (Poli-ADP Riboz Polimeraz) Pathway at Apoptosis in
the Experimental Model of Testes Torsion.

The ADP-ribose polymerase (PARP) pathway, indicated as a damage
mechanism for cells, is implicated in many ischemic reperfusion damage
pathogenesis. DNA strand breaks activate the PARP enzyme as part of the DNA
repair mechanism. Mild genotoxic damage induces the PARP activation for DNA
repair. In moderate cell damage, the cells with excessive DNA damage beyond a
repairable level undergo apoptosis. In severe DNA damage, PARP is over activated
and steers the cell towards necrosis by crushing the intracellular energy
metabolism. Two distinct effects of PARP in mild and severe DNA damage are
noteworthy. As a result, in our study, apoptosis response and PARP activity was
shown in mild ischemic reperfusion damage in germ cells due to testicular torsion.

In our study, a total of 44 Wistar Albino rats were included, and divided
into control, sham, as well as 1, 2 and 4 hour torsion groups. Left testes were
subjected to 720° of torsion followed by 4 hours of reperfusion. Finally, the
ischemic reperfusion damage and the apoptosis level in left and right testes were
evaluated histopathologically and the PARP activity was assessed using western
blot analysis.

In our study, the JTBS was normal in the controls and the sham group,
accompanied by very low levels of apoptosis. In the 1 hour torsion group, the JTBS
was lower compared to the controls and the sham group and the average apoptosis
level was higher. On the other hand, these levels were not drastically high and
comparable to the right testis levels of the 2 and 4 hour torsion groups. In the 2 and
4 hour torsion groups, the JTBS was also lower and the apoptosis levels higher in
comparison to the controls as well as the sham and 1 hour torsion groups. While
there was no difference in the JTBS between the 1 and 2 hour torsion groups and
the sham group, the average apoptosis levels of the former were higher. No
statistically significant differences were found between the opposite testes of the 2
and 4 hour torsion groups and the left testis of the 1 hour torsion group in terms of
the JTBS.

In conclusion, the minimum torsion duration for discernible testis damage
was determined to be 1 hour, the JTBS was lower and the average apoptosis levels
were higher in proportion to the duration of the testicular ischemia, the opposing
testis was affected at a level corresponding to a 1 hour torsion when the actual
testes underwent 2 and 4 hours of torsion, and the apoptotic examination was more
sensitive to determine the testicular damage in mild ischemia and the opposing
testicular damage compared to the JTBS.

Keywords: Apoptosis, Ischemia- reperfusion, PARP, Testes, Torsion,
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