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1. OZET

Testis torsiyonu, nadir goriilen fakat tedavi edilemedigi zaman fertilite
acisindan geriye doniisiimii olmayan hasarlara yol acan acil miidahale gerektiren
tirolojik bir patolojidir.

Bu caligsmada testis torsiyonu detorsiyonu sonrasi iskemik hasari 6nlemede
antioksidan bir madde olan N-Asetilsistein ‘in etkinligi arastirild.

Calismada 35 adet Spraque —Dawley cinsi 8-10 haftalik erkek sigan
kullanilip, her birinde 7 sigan bulunan 5 gruba ayrildu.

Grup I: Kontrol grubu (n:7); Bu grupta bulunan erkek sicanlara deney
boyunca herhangi bir islem uygulanmadi.

Grup II: Sham grubu (n:7); Cerrahi olarak batin acilarak sol testis disari
alinip herhangi bir islem yapilmadan 60 dakika bekletildikten sonra tekrar batin
icerisine alinip normal konumuna yerlestirilip kapatildi.

Grup I11: NAS grubu (n:7); Bu grupta bulunan erkek siganlara tek doz 100
mg/kg NAS intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi.

Grup 1V: Torsiyon—detorsiyon grubu (n:7); Cerrahi olarak batin agilarak
sol testis disar1 almip saat yonii tersine 720 ° dondiiriiliip torsiyon olusturuldu. 60
dakikalik torsiyon siiresi sonunda detorsiyon yapilan testis tekrar batin igerisine
alinip normal konumuna yerlestirilip kapatildi.

Grup V: Torsiyon—detorsiyon + NAS grubu (n:7); Cerrahi olarak batin
acilarak sol testis digsar1 almip saat yonii tersine 720 ° dondiiriiliip torsiyon
olusturuldu. 60 dakikalik torsiyon siiresi sonunda tek doz 100 mgkg NAS
intraperitonal (i.p.) olarak uygulanip, detorsiyon yapilan testis tekrar batin

igerisine alinarak normal konumuna yerlestirilip kapatildi.



48 saat sonra tiim gruplardaki si¢anlar anestezi altinda dekapite edilerek
cerrahi islem sonlandirildi.

Testis dokular1 alinarak rutin histolojik takip serilerinden geg¢irildi. Elde
edilen preparatlar H&E, PAS ve Masson’un ii¢lii boyasi ile boyandi. Ayrica
TRPM2 immiinohistokimyasal boyama ve apoptozis i¢in TUNEL metodu
uygulandi. Kan ornekleri alinarak biyokimyasal analiz yapildi.

Isik mikroskobu altinda yapilan histolojik degerlendirmelerde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda torsiyon-detorsiyon yapilan gruba ait kesitlerde ;
seminifer tiibiil germinal epitelinde dejenerasyon, seminifer tiibiiliin bazal
membranlarinda ayrilmalar, atrofik tiibiiller, interstisyel alanda 6dem ve bazi
tiibiillerin liimenlerine dokiilmiis immatiir hiicreler tespit edildi.

Torsiyon—detorsiyon + NAS uygulanan grupta ise; testis dokusunda
germinal epitel dejenerasyonunda, vaskiiler konjesyonda, interstisyel 6demde
belirgin iyilesme ve seminifer tiibiil bazal membranlarindaki ayrilmalarda azalma
gozlendi.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda torsiyon-detorsiyon grubunda
TUNEL pozitif hiicrelerde anlamli bir artis gozlendi.

Torsiyon—detorsiyon + NAS grubunda ise, TUNEL pozitif hiicre sayisinin
kontrol grubu ile benzer oldugu belirlendi.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda torsiyon-detorsiyon grubunda
TRPM2 immiinreaktivitesi agisindan anlamli bir artis tespit edildi. Torsiyon—
detorsiyon + NAS grubunda ise TRPM2 immiinreaktivitesinde azalma tespit

edildi.



Kontrol grubuna gore; torsiyon ve detorsiyon grubunda TOS degerlerinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi, TAS degerlerinin ise azaldigi; NAS
uygulamasinin ise TAS ve TOS degerlerini kontrole yakin bir diizeye getirdigi
tespit edildi.

Sonug olarak yapilan bu deneysel ¢alisma sonucunda torsiyon-detorsiyona
maruz kalmanin erkek {ireme sistemini etkileyerek hasar verdigi tespit edildi.

Torsiyon-detorsiyona karst koruyucu amagla kullanilan NAS’in;
antioksidan 0Ozelligi sayesinde, torsiyon-detorsiyonun olusturdugu olumsuz
etkilerinin belirgin bi¢imde azaldig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Torsiyon, N-Asetilsistein, Sigan, Testis, Tunel,

Immiinohistokimyasal



2. ABSTRACT
EFFECTS OF ACETYLCYSTEINE ON APOPTOSIS AND TRPM?2
CATION CHANNELS EXPRESSION IN TORSION-DETORSION
CREATED RAT TESTIS TISSUE

Testis tortion is a rarely seen urgent urologic pathology, which gives rise
to serious irremediable fertility problems if it is not treated on time.

In this work, the investigations made on the effect of a well-known
antioxidant N-Acetylcysteine (NAC) compound on prevention of the ischemic
destructions, which arises from testis tortion-detortion steps.

In the study,35 (Spraque-Dawley) male rats were preparation chosen with
the same species and ages (8-10 weeks old). Then all the rats divided into 5
groups with the same number.

Group I: Control group (n:7); in the experiments, not any process was
performed on those 7 male rats in order to make comparison with the other
groups.

Group II: Sham group (n:7); the abdomen was surgically cut, and the left
sides of the testis were taken out and then keep them waiting for 60 min. without
performing anymore process. After that, the left sides of the testis were replaced
into the abdomen and keep them initial positions.

Group H1: NAC group (n:7); single dose (100 mg/kg) of NAC was applied
as intraperitoneal (i.p.) to the 7 male rats.

Group IV: Tortion-detortion group (n:7); the abdomen was surgically cut,
and the left sides of the testis were taken out, then the tortion was performed by

rotating it 720° towards the counter clock wise. The tortion has completed in 60



min., after this time, detortion was performed and the left side of the testis was
replaced to the abdomen and keep it initial position.

Group V: Tortion-Detortion + NAC group (n:7); the abdomen was
surgically cut, and the left sides of the testis were taken out, then the tortion was
performed by rotating it 7200 towards the counter clock wise. The tortion has
completed in 60 min., after this time, single dose (100 mg/kg) of NAC was
applied as intraperitoneal (i.p.) to the 7 male rats. After that detortion was
performed and the left sides of the testis were replaced to the abdomen and keep
them initial positions.

After 48 hours, the surgical work has completed and the rats in all the
groups were killed (headless method) under the anaesthesia.

Routine histological tissue preparation methods. Tissue sections were
stined by using HE,PAS and Massons frichnome techniques. Moreover, tissue
sections were stained by using Audun Brotin Peroksidaze technique and TUNEL
methods to determine TRPM2 immiinereativity and apoptosis respectively. The
results of Group Il — V (tortion-detortion applied groups) were compared with the
control group (Group 1) by using an optic microscope. According to the
comparison, the following results obtained in tortion-detortion groups,

» degeneration was determined in seminiferous tubule germinal

epithelium,

* separation was monitored in seminiferous tubule basal membrane,

» oedema was determined in atrophic tubules and interstitial area,

 and also, it was observed that immature cells decanted in some lumens

of tubules.



As to tortion-detortion + NAC applied group, an apparent recovery was
observed in testis tissue, degenerated germinal epithelium, vascular congestion,
and interstitial oedema. Also, a decrease was determined in the separation of
seminiferous tubule basal membranes. When comparing the tortion-detortion
group with the control group, a meaningful increase was determined in TUNEL
positive cells.

As to tortion-detortion + NAC groups, it was determined that the number
of TUNEL positive cells was almost similar with the control group. In terms of
TRPM2 immunoreactivity, the tortion-detortion group was compared with the
control group and the results showed a meaningful increase. However, in trortion-
detortion+NAC group, a decrease was observed in terms of TRPM2
immunoreactivity.

According to the control group, the value of TOC was statistically getting
increase, but, the value of TAC was getting decrease. So it can be say that the
application of NAC put the value of TAC and TOC in a close aproximate with the
value of control group.

As a conclusion, it can be said that the application of tortion-detortion has
an detrimental effect on the male reproductive system. NAC was chosen for the
purpose of preserver against the tortion-detortion due to having antioxidant
feature. The results supported our purpose with showing a significant decrease in
unfavourable effects of tortion-detortion.

Key Words: Tortion, N-Acetylcysteine, Rat, Testis, Tunel,

Immiinohistokimyasal



3. GIRIS

3.1. TESTIS

3.1.1. Testis Anatomisi

Testisler, erkekte bir ¢ift temel iireme organi (gonada) dir. Govdenin
disinda, perinede scrotumun iginde funiculus spermaticus'la asili halde dururlar.
Funiculus spermaticus herbir testis'e gelip-giden damar ve sinirler ile ductus
deferens (vas deferens)'i tasiyan kordondur. Testisler, sitogenik fonksiyonlari ile
spermatozoonlari (erkek tireme hiicreleri), endokrin fonksiyonlari ile testosteron
ve inhibin hormonlarini tiretmede gorev alirlar. Sol testis, scrotum iginde sag
testis'ten yaklasik 1 cm daha distalde bulunur. Her bir testis, oval sekilinde olup,
yanlardan basik, 4-5 cm uzunlukta, 3 cm genislikte, 2,5 cm kalinlikta (5 x 3x2,5
cm boyutlarinda) ve 10 -15 gr agirliktadir.

Her bir testisin {ist ve alt iki ucu (polus superior/inferior), dis ve i¢ iki
yiizii (facies lateralis / medialis) ve 6n, arka iki kenar1 (margo anterior /
posterior) vardir. Her bir testis, arka kenarinin i¢ yan boliimii hari¢ periton
(epiorchium) ile sarilidir. Peritonsuz bolimden damar, sinir ve kanallar gegerken
epididim de tutunmus sekildedir.(1)

Testis, ii¢ ortii ile sarilmistir. Ortiiler distan i¢e dogru;

epiorchium (lamina visceralis ,tunica vaginalis), tunica albuginea ve
tunica vasculosa seklinde siralanmustir.

Epiorchium, testisin inisi esnasinda Oniine katlanarak siiriiklendigi
parietal peritondan olusan tunica vaginalis'in visseral yapragidir. Tunica
vaginalis'in visseral ve parietal yapragi arasinda, potansiyel bir bosluk (cavum

vaginale) bulunur. Epiorchium'un altinda beyaz, kalin bir fibroz 6rtii olan tunica



albuginea bulunur. Tunica albuginea, testisin arka kenarindan Corpus Higmori
ad1 verilen hiizmelere gonderir. Tunica albuginea'nin altindaki testis parenkimine
temas eden Ortiiye, tunica vasculosa denir. Bu o6rtii kan damarlar1 ve gevsek bag
dokudan yapilmis olup, tunica albuginea'nin i¢ yiizii ile septula testisleri sarar.
Testis parenkimi (parenchyma testis), her lobulus testis igerisinde 1-4
adet borular (tubuli seminiferi-seminiferi kontorti) bulunduran bez yapilaridir.
Interstitium testis adi1 verilen gevsek bag dokusu iginde, sar1 pigment graniilleri
bulunan endokrin hiicreler (Leydig hiicreleri) vardir. Erkek cinsiyet hormonlar
olan testosteron ve androstenedionu leyding hiicreleri salgilamaktadir.
Spermatogenezis, hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanip gonadotropik
hormonlarinin uyarmasi1 sonucu 13 - 14 yaslarinda baslar. Spermatogenezin
olugsmasi i¢in testislerin scrotum iginde bulunmasi gerekir. Spermatogenezisin

toplam siiresi 65 - 70 giindiir (1) (Sekil 1).

Septum scrot

; Raphe scroti

Lamina visceralis® |

Tunica vaginals testis

Lamina panetalis**
Fascia spermatica intema
N\
M. cremaster —
Fascia cremasterica —

Fascia spermatica externa ——
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Mediastinum testis <~

I
/
¢ u% ?

Do ( O {/
ROASY, .- ~ Corpus epididymidis
NI :

b A testicularis

Sinus epididymidis

Corpus epididymidis /
Ductus deferens

Plexus pampiniformis
Ductus deferens

Sekil 1: Testisin anatomik goriiniimii (2).



3.1.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti ovumu délleyen spermle
fertilizasyon sirasinda belirlenir. Disi ve erkek morfolojik karakteristik yapilari,
embriyonun 7.hafta gelisimi baslamadan kadar olusmazlar. Erken dénemde her iki
cinste de genital sistem birbirine benzemektedir. Genital sistem gelisiminin
baslangici seksiiel gelisimin farklilanmamis safhasi olarak bilinir. 5. Haftada
Gonadal gelisimin ilk safhalar1 belirir. Mezonefrozun medialindeki mezotelde
kalinlagma olur. Bu epitel yapinin ve altinda bulunan mezensimin proliferasyonu
mezonefrozun medialinde kabariklik (gonadal kabarti) olusturmaktadir. Bu
epitelyal kordonlar, gonadal kordonlar altinda bulunan mezensimin ig¢ine dogru
biiylimeye baslarlar. Farklanmamis gonad, dista bulunan korteks ve i¢te bulunan
medulladan meydana gelmektedir.

Embriyo XX kromozomuna sahip ise farklanmamis gonad'in korteksi
overe differensiye olarak, medullast gerilemeye baglar. Embriyo XY
kromozomuna sahipse, medulla testise farklanir. Farklanmamis gonadin testis
fonksiyonunu Y kromozomunun kisa kolu iizerinde bulunan testis belirleyici
faktor (TBF) i¢cin SRY geni, gosterir. Transkripsiyon faktorii Sox9 da testikiiler
farklilasma ic¢in rol alir. Testis belirleyici faktor (TBF), gonadal kordonlari
uyararak, farklanmamis gonadin medullaya dogru uzamasimi saglar. Kordonlar
burada dallanarak anastomoz yapip rete testisi olusturur. Genisleyen testisler
kademeli sekilde dejenere olan mezonefrozdan ayrilarak kendi mezenteri olan,
mezor¢iyum ile asili  bigime gegerler. Seminifer6z kordonlar, seminiferdz
tiibiillere rete testis ve tubuli rektiye farklanirlar. 8. Haftayla birlikte Leydig

hiicreleri, testosteron ve androstenedioneyi salgilamaya baslarlar. Uretilen



testosteron, insan konyonik gonadptropin (hCG) hormonunu uyarir. 8-12 haftalik
dénemde hormonun miktar1 en yiliksek degerinde gézlenir. Testosterona ilaveten
glikoprotein bir hormon olan antimiilleriyan hormon(AMH) veya miilleriyan
inhibitér madde (MIM) olarak isimlendirilen hormonu da fetal testisler salgilar.
Antimiilleriyan hormon, uterus ve tuba uterinalara farklanan paramezonefrik
(miilleriyan) kanallarin gelisimini baskilamaktadir. Puberteye kadar seminifer6z
tibiiller  solid sekilde kalirlar yani, limenleri yoktur. Pubertede liimen

genislemeye baslar(3) (Sekil 2).
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Sekil 2: Gonadal gelisim (3).
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3.1.3. Testis Fizyolojisi

Testisler skrotum adi verilen torba bigimindeki yapinin i¢ kisminda, viicut
boslugunun disinda bulunur. Testis yaklasik olarak 40 gram agirliginda, 4-5
santimetre uzunlugunda ve 20 mililitre hacmindedir. Hacmi yasla birlikte giderek
azalip, yaslh erkeklerin testislerinin daha kii¢iik oldugunu séyleyebiliriz.

Embriyonal donemde testisler karin i¢inde bulunur ve dogumdan o6nce (7-
8. ayda) skrotuma goc¢ ederler. Skrotumdaki sicaklik viicut sicakligindan yaklasik
2 derece daha disiiktiir. Testislerin viicut boslugunun disinda bulunmasi,
spermatogenez i¢in gerekli olan diisiik sicakligi saglar (32-35°C). Bu diisiik
sicaklik spermatik arterler ile venler arasindaki zit akimli 1s1 degisimiyle
olmaktadir. Sperm iiretimi i¢in bu diisiik sicakligin olmasi gereklidir. Ciinkii
testislerdeki sicaklik artisi, spermatogonyumlarin yakininda bulunan seminifer
tiibiil hiicrelerinde hasara yol agarak spermatogenezinin olusumunu engelleyebilir.

Testisler erkek cinsiyet hiicreleri olan spermlerin yapimi, depolanmasi,
salgilanmasi ve testosteron iiretiminden sorumludurlar. Sperm yapimi seminifer
tiibiillerde,  testosteron yapimi ise Leyding hiicrelerinde olmaktadir. Testis
parankimasi seminifer tiibiillerle olusmaktadir. Seminifer tiibiillerin duvarini germ
hiicreleri (spermatogonyum) ve Sertoli hiicreleri dosemektedir. Germ hiicreleri
sperm yapimindan sorumludurlar. Sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin etrafindaki
destek dokusunu olusturmaktadirlar. Seminifer tibiiller bazal membran ve
peritiibiiler hiicre tabakasi ile cevrilidirler. Peritiibiiler hiicreler, peristaltik
hareketten sorumlu hiicrelerdir. Bu hiicrelerin kasilmasi, spermlerin epididime

dogru iletilmesini saglar.
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Spermatogenezi uyaran hormonlar testosteron, LH, FSH, Ostrojenler ve
biiylime hormonlaridir. Testosteron testiste, Leydig hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir. Germinal hiicrelerin biiylimesi, bolinmesi ve sperm gelisimi
i¢in gereklidir. On hipofizden LH ve FSH salgilanir. FSH Sertoli hiicrelerini
uyararak spermatidlerin sperme doniisimiinii saglayip spermatidlerden sperm
olusmasini hizlandirmaktadir. Ostrojenler spermin olgunlagmasindan gérev alir.
Biiyime hormonu (GH) ise testislerin  metabolik  fonksiyonlarindan

sorumludur(4)(Sekil 3).
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Sekil 3: Spermatogenezin hormonal kontrolii(5).

3.1.4.Testis Histolojisi
3.1.4.1. Testisler

Erkek tireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
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olusmaktadir.  Testisin  gérevi hormon ve spermatozoon iiretmektir.
Spermatazoonlar, genital kanallar ve yardimci bezlerin salgisi, penis yoluyla disi
iireme sistemine iletilen semeni olusturmaktadir. Testisler, tunika albuginea
denilen bag dokusunca zengin kalin bir kapsiille ¢evrilmistir.

3.1.4.2. Seminifer Tiibiiller

Spematozoidler seminifer tubiillerde iiretilmektedir. Her testiste 250-1000
seminifer tiibiil bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller karmasik yapida olup ¢ok katli
epitelle doselidir. Tiibiiller kivrimli olup ve uglarina dogru liimeni daralarak diiz
tiibiiller ve tubuli rekti olarak adlandirilan kisa segmentler olarak devam ederler.

Seminifer tiibiiller fibréz bir bag dokusu kilifi, bazal lamina ve karmasik
bir germinal yapidan olugmaktadir. Bazal laminaya yapisik olan icteki katmanda
yassilagmis miyoid hiicreler bulunur. Seminifer tiibiillerin arasindaki boslugun
biiytik bir kismini da interstisyel (Leydig) hiicreleri doldurmaktadir.

3.1.4.3. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoon iiretim siirecidir. Bu siire¢ lireme hiicresi
olan spermatogonyumla baslar. Spermatogonyum, yaklasik 12 mm ¢apinda, bazal
laminanin hemen iistiinde yer alan kiiclik bir hiicredir. Cinsel olgunluk ¢aginda
spermatogonyum hiicreleri mitoz bdliinme ile cogalmaya baslayarak yeni hiicreler
olusur. Bu yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izler. A tipi spermatogonyumlar
olarak adlandirilan kok hiicreler, boliinmeyi siirdiirebilir ya da siirmekte olan
mitoz dongiisiinde farklilasarak B tipi spermatogonyumlari olusturur. B tipi
spematogonyumlar primer spermatositlere farklilasabilen Onciil hiicrelerdir.
Primer spermatositler 46 kromozom (44+XY) igerir. Olusumla birlikte bu hiicreler

birinci mayoz boéliinmenin profazina girerler. Profaz asamasi yaklasik olarak 22
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giin siirdiigiinden, kesitlerdeki spermatositlerin ¢ogu bu asamada goriilmektedir.

Birinci mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler, 23 kromozom
(22+X veya 22+Y) i¢eren daha kiigiik hiicreler olusur. Kromozomlarin sayisindaki
azalmaya (46’dan 23’¢) her hiicredeki DNA miktarinin eksilmeside eslik
etmektedir. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gozlenmesinin zor
olmaktadir. Ciinkii bu hiicreler interfazda ¢ok kisa siire kaldigindan dolayi
cabucak ikinci mayoz boliinmeye girerler. Sekonder spermatositlerin boliinmesi
23 kromozom igeren iki hiicrenin, spermatidlerin olusmasiyla sonuc¢lanmaktadir.
(Sekil 4).

3.1.4.4. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon iiretiminin son asamasi ve spermatidlerin,
erkek DNA’sin1 ovuma aktarmak igin 6zellesmis hiicreler olan spermatazoona
dontismesidir. Bu siiregte hiicre boliinmesi gergeklesmez. Spermiyogenez,
akrozom olusumunu, ¢ekirdek yogunlagsmasini ve uzamasini, kamgi gelismesini
ve sitoplazmanin biiyiik bir bdliimiiniin kaybolmasini saglar. Ug evreye ayrilir.

Golgi fazi, akrozomal evre ve olgunlagma evresidir.(6)
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Sekil 4: Testisin histolojik goriinimii(6)
3.1.4.5. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri testislerin iglevi agisindan olduk¢a ©nemli olup
spermatogenez serisindeki hiicreleri saran uzun, piramidal hiicrelerdir. Sertoli
hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunup, tepe kisimlari ise seminifer tiibiiliin
limenine uzanirlar. Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri, siki baglantilarla
birbirlerine tutunup kan-testis bariyerini olusturur. Spermatogonyumlar, bu
bariyerin altinda yer alip bazal bdlmeye yerlesmislerdir. Spermatogenez
esnasinda, spermatogonyumlarin boliinmesiyle olusan bazi hiicreler baglanti
noktalarindan bir sekilde gegip, bariyerde yer alan adluminal bolmeye ulasirlar
(Sekil 5). Bariyerin tizerinde sertoli hiicrelerinin yan ve iist kenarlarindaki derin
girintilerde yerlesmis spermatositler ve spermatidler bulunur. Spermatidlerin
kame¢1 kuyruklar gelismeye basladik¢a, Sertoli hiicrelerinin {ist uglarindan ¢ikan

sacaklar halinde gortiliirler.
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Sertoli hiicrelerinin birkag islevi vardir.

* Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmesinin diizenlenmesini saglarlar.

» Fagositoz: Spermiyogenezdeki fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler olarak atilir. Bu sitoplazmik pargaciklar  Sertoli
hiicrelerindeki lizozomlar tarafindan fagosite edilerek, sindirilir.

 Salgilama: Seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde stirekli akan ve
spermlerin taginmasinda kullanilan bir sivi salgilamaktadir. Seminifer
tiblil igindeki spermatogenez igin gerekli olan testosteronun
yogunlastirilmasinda gorev alir.

» Anti-Miillerian hormon {iretimi: Miiller kanalin1 baskilayin hormon
olarak da bilinen ve donistiiriicii bliyiime faktoriinden biri olan
glikoprotein hormon embriyonal gelisim sirasinda erkek fetusta Miiller
(paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglamaktadir.

» Kan-testis bariyeri: Kan ve seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir
bariyerin bulunmasi, testis sivisindaki kanda ¢ok az madde bulunmasini
saglar.

 Inhibin B iiretimi: Inhibin B hipofizdeki FSH iiretimini

engellemektedir.(6)
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Sekil 5: Spermatogenez (7).
3.1.4.6. Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiillerin arasindaki boélgelerde bulunan leydig hiicreleri
testosteron salgilamaktadir. Hiicre yiizeyleri mirovillus bakimindan zengindir.
Leydig hiicrelerinde sentezlenen testosteron mikrovilliislar tarafindan yiizey alani
artirarak hiicre zarindan difiizyon yoluyla gecip hizla dolagimda yer alan steroid
baglayici proteinlere baglanmis durumdadirlar.(8)

3.2. Torsiyon

3.2.1. Testis Torsiyonunun Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

Hunter, testis torsiyonunu kalict iskemik hasara neden olan {iirolojik bir
acil durum oldugunu ortaya koymustur (9-10). Pediyatrik akut skrotal

hastaliklarin %25-35’ini olusturur. 25 yas alt1 erkeklerde goriilme sikligi yaklagik
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1/4000°dir. Her yas grubunda goriilebilmesine karsilik neonatal donemde ve 13
yas civarinda daha sik goriniir. Testis torsiyonuna zamaninda miidahale
edilmediginde nekroz gelisebileceginden acil tirolojik cerrahi gerektirir. Tan1 da
gecikme oldugu zamanlar da testiste fonksiyon kaybi ve infertilite gibi sonuglar
dogurabilir (11, 12,13).Cerrahi islemde basarili olunsa da bu hastalarin %40-
60’1nda testikiiler atrofi ve infertilite kaginilmazdir (14). Akut skrotal agrist olan
adolesanlarin torsiyon olma araligt % 50-60 civarindadir (15). Genel olarak
patolojinin ¢ocuklarda goriildiigi diistiniilse de torsiyonun tiim durumlarin % 40’1
erigkinlerde de goriilmektedir (16). Hagan ve arkadaslari, tek tarafli testis torsiyon
gecirmis 55 hasta ilizerinde inceleme yapmis ve bu hastalarin 7’sinde spermiogram
sonuglarmin  normal oldugunu saptamislardir (14). Yenidoganlarda testis
torsiyonun sik goriilme nedeni yenidoganlardaki testosteron diizeylerinin puberte
donemi hari¢, diger donemlere gére oranla daha yiiksek olmasidir. Neonatal
torsiyon vakalarmin %12-21°1 bilateraldir. Puberte doneminde daha sik
goriilmesinin nedeni, artan testosterona bagli olarak olusan testis elevasyonu ve
rotasyonudur (17).

3.2.2. Klinik

Testis torsiyonunda ilk semptom siklikla ani baslayan siddetli scrotal agri
ve klinik olarak bazen kademeli artan agri olarak da olabilir. Bununla birlikte
testiste eritem ve 6dem gelisir, viicut 1sis1 yiikselir, bulant1 ve kusma sikayetleri
ortaya ¢ikar. Fizik muayenede testisler olduk¢a hassastir. Spermatik kordu kisa
oldugu i¢in testisin yiliksek pozisyonda ve transvers yerlesimde olmasi, epididimin
On tarafta bulunmasi, kremaster refleksinin alinamamasi, kalinlasmis hassas

kordun palpe edilmesi testis torsiyonu tanisinda yol gosterci olabilir. Scrotumun
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elevasyonu ile testisteki agrinin artmasi testis torsiyonunu, azalmasi ise
epididimiti akla getirilebilir. Klinikte bu muayeneye Phren testi denir (18). Testis
ve epididimde nekroz gelismedigi middetce agr1 devam eder. Testisin elevasyonu
vaskiiler okliizyonu ve agriy1 arttirir. Torsiyon genellikle tek taraflidir, fakat %2
bilateral de olabilir. Sol testis torsiyonu daha fazladir (19). Inmemis testis
torsiyonlarinda da sol taraf daha fazla etkilenebilir. Sol testis daha uzun bir
spermatik korda sahiptir, torsiyon olasiliginin sag testise oranla iki kat daha fazla
oldugu, inmemis ve retraktil testislerde torsiyonun arttigi gézlemlenmistir (20).
Tani geciktigi durumlarda testiste fonksiyon kaybi ve infertilite ortaya cikabilir.
Acil tan1 konulup hi¢ zaman kaybetmeksizin testisin manual ya da bunun yetersiz
geldigi durumlarda cerrahi eksplorasyonla detorsiyone edilmesi gerekmektedir.

3.2.3. Tam

Akut skrotum bulgular1 olan bir hastada ilk olarak testis torsiyonunun
ekarte edilmesi gerekmektedir. Testisteki kan akimi sintigrafik veya Doppler
ultrasonografi yontemlerle tespit edilmelidir (21). Testikiiler arteriyel akimin
azalmas1 torsiyon i¢in tipik olmakla birlikte, artis1 epididimit, orsit gibi
inflamatuarlarida  akla  getirir  (22). Doppler ultrasonografinin,  testis
torsiyonundaki kan akimini degerlendirmede olgularin %30’unda yaniltic1 olabilir
(23). Yine de puberte doneminde testis boyutlarindan iyi bir sonu¢ almak igin
yeterli biiytikliik de oldugundan radyoizotopik scan ve Doppler ultrasonografi gibi
testler uygun bulunmustur. Appendiks testis torsiyonunda ise testisin iist kutbunda
yumusak mavi noktanin(bludot sign) gosterilmesi ile de tani konulabilir (24).
Yeni tan1 yoOntemlerinin uygulanabilirligi konusunda arastirnlmaya devam

edilmektedir. Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 testis torsiyonunda elastografi
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USG’yi kullanmiglardir. Yapilan galismalarda testikiiler doku katiliklarindaki
degisikliklerin testikiiler spermatogenezdeki degisiklikle oldugunu
gozlemlemislerdir  (25). Giincel olan g¢alismalarda testis torsiyonunda
elastografinin tanida faydali oldugu arastirmalarla devam etmektedir. (24,25).

3.2.4. Tedavi

Testis torsiyonu aciliyet gerektiren bir iirolojik vakadir. Ilk manuel
detorsiyon da denenebilir. Kieslinger ve arkadaslar1 (26) testisin kaudalden
kraniyale ve medialden laterale dogru detorsiyone edidigini sdylemektedirler.
Detorsiyone olan testiste agri durur, testis skrotum igine yerlesir ve kord gevser
ama yine de sonraki torsiyon ihtimaline karsi 6nlem olamayacagi igin cerrahiye
ihtiyag duyulur. Manuel detorsiyon genellikle ilk 2-6 saat arasinda veya cerrahi
hazirligin devam ettigi esnada uygulanmasi gerekir. Manuel detorsiyon kronik
intermitan torsiyonu olup da skrotal agrisi gegmeyen hastalarda da denenebilir
(27). Agrili bir prosedur oldugu i¢in uygun spermatik kord anestezisi
uygulanmalidir (28). Testisler genellikle medialden laterale dogru detorsiyone
olur. Basarili bir detorsiyonda skrotal agri hemen geger. Dopplerdeki kan
akiminin duzelmesi basarili detorsiyonun kesin belirtisidir. Manuel detorsiyon
basarisiz olundugunda hi¢ zaman kaybetmeden cerrahi eksplorasyon yapilmasi
gerekir (29). Eksplorasyonda orta hat skrotal insizyon ile testise ulasilir ve testis
kivamina ve canlilifina, torsiyon adetine bakilarak tani konulabilir. Torsiyon
diizeltilip testise sicak serum fizyolojik ile kompres yapilir. Eger detorsiyon
yapilan testis goze carpan bir sekilde siyah, nekrotik ve cansiz goriiniiyorsa
cikartilmasi gerekir. Genel olarak, detorsiyon sonrasi doku canliligini kaybettig

zaman yapilan orsiektominin, kontralateral orsiopeksi ile beraber uygulanmasi,
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detorsiyon sonrast da testis canliligi yeterli goriliirse bilateral orsiopeksi
yapilabilir. ~ Akut skrotumu olan ve doppler ile tan1 koyulan ve manuel
detorsiyonun basarili olmadiginda hastalarda acil cerrahi gerektirir. Aksi halde 6
saat sonrasinda kalic1 iskemi olusmaya baslar (30). Explorasyonda appendiks
testis torsiyonu oldugu durumda cerrahi tedavisinin hastanin agrisin1 gidermede
daha basarili olunmustur. Detorsiyon sonrasi canliligi siipheli olan testislere
yonelik alinan cerrahi islemler subjektif islemler olup gereksiz orsiektomilerin
Oniine gegilebilmesi i¢in yeni yontemlere de bagvurulmalidir. Bozkurter ve
arkadaslar1 testikiiler iskeminin asidozla sonuglanmasindan yola c¢ikarak testis
torsiyonundaki pH degisikliklerini intraoperatif bir pH probu ile 6l¢miisler ve
pH’nin 6’ya diistiigii gruplarda doku canliliginin olmadigini ileri stirmiisler (31).
Testiste olusan iskeminin kan-testis bariyerini hasara ugrattig1 ve cocukta kendi
spermatogoniasina karsi potansiyel otoimmunizasyon riski olusturduguna iliskin
onemli kanitlar vardir. Addlesan donemde iskemik testis fikse edildigi zaman
erigkin donemde spermatogenezis ile ilgili sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. On yasi
alt1 ¢cocuklarda, spermatogenezis heniiz olusmadigindan ve kan-testis bariyeri de
olmadigindan iskemiye bagli otoimmunizasyon riski diiser. Bu nedenle on yas1
altt ¢cocuklarda stipheli testisler yerinde birakilmasi gerekir. On yasindan biiyiik
iskemik testisi olan gocuklarda ise orsiektomi gerektirir (32). Testis nekroze ise
orsiektomi yapilabilir. Eger testis nekroze olmamigsa ve korunacaksa, tespit
stitiirii konmadan olusturulmus olan dartos posuna yerlestirilmelidir. Belingie ve
arkadaslar1 (33) testis tunika albugineasina siitiir koymanin olusturabilecegi lokal

reaksiyonlarin testise zarar verebilecegini sOylemislerdir.
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3.3. Serbest Radikaller
Serbest radikaller, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve reaktif oksijen tiirleri

(ROS) olup ortaklanmamus elektronlara sahip, yarilanma Omiirleri oldukg¢a kisa

olan yapilardir (34) (Tablol).

Tablo 1: Serbest radikaller (35).

Yarilanma
Reaktif Tiirler stiresi Uretim sekli Etkilesimi
(saniye)
Lipid, karbohidrat, protein
) . Viicutta artmis
Hidroksil ] ve niikleik asitler gibi
- 10° demir
radikali (OH) hiicresel bilesiklerle
konsantrasyonu
etkilesir.
Genellikle
Stiperoksit 10 mitokondri ve Demir- kiikiirt igeren
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Yiiksek konsantrasyondaki serbest radikaller; proteinler, lipidler ve DNA
gibi biyomolekiiller yapida olanlarla genelde reaksiyona girerler. Ayrica viicutta
serbest radikallerin artmasi, oksidatif strese, hiicrenin fizyolojik fonksiyonunda
degisime ve bir¢ok hastalik olusturabilir (35). Memeli hiicreleri, oksidanlarin ve
antioksidanlarin olusumu arasinda denge kurulmasini saglayan antioksidan
koruma sistemine sahiptir. Bu iki sistem arasindaki dengede meydana gelen
bozulmalar, oksidatif strese sebep olur. Oksidatif hasar; yasam dongiisii boyunca
birikir ve miyokardiyal infarktiis, ateroskleroz, ndrodejeneratif bozukluklar,
romatoid artrit, kanser gibi bircok farkli patolojik durumlara da neden olabilir
(36).

Normal testikiiler fonksiyon agisindan serbest radikalller ile antioksidan
sistem arasindaki dengenin saglanmasi oldukga gereklidir(37). Testislerde redoks
homeostazisini saglanmasi1 ve spermleri oksidatif hasardan konunmasi ig¢in
seminal plazmada ¢ok sayida enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemleri
bulunur. Seminal plazmada bulunan enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz
(SOD) (38, 39), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GHS-Rd) ve
katalaz (CAT) dir (40).

Non-enzimatik antioksidanlar; askorbat (41, 42), a-tokoferol (43), pirtivat
(44), glutatyon (GSH) (45, 46), taurin ve hipotaurindir (47). Seminal plazma
antioksidan konsantrasyonunun, saglikli erkeklerde infertil erkeklere oranla daha
fazla oldugu bildirilmistir (42, 48, 49).

Memeli spermatozoa membranlari, sperm akiskanligina neden olan ¢oklu
doymamis yag asitlerinden zengindir. Fakat bu durum spermleri serbest radikal

kaynakli peroksidaz hasarlarina kars1 duyarl kilabilir(38). Fazla miktardaki ROS;
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membran lipitleri, proteinleri, niiklear ve mitokondriyal DNA ile etkileserek
sperm {lretimini ve kalitesini olumsuz bir sekilde etkileyebilir (50, 51). ROS
kaynaklt DNA hasar1 germ hiicrelerindeki apoptozisi arttirdigi gézlemlenmistir
(52).

3.4. Apoptozis

Programlanmis hiicre olimii ilk defa 1964 yilinda ortaya ¢ikmis ve
patolojik duruma gore, kontrollii ve siralidir(53). Gelisim siiresince ¢ok tiretilen
hiicreler apoptozisle elenmektedir. Doku ve organin olusumunda da apoptozisin
rol oynamaktadir(54). Cevresel kosullarin bircogu testikiiler hiicrelerde oksidan
antioksidan sistemleri arasindaki dengeyi bozarak apoptozis gibi birbirine
baglantili diger yolaklar1 aktive edip hasar olusturmaktadir(55) (Sekil6).

Normal testikiiler olaylarda meydana gelen ROS’lar testis fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir(56). Testislerdeki ROS’larin en
onemli kaynagi semendeki fagositik 16kositler olsa da, germ hiicreleri de ROS
tiretiminde 6nemli potansiyele sahip olduklari bilinmektedir(57). Spermatogenezis
sirasinda olusan bu ROS’lar, testikiiler apoptozisin diizenlenmesinde rol
oynar(58). Testislerdeki apoptoziste intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar

kullanilmaktadir (59, 60).
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Sekil 6: Apoptozis olusum yolag1 (56).

3.5. TRPM Iyon Kanallari

TRPM ailesinde sekiz iiye vardir. TRPC'lere benzer olarak TRPM

proteinleri transmembran segmentler i¢cin TRP alan1 C-terminaline bulunur.
Aminoasit dizilerindeki benzerlige dayali bu proteinler TRPM1/3, TRPM4/5 ve
TRPM6/7'den olusan alt gruplara ayrilirlar. Birbirleriyle ¢ok yakin iligkileri
olmasina karsin TRPM2 ve TRPM8 herhangi bir alt gruba yerlestirilmiyorlar. Tlk
tamimlanan TRPM1°dir ve buna baslangigta melastanin denilmistir. Kanalin
ekspresyon diizeyleri melanomik hiicre hatlarinda metastatik potansiyeliyle ters

orant1 vardir. TRPM3, kiiltiir hiicrelerinde eksojen olarak eksprese edildiginde
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yapisal olarak aktif bir Ca*? ve Mn*? gecirgen kanallar1 bulunuyor. TRPM4 ve
TRPM5 voltaj modiilasyonlu, Ca*? ile aktive olan, monovalent katyon segici
kanallar olmasindan 6tiirii TRP siiper ailesi arasinda sira disi kanallardir. TRPM6
ve TRPM7 kanallar1 ise C terminallerindeki atipik protein kinaz alanlar1 ile
chanzyme'ler neden olur. TRPMS8, normal sicakliklar1 (<23-28°C), mentol,
Okapitol ve isilin gibi ferahlatici hissini veren bilesikler tarafindan aktive olan,
termal olarak diizenlenen kanaldir. TRPM2, intraseliiler ADP-riboz, pirimidin
niikleotidleri ve NAD tarafindan aktive olan, Ca *2 gegirgen, spesifik olmayan bir
katyon kanalina sahiptirler. (61).

3.5.1. TRPM2 iyon Kanah

3.5.1.1.Yapis1

TRPM2 (6nceden LTRPC2 ya da TRPC7 olarak bilinen), tek bir Cterminal
ADPR pirofosfataz alanina (Nudix-like domain ya da NUDT9 homology domain)
sahip, segici olmayan, Ca*?’una gecirgen, katyon kanalidir (62). TRPM6/7 gibi,
TRPM2; iyon kanali ve C-terminal enzim alani ikili fonksiyon yapisindan dolayi
“chanzyme” denilmektedir. Fare de TRPM2 geni; 34 ekzon igermekte ve yaklasik
61 kb’lik bir alan kapliyor (63). Insan TRPM2 transkripti, ortalama 6,5 kb olup
yaklasik molekiiler kiitlesi 170 kDa olup 1503 aminoasitlik (fare ve ratlarda 1507
aminoasitlik)  protein kodlarlar (64). TRPM2 proteini; intraseliiler N ve C
terminalleri tarafindan sarili 6 transmembran segment (S1-S6) ve S5 ile S6
arasinda por olusturan lob alanindan olusmaktadir (65). Buna kargin, TRPM2°nin
N terminali 4 homolog alana ve kanal aktivasyonunun diizenmesine katilan
kalmodulin (CaM) baglayan 1Q benzeri yapida bulunur (66). TRPM2’nin islevi

TRPM Homoloji alanlart (MHD)'nin 6nemi arastirilmaktadir. C terminali, bir
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TRP kutusu ve TRPM2’nin homotetramerik diizenegi i¢in  bir bobin-bobin
alanina sahiptir (67).

3.5.1.2. Aktivasyonu ve Diizenlenmesi

ADPR, TRPM2’nin birincil gegis molekiilidiir(68,69). ADPR,
TRPM2’nin C ucundaki Nudix-like alanina yiiksek oranda baglanarak riboz 5-
fosfat ve  AMP’ye hidrolize olmaktadir(70). TRPM2 enzimatik aktivitesinin
fizyolojik aktivitesi ortaya konulamamasi, TRPM2’nin ADPR aracili gegisini
AMP’nin antagonize etmesi, TRPM2 aktivitesi i¢in enzimatik aktivitenin negatif
feedback inhibisyonu sagladigi diistiniilmektedir(71). ADPR’nin baglanmasiyla,
TRPM2 kanallar1 agilip ve sodyum (Na'), potasyum (K*) ve kalsiyum (Ca*?)
iyonlarinin PCa: PNa yaklagik 0,3-0,9 arasinda olarak gecirgenlik ile hiicre ici
gecisi  saglanmaktadir(61). TRPM2 akimlari, bir lineer akim voltajinin
(IV)yaklagik 0 mV ters bir potansiyel ile iliskilidir. Tek bir kanalin iletkenligi
siradigt uzun siireli agik olma ile birkag saniye araliginda yaklasik 60 pS olarak
bilinmektedir(72).ADPR araciligiyla TRPM2'den gegis inhibe edici, kolaylastirici,
diizenleyici mekanizmaya sahiptir. Negatif diizenleyiciler igerisinde AMP ve
protonlar yer almasina karsmn kolaylastirma da ise Ca*2, hidrojen peroksit (H205),
siklik ADPR (cADPR) ve nikotinik asit adenin diniikleotid fosfat (NAADP)
olarak bilinmektedir. Diizenleyicilerin bi kisminin etkileri dogrudan kanal
proteinine olur (67).Ekstraseliiler Ca*? ve intraseliiler Ca*> TRPM2 kanallarinin
tam aktivasyonunda da rol oynamaktadir. intraseliiler Ca+*2, kanalin ADPR’ye
olan hassasiyetini arttirarak TRPM2 aktivasyonunu kolaylastirir.

Isleyis tam olarak bilinemese de CaM ile TRPM2’in 1Q-like modelinin ya

da diger intraseliiler bolgelerinin Ca*?’ye bagh olup birlesmesiyle konformasyonel
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degisiklikten c¢ikar(74).Ancak bazi arastirmalar Ca*? indiiklii aktivasyon
gozlememisler ve yiiksek konsantrasyonlardaki Ca*?, ADPR iiretimine ya da
mitokondriden ADPR salinnmina yol agarak aktivasyona neden oldugunu
gbzlemlemislerdir (67).

TRPM2 kanallarinin aktivasyon mekanizmalar1 bilinmese de, H20. ve
oksijen-nitrojen tiirlerini iireten bazi ajanlar tarafindan da aktivite edilebilir (75).
Gegis mekanizmasina takiben H2O2’nin mitokondriden ADPR salinimi yapar
(76).Yine, H202 li TRPM2 akimlarinin mitokondri i¢indeki ADPR
konsantrasyonunun azaltilmasiyla baskilanabilir (77). Bu goriislere karsit olarak,
Nudix alanindan yoksun olan bir TRPM2 varyant1 H2O2’ye yine de yanit verdigi
soylenmektedir (78).

TRPM2’nin en fazla eksprese edildigi yer beyin olmakla birlikte kemik
iligi, dalak, kalp,testis karaciger ve akciger gibi diger dokularda ve pankreatik 3
hiicreleri,endotelyal hiicreler, mikroglialar, néronlar, kardiyomiyositler, immiin
hiicreler vb. gibi hiicre tiplerinde de tespit edildigi gézlemlenmistir (67). Plazma
membran kanali da tanimlanmis olmasma karsin TRPM2’nin pankreatik
hiicrelerinde bir lizozomal Ca*® salinimi yapan kanal olarak islev de gordiigii
gozlemlenmistir (79). Lizozomlarda olmasa da TRPV1, TRPC5, TRPC3, TRPMS,
TRPML1-3 ve TRPM7 gibi TRP kanallarin da intraseliiler lokalizasyonlar
bildirilmistir. TRPM2 ve ¢esitli TRP kanallarmin hiicresel lokalizasyonunu
belirleyen faktorler ve bu hiicresel lokalizasyonlarin 6zel bir hiicresel islev

saglayip saglamadigi hakkinda ¢alismalar yapilmaktadir(67).
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3.5.1.3. TRPM2 ve Hiicre Oliimii

TRPM2 insan beyni, lenfositleri ve monositlerinden klonlandigi
bilinmektedir(72). TRPM2, H20: ve reaktif oksijen tiirlerini iireten diger ajanlar
tarafindan aktive edilmekle birlikte aktivasyonu intraseliiler serbest kalsiyum
(Ca*?) konsantrasyonunda artis ile sonuglanir(80). TRPM2nin HEK293
hiicrelerindeki heterolog ekspresyonu, Ca*? yiikselmesi ile iliskili olan H20
indiiklii  hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Dahasi, endojen TRPM2
ekspresyonunun rat insiilinoma RIN-5F ve monosit U937 hiicrelerinde
baskilanmasiyla Ca*? akiminda ve H,O; ya da tiimor nekrozis faktor (TNF)
tarafindan indiiklenen hiicre oliimiinde gorilir derecede azalmaya neden
olmaktadir(74). Bu veriler, oksidatif stresi takiben hiicre 6liimiine aracilik eden
H20. tarafindan aktive edilen kalsiyuma gecirgen endojen bir kanal olarak
TRPM2'nin fizyolojik olarak desteklerler. Zhang ve arkadaslart yaptiklar
calismada (2003), insan hematopoietik hiicrelerinde, tahmin edilen alt1 C-terminal
transmembran alanin dort tanesinden ve kalsiyuma gecirgen putatif por
bolgesinden yoksun olan TRPM2'nin kesik bir izoformunu gozlenlemistir.
TRPM2'nin bu kisa formunun (TRPM2-S) tam uzunluktaki (TRPM2-L) ile
iligkilidir. Dijital bir video goriintiileme sistemi kullanilarak, sadece transfekte
edilmis TRPM2-S eksprese eden 293T hiicreleri yesil fliioresan protein (GFP)
varligi ile ve transfekte edilmis TRPM2-L eksprese eden hiicreler mavi fliioresan
proteinin (BFP)'nin saptanmasi ile tanimlanmistir.

Calismalarda Ca*? es zamanli olarak Fura Red fliioresan ile olgiilerek,
TRPM2-L araciligiyla TRPM2-S'in H20 indiiklii kalsiyum akigini baskilama

yetenegi gosterilmistir. Ayrica TRPM2-S, TRPM2-L aracili H2O tarafindan
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indiiklenen hiicre 6liimiine olan hassasiyeti inhibe etmistir. Bu veriler, TRPM2-S
ile TRPM2-L arasindaki iliskinin oksidatif strese hiicresel yanitin yani sira kanal
aktivitesinin  diizenlenmesi i¢in de Onemli bir mekanizma oldugunu
sOylenmektedir(77).

3.6.Antioksidanlar

Antioksidanlar, hiicrelerin serbest radikalleri olup stabil olmayan
molekiillere kars1 koruyan maddelerdir. Serbest radikallerle etkilesilerek stabilize
hale getirip neden olacaklar1 hasarlar1 engellerler (81).

Oksidasyon tepkimeleri yasam i¢in elzem olmasina ragmen ayni zamanda
da hiicreler acgisindan oldukca tehlikeli sayilir. Bu yiizden canlilar farkli
antioksidanlardan olusup, kompleks antioksidan koruma sistemlerine de
sahiptirler. Antioksidanlarin seviyelerindeki diisiis veya antioksidan enzimlerin
aktivitesinin baskilanmasi hiicresel hasarlara ve hiicre Oliimiine neden olan
oksidatif stresi olusturur (82).

Antioksidanlar Gutteridge ve Halliwellin’e gore 3 kategoriye ayrilir.
Bunlar;

1-)Primer antioksidanlar,

2-) Sekonder antioksidanlar,

3-) Tersiyer antioksidanlardir (62).

Enzimatik antioksidanlar dogrudan veya dolayli yollarla ROS’lara karsi
savunmaya da katkida bulunabilirler. CAT, SOD, GSH-Px ve GSH-Rd bunlara
ornek verilebilir. Non-enzimatik antioksidanlardan GSH, vitamin E ve vitamin C,
ROS ve RNS’leri siipiiriicii; tirik asit ise plazma, albumin, N-asetilsistein ve

melatonindeki peroksinitritleri siipiiriicii islem yapmaktadir(83) (Tablo 2).
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Tablo 2: Antioksidanlarin siniflandirilmasi(83).

ENZIMATIK
ANTIOKSIDANLAR
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3.7. N-Asetil Sistein (NAS)

N-asetilsistein (NAS), bir thiol bilesigi olup L-sistein ve glutatyon olarak
bilinmektedir. Nasetilsistein deasetilasyona ugrayarak sisteini olusturur. Sistein,
glutatyon sentezinde kullanilir (84). Sisteine gére NAS daha az toksiktir, bu
yiizden oksidasyona daha az duyarli olmasi ve suda ¢6ziinebilir olmasi avantaj
saglar. Bu o6zelligi ile NAS organizmada sistein kaynagi olarak 6nemlidir. NAS
direkt antioksidan etki gosterebilmesinin yani sira, organizmada glutatyon sentezi

icin sistein saglayip, karacigerde glutatyona c¢evrilip dolasima katildigi

bilinmektedir (85).
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NAS genellikle pratik uygulamalarda mukolitik olarak kullanilir. Piyasada
intravendz ve oral olarak bulunur. ila¢ antioksidan etkinliginin olmasi ve yan
etkisi diisiik oldugu i¢in farkli alanlarda kullanilabilmektedir.

Antioksidan, antienflamatuvar ve hiicre koruyucu etkilerinin olmasinin
yaninda, mikrovaskiiler kan akimmi da arttirir ve endotelyal koruma sagladigi
bilinmektedir(86). Yapilan ¢calismalar da NAS’in (ROS) kaynakl1 apoptotik siireci
ve redoks potansiyal dengesizligini baskiladigi goriilmiistiir. NAS’in bu 6zelligi
yapisindaki tiyoliin niikleofilik ve antioksidan 6zelliklerine baghdir (87). NAS’in
kullanildig1 diger bir alan ise parasetamol intoksikasyonlaridir. Asetominofeninin
hemen hemen % 4’i karacigerde sitokrom p-450 tarafindan toksik bir iriin olan
N-asetil-pbenzokuinoneimine metabolize olup, asirt GSH diismesiyle kalici
karaciger hasarina neden olur. Asetaminofenin detoksifikasyonu yiiksek
konsantrasyon da GSH gerektirir (88).NAS bir glutatyon olarak yiiksek dozlarda
da klinik tabloda kullanilir.

Yapilan ¢alismada NAS hipoklordz asit, OH ve H20- gibi radikallere karsi
temizleyici etki gosterip O2 ile etkilesimi yoktur (89). Radikal toplayict etkisinin
in vitro hizli olmasina karsin in vivo hizli bir sekilde pargalandigi igin antioksidan
etkisi indirekttir (89). Literatirler de kontrast iliskili nefropati Onleyerek
tedavisinde hiicre ici GSH’yi ve NO sentezini artirip etkisini gosterdigi
gozlemlenmistir. Yapilan bir ¢alismada ise femoral arter bazli bir ada flebinde
olusturulan iskemi reperfiizyonda NAS tedavisinin niikleer faktor B aktivitesini
baskiladig1 ve nekroz alanini azalttigi gosterilmistir (90). Yine sigcanlar {izerinde
yapilan baska bir ¢alismada, NAS’in yaniktaki staz bolgesi nekrozunu engelleyici

etkisi aragtirtlip; yanik alani ve derinligi azaltilarak yanik hasarinda koruyucu

32



etkisi oldugu gozlemlenmistir (83). NAS’in siilfidril gruplari igermesinden dolayi
yeni olusan kollajenin yapimin da peptit baglarin da olusan ve kollajen
molekiiliiyle ekstraselliiler matriks bilesenleriyle arasindaki disiilfid baglarmin
olusumasimi engelleyip kollajenin bag dokusundaki stabilazasyonunu bozdugu
gbzlemlenmistir (91).

3.8. Arastirmanin Amaci

Bu yapilan ¢alismada torsiyon-detorsiyonla olusturulan testis dokusundaki
hasara karsi NAS‘in koruyucu etkilerinin TUNEL metodu, histokimyasal,

immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmaistir.
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4. GEREC-YONTEM

Bu yapilan ¢alisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
22/11/2017 tarih ve 2017/21 sayil1 236 no’lu karar1 geregince etik yonden uygun
olundugu goriilerek, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM),
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlar1 ve Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda yapildi.

Calisma biitgesinin tamami Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin TF. 18.12 proje no’ lu karar1 geregince
karsilandi.

4.1. Deney Hayvanlarinin Beslenmeleri ve Barindirilmalar:

Calismamizda FUDAM’dan temin edilen ortalama agirhg 200 + 10 gr
olan 35 adet 8-10 haftalik eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek sigan kullanildi.
Calismada kullanilan deney hayvanlari FUDAM hayvan laboratuvarinda 12 saat
(07:00-19:00) aydinlik - 12 saat (19:00- 07:00) karanlik periyodunda, 21+1 °C
ortam sicakhiginda takip edildi. Ozel olarak tasarlanmis kafeslerde barindirilan
siganlar, Elazig Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda 6zel olarak hazirlanmig
pelet yem seklindeki sican yemleriyle beslenerek ad libitum su ve yiyecek alimlari
saglandi. Pelet yemlerin icerigi tablo 3’de gdsterilmistir.

Yemler i¢in ¢elik kaplar, su i¢in ise paslanmaz gelik bilyeli cam biberonlar

kullanildi.
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Tablo 3: Deney hayvanlarina verilen rat yeminin igerigi

Madde ad1 (%) Miktar1
Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29,4
Balik unu 8
Tuz 0,6
Kavimix VM23-Z 0,2
Methionin* 0,2
DCP** 1,6

4.2. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

35 adet erkek sigan deney baslangicinda ilk tartimlar1 yapildiktan sonra her
grupta 7 adet erkek sigan olacak sekilde rastgele 5 gruba ayrildi.

Grup I: Kontrol grubu (n:7); Bu gruptaki erkek siganlara deney boyunca
herhangi bir islem uygulandi.

Grup Il: Sham grubu (n:7); Cerrahi olarak batin agilarak sol testis disar1
alinip herhangi bir islem yapilmadan 60 dakika bekletildikten sonra tekrar batin
igerisine alinip normal konumuna yerlestirilip kapatildi.

Grup 111: NAS grubu (n:7); Bu gruptaki erkek si¢anlara tek doz 100
mg/kg NAS intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi.

Grup 1V: Torsiyon—detorsiyon grubu (n:7); Cerrahi olarak batin
acilarak sol testis disar1 alinip saat yonii tersine 720 derece dondiiriiliip torsiyon
olusturuldu. 60 dakikalik torsiyon siiresi sonunda detorsiyon yapilan testis tekrar

batin igerisine alinip normal konumuna yerlestirilip kapatildi.
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Grup V: Torsiyon—detorsiyon + NAS grubu (n:7); Cerrahi olarak batin
acilarak sol testis disar1 alinip saat yonii tersine 720 derece dondiiriiliip torsiyon
olusturuldu. 60 dakikalik torsiyon siiresi sonunda tek doz 100 mgkg NAS
intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi, detorsiyon yapilan testis tekrar batin
igerisine aliip normal konumuna yerlestirilip kapatildi. Torsiyon ve detorsiyon
yapilacak gruplardaki siganlara anestezi uygulandiktan sonra batin, orta hatta
laparotomi insizyonu ile agildi. Testisler karin i¢ine alinarak sol testisler saat yonii
tersine 720 derece dondiiriiliip torsiyon edildikten sonra alt ve {ist kutuplarindan
karmn duvarina tespit edildi. 60 dakika torsiyon siireleri tamamlandiktan sonra
testisler detorsiyon edilerek normal konumlarina tekrar konuldu. 48 saat sonra
tim gruplardaki erkek siganlar anestezi altinda dekapite edilerek c¢alisma
sonlandirildi.

4.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

48 saatlik deney siiresi sonunda tiim gruplardaki erkek siganlar
intraperitoneal olarak uygulanan ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg)
anestezisi altinda dekapite edildi. Ratlarin testis, seminal vezikiil, prostat bezi ile
epididimis dokular1 hizla ¢ikarildi histolojik analizler i¢in bouin soliisyonuna
alind1.

Biyokimyasal analizler i¢in ratlardan kan 6rnegi ile testis dokusu alindi.
Doku ornekleri ve kandan elde edilen serum daha sonra calisilmak tizere -80
9C’de saklandh.

4.4, Histolojik Degerlendirmeler

Testis dokulart bouin soliisyonunda yaklasik 8 saat boyunca tespit edilip

strastyla % 50°lik, % 60°lik ve % 70’lik etil alkol soliisyonlarinda yikama islemi

36



yapildi. Yikanan dokular rutin histolojik takip serilerinden (Tablo 4) gegirilip
dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra ksilolde parlatilarak parafine ( P3558-
1kg Sigma-Aldrich Paraplast Embedding Media, U.S.A) gomiildii. Parafin
bloklardan 5-6 um kalinliginda kesitler rodajli ve polilizinli lamlara alindi.
Hazirlanan preparatlar Hematoksilen- Eozin (H&E) boyasi, Periyodik Asit Schiff
(PAS) boyasi ve Masson’un ii¢lii boyasi ile boyandi. Isik mikroskobunda (Novel
N-800M x20) incelenip fotograflandi.

Tablo 4: Histolojik Takip Islem Basamaklari

SIRA ISLEM SURE

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol 30 dakika
4 % 96 Alkol 30 dakika
5 % 100 Alkol 30 dakika
6 % 100 Alkol 30 dakika
7 Alkol + Ksilol 15 dakika
8 Ksilol | 10 dakika
9 Ksilol 11 20 dakika
10 Yumusak parafin + Ksilol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 GOomme
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4.5. TUNEL Metodu

Sogutulan parafin bloklardan 5-6 pm kalinhiginda kesitler polilizinli
lamlara alindi. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol i¢in
doku iizerine Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanilarak diger basamaklarda
herhangi bir degisiklik yapilmadi.

Kit igeriginde belirtilen (Lot No: 2470976, ApopTag Plus Peroxidase
InSitu Apoptosis Detection Kit, Millipore) ve Tablo 5’ de gosterilen terminal
deoxylnucleotidyl transferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP)-
biotin nick end-labeling (TUNEL) boyama islemleri uygulanarak apoptozise
giden hiicreler belirlendi.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. Degerlendirmede Harris hematoksilen ile maviye
boyanmis ¢ekirdekler normal, kahverengi ¢ekirdek boyamasi gosteren hiicreler ise
apoptotik hiicreler olarak kabul edildi.

Kesitlerde 10'Tuk biliyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve
apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal +
apoptotik) hiicrelere oranlanmasi1 ile Apoptotik indeks (AI)’t hesaplanarak

istatistiksel analizleri yapildi.
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Tablo 5: TUNEL islem basamaklari boyamasi.

SIRA ISLEM SURE
1 60°C etiiv Bir gece
3x15
2 Ksilol )
dakika
3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3’er dakika
4 PBS ( phosphate buffered saline) 5 dakika
5 Kesitlerin ¢evreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir.
6 1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 7 dakika
7 PBS 3x5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (%3 H202) 5 dakika
9 PBS 3x5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika
Calisma soliisyonu (% 70 ul Reaction Buffer + % 30 TdT )
11 60 dakika
Enzyme)
Stop/Wash Buffer (2 ml ) + Distile su (68 ml) oda _
12 10 dakika
sicakliginda
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3x5 dakika
o 5-10
15 DAB Dilution Buffer ( 600 ul) + DAB Substrate (12 ul) )
dakika
16 PBS 3x5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika

20 Uygun kapatma soliisyunu ile kapatma.
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Tablo 6: Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

4.6. immunohistokimyasal Degerlendirme

SIRA  ISLEM SURE

1 Ksilol 1 10 dakika
2 Ksilol I 10 dakika
3 Ksilol 111 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS 3x5 dakika
11 H20: 10 dakika
12 PBS 3x5 dakika
13 UV blok 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3x5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3x5 dakika
18 Streptavidin Peroksidaz 20 dakika
19 PBS 3x5 dakika
20 AEC 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Cesme suyu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

Testis dokusunda TRPM2 immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in Avidin

Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. (Tablo 6).
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Polilizinli lamlara sogutulmus parafin bloklardan 5-6 pm kalinli§inda
kesitler alindi. Ksilol ile deparafinizasyon ve seffaflastirma isleminden sonra
dokular azalan dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen retrieval igin sitrat
tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildi.

Endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek i¢in H2O, bloker (TA-125-HP
Lot No: HP18180, Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific ) ile muamele
edildi.

Zemin boyasinin olmamasi i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB,
Ultra V Block, Thermo Scientific) soliisyonu uygulamasindan sonra primer
antikor (PA1712-1 Lot No: 01714jd011231, Polyclonal Anti-NOS3Antibody,
Boster Immunoleader) damlatilan dokular 60 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra dokular, PBS (P4417-100TAB, Phosphate Buffered Saline,
Sigma Aldrich) ile yikandi. 30 dakika boyunca nemli ve karanlik ortamda oda
isisinda sekonder antikor (TP—060-BN, Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-
mouse / rabbit 19G), Thermo Scientific) ile inkiibe edildi. PBS ile yikanan
dokular Horse Radish Peroksidaz (HRP) (TS-060-HR, Streptavidin Peroxidase,
Thermo Scientific,) enzimi ile 30 dakika boyunca nemli ortamda oda isisinda
inkiibe edildikten sonra PBS ‘e alind1.

Testis dokularina AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) substrat soliisyonu
(TA-060HA, AEC Substrate System, Thermo Scientific ) damlatildi. Reaksiyon
151k mikroskobu altinda goriintii sinyali alindiktan sonra biitiin dokularda es
zamanl olarak distile suyla sonlandirildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi

yapildi.
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Distile su ile yikanan preparatlar kapatma soliisyonuyla (Large Volume
Vision Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) kapatildi.

Negatif kontrol olarak kullanilan dokularda ise primer antikor yerine PBS
kullanildi, diger basamaklarda herhangi bir degisiklik yapilmadi. Hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenerek degerlendirilme
islemi yapildiktan sonra fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde;
immiinreaktivitenin yaygmlhig: (0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76
100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak
histoskor olusturuldu (Histoskor= yayginlik x siddet).

4.7. Biyokimyasal Analizler

Dekapitasyondan hemen sonra eksize edilen testis dokulari serum
fizyolojik ile yikanip -80 °C’de caligma giiniine kadar muhafaza edildi. Deney
hayvanlarindan alinan kanlar diiz biyokimya ve aprotininli tiipler icine alindu.
Kanlar 4000 rpm de 5 dakika santrifiij edilecek ve elde edilen serumlar ile
alimacak doku ornekleri -80 de calisilincaya kadar saklandi. Sicanlarin doku ve
serum Orneklerinde PCR ve ELISA yontemleri ile TRPM2,TAS ve TOS
miktarlarina bakildi.

Rat serum ornekleri ve testis doku siipernatantlarinda TOS (Total oxidant
status) diizeyleri, (Rat TOS Katalog no: YLA1392Ra YL Biotechnology Co.,
Ltd,Shanghai, CHINA ), Elisa yontemiyle kit kataloglarinda belirtilen ¢alisma
prosediirlerine uygun olarak calisildi. Rat TOS elisa kitinin 6l¢tim araligi: 0,02-
60 U /mL, Intra-Assay: CV degeri <10%, Inter-Assay: CV degeri <12 %,

Sensitivitesi 0,013 U /mL idi. Plate yikamalarinda otomatik yikayici Bio-Tek
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ELX50 (BioTek Instruments, USA), absorbans okumalarinda ChroMate,
Microplate Reader P4300 cihazlar1 (AwarenessTechnology Instruments, USA)
kullanildi. Test sonuglar1 serum Ornekleri i¢in U/mL doku 6rnekleri i¢in diliisyon
faktori ile ¢arpilarak U/mg olarak belirtildi.

Rat serum oOrnekleri ve testis doku silipernatantlarinda TAS (Total
antioxidant status) diizeyleri, (Rat TAS Katalog no: YLA3389RA YL
Biotechnology Co., Ltd,Shanghai, CHINA ), Elisa yontemiyle kit kataloglarinda
belirtilen calisma prosediirlerine uygun olarak calisildi. Rat TAS elisa kitinin
Olgim araligi: 1-300 pg/mL, Intra-Assay: CV degeri <10%, Inter-Assay: CV
degeri <12 %, Sensitivitesi 0,54 pg/mL idi. Plate yikamalarinda otomatik yikayici
Bio-Tek ELX50 (BioTek Instruments, USA), absorbans okumalarinda ChroMate,
Microplate Reader P4300 cihazlar1 (AwarenessTechnology Instruments, USA)
kullanildi. Test sonuglart serum 6rnekleri icin pg/mL doku 6rnekleri icin diliisyon
faktorii ile carpilarak pg /mg olarak belirtildi.

4.8. Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler i¢cin SPSS 22.0 (Statistical Package for Social
Sciences) paket programini kullanildi. Veriler ortalama + standart sapma degerleri
olarak sunuldu. p<0.05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi.

Normal dagilim gosteren c¢oklu gruplarin aralarindaki farkliliklari test
etmek icin ise Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) uygulandi. Ikili

karsilastirmalar icin ise Post-hoc Tukey testi kullanildi.
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5. BULGULAR
5.1. Histolojik Degerlendirmeler
Kontrol grubundan (grup I) alinan kesitleri incelendigimizde seminifer
tiibiillerin germinal epiteliyle bazal membranlar1 ve interstisyel alanin normal

yapida oldugu gozlemlendi(Sekil7-9).

Sekil 7: Kontrol grubu. Normal gériiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli,

interstisyel alan ve normal spermatogenez H&E x200.
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Sekil 8: Kontrol grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli,

interstisyel alan ve normal spermatogenez H&E x400.

Sekil 9: Kontrol grubu. Normal goériiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli, bazal

membrani ve interstisyel alan ve normal spermatogenez PAS x400.
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Sham grubundan (grup II) alinan kesitlerde ise kontrol grubuna benzer
seminifer tiiblilleri, germinal epiteli ve Leydig hiicreleri ile bazal membran normal

oldugu gozlemlendi. (Sekil 10).

Sekil 10: Sham grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli ,

interstisyel alan ve normal spermatogenez H&E x200.
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NAS grubuna (grup I11) ait testis dokusu normal yapida gézlemlendi.

(Sekil 11-13).

Sekil 11: NAS grubu. Normal goriiniimli seminifer tiibiil germinal epiteli,

interstisyel alan ve normal spermatogenez H&E x200.

Sekil 12: NAS grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli,

interstisyel alan ve normal spermatogenez H&E x400.
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Sekil 13: NAS grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli, bazal

membrani ve interstisyel alan ve normal spermatogenez PAS x200.

Torsiyon-Detorsiyon uygulanan grupta (grup IV) testis dokularinda
damarlarda konjesyon, seminifer tiibiil germinal epitelinde ayrilmalar, seminifer

tiibiil limenine dokiilmiis immatir hiicreler, oldugu gézlemlendi (Sekil 14-17).

Sekil 14: Torsiyon-detorsiyon grubu. Konjesyon(yildiz) ve seminifer tiibiil

germinal epitelinde dejenerasyon (ince ok) H&E x200.
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Sekil 15: Torsiyon -detorsiyon grubu. interstisyel alanda 6dem (kalin ok) H&E
x200.

Sekil 16: Torsiyon-detorsiyon grubu. Seminifer tiibiil liimenine dokiilmiis
immatiir hiicreler (¢ift tarafli ok)H&E x200.
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Sekil 17: Torsiyon-detorsiyon grubu. Seminifer tiibiil bazal membraninda
ayrilmalar ve interstisyel alanda 6dem PAS x200.
Torsiyon-detorsiyon + NAS grubundan (grup IV) alinan kesitlerde ise

testis dokularinda damarlarda konjesyonun azaldigi, seminifer tiibiill germinal

epitelinde ayrilmalarin diizeldigini gozlendi(18-21).
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Sekil 18:Torsiyon-detorsiyon+ NAS grubu.Normal gériiniimlii interstiyel
alan(kalin ok )JH&Ex200

Sekil 19:Torsiyon-detorsiyon+ NAS grubu. Normal goriintimli seminifer
tiibiiller(cift tarafli ok ) H&Ex200
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Sekil 20: Torsiyon-detorsiyon + NAS grubu. Normal gériiniimlii seminifer tiibiil

bazal membrani, seminifer tiibiil germinal epiteli ( PAS x200).

5.2. TUNEL Bulgulan

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi testis dokusunda
spermatogenik seri hiicrelerinde gozlendi. TUNEL pozitifligi; kontrol grubu
(Sekil 21) ve Sham grubu(Sekil 22) ve NAS grubunda (Sekil 23) benzerdi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda torsiyon-detorsiyon grubunda anlamli bir
artis  vardi (p<0.05) (Sekil 24). Torsiyon-detorsiyon ile NAS grubu
kiyaslandiginda NAS grubunda ise anlamli bir degisiklik goézlenmedi (p>0.05)

(Sekil 25)(Tablo 7).
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Sekil 21: Kontrol grubu. TUNEL pozitif hiicre( ince ok) x400.

Sekil 22: Sham grubu. TUNEL pozitif hiicre( ince ok) x400.
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Sekil 23: NAS grubu. TUNEL pozitif hiicre( ince ok) x400.

Sekil 24: Torsiyon-detorsiyon grubu. TUNEL pozitif hiicre (ince ok) x400.



Sekil 25: Torsiyon-detorsiyon+ NAS grubu. TUNEL pozitif hticre (ince ok) x400.

Tablo 7: Apoptotik indeks (%).

GRUPLAR APOPTOTIK INDEKS (%)
Kontrol grubu 3.83+£0.75

Sham grubu 3.33+1.03

NAS grubu 3.66 £ 1.36
Torsiyon-Detorsiyon grubu 1.33+3.77%
Torsiyon-Detorsiyon+NAS grubu 0.76+2.65°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a:Kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda, b:Torsiyon-detorsiyon grubuna gore karsilastirildiginda,
(p<0.05).
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5.3. TRPM2 immiinreaktivitesi

TRPM2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TRPM2 immiinreaktivitesi testis
dokusunda interstisyel alanda goriildi. TRPM2 immiinreaktivitesi kontrol
grubunda (Sekil 25) ve torsiyon-detorsiyon + NAS (Sekil 29) grubunda benzerdi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda torsiyon-detorsiyon grubunda anlamli bir
artis vardi (p<0.05) (Sekil 28). Torsiyon-detorsiyon grubu ile kiyaslandiginda
NAS grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05)

(Sekil 27) (Tablo 8).

Sekil 26: Kontrol grubu. Interstisyel alanda TRPM2 immiinreaktivitesi ( ince ok)
x400.
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Sekil 27: Sham grubu. interstisyel alanda TRPM2 immiinreaktivitesi ( ince
0k)x400.

Sekil 28: NAS grubu. Interstisyel alanda TRPM2 immiinreaktivitesi ( ince ok)
x400.
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Sekil 29:Torsiyon-detorsiyon grubu.interstisyel alanda TRPM2 immiinreaktivitesi
(ince ok)x400.

Sekil 30: Torsiyon-detorsiyon +NAS grubu. Interstisyel alanda TRPM2

immiinreaktivitesi (ince 0k)x400.
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Tablo 8: TRPM?2 immiinreaktivitesi

GRUPLAR HiSTOSKOR (yayginlik x siddet)
Kontrol grubu 3.83£0.75

Sham grubu 3.33£1.03

NAS grubu 3.66+ 1.36

Torsiyon-Detorsiyon grubu 1.33+3.72%
Torsiyon-Detorsiyon+NAS grubu 6.50+2.07°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a:Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
b:Torsiyon-Detorsiyon grubuna gore karsilastirildiginda (p<0.05).

5.4. Biyokimyasal Analizler

Tablo 9: Gruplarin testis dokusu TAS ve TOS diizeyleri

Gruplar SERUM SERUM DOKU TAS DOKU
TAS TOS TOS

Kontrol grubu 65.39+4.46° 20.13+1.84°  45.72+10.68% 2,58+2.17°

Sham grubu 58.38+4.82° 18.46+2.55° 35.91x15.87% 22,96+1.99

NAS grubu 63.05+5.79°  9.17+0,93*  13.84+4.27°  28.94x1.26"

Torsiyon- 17.27+3.70°  39.04+£6.24* 0,75+£0,50°  2,50+0,57"

Detorsiyon grubu

Torsiyon- 57.27+2.61°  25.00£1,19° 22.25+2.88%  24.09+2.162

Detorsiyon+

gI’UbU p < 0.005 p <0.005 p <0.005 p <0.005

p degeri

*Veriler ortalama =+ standart sapma olacak sekilde sunulmustur.a=Kontrole gore, b=Torsiyon-

Detorsiyona gére(p<0,005)
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Gruplarin testis dokusu ELISA yontemiyle TAS ve TOS aktviteleri Tablo
da verilmistir. Yapilan degerlendirmelerde Kontrol grubuna gore; torsiyon ve
detorsiyon grubunda TOS degerlerinin istatistiksel olarak anlamh diizeyde arttig1,
TAS degerlerinin ise azaldigi; NAS uygulamasinin ise TAS ve TOS degerlerini

kontrole yakin bir diizeye getirdigi tespit edildi(Tablo 9).
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6. TARTISMA

Testis torsiyonu, genellikle puberte doneminde ortaya ¢ikan ve testisde kan
akiminin azalmasiyla beliren aciliyet geretiren tirolojik vakadir (92). Testis
torsiyonu olan hastalarin %61’nin 21 yas altinda oldugu goézlemlenmistir.
Genellikle karsimiza neonatal donem ve 12-18 yas olmak tizere iki yas grubunda
fazla oranda rastlanir. Yaslilarda genellikle testis torsiyonu goriilme oranina az
rastlanir (93). Testis torsiyonu iki tirdiir. Ekstravaginal torsiyonda, torsiyon
tunika vaginalis disinda meydana gelip; intravaginal torsiyonda ise tunika
vaginalis icirisindeolusmaktadir Intravajinal tip daha fazla oranda karsilasilan
testis torsiyonu tiiridiir. (94). Deneysel olarak olusturulan torsiyon tipi
ekstravaginaldir.

Siganlarda deneysel ekstravaginal torsiyonunda,siireyle hasarlanma
derecesinin birbirleriyle iligkili oldugu gozlenmistir. Hasar igin en az 540°
torsiyon yapilmalidir. Heindel ve arkadaslar1 (95), 360° torsiyonun bir hasara yol
agmadigini, 720° ve iizerinin ise fertilitede azalmaya neden oldugunu goriisiinde
bulunmustur. Turner ve arkadaslar1 (96), yaptiklar1 deneysel ¢alismalarinda
longitudinal aksi boyunca testise 180°, 360° ve 720° torsiyon uygulandigini
belirtmistir. Testis torsiyonu sirasiyla bir, iki ve dort saat sonra detorsiyone edilir.
Sonug olarak 360° ve bir saatlik testis torsiyonunda yalnizca akut vaskiiler
degisimler gézlenir, 720° ve dort saatlik testis torsiyonunda ise tam iskemiyle
sonuglandigi gézlemlenmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda ise deneysel torsiyon
modelitestisi saat yoniinde ve 720° cevirerek yapilmaktadir (96-97). Torsiyon
180° {izerinde ise arteryal akim da bozulmalar gozlemlenmistir(95). Bizim

yaptimiz deneysel modelinde amacimiza uygun bir torsiyon uyguladik.
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Calismamizda kullamdigimiz deneklerin testislerini longitudinal eksende iki tam
tur olacak sekilde saat yOniinilin tersi 720° c¢evirerek deneysel testis torsiyonu
modelimizi olusturduk.

Testis torsiyonunun olusmasiyla testisin venéz doniisiimii engellendi ve
testiste vendz konjesyon olustu. Vendz konjesyon sonucunda testiste hemorajik
infarkt alanlar1 meydana geldigi goézlemlendi. Testiste, olusan édem sonucunda
sisme meydana gelir ve bundan dolay testiste agr1 olusur. Tunika vaginalis elastik
yapida olmadigi i¢in vendz konjesyonun olusmasi ve testisin sismesi, testiste
basing artigina sebebiyet verir. Sonuc¢ olarak arteriyal dolasim da bozularak
testiste iskemik nekroz meydana gelmektedir (98). Tunika vaginalis i¢inde, erken
devrede ser6z bir s1vi veya ge¢ devrede kan bulunur ve bir hidrosel gelismektedir
(99). Testis torsiyonuna neden olacak etyolojik faktorler arasinda travma, asiri
hareketlilik, piibertedeki testiste meydana gelen degisiklikler, inguinal bolge
ameliyatlarinda iatrojenik torsiyon, hiperaktif kremasterik refleks ve inmemis
testisdir (100).

Infertilite, testis torsiyonun uzun siiren en énemli yan etkilerinden biridir.
Hastalarda goriilen fertilite bozuklugu testisteki hasara bagli oldugunu
sOyleyebiliriz (101,102). Testis torsiyonu yapilan erkek siganlarda detorsiyon
sonrasinda Leydig ve Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarinda bozulmalarin olmadigi
ve kan akimmin geri donmesine karsin spermatogenezde bozukluk oldugunu
sOyleyebiliriz. Bu bozuklugun degisik siirelerde olmasi, testis torsiyonun cerrahi
tedavi sonrasinda devam ederek spermatogenezde olusan bozuklugu agiklar.
Testis torsiyonunun cerrahi tedavisi sonrast iskemi ve reperfliizyon hasari

notrofillerin infiltrasyonu ve ROS’larin ortama ¢ikmasina baglar. Dominquez ve
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arkadaglarinin (103), tek tarafli spermatik kordon torsiyonuyla alakali Klinik
caligmalarinda karsi testiste olusan hasarin subfertiliteye hatta infertiliteye yol
actig1 gdzlemlenmistir.

Hadziselimovich ve arkadaslar1 (104), spermatik kordon torsiyonu tanisi
olan 17 hastada diger testisten biyopsi alinarak, germ hiicrelerinde apoptosisi
degerlendirmislerdir. Biitiin hastalarda kars1 testislerde artan nekrotik degisiklikler
ve apoptosis gozlemlenmistir. Karsi testiste hasarin  olusmasma yonelik
caligmalara karsilik tek tarafli testis torsiyonunda kars testiste genellikle herhangi
bir degisiklik gozlemlenmedigi ve fertilitenin etkilenmedigini sdylenmistir (105).

Ryan ve arkadaslarinin (106), sicanlarda yapilan ¢aligmalarda tek tarafli
testis torsiyonu modelinde diger testiste immunolojik ya da herhangi bir
mekanizmaya bagl bir hasar gdzlemlenmemistir.

Turner ve arkadaslar1 (107) da yaptiklar1 calismalarda tek tarafli spermatik
kordon torsiyonunda kars1 tarafta hasar gézlemlenmemistir.

Bizim yaptigimiz bu ¢aligmada kontrol grubuna(grup I) ait testis dokusunu
normal yapida gézlemledik. Sham grubuna(grup Il) ait testislerde de kontrol
grubuna benzer seminifer tiibiilleri, germinal epiteli ve Leydig hiicreleri ile bazal
membranin normal oldugu gézlemlendi.

NAS grubuna (grup I11) ait testis dokusunu normal yapida gézlemledik.

Torsiyon-Detorsiyon uygulanan grupta (grup 1V) testis dokularinda
damarlarda konjesyon, seminifer tiibiil germinal epitelinde ayrilmalar, seminifer
tiblil limenine dokiilmiis immatir hiicreler, primer spermotisitlerin
sitoplazmasinda vaskiilasyon, damarlarda ¢ok fazla miktarda dilatasyon ve bazal

membranda ayrilmalarin olmadigi gozlemlendi. Giirdal ve arkadaslari (106),
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yaptiklar1 ¢alismada histopatolojik olarak incelemede tiim torsiyonlu testislerde
primer spermatositlerde iskemik degisikliklerin oldugunu gézlemlemislerdir. Si-
Ming Wei ve arkadaslar1 (109), yaptiklar1 ¢alismada testis agirliklari, seminifer
tiibiil caplari, germ hiicre tabakalar1 ve testis biyopsi skorunu deney gruplarinda
kontrol grubundan daha az oldugunu s6ylemistir.

Yildiz ve arkadaslar1 (110), yaptiklar1 ¢alismada, iki saat 720 ©° tek tarafli
testis torsiyonu yapilan deneklerin kontralateral testis dokusunda histolojik
parametrelerde, antioksidan enzim diizeylerinde, lipid peroksidasyonunda 6nemli
degisikliklerin oldugunu sOylemistir. Testisin yapisi histopatolojik olarak
inceledigimizde, kontrol grubu testis dokularmin histolojik goriiniimiiniin normal
oldugu, ancak torsiyon uygulanan sicanlarin konralateral testislerinde germinal
hiicrelerde dejenerasyon, deskuamasyon, ddem, kapiller tikaniklik, kanama gibi
bir ¢ok degisiklikleri gozlemlenmistir.

Bizim yaptigimiz bu ¢alismadaki histopatolojik bulgular daha 6nce yapilan
calismalara benzerlik gostermekle birlikte Torsiyon-Detorsiyon sonucu olusan
hasar gozlemlenmistir. Kontrol ve Sham gruplar1 arasinda karsilastirma
yapildiginda, gruplar arasinda anlamli bir farkliligin olusmamasi, testiste olusan
hasarin yapilan cerrahi iglemlere bagl olmadigini gosterir.

Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim siireglerinin dogal bir yan
triintidiir. Yiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak da zararli maddelerdir
(111). Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve lipidlere
saldirarak zarar vermektedir. Serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 hiicreler
bunlar1 nétralize eden antioksidanlar iiretirler. Serbest radikallerin olusum hizi ve

bunlarin antioksidanlar tarafindan noétralize edilme hiz1 arasinda bir denge
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olmalidir. Eger denge saglanirsa hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerine
kars1 korunur, denge serbest radikaller lehine bozulma olursa hiicredeki serbest
radikallerde artma goézlenir. Serbest radikallerin hiicrede artisiyla birlikte hiicre
fonksiyonlar1 {izerinde yaptiklar1 olumsuz sonuca ‘oksidatif stres’ denilmektedir
(112).

Serbest radikaller notralize edilmedigi zaman hiicre membran proteinlerini
yikip, membran lipit ve proteinlerini yok olur. Bu durum sonucunda hiicre
membranini sertlestirerek hiicrenin fonksiyonunu engeller. Niikleer membrani
gecerek nukleustaki genetik materyale etki edip DNA'y1, kirilma ve mutasyonlara
acik hale getirir. Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini
zorlayarak viicutta ciddi hasarlara neden olur (112,113).

Spermatogenez saniyede 1000 sperm iiretebilmektedir. Aktif olarak bu
siirekli tekrarlayabilmektedir. Dogal olarak gerceklesen hiicre bdoliinmesi,
germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyel oksijen tiiketir. Hem
spermatogenez hem de Leydig hiicresi steroidogenezi oksidatif stresle hasar
gorebildigi icin bu dokudaki diisiik oksijen miktari, testisin kendini serbest
radikallerin hasarindan koruyabilir(114,115).

Testis bu korunmay1 saglayabilmesi i¢in antioksidan enzimler ve serbest
radikal temizleyiciler igerir. Peroksidatif hasar testis torsiyonundan diyabete ve
ksenobiyotik maruziyeti gibi kosullarda patolojik sonuglar1 destekleyen bozuk
testikiiler fonksiyonun tek onemli sebebiymis olarak gosteriliyor. Diisiik oksijene
karsin testis fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan

sistemlerin varlig1 nedeniyle, oksidatif strese karsi hassaslasir. Cesitli hastaligin
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olusmasinda rol oynayan oksidatif stres, ROS’nin iiretimi ve viicudun antioksidan
savunma sistemleri arasinda bir denge olmadigin1 gosterir (116,117).

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaymm ger¢eklesmesine antioksidan savunma denir.
Viicuttaki antioksidan savunma sistemleri, serbest radikalleri etkisiz hale
getirmekle ugrasir. Ancak savunma sistemlerinin yetersiz oldugunda erkek
infertilitesinde de kullanilan antioksidan tedavi devreye girmektedir. Oksidatif
stresten dolay1 rahatsizligi bulunan hastalarda endojen kaynakli antioksidanlar
etkili olmadigindan, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece disaridan alinacak
antioksidanlardir (Orn: Vitamin E,C, Melatonin).Bu durumda  uygulanan
antioksidan terapi spermin kalitesini de gelistirir. Antioksidan terapi ile lipid
peroksidayon potansiyelinin azaltilmasi; fertilizasyon oranlarmin gelismesiyle
ilgilidir(118,119).

Son zamanlarda bazi antioksidanlarin ve SOD, katalaz, allopurinol, kafeik
asit, fenil ester, melatonin, selenyum, resveratrol ve N-asetilsistein gibi ROS
toplayicilarinin uygulanmasinin testislerdeki iskemi ve reperfiizyon yaralanmasini
onledigine yonelik ¢esitli calismalar da bulunmaktadir. Ancak, bu maddeler Klinik
caligmalarda test edilmemis ve etkinlikleri onaylanmamuistir (120).

Kanter (121), melatonin uygulanmis torsiyon grubunda normal goriiniimlii
seminifer tiibiiller gézlemlenmistir. Torsiyon + melatonin grubunda seminifer
tiibiil cap1 ve Johnsen tiibiiler skorunu, kontrol grubuna yakin oldugu séylenmistir.

Wei ve arkadaslar1 (109), testis torsiyonunu curcumini tedavi etmek igin

kullanmiglar. Curcumin ile tedavi grubunda testis agirliklari, seminifer tiibiil
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caplari, germ hiicre tabakalar1 ve testis biyopsi skoru torsiyon grubuna gore daha
yiiksek oldugunu séylemislerdir. Ancak bu parametrelerin hi¢birinin kontralateral
testis dokusunda anlamli olmadigini sdyleyebiliriz.

Giirdal ve arkadaslar1 (108), testis torsiyonunda pentoksifilinin detorsiyon
sonrasi testis dokusunda serbest oksijen radikalleri olusumunun azalttigin1 ve
reperfiizyon hasarindan koruyucu etkisi oldugunu séyleyebiliriz.

Yildiz ve arkadaslar1 (110), 0.7 mg sildenafil sitrat uygulandiginda
torsiyon sonucunda olusan histopatolojik degisikliklerin azaldigini s6yleyebiliriz.

Testis torsiyonunun tedavisinde ki amag iskemi ve reperfiizyonun bozucu
etkilerini azaltip veya yok etmek olugunu sdyleyebiliriz. Burada hiicre membran
biitiinligiinti korumada gorevli ajanlardan birisi antioksidanlardir.

Kim ve arkadasglar (122), yaptig1 ¢calismada kontrol grubu siganlarin testis
dokusunun normal goriiniimde oldugunu, seminifer tiibiiller ve germinal hiicreleri
normal goriinimde oldugunu sdylemistir. Ancak, Torsiyon grubu siganlarda
hiicresel kargasa, germinal hiicrelerde diizensizlik ve dejeneratif degisiklikler ve
seminifer tiibiillerde belirgin hasara rastlanmigtir. Torsiyon + Korean red ginseng
grubunda, germinal epitel tabakasinin normal olarak goriindiigiinii s6ylemislerdir.

Glutatyon, major serbest radikal temizleyicisidir ve glutatyonun
prekiirsorii olan NAS; myokard, pulmoner, karaciger ve bobreklerde iskemi ve
reperfiizyon sonrasi hasarin engelleyicisi olarak kullanir (123- 124).

Sun ve arkadaslar1 (125), NAS ve indometazinin intestinal reperfiizyon
modeline olan etkilerini gosteren ¢alismalarda NAS ‘in endotelyal ve epitelyal
bariyer biitiinliiglinii  saglamaktadir. Ayrica yapilan c¢alismalarda NAS

kullaniminin proteaz inhibitorlerini ve retikiiloendotelyal sistem aktivasyonunu
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azaltigim1 gostermektedir. Baska bir deneysel c¢alismada NAS’in reperfiizyon
zedelenmesini 6nlemek i¢in adezyon molekiil inhibisyonu yaptigi peroksinitriti
inhibe ettigini ve notrofillerin azalmasini sagladig1 gosterilmistir.

Cay A. ve arkadaslar1 (126), testis torsiyonu nedeniyle gelisen iskemi ve
reperfiizyon hasar iizerine yaptiklar1 ¢alismada NAS etkinligi bulunmustur.
Karaciger iskemi ve reperflizyon hasar lizerine yapilan baska bir ¢alismada NAS
‘in dokuda trombosit agregasyonunu azaltip, cAMP diizeylerini artirarak iskemi
ve reperfiizyon hasarini azaltigi gosterilmistir (127). Demir ve arkadaslari (128),
iskemi ve reperfiizyon hasarinda karacigerde lipid peroksit diizeylerinin arttigin
ve NAS uygulamasinda doku lipid peroksit seviyelerinde azalmaya yol agtigi
gozlemlemistir. Yapilan diger bir ¢alismada koroner arter injurisine bagli gelisen
iskemi ve reperfiizyon hasarinda NAS ‘in olumlu etkileri oldugu gosterilmistir
(129).

Kanter (121), yaptig1 torsiyon sonucunda hasara NAS etkisini arastirdigin
da kontrol grubundaki testislerde normal ve diizenli seminifer tiibiil morfolojisi
gozlemlemistir. Spermatogenezde birincil ve ikincil spermatositlerde spermatid ve
spermatozoalar goriilmiistiir. Iskemi ve reperfiizyon sonrasi seminifer tiibiil
capinda siddetli azalma, germ hiicrelerinde dokiilme goriilmiistiir.

TRPM2 inhibisyonunun hiicreleri oksidatif stres indiiklii hiicre 6liimiinden
korudugu kabul edilmektedir (130). PC-3 hiicreleri gibi insan prostat kanseri
hiicreleri oksidatif strese karsi duyarlidir ve TRPM2 bu hiicrelerde eksprese
olmaktadir (131). TRPM2, oksidatif stres ile aktive olan ve hiicre Oliimiine

+21

yatkinligi1 saglayan Ca*“'na geg¢irgen bir kanaldir (132).
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TRPM2 kanallar1 oksidatif stresle uyarilan Ca*? girisi sinyalizasyonu Ca*?
bagimli hiicresel islevlere katilabilir (133). TRPM2 kanali Ca*?na gegirgen bir
hiicre yiizeyi kanali olmasinin yan1 sira lizozomal bir Ca*? salim kanali olarak da
faaliyet gostermekte ve her ikisi de ROT tarafindan uyarilan hiicre Sliimiine
katkida bulunmaktadir. Jie Zou ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada makrofaj
hiicrelerinde H202’in uygun konsantrasyonlarina erken yanit da TRPM2'nin Ca*2
sinyalizasyonuna Vve hiicre Olimiine aracilik etmesindeki destegi ve
mekanizmalarin arastirilmasini amac¢lamislardir. TRPM2 kanalinin hiicre 6liimii
tizerindeki rollerini belirlemislerdir (132). Bizim yaptigimiz ¢alismada, NAS
uygulamasinin, apoptotik siirecte ve torsiyon-detorsiyon da etkili oldugu
diisiiniilen TRPM2 kanal immiinreaktivitesini azaltarak testiste torsiyon-

detorsiyon hasarina kars1 koruyucu etki sagladigini gosterdi.
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