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Ozet

Testiste Olusturulan Iskemi Reperfiizyon Modelinde Montelukast’ in

Koruyucu Etkisi

Testis torsiyon ve detorsiyonu organda iskemi-reperfiizyon (IR)
hasarina yol acar. Spermatik kord torsiyonu, cogunlukla bebeklik ve adolesan
caglarinda gorilen Urolojik bir acildir. Montelukast ise astim tedavisinde
kullanilan bir sisteinil I6kotrien antagonistidir. Biz calismamizda testikiiler IR

hasarina karsi Montelukast’ in koruyucu etkisini arastirmay! amacladik.

Deneyimizde 21 adet, 200 - 250 gr adirliginda eriskin erkek Wistar
Albino sican kullanildi. Deney hayvanlari her grupta 7 adet olmak Uzere
randomize edilerek kontrol + serum fizyolojik (SF), I/R + montelukast (ML),
I/R + SF gruplar olacak sekilde 3 gruba ayrildi. Cerrahi girisim éncesi, deney
hayvanlarina i.m. yolla 70 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin uygulanarak
anestezi saglandi. Kontrol grubuna hicbir cerrahi islem uygulanmadi ve
histolojik degiskenleri belirlemek icin kullanildi. Torsiyon, sol testisin
spermatik kordonun 720° saat yonunun tersine cgevrilmesiyle olusturuldu.
Detorsiyon ise 6 saat torsiyondan sonra testisin eski pozisyonuna
getiriimesiyle saglandi. I/R gruplarinda SF veya montelukast (10mg/kg ip. ),
detorsiyondan 30 dakika 6énce uygulandi ve 1 saat detorsiyone edildi. Deney
sonunda meydana gelen degisiklikler 1sik mikroskobunda ve konfokal

mikroskopta degerlendirildi.

I/R grubundaki incelemelerimizde cok cekirdekli dev hiicre, tubuler
atrofi, vakuolizasyon, damar konjesyonu, bazal membran ayrilmasi, germ

hiicre hasari gézlendi. IR + ML grubunda ise tubdiler atrofi, dev hiicre, damar



konjesyonu, seminifer tlUbulllerde germ hilcre hasari ve bazal membran

ayrilmasi parametrelerinin azaldigi gézlendi.

Sonug¢ olarak tek tarafli testiste torsiyon-detorsiyon uygulanarak
olusturulan I/R modelinde montelukast tedavisinin etkilerinin dederlendirildigi
bu calismada, histopatolojik parametrelerdeki bozulmanin, montelukast
uygulanmasiyla azaldigi gozlendi. Bu deneysel c¢alismanin verileri,
montelukast tedavisinin testis torsiyonunda kullanilabilirliginin arastiriimasi

gerektigini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Montelukast, iskemi, Reperfiizyon, Torsiyon, Testis



Summary

Protective Effect of Montelukast on Torsion and Detorsion Injury in

Rats

Testicular torsion and detorsion causes ischemia/reperfusion (I/R)
injury. Torsion of the spermatic cord is a urological emergency that can
mostly occur at adolescent males. Montelukast is a leukotriene receptor
antagonist (LTRA) used for the maintenance treatment of asthma. In this
study, we aimed to investigate that the protective effect of montelukast on

ischemia/reperfusion induced injury.

In our study, 21 adult male Wistar Albino rats, weighing 200-250
g, were used. Experimental animals randomly divided into 3 groups
containing 7 rats per each group as control+ serum physiologic, I/R +
montelukast (ML), I/R + serum physiologic. Rats were anesthesized
intramuscularly with 70 mg / kg ketamine and 10 mg / kg xlazyne before the
surgical process. The control group was used as control for histological
parameters. Torsion, was created by rotating the left testis 720° in a counter
clockwise direction for 6h. Detorsion was created by repositioning testis after
6-h-torsion. I/R group was applied to left testis for 6-hour torsion then 1-
hour detorsion and testis were collected after dissecting the rats. In ML
group, was treated with montelukast 30 minute before the detorsion with i.
p (10mg/kg) injection. The animals were killed under the anesthesia and

testis tissues were removed.

As a result, in I/R group, tubuler atrophy, vacualization, basal
membran seperation, degenerations, loss of germ cell and widening of

intertitial space were observed.


https://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_receptor_antagonist
https://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_receptor_antagonist
https://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_receptor_antagonist
https://en.wikipedia.org/wiki/Asthma

Consequently, results indicated that treated with I/R + ML group
was injured less then the I/R group. This experimental data have shown that

more research were needed for montelukast to use testicular ischemia
treatment.

Key Words: Montelukast, Ischemia, Reperfusion, Torsion, Testis
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1. GIRIS VE AMAC

Spermatik kord torsiyonu, c¢ogunlukla bebeklik ve adolesan
caglarinda gorilen Urolojik bir acildir (Ozturk, Ozturk, Gideroglu, Terzi, &
Bugdayci, 2010). Testikiiler torsiyonda olusan iskemi reperfiizyon (IR),
spermatogenezisin surdulrllebilmesi acisindan, akut olarak tedavi edilmesi
gereken 6nemli bir hasardir. Testikller torsiyonun 4-6 saat icinde tedavi
edilememesi durumunda germ hlcre kaybi meydana gelmektedir
(Isikdemir et al., 2014). Cerrahi girisime ragmen testis torsiyonu olan
hastalarin % 40-60'Iinda testikller atrofi ve infertilite ortaya cikmaktadir.
Bu acidan testikiler IR’nin tedavisinde etkili olabilecek etken maddeler

Uzerinde arastirmalar yapmak infertilitenin énlenmesi acisindan énemlidir.

Iskemik dokularda canhilhidi korumak igin temel prensip,
reperfizyonun saglanmasidir. Bu nedenle testis torsiyonlu olgulara zaman
gecirmeden mudahale edilmelidir (Altunoluk, Bakan, Ciralik, & Tolun,
2011). Ancak, testis torsiyonunun duzeltimesinden sonra bu kez
reperfizyon ile olusan hasarlanma ortaya cikmaktadir (Beytur, Ciftci,
Oguz, Oguzturk, & Yilmaz, 2012).

Reperfuzyon hasari notrofil infiltrasyonu ve serbest oksijen
radikallerinin (superoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikal)
artistyla yakindan iliskili bulunmustur (Cuzzocrea, Riley, Caputi, &
Salvemini, 2001). Olusan serbest oksijen radikallerinin mitokondri ve
hicre membranindaki lipidlerin  peroksidasyonu yoluyla membran
gecirgenliginde artisa veya membran butinligunde bozulmaya, protein
denaturasyonuna ve DNA hasarina yol actigi (Cuzzocrea et al., 2001),
sonucta iskemi nedeniyle olusan germ hicre hasarinin daha da arttigi
belirlenmistir. Cesitli antioksidan ve terapétik ajanlarin kullanilmasiyla bu

hasarlarin azaltilabildigi yapilan calismalarla kanitlanmistir (Lysiak, 2002).



Sisteinil I6kotrienler (CysLT) arasidonik asitin 5-lipooksijenaz
yolagi Uzerinden ortaya cikardigi inflamasyonda o©nemli rol oynayan
proinflamatuar mediatorlerdir (Vollmar et al., 1989). Etkilerini hicre
membraninda yerlesmis kendilerine &6zglu reseptorleri aktive etmek
suretiyle yaparlar. Daha ¢cok mast hucresi, bazofil ve endotel hicresinden
saliverilirler. Damar gecirgenliginde artis, dokuda inflamatuar hicre
birikimi ve 6deme sebep olurlar. Montelukast (ML), sisteinil I6kotrien
reseptér antagonisti olup, klinikte bronsiyal astim ve alerjik rinit gibi

hastaliklarda uzunca suredir basaril bir sekilde kullanilmaktadir.

Montelukast, pranlukast, zafirlukast gibi I6kotrien antagonisti
ajanlar, proinflamatuar biyoaktif mediatorler olan CysLT’lerin sentezini ya
da etkilerini bloke ederler. Montelukast ve zafirlukast lipooksijenaz trunu
eikozanoid yapili otakoid olan sisteinil l6kotrien D4 (LTD4) ve LTE4’Un
brons duz kaslari ve kapiller endotelinde bulunan reseptérlerini bu
maddelerle yarismaya girerek bloke ederler ve I6kotrienlerin

inflamasyondaki etkilerini engellerler.

Lékotrienlerin, astim, peptik Ulser ve iskemi/reperflizyon gibi bir
cok hastalik/olusumda daha fazla salinimi oldugu gbézlenmektedir. Bu bilgi
dahilinde, ML c¢ocuklarda ve yetiskinlerde astim ilaci olarak olarak

kullaniimaktadir.

Akut inflamasyonda, kemotaktik mediator olan notrofiller ilk
olarak iskemik alana gdéc¢ ederler ve reaktif oksijen tlrlerinin, proteazlarin,
elastazlarin ve myeloperoksidazlarin salinimlarini  yaparlar. Bdylece,
farmakolojik stratejilerle, ndétrofil glclendirmesi ve ayrica reperflizyon
kaynakli hasar olusmasi sinirlandirilabilir (Ozkan et al., 2010). Bir diger
taraftan da, LTD4 reseptoriine baglanmasiyla ortaya ¢ikan antiinflamatuar
ozelligi, ML’ nin oksidatif hasara karsi koruyuculugunda belirgin pozitif etki

saglamaktadir (Isikdemir et al., 2014). Bu arastirmada testikiler



torsiyonda ML'nin koruyucu ve iyilestirici etkisinin arastiriimasi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Testis Anatomisi

Testisler, sperm Ureten ve sentezleyen, androjenleri salgilayan,
karin boslugunun disinda skrotum icerisinde yer alan, bir cift ovoid sekilli
organdir. Blyuklikleri kisiden kisiye degismekle beraber, ortalama 4-5cm
uzunlugunda, 2-3cm genisliginde, 2-3cm kalinhdinda ve 20-30gr
agirhgindadir. Testisler yaklasik ayni buylklikte olmalarina karsin sol
testis sag testise gbore biraz daha asagida yer almaktadir. Normal
spermatogenez icin 34°C-35°C gereklidir ve bu yerlesimleri testislerin
vlicut isisindan 2°C- 3°C daha disuk bir isida olmalarini sadlar
(Kierszenbaum, 2006). Her bir testis anteriyor abdominal duvarin
tabakalariyla devamlilik gbésteren ve skrotumun igerisine uzanan uzun bir
muskulofasiyal kesenin ucunda asilidir. Testisler, vas deferens, spermatik
arter, vendz ve lenfatik pleksuslari iceren spermatik kordonlar tarafindan
abdominal duvara baglidirlar ve gubernakulumun kalintilari olan skrotal

ligamentler ile skrotuma baglanmislardir (Ross & Pawlina, 2006).

Testisler karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak
gelisirler. Testislerin temel gorevlerini yapabilmeleri icin karin bosluguna
inmeleri gerekmektedir. Testisler, bu inis sirasinda karin 6n duvari

tabakalarini da slrtklerler. Bu nedenle su tabakalara sahiptirler:

a) Deri } Skrotum
b) Tunika dartos

c) Fasia spermatika eksterna
d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna
f) Tunika vaginalis testis

g) Tunika albuginea

h) Tunika vaskuloza



Testisin fasia medialis (ic yan yuz) ve fasia lateralis (dis yan ylz)
olmak Uzere iki yuzu, margo anterior (6n kenar) ve margo posterior (arka
kenar) olmak Uzere iki kenari ekstremites stperior (Ust ug) ve ekstremites

inferior (alt ug) olmak tzere de iki ucu vardir (Drews, 2000).

Testislerin cevresinde fibromuskiler yapida bag dokusu bulunur.
Tunika albuginea adi verilen bu doku, mediyastinum testis béliminde
kalinlagir ve buradan c¢ikan fibréz septumlar testisi 250- 300 kadar lobuli
testise bdéler. Her lobulde yaklasik dért adet, kivrimh yapida, ana islevi
sperm uretimi olan seminifer tubul bulunur (Gartner & Hiatt, 2012). Her
bir seminifer tubldl yaklasik 150um c¢apta ve 80cm uzunluktadir
(Kierszenbaum, 2006). Seminifer tubullerin duvarn birkag hiicre tabakasi
kalinhginda epitelle déselidir. Bu epitelin bazal hiicreleri sertoli hiicreleri ve
spermatogonyumlardan olusmaktadir. Spermatogonyumlar kendilerini
cogaltmak ve primer spermatositleri olusturmak lGzere mitoz aktivitesiyle
bélundrler (Gartner & Hiatt, 2012).

Seminifer tubdller, iki ucu U seklinde ve rete testise acilan
tuplerdir. Rete testis, seminifer epitelyumun Urunlerini (testiktler sperm,
salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agidir (Kierszenbaum,
2006).

Ust ug epididim basi ile ortlili olup burasini saran lamina visseralis
(epiorchium), dogrudan dogruya epididim Uzerine atlar ve burada bir oluk
meydana getirir. Bu sekilde olusan kaput epididimisin hemen altinda
kicUk oval bir cisimcik vardir. Appendiks testis denilen bu c¢ikinti miller
kanali Gst ucunun bir kalintisidir. Kaput epididimisin Ustiinde genellikle
appendiks epididimis denilen bir cikinti vardir. Bu ayrilmis bir duktuli
efferentestir. Alt ucta ligamentum skrotale denilen elastik ve duz kas

liflerinden meydana gelmis bir skrotal bag ile skrotuma tutunmustur.



Testisler arterlerini aorta abdominalisten alirlar. Arteria testikularis
testise varincaya kadar karin boslugunun bulyldk bir kismini ve inguinal
kanali gecmek zorundadir. Arteria testikularis testisin arka kenarindan
bezin icine sokulur ve mediastinum testiste bir ¢cok dallar verir. Bu dallar
septula testisleri izleyerek bezin her tarafina dagilirlar ve zengin kapiller
agl yaparak testis kanalciklarini sararlar. Arteria testikularis ile arteria
vesikalis superior'in  bir dal olan arteria defferentialis ve arteria
femoralisten gelen ve skrotumda dadilan arteria pudendae eksterna
arasinda anastomozlar var ise de arteria testikularis’in baglanmasi veya
kesilmesi, kansizliga karsl fazla hassas olmalarina karsi testiste hasara
neden olur (Drews, 2000).

Venler duktus deferensin etrafinda pleksus pampiniformis denilen
bir ven agi meydana getirirler. Bu agdan once iki, sonra birer tane vena
testikularis meydana gelir. Vena testikularis dekstra, vena kava inferior’e,

vena testikularis sinistra, vena renalis’e dokulur.

Sinirler, sempatik ve parasempatik lifler pleksus coeliakustan arteria
testikularis c¢evresinde bulunan pleksus testikularis ile gelirler. Bu sinirler
bezlerin calismasini idare ederler. Testislerin lenf damarlarn funikulus

spermatikus’u izler ve nodus lenfatikus ile birlesirler.



2.2. Testisin Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, ovumu doélleyen sperm cesidi ile déllenme
sirasinda belirlenmis olsa da, morfolojik 6zellikleri, embriyo déneminin 7.
haftasina kadar gelisime baslayamazlar. Genital sistem erken dénemde
her iki cinste de birbirine benzer, bu nedenle genital sistemin bu asamasi
“sekstel gelisimin farklanmamis safhasi” olarak adlandiriir ve gonadlara
da “farklanmamis gonadlar” adi verilir .

Gonadlar (testisler ve overler) li¢c kaynaktan kdken alirlar :

< Karin arka duvarini déseyen mezotel (mezodermal epitel)

<+ Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

< Primordial germ hucreleri

Gonadal gelisimin ilk safhalari 5. haftada ortaya cikar,

mezonefrozun medyalinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu
epitelin altindaki mezensimin ¢ogalmasi ile mezonefrozun mediyalinde bir
kabariklik (gonadal kabarti) olusur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar
(gonadal kordonlar) altindaki mezensim icerisine dogru kisa sirede
buyurler. Farklanmamis gonad, dista yer alan bir korteks ve icte yer alan
bir medulladan olusmaktadir. Eder embriyo XX seks kromozom
kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi ovaryuma
farklilasir, medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini
icermekteyse, medulla testise farklilasir, korteks bir takim kalintilari

birakarak geriler, dejenere olur.

Primordial germ hicreleri 4. hafta basinda vitellis kesesi
duvarinda, allantoyisin baslangic yerine yakin, endodermal hicreler
arasinda ortaya cikarlar. Embriyonun katlanmasi sirasinda, vitelllus
kesesinin dorsal parcasi embriyo icerisine dahil olmasi ile, primordial germ
hiicreleri de arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara
goc ederler. 6. hafta sirasinda primordial germ hicreleri altindaki
mezensim igerisine girerler ve gonadal kordonlara dahil olurlar (Moore,
Persaud, & Torchia, 2015).



Eger embriyo genetik olarak erkekse, primordial germ
hicrelerinin  cinsiyet kromozomlari XY’dir. Testis belirleyici faktorl
kodlayan Y kromozomu Uzerindeki SRY geninin etkisiyle, primitif cinsiyet
kordonlar testis veya mediller kordonlari olusturmak Uzere, ¢ogalmaya
devam edip medullanin derinliklerine dogru ilerler. Bu kordonlar bezin
hilusuna dogru, daha sonra rete testis tibdllerini olusturacak ince hicre
siralarindan ibaret bir ag seklinde dagdilirlar. Gelisimin daha ileri
evrelerinde testis kordonlarinin ylzey epiteli ile olan iliskileri tunika

albuginea adli yogun fibréz bir bag dokusunun araya girmesiyle sona erer.

Gonadal sirtin orjinal mezensiminden koken alan interstisyel
Leydig hucreleri testis kordonlarinin arasinda bulunur ve bu kordonlarin
farklanmaya baslamasindan hemen sonra gelismeye baslarlar. Embriyo
gelisiminin 8. haftasinda, Leydig hicreleri testosteron liretmeye baslarlar.
Insan koryon gonadotropin hormonu (hCG) testosteron {retimini uyarir.
Testisler artik genital kanal ve dis genital organlarin cinsiyetini etkileyecek

hale gelmistir.

Testosterona ek olarak, fetal testisler, glikoprotein yapida bir
hormon olan antimulleriyan hormon (AMH) veya miulleryan inhibitor
madde (MIM) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli
hicreleri (destek hicreleri) tarafindan salgilanir ve hormonun salinmasi
ergenlige kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, uterus
ve tuba uterinalara farklilasan, paramezonefroz kanallarinin (Mduller)

gelisimini baskilar.

Dérdlincl ayda, testis kordonlari at nali seklini alir ve bu at nalinin
uclari rete testis ile devam eder. Bu durumda testis kordonlari artik
primitif germ hicreleri ve bezin ylzey epitelinden kdken almis Sertoli

destek hicrelerinden meydana gelmistir.
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Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlari pubertede
limenleri acilarak seminifer tubuller haline gelirler. Seminifer tibdller
kanalize olur olmaz rete testis tubdulleriyle birlesir ve duktuli eferenslere
girerler. Bu eferent duktuslar mezonefrik sistemin geride kalmis bosaltim
tubdlleridir. Duktus deferens olarak bilinen bu kanallar, rete testis ile

mezonefrik veya Wolffian kanallarini birbirine baglarlar.

Testisler, genellikle 26. haftada baslayan ve 2-3 gin devam eden,
inguinal kanallardan gecerek skrotuma inis slreci yasamaktadirlar.
Testisler, periton ve processus vaginalis disindan gecgerler, skrotuma
girdikten sonra, inguinal kanal, spermatik kord etrafinda kasilir. Terminde
dogmus yeni dodanlarin %97'sinden fazlasinda, her iki testis de skrotum
icerisindedir. Dogumdan sonraki ilk ic ay icerisinde, inmemis testislerin
cogu skrotuma iner. Testislerin skrotuma inisinde, fetal testislerce Uretilen
androjenler sayesinde kontrol edilmesinin yaninda; fetal pelvisin
genislemesi, embriyonun boyutlarinin uzamasi, karin i¢i organlarin

bliylmesi ve karin ici basincin artmasinin rol oynadigi distntlmektedir.
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2.3. Testisin Histolojisi

Spermatogenez lzerinde en énemli uyarici etkiyi hormonlar yapar.

Bunlar :

1. Testosteron : Testisin interstisyel dokusunda yer alan Leydig
hicreleri tarafindan salgilanir ve spermatojenik htcrelerin biyimesi
ve bélinmesi icin gereklidir. Ayrica ikincil cinsiyet karakterlerinin
devam ettirilmesinden de sorumludur.

2. Luteinizan hormon (LH): On hipofizden salgilanir, Leydig hiicrelerini
uyararak testosteron salgilatir. Hipofizden LH salgilanmasi negatif
geri besleme ile dizenlenir. Testosteron sentezinin artmasiyla LH
salinimi baskilanir ve tersine testosteron disulk ise LH salinimi artar.

3. Folikiil stimiilan hormon (FSH) : On hipofizden salgilanir, Sertoli
hicrelerini  uyarir. Adenil siklaz yapimini, ddngisel adenozin
monofosfat (cAMP) artisini uyarnir. Ayrica ABP’ nin sentez ve
salgilanmasini harekete gecirir. Daha sonra ABP testosterona
baglanarak bu hormonu seminifer tibul limenine tasir. Boylece
spermatogenez uyarilmis olur. Bu uyari olmazsa spermatidlerin
sperme dénldsmesi gergeklesmez.

4. Ostrojenler : FSH sonucunda uyarilan Sertoli hicresinde
testosterondan yapilmaktadir.

5. Buyuime hormonu (GH) : Didger hormonlar gibi testisin metabolik
fonksiyonlarinin  kontroli igcin gereklidir. GH 06zgll olarak
spermatogonyumun erken bélinmesini destekler, yoklugunda ise

spermatogenez durur ya da sekteye ugrar.
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2.3.1. Seminifer Tubuller

Spermatozoidler seminifer tlbdlllerde Uretilir ve eriskindeki yapim
hizi glinde yaklasik 2x10% dir. Her testiste yaklasik 250-1000 seminifer
tabdl bulunur. Her seminifer tibll karmasik yapida cok kath bir epitel ile
doseli olup, caplari yaklasik 150-250 pym ve boylari 30-70 cm’ dir. Bir
testisteki tlbullerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Tabdlller
kivrimhdir ve uclarina dodgru limeni daralarak diz tibdller ya da tubuli
rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam eden kangallar seklinde
uzanir. Bu diz tubdller, seminifer tubdllleri rete testis denilen, epitel ile
doseli kanllarin olusturdugu bir labirente badlar. Anastomoz yapan rete
testis kanallari, yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimin bas

kismina baglanmaktadir.

Seminifer tibdller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal
lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur.
Seminifer tibull saran fibréz tunika propria birkag fibroblast katmanindan
olusmustur. Bazal laminaya yapisik olan en icteki katman, diuz kas
Ozellikleri de goésteren vyassilasmis miyoid hlcreler icerir. Seminifer
tibdllerin  arasindaki boslugun blyldk boélimidnd interstisyel (leydig)

hiicreleri doldurur.

Seminifer epitelde iki tip hicre vardir: Sertoli ya da destek
hicreleri ile spermatogenez serisini olusturan olusturan hicreler.
Spermatogenez serisinin hicreleri 4-8 tabaka halinde dlizenlenmistir.
Islevleri spermatozoonlari dretmektir. Spermatozoon dretimi
spermatogenez olarak adlandiriir. Bu slireg, mitoz ve mayoz hicre
bélinmeleri icerir ve hilcreler sonunda spermatozoidlere farklilasir. Bu

asama spermiyogenez olarak adlandirilir.
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2.3.2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoon uretim surecidir. Sitrec ilkel bir
Ureme hucresi olan spermatogonyum ile baslar. Spermatogonyum,
yaklasik 12 pm capinda, bazal laminanin hemen Ustlinde yer alan nispeten
kiclk bir htcredir. Cinsel olgunluk caginda spermatogonyum hicreleri

mitoz bélinmeyle cogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur.
Yeni olusan hucreler iki yoldan birini izleyebilir:

A tipi spermatogonyumlar olarak da adlandirilan kdk hicreler
olarak boélunmeyi surdurebilir ya da surmekte olan mitoz doénguleri
boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlari olusturur. B tipi
spermatogonyumlar primer spermatositlere farkhlasan déncll (progenitér)
hicrelerdir. Primer spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4n DNA icerir
(n haploid kromozom sayisini [insanlarda 23 kromozom] ya da bu
kromozom takimindaki DNA miktarini gdésterir). Olusmalarindan hemen
sonra bu hicreler birinci mayoz bélinmenin profazina girerler. Bu
bolinmenin profaz asamasi yaklasik 22 gin sirdigidnden, kesitlerde
gorilen spermatositlerin  cogu bu asamada izlenecektir. Primer
spermatositler spermatojen serinin  en  buyuk hdcreleridir  ve
cekirdeklerinde, sarmalanma sdrecinin degisik asamalarindaki

kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar.

Birinci mayoz bolunmeden sonra sekonder spermatositler olarak
adlandirilan ve yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+XY) iceren daha
kigUk hucreler olusur. Kromozomlarin sayisindaki bu azalmaya (46'dan
23’e) her hlcredeki DNA miktarinin eksilmesi (4N‘den 2N’ye) eslik eder.
Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gozlenmesi zordur. Cunku
bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalan ve cabucak ikinci mayoz boélinmeye
giren kisa 6mdurli hicrelerdir. Sekonder spermatositlerin bélinmesi 23
kromozom igeren iki hucrenin, spermatidlerin olusmasiyla sonuclanir.

Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz bélinmeler arasinda S fazi (DNA
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sentezi) gorulmedidi icin, ikinci bolinmeden sonra her hicredeki DNA
miktari yariya iner ve haploid (1N) hicreler meydana gelir. Boylece,
mayoz bélinme slrecinin sonunda haploid sayida kromozom igeren

hicreler olusur. Déllenmeyle bunlar normal diploid sayiya ddénerler.

2.3.3 Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon dretiminin son asamasi ve
spermatidlerin, erkek DNA’sini ovuma aktarmak son derece 06zellesmis
hicreler olan spermatozoona dénisme slrecidir. Bu slrecte hicre

bélinmesi gerceklesmez.

Spermatidler, kiglk boyulari (7-8 pm capta), yodgunlasmis
kromatin bdlgeleri iceren nukleuslari ile ayirt edilebilirler. Seminifer
tubdllerde liumen vyakininda vyerlesmislerdir. Spermiyogenez, akrozom
olusumunu, cekirdek yogunlasmasini ve uzamasini, kamgi gelismesini ve
sitoplazmanin buylk bir béliminin kaybolmasini iceren karmasik bir
surectir. Sonucta, daha sonra seminifer tibul |lGmenine birakilan olgun
spermatozoon olusur. Spermiyogenez (¢ evreye ayrilabilir (Kierszenbaum,
2006).

2.3.3.1. Golgi Faz:

Spermatidin sitoplazmasi, gekirdegin yakininda yer alan belirgin
bir Golgi kompleksi, mitokondriyumlar, bir cift sentriyol, serbest
ribozomlar ve diuz endoplazmik retikulumu tubdullerini icerir. Proakrozomal
grantller olarak adlandirilan PAS-pozitif kicik grantller Golgi
kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirli bir akrozom
vezikulinin icinde vyer alan tek bir akrozom granuli olustururlar.

Sentriyoller go¢ ederek, olusan akrozomun karsi tarafinda hlcre ylzeyine

15



yakin bir konuma vyerlesirler. Kamc¢i aksonemi olusmaya baslar,
sentriyoller yeniden cekirdege dogru goc ederken hareket ettikce aksonem

bilesenleri cevresine sarilir.

2.3.3.2. Akrozomal Evre:

Akrozom veziklli ve granili, yodunlasan gekirdegin 6n yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom,
hiyalironidaz, ndérominidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler icerir. Akrozom bu yuzden &zellesmis
bir lizozom gibi islev goérir. Bu enzimlerin, oositleri ¢evreleyen korona
radiyata hulcrelerini birbirinden ayirdigi ve zona pellusiday! sindirdigi
bilinmektedir. Spermatozoonlar bir oositle karsilastiginda, akrozomun dis
zari bircok bélgede spermazoonun plazma zar ile kaynasarak akrozom
enzimlerinin hiicre disina bosalmasini saglar. Bu islem akrozom reaksiyonu

olarak bilinir ve dollenmenin ilk basamaklarindan biridir.

Spermiyogenezin bu evresinde, spermatid seminifer tubulin
tabanina dogru yonelir ve aksonem limene dogru uzanir. Ayrica, ¢ekirdek
uzar ve daha yodun bir hale gelir. Ayni zamanda sentriyollerden biri
geliserek kamcliyi olusturur. Mitokondriyumlar da kamginin proksimal kismi
etrafinda toplanarak orta parca adi verilen kalinlasmis bélgeyi olusturur.
Bu boélge, spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagini olusturur (Moore
et al., 2015).

Mitokondriyumlarin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hicre
hareketi ile ilgili ve enerji tuketimi yuksek olan bdlgelerde
yogunlasmasinin baska bir 06rnegini olusturur. Kamgl hareketi,
mikrotubuller, ATP ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin

etkilesmesi sonucunda olusur.
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2.3.3.3. Olgunlasma Evresi:

Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hucreleri tarafindan fagosite

edilir ve spermatozoonlar tibulin IGmenine birakilir.

2.3.4. Miyoid Hucreler

Miyoid hucreler hareketsiz spermileri rete testise ilerleten ritmik
kasilma aktivitelerinden sorumludurlar. Spermler epididimal kanaldan
gectikten sonra ileri motilite 06zelliklerini kazanirlar. Peritibller doku
olarak da adlandirilan tunika propria, esas olarak fibroblast iceren cok katli
bir bag dokusudur. Seminifer tibul etrafini gevreleyen 3-5 kat miyoid

hicre ve kollajen fibril katmanindan olusmaktadir.

Bazi hayvanlarda miyoid hicreler ultrastrikttel olarak incelendigi
zaman, sitoplazmasinda ¢ok sayida aktin filamentleri icermesi ve bazal
membrana sahip olmasi ile diz kas hicrelerine benzedigi ortaya
konmustur. Fibroblastlarinda bulunan didz endoplazmik retikulum
icermeleri sayesinde kollajen sentezinde gorev almaktadir (Moore et al.,

2015).
Spermatozoon ve testikller sivinin seminifer tdblllerden duktus

epididimise ulasmasi miyoid hlcrelerin ritmik kasilma hareketi ile

peristaltik hareketin saglanmasi ile gerceklesir.
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2.3.5. Sertoli Hucreleri

Sertoli hucreleri; spermatogenez serisindeki hicreleri saran, bazal
membrandan seminifer tlbll limenine dogru uzanan uzun, piramidal
hicreler olup, tubuller arasi bosluk ve seminifer tlbul IGmeni arasinda

k6pru hucreler olarak gorev yaparlar .

Sertoli hicreleri puberteye kadar seminifer epitelin dominant hicre
tipidir. Puberteden sonra postmitotiktir, seminifer tubdlleri ddseyen
hicrelerin yaklasik %10’'unu olusturur. Daha ileri yastaki erkeklerde
spermatojenik hicre popllasyonu distigli zaman, Sertoli hicreleri tekrar
epitelin ana elemani haline gelir. Erigkin testisinde mitotik hcre

bélinmesi gbzlenmez.

Isik mikroskobunda, gelismekte olan spermatojenik hicrelere
kriptalar saglayarak ev sahipligi yapmak icin ¢ok sayida yan uzanti
bulundurmasi nedeniyle, Sertoli hicresinin sinirlart iyi belirlenemez.
Elektron mikroskobu ile yapilan galismalarda, bu hicrelerin genislemis dlz
endoplazmik retikulum ve dar granulli endoplazmik retikulumu, iyi
gelismis Golgi kompleksi, mitokondri, lizozomlar ve lipid damlaciklari ve
zengin bir hicre iskeleti (vimentin, aktinimikrotlbdller) icerdigi
gOsterilmistir. Siklikla Gggen biciminde olan uzanmis cekirdeginde cok

sayida girinti, belirgin cekirdekcik ve az miktarda heterokromatin bulunur .

Bazolateral bdlgelerinde, Sertoli hlcreleri komsu Sertoli hlcreleri
ile okludens baglantilari olustururlar. Bu badglantilar; seminifer epiteli bir
bazal ve adluminal kompartimana béler ve gelismekte olan spermatojenik
hicreleri otoimmun reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyeri olarak da

adlandirilan elemanlari belirlerler.
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Sertoli hiicrelerinin su fonksiyonlari vardir;

Gelismekte olan spermatojenik hicrelerin desteklenmesi, korunmasi
ve beslenmesinin dizenlenmesi,

Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidlel
(artik) cisimcikler olarak adlandirilan fazla hicre kisimlarini fagositoz
ile elimine edilmesi,

Olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla, seminifer tubdl
limenine saliniminin kolaylastiriimasi,

Gelismekte olan spermatositler ve spermatidleri otoimmdin
reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyeri olarak da adlandirilan
bazolateral (alt yan yliz) baglantilar ile kandaki zararli maddelere
karsi korunmasi,

Seminifer tubul limenine genital kanallar yonunde akan ve sperm
tasinmasi icin kullanilan bir sivi salgilanmasi,

Anti-Mullerian hormon Uretimi sayesinde erkek fetiuste Mduller
kanallarinin gerilemesinin saglanmasi,

Seminifer tubudl icinde spermatogenez i¢cin gerekli olan
testosteronunun  yogunlasmasini  saglayan androjen-baglayici
proteinin (ABP) salgilanmasi,

Inhibin ve aktivin alt Unitelerini (a ve B alt Uniteleri) salgilayarak
hipotalamus ve 6n hipofizden salinan gonadotropin salgilatici faktdr
ve FSH salinimi lzerine negatif ve pozitif feedback ( geri etkili) bir
etki gosterilmesi,

Ureme hiicrelerine demir tasidigina inanilan testikiler transferinin

sentezlenmesi ve salgilanmasinda gdérev alir.
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2.4. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu veya spermatik kordun torsiyonu, yenidogan,
cocuk ve adoblesanlar etkileyen cerrahi bir acildir. 25 yasina kadar
insidansi 1/4000 olarak bildirilmistir. Cerrahi olarak detorsiyon yapilan
testislerin kurtarilma orani % 42-88 arasinda dedismektedir. Ancak, bu
testislerin  ne kadarinda spermatojenik  fonksiyonun korundudu
bilinmemektedir. Erken midahale edilip patolojik dlzeltiimedigi takdirde
torsiyon olan tarafa orsiektomi gerekebilecedi gibi, kontralateral testiste
fonksiyon kaybina ve infertiliteye yol acabilecegi bildirilmistir. Torsiyone
testiste geri-dontstimsiliz degisikliklerin kag saat sonra basladigi net olarak
bilinmese de 4-6 saat icerisinde mudahale edilmesi 6nerilmektedir. 3 tip

torsiyon bildirilmektedir;

I. Ekstravajinal torsiyon
Il. Intravajinal torsiyon

I1l. Testis eklerinin torsiyonu

Ekstravajinal torsiyon; tunika vajinalislerin spermatik korda
baglanti noktalarinin proksimalinden, kordun kendi etrafinda torsiyone
olmasidir (Sekil 1 A). Bu durum dogum o6ncesi veya dogum sonrasi ilk 30
gunlik doénem icerisinde gelisir. Tani ancak dogum sonrasi konabildiginden
intrauterin torsiyonlarda testisin kurtarilmasi mimkin olamaz. Yine de
yasamin ilk ginlerinde cerrahi tedavi dnerilmektedir. Erken midahalede
amag, karsi taraftaki testisin torsiyon riskine karsi sabitlenerek korunmasi

gerekliligidir. Skrotumda sislik en 6nemli belirtidir.

Intravajinal torsiyon; tunica vajinalislerin korda badglanti
noktalarinin distalinden, kordun kendi etrafinda torsiyone olmasidir (Sekil
1 B). En sik 10-14 yaslari arasinda gorulse de, 20 yas lUzerinde de nadir
olarak gorulebildigi bildiriimektedir. Hipermobil testis, hiperaktif kremaster

refleksi, inmemis testis, gevsek epididimal birlesme, testisin horizontal
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uzanimi, ¢an tokmagi deformitesi, gecirilmis skrotal cerrahi ve travma gibi
durumlar torsiyon igin predispozan faktérlerdir. Bunun disinda; cinsel
aktivite, ylzme, kayak sporu, kalcalarin ani fleksiyonu ve soguk hava
da torsiyon olusma riskini artiran durumlardandir. Tipik olarak akut
baslayan hemiskrotal agriya bulanti, kusma, karin agrisi, skrotal sislik

eslik edebilir. Torsiyonun derecesi genellikle 180- 720 arasinda

degismektedir.

Sekil 1. A- Intravajinal testis torsiyonu B- Ekstravajinal testis torsiyonu C-

Testis ve eklerinde testis torsiyonu

Torsiyon varliginda yapilan renkli Doppler ultrasonografide arteriyel
kan akiminin kayboldugu go6zlenir. Hipervaskiilerite ise enflamasyonun
gostergesidir. Ayiricl tanida orsit, epididimit, travma, akut hidrosel, testis
timoérleri  ve inguinal herni dusdnuUlmelidir.  Torsiyone  testisin
elevasyonuyla agri artarken, orsitte elevasyonla hasta rahatlar. Bu bilgi
(Prehn bulgusu olarak adlandirilir) ayirici tanida 6nemlidir. Tedavi, acil

cerrahi detorsiyon ve her iki testisin fiksasyonudur. Operasyona kadar
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skrotum buzla sarilabilir. Detorsiyon gecikilmis ise nekrotik testis

cikariimalidir.

Testis eklerinin torsiyonu (Sekil 1 C); apendiks testis ve epididim
Uzerinde bulunan embriyolojik kalintilarin torsiyone olmasi durumudur ve
genellikle 16 yas Uzerinde izlenmektedir. Klinik tablo testiste veya testis
Uzerinde palpe edilebilen agrili kitle seklindedir. Apendiks torsiyonunda
skrotum cildi Gzerinde mavi nokta bulgusu (blue-dot sign) gozlenebilir.
Tedavi analjezik ve elevasyonla konservatif yaklasim seklinde olsa da

testis torsiyonu ayirt edilemiyorsa yapilmasi uygun olacaktir.

2.4.1.Torsiyonun Fertilite ve Karsi Testis Uzerine Etkileri

Testisler serbest oksijen radikallerinin hasarina karsi oldukca
duyarli organlardir. Germinal hicreler oksidatif stres varhdinda ciddi
sekilde hasar gorur ve olurler. Torsiyon varhdinda gelisen oksidatif stres,
bu hicrelerde nekroza yol acgmakta ve ileri donemlerde infertilite
gelisimine sebep olabilmektedir. Yapilan calismalarda torsiyon dyklsl olan
erkeklerin %?36’sinda sperm sayisinin 20 milyon/ml’'nin altinda oldugu
tespit edilmistir (Akcora, Altug, Kontas, & Atik, 2007). Baska bir klinik
calismada erken dénemde (13 saat) detorsiyon uygulanan erkeklerde
fertilitenin korundugu bilinmekte iken, ge¢ donemlerde (ortalama 70 saat)
orsiektomi uygulanan erkeklerde fertilitenin olumsuz yonde etkilendigi
ortaya konulmustur. Yapilan deneysel calismalara bakildigi zaman ise
bircok arastirmaci ipsilateral testiste olusan spermatojenik hasarin

kontralateral testisi de etkileyebilecegini gostermislerdir (Savas C., 2002).

Testis torsiyonunda kars! testiste hasar olusabileceginin bildirilmesi
tizerine bu durum birgok arastirmaya konu olmustur. Immiinolojik

mekanizma, gizli intermittan torsiyonlarin varhdgi, konjenital displazi ve
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refleks vazokonstriksiyon mekanizmalariyla karsi testisin kanlanmasi
birbirinden bagimsiz olmasina ragmen torsiyon sonrasi karsi testiste hasar
olusumu ilging bir durumdur. Testis immiunolojik olarak ayricalikli organdir
ve kan-testis bariyeri olasi bir duruma karsi koruma saglamaktadir.
Iskemik hasar bu bariyeri bozarak testisten c¢ikan antijenik materyalin
immun sistemi uyarmasina yol acmaktadir. Olusan antikorlarin ise karsi
testiste fonksiyonlarin bozulmasina yol acabilecegi goérilmektedir.
Otoimmin mekanizmayi savunan Barkley ve arkadaslari, iskemi ile yikilan
kan-testis bariyerini asan sperm, spermlerin Urind olan bazi maddelerin
ve tlbller bazal membranin antijen gibi davrandigini, bunlara karsi
antikorlarin olustugunu ve bu yolla kontralateral hasarlanmanin oldugunu

ileri sirmuslerdir (Barkley et al., 1993).

Unilateral testis iskemisi sonucu kontralateral testiste olusan
hasarlanmanin nedenleri arasinda otoimmin mekanizma (simpatik
orkidopati), torsiyon 0©ncesi bilateral testikiuler fizyomorfolojik defekt
varhgi, sinirsel refleks sonucu artan simpatik tonus ile kontralateral
testikiler kan akiminda azalma ve serbest kalan akrozomal enzimler
saylilabilir (Barut, 2008).

Torsiyonda 6nce ani ve progresif mikrovaskuler durgunluk ile kan
akiminda azalma olmakta ve detorsiyonda yavas yavas kan akimi
artmaktadir. Detorsiyon igin gecen slire uzadikca karsl testis kan akimi
azalmasi kritik slrenin U(zerine c¢ikmakta ve hasarlanmaya neden

olmaktadir.
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2.4.2. Iskemi ve Reperfiizyon

Iskemi, herhangi bir nedenle, dokudaki arteriyel ve vendz kan
akiminin, hucresel fonksiyonlari karsilamak icin gerekli olan dlizeyin altina
diismesi durumudur. Iskemi hiicresel oksidatif fosforilasyonu azaltir ve
adenozintrifosfat (ATP), fosfokeratin gibi enerjiden zengin fosfatlarin
depolarinda azalma ve toksik metabolitlerin birikimine bagl germ hicre
olimine neden olur. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem
de toksik metabolitlerin temizlenmesi icin yeniden kan akimi gerekir.
Ancak, iskemik dokunun reperflizyonu dokuda sadece iskemi ile olusan
hasara gore cok daha ciddi bir hasara yol acar. Reperfiizyon déneminde
gbzlenen hasarda, htcre icine molekiller oksijen girisi ile hizla olusan
serbest oksijen radikal (SOR) turevleri basta olmak Uzere birgok

mekanizma rol oynamaktadir (Yaman et al., 1990).

Iskemi sonrasinda dokuda dolasimin yeniden baslamasi,
reperfiizyon olarak adlandiriimaktadir. Iskemi sonucunda artan SOR kan
akimi dizeldikten sonra reperflizyon zedelenmesine yol acar. Reperfliizyon
olusmazsa, 6lduricl iskemik zedelenme gelisir fakat toksik SOR olusmaz.
Reperflizyon sirasinda iskemik alanda toplanan nétrofil ve trombositlerin
aktivasyonu, hiicre ici Ca*? birikimi ile mikrovaskiiler hasarin dokudaki

zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir.

Toksik oksijen turevlerinin blyuk 6lcude iskemik alanda toplanan
polimorf nuveli l6kositler tarafindan yapildigi disintlmektedir (Mitchell
RN, 2000). Iskemi sonrasinda endotel ve hiicre zari fonksiyonlarinin
bozulmasiyla hem hicre icinde, hem de hilcre disinda édem goralir.
Endotel hicrelerinde sisme ile damar disi bosluga sizan sivinin neden
oldugu basi sonucu kapiler damar limeni daralir ve sonucgta reperflizyon
olsa da mikrosirkilasyonda ciddi yetersizlikler ortaya cikar. Reperfliizyon

ile iskemide bozulmus mikrosirklilasyonun tam olarak dizeltiiememesine
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“no-reflow olayl” denir. Dokuda ortaya c¢ikan 6demin yanisira aktive olan

notrofil ve trombositlerin kapiller dolasimda kalmalari bu tabloya katkida
bulunmaktadir (Anafarta, Bedik, & Arikan, 2007).

2.4.2.1. Akut Hucre Zedelenmesinin Nedenleri

Akut hlicre zedelenmesi, uyarana karsi olusur ve hicre

morfolojisinde dedisimler meydana getirir. iskemide aktive olan SOR lipid

peroksidasyonuna ve hicre hasarlanmasina neden olur (Wei, Yan, & Zhou,
2013).

a)

b)

2.4.2.2. Geri Donlisimliu Zedelenme

Hipoksi, hlicre hasari ve 6lumunidnin en sik nedenlerinden biridir.
Hipokside, htcre ici oksijen azlidi nedeniyle aerobik solunum aksar
ve mitokondrideki oksidatif fosforilasyon engellenir. Adenozin
trifosfat (ATP) Uretimi azalir ya da tamamen sona erer. ATP kaybi
sonucu ATPaz aktivitesi de azalir. Bu, hlcre zarinda bulunan aktif
sodyum pompas! yetersizligi ve beraberinde hilicre icinde sodyum
birikimi sonucunu dogurur. Hicre ici potasyum disari atilir. Ardindan
su hiicre icine girer ve hlcresel sisme meydana gelir. Hucresel
sismenin bir diger nedeni ise katabolitlerin birikimidir (Pekcetin et
al., 2007; Wei et al., 2013).

Hlcrenin enerji metabolizmasi bu silireg igerisinde glikoza bagimli
hale gelir. Glikojen depolari hizla azalir. Glikoliz, laktik asit ve fosfat
tirevlerinin hidrolizi ile inorganik fosfatlarin birikimine, bu ise hicre
ici pH'y1 dlsurerek asidoza neden olur.

Sonrasinda granilli endoplazmik retikulumdan ribozomlar ayrilir ve
polizomlar monozomlara parcgalanarak protein sentezi azalir. Hipoksi
devam ederse membran gecirgenligi artar ve mitokondri

fonksiyonlari yavaslar. Bu sirada mitokondriler normal, hafif
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yogunlasmis ya da sismis, endoplazmik retikulum ise genislemis
olarak goérulir. Sonucta hicre belirgin bicimde siser. Buraya kadar
olan olaylar geri dénebilir dedisikliklerdir. iskemi bu andan sonra da
devam ederse, geri donlslimsuz hicre zedelenmesi baslar. Hcre
hasarinin yapisal degisiklikleri, bazi kritik biyokimyasal sistemlerin
bozulmasindan sonra goérinldr hale gelir. Hlcre sismesi geri

dénusimld bir hasardir ve dakikalar icinde goérulebilir.

2.4.2.3. Geri Donilisiimsiiz Zedelenme

Geri donlstmsiz hlcre zedelenmesinde mitokondri ve kristalarda
asiri vakuolizasyon ile plazma zarinda asiri zedelenme vardir. Hasarlanmis
ve ileri derecede gecirgenlesmis zarlardan hicre icin gerekli yasamsal

elemanlarin kayboldugu goérulir.

Hicre ici pH'nin dismesi, lizozom zarlarinin zedelenmesi ve
beraberinde enzimlerin sitoplazmaya gecerek asit hidrolazlari aktiflemesi
sonucu, cekirdek ve sitoplazma yapilar sindirilir. Hiicre zedelenmesinde en
onemli basamak kuskusuz membran zedelenmesidir (Yagmurdur et al.,
2008). Geri dénlustmslz hasar buglnku bilgilerimize goére ilk 20-60 dakika
icinde olusur (Kim, Kim, Shin, Kim, & Lim, 2010; Wei, Yan, & Zhou,
2011).

Hicre membran zedelenmesinde alti neden suclanmaktadir.

Mitokondri fonksiyon bozuklugu,

Membran fosfolipidlerinin giderek artan kaybi,
Hicre iskeletindeki degisimler,

SOR,

a k> 0N PR

Lipid yikim Grtnleri,
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6. Hicre ici aminoasitlerin kaybi.

Membran zedelenmesi, hiicreler arasi mesafeden hiicre icine dogru
kalsiyum (Ca*®) tutulumuna neden olur. Reoksijenasyondan sonra
mitokondri tarafindan tutulan Ca*? hiicresel enzimleri inhibe ve proteinleri
denature eder. Sonucgta koagilasyon nekrozuna 6zgl hicresel degisimler

meydana gelir.

Iskemi sonrasinda dokuda dolasimin yeniden baslamasi,
reperfiizyon olarak adlandiriimaktadir. Iskemi sonucunda artan SOR kan
akimi dlzeldikten sonra reperflizyon zedelenmesine yol acar. Reperfliizyon
olusmazsa, 6lduricl iskemik zedelenme gelisir fakat toksik SOR olusmaz.
Reperflizyon sirasinda iskemik alanda toplanan nétrofil ve trombositlerin
aktivasyonu, hiicre ici Ca*? birikimi ile mikrovaskiiler hasarin dokudaki
zedelenmenin nedeni oldugu bilinmektedir. Toksik oksijen tlirevlerinin
blylk dlclde iskemik alanda toplanan polimorf nlveli |6kositler tarafindan
yapildigi duistnlilmektedir (Dokucu, Ozturk, Ozturk, Tuncer, & Yilmaz,
2009; Erboga et al., 2015).

2.4.2.4. Reperfiizyon Hasarinin Patofizyolojisi

1. Serbest oksijen radikalleri.

2. Notrofiller: Iskemi sonrasinda damar endotelinin hasar gérmesi ile
notrofil ve trombosit aktivasyonu meydana gelmektedir. Bunun
yanisira, iskemik alanda ortaya clkan kemotaktik faktorlerden
kompleman 3a ve kompleman 5a notrofillerin bolgeye gé¢ etmesine
neden olur. Iskemi/reperfiizyon alanina gelen notrofiller, bu bdlgede
SOR {Uretir. Ortaya cikan SOR antiproteazlari inaktive eder. Sonucta,
lizozomlardan proteolitik enzimler salinarak hasar olusur. Ayrica

notrofillerde yarilmalari sonucunda esnek vyapilarini kaybederek
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mikrosirkltlasyonda kalir ve embolizasyona neden olurlar (Silay et
al., 2014; Yagmurdur et al., 2008).

3. Kalsiyum: Reperfiizyon sirasinda hiicre ve organellerin iginde asiri
Ca*? birikimi ciddi doku hasari gelisiminin en &nemli nedenidir.
Iskemide ortaya cikan hicre membran hasari ve gradient farki
nedeniyle Ca*?, hiicre icine girer. Ayni zamanda iskemi-reperfiizyon
sirasinda, Ozellikle SOR tarafindan sodyum-potasyum pompasinin
bozulmasiyla artan hiicre ici sodyum Ca*?yi daha da artirr.
Disaridan Ca*? girisinin yanisira, endoplazmik retikulum da
iskemi/reperflizyon hasarina bagli membran zedelenmesi sonucu

+27r

icerdigi Ca™“'yI sitoplazmaya birakir. Normal kosullarda hiicre igin
yararlh olan Ca+2'nin reperflizyon sonrasinda hicre icinde asiri
miktarda birikmesi sonucu ortaya c¢ikan hasara kalsiyum paradoksu
denilmektedir. Artan hiicre ici Ca*? konsantrasyonu ATPaz enziminin
inaktivasyonuna neden olur. Bdylelikle iskemide zaten azalmis olan
ATP depolari daha da bosalir. Hlcrede litik 6ddevi olan birgok enzimin
Ca*? tarafindan aktive edilmesiyle hiicre yikimi baslar. Membran
fosfolipidlerinin, aktive olan fosfolipaz tarafindan parcalanmasi

sonucu ise hicre batlnliga bozulur.

Iskemi sonrasinda endotel ve hiicre zari fonksiyonlarinin
bozulmasiyla hem hicre iginde, hem de hilcre disinda édem goralir.
Endotel hicrelerinde sisme ile damar disi bosluga sizan sivinin neden
oldugu basi sonucu kapiller damar Iimeni daralir ve sonucgta reperfiizyon
olsa da mikrosirkilasyonda ciddi yetersizlikler ortaya cikar. Reperfluizyon
ile iskemide bozulmus mikrosirkllasyonun tam olarak dizeltiiememesine
“no-reflow olayl” denir. Dokuda ortaya c¢ikan 6demin yanisira aktive olan
notrofil ve trombositlerin kapiller dolasimda kalmalari bu tabloya katkida
bulunmaktadir (Ergun et al., 2010; Ishikawa, Kondo, Goda, & Fujisawa,
2005).
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2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoérliingesinde tek, paylasiimamis elektron
tasiyan kimyasal drianlerdir. Bu dengesiz durumun vyarattigi enerji,
organizmanin temel yapi taslari olan proteinler, karbonhidratlar, lipidler ile
inorganik kimyasallar gibi komsu molekdlllerle olan tepkimeler sonucu
aciga cikar. Serbest radikaller, hicre membranlari ve nikleik asitlerin

yapisinda yer alan anahtar molekdullerdir.

Iskemik dénemde hiicrede metabolik ve yapisal degisiklikler
meydana gelir. Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif
fosforilasyon azalir ve adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yuksek
enerjili fosfat sentezi azalir (Barada, Weingarten, & Cromie, 1989).
Hlcrede enerji depolarinin bosalmasi ile hiicre zarinda bulunan Na™,K*-
ATP az pompasl inhibe olur. Sonucta hicre icinde Na+ ve Ca++ iyon
konsantrasyonlari artar. Hicre icinde Ca*? iyon konsantrasyonunun artisi
hicre icin sitotoksiktir (Mogilner et al., 2006). Nitekim yine bu dbénemde
hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin
ve l6kosit adhezyon molekillerinin yapiminda artis, buna karsilik
antioksidan enzimlerin olusumunda azalma olur. Bu durum hicreyi

reperfizyon dénemindeki hasara karsi dayaniksiz kilar.

Iskemi déneminde ATP lretimi durdugu halde kullanimi devam ettigi
icin ATP’den AMP ve adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disina difflize
olarak inozin ve hipoksantine pargalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu
yuksek enerjili fosfat bilesiklerinin (ATP) yikimi, dokuda ksantin ve
hipoksantin gibi plirin metabolitlerinin birikimine ve ksantin dehidrojenazin
(KDH) ksantin oksidaza (KO) doéndsimine yol acgar. Normal sartlarda
hipoksantin Urik asite metabolize olur ve bu reaksiyonda elektron alici
NAD" (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu) dir. Ancak hipoksi

ya da iskemi nedeniyle KDH — KO’a donistiginden hipoksantinin Urik
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asite donusimuU KO tarafindan gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron

alici olarak molekuler oksijen kullanilir (Lysiak, 2002).

2.5.1. Serbest Radikal Kaynaklari

1. Biyolojik kaynaklar: Aktive olmus fagositler, antineoplastikler
(nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin, adriamisin) ve ekzojen
kimyasallarin enzimatik yikimi, radyant enerjinin emilimi (ultraviole,
X 1sint), alkol ve uyusturucular, cevresel etkenler (hava Kkirliligi
yapan fotokimyasal maddeler, pestisid, sigara dumani, solventler,
aromatik hidrokarbonlar), ruhsal stres (streste katekolaminler artar.
Artan katekolaminlerin oksidasyonu sonucu serbest radikaller

meydana gelir) (Mahood et al., 2005; Tripathi & Jena, 2010).

2. Hucresel kaynaklar: Normal metabolik olaylarda goérilen oksidasyon
rediksiyon (redoks) reaksiyonlari sirasinda (askorbat, thioller,
hidrokinonlar, katekolaminler, flavin, tetrahidropterin ve
antibiotikler), enzim ve proteinler (ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz ve hemoglobin gibi), mitokondrial elektron transport
zinciri, endoplazmik retikulum ve nitkleer membran elektron tasima
sistemleri (sitokrom p450, sitokrom b5 rediktaz), peroksizomlar
(oksidazlar ve flavoproteinler), plazma membrani (lipooksijenaz,
prostaglandin sentetaz, fagositlerde dihidronikotinamid adenin
dinukleotid fosfat oksidaz ve lipid peroksidasyonu), oksidatif stres

yapici durumlar (iskemi, travma ve intoksikasyon).
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2.5.2. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki coklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan kimyasal olaya denir.
Boylelikle membran lipid yapisi dedisir, hicre yapi ve fonksiyonlari
bozulur. Lipid peroksidasyonu U¢ asamada gerceklesir: Baslangig, zincir
gelisimi ve sonlanma. Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli
oksitleyici bir radikalin, zar vyapisindaki c¢oklu doymamis vyagd asiti
zincirindeki metilen gruplarindan hidrojen atomunu uzaklastirmasiyla
baslar. Burada asil etkili radikalin hidroksil radikali oldugu
dusunulmektedir. Bu sekilde olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesik olup
bir dizi degisiklige udramaktadir. Lipid radikalinin molektler oksijenle
reaksiyona girmesiyle lipid peroksid radikalleri meydana gelmektedir. Lipid
peroksid radikalleri de zar vyapisindaki coklu doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de
aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlerine (LOOH)

dontsmektedir .

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diger
karbonil bilesiklerine dénlismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri
olan malondialdehid (MDA) miktar tiyobarbittrik asit testiyle odlcilmekte
ve yontem lipid peroksid duzeylerinin saptanmasinda siklikla
kullanilmaktadir. MDA proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidlere veya

nukleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir.

2.5.3. Oksidatif Stres

Nitrik oksit'in kesfedilmesinde Furchgott ve Zawadski tarafindan ilk

kez 1980’de endotel kdkenli vazodilatasyon etkili bir madde (Endothelial
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Derived Relaxing Faktor, EDRF) tanimlanmistir (Ishikawa et al., 2005). NO
Uzerine yapilan calismalar daha sonraki yillarda artmis ve organizmada
bircok 6nemli roli oldugu saptanmistir. Bu nedenle 1992'de NO yilin
molekdll olarak tanimlanmistir. Buglin artik endotel kaynakh nitrik oksidin
hem deneysel calismalarda hem insanlarda surekli vaskiler tonusun
fizyolojik dizenleyici oldugu ortaya konmustur. Yine bugin bircok hlicrede
NO sentezlendigini ve vaskiler tonusun diizenlenmesinin yani sira bir
medyator olarak nérotransmisyon, immun direng ve hicresel adezyonun
dlizenlenmesi gibi bircok fizyolojik olayda birincil gorevi oldugu
bilinmektedir (Hikim et al., 2003).

Nitrik oksit renksiz bir gaz seklinde bulunan inorganik serbest bir
radikaldir. Yari 6mru 2-10 saniyedir. Sentezlendikten kisa bir slre
sonunda hemoglobin, metilen mavisi ve slperoksit anyonu tarafindan
notralize edilerek nitrat ve nitrite donltstr. NO disik konsantrasyonlarda
cok onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir (Moncada & Erusalimsky,
2002). Yarn esansiyel bir aminoasit olan L-arjinin’in terminal guanidin
grubunun NOS enziminin katalize ettigi bir reaksiyon sonucu nitrik oksite

cevrilmesi sonucu sentezlenmektedir.

NOS baslica yapisal (konstitlitif) ve uyarilabilir (indlklenebilir)
olmak Uzere iki grup altinda toplanmaktadir. Yapisal NOS (cNOS, NOS1,
NOS3) hicre icinde surekli var olan ve vaskiler tonus ayarlanmasinda ve
norotransmisyonda roll olan, intermittan kicuk miktarlarda nitrik oksit
Uretimini saglayan enzimlerdir. Esas olarak noéronlarda (nNOS), vaskuler
endotel hucrelerinde (eNOS), endokard, myokard ve trombositlerde
bulunur. Ca *? /kalmodiilin bagimli bir enzim olan cNOS cesitli uyanlarla
gecici olarak intraselltiler iyonize Ca*? konsantrasyonunun (10-7mol/L)
fizyolojik sinirlar icinde ylUkselmesi sonucu aktive olur ve esansiyel

miktarda NO sentezlenmesine yol acar.
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Endotel kaynakh eNOS (NOS™) arteriyel ve vendéz endotel
hicrelerinde bulunan membrana bagli bir enzimdir ve eNOS aktivitesi
asetilkolin, bradikinin, adenozin trifosfat (ATP), elektriksel uyari ve sivi
akimiyla uyarilabilir. Dolasimin dlizenlenmesinde, trombositlerin ve
polimorf cekirdekli I6kositlerin damar limeniyle olan etkilesiminde gérev
alir. nNOS; beyin, cerebellum, noroblastlarda bulunur ve nérotransmitter
olarak gorev yapar (Erkan & Mdislimanoglu). Uyarilabilen NOS (iNOS,
NOS™@) fonksiyonel olarak Ca*? badimsiz olmasi nedeniyle cNOS’dan
farklidir. Endotel hilcrelerinden baska, 06zellikle diz kas hicreleri ve

makrofajlarda bulunmaktadir.

Makrofajlarin, nétrofillerin, mast hicrelerinin ve vaskiler diz kas
hicrelerinin sitokinlerle uyarilmasindan sonra NOS'un gen tanimlamasi
baslayarak belirli bir stirede NOS sentez edilir ve hliicrede nanomol gibi
bliylik miktarda NO sentezi yapabilir. Makrofajlarin aktivasyonu ile
sentezlenen NO'nun baslica makrofajlarda bulunmasina ragmen, vaskiler
duz kas hucreleri, renal tubul hucreleri, kupffer hicreleri, endotel
hicreleri, monosit ve polimorf nuveli I6kositlerde tespit edilmistir.
Makrofajlar disindaki hicrelerde iNOS aktivitesinin roli yeterince
bilinmemektedir. Ancak endotelde bulunan iNOS konjestif kalp yetmezligi
gibi artmis sitokinlerin bulundugu durumlarda énemli olabilir. Sitotoksik rol
oynarak immuin cevapta, antimikrobiyal ve antineoplastik aktivitesinde

onemlidir.

NOS protein aktivitesi insan ve ratlarin testis, epididim, prostat
ve seminal vezikidllerinde tespit edilmistir. NOS antikorlariyla yapilan
deneysel calismalarda farelerin spermatozoa ve kuyruklarinda NOS’un
varhgi gosterilmesine ragmen spermatozoada bir mi yoksa daha fazla mi
NOS izoformuna sahip oldugu bilinmemektedir (Ishikawa et al., 2005;
Mahood et al., 2005). Enfeksiyon ve inflamasyona yanit olarak NO
biyosentezi sperm motilitesi ve fonksiyonunda bozulmaya neden

olabilmektedir. NO ile tetiklenen sperm hasarinin primer mekanizmasinin

33



solunum ve DNA biyosentezi inhibisiyonu oldugunu disinilmektedir.
Nitrik oksitin seminal plazmadaki etkileri konsantrasyonuna gore degisir.
Disuk konsantrasyonda sodyum nitropurisid gibi NO salici bilesimin sperm
motilite ve canlihdinin korunmasinda yardimci oldugu gosterilmistir. Ayrica
NO fare sperminin hiperaktivasyonunda situmilator rol oynadigi
bildirilmistir. Buna karsin NO salan bilesenin  cok  ylUksek
konsantrasyonlarinda sperm respirasyonunun inhibisyonu ile sperm
motilitesinin bozuldugu gosterilmistir (Mentese et al., 2012; Tsounapi et
al., 2012).

Disuk konsantrasyonlardaki NO sinyal transdiksiyon molektli
gibi davranip sperm motilitesini artirirken ylksek konsantrasyonlarda
sitotoksik olmaktadir. Nitrik oksit sperm kapasitasyonu ve akrozom
reaksiyonu dzerine 6nemli rol oynar. NO salan bilesenlerin disuk
konsantrasyonlari ile inkiilbasyon sonucu sperm kapasitasyonunun artis

goOsterdigi 6lclmustlr (Tu, Chen, Liu, Chen, & Hour, 2013).

eNOS ve nNOS testiste temel olarak bulunur ve damar tonusunun
fizyolojik dlzenlenmesine katkida bulunmak igin intraselltler kalsiyum
artisi icin aktive edilir. eNOS leydig hucreleri, sertoli hucreleri,
spermatogonya ve spermatositlerde eksprese edilir. eNOS ve nNOS testis,
iskemik testis ve 12 saatten daha az reperflizyona ugramis testiste az
miktarda NO Uretimini dusunduridr. 24 saat ve daha fazla sureli
reperfiizyonlarda NO'’in iNOS tarafindan dretildigi distintlmektedir. 48 ve
96 saatlik reperflizyonlarda ise NO uretimi en Ust seviyeye ulasmistir.
Mononukleer ve polintkleer inflamatuar hicrelerde de iNOS tanimlamasi

gbzlenmistir.

Inflamatuvar hicreler tarafindan Uretilen birkag sitokin NO'i
disundurdr ve germ hicreleri Uzerine etki gdsterir. Reperfizyonun erken
fazinda eNOS ya da nNOS nonspesifik bir sekilde gdsterilir. Bdylece artmis

hipoksi ve NO%nin vazodilator etkisi gosterilmis olur. 24 saatten daha fazla
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suren iskemiyi izleyen reperflizyon germ hicre bazal membranlarinin a-
fodrin proteolizini tetikler. Calpain inhibisyonu iskemik reperfizyonun
erken fazinda a-fodrin proteolizisine neden olur. NO’in (retimi ve
reperfizyon fazinda bozunmada sitokinlerin ylksek seviyesi germ hiicre
6limi belki de nekrozis sadece calpain aktivasyonuyla dedil ayni zamanda
NO ve cesitli sitokinler araciliiyla gergeklesir. Gériinmeyen daha kugcuk
DNA parcalari 96- 192 saat reperfiizyon sonrasi TUNEL boyanmasina
katkida bulunur. NO ¢ok sayida inflamatuvar medyatérlerinden sadece
biridir. Ornegdin testikiler mikirovaskiiler endotelyumuna inflamatuvar
hicrelerin tutunmasina adezyon molekilleri katkida bulunur. Sonug
olarak; testisin germ hicre hasarini baslatan iskemik reperfiizyonu iNOS’u
reperflizyonun ge¢ fazinda sitokinler ve NO tarafndan tetiklenen nekrotik
hicre araciidiyla tetiklemesi mimkindir. Calpainin ve iNOS’un birlikte
inhibisyonu spermatogenezisin bozulmasina katkida bulunur (Ustiin et al.,
2008).

Nitrik oksitle fertilizasyon yetenegi arasinda bir iliski oldugu
yapilan calismalarla gdsterilmistir. NO sperm ile ovum arasindaki iliskide
de rol oynar. Kapasitasyon ortaminda insan spermatozoasinin NO
bilesenlerinin sodyum nitropurisid ile dlstk dozlarda uygulanmasi zona
pellucidaya baglanan spermatozoa sayisini artirmistir. NO'’in artisinin ATP
sentezini inhibe ederek semen konsantrasyonunu azalttigi gosterilmistir.
NO hicrelerdeki ATP sentetazi inhibe ederek ATP seviyesini azaltir. ATP
Uretminin azalmasi ile enerji eksikligi meydana gelir ve enerjinin % 907
ATP’den saglandigi icin sperm motilitesi bozulur. Mast hcrelerinin NO
Uretimini arttirdigi bilinmektedir (Yagmurdur et al., 2008; Zini et al.,
1998).

Mast hilicre sayisinin artisinin testikiler dokuda ciddi patolojik
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Yapilan c¢alismalarla mast
hicrelerinin  NOS ve endojen NO ekspresyonuna katkisi oldugu

gosterilmistir (Silay et al., 2014; Ustiin et al., 2008). Onceki calismalarda
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testikliler dokuda ylksek iNOS varliginda testiste ciddi patolojik
degisiklikler (sertoli hiicrelerinde gorilebilecek) saptamislar ve leydig
hicrelerdeki mast hlcre artisi ile iINOS artisi arasinda anlamh bir iliski

oldugunu gostermislerdir.

Bunlarin yani sira NO dizeyindeki artis ve diger oksidan ajanlar
testiktler distrese bagli degisimlerin histopatolojik dejenerasyona neden
oldugu ileri surilmistir. Insan spermatozoasindaki NO (zerindeki
calismalar celiskili ve yetersiz bulgular vermektedir. NO’ in seminal
plazmadaki etkileri konsantrasyonuna gore dedismektedir. Disik NO
konsantrasyonu kapasitasyon ve zona pellucidaya baglanmada anlamh bir
artisa sebep olur. Yiksek konsantrasyonlardaki NO ATP sentezini inhibe
ederek sperm konsantrasyonunu ve motilitesini bozdugu tahmin
edilmektedir. Fakat yapilan calismalarda NO’in sperm motilite ve canliigin
korunmasina olan etkileri tam olarak aydinlatilamamistir (Koltuksuz et al.,
2000).

eNOS ve nNOS testiste temel olarak bulunur ve damar tonusunun
fizyolojik dizenlenmesine katkida bulunmak igin intraselller Ca artisi igin
aktive edilir. eNOS leydig hucreleri, sertoli hucreleri, spermatogonya ve
spermatositlerde eksprese edilir. eNOS ve nNOS testis, iskemik testis ve
12 saatten daha az reperflizyona ugramis testiste az miktarda NO
Uretiminin kaynadidir. 24 saat ve daha fazla sireli reperflizyonlarda NO'in
iINOS tarafindan Uretildigi dldsintlmektedir. 48 ve 96 saatlik
reperflizyonlarda ise NO Uretimi en Ust seviyeye ulasir. Mononukleer ve

polintkleer inflamatuar hicrelerde de iINOS gdzlenmistir.
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Sekil 2 : Serbest Oksijen Radikallerinin olusumu (Buyukuslu & Yigitbasi)

Reperflizyonun erken fazinda eNOS ya da nNOS nonspesifik bir
sekilde gosterilir. Boylece artmis hipoksi ve NO2' nin vazodilatoér etkisi
gosterilmis olur 720° 1 saatlik torsiyon periyodunun sonlarina dodru olan
kan akimi 3.gin reperflizyonu ile karsilastirildiginda sham grubunda 5 kat
fazla iken opere olan grupta ise 3 kat daha fazla bulunmustur. 30 glunlik
detorsiyone olan kontrol grubunda kan akim debisi ise 40 kat artarken
kontrol grubu 3.glin sonunda kan akimi torsiyon sonuna goére 20 kat artis
gbéstermistir. Gecmis calismalarda iskemik reperflizyon hasarinda leydig
hicrelerinin apoptozisi icin bir kanit goérilmemesine ragmen leydig
hicrelerinin  fonksiyonunun bozulmasi mimkidndir. Oksidatif stresin
artmasi durumunda leydig hucre fonksiyonu bozulur. Cunkd sertoli
hicreleri ve diger hicre tipleri leydig hicreleri ile parakrin iligki
icindedirler. Oksidatif stres direk ya da indirek olarak etki gosterir (Turner
& Brown, 1993).
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Spermatik torsiyon sonrasinda gelisen oksidatif stresin rolu testisi
de iceren farkl organlarda iskemik reperflizyon hasari reaktif oksijen
tirleri ve reaktif nitrojen turleri ile iliskili oldugu gésterilmistir. Iskemi
reperfuzyon hasari akciger, kalp, bobrek ve karaciger gibi organlarda
gosterilmistir. Iskemi siiresince; ne mitokondrial solunum zincirinde son
elektron yakalayicisi olarak ne de enzimatik olmayan ve serbest radikal
reaksiyonlarinda O? kullanilamaz. 0% yeniden saglandiinda mitokondri
yeniden normal fonksiyona doner fakat ROS Uretimini artisi meydana gelir.
Erken reperfiizyon slresince ROS (lretiminin artisi reoksijenasyonda
oldugu gibi non enzimatik reaksiyonlara dayanir. 1 saat torsiyonu izleyen
24 saatlik reperfuzyondan sonra ipsilateral ve kontralateral testiste

oksidize glutatyon ve total glutatyon indirgenir.

Preapoptotik durumlarda ve oksidatif streste hicrelerden aciga
clkan oksidatif glutatyon sadece 24 saatlik reperfiizyonda 6énemli oranda
azalmistir. Bu goOstergeler oksidatif stresin torsiyona dayali reperflizyon
gelisiminde rol aynadiginin bir gdstergesidir. Iki klasik antioksidant enzim
olan superoksit dismutaz ve katalaz testis reoksijenasyonunda farkli bir
karakter gosterir (Sekil 2). Reperfizyon gelisiminde katalaz aktivitesi
onemli derecede artar. Uzun sdreli iskemiyi izleyen 6 saat ve 2 saati
gecmeyen torsiyonlardan sonra azalmis slperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitesi ipsilateral testiste reperfizyondan sonra rapor edilirken
kontralateral testiste géridlmemistir (Koltuksuz et al., 2000; Turner &
Brown, 1993).

2.6. Apoptozis (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Programlanmis hicre 6limu terim olarak ilk kez 1965 yilinda
kullanilmistir. Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar

tarafindan  kullanilmistir.  Kerr, fizyolojik olarak 0dlen hicrelerin
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cekirdeklerinde yodgunlasmis kromatin parcalarini  gozlemlemis ve
organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayi bliziisme nekrozu olarak
adlandirmistir. Kdéken olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski
Yunanca' da "sonbaharda yaprak dokimu" anlamina gelmektedir (Barut,
2008). Hicrelerin dogru yer, zaman ve sayida olmasini saglayan apoptozis
mitozis ile dokuda surekli bir denge halindedir. Programlanmis hicre
6limu, hicre intihari, fizyolojik hicre 8limu apoptozis ile ayni anlamda

kullanilan terimlerdir.

Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlasmasi ve daha
sonra parcalara ayrilmasidir. Normalde bir hlicrede birbirini takip eden 7
kirllma onarilirken, apoptoziste yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve
hicre onarimi yapilamaz (Taati, Moghadasi, Dezfoulian, Asadian, &
Zendehdel, 2015).

Apoptozis, tek bir hlicrede, blzisme ve c¢evre hicrelerle olan
temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Hlcresel blizismenin nedeni Na, K,
Cl tasiyici sistemin durmasi nedeniyle hilcre ici ve disi arasindaki sivi
hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hicre, hacminin yarisina
diser, cevre ile olan baglantilarini keser ve mikrovilluslari kaybolur

(Payabvash, Kiumehr, Tavangar, & Dehpour, 2008).

Apoptotik hicre komsu hiicreye gore daha kiglk ve sitoplazmasi
daha yodundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri
yapilarini korur (Kanter, Topcu-Tarladacalisir, & Parlar, 2010; Ozbal et al.,
2012). Elektron mikroskobunda gozlenen degisikliklerde, 6ncelikle plazma
membraninin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur ki bu yapi ‘zeiozis’
olarak tanimlanir. Sitoplazma yodunlugu arttigi icin organeller kalabalik
gorindr. Hicre zan saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir
inflamatuar reaksiyon gozlenmez. Apoptozis icin morfolojik dedisimler
hicre blzulmesi, kromatin yogunlasmasi, hicre membran

tomurcuklanmasi olurken saglikli hiicrelerde plazma membraninin iginde
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bulunan fosfotidilserin aciga cikar (Ishikawa et al., 2005; Tsounapi et al.,
2012).

Fosfotidilserin apoptotik hlcrelerde plazma membraninin dis
yuzunde bulunur ve fagositik hucreler icin sinyal gorevi gorur. Zardaki
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi
etkili olmaktadir (Tomatir, 2003). Kromatin ¢ok yodun bir hale gelir ve
parcalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlari secgilemez. Cekirdek
sekli dizensizlesir ve ileri evrede kulglk cekirdek parcalarina bdélundr.
Cekirdekgik genisler ve granilleri kaba granlller halinde dagilir.
Sitoplazma parcaciklari iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden
olusan zarla sarili apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve
inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hucreler
tarafindan fagosite edilirler (Sinha Hikim et al., 2003; Tomatir, 2003; Zini
et al., 1998).

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana
gelebilirken nekrozis fizyolojik bir 6lum seklidir (Sekil 3). Apoptotik
hicrede kromatin nukleus membrani agregasyon gdésterir ve kondanse
olur ancak nekroziste kromatin paterni normal hicredekine benzerdir.
Nekrotik hlicrenin plazma membrani batinliginid kaybeder ve hicre
icinden disina hlicre ici materyallerinin cikisi gerceklesir. Oysa apoptotik
hicre membrani intaktir ve Gzerinde klcuk cepcikler “membrane blebs”
olusur. Apoptozis ile 6len bir hicrede hicre membrani intaktir ve
enflamasyon go6zlenmez; nekrozda ise, enflamasyon, hlicresel sisme ve

hicre zarinin bozulmasi gézlenir (Silay, 2009).

Apoptozis bir hicre hasarina yanit olarak meydana gelir oysa
nekroz genelde hasar sonucu gelisir. Apoptozis dnceden belirlenen bir yol
ile koordineli olarak meydana gelirken, nekroz bircok biyokimyasal

olaydan bagimsiz olarak gerceklesir ve hilicrede enerji stoklarinin
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tukenmesi ile aktive olur (Feng, Sandlow, Sparks, Sandra, & Zheng,
1999).

Makrofaz

Parcalanma

Sekil 3. Hiicre apoptozis ve nekrozis (Ustiin et al., 2008)

Programli hlcre o6lumu olgun dokularda intrensek intihar
programinin aktivasyonu ile hasarli, infekte ya da dedisime ugramis

hicreleri ortadan kaldirmak icin hem gelisimde hem de homeostazisde
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onemli bir mekanizmadir. Apoptozisin baslamasina neden olan ve soy
hakkinda bilgi iceren sinyaller viral yangl sinyali ya da ekstrasellller
sinyallerdir. Ekstrinsik sinyaller apoptozisi baslatir, ya da baskilar, intihar
edecek olan hicrelere yardimci olabilir ve ayni sinyaller bir hlicre tipinde
kurtulmay! baslatabilir. Intihar programinin aktivasyonu spesifik mRNA
molekdlerinin sentezini translasyonunu gerektirir. Programl hicre 6limu
bazen hicre 6lumunid intrensek mekanizmalar yoluyla transkripsiyon ya
da translasyonu, kisitlama ile de baskilayabilir. Bir hicrede apoptozis
mekanizmasi iki yolla dizenlenir: Hlcre disindan kaynaklanan, hicre
yuzeyi 6lum reseptorleri ile (tumor nekrozis faktor stper ailesi Uyeleri ve
bunlarin reseptoérleri) dlizenlenen apoptozis, hlicre iginden kaynaklanan,
mitokondriyal yolla dizenlenen apoptozis (Feng et al., 1999; Hikim et al.,
2003).

Hlcre ylzeyi 6lum reseptorleri Tumor Nekrozis Faktdor Reseptor
(TNFR) super ailesine ait transmembran proteinlerinin bir ailesidir. Bu
reseptdrler hlicre disindaki bodlgelerde tekrar eden sistein zengin
bélgelerde yer alirlar. Olim reseptérleri sitopldzmanin i¢ kisminda ‘6lim
bélgesi’ (death domain) denen protein zincirleri tasirlar. Olim bélgeleri,
O6lim reseptorlerine ligand baglandigi zaman apoptotik mekanizmayi

uyarirlar ve hicre disindan gelen uyariyi hicre icine iletirler.

Apoptozisi baslatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri
oldugu goridlmdistir. Bu ylzden mitokondrinin aktivasyonu ile sitokrom
c’'nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi sonucu apoptotik strecde
geri donulemez noktay! gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en
onemli faktor Bcl-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik
Uyeleri olan bu ailenin Gyelerinin mitokondri Uzerindeki etkileriyle ya
sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi gerceklesir veya sitokrom c’nin
sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir. Apoptozis indlkleyici faktoérin
mitokondriden cekirdege gecmesi apoptozis basladiinda ve AIF'nin

salinimindaki artisi, mitokondrial transmembran potansiyelinin kaybolmasi,
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periferal kromatin kondenzasyonu ve plazma membraninda
fosfotidilserinlerin ortaya c¢ikmasina neden olur (Tomatir, 2003). Bunun
sonucunda ylksek molekiler agirhkli (50 kbp) DNA fragmentasyonu
gerceklesir. Bu etkiler kaspazlardan ve AlFnin oksidorediktaz

aktivitesinden bagimsizdir.

Kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olan EndoG aktivasyonu,
nikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olabilir. EndoG’nin salinimi,
kaspaz aktivasyonuna paralel olarak apoptotik programi baslatabilir. Bax
ve Bak, BH3-only proteinlerin mitokondriye hareket etmeleri ve sitokrom c
saliniminin didzenlenmesi icin gereklidir. Hlcrenin yasayabilirlik durumu
pro-apoptotik ve anti-apoptotik (yelerinin roélatif oranina badlidir. Bu
heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax oranininin bazi hematolojik
malignensilerde prognostik deger tasidigi rapor edilmistir. Cinkd oranin
artmasi ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veya aktivasyonu ile
sonucglanir. Bu da prognozu belirleyici bir dedger tasiyabilir. Bid proteini
yasayan hicrelerde sadece sitoplazmada bulunur. Aktivasyonlari sitokrom
c’nin sitoplazmaya salinimini saglar (Tomatir, 2003; Wei et al., 2013). Bad
proteini: Bad, bircok normal hlicrede bulunmaktadir. Bad'in apoptotik veya
yasam sinyal yolagindaki etkisi proteinin fosforilasyon-defosforilasyon
mekanizmasi ile dizenlenir. Bim ve Bmf proteinleri; Bim, normalde
mikrotubdullerle iliski icinde olan dynein motor kompleksi ile birlikte
bulunur. Apoptozis indiksiyonu esnhasinda mitokondriye g6¢ eder. Pro-
apoptotik aktiviteye sahiptir ve Bmf, apoptozisin tetiklenmesi sirasinda
mitokondriye goc¢c eder ve Bcl-2 ailesi ile etkilesime girerler (Taati et al.,
2015).

Sitokrom c, apoptozis sirasinda mitokondriden salindiginda kaspaz
aktivasyonunu baslatan, mitokondrial elektron zincirinin bir bilesenidir.
Mitokondriyal yolla tetiklenen apoptotik yolun erken fazinda mitokondrial
membran potansiyelinin bozulmasi ve ardindan sitokrom c’nin salinmasi

genel olarak 6nemli rol oynar. Sitokrom ¢ normalde i¢ mitokondri zarina
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anyonik fosfolipid ‘kardiolipin’ ile birlikte baghdir. Kardiolipin mitokondriye
dzeldir, ic mitokondri zarinda predominant olarak bulunur. Kardiolipin ile
sitokrom c’nin ayrilmasi ve sitozole salinmasi apoptozisin baslamasi igin ilk
adimdir. Mitokondrial elektron transport zinciri ile reaktif oksijen
radikallerinin ortaya c¢ikmasi; sitokrom c¢'nin harekete gecmesi ve

kardiolipinden ayrilmasi ile sonuglanir.

Apoptozis baslatici faktér (AIF) mitokondrinin ic membraninda
bulunur. AIF 57 kD agirliginda bir flavoprotein olup apoptozis
baslangicinda mitokondriden cekirdege gecerek kromatin kondensasyonu
yoluyla DNA fragmentasyonunu sadglar. AIF oksidorediiktaz aktivitesi
gosterir. Bu etkiler kaspazlardan ve AlF’nin oksidoreduktaz aktivitesinden
bagimsizdir AIF'nin ¢ok fazla salinimi sonucunda, periferal kromatin
kondenzasyonu, mitokondrial transmembran potansiyelinin kaybolmasi ve
plazma zarinda fosfotidilserinlerin ortaya c¢ikmasi ile yuksek molekdler

agirhkli (50 kbp) DNA fragmentasyonu meydana gelir .

Apoptozun dizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar
devam eden bir surectir. Bir timor slpresér gen olarak calisan p53
mutasyona udgradidi ya da bulunmadigi zaman hlicre yasami uzar.
Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir transkripsiyon regulatdér geni
olan p53'lU aktive eder. p53 protein Grind, DNA'ya dogrudan baglanarak
hasar tanidiktan sonra, ya G1’de hiicre siklusunun durmasini indlkleyerek
tamir icin gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptozise
yonlendirir. Ayrica p53’Un Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin
oranlarini dizenledigi dastnulmektedir (Oldereid, De Angelis, Wiger, &
Clausen, 2001).

Kaspazlar apoptozis mekanizmasinda yer alan 6nemli protein
grubudur. Hicre sitoplazmasinda inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve
proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler. Bdylece bir kaskad seklinde

islerler. Aktif merkezlerindeki sisteinden dolay! sistein proteaz olarak
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adlandirilan enzim grubudur. Apoptozisde hlcreyi parcalayan vyani
apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler “effectors” olarak
bilinirler. Bu gline kadar tanimlanan 14 kaspaz bulunmaktadir. Bunun

haricinde kaspaz ailesi fonksiyonlarina gére iki alt kategoriye ayrilir:

1. Baslatici kaspazlar

2. llerletici kaspazlar.

Baslaticl kaspazlar, 90 aminoasitten fazla aminoasit iceren Kaspaz-
gerektiren domain (CARD) bolumu ile 6lim domaini (DD) ve o6lum efektor
domaini (DED) iceren N-terminal domain o©nculu ile karakterizedir.
Apoptotik sinyal yolunun erken safhasinda etki gdsterirler ve apoptotik

uyariyla baslayan 6lim sinyallerini ilerletici kaspazlara iletirler.

Kaspaz inhibitorlerinden bazilarinin 6nemli oldugu durumlar ndéro-
dejeneratif hastaliklar, iskemi-reperfizyon zedelenmesi ve otoimmun
hastaliklardir. Kaspazlar potansiyel hedefleri olusturarak bu hastaliklarin
tedavisinde inhibitdor tedavide kullanilabilirler. Reseptorler araciligiyla
kaspaz aktivasyonuna ve apoptozise yol acarlar. Diger yol mitokondriden
Sitokrom-c sitozol icerisine birakilir ve kaspaz aktivasyon proteinine (Apaf
1) baglanir. Ardindan Apoptozom olarak adlandirilan multiprotein

yapisindaki kaspaz aktive eden kompleksin toplanmasina neden olur.

Apoptozis tani ydontemleri icerisinde apoptotik hlicre morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilan isik, floresan, lazerli konfokal, elektron ve
faz- kontrast mikroskobu ile inceleme yer alir. DNA fragmentasyonlarinin
belirlenmesinde agaroz jel elektroforezi, enzimatik yolla DNA
fragmentasyonlarinin belirlenmesi ISEL, TUNEL, In situ hibridizasyon
teknigi ve Anneksin—V ydntemi ile apoptozise 6zgl proteinlerin saptanmasi

ve flow sitometri ydontemi kullanilir (Kanter et al., 2010; Tu et al., 2013).
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2.6.1. Testiste Apoptozisin Rolu

Testisteki germ hiicre dejenerasyonu hem gelisimde hem de
eriskinde oldukca sik karsilasilan bir durumdur. Ve sicanlarda dogurma
zamanina kadar testisteki hicrelerin yarisinin 6ldigi bilinmektedir. Bu
dejenerasyon sirasinda apoptozis yoluyla 6lim en sk kullanilan
mekanizmadir. Bu mekanizmanin igerisinde Bcl- 2 ailesi, kaspazlar, 6lum
reseptorleri ve p53 gibi faktorler yer alir. Doku canlihginda ve devaminda,
enfekte hlcrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal fizyolojik ortamin
korunmasinda etkin olan apoptozis, testikller dokuda da sik saptanan bir

fenomendir.

Spermatogenez, spermatogonyal kok hicreden mitotik ve
mayotik boélinmeler sonucu hicre farklilasmasi ile olgun sperm
olusmasidir. Normal spermatogenez iginde, hicre gelisimi ve
farklilasmasina ilave olarak germ hicre 6lumiu de goriulir ve bu sperm
olusumunda kritik rol oynar (Sinha Hikim et al., 2003). Apoptozis,
spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada programli
hicre oliumune yol acar. Germ hucrelerindeki bu 6lim spermatozoanin
normal gelisimi icin mutlak gereklidir. Kerr tarafindan vyapilan bir
calismada testiste devamli olarak spontan apoptozis gergeklestigi
bildirilmistir (Kerr, 1992).

Testiste, defektif germ hiucrelerinin yok edilmesine yo6nelik bu
islemde erkek germ hducrelerinin % 75'i apoptozise maruz kalir ve
apoptozisin dogal bir mekanizma olarak normal spermatogenez sirasinda
sperm Uretimini %25 ile %75 arasinda degisen oranda azalttid
bilinmektedir (Kerr, 1992). Erken gelisimsel evrede baslayan bu apoptotik
hicre eliminasyonu, olgunlasmakta olan germ hicreleri ile sertoli hlicreleri
arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak

tanimlanmistir. Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik
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hastalarda, deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, is1 artisinin
oldugu olgularda testislerde olusan programh hicre o6limlerinde artis
gordulebilir (Hikim et al., 2003; Sinha Hikim et al., 2003).
Spermatogenezde testiktler germ hicre apoptozisinin hormonal kontrol

altinda gergeklestigi bildirilmistir.

Hipofizektomize immatur ratlarda hem germinal hem de somatik
hiicrelerde masif apoptozis ortaya ciktigi ve bu olgularda FSH ya da HCG
tedavileri ile bu yodun programlanmis hiicre 6limunin engellenebildigi
gOsterilmistir. Ayrica, gonadotropin ya da testosteron eksikligi disinda
matirasyon arresti ve hipospermatogeneze yol acan tum Klinik
durumlarda da apoptozis gorulebilir. Seminifer tabll epitelinin si,
radyasyon veya sogutma gibi faktorlere olan sensitivitesi de germ
hicrelerinin programlanmis hilicre 6limlerini artiran diger bir faktordur.
Sonucta, testikiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimilanlarin varhginda
fizyolojik olmayan dizeyde apoptozis gergeklesir ve klinik olarak

spermatogenezde bozulma ve infertilite olusabilir (Silay, 2009).

2.7. Eikozanoidler

Eikozanoidler yirmi karbon atomlu yag asitlerinden tlreyen ve
gucli biyolojik etkinlik gosteren endojen maddelerdir. Eikozanoidler,

prekirsor yag asitlerinden olusmalarinda rol oynayan enzim tlriine gore:

I. siklooksijenaz urunleri,
I1. lipoksijenaz Grunleri

I11. 450 monoksiienaz

drdnleri seklinde G¢ ana gruba aynlirlar. Bu gruplarin fizyolojik ve
patolojik olaylara katkilari ve cesitli sistem wve organlara etkileri
bakimindan aralarinda belirgin farklar vardir (Cingi, Oghan, Unli, Tekat,
& Okuyucu, 2011).
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2.7.1. Siklooksijenaz Urunleri

Prostanoidler diye de adlandirilan siklooksijenaz Grini
eikozanoidler, prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlardir.
Siklooksijenaz enzimleri (COX-1 ve COX-2) arasidonik asidin, adi gecen
prostanoidlerin prekilrsdrleri olan prostaglandin G ve H'ye dénisimdini
katalize eder. Bu enzimlerin diger adi prostaglandin G/H sentazdir.
Prostaglandinler (PG'ler), karbon zincirinin ortasinda bir siklopentan halkasi
bulunan eikozanoidlerdir. Siklopentan halkasindaki substituentlerin
durumuna goére E, F, D, A, B ve C diye gruplara ayrilirlar. Primer
prostaglandinlerin c¢esitli hicre tiplerinde yaygin sekilde dagilmis ve
biyolojik ydnden édnemli olanlari, E ve F grubu prostaglandinlerdir. Her bir
grup icindeki Uyeler, alifatik yan zincirler icindeki doymamis bag sayisini
gosteren ve grubu belirleyen harfin alt kismina konulan 1,2 veya 3
sayilari ile simgelenirler. Halka Uzerinde iki hidroksil grubu iceren
PGF'lerin a ve B stereoizomerleri vardir. Vicutta sadece a izomerler

olusur, B izomerler olusmaz (Silay et al., 2014).

Prostasiklinler, yapica prostaglandinlere cok benzerler ve bazi
kaynaklarda prostaglandin olarak kabul edilirler. Prostaglandinlerden
kimyaca farki, sikiopentan halkasina ilave olarak, C-6 ve C-9 arasinda
yerlesen oksijen képriust nedeniyle ikinci bir halka daha icermeleri yani
monosiklik degil bisiklik olmalaridir. Diger prostaglandinlerin aksine butlin
hicrelerde degil, esas olarak damar ceperindeki hlicrelerde (endotelde
ve az miktarda olmak Uzere damar diz kas htcrelerinde) yapilmalan ile
de prostaglandinlerden ayrilirlar. Viicuttaki ana prostasiklin olan PGI,
(prostaglandin I,)'nin biiyik kismi damar endotel hiicrelerinde yapilir.
Yukarida belirtilen E ve F grubu prostaglandinlerden farkl olarak. PGI,
kanin akcigerlerden gecisi sirasinda fazla yikilmaz, hatta, 6nemli dlclide

akciger damar yatagindan kana saliverilir. Prostasiklinler. damar icinde
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trombus olusmasini engelleyen en 6nemi etkenlerdir. Stabil olmayan ¢ok
kisa etkili birlesiklerdir. Tromboksanlarin yapica prostaglandinlerden farki,
besli siklopentan halkasi yerine, biri oksijen digerleri karbon olan ali
Uyeli bir halka icermeleridir. Esas olarak trombositler tarafindan sentez
edilmeleri ile de prostaglandinlerden ayrilirlar. Tromboksanlar belirli
hicrelerde olusmalari ve stabil olmamalar bakimindan prostasiklinlere
benzerler. Tromboksanlar ve prostasikiinler, trombositleri zit ydnde
etkileyen ve onlarin agregasyon ve adezyonunu dizenleyen bir sistem

olustururlar (Silay, 2009).

Dokularda PG'ler, prostasiklinler ve tromboksanlardan bagka
onlarin preklrsorleri olan ve prekirsér yag asitlerinden olusan siklik
endoperoksidler bulunur. Bunlar PGG; ve PGH, dir, yarilanma oémdurleri ¢cok
kisa olan maddelerdir. Prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlar
tek doymamis bagli (monoenoik), iki doymamis bagh (dienoik) veya Ugc
doymamis badli (trienoik) olurlar. Monoenoik. dienoik ve trienoik
prostanoidlere sirasiyla | serisi, 2 serisi ve 3 serisi adi da verilir.
Prostasiklinlerin sadece 2 ve 3 serileri vardir: | serisi bulunmaz.
Vurgulanmasi gereken bir nokta, hilcrelerde siklooksijenaz Urinlerinin
preklrsoriu olarak en fazla bulunan esansiyel yag asidinin, arasidonik asit
ve onun preklrsori olan linoleik asit olmasidir. Arasidonik asitten dienoik

prostanoidler olusur (6rnedin PGE,, PGF, o ,PGD>, PGI, ve TXA,).

2.7.2. Lokotrienler ve Diger Lipoksijenaz Uriinleri

Arasidonik asidin ve benzeri poli-doymamis yad asitlerinin
lipoksijenaz enzimleri (5-, 12- ve 15- lipoksijenazlar) tarafindan
metabolize edilmesi sonucu meydana gelen drunlerdir. Lipoksijenazlar
tarafindan bu uridnlerin meydana getirilmesi esas olarak trombositlerde
ve lokositlerde incelenmistir. Trombositlerde sadece 12-LOaz bulunur.

Lokositlerde 5-Lipoksijenaz (5-LOaz) arasidonik asidi 5-HPETE'ye cevirir.
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5-Lipoksijenaz mast hicrelerinde de bulunur. Trombosit lipoksijenazi (12-
lipoksijenaz), arasidonik asidi 12-hidroperoksieikozatetraenoik asit' e
(12-HPETE'ye) donusturiar. Arteriyel endotel hicreleri 15-lipoksijenaz
enzimi icerirler. Bu enzim etkisi ile endotel hicresinde linoleik asitten 13-
hidroksioktedekadienoik asit (13-HODE) olusur. Bu 6nemli metabolit,
endotel yuzeyinde trombosit ve l6kositlerin agregasyonunu engeller. 5-
LOaz. sitosolik bir enzimdir. Aktif duruma gelebilmesi i¢in sitoplazmadan
perintikleer membrana translokasyon yapilmasi gerekir. Aktivasyonda Ca**
iyonu rol oynar ve bu iyonun etkisi altinda, 5-LOaz, perintkleer
membranda bulunan bir integral protein olan 5-lipoksijenaz aktive edici
protein (FLAP, five LAP) ile birleserek etkinlik kazanir. Lipoksijenazlarin
prekirsér yag asitlerinden birinci asamada olusturduklari hidroperoksi
turevi ara urunleri (HPETE’ler)'den hidroksi turevi ara urunler (HETE'ler) ve
onlardan da lokotrienler meydana gelir. Arasidonik asitten olusan
lokotrienler, tetraenoik (4 Cift-bagh) halkasiz yad asitleridir. 5-LOaz
Urdnleri arasinda LTA; primer l|okotriendir; diger bes lokotrien ondan
olusurlar(Kent, 2009; Silay, 2009).

Monohidroksilli lipoksijenaz Grunleri olan 5-HETE ve 12 HETE ile
dihidroksilli Grtin olan LTB4 (kimyasal adiyla 5, 12di-HETE) gicli kemotaktik
etkinlik gosteren gucli proinflamatuvar maddelerdir.Cesitli  |6kosit
turlerinde, (polimorfontkleer ve eozinofil I6kositler gibi) ve bazi T hicresi
alt-tiplerinde LTB,'e yuksek afinite gosteren BLT reseptdrleri bulunur. LTB4
tarafindan bu reseptorlerin aktivasyonu lokosit ve monosit fonksiyonlarinin
ve dogal oldurictd (NK) hcrelerinin stimulasyonuna ve kemotaksi,
kemokinezis (migrasyon) ve agregasyona neden olur. Diger lokotrienlerde
bu 6zellik yoktur. Adi gecen LOaz uriinleri PGI, sentazi gicli bir sekilde
inhibe ederler (Saeed Arayne, Sultana, & Hussain, 2009).

Kukartl  lokotrienler  (sulfidolokotrienler veya diger adiyla
sisteinillokotreinler) olan LTC4, LTDs ve LTE4, SRS-A (slow reacting
substance of anaphylaxis)'in ¢ 0gesini olustururlar. Bu madde derhal

olusan asiri duyarhk (tip I alerji) reaksiyonlari sirasinda mast hicreleri ve
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bazofil I6kositlerden saliverilen bir I6kotrien karisimidir ve bu adi,

|6kotrienlerin bulunmasindan 6nce verilmistir (Ercan, 2012).

LTC4 ve LTD4hem damar ve hem de damar disi diz kaslar bizer.
LTD4 en gucli bronkokonstriktér ve kapiler permeabilitesini artirici etkinlik
gosteren bilesiktir. Postka-piler ventllerden plazma sivisinin dokuya
sizmasina ve 6deme neden olur. LTC4 daha az etkilidir. LTD,4 . ortak etkiler
yoénlinden in vitro ve in vivo kosullarda histaminden 100-10.000 kez daha
gucludur(Cingi et al., 2011).

Lokotrienler  yukarida  belirtilen  cgesitli  etkilerini  hicre
membraninda yerlesmis kendilerine 6zgl reseptorleri aktive etmek
suretiyle yaparlar. Simdiye kadar yapilan incelemeler, asagidaki hasta-
liklarda bu hastaliklarla ilgili organ ve yapilardaki patolojik bozukluklarin
olusmasinda l6kotrienlerin 06zellikle rol oynadigini ortaya koymustur:
bronsiyal astma (akcigerler), psoriyazis (cilt), CUlseratif ve diger
inflamatuvar kolon hastaliklari (kalin barsak), romatoid artrit ve gut

artriti (eklemler)(Cingi et al., 2011).

Lokotrien reseptorleri ve Dblokdrleri: Lékotrienler icin hedef
hicrelerde ¢ tlr reseptér belirlenmistir ve endojen agonistlerinin
adlarina gére adlandiriimislardir. Bunlar BLT, sisLT; ve sisLT, reseptorleridir
(eski adlarina goére. sirasiyla LTB4, LTDs ve LTC, reseptorleri). sisLTi
reseptorine, LTD,'den baska LTE, tarafindan da aktive edilen ortak
reseptdor oldugu icin LTD4/LTE; reseptori adi da verilmistir.SisLT,
reseptorlerinin cok sayida kompetetif antagonisti vardir; bunlardan
montelukast, zafirlukast, pobilukast, pranlukast ve ibudilast halen

bronsiyal astim tedavisinde denenmektedir.
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2.7.3. Montelukast

Montelukast 1990’larin baslarinda gelistirilen ve piyasaya surilen
bir 16kotrien reseptor antagonistidir. Montelukast, oral uygulamadan sonra
hizla ve hemen hemen timdyle emilir. Eriskinlere ag¢ karnina 10
mg alindiginda ortalama doruk plazma konsantrasyonuna (Cmaks) 3
saatte ulasilir ve yarilanma édmri 2.7-5.5 saat arasindadir (Koése et al.,
2011). Oral olarak alindiktan sonra badirsaklardan %64'G hizla emilen
montelukastin (oral biyoyararlanim) metabolize edilmesini takiben %86’si
fecesle, az bir kismi da idrar yoluyla atilmaktadir. Oral biyoyararlanim ve
Cmaks standart yemekten etkilenmemektedir. 5 mg tabletini a¢ karnina
alan eriskinlerde ortalama Cmaks dederine 2-5 saatte ulasilir. Oral
biyoyararlanim montelukast ac karnina alindiginda %73 iken, tok karnina
alindiginda %63’e diser. Karaciger ve biliyer yolla bagirsaklardan atilirken
oksidatif eliminasyonunda sitokrom P450 izoenzimleri (CYP3A4 ve

CYP2C9) rol oynamaktadir (Cingi et al., 2011).

Montelukast (Sekil 4) kuvvetli bir selektif LTD4 reseptor
antagonisti (Sis-LT1) olarak kabul edilmektedir. Montelukastin 6 ay ve
Uzeri gruplarda glinde tek doz formunda kullanimi onaylanmistir. Diger
antilokotrienlerle karsilastirildiginda daha genis bir kullanim alanina ve
kullanim kolayhdina sahip goriinmektedir. Montelukast cok iyi metabolize
olmaktadir. Terapétik dozlarda yapilan calismalarda erigskin ve c¢ocuk
hastalarda montelukast metabolitlerinin plazma konsantrasyonlari
saptanamaz dizeydedir. Insan karacifer mikrozomlarinin kullanildidi in
vitro calismalar, sitokrom P450 3A4 ve 2C9un montelukast
metabolizmasinda rol oynadigini gostermektedir (Kose et al., 2011).
Bilinen sitokrom P450 3A4 inhibitorleri (6rnegin; ketokonazol, eritromisin)
ve 2C9 inhibitorlerinin (6rnegin; flukonazol) montelukast farmakokinetigi
Uzerine etkileri heniz arastinlmamistir. In vitro calismalarda terapétik

plazma konsantrasyonlarindaki montelukast sitokrom P450 3A4, 2C9,
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1A2, 2A6, 2C19 veya 2D6’yI inhibe etmemistir. Sitokrom P450 sistemince
metabolize edilmesine ragmen basta kumadin, teofilin ve oral
kontraseptifler olmak Uzere heniz doz ayarlamasi gerektirebilecek
herhangi bir ciddi ilag etkilesimi oldugu yoéninde bildirim yapilmamistir
(Cingi et al., 2011).

Saglikh eriskinlerde montelukastin plazma klirensi ortalama 45
mL/dakika’dir. Radyoaktif isaretli montelukastin oral dozunu takiben
radyoaktivitenin %86’s1 5 gunlik fekal birikimde 960.2’den azi idrarda elde
edilmistir. Montelukastin oral biyoyararlanim hesaplari da buna
eklendiginde montelukast ve metabolitlerinin hemen hemen timiyle

safrayla atildigi ortaya gikmaktadir.

Sekil 4. Montelukastin molektler yapisi (Silay, 2009)
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2.7.3.1. Montelukastin Yan Etkileri

Montelukastin kayda deger bir yan etkisi bulunmamaktadir. En sik
gorilen yan etkisi basagrisi olarak bildirilmis olup, bu yan etkinin orani
plaseboya yakindir. Genel antilékotrien grubu ilacglarin piyasaya surtldigi
ilk yillarda bu gruptaki ilaglarin Churg-Strauss sendromunu tetikledigi
yonunde bir stphe olmakla birlikte son vyillarda yapilan gdézlemsel
calismalarin bulgular bu disinceyi destekler nitelikte degildir (Fleck et al.,
2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM)’ dan saglanan Wistar Albino cinsi, 24
adet, 200-250 gr adirhdinda eriskin erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar
deney slresince 12 saat aydinhk/karanlik isiklandirmasi olan, 1sisi 24+2°C
ve nemi % 55+5 olarak ayarlanmis ortamda yasatildi. Standart yiyecek ve
suyla beslendi. Hayvanlar deneye baslamadan 1 hafta dénce polikarbon
kafeslere konularak ortam kosullarina adaptasyonlari saglandi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
19.08.2015 tarihli ve 424-1 sayih karariyla calismamizdaki tim islemler

onaylanmistir.

3.2. Kimyasallar ve Cerrahi Gerecler

Montelukast, Abdi Ibrahim Ilac Sanayi ve Ticaret A.S (Istanbul)
firmasindan, Ketalar Eczacibasi firmasindan (Klgukkaristiran, Lileburgaz),
Alfazyne Alfasan firmasindan (Woerden, Hollanda), Ipek iplik, Yu-ce tibbi

gerecler (Istanbul) firmasindan saglandi.

3.3. Cerrahi Islemler

Cerrahi girisim o6ncesi anestezi, intramuskiler yolla 70 mg/kg
ketamin ve 10 mg/kg ksilazin uygulanarak saglandi, gerektiginde
sicanlarin hareketsizligini surdurmek icin anestezik ajanlarin ayni dozlari

tekrarlandi. Skrotum derisine %10“ luk povidon iyot c¢ozeltisi ile temizlik
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yapildi. Deneklere skrotum orta hat Gzerinde, 2 cm uzunlugunda vertikal
cilt ve cilt alti kesisi uygulandi. Skrotal boslukta sol testis tunika vaginalis
ve spermatik kord ile birlikte gubernakulumdan kint diseksiyonla ayrilarak
disariya alindi. Her islem sonrasinda testis dokusu skrotuma yerlestirilerek

ve 5.0 ipek sutur kullanilarak skrotum kapatildi (sekil 5).

Torsiyon, spermatik kordun 720° saat yonunde cevrilmesiyle
olusturuldu ve spermatik kord 2 yerden iple baglandi. 6 saat torsiyon
suresinin ardindan, 1 saat boyunca detorsiyon uygulandi. Detorsiyon,
torsiyonun aksi yoninde es derecede cevrilmesiyle saglandi. 7 saatlik
deney periyodunun sonunda hayvanlar ketamin/ksilazin ile anestezi

altinda sakrifiye edildi ve skrotumdaki dikisler alinip testisler gikarildi.
Deney slresince hayvanlar 3 gruba ayrildi:

Grup 1: Kontrol + Serum Fizyolojik grubu

Bu gruptaki hayvanlara cerrahi prosedir uygulandi. Testisler disari
cikarildiktan sonra torsiyon uygulanmadan tekrar skrotuma
yerlestirildi. Sttur atilmadan testisler cikarildi. Bu grup cerrahi
stresin testis Uzerine olan etkilerini belirlemek igin kullanildi. Bu

gruptaki hayvanlara i.p. yolla SF uygulandi.

Grup-2: Iskemi / Reperfiizyon grubu

Torsiyon, sol testisin spermatik kordunun saat yoninde 720°
dondurulerek ve 2 yerden mikro klemp ile sabitlenerek saglandi ve
normal anatomik boélgesine vyerlestirildi. Cilt 5/0 ipek sutur ile
yaklastirilarak gecici olarak kapatildi. 6 saat sonra cilt stturleri
acllarak testis eski pozisyonuna getirildi ve 1 saat detorsiyone edildi
(sekil 5). Detorsiyondan 30 dakika ©6nce SF (10 mg/kg ip.)
uygulandi. 7 saatlik deney siresinin sonunda testis cikartilip alindi
(Beytur et al., 2012; Ozturk et al., 2010).

56



Grup-3: Iskemi / Reperflizyon + Montelukast grubu

Torsiyon, sol testisin spermatik kordunun saat yo6nunde 720°
dondirulerek ve 2 yerden mikro klemp ile sabitlenerek saglandi ve
normal anatomik bolgesine yerlestirildi. Cilt 5/0 ipek sutir ile
yaklastirilarak gecici olarak kapatildi. 6 saat sonra cilt sutdrleri
acllarak testis eski pozisyonuna getirildi ve 1 saat detorsiyone edildi
(sekil 5). Detorsiyondan 30 dakika 6nce montelukast (10mg/kg, ip.)
uygulandi. 7 saatlik deney siresinin sonunda testis cikartilip alindi
(Beytur et al., 2012; Ozturk et al., 2010).
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Sekil 5: Cerrahi islemler. (A): Skrotum acilarak serbest hale getirilen ve

skrotumun disina ¢ikarilan testis. (B): Serbest hale getirilen testis ve spermatik
kordun torsiyone edilmesi. (C): Torsiyon isleminden sonra skrotuma gegici sttur
uygulanmasi. (D): 6 saatlik torsiyon sonrasinda spermatik kordun ve testisin
gérunumdu. (E): 6saatlik torsiyon + 1 saatlik reperflizyon sonrasi spermatik

kordun ve testisin gérintimda. (F): Deney sonrasi testistisin alinmasi.
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Sekil 6: (a) Deney sonrasinda alinan torsiyon uygulanmamis testis. (b)

Torsiyon ve detorsiyon uygulanmis iskemi/reperfiizyon hasari olan testis.

3.4. Testis Agirhklarinin Olgiimii

Cevre dokularindan iyice temizlenen (sekil 6) testislerin her biri
Ohaus (Adventurer Pro AV264C) marka hassas terazi ile tartildi. Testis
agirhiklari her sican igin ayri ayri sag ve sol olmak (zere tartilarak

kaydedildikten sonra, testisler Bouin ¢bzeltisine alindi.

3.4.1. Testis Agirhik Indeksinin Hesaplanmasi
Deneye basladigimizda olgtlen vicut agirhdi ile ayni hayvana ait
sag ve sol testis agirhgr toplami asagidaki formile gére hesaplanarak her

bir hayvan icin TAI dederleri belirlendi;

TAI: [(sag+sol testis adirliklari toplami)/viicut agirhgi] x 100
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3.5. Histolojik Yontem

Calismamizda testis dokusu drnekleri 1sik mikroskobik inceleme igin
bouin fiksatifine konuldu (tablo 1) ve uygun takip yontemi uyguland: (sekil
6). Daha sonra dokular gémtlerek bloklandi. Parafine gomilen bloklardan
4 um kahnhginda kesitler alindi ve preparat haline getirilen ornekler
histolojik incelemeler icin Hematoksilen Eosin (HE) (tablo 2) boyasi ile
boyandi. Bazal laminanin incelenmesi icin de Periyodik Asit Shiff (PAS)
(tablo 3) ve Hemotoksilen kombinasyonu ile boyama yapildi. Konfokal
mikroskop kullanilarak yapilan histolojik inceleme igin alinan dokular
Akridin oranj ve Phalloidin boyalan ile ikili boyama vyapildi. Isik
mikroskobik dlizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri
yapilan preparatlarin Olympus DP-70 ile fotograflari cekildi. Konfokal
mikroskop ile yapilan incelemelerde Leica TCS-SP5 Konfokal Mikroskobu
kullanildi ve destek yazilim (Leica Confocal Software Version 2.0) ile

géruntileme yapildi.

3.5.1. Mikroskobik Incelemeler Icin Dokularin Hazirlanmasi

Bouin fiksatifinin hazirlanisi

Pikrik asit 75 ml
2037’ lik formaldehit 25 ml
Glasiyal asetik asit 5ml

Pikrik asitin hazirlanisi
Distile su 11t

Pikrik asit 12 gr
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Pikrik asitin iyice erimesi saglandi ve balon joje icerisinde agzi

kapatilarak gece dinlenmeye birakildi. Kullanmadan énce sizulda.

Bouin Fiksatifinde Takip

Bouin fiksatifi 2 gun
%650’lik alkol 3 defa calkala
%70’lik alkol 1 gece
%080’lik alkol 1 saat
%90’k alkol 1 saat
2096-1 alkol 1 saat
2696-11 alkol 1 saat
26100’luk alkol 30 dakika
Ksilol-I 10 dakika
Ksilol-11 10 dakika
Parafin-1 45 dakika
Parafin-11 1 saat
Parafin-111 1 saat

Tablo 1: Bouin fiksatifi takip streleri
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H-E Boyama YOontemi

Ksilol-1 10 dakika
Ksilol-11 10 dakika
2096-1'lik alkol 5 dakika
2096-11'lik alkol 5 dakika
%90'hk alkol 5 dakika
%2080’lik alkol 5 dakika
%070’lik alkol 5 dakika
Distile su 5 dakika
Hematoksilen 1 dakika

Cesme suyu

Akarsu altinda 5 dakika yikama

Eosin 5 dakika
%70’lik alkol 3 dakika
2680’lik alkol 3 dakika
%90’k alkol 3 dakika
2096-I'lik alkol 3 dakika
2696-11'lik alkol 3 dakika
Ksilol-1 10 dakika
Ksilol-11 10 dakika

Tablo 2 : H&E boyama proseduru
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PAS+H boyasinin hazirlanisi:

A-Periyodik Asit solisonu
Periyodik asit 19
Distile su 200 ml
B-Schiff solisyonu
Bazik fuksin 19
Distile su 200 ml
Potasyum metabisulfit (K2S205s) 29
Hidroklorik asit (HCI) 2 ml

Aktif komur 249

Periyodik asit distile suda c¢o6zdurildi ve kaynatildi. Kaynatilan
solisyona bazik fuksin ilave edilerek karistirildi ve 50 °C’'ye kadar
sogutulduktan sonra 2 g K>S,Os eklenerek karistirildi. Oda sicakligina
geldiginde 2 ml HCI eklenip karistirildi. 2 g aktif kdmdir eklenip yeniden
karistirildiktan sonra karanlhk ortamda oda sicakliginda bir gece bekletildi.

Solisyon stzulerek kullanildi.
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PAS Boyama Yontemi

Ksilol-1 10 dakika
Ksilol-11 10 dakika
2096-I’lik alkol 5 dakika
2696-11'lik alkol 5 dakika
%90’k alkol 5 dakika
2680’lik alkol 5 dakika
270’lik alkol 5 dakika
Distile su 5 dakika
Periyodik asit 5 dakika

Distile su Hafifce calkalanip 2 dakika bekletilir.
Schiff solusyonu 15 dakika
Cesme suyu Yikama
Hematoksilen 1,5 dakika
Cesme suyu Yikama
%70’lik alkol 3 dakika
%2680’lik alkol 3 dakika
%90’k alkol 3 dakika
2096-I’lik alkol 3 dakika
2096-11'lik alkol 3 dakika
Ksilol-1 10 dakika
Ksilol-11 10 dakika

Tablo 3 : PAS boyama proseduru
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Akridin Oranj — Falloidin Ikili Boyama

Parafin bloklardan alinan kesitler flioresan fallotoksin ile
boyanirken, falloidin, 25 pl metanolik stok solisyon + 1000 pl PBS ile
dille edildi. Falloidin ile muamele edilen preparatlar 45-60 dakika oda
sicakhidinda, karanlikta bekletildi. PBS ile yikayip akridin oranj boyasiyla
15 dakika muamele edildi ve PBS ile yikandi. Boyanan lamlar su bazli

yapistirici ile kapatildi ve Konfokal Mikroskop ile incelendi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi IBM Statistics 21 ve SigmaStat 3,5 paket
programinda yapildi. Baslangi¢ vicut agirligi, deney sonu vicut agirligi,
sag testis agirhgi, sol testis agirligi, toplam testis agirhgi ve testis agirlik
indeksi dederleri ortalama + standart sapma olarak hesaplandi. Deneklere
ait verilerin 6ncelikle normal dagilip dagilmadiklari ve varyanslarinin
homojenligi test edildi. Gruplarin karsilastiriilmasinda veriler normal
dagihiyor ise tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA) kullaniimistir.
Normal dagilim goéstermeyen coklu gruplarin testinde ise Kruskal- Wallis H
testi kullanilmistir. Verilerin normal dadilim varsayimina uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile test edilmistir. Baslangic vicut agirliklan ile
normal dadilima uygunluk olan verilerde Paired t Test, normal dagilima
uygunluk gostermeyen verilerde Wilcoxon Rank Test ile test edilmistir.

Istatistik anlamlilik dederi p<0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sican
testislerinde genel gérinimi saptamak icin preparatlara Hemotoksilen-
Eozin (H-E) boyasi ve Periyodik Asit-Schiff (PAS + H) boyasi yapildi.
Ayrica Konfokal mikroskop kullanilarak yapilan histolojik inceleme igin
alinan dokular akridin oranj ve falloidin boyalari ile ikili boyama yapilarak

incelendi.

4.1. Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu: Incelenen preperatlardan elde edilen bulgulara
gbére; kontrol grubunun vyapilan mikroskobik incelemelerinde testiste,
seminifer tlbul yapilari, bazal lamina yapisi ve interstisyel alan normal
yapida goézlendi (Sekil 7). Normal gorinimla ve duzgin bir
spermatogenezin oldugu seminifer tabuller, Sertoli hucreleri ve
spermatogenik seri hiicrelerini iceriyordu. Interstisyel alanda yer alan
Leydig hucreleri eozinofilik sitoplazmalari, eksentrik yerlesimli nikleuslari
ve tipik yerlesim vyerleriyle oldukca duzgin gérilda. PAS + H le
boyadigimiz kontrol grubu testis 6rneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal

membran yapisi normal yapida gozlendi (Sekil 8).

Iskemi / Reperfiizyon grubu: iskemi / Reperfiizyon grubunu
olusturan sican testislerinin 15tk mikroskobu ve konfokal mikroskop
incelemelerinde yogun hasar gozlendi. Bu hasarlardan seminifer tbdl
epitelinde hlcresel kayiplar ile tibul duvarinda incelme (Sekil 14),
hicresel nekroz , vakuolizasyon ve tubuler atrofi ve multiniklear dev
hiicreler dikkat cekmekteydi (Sekil 9-10). Interstisyel alanda ise damar
duvarinda kalinlasma ve 6dem gozlendi. Ayrica I/R uygulanan grupta tubdil

duvarindan bazal membran ayrilmasi gozlendi (Sekil 11).
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Iskemi/Reperfiizyon + Montelukast grubu: I/R uygulandiktan
sonra detorsiyon ©oncesi ML verilen grubu olusturan sican testis
orneklerinin konfokal ve i1sik mikroskobundaki incelemeleri sonucunda,
birkac tubilde hasar gozlense de tedavi uygulanmayan I/R grubuna oranla
genellikle azalmis hasar ve normale yakin yapidaki seminifer tibdller ve
korunmus spermatogenik hicreler ile spermatogenezin devam ettigi
gozlendi (Sekil 12). Iskemi / Reperfiizyon grubunda vaskuler konjesyon ve
intersitiyel alanda 06dem go6zlenmekteydi ancak ML verilen grupta
konjesyon ve 6demin dikkate deger sekilde azaldigi gozlendi. Ayrica
bitlinligind koruyan normale yakin yapidaki PAS pozitif bazal membran

yapisi gézlendi (Sekil 13).
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Sekil 7: Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sican testislerinin farkh
blyultmelerdeki 151k mikroskobik goérintisid. Normal yapidaki seminifer tibdller
ve tubdl duvarindaki spermatogenik hiicre serileri; Sertoli hlcresi (Se),
spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps) ve spermatid (st) ve tubullerde
devam eden spermatogenez gorulmekte. Normal gorinumli interstisyel alan ve
Leydig hucreleri (—) ile bazal membran yapisi (») izlenmekte (bar: 200um, bar:
100 pm, bar: 50.0um, bar: 20.0um, HE, (a-d).
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Sekil 8: Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sican testislerinin farkh

blyultmelerdeki 151k mikroskobik goéruntisid. Normal yapidaki seminifer tibdller
ve tubdl duvarindaki spermatogenik hiicre serileri; Sertoli hlcresi (Se),
spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps) ve spermatid (st) ve tubullerde
devam eden spermatogenez goérulmekte. Normal gorinumliu interstisyel alan ve
Leydig hucreleri (—) izlenmekte. Ayrica normal yapidaki PAS pozitif bazal
membran yapisi () izlenmekte (bar: 100um, bar: 50.0um, bar: 20.0um,
PAS+HE, (a-d).
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Sekil 9: Iskemi/reperfiizyon (I/R) grubu: Iskemi/reperfiizyon grubunu

olusturan sigan testislerinin farkh buUyulltmelerdeki 151tk mikroskobik gdéruntisa.
Yodun tibdiler hasar, tibdl duvarinda hiicresel kayiplar ile birlikte incelmis ttbdl
duvari (e), multinikleer htcre yapisi (»), vakuolizasyon (v) ve interstisyel
alanda damar duvarlarinda kalinlasma (—) ve 6édem (*) dikkat ¢cekmekte (bar:
200um, bar: 100um, bar: 50.0um, HE)(a-d).
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Sekil 10: Iskemi/reperfiizyon (I/R) grubu: Iskemi/reperfiizyon grubunu

olusturan sican testislerinin farkh buUyulltmelerdeki 151tk mikroskobik géruntisa.
Yodun tibuler hasar, atrofik tibdl yapisi (kalin ok), tibil duvarinda multiniikleer
hicre yapisi (») ve interstisyel alanda vaskuler kongesyon (—) ve 6dem (*)
dikkat cekmekte (bar: 200um, bar: 50.0um, HE)(a-d).
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Sekil 11: Iskemi/reperfiizyon (I/R) grubu: Iskemi/reperfiizyon grubunu

olusturan sican testislerinin farkh bUyulltmelerdeki 151tk mikroskobik gérintisd.
Tlbullerde yogun hasar (e), tlibial duvarinda multindkleer hiicre yapisi (») ve
interstisyel alanda o6dem (*) dikkat cekmekte (bar: 200um, bar: 100um,
PAS+HE)(a-d).

72



Sekil 12: 1Iskemi/reperfiizyon (I/R)+Montelukast (ML) grubu:

Iskemi/reperfiizyon (I/R)+Montelukast (ML) grubunu olusturan sican testislerinin
farkli blyultmelerdeki 15tk mikroskobik goérintisid. Azalmis tdbiler hasar ve
normale yakin yapidaki seminifer tubdller ile devam eden spermatogenez
izlenmekte. Interstisyel alanda ise azalmis ddem ve normale yakin gérinimlii
hiicreler izlenmekte. Interstisyel alanda vaskuler kongesyonun (—) ise devam
ettigi goridlmekte Ayrica butunliginu koruyan normale yakin yapidaki bazal
membran yapisi (») gorulmekte (Sertoli hicresi (Se), spermatogonyum (s),
primer spermatosit (ps) ve spermatid (st) (bar: 200um, bar: 100um, bar:
50.0pm, bar: 20.0pm, HE, a-d).
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Sekil 13: 1Iskemi/reperfiizyon (I/R)+Montelukast (ML) grubu:

Iskemi/reperfiizyon (I/R)+Montelukast (ML) grubunu olusturan sican testislerinin
farkli buyulltmelerdeki 1sik mikroskobik goérintlisid. Normale yakin yapidaki
seminifer tibuller ile devam eden spermatogenez izlenmekte. Interstisyel alanda
ise normal gorunumlia Leydig hucreleri () gozlenmekte. Ayrica butunligint
koruyan normale yakin yapidaki PAS pozitif bazal membran vyapisi (»)
gorulmekte (Sertoli hiucresi (Se), spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps)
ve spermatid (st) (bar: 200pum, bar: 100um, bar: 50.0pm, bar: 20.0pum,
PAS+HE, a-d).
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Sekil 14: (a,b):Kontrol grubu, (c,d): Iskemi/reperfiizyon (i/R) grubu (e,f):
Iskemi/reperfiizyon (I/R)+Montelukast (ML) grubunu olusturan sican testislerinin

konfokal mikroskop goruntiisu (Akridin orange ve falloidin boyama).
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4.2. Istatistiksel Bulgular

4.2.1. Seminifer Tiibiil Capi Olgiimii

Tim deney gruplarindaki seminifer tibul capr 6lgimd 10X
objektifiyle, her bir hayvandan rastgele, 50 tubul, her bir gruptan toplam
350 adet tubul gapi, 8 noktadan birbirine dik ve ayni noktadan gegecek
sekilde cizilmek suretiyle Bab Gériinti Isleme ve Analiz (Bab Bs200Pro)

programi kullanilarak élgtlmustar.

Sekil 15: Seminifer tlbul capi dlgimu gorintisu.
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Gruplar n Ortalama deger +

Standart sapma

Kontrol 7 296,64 = 20,34
Iskemi/Reperfiizyon 7 247,71 + 26,58
Montelukast + I/R 7 280,41 + 22,59

Tablo 4: Kontrol, I/R ve I/R + ML grubunu olusturan siganlarin testis seminifer

tabdl capi dlgimleri ().

400,00

350,00

300,00

250,00
200,00
150,00
100,00

50,00

0,00
Kontrol i/R i/R+ ML

i Seminifer Tubil Capi Olgimi (um)

Sekil 16: Testis tlubill capr 6lgimi ortalama dederleri (p<0,001* = anlamli
fark).
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Testis tubll capr 6lcimi ydninden ikili karsilastirma sonuclarina
gore kontrol grubunda tibll capi ortalama dederi 296,64 iken, I/R
grubunda 247,71’ e dismustir ve istatistiksel analize gére anlaml fark
bulunmustur (p<0,001***). Montelukast uygulanan grupta 280,41'e
yukselmistir ve istatistiksel analize gére anlamli fark bulunmustur
(P<0,001***).

4.2.2. Germ Hiicre Sayimi Sonugclari

Tum deney gruplarindaki germ hicreleri 20X blyUltmede her bir
hayvandan rastgele, 10 tubuler alan toplamda her bir grup icin 70 tubuler
alan, bilgisayarli gérintl isleme ve analiz programinda (Bab Bs200Pro)

manuel olarak sayildi.

100 pm

Sekil 17: Germ hicre sayimi goérintusda.
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Gruplar n Ortalama deger =+

Standart sapma

Kontrol 7 530,09 + 33,67
Iskemi / Reperfiizyon 7 278,39 + 36,03
I/R + Montelukast 7 452,23 + 21,22

Tablo 5: Kontrol, iskemi/Reperfiizyon ve I/R + Montelukast grubunu olusturan

sicanlarin germinal hlicre sayimi sonuglari.

700

600

500

400

300

200

100

Kontrol iskemi / Reperfiizyon Montelukast + i/R

i Germ Huicre Sayimi

Sekil 18: Germ hiicre sayimi sonuglari (P<0,001*, p= P=0,927").
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4.2.3. Leydig Hiicre Sayimi Sonuglari

Tum deney gruplarindaki Leydig hucreleri 20X buylltmede 10
tibdler alan toplamda her bir grup icin 70 tudbiler alan bilgisayarli gorinti
isleme ve analiz programi ( Bab Bs200Pro ) kullanilarak manuel olarak
sayildi.

Sekil 19: Leydig hicre sayimi goruntusu (kirmizi noktalar; sayillan Leydig

hucreleri).
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Gruplar n Ortalama deger

Standart sapma

Kontrol 7 63,38 + 13,40
Iskemi / Reperfiizyon 7 66,58 + 12,35
Montelukast + I/R 7 61,42 + 7,64

Tablo 6: Kontrol, Iskemi/Reperfiizyon ve Montelukast + I/R grubunu olusturan

sicanlarin Leydig hlicre sayimi sonuglari. (n: Deney hayvani sayisi ).

90

80

70

60

50

40

30

20

10

Kontrol iskemi / Reperfiizyon Montelukast + i/R

M Leydig Hiicre Sayimi

Sekil 20 : Leydig hlicre sayimi yéninden karsilastirma sonuglari.

Leydig hicre sayimi yénunden ikili karsilastirma sonuclarina goére

tm gruplarin arasinda anlamli fark gézlenmemistir .

81




4.2.4.Testis Agirhik Olgiimii

4.2.4.1. Sol Testis Agirhgi

Gruplar arasinda sol testis adirliklari istatistiksel olarak

karsilastirildiginda anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p=0,918").

Ortalama deger+
Gruplar n Standart Sapma
Kontrol 7 1,298+0,08
O — ns
iskemi/Reperfiizyon 7 1,304+0,07 p=0,918
Montelukast + I/R 7 1,438+0,18

Tablo 7: Siganlarin gruplarina gore ortalama sol testis agirliklari (g).

1,8
1,6

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Kontrol iskemi/ Reperfiizyon Montelukast + i/R

M Sol testis agirhklan

Sekil 21: Ortalama sol testis adirliklari ( g ).
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4.2.4.2. Sag Testis Agirhiklan

Gruplar arasinda sag testis adirliklar istatistiksel olarak

dederlendirildiginde anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p=0,912").

Gruplar n Ortalama deger+

Standart Sapma

Kontrol 7 1,325+0,05
Iskemi/Reperfiizyon 7 1,263+0,09 p=0,912"°
Montelukast + I/R 7 1,318+0,12

Tablo 8: Deney gruplarina gore ortalama sag testis agirliklari (g).

1,8
1,6

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

Kontrol iskemi / Reperfiizyon Montelukast + i/R

i Sag Testis Agirliklan

Sekil 22: Sag testis agirliklari ( g )
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4.2.4.3. Toplam Testis Agirhgi

Gruplar arasinda toplam testis adirliklarl istatistiksel olarak

degerlendirildiginde anlamli bir fark olmadigi gézlendi (p=0,932").

Gruplar n Ortalama
deger+

Standart Sapma

Kontrol 7 2,623+0,13 p=0,932"°
Iskemi/Reperfiizyon 7 2,567+0,8
Montelukast + I/R 7 2,818+0,12

Tablo 9: Siganlarin gruplarina gore toplam testis agirliklari (g).

3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
Kontrol iskemi/ Reperfiizyon Montelukast + i/R
i Toplam Testis Agirliklari

Sekil 23: Toplam testis agirliklari ( g ).
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4.2.4.4. Testis Agirhiklar Indeksi

Gruplar arasinda vyapilan istatiksel analiz ile belirlenen TAI

degerleri istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) .

Gruplar n Ortalama deger+
Standart Sapma
Kontrol 7 0,56+0,05
Iskemi / 7 0,58+0,03 p<0,001
Reperfiizyon
Montelukast + I/R 7 0,67+0,1

Tablo 10: Sicanlarin gruplarina gore testis agirliklari indeksi (%).

0,9
0,8

0,7

0,6

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

Kontrol iskemi / Reperfiizyon Montelukast + i/R

i Testis Agirliklari indeksi

Sekil 24: Testis agirhklar indeksi ( % ).
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu, addlesan ve gencg erkekleri etkileyen, 24 yasina
kadar insidansi 1/158 olarak bildirilmis Grolojik bir acildir. Torsiyone olmus
testiste hasar olusumunu engellemek igin derhal detorsiyon isleminin
yapilmasl gerekir. Cerrahi bir islem uygulandigi zaman bile zaman
icerisinde testiste atrofi gelisebilir ve bu durum infertiliteye neden olabilir.
Bu nedenle, testisi I/R hasarindan kurtaracak ve oksidatif stres hasarini

Onleyecek tedavilerin belirlenmesi yararl olacaktir.

Bu calismanin bulgulari, montelukast tedavisinin
iskemi/reperfizyon hasarina baglh olarak gelisen histopatolojik
parametrelerdeki bozulmay! azaltabilecegini ortaya c¢ikarmistir. Tedavi
edilmeyen I/R grubunda, dokudaki oksidatif stres belirteglerinde anlamli
bir bozulmayla beraber germ hicre apopitozunda da kontrol grubuna
kiyasla anlamli  bir artis saptanmistir. Montelukast  tedavisi
iskemi/reperfiizyona bagli degisen bu parametreleri tersine cevirerek

testiste olusan hasari azaltmayi basarmistir.

Testisler SOR hasarina karsi oldukca duyarli organlardir. Bu
hasari Onleyebilmek amaciyla antioksidan etkiyi arttirmaya yonelik
literatirde bircok tedavi stratejisi ©One surulmektedir. Trimetazidin,
curcumin, astaksantin gibi antiosidanlarla yapilan I/R calismalarinda,
reperfizyon o©ncesinde antioksidan tedavi verilmesinin iskemik testiste
serbest radikallerin miktarini azaltarak hlicre hasari ve apopitozu anlamli
olarak distrdiagu gosterilmistir (Pekcetin et al., 2007). Ancak bu tedaviler
halen deneysel asamada olup yan etkilerinden o6tlra klinikte kullanimlari
mumkidn olmamistir. Bu anlamda antioksidan maddeler ve apopitozu
azaltici tedavilerin kullanimi gibi calismalarin etkinliginin arastiriimasi

gerektigi aciktir.

Sugiyama ve arkadaslari yapmis olduklari arastirmada, sican

testisine 4 saat torsiyon ve 4 saat reperfiizyon uyguladiklarinda olusan I/R
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hasarinin yesil caydan izole edilen Epigallocatechin Gallate ile dizeldigini

belirtmislerdir (Sugiyama et al., 2012).

Reperfuze edilen testislerde SOR aktivasyonu, parankim
hicrelerinde ksantin oksidaz sistemi ya da lokositler tarafindan
saglanmaktadir. Makrofajlarin da SOR saliniminda bulundugu bilinmektedir
(Tripathi & Jena, 2010).

Toksik SOR sadece hlcre oOlumuntd degil ayni zamanda
apoptozisi de tetikler. Yuksek miktarda SOR nekrozla hucre olimunu
tetikler oysa dlslk konsantrasyonlari apoptozisin tetiklenmesine neden
olur. SOR’'un dusuk ya da ylksek glvenilir konsantrasyonlarini belirlemek
guctir. Erken asamada SOD ve lipid peroksidasyonunun artisi ve katalaz
enzim aktivitesi bunlara 6rnek verilebilir. Kendiliginden artis gosteren H,0»

seviyeleri de etkilenmis testiste 6nemli 6lctide gbézlenmistir (Barut, 2008).

Montelukast, CysLT1 reseptorinid spesifik ve geri dontsimli
olarak inhibe eden, selektif bir I6kotrien D-4 reseptdor antagonistidir.
Akcigerlerde eozinofilik inflamasyonu azalttigindan dolayr glnimizde
astim tedavisinde kullanilmaktadir. Montelukastin nétrofil gégtnid inhibe
edici Ozelligi ve oksidatif sistem Uzerindeki olumlu etkisinden dolayi
mevcut endikasyonu haricinde baska organlarda da kullanimi deneysel
calismalarla sorgulanmistir (Houry & Abbott, 2001). Cilt
fleplerinin  canlihdinin arastinldigr bir calismada, Montelukast verilen
grupta, verilmeyen gruba oranla cilt flep lerinin daha uzun sire canlihdini
korumay! basardi gosterilmistir (Silay, 2009). Karacigerde olusturulan
deneysel I/R modellerinde de montelukast tedavisiyle hem hepatik
enzimlerin seviyeleri disirilmis hem de histolojik olarak karacigerin doku

batlinliginidn korundugu izlenmistir (Ozkan et al., 2010).

Bdobrek ve mesanede olusturulan I/R modellerinde ise

Montelukast verilen gruplarda doku hasarinin istatistiksel olarak anlamli
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bir sekilde azaldigi tespit edilmistir. Montelukast bu etkisini notrofil
infiltrasyonu inhibisyonu, oksidan-antioksidan dengesinin kurulmasi ve
inflamatuar medyatorlerin reglilasyonunu saglayarak yaptigi
disunulmektedir (Sener et al., 2006).

Kimihiro ve Kohtaro ML'nin alerjik rinit tedavisinde
kullanilmasiyla ilgili yaptiklari calismada, MI'nin enflamasyonda salgilanan
Lokotrienlere karsit etki gdstererek, damar kongesyonu gibi etkilerini
azalttigini 6ne sirmuslerdir. Bizde calismamizda iskemik hasarda olusan
enflamasyonda salinan lokotrienleri inhibe edici bir mekanizmayla tedavi

edebilecegimizi savunduk (Okubo & Baba, 2008).

Ozturk ve arkadaslarinin yapmis olduklari calismada 3 deney
grubu olusturulmus ve histolojik incelemeler haricinde MDA ve Glutatyon
diizeylerine bakilmistir. Olusturulan I/R hasarina karsi ML’nin belirgin
diizeyde iyilestirici etkisinin oldugunu, I/R'nin oksidatif etkisini tersine

cevirerek hasari azalttigini belirtmislerdir (Ozturk et al., 2010).

Silay ve arkadaslari Wistar Albino sicanlar Uzerinde yaptiklari
calismada, 6 farkh deney grubu ile I/R deney modeli olusturulan sicanlara
ML uygulamiglardir. Calismanin amaci uzun ve kisa sureli iskemik hasarda
olusan nétrofil infiltrasyonun incelenmesi ve bu patolojiye ML’ nin etkisinin
gbzlenmesidir. Deney sonunda arastirmacilar ozellikle
immunohistokimyasal incelemelerde torsiyon olusturulan ve tedavi
verilmeyen gruplarda olduk¢ca fazla notrofil infiltrasyonu  artisi
gbézlemlemistir. Uzun slreli iskemik hasarlarda ise noétrofil infiltrasyonun
kisa sureli hasarlanmaya gore istatistiksel olarak daha az oldugunu
belirtmislerdir. Bu nétrofil infiltrasyon artisina ML’ nin tedavi edici etkisinin

belirgin dizeyde oldugu gbézlemlenmistir (Silay et al., 2014).

Testikller arter ligasyon yoluyla iskemi olusturulmasi klinikte

karsilasilan testis torsiyonu ile uyumlu dedildir. Torsiyonda 6nce venoz
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daha sonra arteriyal dolasim engellenir. Bu yuzden iskeminin erken
doneminde parsiyal iskemi olur. Testis torsiyonu histopatolojik diuzeyde
doku hasarina neden olur. Torsiyon éncelikle ven6z dolasima engel olarak
ddeme neden olur. Odemin artmasiyla arteriyal dolasim bozuklugu ve
buna bagl iskemi ve nekroz gelisir. Kisa streli iskemide ortaya cikan doku
hasarinin derecesi iskeminin siresine baghdir. 10 ile 60 dakikalk
iskeminin  bile testis dejenerasyonu vyaptigina iliskin  yayinlar
bulunmaktadir (Cosentino, Nishida, Rabinowitz, & Cocket, 1986).

Iskemik sire olarak secilen 6 saat 6zellikle torsiyon
deneylerinde bulgularin net olarak ortaya kondudu slire olup o©nceki
calismalarda en az 5 saatte ciddi hasar oldugu gosterilmistir. Ligasyon
sonras! arterde posttravmatik vaskiler spazma bagl olarak da daralmanin
oldugu ve bazi testislerde reperfiizyon kismina gecilememesinin nedeni

oldugu gorilmdistir (Bergh, Collin, & Lissbrant, 2001).

6 saatlik torsiyonu takiben 24 saatlik detorsiyon uygulanan
calismada doku hasari tesbit edilmistir. 540° Uzerindeki ektravajinal
torsiyonda vendz tikanmayla sonucglanir. Deneysel sican modelinde 720°
testikuler iskemi basariyla sonuglanmistir. Reperflizyon hasarinda toplam
hasarin devami iskemik reperfizyon komponentlerinin bir

kombinasyonudur (Barlas & Hatiboglu, 2002).

Testisteki iskemi reperflizyon hasarinda germ hicrelerinin
daha c¢ok etkilenmis olmasi oldukca toksik olan lipit peroksidasyon
dardnlerinin  peritibuler leydig ve sertoli hicrelerinden c¢ok germ
hicrelerinde oldugunu distndurmektedir (Saba, Morales, De Lamirande,

& Gagnon, 1997).

Iskemik calismalarda kontralateral testislerde olusan hasar
bircok calismayla gdsterilmis olmasina ragmen hala tartismaya acik bir

konu olarak net degildir. Karsl testis hasarinda deneysel calismada
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kullanilan hayvan tdrl, yas, torsiyon derecesi ve slresi, torsiyon
olusturmada kullanilan metod, gdzlem slresi ve bakilan parametredeki
farklilklara gore degisik sonuclar rapor edilmistir. Karsi testisin hasari tam
olarak bilinmese de otoimmunizasyon (York & Drago, 1985), ve kan
akimindaki bozukluk (Tanyel, Buyikpamukcu, & Higcsbnmez, 1989) gibi

farkli nedenler ileri stirulmektedir.

Kontralateral testiste apoptozis iskemiden 1 saat sonra kan
akiminin azalmasina bagh olarak germ hiicre apoptozisinde bir artis olur.
Ancak istatiksel 6neme 2 ya da 3 saatlik bir iskemi ardindan ulasilir. Hem
apoptotik htcrelerin sayisi hem de tibdullerin icerdigi apoptotik hucreler
baslangicta 1 saati izleyen iskemide artarken 2 ve 3 saatlik iskemide
ististiksel 6neme sahip olmustur. Bu etkinin mekanizmasi net degildir. Bu
da reperfizyon yapilmayan gruplarda daha belirgindir (Mogilner et al.,
2006; Sukhotnik et al., 2005).

Guncel veriler infertilitede testikiler iskeminin sonuclarini,
spermatogenezisin arestini ve germ hucrelerin kontralateral testiste
apoptotik yolakla 6liminin aciklanmasini icermektedir ve kontralateral
testiste testikiiler iskemi apoptozisi tetikler. iskeminin artan sireleri germ
hicrelerinin programl hicre 6limuUntn artisina yol acar. Buna ek olarak
iskemik testiste iskeminin tetikledigi hicre 6lim0 kontralateral testiste
artmis germ hilcre apoptozisi 6nemli bir oranda germ hicre ve fertilite

kaybina neden olur (Sukhotnik et al., 2005).

Calismamizda tubul capi yoninden yapilan dedgerlendirmelerde
gozlenen bulgularin istatiksel analizlerinde I/R grubunda, ML ve kontrol
grubuna gdére daha dlistk sonucglar alinmistir. Ayrica histolojik
gorintilerde tibdllerin normal oval yapilarinin bozuldugu, bazal membran
ayrilmasi oldugu gozlemlenmistir. Bu da tibldl capi o6lgimlerini
zorlagstirmaktadir. ML grubunda ise kontrol grubuna yakin sonuglar

alinmis, histolojik degerlendirmelerde de olumlu olarak izlenmistir.
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Gruplar germ hicre sayimlari bakimindan kiyaslandiginda,
istatiksel olarak anlamh fark bulunmustur. I/R grubunda, kontrol ve ML
grubuna kiyasla germ hiicre kaybinin daha fazla oldugu, ML grubunda ise
normal dizeyler oldugu gdzlemlenmistir. Iskemi modelinin  olmasi
gerektigi gibi olusturuldugu ve degerlerin gecerliligi literatlir tarafindan
desteklenmektedir (Mahood et al., 2005; Silay et al., 2014).

Yapmis oldugumuz arastirmada testislerin konfokal ve isik
mikroskobu goérintilerine bakildiginda I/R grubunda germ hiicre
sayllarinda belirgin bir azalma oldugu goérilmektedir. Apoptotik hiicrelere
rastlanmis ve bir cok tibullde spermatogenetik aktivite durmustur. ML
grubunda spermatogenetik aktivite blylik codgunlukta devam etmektedir.
Bizim calismamiza benzer bulgular tasiyan ve ML’ nin spermatogenetik
aktiviteyi olumlu yénde etkiledigi Oztirk ve arkadaslarinin yaptigi deneysel
testiktler iskemi calismasinda, ayrica Sener ve arkadaslarinin yaptigi renal
iskemi reperflizyon calismasinda da belirtilmistir (Ozturk et al., 2010;
Sener et al., 2006; Wu et al., 2015).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, testiste olusturulan iskemi/reperflizyon hasarina
karsi montelukastin koruyucu etkisi arastirilmistir. Deneyimizde 21 adet
erkek Wistar Albino sican kullaniimis ve deney hayvanlari kontrol+SF, I/R

ve I/R+Montelukast olmak tGzere 3 gruba ayrilmistir.

Deney sonucunda, kontrol + SF grubunda deneyde kullanilan
hayvanlarin saglikh oldugu, normal seminifer tibdllere sahip oldugu

degerlendirilmis ve diger gruplarla kiyaslanmasi icin kullaniimistir.

I/R grubunda, incelenen 6rneklerde bazal membran ayriimasi,
tubdllerde vakuolizasyon, germinal hicrelerde sayica azalma ve bazi
tiblllerde spermatogenezin durdugu goézlemlenmistir. Ayrica bu grupta
bulunan seminifer tublllerde multintkleer dev hicrelerin sayisi oldukga
fazladir. Konfokal mikroskop ile yapilan incelemelerde ise germinal

hiicrelerde apopitoz meydana geldigi gozlemlenmistir.

I/R ile birlikte uygulanan ML grubunu olusturan sican testislerinin
tubullerinde ise 1sik ve konfokal mikroskobik degerlendirmelerde az sayida
tubdl duvarinda vakuolizasyon ve kongesyon goézlenmistir. Genel olarak
seminifer tlbullerin normale yakin oldugu belirlenmistir. Montelukast,
germ hicre apopitozunu engelmekte ve sonuc¢ olarak testiste meydana

gelen hasari 6nemli 6lglide 6nlemektedir.

Bu deneysel veriler sonucunda montelukast tedavisinin testis
torsiyonunda kullanilabilirliginin biyokimyasal ve fizyolojik calismalarla

daha detayli arastirilmasi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.
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