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OZET

Testis torsiyonu, siklikla ¢ocuklarda ve geng¢ erkeklerde goriilen, zamaninda
miidahale edilmedigi zaman gonadal hasar ve infertiliteye yol acan iirolojik tibbi acil
durumdur.

Bu caligmada, testis torsiyonu iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarinda
PIBK/AKT/mTOR sinyal yolag: iizerinden Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) ve
Epigallocatechin ~ Gallate (EGCG)’in  koruyucu etkilerinin  histokimyasal,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak degerlendirilmesi amaglanmustir.

Calismada, Wistar Albino geng¢ eriskin erkek siganlar kontrol, iskemi
reperfiizyon (I/R), tek doz (TD) CAPE, TD EGCG, doyurma (DY) CAPE, DY EGCG,
TD kompleks (KOMP), DY KOMP olmak iizere 8 gruba ayrildi (n:56). I/R modeli
sicanlarin sol testislerine 720° rotasyon ile 2 saat torsiyon, 4 saat detorsiyon yapilarak
olusturuldu. Cerrahi islem sonrasinda siganlarin testis dokular1 g¢ikarilarak bouin
sollisyonunda 48 saat tespit edilerek, rutin parafin doku takibi ile parafine gomiildii.
Kesitler H&E ile boyandiktan sonra histokimyasal olarak Johnsen skoruna gore
degerlendirildi. Ek kesitler anti-PI3K, anti-AKT, anti-mTORC1, anti-FOXO1, anti-
Kaspaz8 ve anti-Kaspaz9 primer antikorlari ile avidin-biyotin-peroksidaz yontemiyle
immiinohistokimyasal olarak, apoptotik hiicreler TUNEL yontemi ile belirlenerek
karsilastirmali olarak degerlendirildi. immiinoreaktivite skorlar1 hafif, orta ve siddetli
olarak yar1 kantitatif yontemle yapildi, Siganlardan alinan kan 6rneklerinde MDA ve
8OHAG diizeyleri ELISA yéntemi ile belirlendi. Sonuclar One-Way ANOVA istatistik
testi ile karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Gruplar histopatolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubunda testisin
histolojik yapisinin normal goriinimde oldugu, I/R grubunda ise seminifer tiibiillerin
diizeninde bozulma ve interstisiyal alanda 6dem ve hemoraji oldugu izlenmistir. I/R ile
kontrol grubu arasinda Johnsen skoru karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik belirlenmistir (p<0.001). Antioksidan uygulama gruplarmin histopatolojik
degerlendirilmesinde, I/R grubuna gore istatistiksel olarak iyilesme gozlenmis olup
(p<0.001), kontrol grubuna en yakin histolojik goriinimiin TD EGCG antioksidan
grubunda oldugu izlenmistir. Bu ¢alismada hiicre yasami, hiicre cogalmasi iizerine etkili

olan PIBK/AKT/mTOR sinyal yolagina ait immiinoreaktiviteler, kontrol grubunda



orta/siddetli olarak izlenirken, I/R grubunda immiinoreaktivitelerin azaldig:
gozlenmistir. Antioksidan uygulanan gruplarda, PI3K/AKT/mTOR
immiinoreaktiviteleri I/R grubuna goére artmis olarak izlenmis olup, kontrol grubuna en
yakin sonuglar TD uygulamalari ile gézlenmistir (p>0.05).

Kontrollii hiicre dliimii gostergeci olan apoptozun ekstrensek (Kaspaz 8) ve
intrensek (Kaspaz 9) yolaklariyla, immiinohistokimyasal degerlendirmeler ve TUNEL
yontemi sonuglar1 ile apoptotik hiicrelerin ylizdesi en yliksek olarak I/R grubunda
izlenmis olup, antioksidan uygulamalar ile kontrol grubuna en yakin sonuglar TD
EGCG grubundan elde edilmistir. Diger antioksidan uygulamalarinda iseistatistiksel
olarak apoptotik hiicrelerde azalma izlenmistir. Biyokimyasal bulgularin
degerlendirilmesinde, I/R grubunda MDA ve 80HdG diizeyleri, kontrol grubuna gore
artmis olarak izlenmis ve antioksidanlarin uygulanmalar1 ile degerlerde azalma
gozlenmigtir. MDA degerleri en diisiik olarak DY CAPE’de izlenirken, SOHdG
degerleri ise kontrole en yakin olarak TD EGCG grubunda izlenmistir.

Bu c¢alisma sonucunda, erkeklerde acil olarak gelisen ve infertilite ile
sonuglanabilen testis torsiyonu I/R hasarinda, histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal degerlendirmeler sonucunda testis dokusu iizerine koruyucu etkisi en
yiiksek uygulamanin TD EGCG grubunda oldugu izlenmistir. TD CAPE ve TD KOMP
uygulamalarinin da kontrole yakin koruyucu etkide olduklari izlenmis olup, DY
uygulamalarinda beklenen yararlar goézlenmemistir. Biyokimyasal olarak MDA ve
80OHAG diizeyleri karsilastirildiginda histopatolojik degerlendirmeler ile korelasyon
gosteren belirtecin SOHAG oldugu goriilmiis ve DNA hasarini1 gésteren bu parametrenin
Ol¢iimiiniin TUNEL sonuglar1 ile de uyumlu oldugu ve MDA diizeylerine gore
histopatolojiyi daha iyi yansittig1 izlenmistir.

Sonug olarak, c¢alismamizda testis torsiyonu I/R hasarinda acile bagvuran
hastalar i¢in detorsiyon Oncesi erken donemde tek doz EGCG ve CAPE
uygulamalarinin hiicre yasami, ¢ogalmasi yolunda 6nemli olan PI3K yolag: iizerinden
etkili oldugu ve reperfiizyon hasarinda koruyucu etkileri oldugu diistiniilmiistiir.
Anahtar Kelimeler: Testis torsiyonu, Iskemi/reperfiizyon, CAPE, EGCG,
PISK/AKT/mTOR sinyal yolag



SUMMARY

Testicular torsion is an urological urgent medical condition seen commonly in children
and young boys and if not intervened in time, it could result in gonadal damage and thus
lead to infertility.

The aim of this study was to evaluate the protective effects of Epigallocatechin Gallate
(EGCG) and Caffeic acid phenethyl ester (CAPE), through PI3BK/AKT/mTOR signal
pathways by using histochemistry, immunohistochemistry, biochemistry and TUNEL
methods.

In this study, Wistar-albino young adult male rats were divided into eight groups as
control, ischemia/reperfusion (I/R), Single dose (SD) CAPE, SD EGCG, Saturation
dose (ST) CAPE, ST EGCG, SD Complex (COMP) and ST COMP (n:56). I/R model
was applied for 2 hours torsion by rotating the left testis 720° and then 4 hours
detorsion. Afterwards, orchiectomy was performed and testicular tissues were fixed in
Bouine’s solution for 48 hours. They were then dehydrated and embedded in paraffin.
Serial sections were deparaffinized, stained with hematoxylin-eosin (H&E) and
evaluated histochemically according to Johnsen’s Score. Tissue samples were analyzed
by using an indirect avidin-biotin-peroxidase immunohistochemistry and TUNEL
methods. Anti-PI3K, anti-AKT, anti-mTORC-1, anti-FOXO1, anti-Caspase 8 and anti-
Caspase 9 primary antibodies were used. Staining intensities were evaluated as mild,
moderate, strong using the semi-quantitative method.

Biochemically, 80OHdG and MDA values were analyzed using the ELISA method in the
blood samples of the rats. One-way ANOVA statistical test was used to compare the
results.

H&E stained testicular tissue samples from the groups were evaluated histochemically
under a light microscope. While normal testicular histological appearance was observed
in the control group, disruption in the seminiferous tubules with increased edema and
hemorrhages in the interstitial area were seen in the I/R group. The Johnsen’s Score was
significantly different statistically in the I/R group when compared to the control group
(p<0.001).



In evaluating the antioxidant SD EGCG testicular samples, histological appearance was
observed as similar to the control group. There was no significant difference statistically
between the control and the SD EGCG group.

In this study, immunoreactivities of PISBK/AKT/mTOR signal pathway which play an
important role in cell proliferation and cell survival, were seen as moderate to strong in
the control group, whereas immunoreactivities were reduced in the I/R group.

The groups using antioxidants, EGCG and CAPE, were seen to have increased
immunoreactivities in the PI3K/AKT/mTOR signal pathway when compared with the
I/R group. The closest immunoreactivity to the control group was seen in the SD EGCG
group (p>0.05).

Apoptosis which indicates controlled cell death was measured by using
immunohistochemistry and TUNEL methods. The results of immunoreactivities of
extrinsic (Caspase 8) and intrinsic (Caspase 9) pathways and TUNEL methods, showed
that the highest percent of apoptotic cells were seen in the I/R group. In the groups
using antioxidant, the closest results to the control group were seen in the SD EGCG
group. The number of apoptotic cells was seen to have reduced statistically in the CAPE
and Complex groups (p<0,001). In the evaluation of biochemical data, levels of MDA
and 80HdG increased in the I/R group when compared to the control group, and the
values decreased in the groups using antioxidants. The lowest value of MDA was seen
in the SD CAPE group, while the closest value of 80HdG to the control group, was
observed in the SD EGCG group.

The results of histopathological, immunohistochemistry and biochemically evaluations
of this study showed that, | /R damage in the testicular torsion, being an emergency case
in young man which might result in infertility. The highest prevention on testis tissue
was observed in the group using SD EGCG. Also, groups using SD CAPE or SD
COMP were seen to have nearly similar preventive effects as SD EGCG. The results of
saturated antioxidant group, showed no beneficial effects, as expected. When the results
of biochemical and histopathological evaluations were compared, the value of 8OHdG
was observed as more suitable in showing DNA damage and correlated to our
histopathological findings according to the value of MDA. Also, 80OHdG levels were

observed to confirm with the TUNEL results.



As a result, in this study it was thought that patients who were admitted with emergency
testicular torsion I/R damage, the use of a single doses of EGCG and/or CAPE
antioxidants is adviced before testis detorsion is performed so as to have protective

effects on cell proliferation and cell survival through the PI3K signal pathway.

Keywords: Testis torsion, Ischemia/Reperfusion, CAPE, EGCG, PI3K/AKT/mTOR

signal pathway
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1. GIRIS

Testis torsiyonu spermatik kordun kendi etrafinda donmesine bagl arteriyal ve
vendz kan akiminin bozulmasi ile ortaya ¢ikan iirolojik bir durumdur. Yenidogan
doneminde goriilmekle birlikte siklikla pubertal donemde goézlenmektedir. Acil

miidahele edilmezse infertilite ile sonuglanmaktadir (1).

Testis torsiyonu sonrasi iskemi hasari meydana gelirken, detorsiyon sirasinda
reperfiizyon hasari meydana gelmektedir. Iskemi/reperfiizyon sonrasi dokuda SOR
(Serbest oksijen radikalleri) miktar1 artmakta ve oksidatif stres olusturmaktadir (2).

Iskemi/reperfiizyon hasar1 ile olusan oksidatif stres, Serebro-vaskiiler
bozukluklar, atheroskleroz, diabetes mellitus, amfizem/bronsit, alkolik karaciger
hastaligi, akut ve kronik renal yetmezlik, gebelik preeklampsisi, yaslanma, Parkinson
hastaligi, serviks kanseri, retrolental fibroplazi, Down sendromu, Duchenne tipi
muskiiler distrofi basta olmak iizere birgok hastalikta 6nemli rol oynamaktadir (3).
Doku harabiyetini azaltmak ve dokuyu korumak amagli antioksidan maddeler devreye
girmektedir (2).

Propolisin aktif bilesenlerinden Kafeik Asit Fenil Ester (CAPE) antimikrobiyal,
antienflamatuar, immiinmodiilatér, antioksidan ve antiproliferatif Ozellikleri
bilinmektedir (4). Epigallocatechin Gallat (EGCG) zengin antioksidan igerigi ile yesil
cay'm etken maddesi olmakla birlikte antiinflamatuar, antioksidan, antikanser ve immiin
modulator aktivitesi bulunmaktadir (5).

mTOR(mammalian target of rapamycin) bir¢ok hiicre i¢i 6nemli mekanizmalari
diizenleyen o©nemli kinazlardan biridirr. mTOR, serin-threonin kinaz ailesinden
PI3K/AKT/mTORC sinyal yolaginda 6nemli rol oynar. PISBK/AKT/mTORC sinyal
yolagi hiicre ¢ogalmasi, transkripsiyon, anjiogenez, apoptoz ve hiicre sag kaliminda

onemli rol oynar.(101)

Forkhead box proteinleri, transkripsiyon faktor ailesi tiyeleri olup apoptoz, hiicre
biiyiimesi, hiicre gelisimi, proliferasyonu ve sag kaliminda etkili olan genlerin
ekspresyonunu kontrol ederler (6). Kaspaz ailesi apoptoz da dnemli rol oynayan temel
mekanizmalardan biridir. MDA ve 80HAG hiicre lipid peroksidasyonu ve DNA hasar

belirtecleri olarak bilinmektedir.



Bu calismada, gen¢ eriskin Wistar Albino sicanlarda testis torsiyonu
iskemi/reperflizyon sonrasi olusan doku hasarinda, P13K-AKT-mTOR sinyal ileti
yolaklarinin 6neminin ve antioksidan ajanlar arasinda yer alan Epigallokatesin-3-Gallat
(EGCG) ve Kafeik Asit Fenil Ester(CAPE)’in testis hasari iizerindeki koruyucu
etkilerinin ~ biyokimyasal,  histopatolojik  ve  immiinohistokimyasal  olarak
degerlendirilmistir. Biyokimyasal kan analizlerinde MDA ve 8-OHG diizeyleri
oOlgiilerek DNA hasar1 ve lipid peroksidasyonu degerlendirilmistir. Histopatolojik olarak
testiste seminifer tiibiilii olugturan spermatogenez siirecindeki tiim hiicrelerin ve Sertoli
hiicreleri ile interstisyel Leydig hiicreleri morfolojik olarak Johnson’s skorlamasi ile
degerlendirilmistir. Histopatolojik inceleme ile iskemi/reperfiizyon hasarinda EGCG ve
CAPE uygulamalarinin koruyucu etkileri olup olmadigi 151k mikroskop altinda
degerlendirilmistir. DNA hasari TUNEL yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
TUNEL pozitif boyanan hiicreler % olarak belirlenerek, sonuglar gruplar arasinda

karsilastirmali olarak ANOVA istatistik testi ile yorumlanmuistir.

Immiinohistokimyasal olarak PI3K-AKT-MTOR vyolaginda yer alan primer
antikorlar1 ile apoptotik siiregte ekstrensek ve intrensek yolaklarin etkilenmelerini
gostermek amact ile kaspas 8 ve kaspas 9 primer antkorlart ile indirek
immiinohistokimyasal ~ yontemle degerlendirme yapilmistir.  Immiinohistokimya
boyanma skorlari, yari-kantitatif yontemle hafif (1), orta (2), siddetli (3) ve ¢ok siddetli
(4) olarak belirlenerek h-Skor ile hesaplanmistir. Toplam boyanan hiicre sayilari
belirlenerek yilizde olarak gruplar arasinda ANOVA istatistik testi ile karsilagtirmali

olarak degerlendirilmistir.

Bu calisma sonunda, EGCG ve CAPE’in infertilite nedenlerinden biri olan testis
torsiyonu iskemi/reperfiizyon hasari iizerine etkileri molekiiler diizeyde degerlendirilmis
vetedavinin koruyucu etkileri izlenerek, antioksidanlarin tek tek ya da birlikte

kullanildiklarinda sinerjik etkilerinin 6nemi ortaya konulmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Testis Embriyolojisi

Primordiyal germ hiicreleri (PGH), epiblastan koken alip, primitif ¢izgi boyunca
yol alarak 3.haftada vitellus kesesinin allontoise yakin duvarindaki hiicrelerinin arasina
yerlesirler. 4.haftada ¢ogalan bu hiicreler ameboid hareketler ile son bagirsagin
mezenterinden dorsal eksen boyunca ilerler. PGH hiicreleri, 5. haftada mezonefrozun
medialinde mezotel ve altindaki mezensimin ¢ogalmasi ile bir kalinlagsma halinde
gelisen gonadal kabartitya ulasir. PGH'min ulagsmasindan hemen oOnce ve ulasma
zamaninda gonadal kabartinin epiteli altindaki mezensim aralarina dogru cogalarak,
primitif cinsiyet kordonlar1 olarak adlandirilan diizensiz sekilli kordonlar1 olustururlar
(7). PGH’lerinin gogii Stella, Fragilis genleri ve BMP-4 tarafindan diizenlenmektedir.
Primitif cinsiyet kordonlar1 hem erkek hemde disi embriyolarda yiizey epiteline
baglhidir. 7. haftaya kadar olan bu dénemde erkek veya disi gonadlarin birbirinden ayirt
edilmesi miimkiin degildir ve bu evre farklanmamis gonad evresi olarak adlandirilir.
Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alarak gelisirler. Bu kaynaklar; posterior abdominal
duvar1 doseyen mezotel, altindaki mezensim ve primordiyal germ  hiicreleridir.

Farklanmamis gonadlar dista korteks igte medulla olmak iki sekilde gelisir(8).

Testis gelisimi, gonadlarin medullasinin gelismesi ile farklanir, korteks bir takim
kalintilar diginda geriler ve dejenere olur. Erkek embriyo XY kromozomunu tagir. Y
kromozomunun kisa kolu tizerindeki SRY geni ve testis belirleyici faktoriin (TBF)
etkisiyle primitif cinsiyet kordonlar1 ¢ogalmaya devam eder. TBF faktorii altinda
gonadal kordonlar seminifer6z kordonlara farklanir. Seminiferéz kordonlarin olusumu
Sox9 ve FGF9 genlerinin ekspresyonlari ile saglanir. SRY ve Sox9 testisten mezonefrik
kanal tiibiillerinin bir gonadal kabarti olusumu igin bir kemotaktik faktor islev goren
FGF9'un salinmasini baglatir (8).

Seminiferdz kordonlarn yiizey epiteli ile baglantisi, kalin bir fibréz kapsiil olan
Tunika albuginea gelistikten sonra ortadan kalkar. Genisleyen testis zamanla
mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mezorg¢iyuma asili hale gelir.

Seminiferdz kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanir (7).



Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar ve ilerleyen zamanlarda
liimen gelisimi baslar. Seminifer tiibiil duvarinda, Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicreler olmak tizere 2 tip hiicre bulunur. Destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri,
testisin yiizey epitelinden gelisirken, spermatogonenik hiicreler primordiyal germ
hiicrelerinden farklanirlar (9).

Fetal testiste, seminifer tiibiillerdeki hiicrelerin ¢ogunlugunu Sertoli hiicreleri
olusturur. Fetal gelisme boyunca, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Seminer tiibiiller, diiz tiibiil olan tiibiilii rekti ve ag
seklinde diizenlenen rete testis ile devam eder, 15-20 adet ince mezonefrik tiibiil olan
duktus efferentes’ler araciligi ile mezonefrik kanaldan gelisen duktus epididimis ile
baglant1 kurar (9).

Seminifer tiibiillerin arasinda interstisyel bag dokusu ile ayrilmislardir. Bu
bolgede gevsek bag dokusu, kollajen lifler, fibroblastlar ve Leydig hiicreleri
bulunmaktadir. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar olan
testosteron ve androstenedion salgilamaya baslar. Bu hormonlar mezonefrik kanallarin
ve dis genitallerin maskiilin olarak farklanmasini uyarir. Insan koryonik gonadotropin
(hCG) hormonu testesteron iiretimini stimule eder. hCG hormon miktari, 8-12 haftalik
embriyonik dénemde en yiiksek degerine ulasir (9). Testesteron hormonuna ek olarak,
fetal testisler, glikoprotein yapida antimiillerin hormon (AMH) veya miilleriyan
inhibitéor madde (MiM) ad: verilen hormonu salgilamaktadir.

AMH, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir ve hormonun salinmasi puberteye
kadar devam eder. AMH, Miiller kanalindan (paramezonefrik kanal) gelisecek olan
uterus ve tuba uterina farklanmasini inhibe eder.

SRY ayrica dogrudan yada dolayli yolla Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
diferansiyasyonunu indiikleyen steroidogenezis faktorii 1 (SF1) yapimini da uyarir.
SF1, Sox9 ile birlikte paramezonefrik kanallarin gerilemesini saglayan AMH'n
konsantrasyonunu artirir. SF1 ayrica Leydig hiicrelerinde testesteron sentezinde rol alan
enzimlerle ilgili genleri uyarir. Hedef dokulardaki hiicrelerin igine giren testesteron ya
Oylece kalir ya da 5o rediiktaz enzimi vasitasiyla dihidrotestesterona doniistiiriiliir.
Dihidrotestesteron erkek dis genital organlarinin diferansiyasyonunda reseptorlere

baglanarak katkida bulunur (8).



Erkek genital kanallarin ileri farklanmasinda mezonefrik kanallar (Wolffian
kanallar) rol oynarken, paramezonefrik kanallar geriler. Mezonefrik kanalin proksimal
kismi1 kivrintili bir hal alarak duktus epididimisi olusturur. Mezonefroz dejenere
oldugunda mezonefrik kanallarin bazilar1 kalint1 halinde devam eder ve bu boliimden
rete testis kordonlariyla baglanti kurarak duktus efferentisleri olusturur. Mezonefrik
kanal duktus epididimisin kuyrugundan seminal vezikiil tomurcuguna kadar kalin bir
kas kilifi ile sarilarak duktus deferensi (vas deferens) olusturur (7).

Mezonefrik kanallarin, kaudal uglarinin lateralinden, disa dogru vezikula
seminalisler (seminal bezler) gelisir. Bezler ejekulat i¢indeki sivinin biiyiik kismini
olustururlar ve spermlerin beslenmesi i¢in sekresyon yaparlar. Seminal bezlerin kanali
ile uretra arasinda kalan mezonefrik kanal boliimii, duktus ejakulatoryus olarak
gelismektedir (8). Uretranin prostatik pargasindan ¢ok sayida endodermal ¢ikinti
meydana gelir. Bu ¢ikintilar mezensim igine dogru geliserek prostatin glandiiler bez
geligir. Glanduler bezin epiteli endodermal hiicrelerden gelisirken, stroma ve diiz kas
kismi1 ise mezensimal kisimdan gelisir (8) .

Bulbouretral bezler uretranin spongioz parcasindan bir ¢ift olarak disa dogru
gelisen hiicrelerden olusur. Bezin stromasi ve diiz kas hiicreleri mezensimden koken
alir.

Mezonefrik gelisim sirasinda bazi yapilar bu igleve ulasamaz ve kalint1 halinde
kalirlar. Mezonefrik tiiplerden paradidimis, mezonefrik kanallardan appendiks
epididimis kalint1 halinde yer alir (8).

3.- 4. haftada mezensim ¢ogalarak kloaka membranin kraniyalinde genital
tuberkulu olusturur. Genital tuberkiilii uzayarak fallus'u yapar. Kloaka membranin her
iki yaninda genital sislikler ve uretral katlantilar olusur. Uretral katlantilar 6ne dogru
yonelir ve iiretral olugun kenarlar1 olusur. 3.ay sonunda iki iiretral katlant1 kapanarak

penil uretray1 olusturur. Bdylece skrotum ve penis gelisir (8).



2.2.Testis Anatomisi

Erkek genital organlar1 dis genital organlar ve i¢ genital organlar olarak genel
olarak iki baslik altinda toplanir. Dis genital organlar penis, liretra ve skrotumu igerip
diaphragma iirogenitale ile arkus pubikus’un altinda yer alirlar. I¢ genital organlar ise
testis, duktus epididimis, duktus deferens, prostat, vesikulo seminalis ve bulbourethral

bez’dir.

Intrauterin dénemde testisler karin boslugunda ve bobreklerin altinda yer alip
doguma yakin donemde testisler 6nce karin boslugunda ve daha sonrada kanalis
inguinalisten asagiya dogru ilerler (8). Testisler funikulus spermatikusa asili duran
skrotum i¢ine yerlesmis bir ¢ift organdir. Kivrimli deri yapisinda olan skrotumun ig
yiizii septum skroti ile ikiye ayrilir. Skrotum iginde; testis, epididimis ile funikulus
spermatikus ve duktus deferens’in bir kismini barindiran torba seklinde bir yapidir (10).
Testisler oval sekilli olup yetiskinlerde yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm eninde ve
3 cm genisligimdedir. Testislerin skrotum igindeki yerlesimleri vertikal yonde olmayip
organin uzun ekseni yukaridan asagi ve onden arkaya egik, sol testis sag testise gore
biraz daha asagida pozisyondadir (11). Testis’in facies medialis ve facies lateralis olmak
tizere iki ylizli; margo anterior ve margo posterior olarak adlandirilan iki kenart,
extremitas superior ve extremitas inferior olarak iki ucu vardir. Margo anterior
peritoneum viscerale’nin uzantist olan epiorchium ile kaplidir. Margo posterior’un
medial béliimiinde Korpus epididimis yer alir. Margo posterior ‘un orta kisminda testis
damar ve sinirleri ile spermin kanallarinin gectigi mediastinum testis denilen yap1
bulunur. Extremitas superior st u¢ olup kaput epididimise yerlesmistir. Extremitas

inferior testis’in alt ucu olup kauda epididimis ile ortiilidiir (10).
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Sekil 1: Testislerin Genel Goriiniimii (22)

Testislerin arteryel kanlanmasi biiyiik o6l¢iide testikiiler arterler tarafindan
saglanir. Abdominal aorta'nin dali olan testikiiler arterler 6nemli yapilarla komsuluk
yapar. Inguinal kanaldan gecerek skrotuma ulasan testikiiler arter, testis yiizeyinde
dallanir. Bu dallarin yerlesimi 6nemli olup girisimsel iglemler sirasinda vaskiiler
yapilara zarar verilmemesi bakimindan Onem tasir. Testikiiler arterler disinda,
diferansiyel arter ve kremasterik arter de testislerin arteryel kanlanmasina katkida
bulunur. Testislerin vendz drenaji, mediastinumdan ¢ikan, birbirleriyle baglantili kiiclik

venler araciligiyla gergeklesir (12).

Testisin posteriorundan ¢ikan testikiiler venler, plexus pampiniformis olarak
duktus deferensin 6niinden yukari uzanir, inguinal kanaldan gegerek abdomene ulasir.
Abdomen i¢inde bu venler birleserek testikiiler arterin her iki yaninda yiikselen bir ¢ift
testikiiler ven meydana gelir. Daha sonra her bir taraftaki bir ¢ift ven birleserek tek bir
testikiiler veni olusturur. Sag testikiiler ven, renal venin hemen altindan vena cava

inferior'a agilirken; sol testikiiler ven sol renal vene agilir (12).



Testisin anjiogenezinde temel yap1 lenfatikler, paraaortik ve interaortokaval lenf
nodiillerine drene olmasidir. Testis ve epididimin innervasyonu iki yolla olur. Bir kism1
renal ve aortik pleksuslardan ¢ikar ve gonadal damarlarla innerve olur. Bir bagka yol
olan gonadal afferent ve efferent sinirler pelvik pleksustan ¢ikarak testis ve epididimisin
innervasyonunu gergeklestirmektedir (13). Baz1 afferent ve efferent sinirler karsi taraf
pelvik pleksusuna karisabilirler (14). Bu noral ¢apraz komiinikasyonlar, bir testisdeki
patolojik olaylarin karsi taraf testisin fonksiyonlarmi da etkileyebilecegini agiklar.
Genitofemoral sinirin genital dallari, tunika vajinalis ve skrotumun duyarliligini saglar

(15).

2.3.Testis Histolojisi
2.3.1. Genel Bilgi

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler.
Fetiisiin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum icinde spermatik kordonlarin
uclarinda asili olarak bulunurlar. Skrotum iginde yer alan testisler 15 gr. agirliginda
oval goriiniimlii olup, distan ii¢ tabakali kalin bir kapsiil ile kusatilmistir. Kapsiiliin dig
tabakas1 tunika vajinalis (T.V].), orta tabakasi tunika albuginea (T.A.) ve i¢ tabakasi
tunika vaskiiloza (T.V.) olarak isimlendirilir. Tek katli mezotelyal hiicrelerden olusan
tunika vajinalis genellikle preparatlarda goriilmez. T.Vj., testisin 6n ve yan yiizeylerini
cevreleyen kapali ser6z kesenin visseral tabakasi peritondan koken alir. Bazal lamina
lizerine oturan visseral tabakasi ylizeyde skrotum flizerine uzanarak bu tabakanin
pariyetal tabakasini olusturmaktadir. Visseral ve pariyetal tabakalar arasinda serdz
bosluk bulunmaktadir. Bu bosluk testisin serbest bir sekilde hareket etmesini
saglamaktadir (16).

Kapsiiliin en kalin ve belirgin tabakasi, yogun bir fibroelastik bag dokusuna
sahip olan tunika albugineadir (T.A.). T.A, bazal lamina ile tunika vaginalisten
ayrilmistir. Diiz kas hiicreleri testisin posterior ylizeyinde yogunlasmistir. T.A., testisin
arka yiiziinde kalinlagarak mediyastinum testisi olusturur. T.V testikiiler kapsiiliin en i¢

tabakasidir. Kan damarlarindan zengin gevsek bag dokusundan olusmustur (16).



Kapsiilden testisin icine uzanan T.A. ince bag dokusu uzantilariyla testisi
yaklasik 250 kadar lobiile ayirir. Lobiiller igerisinde, toplam uzunlugu 280-400 m. olan
600-1200 seminifer tiibiill bulunur. Her testis lobiilii kan, lenf damarlari, sinirleri ve
interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri-L.H.)iceren gevsek bag dokusu ile sarilidir
(16).

Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan sperm tiretirken, L.H. de testikiiler
androjenleri salgilar. Mediastinumda, seminifer tiibiiller tiibiili rektiye ve rete testise
acilir. Buradan 12-15 adet duktuli eferentes ile devam eder. Bu kanallar testis sivisini ve
spermleri duktus epididimisin proksimal boliimiine aktarir (16,17).
2.3.2.Seminifer Tiibiil Histolojisi

Seminifer tiibiiller, 150 pm. genigliginde ve 80 cm. uzunlugunda rete testise agilan
tiiplerdir. Seminifer tiibiilleri bazal membran, yassi miyoid hiicrelerden olusan bir
tabaka ve bag dokusu ¢evreler. Myoid hiicreler, testis tiibiillerinde spermin ilerlemesini
saglayacak kontraksiyondan sorumludur. Seminifer tiibiillere desteklik yapan bag

dokusu yapisindaki membrana propria 4 tabakadan meydana gelmistir (18).

1. 1I¢ hiicresel olmayan tabaka; kollajen lifler, glikoprotein ve hyaluronik asidi
iceren tabakadir.

2. ¢ hiicresel tabaka; peritiibiiler diiz kas hiicreleri olarak adlandirilan, ince ve
uzun sekilli miyoid hiicreleri igeren tabakadir. Myoid hiicreler mezensimal
hiicreler olup ortama gore ¢esitli hiicre tiiplerine dontistirler. Bu hiicreler her iki
ylizeylerinde kiigiik girintiler igerir ve hiicrelerin g¢ekirdekleri ince, uzundur.
Myoid hiicre sitoplazmasinda bol miktarda graniiler endoplazmik retikulum,
lipid damlaciklari, mikropinositotik vezikiiller ve miyofilamanlar bulunur.

3. Dis hiicresel olmayan tabaka; glikoprotein yapisinda, PAS (Periyodik Asit
Shiff) pozitif boyanan en distaki bazal laminadir. Kalinlig1 i¢ hiicresel olmayan
tabakanin sadece bir laminasi kadar olup, Klinefelter sendromunda ve fazla isiya
maruz birakildiginda oldukga kalinlasir.

4. Das hiicresel tabaka ise; endotel hiicrelerinden olusmustur (18).

Seminifer tiibiil epiteli ¢cok katli epitel 6zelliginde olup, baglica Sertoli hiicrelerini

ve farkli gelisim asamalarindaki spermatogenik hiicreleri igerir.



2.3.3.Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olup seminifer tiibiillerde spermatogenik
hiicreler arasinda yerlesim gosterirler. Testiste Onemli fonksiyonlari bulunur. Bu
hiicreler puberteye kadar seminifer tiibiillerin en yogun hiicre tipidir, puberteden sonra
hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur. Tiibiiliin bazal laminasi {izerine oturmus olan
Sertoli hiicreleri tiibiill boyunca diizgiin araliklarla yerlesim gosterirler. Sertoli
hiicrelerinin sinirlar1 diizensiz olup belirgin degildir. Soluk boyanan ve oval sekilli olan
cekirdegi hiicre tabaninin biraz yukarisinda gozlenir. Bir tarafinda derin bir yarik
bulunan c¢ekirdegin igerisinde, Sertoli hiicrelerini spermatogenik hiicrelerden ayirt
etmeyi saglayan oldukga belirgin bir ¢ekirdek¢ik bulunur. Elektron mikroskopta, Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasinda daginik halde serbest ribozomlar, primer ve sekonder
lizozomlar ile ¢ok iyi gelismis agraniiler endoplazmik retikiiliim ve az gelismis graniiler
endoplazmik retikiiliim goriiliir. Lipid damlaciklar1 yoniinden zengin bu hiicrelerde
tiibiiler tip mitokondriyonlar ve gelismis bir Golgi kompleksi gozlenir. Cogu hayvan
tirlerinde gosterilemeyen, protein yapisinda olan ve Sertoli hiicre ¢ekirdegi yakininda
bulunan kristalloid cisimcik goriilebilir. Bu yapiya Charcot-Béttcher kristali ad1 verilir
(19,20).

Sertoli Hiicre Fonksiyonlar:

Gelisen sperm hiicrelerinin beslenmesi, desteklenmesi ve korunmas,
Spermiyogenez sonunda olusan sitoplazma artiklarinin fagosite edilmesi,
Seminifer tiibiil liimenine olgun spermin saliniminin saglanmasi,

Seminifer tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir siv1 salgilanmast,

o~ w0 DN

Seminifer tibiil liimeninde spermatogenez igin gerekli olan testosteron
konsantrasyonunu arttiran androjen baglayici proteinin (ABP) {iretilmesi ve
salgilanmasi,

6. Hipofiz bezinden FSH (folikiil uyarici hormon) salinmasini dnleyen inhibin

hormonunun salgilanmasi,
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7. Anti-Miillerian (Miillerian inhibe edici) hormonun iretilmesi ve salgilanmasidir.
Bu hormon iireme organlarinin gelisimi sirasinda Miiller kanallarinin
gerilemesini saglar. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallarindan kéken alan
yapilarin gelismesini saglar.

8. Kan testis bariyerini saglamak (20).

Kan Testis Bariyeri

Seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bir bariyerin bulunmasi, testikiiler
stvida kandan gelen ¢ok az madde bulunmasina yol agar. Testikiiler kapiller pencereli
tiptedir ve biiylik molekiillerin gecisine izin verir. Spermatogonyumlar kanda bulunan
maddelere kolayca ulagabilir. Ancak, Sertoli hiicreleri arasinda bulunan engelleyici
baglantilar, bir bariyer olusturarak biiyiik molekiillerin Sertoli hiicreleri arasindaki
bosluga tasinmasini engeller. Boylece, spermatogenezin daha ileri asamalarindaki germ

hiicreleri, kandaki zararli maddelere kars1 korunmus olur (20).

Kan-testis bariyerinde hiicresel ayrim bazal ve luminal kompartmanda
farkindalik olusturur. Bazal kompartmanda spermatogonyumlar ve geng spermatositler
(leptoten, zigoten), luminal kompartman da ise olgun spermatositler (pakiten),

spermatidler ve spermler bulunur (20).

Bazal kompartman, interstisyel damarlar ile spermatogenik hiicreler arasinda
kismen serbestce madde degisimine olanak saglarken adluminal kompartman ise madde
degisimini engeller. Adluminal kompartmanda bulunan ve gelismekte olan spermatosit
ve spermatidlerin besin ve diger maddelerden yararlanmalar1 Sertoli hiicrelerine
baglidir. Spermatositler ve spermatidler, bariyerin tizerinde, Sertoli hiicrelerinin yan ve
iist kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin  kuyruklar
gelistikge, bunlar Sertoli hiicrelerinin iist u¢larindan ¢ikan sacaklar halinde goriliirler.
Sertoli hiicreleri epitel dongiisiiniin iliskilerinde 6nemli olan gap junction baglanti
birimleri ile baglanmistir ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir
(20). Kan-testis bariyeri kan dolagimi sirasinda antijenlerin gegisini onler ve limene

yakin bolgede bulunan spermatogenik hiicreleri immiin sistemin etkilerinden koruyarak
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bireyin kendi spermine karsi otoimmiin cevap olusumunu onler. Ayn1 zamanda kandan
zararli maddelerin germinal epitele gecisini de engeller. Bu bariyer sayesinde
spermatogenik hiicrelerin gelisimin mayoz safhasinda dis etkenlerden daha fazla
etkilenme riski oldugundan bu bariyer sayesinde spesifik korunurlar. Ayrica, mayoz
gecirdikten sonra haploid hale gelen germ hiicrelerinin viicut immiin sistemi tarafindan

taninmamalar1 nedeniyle yikilmalarina engel olur (20).

Sertoli hiicreleri, insanda ve diger hayvanlarda t{ireme ¢ag1 siiresince
boliinmezler. Enfeksiyon, kotii beslenme, X- i1sinlarina maruz kalma gibi olumsuz
kosullara kars1 oldukc¢a dayanikli hiicrelerdir ve bu zararli etkilere maruz kaldiklarinda
sag kalim oranlar1 spermatogenik seri hiicrelerine gore ¢ok daha ytiksektir.

Memelilerde spermatozoonlar, Sertoli hiicresinin apikal sitoplazmasinda bulunan
mikrotiibiiller ve mikrofilamentlerin katilimiyla, hiicresel hareketler sonucu salinirlar

(19,21).

2.3.4.Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenez ilkel germ hiicresi olan spermatogonyumlardan, olgun germ hiicresi
olan sperm iiretim siirecidir. Spermatogenik hiicreler, insanda olgunlagmasini 64 giinde
tamamlayan ve g¢ogalabilen hiicrelerdir. Siire¢ ilkel primitif bir germ hiicresi olan

spermatogonyum ile basglar ve iki asamada tamamlanir:

1. Spermatositogenez

2. Spermiyogenez

Spermatositogenez: Spermatogonyumlar, yaklasik 12 um c¢apinda, bazal laminanin
hemen iistiinde yer alan hiicre grubudur. Sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi siki
baglantilarin altinda yerlesim gosterdikleri i¢in kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar.
Ug temel morfolojik spermatogonyum tipi gozlenir: Tip A koyu spermatogonyumlar,
seminifer epitelin kok (stem) hiicreleridirler. Yogun bazofilik ve ince graniiler
kromatinli oval ¢gekirdek igerir. Puberteden itibaren mitotik hiicre boliinmeleri gegirerek
koyu veya agik tip A spermatogonyumlari olustururlar. Tip A a¢ik spermatogonyumlar,

soluk boyanan, ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek igerirler.
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Mitotik boliinmeleri sonucunda farklanarak Tip B spermatogonyumlari olustururlar.
Tip B spermatogonyumlar, merkezi yerlesimli c¢ekirdekcige sahip oval cekirdek
igerirler. Cekirdek kromatini ¢ekirdekcik ¢evresinde ve c¢ekirdek zari boyunca

yogunlagma gosterir (Sekil-2).

Spermatogonyum A hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve
kanser kemoterapisine direnglidir (7). Mitotik olarak boliinen spermatogonyumlar,
mayotik boliinen spermatositler ve farklilasmakta olan spermatidler kanser

kemoterapisine ve radyasyona duyarlidir.
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SEKIL2: Spermatogenezis (23)

Primer spermatositler, 46 kromozom (44+XY) ve 4n DNA igerir. Tip B
spermatogonyumlarin mitoz boliinmeleri sonucu olusan primer spermatositler, DNA
sentez fazin1 tamamladiktan sonra 1. mayoz boliinmenin profaz sathasina girerler. Bu
safhada leptotende her bir homolog kromozom 2 kardes kromatidden olusur, zigotende
homolog kromozomlarin sinapsi baslar ve aralarinda sinaptonemal kompleks
olustururlar, pakitene geldiklerinde kardes olmayan kromozomlar arasinda krossing-
over baglar. Diploten de artik krossing-over sonlanirken kromozomlar arasinda birden

fazla kiyazma ile baglantili tetratlar olusur.
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Diakinez safhasina ulastiklarinda kromozomlar kisalip kalinlasir, sinaptonemal
kompleks dagilir ve bir miikrotiibiil ipligi gelismeye baslar. Daha sonra kromozomlar
metafazda ekvator diizleminde toplanirlar ve anafazda kardes kromatidlerin her biri bir
kutba dogru giderler. Bu béliinmede profazin yaklasik 22 giin dolayinda bir siire almasi
nedeniyle mikroskopta incelenen hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu bu fazda goriiliirler.
Spermatogenik seride en biiyiik hiicreler c¢ekirdeklerindeki sinaptonemal kompleksin
varligiyla karakterize primer spermatositlerdir. Sinaptonemal kompleksin olusumunda
Box-20 geni 6nemli rol oynar. Birinci mayoz bdoliinmeden sonra olusan sekonder
spermatositler 2n DNA ve 23 kromozom (22+X veya 22+Y) igerir. Testis kesitlerinde
sekonder spermatositlerin goriilmesi zordur, ¢iinkii bunlar interfazda kisa siire kalan ve
hizla ikinci mayotik boliinmeye giren kisa dmiirlii hiicrelerdir (19,21).

Sekorder spermatositlerde kromozomlardaki bu sayica azalmaya (46'dan 23'e)
her hiicredeki DNA miktariin eksilmesi (4n'den 2n'e) eslik eder. Sekonder
spermatositlerin  boliinmesi 23 kromozom igeren iki hiicrenin, spermatidlerin
olusmasiyla sonuglanir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz bdliinmeler arasinda S
faz1 (DNA sentezi) goriilmedigi icin, ikinci boliinmeden sonra her hiicredeki DNA
miktar yartya iner ve haploid (n) hiicreler meydana gelir.

Boylece, mayoz boliinme siirecinin sonunda haploid sayida kromozom igeren hiicreler
olusur. Fertilizasyonla bunlar normal diploid sayiya donerler (20,21).

Spermiyogenez sperm iretiminin son asamasi ve spermatidlerin, erkek DNA'sini
ovuma aktarmak i¢in son derece 6zellesmis hiicreler olan sperme doniisme siirecidir. Bu
stirecte hiicre boliinmesi gergeklesmez. Spermatidler,7-8 um capinda olup yogunlasmis
kromatin bolgeli ¢ekirdegi ile ayirt edilir. Seminifer tiibiillerde liimen yakininda

(jukstaluminal) yerlesmislerdir.

Spermiyogenez, akrozom olusumunu, g¢ekirdek yogunlasmasini ve uzamasini,
flagellum gelismesini ve sitoplazmasinin g¢ogunun kaybolmasini igeren karmasik
siirectir. Yeni olusmus spermatid, merkezi yerlesimli bir ¢ekirdek, 1yi gelismis bir Golgi
kompleksi ve ¢ok sayida mitokondriyonlara ve bir ¢ift sentriyole sahiptir. Spermatidin

matiir sperme farklanma siireci 3 faz icerir. Bu fazlar, spermatidlerin 6zel baglantilarla
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Sertoli hiicre membranina fiziksel olarak baglandiginda olusurlar. Bu siirecin sonunda

olgun spermler olusur (19,21).

Golgi fazi, spermatid sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda yer alan belirgin bir
Golgi kompleksi, mitokondriyonlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz yiizli
endoplazmik retikulum igerir. Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan kii¢iik PAS-
pozitif graniiller Golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek membranla sinirl
bir akrozomal vezikiiliin iginde yer alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar.
Sentriyoller go¢ ederek olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir
konuma gelirler. Flagellar aksonem olusmaya baslar, sentriyoller yeniden c¢ekirdege

hareket ettik¢e aksonemal bilesenleri ¢evresine sarar.

Akrozomal faz, akrozomal vezikiil ve graniil olarak, yogunlasan g¢ekirdek on
yarisin1 kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom,
hiyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer proteazlar gibi bazi
hidrolitik enzimler igerir. Akrozom bu yiizden lizozomun &zellesmis bir tipi olarak
islev goriir. Bu enzimlerin, oositleri ¢evreleyen korona radiyata hiicrelerini birbirinden

ayirdig1 ve zona pellusidayi erittigi bilinmektedir.

Spermler bir oositle karsilastiginda, akrozomun dis membrani bir¢ok bolgede
sperm plazma zar1 ile kaynasarak akrozomal enzimlerin (proteaz, asit fosfataz,

hyaluronidaz ve ndraminidaz) hiicre disina bosalmasini saglar.

Bu islem akrozomal reaksiyon olarak bilinir ve oositi saran korona radiyata ve
zona pellusida'yt sperm girisini kolaylagtirmak ig¢in fertilizasyon aninda salinir.
Spermiyogenezin bu evresinde spermatid, seminifer tiibiiliin merkezine dogru yonelir
ve aksonem yoniine dogru uzanir. Ayrica, ¢ekirdek uzar ve daha yogun bir hale gelir.
Ayni zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek distal sentriyolden flagellumu
olusturur. Flagellum keratin iceren dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile gevrili bir
aksoneme (9+2 mikrotiibiil diizenine) sahiptir (20). Flagellumun proksimal kisminda
mitokondriyonlar toplanarak orta par¢a adi verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu
bolge, sperm hareketlerinin enerji kaynagimni olusturur (21). Mitokondriyonlarin bu

sekilde yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketi ile ilgili ve yliksek enerji tiiketimi
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olan bolgelerde yogunlagmasinin bir 6rnegidir. Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP
ve dynein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur
(22).

Matiirasyon (Olgunlasma) fazi geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilir ve spermler tibiiliin limenine salinirlar ve bu olaya

spermiasyon adi verilir (sekil-3).
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Sekil-3: Spermatidin matiir sperme farklanma evreleri (21)

Spermler, duktus epididimise testis sivisi olarak adlandirilan ve Sertoli hiicreleri
ve rete testis tarafindan iiretilen uygun bir siv1 araciligi ile aktarilir. Bu sivi steroidler,

proteinler, iyonlar ve testosteronla iligkili androjen baglayan protein igerir.

Olgun bir sperm bas ve kuyruk elemanlarina sahiptir. Bas bolgesi ¢ekirdek ve
akrozom plazma membrani ile sarilidir. Baglant1 parcasi ¢ekirdege tutunmus proksimal
sentriyol ve aksoneme kaynaklik eden distal sentriyolden olusmaktadir. Orta parc¢a
sperm kuyrugunun bas bolgesinden sarmal sekilde dizilmis mitokondriyal kilifa kadar
uzanir. 9+2 mikrotiibiiler aksonem kuyrugun merkezini kaplar. Mitokondriyal sarmal
yapidaki kilifla aksonem arasinda dokuz distan yogun lif kilift bulunur. Annulus son
halka kismi ise mitokondriyon sarmalin son doniimiiniin altinda yogun bir halka bolgesi
olup orta parganin esas pargaya doniistiigii bolgedir. Esas par¢a annulustan uzanir ve
mitokondriyon i¢ermez, iki uzunlamasina dairesel yerlesimli fibroz kilif iskeleti yedi dis
yogun lif merkezi aksonemden olusur. Son par¢a sadece hiicre zari ile sarilmis

mikrotiibiil yapisindadir (20).
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2.3.6.Interstisiyel Alan

Testisin serminifer tiibiilleri arasindaki alanlar interstisiyel alan olarak
isimlendirilir ve Leydig hiicreleri, gevsek bag dokusu elemanlar1 olan fibroblastlar,
farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlari, sinirler, kan ve
lenfatik damarlar1 igermektedir. Testikiiler kapillerler pencereli tiptedir ve kan
proteinleri gibi makromolekiillerin serbest¢e ge¢mesine olanak saglar. Interstisiyel
alanin, lenf damarlarindan zengin olmasi, bu organdan alinan interstisiyel siv1 ile lenf

stvisinin bilesimindeki benzerligini agiklamaktadir (19).
Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri kan damarlar1 ve lenfatik kanal veya sinozoidler yakininda,
intertiibiiler alanda yerlesmistir. Hiicre yapis1 yuvarlak ya da poligonal sekilli olup,
eozinofilik bir sitoplazmaya sahip merkezi yerlesimli ¢ekirdek kaba kromatin graniilleri
ve belirgin ¢ekirdekeik igerir. Karakteristik tiibiiler kristali mitokondriyonlar, lipid
damlaciklar1 ve iyi gelismis diiz yiizlii endoplazmik retikulum (DER) lipofuksin
grantilleri ile Reinke kristallerine sahiptir (16,19).

Leydig hiicrelerindeki organellerin ve inkliizyonlarin ¢ogu testesteron sentezini
ve salgisini diizenler. Testesteron onciisii kolesterolden iiretilir. Kolesterol ya dogrudan
DER zarlarinda sentezlenmekte ya da dolasimdaki diisiik yogunluklu lipoprotein
molekiillerinden olugmaktadir. Zarla sarili olmayan lipid damlaciklarinda gerektiginde
kullanilmak tizere kolesterol depolanir. Tastyic1 proteinler kolesterolii mitokondriyonun
i¢c zarma aktardiktan sonra mitokondriyonlar luteinizan hormon (LH) etkisi ile
kolesterolii pregnanolona ¢evirir. Sentezlenen pregnanolon mitokondriyon zarindan
DER’e aktarilir. DER {izerindeki enzimler pregnanolon iizerinden bagka degisiklikler
gerceklestirerek testesterona donistiiriirler. Mikrovilluslar araciligiyla hiicre zarindan
hizla difiize edilir. Boylece hiicre dis1 aralifa salinan testesteron hizla dolasimdaki
steroid baglayici proteinlere baglanir. Interstisiyel hiicrelerin hem aktiviteleri ve hem de

miktarlar1 hormonal uyaranlara baghdir. Insanda gebelik sirasinda iiretilen plasental
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gonadotropik hormon, maternal kandan fetusa geger ve androjenik hormonlar1 {ireten,
fetal testikiiler interstisiyel hiicreleri uyarir. Androjenik hormonlar, gelisim sirasinda,

erkek genital organlarin farklilagsmasi i¢in gereklidir (20,21).

2.3.5.Spermatogenezi Etkileyen Faktorler: Spermatogenez siirecinde en dnemli rolii
hormonlar oynar. Spermatogenez, hipofizden salgilanan FSH ve LH hormonlarimnin
testis hiicreleri tizerindeki etkisine baglidir. Bu hormonlar, spermatogenetik seri
hiicrelerinin normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron iiretimini uyarirlar. FSH'1n
Sertoli hiicreleri tizerinde etkili oldugu ve adenilat siklazi uyararak cAMP diizeylerini
artirdig1 bilinmektedir. cAMP'nin artis1 inaktif kolesterol esterazlarini aktive eder, lipid
damlaciklarindan serbest kolesterol aciga c¢ikar. Kolesterol mitokondri ve SER ile
testesterona dontistiiriiliir. Kan testesteron seviyesi diisiik ise FSH Sertoli hiicrelerinden
ABP (androjen baglayici protein) salgilanmasini uyarir. ABP testesterona baglanarak
hormonun bu bdlgeden ayrilmasini engeller. ABP Ostrojene baglanarak spermatogenezi
engeller. Bu protein, testosteronu baglayarak seminifer tiibiillerin liimenine tagir
(Sekil-4).

Testesteron erkek goriinimii ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi, seminal
vezikiillerin, prostatin, bulbouretral bezlerin islevleri i¢in gereklidir. Bu hiicreler Sa-
rediiktaz tiretir. Testesteron dihidrotestesterona donitistiiriliir.

Ortalama viicut sicakligimin (37°C) altindaki sicakliklarda gerceklesen
spermatogenezin diizenlenmesinde sicaklik c¢ok Onemlidir. Testislerdeki sicaklik
yaklasik 35°C'dir ve ¢esitli mekanizmalar araciligiyla kontrol edilir. Testikiiler arteri
zengin bir vendz ag (pampiniform pleksus) sarar ve testislerdeki sicakligin
korunmasinda Onemli olan, kanin karsi yonde isleyen bir sicaklik degisimi ile
sogutulmasidir. Diger etkenler, terin skrotumdan buharlagsmasiyla 1s1 kayb1 ve spermatik
kordonun kremaster kaslariin kasilmasiyla testislerin daha yiiksek sicakliklarda

kalabilecegi inguinal kanala ¢ekilmesidir (20).
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Sekil-4: Erkek ireme sistemi endokrin diizenlemesi (24)

2.3.6. Testis I¢i Genital Kanallar

Testis i¢i kanallar, tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes’lerdir. Bu
kanallar seminifer tiibiillerden gelen siviy1 ve spermleri duktus epididimise tasir.
Seminifer tiibiillerin gogu kangal bi¢gimde kivrilmistir ve her iki ugtan rete testise tubuli
rekti olarak bilinen diiz tiibiillerle baglanir. Spermatogenik hiicrelerin giderek ortadan
kayboldugu bu tiibiillerin baglangi¢ boliimii yalnizca Sertoli hiicrelerinden olusur. Bu
baslangi¢ boliimii sik1 bag dokusu ile desteklenen ve prizmatik epitel hiicreleri ile doseli
ve olduk¢a fazla anastomoz igeren kanallar agidir. Diiz seyirli seminifer tubiiller
mediyastinum testiste yer alan rete testise acilir. Tunika albugineanin kalinlagsmasi ile
olugsmus mediyastinum i¢inde bulunur. Rete testis tek katli kiibik veya algak prizmatik
epitel ile doseli diizensiz, anastomozlasan kanallardir. Epitel hiicreleri tek bir apikal

kinosilya ve birka¢ mikrovillus igerir (21).
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Epitelin yaslandig1 bazal membran, mediyastinumun bol kan damarlar1 ve bag
dokusu ile sarihidir (21). Rete testisten 10-20 kadar duktuli efferentes ¢ikar. Bu
kanallar, epididimis yoniine dogru hareket saglayan Kinosilyali hiicrelerle degisimli
olarak Kinosilyasiz kiibik hiicre gruplarindan olusan bir epitele sahiptir. Bu, epitele
deniz taragi bigimindeki karakteristik goriiniimiinii verir. Kinosilyasiz hiicreler
seminifer tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogunu emer. Kinosilyali hiicre aktivitesi ve
stvi emilimi, spermlerin epididimise dogru siipiiriilmesini saglayan bir sivi akimi saglar.
Epitelin bazal laminasinin diginda sirkiiler olarak dizilmis diiz kas hiicrelerinden olusan
ince bir tabaka vardir. Duktuli efferentese dogru giderek birlesip epididimisin duktus
epididimisini olusturur (21).

2.3.7. Genital Bosaltim Kanallar1
Testiste tretilen spermleri penise dogru tasiyan kanallar duktus epididimis,

duktus deferens (vas deferens) ve iiretradir.

Duktus epididimis, yaklasik 4-6 m uzunlugunda ve 400 pm gapinda, tek ve
olduk¢a kivrintili bir kanaldir. Bas ve kuyruk kisimlari bulunmaktadir. Kiibik bazale
yerlesimli hiicreler ve yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Tek sirali diiz kas
hiicreleri ve kapiller damarlardan zengin bag dokusu ile ¢evrelenmis bir bazal lamina
lizerine yerlesmistir. Diiz kas hiicreleri peristaltik kasilmalarla spermin kanallar
boyunca ilerlemesine yardim eder. Epitel hiicrelerinin yiizeyleri Stereosilya adi verilen,
uzun, dallanmis diizensiz mikrovilluslar ile kaplanmistir. Epitelde bazal ve esas hiicreler

yer alir.

Kuyruk kismi spermlerin hareket yetenegini kazandigi ve depolandigi yerdir.
Ayrica, gliserofosfokolin ve diger glikoproteinlerin salgist1 da duktus epididimiste
gercekleserek spermlerin kadin lireme sistemine ulasana kadar kapasitasyonu saglanmig
olur. Bu bolgede luminal sivi geri emilimi ve sitoplazmik artiklarin fagositozu saglanir
(16).
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Epididimisten duktus (vas) deferens adi verilen kalin muskiiler duvarl diiz
kanal devam ederek prostatik iiretraya agilir. Bu kanalin tipik olarak dar bir liimeni ve
kalin bir diiz kas tabakasi vardir. Mukozasi uzunlamasina kivrimlar olusturur;
cogunlukla sterecosilyalara sahip yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile kaplidir.

Bazal laminanin altindaki bag dokusu fibroelastik yapidadir. Fibroelastik
tabakay1 icte ve dista uzunlamasina ortada dairesel 3 diiz kas tabakasi, onu da ince
gevsek bag bir dokusu kusatir (16,21).

Duktus deferens, spermatik kordonun bir pargasini1 olusturur. Bu kordon
testikiiler arter, pampiniform pleksus ve sinirleri igerir. Duktus deferens prostata

girmeden Once genigler ve ampulla denilen boliimii olusturur. Bu alanda epitel

kalinlasir ve oldukga fazla kivrimlanir. Ampullanin son kisminda vesikula seminalis’ler

duktus deferense katilirlar. Bundan sonra duktus deferens prostata girer ve prostatik
tiretraya acilir. Prostata giren segmente duktus ejakulatoryus denir. Duktus
ejakulatoryus basit prizmatik epitele sahiptir. Epitel altinda bag dokusu kivrintili bir
yap1 gostermesi nedeniyle limen diizensiz goriiniir. Duktus deferensin mukoza katmani
ampulla boyunca duktus ejakulatoryusun igine kadar devam ederken, kas tabakasi

ampulladan sonra bitmektedir. (16,21).
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Sekil-5. Genital bosaltim kanallar1 (21)

21



2.3.8. Yardimeci Genital Bezler

Yardimci genital bezler, erkeklerde tireme islevinin silirdiiriilmesi i¢in gerekli

salgilart Giretir. Bu bezler vezikula seminalis, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerdir.

Vezikula seminalis, uzunluklari 15 ¢m olan iki adet olduk¢a kivrimli kanaldir.
Mesanenin arka yliziine yerlesim gosterirler. Doku kesitleri alindiginda ayn1 kanal farkl
yonlerde gbzlenebilir. Epiteli; yalanci ¢cok katli prizmatik epitel, altinda fibroelastik bag
dokusu, icte dairesel dista uzunlamasina diiz kas tabakasi en dista da ince fibroelastik
bag dokusu ile sarilidir. Vezikula seminalis viskoz, sarimsi renkte, Vitamin C, fruktoz,
sitrat, inozitol, prostaglandinler ve g¢esitli proteinler gibi spermleri aktive eden
maddeleri igeren bir salgi tiretir. Prostoglandinler servikal mukusla reaksiyona girerek,
sperm hareketleri i¢in uygun bir ortam olusturur, Spermin ovuma ulagmasi igin uterus
ve fallop tiiplerine zit yonde peristaltik kasilmalarini saglar (19). Erkek {ireme sistemi
ile iliskili bu bezler tarafindan iiretilen ve seminal siviya salinan karbonhidratlar, sperm
hareketi i¢in enerji kaynagini olustururlar.

Fruktoz, bu karbonhidratlar icinde en fazla bulunan monosakkaritdir. Insan
ejekiilatinin % 701 seminal vezikiillerden kaynaklanir. Seminal vezikiillerdeki epitel
hiicrelerinin boyutlar1 ve salgilama siireglerinin islevsellik derecesi testosteron
diizeylerine bagimlidir (20,21).

Prostat en biiyiik yardimer bezdir. 30-50 adet dallanmig tiibiiloalveoler bezden
olusur. Bezleri son derece zengin bir fibromiiskiiler stroma gevreler. Stromasi kapsiilden
koken alir ve bag dokusu ve diiz kas hiicreleri igerir. Prostat bezi kapsiilii, damardan
zengin, diizensiz siki bag dokusu ve diiz kas hiicreleri igerir. Kapsiilden ¢ikan septumlar
bezin i¢ine dogru uzanirlar ve bezi bolmelere ayirirlar; bu bolmeler eriskin erkekte
kolayca segilemez. Bu bezlerin kanallar1 prostatik iiretraya bosalir. Prostatik bezler ti¢

bolgede diizenlenmistir. Periiiretral mukozal bezler, periiiretral submukozal bezler ve
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esas bezler olarak adlandirilan periferal bilesik bezlerdir. Bezler tek katli ya da ¢ok katl
prizmatik epitel ile doselidir. Liimen glikoproteinden zengin ve bazen kalsiyum birikme

alan1 olan prostatik taglar(corpora amilasea) igerir (25).

Hiicreler bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksine
sahiptir. Prostat sivisi alkalen, yani baziktir. Prostat sivisi; su, sitrik asit, asit fosfataz,
amilaz, kolesterol, kalsiyum, ¢inko, tamponlayici tuzlar, fosfolipidler, prostaglandinler,
fibrinojen, seminaplazmin adi verilen antibiyotik, B-mikroseminoprotein ve prostat
spesifik antijen (PSA) icerir. Prostat salgisindaki elemanlarin yapisi net olarak
bilinmemekle beraber islevleri konusunda cesitli fikirler mevcuttur. Ornegin; sitrat,
osmotik dengenin saglanmasinda rol oynar. Cinkonun, bakteriostatik islevi oldugu
diisiiniilmektedir. Prostatik asit fosfatazin (PAF) semendeki gorevi net olarak
bilinmemekle birlikte metastatik prostat kanseri hiicreleri bu enzimi kana salgiladiklar
icin klinik 6nemi vardir (25,21). Prostat sivisinin alkalik 6zelligi, ovumun basarili bir
sekilde fertilizasyonu igin ¢ok onemli olabilir. Pihtilasma enzimi, seminal vezikiilden
gelen fibrinojeni etkileyerek zayif bir piht1 olusturur. Bu olay servikste ve vajinanin
derinliklerinde semenin tutunmasina yardim eder. Pihti, sonraki 15-30 dakika i¢inde,
profibrinolizinden olusan fibrinolizin ile ¢6ziiniir ve eritilir. Pihtinin ¢oziinmesi ile
spermlerin yiiksek hareketlilik kazandig1 goriliir (21).

Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri), ¢aplar1 3-5 um capinda ve iretranin
membrandéz kisminin proksimalinde yerleserek buraya bosalan bezlerdir. Mukus
salgilayan tek katli prizmatik epitel ile doseli tiibiiloalveoler bezlerdir. Her bezi loblara
ayiran septumlarda iskelet ve diiz kas hiicreleri bulunur. Salgisi, kayganlastirict islevi
goren berrak bir mukustur. Semene ilk karigsan salgi bu bezin salgist olup, asit idrarin

gectigi tiretra alanini alkalilestirir ve kayganlastirir (21) .
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2.4. TESTIS TORSIiYONU

Testis torsiyonu (TT), ilk olarak 1840’da Delasiauve tarafindan tanimlanmis
olup, yenidoganlarda ilk kez 1897°de Taylor tarafindan rapor edilmistir. Testis
torsiyonunun damarlanma agisindan ve acil miidahele gerektiren bir durum oldugunun
kabulii uzun zaman almistir (26).

TT, cocukluk ve genglik caglarindaki erkeklerde akut skrotumun ana
nedenlerinden biridir. TT, spermatik kord ve diger yapilarin kendi ekseni etrafinda
dénmesi sonucu testis kan akiminin bozulmasidir (27). Klinikte testis torsiyonlari 360°-
720° arasinda goriilmektedir. Tedavi edilmezse testis dokusunda nekroz gelismektedir
(28).

Testis ve eklerinde 25 yasina kadar torsiyon goriilme orani 1/4000°dir (29). TT,
her yas grubunda goriilebilmesinin yaninda, 6zellikle pubertal donem ve ilk 1 yasta pik
yapar. Olgularin biiyiik ¢ogunlugunu pubertal donemde ve yeni dogan grubu olusturur.
Cerrahi endikasyon gerektiren akut skrotum semptomlu ¢ocuklar degerlendirildiginde,
apendiks testis torsiyonu % 45-57, spermatik kord torsiyonu % 26-27, epididimitis ise
yalnizca % 10-11 oraninda gozlenmistir (28).

Torsiyonun sebebi genellikle bilinmemekte olup, ¢esitli hazirlayici etkenlerden
sO6z edilmektedir. Pubertede testis hacminin bes-alti kat artisi, bu donemde torsiyon
goriilme riskini artirmistir. Yine kremaster veya dartos kaslarinin kasilmasi da testis
torsiyonu sebeblerinden olabilir. Cevre 1sisinin 2°C’nin altina diistiigii ortamlarda
torsiyonun daha sik goriildiigii bildirilmistir (30). TT’nun etiyolojisinde; hipermobil
testis, testis ve ekleri arasinda zayif veya anormal baglant1 ve poliorsidopati vardir.
Kriptorsizm, testis tiimorii, spermatosel, spermatik kord eklerinde anomali, kisa kord
torsiyonu, “clapper bell deformitesi” torsiyon i¢in ortam olusturur. TT riskini artiran
diger faktorler ise; pampiniform pleksus venlerinin trombozu, vaz deferensin asiri

hareketliligi, hiperaktif kremaster refleksi, gelismemis gubernakulum, vaskiiler
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malformasyonlar, gegirilmis skrotal cerrahi ve orsidopeksi olarak siralanabilir. Ayrica
giinlik yasam aktiviteleri arasinda yer alan birgok fiziksel aktiviteler; yiizme, kayak
sporu, cinsel aktivite, kalgalarin ani fleksiyonu, agirlik kaldirma gibi durumlarin da
torsiyonu tetikledigi bildirilmistir. Ayrica, soguk havalarda (6zellikle 15°C’nin altinda)
torsiyon riski daha fazladir. Yaz aylarinda torsiyon riski azalir (31). TT, genellikle sol
testiste goriiliirken, olgularin % 2’sinde iki taraflidir. Sol testis daha uzun bir spermatik
korda sahip oldugundan sag testise oranla iki defa daha sik torsiyone olur. iInmemis ve
retraktil testislerde torsiyon olasiligi artmustir (32). Testis torsiyonu ekstravaginal ve

intravaginal olmak iizere iki sekilde olugsmaktadir.

2.4.1. Ekstravaginal Testis Torsiyonu

Bu torsiyon modeli Perinatal dénemde daha yogun goriilen TT ¢esididir.
Intravaginal TT’na gére daha nadir goriiliir. Bu dénemde testisin skrotuma inisi ile
testikiiler fiksasyon tamamlanamamis oldugundan torsiyon meydana gelebilir.
Intrauterin torsiyonlar “vanishing testis” sendromundan sorumlu tutulmaktadir.
Asemptomatik seyrettiginden sikligi tam olarak bilinmemektedir. Ekstravaginal TT
genellikle testikiiler atrofi ile sonuglanir. Bu olgularda da erken cerrahi girisim ve
kontralateral testisin fiksasyonu onerilmektedir (32).

TT da kritik zaman dilimi ilk alt1 saattir. Bu donemde testisin kurtarilma orani
%85-97°dir (27). 6-12 saatte bu oran %55-85 ve 12-24 saat arasinda %20-80 iken 24
saatten sonra %10’un altina inmektedir (33).

2.4.2 Intravaginal Testis Torsiyonu

Intravaginal TT adelosan dénemde daha fazla gozlenmektedir. Uzun
mezorsiyum ile testisin serbest hareketliligi “Bell-Clapper deformitesi” adi verilen
anatomik yap1 bozukluguna sebeb olarak intravaginal TT’a sebep olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Bu malformasyonda periton testise normalde olmas1 gereken yerden daha
yukarida yapismaktadir. Sonugta testis daha transvers pozisyonda, serbest bir bicimde
tunika vaginalis i¢inde asili durmakta ve kolaylikla torsiyone olmaktadir. Bu anatomik
anomali genellikle bilateral testisin yakinlarindadir. Hayn ve arkadaslar1 47 erkek
cocukta bu anomaliyi spermatik kord torsiyon durumundan kaynaklandigini1 ve kesilen

kord torsiyonu her durumda alan1 etkiledigi ve controlateral testisin % 88-90’ninda da

25



etkileri oldugunu gostermistir (34). Aniden kremasterin kasilmasi spermatik kordun
kasilarak spiral sekil almasi, mekanik tepki, cinsel ve 1s1 uyarilar testisin geri ¢ekilip
rotasyonal etkisine neden olabilir (28).

TT’da en gboze carpan bulgu baslangi¢chi ve ciddi bir skrotal agridir. Skrotal agr
kasiga ve ayni taraf karin alt kadranina yayilir. Olgularin dortte birinde agriya bulanti,
kusma gibi diger sindirim sistemi sikayetleri eslik edebilir. Baz1 hastalarda skrotal
travma ya da skrotumu ilgilendiren baska bir hastalik 6ykiisii vardir (32).

Fiziki muayene bulgularinda skrotal-inguinal agr1, yiiksek yerlesimli testis, yatay
ve horizontal olarak skrotomun iist kismina yerlesim gosterir. Skrotumda 6dem, eritem
ile ipsilateral tarafta kremasterik refleksin azaldigi zamanla kayboldugu goriiliir (29,35).
Testis ve epididimisin eklentilerinin torsiyonun ayirict tanisi olarak diistiniilmelidir.
Appendiks testis torsiyonunda skrotumda mavi nokta isareti mevcuttur ve skrotum
icerisinde mobil, hassas, sert bir nodiil ele gelir. Pollakiiiri, disiiri gibi {iriner sistem
semptomlari olmasi ve idrar tahlilinde piyiiri goriilmesi epididimitisi destekler (32).

Torsiyon diisiiniilen olgularda yapilacak ultrasonografi, ilk saatlerden itibaren
biliylimiis ve hipoekojen testisi gosterir. Tanida yardimci olabilecek giivenilir diger
tetkikler, renkli doppler ultrasonografi ile testis sintigrafisidir. Technetium-99 m. ile
radyoizotop goriintiilemede karakteristik olarak testiste izotop tutulumunun olmadigi
goriiliir. Inflamatuar yanitin gostergesi olarak, tutulum olmayan bolgenin etrafinda
halka seklinde skrotal perfizyonun varligi, gecikmis torsiyonu isaret eder. Doppler ile
normal kan akimi ve etkilenen tarafta artmis perflizyon epididimis ve bazen de
appendiks testis torsiyonu ile uyumlu olabilir. Tedavisi detorsiyon ve reperfiizyondur.
Narkotik analjezikler yardimiyla manuel detorsiyon denenebilir (36).

TT’da kan akiminda sirkiiler diizeni bozulmaktadir. Basglangicta venoz tikaniklik
olusur. Bu durum, testiste 6deme ve agriya yol acgar. Testisin tunikasi elastik
olmadigindan, olusan vendz konjesyon arteriyel dolasimi bozar. Kan akiminin azalmasi
tipk1 diger dokularda oldugu gibi testiste de hipoksiye neden olur. Deneysel
caligmalarda testikiiler iskemiye en duyarli olan hiicrelerin baginda spermatogonyum ve
spermatositler olmak {izere germ hiicreleri oldugu gosterilmistir. Germ hiicre

apoptozunun testis torsiyonu ve reperfiizyonundan 24 saat sonra doruk noktaya ulastigi,

26



reperfiizyondan 48 saat sonra gerilemeye basladig1 belirtilmistir (37). Iskemi hasarmin
Leydig ve Sertoli hiicreleri lizerine de 6nemli etkileri oldugu bildirilmistir (38).

Iskemik dokularda canlilig1 korumak igin temel prensip torsiyone olmus testisin
reperfiize edilerek kurtarilmasidir. Reperfiize edilen testis dokusunu skrotuma
yerlestirirken de tekrar torsiyone olmamasi durumuna dikkat edilmelidir. Bu nedenle
testis torsiyonlu olgulara zaman gegirmeden miidahale edilmelidir. Torsiyonun
baslangici ile testisin canliligini kaybetmesi arasindaki siire hastadan hastaya farklilik
gostermektedir. Gonad torsiyonunda testisin canliligi iki parametreyle yakindan
ilgilidir. Bunlar torsiyonun derecesi (180°, 360° ve 720°) ve torsiyonun siiresidir. Testis
ilk 6 saat iginde uygun miidahale yapildig: takdirde kurtarilabilmektedir (39).

Yapilan ¢alismalarda 360° iizerinde olan ve 24 saatten fazla siiren torsiyonlarda
testislerde ileri derecede atrofi saptanmustir (40,41).

12 saatten az torsiyonda kalan testislerin % 4’{i nekroza giderken, torsiyon siiresi
12 saatten fazla olan olgularda bu oran % 75°e kadar ¢iktig1; 24 saatten daha uzun siiren
olgularda ise, testiste geriye doniistimsiiz degisikliklerin oldugu bulunmustur (41). Mc
Combe ve Scobie’nin galismalarinda, TT’lu hastalarin % 38’inin 24 saatten sonra
bagvurduklari belirlenmistir (42).

Detorsiyon sonrasinda gelisebilecek olan reperfiizyon hasari; nétrofil
infiltrasyonu ve serbest oksijen radikallerinin (siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri) artisiyla yakindan iligkilidir (43). Olusan serbest oksijen radikalleri
hiicre membranindaki lipidlerin peroksidasyonuna, protein denaturasyonuna ve sonugta
DNA hasarina yol acar. Yapilan deneysel c¢alismalarda, detorsiyon sonrasi ortaya

cikabilecek bu hasar 6nlemek i¢in degisik maddeler kullanilmistir (38).
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2.5. ISKEMI VE REPERFUZYON HASARI

Iskemi, herhangi bir nedenle arteriyal ve vendz kan akiminin bozulmasi ile
dokudaki kan akiminin, hiicresel fonksiyonlar1 karsilamak icin gerekli olan diizeyin
altina diismesi durumu olarak tanimlanmaktadir. Aerobik organizmalar canliliklarin
devam ettirebilmek igin oksijene gereksinim duymaktadirlar. Iskemi hiicresel oksidatif
fosforilasyonu azaltir ve adenozintrifosfat (ATP), fosfokeratin gibi enerjiden zengin
fosfatlarin depolarinda yetmezlik olusur. Iskemide enerji eksikligine bagli olarak;
asidoz, ATP yikim firiinlerinin birikmesi, makromolekiil sentezinin durmasi, iyon
dengesinde bozulma gibi olaylar gelisir. iskemi proinflamatuar durumunda uyararak
16kosit adezyon molekiilleri, sitokinler, endotelin, tromboksan A2 gibi mediatorlerin
salimmasina neden olur (44). Torsiyona ugramis testis de perfiizyonun azalmasina yol
acar (45).

Reperfiizyonun ardindan ortamda olusan serbest oksijen radikalleri nedeniyle
gelisen iskemi reperfiizyon hasari ise testikiiler doku yikiminin daha da artmasina neden
olmaktadir (46). Reperfiizyon hasar1 sonrast molekiiler etkilesimler ile serbest oksijen
radikalleri, lipid peroksidasyonu, eikozonaid {iretimi, n&trofil aktivasyonu ve
infiltrasyon, hiicre komplement aktivasyonu ve sitokin {iretimi olusur (47).

Serbest oksijen radikalleri, hiicre komplementlerinden olan fosfoliplerin
doymamis yag asit kalintilarin1 ortadan kaldirmak amagli oksidasyona yonelir. Serbest
oksijen radikalleri, elemanlar1 hiicre membran lipid peroksidasyon patogenezinde
onemlidir. (48). Iskemi sonrasi, organa tekrar kan pompalanmasi geri déniisiimsiiz
hasarlanmay1 onler. Organin tekrar kana kavusmasi kanin akim hizi ile dogrudan
etkilidir. Akim hiz1 arttik¢a iskemiye bagli olusan hasar durumuna ek olarak kaybolan
fonksiyonlarin bir kismi tekrar geri kazanilir fakat olusan serbest oksijen radikallerine
ve kandaki aktive edilmis kan hiicrelerine bagl olarak “reperfiizyon hasari” olusur.
Iskeminin derecesi ve siiresine bagli olarak dokuya tekrar oksijenizasyon olmas1 hasarmn
daha siddetli olmasina neden olabilir (49).

Parks ve Grader’e gore mezenterik iskemi hasarinda reperflizyon srasinda doku

hasarmin daha fazla oldugu bildirilmistir (50). Iskemi/Reperfiizyon hasari(lI/R), endotel
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ve farkli hiicre tipleri arasinda farkli etkilesimlere, makrovaskiiler hasarlara hiicre
apoptozuna ve nekrozuna sebep olabilir (49).
2.6. TESTISTE OKSIDATIF STRESS

Iskemi/reperfiizyon hasar1 ile olusan oksidatif stres, serebro-vaskiiler
bozukluklar, atheroskleroz, diabetes mellitus, amfizem/bronsit, alkolik karaciger
hastaligi, akut ve kronik renal yetmezlik, gebelik preeklampsisi, yaslanma, Parkinson
hastaligi, serviks kanseri, retrolental fibroplazi, Down sendromu, Duchenne tipi
muskiiler distrofi basta olmak {izere bir¢ok hastaliklarda énemli rol oynamaktadir (3)

(Sekil 6).

Oksidatif Stress

Inflammation Toxins
Reperfusion injury Radiation

Reactive oxygen species (ROS)
__--S0D

- i Gilutathione
Dy peroxidase

~Z~~- Antioxidants

- Vitamin E
DNA damage
Damage to \
cytosolic proteins

Lipid peroxidation and
membrane injury

Sekil 6: Oksidatif stres dengesi(51)

Oksidatif stres hiicresel diizeyde DNA, hiicre membran1 ve mitokondriyal hasara
da neden olmaktadir.

Testis Torsiyonu (TT), testiste kalict hasar yapmamakla birlikte acil miidahale
gerektiren bir durumdur. Uzun siireli TT iskemisi ve yiiksek seviyeli oksidatif stres
testiste Nitrik Oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H,O, tiretimine, lipid peroksidasyonu
miktarinin artisina, isoprostan birikimine, antioksidan enzim tiikketimine ve mitokondri
aracilt apoptotik germ hiicrelerinin artigina neden olur (52,53).

2 saatten daha az siireli iskemi, testiste oksidatif stresin artisina, glutatyon
seviyesinin azalmasina ve testiste spermatogenezde bozulmaya neden olur. Testiste,
torsiyon ve detorsiyon sonrasi peroksidasyon seviyesinde artis gézlenmis olup, bu olay

reperflizyon hasarinin indiiklendigini gostermektedir (54). Reperfiizyon hasarinda,

29


http://www.muirspathology.com)oksidatif/

oksidasyonun temel sistein gruplar1 (-SH) ve proteolitik enzimler yardimiyla, ksantin
dehidrogenaz, iskemi boyunca ksantin oksidaza oksitlenmektedir. Reperfiizyon sonrasi
dokuya hizla gelen kan akimi ile ksantin oksidaz aniden ksantini-hipoksantine
oksitleyebilir ve bu da bol miktarda serbest oksijen radikalleri olusumunu
tetikleyebilmektedir. Ayrica, yiliksek oranda serbest kalan molekiillerin gegisi ile
indiiklenen oksidatif hasarlar olusur. Kisa siireli testis iskemi hasar1 sonrasi oksidatif
stresle aniden lipid peroksidayonu indiiklenirken endogenez antioksidan aktivitelerden
SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz baskilanir (55, 56, 57).

TT sonrast detorsiyon ile indiiklenen I/R hasarinin, eksojen antioksidanlar olan
selenyum, resveratrol, L-karnitin, kaffeik asit fenil ester, yesil ¢ay ve sarimsak ekstrati
gibi ajanlarin kullanimlar1 ile 6nemli Olclide azaltilabilecegi yapilan g¢aligmalarda

belirtilmistir (55, 57, 58, 59).

2.7. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikal, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekiil stabil ve
reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da molekiilden bir elektron
kayb1 onu reaktif hale getirir. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere
kars1 organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusur ve igsel mekanizmalarla
organizmay etkileyecek zararl etkilere karsi korur.

Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikallerin endojen kaynaklar1 oksijen,
nitrik oksit (NO), uyarilmis notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi,
endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrani olarak sayilabilir. Solunan
oksijenin % 95’inden fazlasi mitokondrilerde ATP seklinde enerji olusumunda
kullanilirken, yaklasik %35 °1 de son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron igeren ve bu
ozellikleri nedeniyle de toksik serbest radikallere ddniismektedir. Insan

metabolizmasinda her yil 2 kg O, olusturuldugu bildirilmistir (60).

Serbest radikaller 3 sekilde ortaya ¢ikar;
1- Kovalent bagli bir molekiiliin homolitik boliinmesi. Bu durumda ortaya ¢ikan her bir

parcada ortak elektronlardan biri bulunur.
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2- Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi.
3- Bir molekiile elektron eklenmesi seklinde ortaya ¢ikabilirler (61).

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda dénemli rol alan nétrofiller
azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve miyeloperoksidaz
enzimlerini igerirler.

Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli roller {iistlenerek; aktive olmus
notrofillerde ksantin-oksidaz miktarmin artmasi ile serbest oksijen radikallerinin
salinimini baslatir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun baslamas1 ile birlikte, dokudaki
oksijenin yaklagik %70’i NADPH-bagimli oksidaz ile siliperoksit iyonlarina
oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu, ¢ogu kez spontan dismutasyonla hidrojen perokside
dontigiir. Hidrojen peroksit ise kloriir iyonlarinin varliginda miyeloperoksidaz enzimi
araciligi ile hipoklorik aside indirgenir. Notrofillerin aktivasyonu ile nétrofil sekonder
graniillerden salinan apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, komplemani aktive eden
enzim, elastaz, kolajenaz ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara
neden olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve duvar
yapisinin gevsemesi ile notrofillerin dokuya gocii kolaylasir (60). Serbest radikaller
organizmada rutin biyokimyasal reaksiyonlarin yani sira hipoksi, iskemi-reperfiizyon,
ksenobiyotikler(sigara dumani, asbest, ozon vb.) ile de olusur. Noétrofil ve fagositik
fonksiyonlarmin bir boliimii olarak serbest radikaller sentez edildigi de gosterilmistir.
Hiicre ve hiicreler arasi sivida oksijen ve nitrojenler bir dizi spontan ve enzimatik
reaksiyonla serbest radikal haline doniistirler (62).

Insan spermatozonu tarafindan iiretilen serbest oksijen radikalleri ile sitoplazma
yogunlugu arasinda pozitif korelasyon bulunur. Bu korelasyon plazma membranindaki
NADPH oksidasyonu ile kolaylasmis bir yolla mekanizmasi desteklenir (63). Serbest
oksijen radikalleri insan viicuduna temel metabolik siireglerde veya diger dissal
kaynaklarla ornegin x-Ray, ozon, sigara kullanimi, hava Kirliligi ve endstriyel
kimyasallar, bazi ilaglar, pestisitler yoluyla ulasir. Serbest oksijen radikalleri hiicre
icinde hem enzimatik yolla hemde enzimatik olmayan reaksiyonlarla olusur. Enzimatik
reaksiyonlarin kaynagi solunum zincirine katilan ekipmanlar, fagositozda, prostoglandin

sentezinde, sitokrom p-450 sisteminde yer alir(64).
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Hiicre iginde iiretilen serbest oksijen radikallerinin kaynaginin ¢ogu; mitokondri,
ksantinoksidaz, peroksidaz, inflamasyon, fagositoz, arasidonik yollar, egzersiz,

iskemi/reperfiizyon hasar1 yer alir (64).

2.6.1. Siiperoksit Radikalleri ( O,)

Siiperoksit radikali (O,) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,)

bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis metallerinin
oksidasyonu siiperoksit radikalini meydana getirebilir. Siiperoksit radikali diger
bilesikler araciligi ile etki edebilir. Bu radikal anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit
kaynag1 olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyiciligi roliiyle géreve katilmasidir.
Siiperoksit radikali diisik pH degerlerinde daha reaktifdir ve oksidan perhidroksi

radikali (HO,) olusturmak iizere protonlanir. Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali

birbirleriyle reaksiyona girince biri okside olur iken digeri indirgenir. Bu dismutasyon
reaksiyonu sonucu oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir. Siiperoksit radikali hem
oksitleyici hem indirgeyici 6zellige sahiptir. Ornegin Ferrisitokrom C ya da nitroblue
tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak davranarak bir elektron kaybeder ve
molekiiler oksijene okside olur. Siiperoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan

olarak davranarak bir elektron alir ve hidrojen perokside (H,0,) indirgenir (65).
2.6.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidrojen peroksit (H,O,), stiperoksidin gevresindeki molekiillerden bir elektron

almas1 veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu

olusan peroksitin iki proton (H ) ile birlesmesi sonucu meydana gelir (66).

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iretimi, siiperoksidin (O,)

dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Bu
reaksiyon, radikal olmayan iriinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir, ya spontan gergeklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon reaksiyonunda pH 4,8'de en hizhidir,
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enzimatik dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da
alkali pH'da daha belirgindir (3). Siiperoksit radikalinin lipid ¢6ziiniirligii sinirli oldugu

halde hidrojen peroksit lipid ¢oOziiniirliigii yiiksektir. Bu nedenle hidrojen peroksit

2+
kendisinin olustugu yerden uzakta olan fakat Fe iceren membranlarda hasar

olusturabilir (66).

2.6.3. Hidroksil Radikali (-OH)

Hidroksil radikali (-OH), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiliksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikalidir, yarilanma 6mrii gok
kisadir.

Hidroksil radikali serbest oksijen radikallerinin en giigliisiidiir. Olustugu yerde
tiyoller ve yag asitleri gibi gesitli molekiillerden bir proton eksilterek tiyil radikali (RS),
karbon merkezli organik radikal (R), organik peroksit (RCOO) gibi yeni radikallerin
olugsmasina ve hiicrede biiyiik hasara neden olur (3).
2.6.4.Nitrik Oksit (NO)

Bir atom azot ile bir atom oksijenin c¢iftlesmemis elektron vererek
birlesmesinden meydana gelmistir ve bu ylizden radikal tanimina uymaktadir. NO’in
yart dmrii 10-20 saniyedir (66).

NO metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip azot dioksit (NOZ)
olusturur. NO kolaylikla kimyasal reaksiyona giren, biyolojik membranlardan hizla
gecebilen bir serbest radikaldir. Iskemi durumunda siiperoksitle reaksiyona girerek
peroksinitrit (ONOO), nitrojen dioksit (NO,) ve peroksinitroz asit (ONOOH) gibi
sitotoksik radikallere dontisiir.

Peroksinitrit dogal gaz formdadir ve iskemi sonrast dokuda hizla yayilir.
Peroksinitrit protein nitrotirozinasyonunu geri doniisiimsiiz kimyasal reaksiyonlarla
nitrojen gruplarina ilaveten nitrotirzin-3 tiretimi eklenir. Bu doniisiim sonras1 degisiklik
genellikle patalojiktir (67).

NO’nun viicuttaki ROS’lar ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan

peroksinitrit (ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla -OH radikali
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meydana getirdigi ifade edilmektedir. NO, hizla hemoglobin, metilen mavisi ve
stiperoksit anyonu tarafindan nétralize edilir veya 10 saniye iginde nitrat veya nitritlere
doniistiiriliir (66, 68).

Nitrik oksit yarilanma omrii kisa olmasina bagli olarak viicutta kullanilabilir
formlara doniismektedir

Nitrik oksit sentaz’imn (NOS) 3 temel formu bulunmaktadir.

1. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit
sentaz enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir. Diiz kaslarda siklik guanozin
monofosfat (cCGMP) sentezini uyarip damar gevsemesini saglar (66).

2. Noronal NOS (nNOS) norotransmisyonda etkilidir.

3. Indiiklenebilir NOS (iNOS), hipoksi ve iskemi durumlarinda artmaktadir.

Testis torsiyonu yapilan ¢alismada iNOS ve nNOS’un Leydig ve infiltre olan

makrofajlarda, eNOS’un ise hasarlanmis seminifer tiibiil i¢indeki germ hiicrelerinde
artmis oldugu immiinohistokimyasal boyama ile gosterilmistir. Testis I/R hasarinin geg

doénemlerinde her ti¢ NOS aktivitesinin oldugu ve nekroz ile iligkili oldugu bildirilmistir
(31).

2.6.5. Hiicrede Reaktif Tiirlerinin Kaynag

Mitokondriyal elektron transport zincirinden elektron sizintisi, endoplazmik
retikulum ve niikleer membranda bazi1 degisiklikler olusur. Bu sizint1 ile membranda
sitokromlarin  oksidasyonu, ksantin oksidazin katalitik dongiisii, dihidro orotat
dehidrojenaz, flavoprotein dehidrojenaz, aminoasit oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi
enzimlerin katalitik dongiisii, arasidonik asit metabolizmasi, tiyollerden tiyil sentezini,

H,O, ve O,den -OH sentezini Kkatalizlerler. ~Gegis metalleri, lipid

hidroperoksitleri’nin(LOOH) pargalanmalar1 ve lipid peroksidasyonu, aktive olmus
makrofajlar, notrofiller ve eozinofillerde fagositik solunumsal patlama ve bazi yabanci
toksin maddelerin etkilesimleri ile reaktif tiirleri meydana gelir (3).
2.7. ANTIOKSIDAN MADDELER

Antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda okside edilebilen ve diger bir
substratin oksidasyonunu azaltan veya engelleyen maddelerdir. Bu antioksidan

mekanizmalar: ile rutin biyokimyasal olaylarda ortaya ¢ikan serbest radikalleri ortadan
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kaldirabilir. Daha once sayilan gesitli patolojik siiregler sonucu oksidan- antioksidan
sistemin dengesi bozulabilir. Antioksidan denge metabolizmasi1 bozulur veya zamanla
tiikenir (66).

Hiicre i¢i metabolizmasinda serbest oksijen radikallerinin miktar ve etkinliginin
artmast ile hiicre hasar1 ve apoptoz ile sonuglanir. Organizmada ya da dokuda meydana
gelen hasara baglh olarak ve genellikle oksijen kaynakli serbest radikallerin baslattigi
oksidatif hiicre hasar siirecine oksidatif stres denir. Meydana gelen hasar sonrasi ya da
hasar sirasinda serbest radikallerin toksisitesi ya direkt olarak kendi radikal etkenleri
araciligi ile ortadan kaldirilir ya da indirekt olarak antioksidanlarla antagonize edilir.
Direkt etkiyen radikaller, radikallerin baslattiklar1 zincirleme reaksiyonlar1 ilk
basamaklarda durdurarak radikallerin etkisinin artmasin1 onlerler. Indirek etkiyen
radikaller ise radikal siipiiriicti etki ile reaksiyona girmeden daha zararsiz molekiillere
doniistiirerek veya diger molekiillerden serbest radikal olugmasini engelleyerek
antioksidan olusturur (66).

Antioksidanlar, oksidatif strese etki mekanizmalar1 4 farkli sekilde gozlenir.
a- tokoferol, lipit faz zincir kiran bir antioksidan olarak zincirleme sekilde ilerleyen lipit
peroksidasyonu gibi serbest radikal {ireten basamaklara etki ederek reaksiyonlari
pargalar. Glutatyon gibi antioksidan molekiiller direk olarak serbest oksijen radikal
yogunlugunu azaltirlar. Siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler serbest radikal
tiretimini baglatan ilk radikali etkisiz hale getirirler. Bazi maddeler ise hiicre sinyal
molekiilleri araciligr ile etkilerini gosterirler. Bu yolla laktoferritin, transferrin ile
ferritin demirle; seruloplazmin ve albumin ise bakir ile uyarilan oksidan stresi

engellerler (66).

Bilinen antioksidanlardan bazilar1 sunlardir: Caffeic Acid Phenethyl
Ester(CAPE) Epigallocatechin gallate (EGCG), ksenobiyotikler, Vitamin C, E, A,
betakaroten, metallotionin, poliaminler, melatonin, NADPH, adenozin, koenzim Q-10,
tirat, ubikuinol, polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler, sistein, homosistein, taurin,

metionin, s-adenozil-L-metionin, resveratrol, nitroksidlerdendir (64).
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Serbest radikallerden GSH, glutasyon peroksidaz, katalaz, siiperoksid dismutaz,
tioredoksin rediiktaz, nitrikoksid sintaz, hem oksijenaz-Lve eozinofil peroksidaz bu
gruba girer (64, 69, 70).

2.7.1 Dogal (Endojen) Radikaller
2.7.1.1. Enzim olanlar:

Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon rediiktaz bu grup arasindadir.

2.7.1.1.1 Katalaz
Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan ve yapisinda -HEM grubu igeren bir protein olan

katalaz, H,O,’nin molekiiler oksijen ve suya ¢evrilmesini katalizler. Katalaz metil hidroperoksit

ve etil hidroperoksit gibi kiigiik molekiillerin indirgenmesini de saglar, ancak biiylik molekiil
agirliklh lipit hidroperoksitlere kars: etki gostermez (64, 3).
2.7.1.1.2.Malondialdehit (MDA):

Serbest oksijen radikallerinin dokulara etkisi ile olusan, lipid peroksidasyonu esnasinda
bir dizi reaksiyon sonucu meydana gelen, aldehit metabolik iiriinlerindendir. MDA, hiicre
zarlarindan kolayca gecebilecegi ig¢in hiicre igindeki yapilar1 olumsuz Yyonde etkilemekte ve
deformasyona neden olmaktadir (71). Plazma MDA diizeyinin belirlenebilmesi dokulardaki
lipid peroksidasyonunun ve dolayisiyla oksidatif stresin hassas gostergelerinden birisidir (72,
73). MDA hiicre membranlarindan iyon alis-verigsine etki ederek membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve

bundan dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in toksik ve karsinojeniktir (74).

2.7.1.1.3.8-hidroksidezoksiguanin (80OH-dG):
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Oksidatif streste, hiicre DNA yapisinda olusturulan hasari analiz eden temel
molekiilerlerden biri kabul edilir.

8 OH-dG, serbest oksijen radikallerinin DNA’da baz hasarina bagli yaklasik 23 tane
oksidatif hasar iiriiniinden en sik karsilasilan ve mutajenitesi en iyi bilinenidir. Guanin
DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip bilesiktir. Bu
sebeple serbest oksijen radikallerinin baslica hedefidir. DNA replikasyonu sirasinda
GC’den AT’ye doniisiime neden olarak mutasyona egilimi arttirir. Bu nedenle 80OHdG
Olctimii, DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve
oksidatif DNA hasarin1 belirlemede en sik kullanilan belirtectir (75).

2.7.1.2.Enzim olmayanlar:

I- Lipid fazda bulunanlar: Alfa tokoferol, beta karoten

I1- S1v1 fazda bulunanlar: Askorbik asit, melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin,
transferrin, laktoferrin, myoglobin, ferritin, hemoglobin, metionin, albumin, biliriibin,
glutatyon bu grup arasindadir.

2.7.2 Eksojen Radikaller:

I-Ksantin oksidaz inhibitdrleri: Tungsten, Allopurinol, Oksipurinol, Folik Asit,
Pterin Aldehid, Soya fasiilyesi kaynakli inhibitorler.

II-NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, non-steroid antiinflamatuarlar, difenil iodonium, rekombinant siiperoksit
dismutaz, Trolox-C (E vitamini analogu)dir.

I11-Eksojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Ebselen, Asetilsistein.

IV-Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol.

V- Demir dongiisiiniin inhibitorteri: Desferoksamin, Seruloplazmin, Notrofil
adhezyon inhibitorleri

VI- Sitokinler: TNF, Barbitiiratlar, interlokin-1, Demir Selatorleri bu grup
arasindadir

(73).

2.7.3.Diger Radikaller:
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Biitile hidroksitoluen, Biitile hidroksiyanisol, SodyumBenzoat, Etioksiquin,
Propilgalat,Fe- Siiperoksid dismutaz (73).

2.8. CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER (CAPE)

CAPE, arilarin bitkilerden topladig1 6ziitlin i¢erisinde bulunan keskin ve giizel
kokulu propolis maddesinin aktif bilesenlerinden birisidir. Eski yillarda propolis
alternatif tip cergevesinde antibakteriyel ve antienflamatuar etkileri basta olmak iizere
bircok sebeple tedavi amagli olarak kullanilmig, iyilestirici roliiniin oldugunun
gbzlenmesi tizerine kullanimi yayginlasmistir (76). Son yillarda artan bir sekilde
diinyanin degisik Tllkelerinde saglikli igecek sinifinda ve giinlik birka¢c dozda
aliabilecek kapsiil ve tablet formlarinda piyasaya sunulmakta ve bu genis spektrumlu
biyolojik etkileri nedeniyle halk tarafindan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (76).
Yapilan arastirmalarda bugiine kadar propolisin i¢inde 300’den daha fazla bilesen tespit
edilmistir  (76). Propolisin aktif bilesenlerinin antimikrobiyal, antienflamatuar,
immiinmodiilator, antioksidan ve antiproliferatif 6zellikleri kesfedilmistir. CAPE ile
birlikte propolisin aktif bilesenlerinden olan diterpenoidler ve diger bazi fenolik
bilesiklerin antitumor etkinlikleri olduk¢a belirgindir. CAPE’nin hiicre membranlarini
rahatlikla gegmesine firsat verecek fenil ve polihidrokarbon zinciri ile birlikte tasidigi

iki adet hidroksil grubuna (-OH) kuvvetli antioksidan 6zellik kazandirmaktadir (77).

A 0]
HO N OH

HO
Caffeic acid (CA)

B o l AN
o) N o z
HO

Caffeic acid phenethyl ester
(CAPE)

Sekil 8- Caffeic acid phenethyl ester molekiiler yapis1 (76)
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Baslangicta kimyasal ekstraksiyon metodlartyla aynistirilarak — bilimsel
arastirmalarda kullanilan CAPE, 1990’11 yillarin basinda ticari preparat olarak piyasaya
sunulmugtur. Bilimsel ¢alismalarda kullanilan bu {irtin, Molekiil agirligr 284.31 gr.
/mol. olan liyofilize haldeki bu iriiniin empirik formiili C17H1604 olarak
kaydedilmistir. -20C’de dikkatle saklanmasi gereken bir iiriindiir, aksi oldugunda
biyolojik aktivitesini tiimii ile kaybetmektedir. Etil asetat, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve
etanolde tamamen ¢oziinmektedir. Biyokimyasal ve fizyolojik olarak en dikkati ¢eken
etkisi niikleer transkripsiyon faktorii NF-kappa B’nin ¢ok spesifik bir inhibitorii
olmasidir (77).

CAPE iizerine yapilan ilk ¢aligmalar, daha ¢ok tiimdr hiicreleri {izerine olan
sitotoksisite, transformasyon ve expresyon iizerine olmakla birlikte daha sonralar
apoptozis tizerine olan etkileri ile NF-kB {izerinden etkinlik gésterdigi tahmin edilen
enflamasyon g¢alismalart lizerine yogunlagmistir. Daha sonra yogun bir sekilde hiicre
kiiltiiri ve deneysel hayvan ¢alismalarinda CAPE’nin antioksidan etkileri basta olmak

lizere biitiin etkileri iizerine aragtirmalar yapilmistir (78).

CAPE ve propolisin bobrek, akciger ve meme kanserine karsi antikanserojen
ozellikleri vardir. Rat kolon kanserinde Propolis ve CAPE’nin etkisini arastirmak igin
yapilan c¢alismada propolisin etkili olmadigi ancak CAPE’nin 6nemli oranda tiimor

olusumunu azalttig1 tespit edilmistir (76).

Birgok kanser tiirii iizerine yapilan ¢aligmalarda CAPE ekonomik olusu, kolay
elde edilebilirliginden tercih edilip, zengin farmokolojik etkileri ile hiicreleri apoptoza

yonlendirerek kanser hiicre tedavisinde timit verici bulgulara ulagilmistir (79).

Beyin iskemi reperfiizyon hasarinda, spinal kord iskemi hasarinda, Parkinson
hastaliginda, yenidoganlarda hipoksik iskemik beyin hasarinda, hepatik ensefalopati,
multipl sklerozda, konvulziyonlarda, beyin tiimorlerinde, antikanser tedavilerde tedavi
edici ajanin toksik etkilerine kars1 ve gibi birgok ¢alismada CAPE’nin koruyucu etkileri
bulunmaktadir (76).
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Testis torsiyon iskemi/reperflizyon hasarinda (2/4 saat, 720 C°) CAPE
uygulanan gruplarda TBARS ve miyeloperoksidaz seviyelerinde artis ile CAPE'nin

testisi notrofil hasarindan korudugu gosterilmistir (80).

Bagka bir c¢alismada testis iskemi/reperfiizyon siiresi 2/24 saat olarak
uygulanmistir. CAPE 10 um/kg olarak reperfiizyondan 30 dk oOnce uygulanmistir.
Calisma sonucunda CAPE uygulanan gruplarda iNOS aktivitesinin azaldig1
gosterilmigitir. CAPE’nin testis iskemi hasarinda nétrofil araciligi ile germ hiicrelerini

korudugu gosterilmistir (58).

2.9. EPIGALLOCATECHIN-GALLATE (EGCG)

Glinlimiizde su tiiketiminden sonra ikinci sirada tercih edilen en popiiler icecek
olan ¢ay, giineybati Cin ve kuzeydogu Hindistandan koken alan c¢ay bitkisinin
(Camellia sinensis L. (O) Kuntze), assamica Ve sinensis ¢esitlerinin taze yapraklarindan
elde edilmektedir. Yesil ¢aymn yapisinda %80 polifenoller ve flavonoidler yer alir.

Polifenoller, yapilarinda hidroksil veya karboksil gruplar1 tasiyan halkali organik
yapida bilesiklerdir. Bitkilerde yiiksek oranda bulunan bilesenler olup giiniimiizde
8000°den fazla polifenol oldugu tespit edilmistir. Bitkilerde o6zellikle de bitkisel
caylarda bol miktarda bulunan polifenoller biyolojik agidan olduk¢a aktif yapilardir.
Polifenolik maddelerin etki mekanizmalar1 antioksidan maddeler {izerinden
gerceklesmektedir. Antioksidan 6zellikleri ile serbest radikal olusumunu engelleyerek
hiicrede kanserlesmeyi onler (82).

Yesil cay polifenolleri antioksidan, antiinflamatuvar, antikarsinojenik,
termojenik, probiyotik ve antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir. Stres sartlarinda hiicreyi
otofajiden korur, lipid birikimini Onler, endotel disfonksiyonu, kardiyovaskiiler
hastaliklar1 ve iskemi-reperfliizyon hasarlarini 6nler (83, 84).

Yesil cay polifenollerinin antioksidan 6zelligi epigallokatesin-3-gallat’a (EGCG)
dayanir. EGCG’lerin antioksidan etkinlikleri ise aromatik halkalara ve hidroksil
gruplarina baghdir (Sekil 10). Boylece serbest radikalleri yakalar ve noétralize eder.
Timor baslangici ve yayilmasinin biyokimyasal igaret¢ileri olan apoptoz indiiksiyonu,

hiicre replikasyonunun inhibisyonu, neoplazmanin gelisimi ve biiylimesini inhibe eder.
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EGCG proteolitik enzim iirokinazi da inhibe ederek kanserli hiicrelerin metastaz

yapmak i¢in kullanimin1 engeller (85).

T

'|'+. H

(d)

Sekil 10:EGCG molekiiler formiilii (86)

Yesil ¢ay ozellikle katesinler ve katesin tiirevlerini kapsayan flavonoidlerce
zengindir. Epigallokatesin gallat (EGCG), epigallokatesin (EGC), epikatesin (EC) ve
epikatesin gallat (ECG) yesil ¢ayda bulunan baslica katesinlerdir. Bu bilesikler yesil
cayda miktarca EGCG (toplam katesin miktarinin %60'1) > EGC > EC> ECG seklinde
siralanmaktadir (87).

Gicli bir antioksidan olan yesil ¢ay polifenolleri reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerini baglar, ayrica siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutation-S-rediiktaz,
katalaz, ve kinon rediiktaz gibi hiicre i¢inde bulunan (endojen) antioksidan enzimlerin
sentezini tetikleyerek de dolayli olarak antioksidan aktivite gosterir. Bu etkileriyle yesil

cay lipid peroksidasyonunu ve DNA yapisinda olusabilecek hasarlar1 engeller.

Fraksiyonlarmma ayrilmamis yesil ¢ay ve (-)-EGCG ayni zamanda metal
iyonlarin1 baglayarak, ileriki asamalarda reaktif serbest radikallerin olusumunu azaltir
(88).

Testis iskemi/reperfiizyon hasarinda EGCG'in koruyucu etkisinin aragtirildigt
bir ¢alismada 1 saat torsiyon 4 saat reperflizyona maruz birakilarak EGCG’nin testiste

koruyucu etkisi ve mRNA ekspresyonu TNF-a,IL-6 ve IL-1B ELISA ile 6l¢iilmiistiir.
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Inos’un MRNA ekspresyonu, MCP-1, p53, Bcl-2, Bax ve survivin protein ekspresyonu
degerlendirilmistir. EGCG’in testis torsiyonu sonrasi iskemi hasarindan germ
hiicrelerini korudugunu ve hiicrelerin apoptotik etkisini, inflamasyonunu engelledigini

ve spermatogenezisin hasarlanmasini engelledigini gostermistir (89).

Bir diger calismada EGCG’nin 4 saat torsiyon/4 saat reperfiizyon siireli testis
iskemi reperfiizyon hasarinda stliperoksit dismutaz aktivitesi ile koruyucu etkisi

incelenmis ve seminifer tiibilil koruyuculugunda EGCG’nin etkili oldugu gdsterilmistir
(90).

2.10.PI3K/AKT Yolag:

Fosfotidil inositol 3 kinaz (PI3K) ailesi, hiicre biiylimesi, diizenlemesi,
proliferasyonu, hiicre canliligi, sinyal iletimi ve tiimorogenez ile iliskilidir (119,120).
PI3K’lar yapisina, baglanma sekline, aktivasyonuna ve substratina gore PI3KI, PI3KII
ve PI3KIII olmak iizere 3 gruba ayrilir. [A smifi enzimleri en iyi nitelendirilmis PI3K
grubudur. Class IA grubu PI3K lar iki alt iiniteden olusur. p110 katalitik alt tinite
olanlar (p110a, p110pB, p110y) ve p85 regiilator alt tinite olanlar (p85a, p85B, p55y,
pS55a, p50a) olarak ayrilmistir (121).

Reseptor tirozin kinazlarin (RTK), aktivasyonu sitoplazmik tirozin rezidiilerinin
otofosforilasyonuna neden olur. Bu da PI3K’in diizenleyici alt birimi P85 proteinini
etkinlestirir. P85, insiilin reseptor substratlari (IRS-1, 2) tarafindan indirek olarak da
aktive edilebilirler. Sonrasinda, PI3K katalitik alt birimi P110 proteini fosfatidilinositol-
4,5-bifosfat (PIP2)’1 fosfatidilinositol-3 ,4,5-fosfata (PIP3) doniistiiriir (122).

Mitojenik ligantlara yanit olarak RTK'lar PI3K'1 aktive eder. PI3K’lar PIP2
(fosfatidil inositol (4,5) bifosfati) fosforilleyerek PIP3 (fosfatidil inositil 3,4,5 trifosfat)
dontistiiriir. Olusturulan PIP3’ler membrana bagh baglanma bdolgeleri seklinde protein
kinazlar kiigiik GTP’az diizenleyicileri ve iskelet proteinlerini etkiler (99,120).

PI3K kinaz/ Protein kinaz B (PKB) sinyal iletim yolu kanserde etkilidir. Bu
yolakta fosfoinozitol-3-fosfat (PIP-3) membran fosfolipidlerinin hiicreye gelen uyari
sonucunda PI3K araciligiyla fosforlanmasi ile aktive olur. Bu aktiflenme protein kinaz
B (AKT proteini)’yi aktiflestirir. Cesitli sitokinler ve biliylime faktorleri bu yolagr aktive

ederek hiicrenin yasamsal faaliyetlerini diizenlerler. Tiimor supresor genlerden PTEN
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bu yolagn ilk adresi olan PIP-3 olusumunu inhibe ederek diizenleyici bir gorev yapar.
PTEN mutasyonu sonucu proteinin tiimdr baskilayict etkisinin ortadan kalkmasi ile
hiicrede neoplazi gelisir (120).

PI3K vyolaginda, PKB olarak bilinen protein kinazlar PDK1 (Pyruvate
Dehydrogenase Lipoamide Kinase Isozyme 1- Piruvat Dehidrogenaz Lipoamid Kinaz
Izozim 1) ve AKT (PKB-Protein Kinase B- Protein Kinaz B) sinyal yolag1 boyunca
ilerler (123). AKT insan genomunun Onemli kinazlarmdan biridir (124). AKT’larin
AKT-1, AKT-2, AKT-3 olmak tizere 3 alt grubu bulunmaktadir. Aktive AKT, protein
effektorlerini fosforilize ve sinyal kaskatlarin1 amplifiye ederek hiicre proliferasyonunu
uyarir, apoptozu inhibe eder. PI3BK/AKT yolagi tiimor siipresér gen PTEN diriind ile
antogonize edilir. PTEN fosfataz aktivitesi ile PIP3’ii defosforilize ederek PI3K/AKT
yolaginda sinyal iletimini sonlandirir (125). Sitokinler ve biiylime faktorleri AKT ve
PI3K yolunu aktive ederek hiicre i¢in yasam sinyalleri olustururlar (120). AKT uyarisi
apoptoz ile dogrudan iligkilidir. AKT, proapoptotik BAD proteini ile kaspaz-9 iizerinde
inhibitor etki gosterirken, NFKB uyarisi ile antiapoptotik cevabi desteklemektedir (120,
124).

AKT, Forkhead (FH ya da FOXO) transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu
saglar. Forkhead fosforilasyonu ile inaktiflesir ve apoptozun baslamasi igin gerekli
transkripsiyonel aktivitenin azalmasina neden olur (126, 127). Miyokardiyal
iskemi/reperflizyon hasarinda SO2 tedavisinde kanda LDH ve CK seviyelerinde azalma
izlenirken kaspaz 3 ve 9 aktivitesi de tedavi ile azalmistir. SO2 ile tedavi oncesi PI3K

ve p-AKT, p58 ekspresyon seviyelerinde artis oldugu gosterilmistir (128).

Insan gébek korbonu ven epitelyal hiicre iskemi/reperfiizyonu iizerine EGCG
tedavisi etkileri arastirtlmistir. I/R hasarlanmasinda EGCG tedavisinde kaspaz3 ve Bax
aktivasyonunun arttigi Bcl-2 aktivasyonunun azaldigi belirtilmistir. Ayrica EGCG
uygulanan gruplarda AKT fosforilasyonu ile FOXO1, FOXO3 ve ERK 1/2 ekspresyonu
azalmistir. Bu sonuglarla EGCG’nin I/R bagli yaralanmada AKT, ERK 1/2 inhibisyonu
ile hiicre biiyiimesini durdurdugu ve kaspaz aktivasyonu ile apoptozu gelistirdigi

gosterilmistir (129).
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2.11. MAMMALIAN TARGET OF RAPAMYCIiN COMPLEKS 1 (MTORC1)

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin - Rapamisin’in Memelilerdeki Hedef
Molekiilii), serin-threonin protein kinaz ailesinden PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin
bir tiyesidir (91).

MTOR, FRAP1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. mMTOR; FRAPL,
FKBP12 (FK506 Binding Protein- FK506 Baglayici Protein) ve RAFT (FKBP Target-
FKBP Hedef Molekiilii) isimleri ile bilinir (92).

Sinyal ileti molekiillerinden olan mMTOR, hiicre i¢i molekiillerin
diizenlenmesinde, protein sentezinde, transkripsiyon, enerji metabolizmasinda, hiicre
proliferasyonu, biiyiime, farklilagsma, biyoenerjide, anjiyogenez, apoptoz ve otofajide rol
oynar. mTOR molekiiliiniin aktivasyonu, insulin, bityiime faktorleri, glukoz, fosfotidik
asid, amino asit yogunlugu (6zellikle leucine) ve oksidatif stres ile gerceklesir (93).
mTOR bu anahtar basamaklarda protein translasyonu tiizerine etkiyerek regiilasyonu

saglar (94).

mTOR’un, Ribosomal Protein S6 Kinase Betal ve elF4E (Eukaryotic
Translation Initiation Factor 4E-Okaryotik Translasyon Baslatma Faktorii 4E) olmak
lizere en az iki proteini fosforilledigi bilinmektedir (95).

MTOR S6K aktivasyonuyla S6 ribozomal proteinini aktive ederek, 5’
MRNA'larin translasyonunu uyarir. Okaryotik Translasyon Baslatma Faktorii 4E ile
baglanan proteini (4EBP) inaktive ederek, 4E’nin serbest hale gelmesini saglar. Aktif
hale gelen 4E ribozomal proteinlerin translasyonunu uyarir. 5>’mRNA’lar, hiicredeki
RNA miktarinin % 20’ sini olusturur ve translasyon islevinde etkilidir. 4E proteini de
bu mesajlarin translasyonunda etkilidir.

Sentezlenen proteinlerin, biliyiime faktorleri, onkoproteinler veya hiicre
dongiisiinlin diizenleyici proteinleri olmast mTOR’un Onemini ortaya koymaktadir.
Kinaz aktivitesine sahip olan bu proteinin, Rapamisin tarafindan inhibe oldugu
gosterilmistir. Rapamisin mTOR sentez artigi goriilen tiimorlerde antitimor etki
gostermektedir (96, 97, 99).

Bir serin-threonin kinaz inhibitorii olan ve kimyasal formiilii C51H79NO13 olan

Rapamisin (Sirolimus), 1970’lerde Easter adasinda (Rapa Nui), bir toprak orneginin
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35 giiglii antifungal etkiye sahip olan "Streptomyces hygroscopicus™ adli bakteri susu
icerdigi bulunmustur. Bu metabolit saflagtirllmis ve kesfedildikten sonra Rapamisin
olarak adlandirilan bir ¢esit makrosiklik lakton grubu atibiyotiklere dahil oldugu
bulunmustur. Rapamisin’in immiinosupresif oOzelliklere sahip oldugu ve memeli
hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir. Immunosupresif etkiyi 1L-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IGF, PDGF, VEGEF sitokin salinim ile ger¢eklestirmektedir.

(98).

Rapamisin 1999 yilinda FDA onay1 almistir ve hiicre siklusunun G1 fazinda
duraklamasi ile apoptoza yol agmaktadir. Rapamisin, programli hiicre Sliimiinii ve T
hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek immiin sistemi bloke eder. Rapamisin, T hiicrelerin
zarina penetre olarak, FKBP12 adli bir hiicre i¢i reseptore baglanir. Bu kompleks daha
sonra FRAP adli hiicre siklusunun G1 fazinin regiilasyonunu saglayan bir proteine
baglanarak T hiicrelerinin IL-2’ye olan proliferasyon seklindeki cevabini inhibe eder.
Bu sekilde Rapamisin hiicre siklusunu G1 fazindan tranzisyon fazina gecis esnasinda
durdurur (96, 98).

Rapamisin’in formlari; TOR1-1 ve TOR2-1, FKBP12 ile bir kompleks olusturur
ve bu kompleks daha sonra TOR’a baglanir ve TOR’u inhibe eder (100).

Rapamisin  analoglarma  temsirolimus, everolimus, ridaforolimus ve
deforolimustan o&rnek verilebilir. mTOR inhibitorii ilaglarin meme, lenfoma, akciger,
mide ve sarkom kanserlerini i¢ine alan ¢esitli solid tiimdrlerde etkinligi gosterilmistir
(102).

Bugiine kadar, mayalar, algler, bitkiler, solucanlar, sinekler ve memelileri de
igeren biitiin 6karyot genomlarinin TOR genini igerdigi tespit edilmistir. Her iki TOR
genini de igeren mayalarin aksine, yiiksek Okaryotlarda yalnizca bir tek TOR geni
mevcuttur (102) .

Okaryotlarda bulunan TOR’larin %40-60 oraninda primer sekanslar1 benzerdir
ve yaklagik 280 kDa agirliginda biiyiik proteinlerdir, ayrica PIKK (Phosphatidylinositol
3 Kinase-Related Kinase, Fosfatidilinositol Kinaz ile iliskili Kinaz) ailesi olarak bilinen
kinaz grubuna aittirler. PIKK ailesi tiyeleri, PI3K’lar ve PI4K’larin katalitik etki alanina
benzer karboksi-terminal serin/threonin protein kinaz domainini igerirler. TOR’un

amino- terminal kinaz domaini, FKBP12-Rapamisin baglayici domainidir. TOR’un
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yiiksek Okaryotlar arasinda korunmus oldugu tespit edilmistir. TOR1 ve TOR2, %70
oraninda tanimlanmigtir (103,104).

TOR ortologlar1; Caenorhabditis elegans’ta (105), Drosophila melanogaster’de
(106(107), memelilerde (108,109) ve Arabidopsis thaliana’da (110) tanimlanmistir.

Drosophila melanogaster’de TOR’un veya TOR’un substratinin (S6 kinaz)
inaktivasyonu, kiiclik hiicre boyutu ve embriyonik letalite ile sonuglanmaktadir. TOR
yolaginin hiicre biiylimesinin kontrolii i¢in onemli rol oynadigi gosterilmistir (111).
mTOR, birgok kritik hiicre i¢i olaylar1 diizenleyen temel kinaz enzimlerinden biridir
(112). mTOR aktivasyonu igin gerekli temel molekiillerden olan kaskadin temel
eleman1 PI3K ile AKT aktivitesi mTOR aktivitesini gliglendirir (113).

mTOR molekiilii,, 2 kompartmandan olusmaktadir. Bunlar mTORC1 ve
mTORC2'dir. mTORC1 kompleksi, mTOR'un Regulatory associated protein of mMTOR
(Raptor), Mammalian LST8/G - protein 3 -subunit like protein (MLST8/GBL) igerir.
mTORC2, rapamycin-insensitive companion of mTOR (Rictor),GBL, mammalian
stress-activated protein kinase interacting protein 1 (m Sinl) igerir.

MTORCY’in ribozomal biyogenez ve protein sentezinde diizenleyici fonksiyonu
vardir. Ribozomal protein S6 veya baslatict faktdr eIF4E yoluyla etki eder. IkinCi
fonksiyonu ise, hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi ve metabolizmasi iizerine etkili olmasidir.
mTORC1, Rapamisin ve analoglari tarafindan inhibe edilir (114). mTORC1’in, hiicre
ici iletim ve aminoasit diizenlemesinde de onemli etkisi bulunmustur. PRAS40 ve
Deptor mTORC1 substrat komponenti olmasinin yanisira defosforile oldugu asamada
mTORCI] aktivasyonunu baskiladigi gosterilmistir (115, 114).

Tubero skleroz kompleks 1,2(TSC1,2) tarafindan kodlanan Hamartin-tuberin
proteinleri, GTP bagimli Rheb araciligi ile mTOR yolagi tarafindan inhibe edilir.

Hamartin-Tuberin protein inhibisyonu mTOR yolagina bagli ¢oklu yolaklar
tarafindan inhibe veya aktive olabilir. Ornegin enerji ve besin fazlaligi durumunda,
biiylime faktorlerinden insiilin aracihigr ile PI3K/AKT yolagi inhibe edilerek hiicre
biiylime ve metabolizmasinda mTOR yolaginin aktivasyonunu saglar (114).

mTOR’un tiimor hiicre motilitesinde, anjiyogenezde ve kanser metastazlarinin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (116).

46



Miyokardiyal iskemi hasarina karsi valsartanin koruyucu etkisinin arastirildigi

bir ¢calismada AKT/mTOR/S6K araciligi ile miyokardiyal iskemide dokuyu otofajiden

korumus oldugu gosterilmistir (117).

Bagka bir c¢alismada intestinal iskemi hasar1 arastirtlmis olup ghrelin ile

tedavisinde mTOR/p76S6K yolagi incelenmistir. Calisma sonuglari gostermistir Ki

ghrelin ile tedavi edilmis akciger ve bagirsak dokularinda mTOR, p76S6K’nin

fosforilasyonla arttigi belirtilmistir. Bu bulgular sonucunda ghrel

in tedavisinin

mTOR/p76S6K yolagi aktivasyonu ile iskemi/reperflizyon hasarinda koruyucu etksi

oldugu gosterilmistir (118).
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Sekil 9: PI3K/Akt/mTORC/FOXO yolag

2.12.FOXO (FKHR-Forkhead transkripsiyon faktorii)

Trankripsiyon faktér ailesi olan FOXO evrimsel

olarak Drosophila

melanogaster ve Caenorhabditis'dan koken alip giiniimiize kadar korunmustur (6,130).

Forkhead box proteinleri transkripsiyon faktor ailesi tiyeleri olup
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biliyiimesi, hiicre gelisimi, proliferasyonu ve sag kaliminda etkili olan genlerin
ekspresyonunu kontrol ederler (6).

FOXO proteinlerinin esas belirleyici 6zelligi 80-100 aminoasit'ten olusan
“winged helix” olarak da bilinen hedef genlerin DNA’larina baglanabilen forkhead box
bolgesidir (131). Bu sayede hedef genlerin aktivasyonunu aktive ya da inhibe ederler
(132). Birgok karmasik gen diizenlemesinin FOXO araciligi ile oldugu ortaya ¢ikmustir.
Ayrica DNA transkripsiyon faktorii olmanin yaninda bir¢cok koregulator molekiillere
(nuklear hormon reseptér, CCAAT, katenin ve SMAD proteinleri gibi) aracilik ederek
etki edebilir (133, 134).

Bircok FOXO proteininin embriyonik donem gelisiminde ve immiin modiilator
olarak 6énemli fonksiyonu vardir (135). Akciger endotel hiicrelerinin ve timositlerin gen
diizenlemesinde FOXO'nun katkis1 oldugu gosterilmistir (136).

Bir baska ¢alismada pankreatik hiicrelerde FOXO3a'nin asir1 ekspresyonu hiicre
cogalmasini ve segiciligini bloka ettigini, glukoz metabolizmasini bastirdigi bildirilirken
FOXO1'de hiicre sinyal iletimini ve hiicre rejenerasyonunda desteklik saglayarak etkisi
oldugu bildirmistir (137). FOXO1'in asir1 salinimmin myoblast hiicrelerinde flizyona,

apoptotik stimulasyona ve myotiibiillerde atrofiye neden oldugu gosterilmistir (138).

Xenopus leaves tiirli kurbagalar dehidratasyon bagli strese maruz kaldiklar:
durumda karaciger dokularinda FOXO1 proteini tarafindan antioksidan diizenleme ile

SOD, katalaz seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir (139).

Karaciger iskemi/reperfiizyon hasarina bagli inflamasyon durumunda PTEN
bagimli AKT/B-catenin/Foxol yolagmin etkisi arastirilmigtir. Caligma sonunda toll like
reseptor (TLR4) benzer etkili PTEN etkisi ile AKT/p-catenin/Foxol yolaginin
antiapoptotik etki gosterilmistir (140).
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2.13.Kaspaz Aktivitesi

Fizyolojik ya da programlanmig hiicre Olimii olarak tanimlanan apoptoz,
Yunanca’da apo (ayr1) ve ptozis (diisen) kelimelerinden meydana gelen apoptoz,
sonbaharda yaprak dokiimii anlamina gelmektedir. Apoptoz ile ilgili ilk bilgiler, 1885°te
Fleming tarafindan ileri siiriilen kromatoliz kavrami ile baslamistir. 1950°1i yillarda
lizozomlarin ve 1960°l1 yillarda serbest radikallerin kesfedilmesi ile hiicrenin kendi
kendini 6ldiirmesi kavrami kullanilmaya baslanmis ve 1970’li yillarda da apoptoz ya da
programli hiicre 6liimii kavrami ortaya ¢ikmistir (141). Apoptoz ile ilgili ilk ¢alisma
1972°de yapilmistir (142). Daha sonra 1984°de hiicre DNA kiriklarmin jel
elektroforezindeki karakteristik merdiven goriiniimii apoptotik hiicreyi isaret etmistir
(143). Isik mikroskopi incelemelerinde apoptotik hiicrelerde kromatinin niikleer
membran etrafinda toplanmast ve yogunlasmasi, hiicrede kii¢iilme, plazma
membraninda kabarcik olusumu ve hiicre biiziismesi ile karakterizedir.

Apoptotik belirtilerden biri de membranla kapli kii¢iik parcalar halinde apoptotik
cisimcik olusumudur. Apoptotik cisimcikler hiicrede inflamatuar yaniti tetiklemeksizin
fagositozla ortadan kaldirilmaktadir (144).

Apoptozun en 0zgiin yoni DNA’nin inter niikleozomal bolgelerden yaklasik
180-200 baz c¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde
par¢alanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii imajinin
ortaya ¢ikmasma neden olur. Bu durum hiicre tipine bagli olarak degisebilir ya da
sadece yaklagik 50 kilo baz ¢ifti (kbp) boyutunda bir DNA fragmentasyonunda
goriilebilir. DNA’y1 pargalayan Ca/Mg bagimli bir endoniikleazdir. DNAz mayoz | ve
II’de DNA parcalanmasindan sorumludur. Hangi pargalayici enzimin rol alacag hiicre
tipine ya da uyaranin 6zelligine gore degisebilir. Apoptotik hiicrede goriilen dnemli
degisikliklerden biri normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan

fosfatidilserin’in erken evrede membranin dis yiiziine dogru transloke olmasidir. Bu
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mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini
saglar (145).

Programli hiicre 6limiiniin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan intihar programinin gesitli
sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi olaylarla aktive olmasiyla
baglamaktadir (146). Apoptoz mekanizmasi, uyarana ve hiicre tipine gore farkliliklar
gostermektedir. Apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaranlar genel olarak biiylime faktorleri,
onkojenler, timor supresor genler olmak iizere ii¢ ana grupta toplanabilir. Biiylime
faktorlerinin geri ¢ekilmesi, sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki artig, timor
nekroz faktor (TNF), TGF-p (Transforming Growth Factor-f), Fas/FasL sisteminin
aktive olmasi, DNA hasar1 nedeniyle bir tiimor siipresoér gen olan p53'iin aktive olmast,
viral-bakteriyal enfeksiyonlar ve glukokortikoidler apoptozu uyarabilir (147). Ozellikle
protoonkojenlerin (c-myc gibi) apoptozun diizenlenmesinde yer aldigi kanitlanmistir.
Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaclart ve hipoksi gibi nekroz
olusturabilen etkenler de diisiik dozlarda apoptozu tetikleyebilir (148).

1990’11 yillarda apoptoz ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmis ve apoptozun
olusmasinda rol oynayan proteaz ailesi olarak bilinen kaspaz’lar (Caspase) cysteine-
aspartic acid protease ailesi tanimlanmistir. Apoptozda, Kaspaz Aktivasyonu, apoptotik
hiicrelerin fagositozu ve mitokondriyal membran gegirgenligindeki degisiklikler ortaya
konmustur (149, 145).

Hiicreler 2 yolak ile apoptoza gidebilmektedir. Birinci yolak, ekstrensek: 6lim
reseptOrii yolagi olarak da bilinir. Bu yolak hiicre dis1 sinyallerle CD95 ligandina (Fas
ligand= CD95L) baglanan tiimér nekrozis faktor alfa (TNF-alfa) ailesi tarafindan
uyarilmaktadir. Bu baglanma, reseptorde ATP’den bagimsiz degisikliklere neden
olarak hiicrede 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) olusumuna neden olur. CD95
adaptor molekiilii Fas reseptorii ile iligkili 6lim tnitesi (FADD) ile baglanir. FADD da
prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile birleserek DISC kompleksini olusturmaktadir.
Prokaspaz-8 aktifleserek, kaspaz-3’ten proteoliz ile kiigiik alt tinitenin ayrilmasi yoluyla
enzim aktivasyonunu baslatir. Bu yolak kaspaz-3 aktivasyonu iizerinden mitokondriyal

yolak ile birleserek apoptoz sinyalini giiclendirmektedir. Hiicresel inhibe edici
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proteinler (cFLIP, cFLIPL, cFLIPs) DISC ile birleserek kaspaz-8 ve 10’un
aktivasyonunu inhibe ederek apoptozu engelleyebilmektedir (150, 151).

Ikinci yolak olan intrensek yolak 6liim reseptorii yolagindan farkli olarak hem

hiicre dis1 sinyallerle (biiylime faktorii veya hormon azligi, ultraviyole (UV) 1sin1, gesitli
sitokinler) ve DNA hasarina neden olan hiicre igi sinyallerle indiiklenebilir.
Hiicre ici sinyal Bcl-2 ailesinin proapopitotik iiyelerini uyararak mitokondriye gociinii
saglarken, proapopitotik iiyeler dis mitokondriyal membrana yerleserek burada por
(mitokondriyal gegis kanallari1) olusturmaktadir. Bu porlar mitokondriden sitokrom-c
ayrilmasina olanak saglamaktadir. Sitokrom-c; APAF-1 (apoptosis-activating factor 1),
ATP, dATP ve prokaspaz-9 ile birleserek apoptoza yol agar, apoptozom da kaspaz-3’i
aktive etmektedir. Baslangiglar1 farkli olsa da, her iki yolda sonu¢ olarak kaspaz-3
aktivasyonuna neden olmaktadir (152).

Kaspazlar, proteini aspartat amino asidinden sonra kesen, aktif merkezinde
sistein bulunan proteazlar ailesidir. Bu kesme islemi proteinin aktivasyon veya
inaktivasyonuna neden olabilir. Kaspazlar zimojen olarak salinirlar. Tiim kaspazlarin
yapisinda biiyiik (p10) ve kiigiik (p20) katalitik alt tiniteleri vardir (153). N-terminal
bolgesi kaspazdan kaspaza degisiklik gostermektedir. Buna bagli olarak uzun N-
terminal 6n bolgesi bulunanlar baglatici, kisa N-terminal 6n bdlgesi bulunanlar
sonlandiric1 kaspaz olarak ayrilirlar. Kaspaz-1, 2, 4, 5, 8,- 13 baslatic1 kaspazlar olup,
uzun N-terminal bolgesi igerirler (153).

Bu uzun N-terminal bolgelerinde kaspaz aktive edici toplayict bolge [caspase-
activating recruitment domain (CARD)] veya 6liimii etkileyen bolgeleri[death effector
domain (DED)] mevcuttur (154). Kaspaz-3, 6, 7, 14 sonlandirici kaspazlar olup kisa N-
terminal bolgesi igerirler. Baslatic1 kaspazlardan; kaspaz-1, 2, 4, 5, 9, 11, 12, 13 CARD
domain, kaspaz-8,10 ise DED domain i¢ermektedir.

Kaspaz-3, 6, 7,14 ise kisa N-terminal bolgeye sahip olup, CARD veya DED
domain igermemektedir. Uzun N-terminal 6n bolgesi protein-protein iliskisi i¢in zemin
hazirlar. Bu sayede aktive edici protein kompleks olusabilir (155).

Kaspaz-8 ve kaspaz-10, DISC ig¢inde aktive olurlar. Kaspaz-9’un aktivasyon
kompleksi apopitozom olarak adlandirilir. Kaspaz-2 hakkin da fazla veri yoktur.

Sonlandirict kaspazlar iki asamada aktive olurlar. DISC ile aktive olmus baslatict
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kaspaz-8 veya apopitozom ile aktive olmus baslatict kaspaz-9; sonlandirici kaspaz-

3’ten proteoliz ile kiigiik alt iinitenin ayrilmasina ve boylece aktivasyonuna neden olur.

Baglatici Kaspazlar Uygulayici Kaspazlar Enflamatuvar Kaspazlar

Kaspaz-2 (ICH-1) Kaspaz-3 (CPP32, apopain, yama) Kaspaz-1 (ICE)

Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH) Kaspaz-6 (Mch-2) Kaspaz-4 (ICH-2, TX; ICEren)

Kaspaz-9 (Mch8&, ICE-LAPG) Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)  Kaspaz-5 (ICE.;, TY)

Kaspaz-10 (Mch-4) Kaspaz-11 (murine)
Kaspaz-12

Kaspaz-13 (ERICE)

Kaspaz-14 (MICE)

Sekil 10: Kaspaz ailesi tiyeleri (141)

Efektor kaspazlardan biri olan kaspaz-3 etkin hale getirildiginde hiicre i¢inde
son derece Oonemli islevleri olan substratlar1 etkisiz hale getirir (6r: ICAD, ROCKI1,
PARP, aktin, fodrin ve lamin). Etkin kaspaz-3 membranda kabarcik olusumuna, DNA
pargalanmasina ve hiicresel yapinin kaybolarak sonunda 6liime neden olur (141).

Kaspaz-8, oldiirlicii kaspaz olan ve multiple proteinleri boliip bu sekilde
hiicrenin pargalanmasina yol acan Kaspaz-3’i aktive eder. Benzer sekilde DNA hasari
gibi intrinsek stimulasyon da Kaspaz-3’iin aktivasyonuna yol acar.

Ancak, Kaspaz-8’in yerine kullanilabilen intrinsek stimiilasyon, mitokondriden
sitokrom c’nin salinimini ve bunu takiben Kaspaz-9’un aktivasyonunu baslatir. Kaspaz-
9 apoptozise yol agan kaspaz 3’i aktive eder. Sitokrom-c salinimi 3 gruptan olusan Bcl-
2 ailesindeki proteinler; anti-apoptotik proteinler (orn; Bcl-2, Bcl-xL), multidomain pro-
apoptotik proteinler (orn; Bax ve Bak) ve BH3-baskin yalnizca proapoptotic proteinler
(orn; Bim, Bid ve Bad) tarafindan yonetilir. Kaspaz-8 aktivasyonu ayrica Bid’in tBid’e
ayrigsmasini takiben de sitokrom-c salimimima yol agabilir. Sitokrom-c salinimiyla

gergeklesen 6liim, reseptor baglantisinin apoptotik sinyali baslattigini gosterir (152).
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Apoptozisin inhibisyonu

Survival Factors: Growth
Factors, Cytokines, etc.
wr

APOPTOSIS

Sekil 11.Apoptoz inhibisyon yolagi (157)

Apoptoz ¢oklu diizenleyici enzimler tarafindan kontrol altinda tutulur.
Apoptozdan kagis, NF-kB (nuklear faktor kapa-B) ve PI3K (phosphoinositide 3-
kinases)’in aktivasyonuna baglidir. Kaspaz transkripsiyon faktorleri, NF-kB ve inositol
kinaz B(1kB)’nin baglanmasima bagli olarak sitosolde belirli bir diizeyde bulunur.
Inositol kinaz (IKK) aktive oldugunda ve 1kB’yi fosforilize edip NF-kB aktivasyonu
goriiliir. Daha sonra IkB’nin ayrisimini takiben NF-kB, ¢ekirdege dogru yer degistirir ve
c-Flip (kaspaz-8 aktivasyonunu inhibe eder), c-1AP1 ve c-IAP2 (kaspazlari engeller ile
sitokrom ¢ salimmini o6nler) gibi antiapoptotik genleri kapsayan c¢oklu genlerin
transkripsiyonunu indukler. Hiicre yiizeyi reseptorleri yogunlasir ve PI3K’in
ligandlarina baglanmasini aktive eder. Bir kez aktive olan PI3K, AKT/PKB’yi
fosforolize eder ve proapoptotik Bcl-2 proteini olan Bad’1 ve pro-apoptotik genlerin
transkripsiyonunun engellenmesi ile FOXO’yu inaktive eder. AKT/PKB, ayrica NF-kB
yanitinin aktivasyonu ile sonuglanan IKK’y1 da aktive eder. Bu sekilde enzimler hem
NF-kB araciligiyla hiicreyi apoptozdan kurtarir hem de PI3K yardimiyla hiicre yiizey
reseptorlerini artirarak hiicreyi apoptoza yoneltir (156, 157, 141) .
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Calismada, erkek infertilitesinin 6nemli nedenleri arasinda yer alan testis
torsiyonu sonrasinda olusan iskemi/reperfiizyon’un testis dokusunda olusturdugu
hiicresel ve DNA hasan lizerine etkisi degerlendirilecektir. Olusan bu hasarda, yesil
cayimn etken maddesi olarak bilinen Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) ve Caffeic acid
phenethyl ester’in (CAPE-Propolis) koruyucu etkileri biyokimyasal, histokimyasal ve

immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenecektir.

Kanda biyokimyasal olarak antioksidanlarin etkileri, MDA, katalaz ve 8-
Hydroxy-Guanosine (8-OHG) degerlerinin gruplar arasinda karsilastirmali olarak
degerlendirilmesi ile belirlenecektir. Histokimyasal olarak testiste seminifer tiibiillerde
olusan hasar H&E boyama sonucunda Johnson’s skorlamasi ve TUNEL yontemi ile
degerlendirilecektir. immunohistokimyasal olarak PI3K, AKT ve mTOR yolag: ile
iliskili primer antikorlar olan anti-P13K, anti-mTORC, anti-AKT ve anti-FOXO
antikorlar1 ile arastirilacaktir. Apoptotik siiregte yer alan intrensek ve ekstrensek
yolaklar {izerinde etkili olan anti-kaspaz 8 ve anti-kaspaz 9 primer antikorlar
kullanilarak hiicre hasarinin olus mekanizmasi ve hiicre yasamasi igin gerekli sinyal

yolaklari iizerine antioksidanlarin koruyucu etkileri arastirilacaktir.

Bu antioksidan ajanlarin tek basimna ya da sinerjik kullanimlari ile koruyucu
etkileri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunursa, testis hasarinin
onlenmesinde ve tedavisinde onemli sonuglar elde edilmis olacaktir. Antioksidanlarin
koruyucu etkilerinin hangi molekiiler sinyal ileti yolaklar tizerinde etkili olduklar1 kesin
olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada testis torsiyonunda olusan hiicresel hasar ve
antioksidan uygulamalarinda rol oynadigi diislinlilen molekiiler yolaklardan PI3K—
AKT-mTOR yolagmin 6nemi arastirilmig olacaktir. Testis torsiyonuna bagli olusan
iskemi/reperfiizyon hasarinda koruyucu olarak EGCG ve CAPE’in kullanildigi ve
biyokimyasal, histopatolojik ve  P13K-AKT-mTOR  sinyal yolagi ile
immiinohistokimyasal ~ yonden  degerlendirilmis  bir  calismaya literatiirde
rastlanmamistir. Bu c¢alismadan elde edilecek Ozgiin veriler erkek infertilitesine

molekiiler yonden 151k tutacaktir
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3. MATERYAL-METOD

Bu calismada, sican testis torsiyonu iskemi/reperfiizyon hasarinda P13K-AKT-
mTOR sinyal ileti yolaklar1 iizerinden Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) ve
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)’1n koruyucu etkileri biyokimyasal, histopatolojik ve

indirek immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir.

Histokimyasal olarak rutin parafin doku takibi sonrasinda elde edilen testis doku
orneklerinin Hematoksilen-Eozin boyamasi ile degerlendirmesi yapilmistir. Ardindan
ek kesitler anti-mTORC1, anti-PI3K, anti-AKT, anti-FOXO, anti-Kaspaz 8, anti-Kaspaz
9 primer antikorlar1 kullanilarak avidin-biotin-peroksidaz yontemi ile indirek

immiinohistokimyasal olarak incelenmistir.

Calismada kullanilan histokimyasal, immiinohistokimyasal inceleme ve
degerlendirme igin gerekli kimyasal malzemeler ve cihazlar Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2012/055 nolu proje ile desteklendi.
Calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Aragtirmalar1 Etik
Kurulu’nun 27.02.2012 tarihli, 2012-043 protokol numarali onay1 ile yapildi.

Calismada geng erigkin, deneye girmemis, 230-280 gr. agirliginda, 56 adet
Wistar albino adet erkek si¢an kullanildi. Siganlar 22°C oda 1si1sinda, 12 saat karanlik ve
12 saat aydinlik donemler seklinde ayarlanmis ortamda, ad-libitum olarak beslenerek;
stres ve gliriiltiiden izole bir sekilde calismaya alindi. Deney hayvanlari ele alistirma
(handling ) siirecinden gegirilerek torsiyon uygulamalarina alindi.

Calisma icin deney hayvanlari, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesinde Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezinden temin edilerek, bakimlar1 ve cerrahi uygulamalari

merkezin ameliyathanesinde gergeklestirildi.
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Calisma 8 grup altinda gerceklestirildi (n:7, herbiri).

GRUP 1: Kontrol

Kontrol

GRUP 2: iskemi/Reperfiizyon (I/R)

7202 2 saat torsiyon 4 saat reperflizyon

GRUP 3: Tek doz CAPE

(TD CAPE)

Torsiyon sonrasi, 30 dk reperfiizyon 6ncesi

10 umol/kg (i.p)

GRUP 4: Tek doz EGCG

(TD EGCG)

Torsiyon sonrasl, 30 dk reperflizyon Oncesi

10 umol/kg (i.p)

GRUP 5: Tek doz CAPE+EGCG

(TD KOMP)

Torsiyon sonrasi, 30 dk reperfiizyon 6ncesi

10 umol/kg (i.p)

GRUP 6: Doyurma CAPE

(DY CAPE)

Torsiyon 6ncesi 4 giin tek doz uygulama

10 umol/kg (i.p)

GRUP 7: Doyurma EGCG

(DY EGCG)

Torsiyon Oncesi 4 giin tek doz uygulama

10 umol/kg (i.p)

GRUP 8: Doyurma CAPE+EGCG

(DY KOMP)

Torsiyon Oncesi 4 giin tek doz uygulama

10 umol/kg (i.p)

Tablo 3.1: Tiim Deney Gruplari
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3.1. Cerrahi Uygulama:

Kontrol grubu hayvanlara herhangibir cerrahi uygulama yapilmadi.
Iskemi/reperfiizyon (I/R) grubu deney hayvanlarina Xylasin ve Ketamin (Xylazin
10 mg/kg, Ketamin 75 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda, ilioinguinal insizyon yapilarak
torsiyon islemi sol testislerin saat yoniinde 720° dondiiriilmesiyle gergeklestirildi
(Resim 3.1.1.A). Skrotal boslukta sag testis tunika vaginalis ve spermatik kord ile
birlikte gubernakulumdan kiint diseksiyonla ayrilarak disariya alindi. Torsiyonun
stirdiiriilebilmesi i¢in testis dondiiriildiikten sonra tunika albugineasindan skrotuma ipek
siitiir ile tespit edildi. Islem sonras1 insizyon kapatildi. Iskemi/reperfiizyon grubu igin 2
saat torsiyon siiresi sonunda (Resim 3.1.1.B) detorsiyon islemi i¢in insiizyon yeri
acilarak testisler tespit edildigi yerden serbestlestirilerek detorsiye edilip tekrar skrotum
icine yerlestirilip insiizyon yeri kapatildi. Cerrahi islem boyunca enfeksiyonu dnlemek
amacli povidon iyot ile insizyon yerlerine pansuman yapildi. 4 saat detorsiyon sonunda
(Resim 3.1.1.C) kan ornekleri alindiktan sonra, testis dokular1 g¢ikarilarak Bouin

sollisyonuna alinip deney hayvanlari sakrifiye edildi.

Antioksidan uygulanan gruplar, I/R grubunda tanimlanan yontem ile yapilan
torsiyon Oncesi 4 giin siire ile tek doz/glin 10 pmol/kg (i.p) antioksidan uygulamasi
olarak ya da torsiyon islemi sonrasinda, reperfiizyondan 30 dk once tek doz/giin

antioksidan uygulamasi yapilarak gergeklestirildi.

Tek doz antioksidan (TD-CAPE, TD-EGCG, TD-KOMPLEKS
(CAPE+EGCG) uygulanan gruplarda I/R grubunda oldugu gibi torsiyon islemi
gerceklestirilip detorsiyon Oncesi (30 dk) 10 pmol’kg CAPE (Lot no:F2512 Santa
Cruz), EGCG (Lot n0:989-51-5 Santa Cruz) veya kompleks doz (10 pmol/kg CAPE+10
umol/kg EGCQG) antioksidan maddeler serum fizyolojik (S.F) i¢inde 1 ml olarak verildi.

Doyurma antioksidan (DY-CAPE, DY-EGCG, DY-KOMPLEKS
(CAPE+EGCG) uygulanan gruplarda, 4 giin siire ile tek doz (10 umol/kg)
antioksidan her giin saat 11.00 de serum fizyolojik (S.F) i¢inde 1 ml olarak verildi. 5.

giin I/R islemi cerrahi olarak tanimlanan sekilde gerceklestirilmistir.
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Detorsiyon siiresi sonunda tiim deney hayvanlarindan intrakardiyak kan
ornekleri almarak biyokimyasal olarak MDA ve 8-OHG diizeylerinin ELIZA yontemi
ile degerlendirilmesi icin -80°C’da saklanirken, testis Ornekleri parafin doku takip
protokoliine uygun olarak takip edilmek iizere Bouine soliisyonu i¢ine alindi ve tiim

deney hayvanlari deney sonunda sakrifiye edildi.

RESIM 3.1.1 CERRAHI

I/R 2 SAAT TORSIYON 4 SAAT DETORSIYON

3.2.Biyokimyasal analizler icin kan alimi: MDA, Katalaz ve 80H-G degerlerinin
Olciilmesi amaglanmis ve intrakardiyak alinan 6rnekler 3500'de 10 dk devir ile santrifiij

edilip serumlar toplanip -80'de islem giiniine kadar bekletilmistir.
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MDA analizi Oxis research fiiriinii olan bioxytech MDAS586 kiti plazma
orneklerinde calisilmistir. Her tiipe 10 pl. probukol tizerine 200 pl standart veya sample
buffer eklenmistir. 640 ul. reaktif (R1) buffer eklenir ve vortekslenmistir. Uzerine 150
ul reaktif 2(R2) eklenir ve vortekslenmistir. 45°C 60 dakika inkiibe edilmistir.
Santrifiijde 10,000 X g 10 dakika isleme alinmistir. Supernatant kismi kiivete alinarak

586 nm. dalga boyunda spektrofotometrik yontemle analiz edilmistir.

80OHdG analizi Oxis research iiriinii olan bioxytech kullanilmistir. Primer
Antibody ve antibody diluent kullanilmadan once oda sicakligimma getirilmistir.50 pl.
sample veya standart buffer tiipe almmustir. Uzerine 50ul. primer antibody eklenir
shakerda tamamen homojenize olmasi saglanir ve 1 saat 37 °C inkiibe edilmistir.250 pl.
yikama buffer1 ile iki kere yikanmustir. Uzerine 100ul sekonder antibody eklenir
shakerda tamamen homojenize olmasi saglanir ve 1 saat 37 °C inkiibe edilmistir. 100pl.
kromojen buffer ile 15 dakika muamele edilmistir. Son olarak 100 pl. stop soliisyonu ile

3 dakika karistirilip 450 nm.’de sperktrofotometrik 6l¢timii yapilmistir.
3.3.Doku Orneklerinin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi:

Histokimyasal ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler igin alinan testis
dokular1 Bouin soliisyonuna alindi.  Biitiin testis dokusu halinde 24 saat, ikiye
boliinerek 24 saat daha fikse edildi. Fiksatif miktari, dokularin 10 kat1 olacak sekilde
uygulandi.

Bouin soliisyonu ile 48 saat fiksasyon sonrasinda, doku ornekleri % 70 alkol ile sar1
renk akana kadar yikandi. Derecesi giderek artan etil alkol serileri ile dehidratasyonlari
yapilip, iki degisim ksilen ile seffaflastirmalar1 saglanip, parafine emdirme agamasindan
sonra parafine gomiildii (Tablo 3.3.1.). Elde edilen parafin bloklardan mikrotomla
polilizin ile kapli lamlara 5 pum kalinhginda alinan kesitler Hematoksilen-Eosin
boyamasi ile boyand: (Tablo 3.4.1.). Ek kesitler indirek immiinohistokimyasal (Tablo
3.6.1) ve TUNEL (Tablo 3.6.2.) yontemleri ile boyandi. Histopatolojik ve
immiinoreaktivite degerlendirmeleri Olympus X40 1sik  mikroskobu altinda

degerlendirildi ve resimleri ¢ekild
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TABLO 3.3.1.PARAFIN DOKU TAKIiP PROTOKOLU

KULLANILAN MADDE SURE

A.TESPIT BOUIN SOLUSYONU 48 SAAT
%70 ALKOL ile sari renk akana kadar yikama
B. DEHIDRATASYON %70 ALKOL 1 GECE
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%80 ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
C.SEFFASLASTIRMA ALKOL-KSILEN(1:1) 2 SAAT
KSILEN 1 GECE
KSILEN 1 SAAT
D.iINFILTRASYON KSILEN-PARAFIN(1:1) 1 SAAT
PARAFIN 3 SAAT
PARAFIN 1 GECE
E.GOMME PARAFIN
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3.4. Hematoksilen Eozin Boyama

Elde edilen parafin bloklardan 5 pum. kalinlikta alinan kesitler, bir gece 60°C
etlivde deparafinize edildikten sonra, 1 saat ksilen ile kimyasal deparafinizasyon islemi
uygulandi. Derecesi giderek azalan alkol serilerinden gegirilerek suya getirilen kesitler
once Hematoksilen soliisyonu ile 5 dakika boyandi. Akar su altinda yikanan kesitler
asit-alkol soliisyonu ile diferansiye edildikten sonra Eozin boyasi ile 3 dakika boyandi.
Kesitler alkol serilerinden gegirilerek ksilen igine alindi (Tablo 3.4.1). Kesitler entellan
kullanilarak lamel ile kapatildi ve 151k mikroskop altinda (Olympus X-40) incelendi ve
fotograflar1 ¢ekildi.

H&E boyamasi sonrasinda elde edilen kesitler modifiye Johnsen testis biyopsisi

skorlama yontemine gore degerlendirildi ve skorlandi.
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TABLO 3.4.1.H&E BOYAMA PROTOKOLU

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C ETUVDE 1 GECE
DEPARAFINIiZASYON KSILEN 1/2 60 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 3 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
%80 ALKOL 1 DAKIKA
%95 ALKOL 1 DAKIKA
KURUTMA HAVADA VEYA ETUVDE
KSILEN 1 SAAT
KAPAMA ENTELLAN

62




3.5.Modifiye Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Her bir sicandan alinan testis dokusu Orneklerinin H&E ile boyanmis kesitlerinde,
seminifer tlbillerde yer alan spermatogenik hiicrelerin goriintimleri degerlendirilerek
asagida belirtilen modifiye Johnsen testikiler biyopsi skoruna uygun olarak skorlandi.
Her kesitte 10 adet yuvarlak seminifer tiibiilin enine kesiti degerlendirilerek her bir
sicana 1-10 arasi deger verildi (Tablo 3.5.1.). Sonuclar elde edildikten sonra grup
ortalamalari alindi ve istatistiksel olarak gruplar arasinda karsilagtirma yapildi.

Skor Histolojik Bulgular

10 Komplet spermatogenez, cok sayida sperm, diizglin yukseklikte
germinal epitel, normal gapli tubular [iimen

9 Cok sayida sperm, disorganize germinal epitel, oblitere tubular
[iimen

8 Tubular kesit bagina 5+10'dan daha az sperm

7 Sperm yok, ¢cok sayida spermatid, spermatosit ve spermatogonia

6 Sperm yok, 520 spermatid, ¢ok sayida spermatosit ve

spermatogonia

5 Sperm ve spermatid yok, cok sayida spermatosit ve spermatogonia

4 Sperm ve spermatid yok, spermatosit 5'den az, fakat ¢cok sayida
spermatogonia

3 Sadece spermatogonia

2 Germinal hiicreler yok, sadece Sertoli hiicreleri var (Sertoli cell- only
sendromu)

1 Tibdullerde hig hiicre yok
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3.6. Avidin-Biyotin Peroksidaz Yontemi ile indirek Immiinohistokimyasal
Degerlendirme

Ayni dokulardan yapilan ek kesitler indirekt immiinohistokimyasal boyama i¢in
hazirlandi. Deparafinizasyon islemi yapilan kesitler dnce tripsinize edilip dakopen ile
cevrelenerek, dokuda bulunan peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in % 3’lik
hidrojen peroksidaz 5 dk. uygulandi. Fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitler spesifik
boyanma saglamak i¢in bloklama soliisyonu uygulandi. Kesitler yikanmadan bloklama
soliisyonu uzaklastirildi ve anti-mTORC1 (Raptor) (Mammalian Target of Rapamycin-
1) (SC-27744, Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-PI3K (Phosphoinositol-3-Kinase)
(SC-1637, Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-AKT (Protein Kinase B-PKB) (SC-
135561, Santa Cruz Biotechnology Inc.), anti-FOXO-1 (FKHR-Forkhead box protein
O-1) (sc-.374427 Santa Cruz Biotechnology Inc), anti-Kaspaz 8 (BS 0052R, Bioss
Biotechnology Inc), anti-Kaspaz 9 (BS 0049R, Bioss Biotechnology Inc) primer
antikorlar1 1:100 diliisyonlarinda kullanildi. Gece boyunca +4°C’de nemli ortamda
inkiibe edildi. Sekonder kit olarak avidin-biyotin-peroksidaz sistemi (Invitrogen® -
Histostain Plus Bulk Kit, Invitrogen® 2nd Generation LAB-SA Detection System, Cat
no: 85-9043, Broad spectrum, Camarillo, CA) kullanildi. PBS ile yikanan kesitler
biyotinle isaretlenmis hidrojen peroksidaz sekonder antikoru ile 30 dakika inkiibe edildi.
PBS ile yikanan kesitlere 30 dakika streptavidin uygulandi. Immunoreaktivitenin
goriiniir hale gelebilmesi i¢cin DAB(Diaminobenzidine Kromojen, DAB Kit,
Invitrogen® Cat. No: 00-2014) uygulanan kesitler, Mayer’s hematoksilen ile artalan
boyamas1 yapilarak alkolden gecirilip, ksilen ile seffaflastirma yapilarak entellan ile
kapatildi. Immiinohistokimya protokolii Tablo 3.6.1. ve kullanilan malzemeler Tablo
3.6.2.°de verilmistir.
Immiinoreaktivitenin siddetine gore semi-Kantitatif olarak minimal (-/+), hafif (+), orta
(++), siddetli (+++) ve ¢ok siddetli (++++) olarak skorlandi. Gruplardan elde edilen
testis Orneklerinin primer antikorlarla elde edilen immiinoreaktivite sonuglart SPSS
programina girilerek One Way-ANOVA istatistik testiyle karsilastirilmistir. P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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TABLO 3.6.1. IMMUNOHISTOKIMYA PROTOKOLU

DEPARAFINIZASYON
DEPARAFINIZASYON
DEPARAFINIZASYON
REHIDRATASYON

YIKAMA

DAMLA OLUSTURMA

YIKAMA
PEROKSIDAZ BLOK

YIKAMA
BLOKLAMA

PRIMER ANTIiKORLAR

YIKAMA
SEKONDER ANTIKOR

YIKAMA

YIKAMA
BOYAMA
YIKAMA
ARTALAN BOYAMA

YIKAMA

KAPAMA
INCELEME

60°C etiivde

KSILEN I

KSILEN II

% 95 ALKOL

%80 ALKOL

%70 ALKOL

%60 ALKOL
DISTILE SU
FOSFAT TAMPON
SOLUSYONU (PBS)
DAKO PEN
TRIPSIN 37°C etiivde
PBS

% 3
PEROKSIT
PBS
Non-Iimmiin bloklama
sollisyonu

Anti-mTORC1, Anti-PI3K,
Anti-AKT, Anti-FOXO,
Anti-Kaspaz 8-9

PBS

BIYOTINLE ISARETLI
SEKONDER

PBS

STREPTAVIDIN

PBS

DAB (Diamino benzidine )
DISTILE SU

MAYER’S
HEMATOKSILEN

HIDROJEN

DISTILE SU
ENTELLAN

OLYMPUS MARKA ISIK
MIKROSKOBU
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1 GECE
30 DAKIKA
30 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
10 DAKIKA
10 DAKIKA

10 DAKIKA
3x5 DAKIKA
5 DAKIKA

3x5 DAKIKA
1 SAAT

18 SAAT

(+4°C nemli ortamda)

3x5 DAKIKA
30 DAKIKA

3x5 DAKIKA
30 DAKIKA
3x5 DAKIKA
10 DAKIKA
3x5 DAKIKA
3 DAKIKA

10 DAKIKA




3.7. TUNEL yontemi ile Apototik Hiicre Degerlendirme

Apoptotik  hiire  degerlendirmesi icin  TUNEL  yontemi uygulandi.
Deparafinizasyon islemi yapilan kesitler 6nce DNA tespiti i¢in proteinaz K ile 37°
nemli ortamda 30 dk. inkiibe edildi.

Fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitler DNA kiriklarinin analizi i¢in TDt
(terminal deoxynucleotidyl transferase )enzimi ile 37° nemli ortamda 60 dk. muamele
edildi.kontrol pozitif kesitler tizeri cover slip ile kaplandi. Fosfat tamponu (PBS) ile
yikanan kesitler konverter ile 1s1k mikroskobi ile goriilebilir duruma getirildi. Fosfat
tamponu (PBS) ile yikanan kesitler kesitler Immiinoreaktivitenin goriiniir hale
gelebilmesi igin DAB (Diaminobenzidine Kromojen, DAB Kit,) uygulanan Kesitler,
Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi yapilarak alkolden gegirilip, ksilen ile
seffaflastirma yapilarak entellan ile kapatildi. TUNEL protokolii Tablo 3.7.2. ve

kullanilan malzemeler Tablo 3.7.3.’de verilmistir.
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TABLO 3.7.2. TUNEL PROTOKOLU

DEPARAFINIZASYON
DEPARAFINIZASYON
DEPARAFINIZASYON
REHIDRATASYON

YIKAMA

DAMLA OLUSTURMA

YIKAMA

YIKAMA

YIKAMA
BOYAMA

YIKAMA
ARTALAN BOYAMA

YIKAMA
KAPAMA

60°C etiivde
KSILEN I

KSILEN II

% 95 ALKOL

%80 ALKOL

%70 ALKOL

%60 ALKOL
DISTILE SU
FOSFAT TAMPON
SOLUSYONU (PBS)
DAKO PEN
PROTEINAZ K
PBS

TDt ENZIM

PBS
Konverter

PBS

DAB (Diamino benzidine )

DISTILE SU
MAYER’S
HEMATOKSILEN

DISTILE SU
ENTELLAN
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1 GECE

30 DAKIKA
30 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
10 DAKIKA
10 DAKIKA

30 DAKIKA
3x5 DAKIKA
60 DAKIKA

3x5 DAKIKA
1 SAAT

3x5 DAKIKA
10 DAKIKA

3x5 DAKIKA
3 DAKIKA

10 DAKIKA




Tablo 3.5.2. Histokimyasal ve immiinohistokimyasal Kullanilan Malzemeler

MALZEME

Etil Alkol

Methanol

Ksilen

Harris Hematoksilen

Soliisyonu

Eozin Soliisyonu
Boncuk Parafin

Mikrotom Bigagi

Lizinli Lam
Dako pen
Tripsin
PBS

HZOZ

CAPE(Caffeic Acid
Phenethylester)

EGCG(epigallokatesin

gallat)

Anti- mTORC1

(Raptor)
Anti- PI3K

Anti- AKT1

FKHR(Foxol)

KASPAZ 9

KASPAZ 8

FIRMA
Sigma-Aldrich
Lab-Kim
Sigma-Aldrich
Invitrogen®
Surgipath
Surgipath
Leica
Surgipath

Invitrogen®
Invitrogen®
Sigma-Aldrich

Merck

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa-Cruz
Biotechnology

Santa-Cruz
Biotechnology

Santa-Cruz
Biotechnology

Bioss
Biotechnology

Bioss
Biotechnology
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KAT. NO

ULKE

Lot no:SZBA2560V  St.Louis,USA

2513/3

Lot no: SZBB0910V  St. Louis, USA

Lot no: 72922024A

Lot no: 071108

Lot no:

KNO00000009156

00-8877
00-3008
041M8227

Lot no: K40391897

935
Lot no:F2512

Lot no: 989-51-5

SC-27744 Goat

Polyclonal Antibody

SC-1637 Mouse
Monoclonal
Antibody

SC-271149 Mouse

Monoclonal
Antibody

SC-374427 Mouse

Monoclonal
Antibody

bs-0049R Rabbit
polyclonal Antibody

Paisley, UK

Cambridgeshire, UK

Cambridgeshire, UK

Cambridgeshire,
UK.

Paisley, UK.
Paisley, UK.

St. Louis, USA

Darmstadt, Germany

United States

China

California, USA

California, USA

California, USA

California, USA

Pearland, Texas

Pearland, Texas




Tablo 3.7.3. Tunel Yonteminde Kullanilan Malzemeler

Proteinaz K Roche kat n0:11684817910
Tdt enzim Roche kat n0:11684817910
Converter Roche kat n0:11684817910
DAB Invitrogen  kat no:00-1111
Mayers Merck kat n0:109249
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4. BULGULAR

Calismada sicanlarda olusturulan Testis torsiyonu iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasarinda Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) ve Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)'
nin etkileri histokimyasal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemler ile
degerlendirilmistir. Bouin sollisyonu ile tespit edilen ve parafine gomiilen doku
orneklerinden alinan kesitler Hematoksilen—Eozin ile boyanarak histopatolojik
degerlendirme Johnsen skorlamasi ile yapilmigtir. CAPE ve EGCG' nin apoptoz {izerine
olan koruyucu etkileri anti-Kaspaz 8, anti-Kaspaz 9 primer antikorlart ile mTOR yolagi
ile iliskisi anti-mTORCL1, anti-PI3K, anti-AKT ve anti-FOXO1 primer antikorlar1 ile
degerlendirilmistir. Biyokimyasal markerler olarak MDA, Katalaz, 8-OHG’in kan

diizeyleri belirlenerek gruplar arasinda antioksidan parametreler karsilagtirilmistir.

Calismada geng eriskin siganlar 8 grup altinda (n:7, her biri) degerlendirilmistir.
Kontrol grubu (Grup I, K) deney hayvanlarina hi¢bir uygulama yapilmazken, Testis
Iskemi/Reperfiizyon grubu (Grup II, I/R) deney hayvanlarinin sol testislerine 2 saat
torsiyon ve ardindan 4 saat reperflizyon yapilmistir. I/R grubutilag uygulamalar
gruplarinda testis torsiyonu sonrasinda, reperfiizyon oncesi 10 umol./ kg., tek doz
CAPE (Grup III, TD CAPE), Doyurma gruplarinda ise I/R isleminden 6nceki 4 giin siire
boyunca, giinde bir kere, ayni dozlarda CAPE (Grup VI, DY CAPE), 10 pmol. /kg., tek
doz EGCG (Grup V, TD EGCG), Doyurma gruplarindan I/R isleminden 6nceki 4 giin
siire boyunca, giinde bir kere, ayni dozlarda EGCG (Grup VI, DY EGCG) tek doz
kompleks CAPE+EGCG (Grup VI, TD KOMP) ve Doyurma gruplarindan I/R
isleminden Onceki 4 giin siire boyunca, glinde bir kere Kompleks (Grup VIII, DY
KOMP) intraperitonel (i.p.) olarak uygulanmistir. 4.giin sonunda I/R grubunda
belirtildigi sekilde cerrahi islem uygulanmistir. Sol testislerine 2 saat torsiyon ve
ardindan 4 saat reperfiizyon yapilan deney hayvanlarindan alinan doku ve kan 6rnekleri

histokimyasal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemler ile degerlendirilmistir.
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4.1. Histokimyasal Bulgular:

Bouin soliisyonu ile tespit edilen ve parafin doku takibi sonrasi testis
orneklerinden aliman kesitlerin H&E ile boyanarak 151k mikroskop altinda

degerlendirilmesinde;

Grup I, Kontrol grubunda, testisin distan siki bag dokusu yapisindaki tunika
albuginea (TA) ile cevrelenmis oldugu gozlendi. Kapsiilden testis icerisine dogru
uzanan septalar ile ayrilmis testis lobiilleri igerisinde seminifer tubiiller (ST) ve tubiiller
arasinda yerlesmis olan gevsek bag dokusu yapisinda, kan ve lenf damarlarindan zengin
intertisiyel alan (IA) normal histolojik yapilarinda izlendi. Seminifer tiibiil duvarinda
bazal membran (BM) iizerine oturmus yuvarlak c¢ekirdekli koyu ve agik
spermatogonyumlar (Sg), tiibiilin en biiyiik hiicresi olan kromatini yayilmis goriinen
primer spermatositler (PS) ve limene yakin yerlesmis kiiciikk spermatidler izlendi.
Tiibiilleri ¢evreleyen myoid hiicreler yassi ve uzun ¢ekirdekleri ile ayirt edildi.
Tibiillerin merkezinde gelismis spermler (Sp) izlendi. Spermatogenik hiicreler arasinda
yer yer bazal membrandan liimene dogru uzayan Sertoli hiicreleri (S) go6zlendi.
Interstisiyel alanda yer alan kapiller etrafinda bulunan Leydig hiicreleri (LH) diizensiz
poligonal bi¢imli, asidofilik sitoplazmali, biiyiik eksantrik ¢ekirdek ve 1-2 g¢ekirdekg¢ik
igerek hiicreler olarak izlendi. Intertisyal alanda inflamatuvar hiicreler ve makrofajlar
izlenmedi (Resim 4.1.1.A-B).

AT xRV

Resim 4.1.1.A-B: Kontrol grubuna ait sigan testis dokularindan alinan kesit
goriintiileri. Seminifer Tiibiil (ST), Seminifer Tiibiil Liimeni (L), Interstisiyel Alan (1A),
Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi (S), Primer Spermatosit (PS), Spermatid (Sd),
Spermiyum (Sp), Leydig Hiicresi (LH). X100 (A), X200 (B), H&E.
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Grup Il, Iskemi /Reperfiizyon (I/R) grubunda, testis dokusunun 2 saat
torsiyon ve 4 saat detorsiyonu sonrasinda seminifer tlibiillerde etkilenme,
spermatogenik hiicre diizenlenmesinde bozulma, sayica azalma, hiicresel arasi1 baglanti
birimlerinde ayrilma, hiicrelerde piknotik ¢ekirdeklerin varligi izlendi. Seminifer
tubuluslarin bazal membrana oturmus hiicrelerde dagilma, intertisiyal alanda kapiller
dilatasyon ve vaskiilarizasyonda artma, hemoraji ve odem go6zlendi. Bu alanda

inflamatuvar hiicrelerin ve makrofajlarin varligi izlendi (Resim 4.1.2.A-B).

Resim 4.1.2.A-B: Iskemi/Reperfiizyon grubuna ait sigan testis dokularindan alinan
kesit goriintiileri. Seminifer Tiibiil (ST), Seminifer Tiibiil Liimeni (L), interstisiyel Alan
(IA), Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi (S), Primer Spermatosit (PS), Spermatid
(Sd), Spermiyum (Sp), Leydig Hiicresi (LH). X100 (A), X200 (B), H&E.
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Grup I11, Iskemi/Reperfiizyon sonrasi tek doz CAPE (I/R+TD CAPE)
uygulanan gruptan elde edilen testis doku 6rneklerinde seminifer tiibiillerin diizeninin
I/R grubuna gore korundugu, yer yer kontrole benzer normal goriiniimde seminifer
tiibiiller oldugu izlendi. Interstisiyel alanda ddem ve enflamatuvar hiicrelerin azalmis
oldugu ve minimal 6dem ve hemoraji oldugu gozlendi (Resim 4.1.3.A-B).

Grup IV, iskemi/Reperfiizyon oncesi 4 giin doyurma dozda CAPE
uygulanan (DY CAPE+I/R) gruptan elde edilen testis orneklerinde, seminifer tiibiil
yapilarinda ve epitel diizeninde yer yer bozulmalarin devam ettigi izlendi. Tiibiil
liimeninin kontrol grubuna gore genis oldugu ve interstisiyel alanda I/R grubuna oranla

azalmis olmakla birlikte orta derecede 6dem ve hemorajinin varligi izlendi (Resim
4.1.3.C-D).

Resim 4.1.3: TD CAPE(A-B) ve DY CAPE (C-D) gruplarina ait sigan testis
dokularindan alinan kesit goriintiileri, Seminifer Tiibiil (ST), Seminifer Tiibiil Liimeni
(L), Interstisiyel Alan (1A), Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi (S), Primer
Spermatosit (PS), Spermatid (Sd), Spermiyum (Sp), Leydig Hiicresi (LH). X100 (A,C),
X200 (B,D), H&E.
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Grup V, Iskemi/ Reperfiizyon sonrasi tek doz EGCG (I/R+TD EGCG)
uygulanan gruptan elde edilen testis doku 6rneklerinde, seminifer tiibiillerin kontrol
grubuna benzer morfoloji gosterdigi izlendi. Seminifer tiibiil epiteli diizenli olup liimen
aral1g1 ve normal spermatogenik hiicre yerlesimi olarak gézlendi. Interstisiyal alanda
hiicre yerlesimi normal olup, hemoraji olmadigi izlendi (Resim 4.14.A-B).

Grup VI, iskemi/Reperfiizyon 6ncesi 4 giin doyurma dozda EGCG (DY
EGCG+I/R) uygulanan gruptan elde edilen testis doku 6rneklerinde, seminifer tiibiil
epitelinin normal goriinlimde oldugu, liimen araliginin normale yakin gériiniimde

oldugu, spermatogenik hiicrelerin diizeninde yer yer bozulmalar oldugu izlendi.

Interstisiyel alanda genisleme ve 6dem izlendi (Resim 4.1.4.C-D).

Resim 4.1.4: TD EGCG (A-B) ve DY EGCG (C-D) gruplarina ait sigan testis
dokularindan alinan kesit goriintiileri. Seminifer Tiibiil (ST), Seminifer Tiibiil Liimeni
(L), Interstisiyel Alan (1A), Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi (S), Primer
Spermatosit (PS), Spermatid (Sd), Spermiyum (Sp), Leydig Hiicresi (LH). X100 (A,C),
X200 (B,D), H&E.
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Grup VII, Iskemi/Reperfiizyon sonrasi tek doz CAPE+EGCG (I/R+TD
KOMP) uygulanan gruptan elde edilen testis doku orneklerinde, seminifer tiibiil
epitelinde yer yer bozulmalar olmakla birlikte, normale yakin goriinlim izlendi.
Spermatogenik hiicre yerlesimi diizenli olup liimen araliginin normal yapida oldugu,
intertisiyal alanda hemoraji olmadig izlendi (Resim 4.1.5.A-B).

Grup VIII, iskemi/Reperfiizyon éncesi 4 giin doyurma dozdaCAPE+EGCG
uygulanan (DY KOMP+I/R) uygulanan gruptan elde edilen testis doku 6rneklerinde,
seminifer tiibiil epitelinin yer yer diizeninin bozuldugu, liimenin normale gore genis
oldugu, spermatogenik hiicre diziliminin bozuldugu ve limende yer alan
spermiyumlarin azalmis oldugu izlendi. Intertisiyal alanda hemoraji izlenmemekle
birlikte, genisleme ve 6dem izlendi (Resim 4.1.5.C-D).

Resim 4.1.5.:TD KOMP (A-B) ve DY KOMP (C-D) gruplarina ait sigan testis
dokularindan alinan kesit goriintiileri Seminifer Tiibiil (ST), Seminifer Tiibiil Liimeni
(L), Interstisiyel Alan (IA), Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi (S), Primer
Spermatosit (PS), Spermatid (Sd), Spermiyum (Sp), Leydig Hiicresi (LH). X100 (A,C),
X200 (B, D), H&E.
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4.2. Johnsen Skorlamasi

Kontrol, I/R ve I/R+ tek doz ve doyurma antioksidan uygulamalarina ait deney
gruplarindan (8 grup, n:7,herbiri) elde edilen testis kesitlerinin Hematoksilen&Eosin ile
boyali preperatlarinin degerlendirilmesi Johnsen skorlamasina gore yapilmistir.
Seminifer tlbiil icerisindeki spermatogenik seri hiicrelerinin diizeni, hangi asamada
oldugu ve tiibiillerin yapisi, her bir kesitte 10 seminifer tiibiil degerlendirilerek, 1’den

10’a kadar sayisal deger verilerek skorlanmistir.

Johnsen degerlendirmesinde; diizgiin yiikseklikte germinal epitel, ¢cok sayida
spermatogenik hiicreler, limende ¢ok sayida sperm goriilen normal ¢apli seminifer
tibiiller 10, epitel ve limeninde minimal bozulma yani sira ¢ok sayida sperm goriilen
seminifer tiibiiller 9, limende 5-10'dan daha az sayida sperm goriilen seminifer tiibiiller
8, epitelde ¢ok sayida spermatid, spermatosit ve spermatogonyum godzlenen ancak
liimende spermin goriilmedigi seminifer tiibiiller 7, 5-20 spermatid, ¢ok sayida
spermatosit ve spermatogonyum gozlenen ancak spermin goriilmedigi seminifer
tiibiiller 6, ¢ok sayida spermatosit ve spermatogonyum goézlenen ancak spermatid ve
spermin goriilmedigi seminifer tiibiiller 5, spermatositlerin 5'den az oldugu, ¢ok sayida
spermatogonyum gozlenen, spermatid ve spermin goriilmedigi seminifer tiibiiller 4,
sadece spermatogonyum goriilen seminifer tiibiiller 3, germinal hiicrelerin goriilmedigi,
sadece Sertoli hiicrelerinin bulundugu seminifer tiibiiller 2, ve seminifer tiibiillerde hi¢

hiicrenin olmamasi 1 olarak skorlandi.

Johnsen skorlamasi sonucunda elde edilen veriler, SPSS programina girilerek
one-way  ANOVA  istatistiksel  testi  kullanilarak  karsilastirmali  olarak
degerlendirilmistir. Gruplarin ortalamalari ile standart sapma degerleri Tablo 4.2.4°da
grafik olarak Tablo 4.2.B’de istatiksel olarak Tablo 4.2.C’de verilmistir. Kontrol
grubunda Johnsen skorlamasi, ortalama 9,51+0,5, I/R grubunda ortalama 5,06+0,42
olarak saptanmustir. Istatistiksel olarak degerlerin karsilastirilmasinda anlamli farklilik
belirlenmistir (p<0.001***). iskemi sonrasi tek doz antioksidan uygulandiktan sonra
reperfiizyon yapilan gruplardan (TD CAPE, TD EGCG, TD KOMP) elde edilen
Johnsen skorlamasinda sirasiyla 8,08+0,77; 9,00+0,85; 8,04+0,72 sonuglar1 elde
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edilmistir. Istatistiksel olarak kontrol grubu ile tek doz antioksidan uygulamalari
karsilagtirildiginda TD EGCG uygulamast ile elde edilen degerin kontrol grubuna yakin

oldugu, istatistiksel olarak az anlamli olarak farkli oldugu (p< 0.05%*) izlenmistir.

Iskemi 6ncesi 4 giin tek doz antioksidan uygulandiktan sonra iskemi/reperfiizyon
yapilan gruplardan (DY CAPE, DY EGCG, DY KOMP) elde edilen Johnsen
skorlamasinda sirastyla 7,41+£0,96; 7,86+1,04; 7,49+0,67 sonuclar1 elde edilmistir. Bu
gruptan elde edilen degerlerin I/R gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gosterdigi izlenmistir (p<0.001**%*),

CAPE ve KOMP uygulamalarinin kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli
oldugu goriilmiistiir (p<0.001***). Kontrol grubuna benzer anlamlilig1 siras1 ile diger
gruplar (TD CAPE, TD KOMP,DY EGCG,DY CAPE,DY KOMP) izlenmistir.
Antioksidan uygulamalarmin I/R grubu ile karsilagtinlmasinda tim gruplarin
istatistiksel olarak anlamli farkli oldugu (p< 0,001***) ve antioksidan uygulamalarinin

testis dokusu iizerinde iyilesme yoniinde olumlu etkisi oldugu izlenmistir.

GRUPLAR JOHNSEN KRITERLERI DEGERLENDIRMESI(ORT.%SD.)
A Kontrol 9,51+0,5
I/R 5,06+0,42
TD CAPE 8,08+0,77
DY CAPE 7,41+0,96
TD EGCG 9,00+0,85
DY EGCG 7,86+1,04
TD COMP. 8,04+0,72
DY COMP. 7,4910,67

Tablo 4.2.A. Johnsen skoruna gore gruplarin ortalama ve standart sapma degerleri
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Johnson Skoru
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kontrol I/R TD CAPE DY CAPE TDEGCG DYEGCG TD COMP DY COMP

Tablo 4.2.B. Gruplar arasi Johnsen skor analizleri

GRUPLAR p DEGERI
Kontrol vs I/R folekal

p<0.001
Kontrol vs TD EGCG *p<0.05
Kontrol vs TD CAPE, TD KOMP, DY EGCG, DY KOMP, DY ***p<0.001
CAPE

I/R vs TD EGCG, TD CAPE, TD KOMP, DY EGCG, DY KOMP, ***n<0.001
DY CAPE

TD CAPE vs TD KOMP, DY EGCG p>0.05
DY CAPE vs DY EGCG, DY KOMP p>0.05
DY EGCG vs DY KOMP, TD KOMP p>0.05

Tablo 4.2.C Johnsen skoruna gére gruplar arasi istatistiksel sonuglari
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4.3. immiinohistokimyasal Bulgular:

Kontrol, I/R, I/R+tek doz ve doyurma CAPE ile EGCG antioksidan
uygulamalarina ait deney gruplarindan (8 grup, n:7,herbiri) elde edilen testis
kesitlerinde, uygulamalarin PISK/AKT/mTOR yolagi ile iliskisi anti-PI3K, anti-AKT,
anti-mTORC1 ve anti-FOXO1 primer antikorlari; apoptotik yolaklar ile iliskisi anti-
Kaspaz 8, anti-Kaspaz 9 primer antikorlar1 kullanilarak indirek immiinohistokimyasal
yontemle degerlendirilmistir. Gruplardan elde edilen immiinoreaktivite siddetleri +
(hafif), ++ (orta) +++ (siddetli) olarak degerlendirildi. Gruplardan elde edilen ortalama
degerler, standart sapmalar grafikler ve istatiksel sonuglar tablolar halinde

gosterilmistir.
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4.3.1.Anti-PI3K immiinoreaktivitesi:

Kontrol grubundan elde edilen testis orneklerinini anti-PI3K primer
antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontem kullamlarak
degerlendirilmesinde;kontrol  grubu  Seminifer  tubulus epitelinde  bulunan
spermatogenik hiicreler, Sertoli hiicreleri ve interstisiyel Leydig hiicrelerinde
orta/siddetli (++/+++) PI3K immiinoreaktivitesi izlendi. I/R yapilan gruptan elde edilen
testis orneklerinde epitel diizeninin bozulmus oldugu spermatogenik ve diger hiicrelerde
immiinoreaktivitenin azalmis oldugu hafif immiinoreaktivite (+) izlenirken, sirasiyla
TD EGCG ve TD KOMP uygulamalarda orta (++), TD CAPE, DY EGCG, DY CAPE
ve DY KOMP gruplarinda hafif/orta (+/++) immiinoreaktivite izlendi (Resim 4.3.1.).

Gruplarin ortalamalari ile standart sapma degerleri Tablo 4.3.1.4’da grafik olarak Tablo
4.3.1.B’de istatiksel olarak Tablo 4.3.1.C’de verilmistir

.GRUPLAR PI3K IMMUNREAKTIVITESI
A DEGERLENDIRMESI(ORT.#SD.)

Kontrol 2,57+0,53

I/R 1,14+0,37
TD CAPE 1,57+0,53
DY CAPE 1,42%0,53
TD EGCG 2,28+0,48
DY EGCG 1,42+0,53
TD COMP. 2,4210,53
DY COMP. 2,28+0,48

Tablo 4.3.1.A:Anti-PI13K ortalamala ve standart sapma
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PI3K IMMUNREAKTIVITESI

4
3,5
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2,5 T — —
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0

KONT TD CAPEDY CAPE TD DY

EGCG EGCG KOMP KOMP

Tablo 4.3.1.B:Anti-PI3K immiinreaktivite degerlendirmesi

GRUPLAR p DEGERI
Kontrol vs I/R *** n<0.001
Kontrol vs TD EGCG *p<0.05
Kontrol vs TD KOMP *p<0.05
I/Rvs TD EGCG, TD CAPE, TD KOMP, DY EGCG, DY ***p<0.001
KOMP, DY CAPE

Tablo 4.3.1.C:Anti-PI3K istatistiksel degerlendirmesi
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GRUP |
KONTROL

GRUP 11
I/R

GRUP 1l
TD CAPE

GRUP IV
DY CAPE

Resim4.3.1:Anti-PI3K primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri. Kontrol grubunda testiste
seminifer tiibiillerde yer alan spermatogenik hiicrelerde orta-siddetli(++/+++)(A,B), I/R grubu
spermatogenik hiicrelerde hafif(+)(C,D),TD ve DY CAPE grup hiicrelerinde hafif/orta(+/++)
(E,F,G,H)immiinoreaktivite izlenmistir
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ANTi -PI3K iMMUNOREAKTiViTESII 1

GRUP V
TD EGCG

GRUP VI
DY EGCG

GRUP VII
TD KOMP

GRUP VIl
DY KOMP

Resim 4.3.1:Anti-PI3K primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immunohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri. TD EGCG ve TD KOMP
gruplar1 spermatogenik hiicrelerde orta(++)(I,K,N,0), DY EGCG ve DY KOMP grup
spermatogenik hiicrelerde hafif/orta (+/++) (L,M,P,R)immiinreaktivite izlenmistir.
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4.3.2. Gruplardan elde edilen testis orneklerinin anti-AKT primer antikoru ile

indirek immiinohistokimyasal yontem kullamlarak degerlendirilmesinde;

Kontrol grubunda, seminifer tubulus epitelinde bulunan spermatogenik hiicreler,
Sertoli hiicreleri ve interstisiyel Leydig hiicrelerinde orta (++) AKT immiinoreaktivitesi
izlendi. I/R yapilan gruptan elde edilen testis drneklerinde epitel diizeninin bozulmus
oldugu spermatogenik ve diger hiicrelerde immiinoreaktivitenin azalmis oldugu hafif
immiinoreaktivite (+) izlenirken, sirastyla TD KOMP hafit/orta (+/++), TD CAPE, TD
EGCG uygulamalarda orta (++), DY EGCG, DY CAPE ve DY KOMP gruplarinda
orta/siddetli (++/+++) immiinoreaktivite izlendi (Resim 4.3.2.).

Gruplarin ortalamalar1 ile standart sapma degerleri Tablo 4.3.2.4°da grafik
olarak Tablo 4.3.2.B’de istatiksel olarak Tablo 4.3.2.C’de verilmistir.

GRUPLAR AKT IMMUNREAKTIVITESi DEGERLENDIRMESIi(ORT.%SD.)
8 Kontrol 2,14+0,37
I/R 1,14+0,37
TD CAPE 2,28+0,48
DY CAPE 2,42%0,53
TD EGCG 2,42+0,53
DY EGCG 2,57+0,53
TD COMP. 2,28+0,48
DY COMP. 1,85+0,37

Tablo 4.3.2.A:Anti-AKT immiinreaktivite ortalama ve standart sapma degerleri
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Akt IMMUNREAKTIVITESI
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kontrol IR TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD DY
KOMP KOMP

Tablo 4.3.2.B:Anti-AKT immiinreaktivite Degerleri

KOMP, DY CAPE

GRUPLAR p DEGERI

Kontrol vs I/R *** p<0.001
Kontrol vs DY EGCG *p<0.05
Kontrol vs TD CAPE ,TD EGCG, TD KOMP, DY EGCG, DY ***p<0.001

Tablo 4.3.2.C:Anti-AKT istatistiksel degerlendirmesi
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} ANTI -AKT iMMl’JNOREAKTiViTESIT j
4 L}

GRUP |
KONTROL

GRUP I
I/IR

GRUP 111
TD CAPE

GRUP IV
DY CAPE

e > Z -

Resim 4.3.2:Anti-AKT primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri. Kontrol grubu spermatogenik
hiicrelerde orta(+/++)(A,B) immiinoreaktivite izlenirken,I/R grubu spermatogenik hiicrelerde
hafif(+)(C,D),TD CAPE grup spermatogenik hiicrelerde orta(++)(E,F,)DY CAPE
orta/siddetli(++/+++)(G,H) grup spermatogenik hiicrelerde immiinoreaktivite izlenmistir.
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ANTI-AKT iMMUNOREAKTIVITESI |

GRUP V
TD EGCG

GRUP VI

DY EGCG

GRUP VII

TD KOMP

GRUP V11

DY KOMP

Resim 4.3.2:Anti AKT primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri TD EGCG orta(++)(I,K) DY
EGCG,.DY KOMP  grubu  spermatogenik  hiicrelerde  orta/siddetli(++/+++)(L,M,
P,R)immiinreaktivite, ve TD KOMP grubunda(N,O) grubunda hafif/orta (+/++)immiinreaktivite
izlenmistir.
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4.3.3. Gruplardan elde edilen testis 6rneklerinin anti-mTORC1 primer antikoru ile

indirek immiinohistokimyasal yontem kullanilarak degerlendirilmesinde;

Kontrol grubunda, seminifer tubulus epitelinde bulunan spermatogenik hiicreler,
Sertoli hiicreleri ve interstisiyel Leydig hiicrelerinde siddetli (+++) mTORCL1
immiinoreaktivitesi izlendi. I/R yapilan gruptan elde edilen testis drneklerinde epitel
diizeninin bozulmus oldugu spermatogenik ve diger hiicrelerde immiinoreaktivitenin
azalmis oldugu hafif (+) immiinoreaktivite izlenirken, sirasiyla TD KOMP hafif (+),
TD CAPE, TD EGCG, DY EGCG uygulamalarda orta (++), DY CAPE ve DY KOMP

gruplarinda orta/siddetli (++/+++) immiinoreaktivite izlendi (Resim 4.3.3.).

Gruplarin ortalamalari ile standart sapma degerleri Tablo 4.3.3.4°da grafik
olarak Tablo 4.3.3.B’de istatiksel olarak Tablo 4.3.3.C’de verilmistir.

GRUPLAR mTORC IMMUNREAKTIVITESI
A DEGERLENDIRMESI(ORT.#SD.)
Kontrol 30
I/R 1,28+0,48
TD CAPE 2,28+0,48
DY CAPE 2,57+0,53
TD EGCG 2,14+0,53
DY EGCG 2,14+0,37
TD COMP. 1,71+0,48
DY COMP. 2,57+0,53

Tablo 4.3.3.A:Anti-mTORC]1 ortalamala ve standart sapma degerleri
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mTORC1 IMMUNREAKTIVITESI
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kontrol IR TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD KOMP DY KOMP

Tablo 4.3.3.B:Anti-mTORC1 immiinreaktivite degerlendirmesi

GRUPLAR p DEGERI

Kontrol vs I/R *** p<0.001
Kontrol vs DY CAPE,DY KOMP *p<0.05
Kontrol vs TD CAPE ,TD EGCG, TD KOMP, DY EGCG, **p<0.01

Tablo 4.3.3.C:Anti-mTORCT istatistiksel degerlendirmes
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ANTi-mTORC1 iIMMUNOREAKTIVITESI

GRUP |
KONTROL
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I/IR 5.
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GRUP 111
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E
GRUP IV
DY CAPE _ 8
G i

Resim 4.3.3:Anti-mTORC primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri Kontrol grubu spermatogenik
hiicrelerde  siddetli(+++)(A,B),/R ve TD KOMP gruplart1 spermatogenik hiicrelerde
hafif(+)(C,D,N,O) immiinoreaktivite izlendi.
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ANTi-mTORC1 iIMMUNOREAKTIVITESI ]

GRUP V
TD EGCG

GRUP VI

DY EGCG

GRUP VII

TD KOMP

GRUP V11

DY KOMP

Resim 4.3.3:Anti-mTORC primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintilleri TD EGCG,TD CAPE ve DY
EGCG grubunda orta(++)(I,K,E,F,L,M) ,.DY CAPE,DY KOMP grup spermatogenik hiicrelerde
orta/ siddetli(++/+++)(G,H,P,R) immiinoreaktivite izlendi.
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4.3.4. Gruplardan elde edilen testis 6rneklerinin anti-FOXO1 primer antikoru ile

indirek immiinohistokimyasal yontem kullanilarak degerlendirilmesinde;

kontrol grubunda, seminifer tubulus epitelinde bulunan spermatogenik hiicreler,
Sertoli hiicreleri ve interstisiyel Leydig hiicrelerinde orta (++) FOXO1
immiinreaktivitesi izlendi. I/R yapilan gruptan elde edilen testis orneklerinde epitel
diizeninin bozulmus oldugu spermatogenik ve diger hiicrelerde immiinoreaktivitenin
azalmis oldugu hafif (+) immiinoreaktivite izlenirken, sirasiyla DY KOMP ve DY
CAPE gruplarinda hafif/orta(+/++),TD CAPE, TD EGCG, TD KOMP gruplarinda orta
(++), DY EGCG gruplarinda orta/siddetli (++/+++) immiinoreaktivite izlendi (Resim

4.3.4.).

Gruplarim ortalamalart ile standart sapma degerleri Tablo 4.3.4.4°da grafik
olarak Tablo 4.3.4.B’de istatiksel olarak Tablo 4.3.4.C’de verilmistir.

GRUPLAR FOXO01 iIMMUNREAKTIVITESi DEGERLENDIRMESIi(ORT.%SD.)
A
Kontrol 2,14+0,37
I/R 1,28+0,48
TD CAPE 1,85+0,37
DY CAPE 1,42+0,53
TD EGCG 2,14+0,37
DY EGCG 2,28+0,48
TD COMP. 2,14%0,37
DY COMP. 1,57+0,53

Tablo 4.3.4.A:Anti-FOXO1 ortalamala ve standart sapma degerleri
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FOXO1 IMMUNREAKTIVITESI
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kontrol IR TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD KOMP DY KOMP

Tablo 4.3.4.B:Anti-FOXO1 immiinreaktivite degerlendirmesi

GRUPLAR p DEGERI

Kontrol vs I/R *** n<0.001
Kontrol vs TD EGCG,TD KOMP *p<0.05
Kontrol vs TD CAPE , DY KOMP, DY EGCG, **p<0.01
I/RVS DY CAPE *** p<0.001

Tablo 4.3.4.C:Anti-FOXOL1 istatistiksel degerlendirmesi
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ANTi- FOXO1 iIMMUNOREAKTIVITESI

GRUP |
KONTROL

GRUP I
I/IR

GRUP Il

TD CAPE

GRUP IV

DY CAPE

Resim 4.2.4:Anti-FOXO primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri Kontrol grubu, TD CAPE,
EGCG,KOMP gruplarinda orta(++)(A,B,E,F,I,K,P,R)immiinoreaktivite gézlenirken I/R grubu

spermatogenik hiicrelerde hafif(+) (C,D)derecede immiinoreaktivite gézlendi.
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ANTi- FOXO1 iIMMUNOREAKTIVITESI

GRUP V

TD EGCG

GRUP VI

DY EGCG

GRUP VII

TD KOMP

GRUP V11
DY KOMP

Resim 4.3.4:Anti-FOXO primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintilerDY CAPE ve DY KOMP
grubunda hafif/orta(+/++)(G,H,P,R), DY EGCG grubu spermatogenik hiicrelerinde

orta/siddetli(++/+++)(L,M) immiinoreaktivite izlendi.
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4.3.5. Gruplardan elde edilen testis 6rneklerinin anti-Kaspaz 8 primer antikoru ile

indirek immiinohistokimyasal yontem kullanilarak degerlendirilmesinde;

kontrol grubunda, seminifer tubulus epitelinde bulunan spermatogenik hiicreler,
Sertoli hiicreleri ve interstisiyel Leydig hiicrelerinde hafif/orta (+/++) Kaspaz 8
immiinreaktivitesi izlendi. I/R yapilan gruptan elde edilen testis Orneklerinde epitel
diizeninin bozulmus oldugu spermatogenik ve diger hiicrelerde immiinoreaktivitenin
artmig oldugu orta/siddetli (++/+++) immiinoreaktivite izlenirken, sirastyla TD CAPE,
TD EGCG, TD KOMP , DY CAPE gruplarinda hafif/orta(+/++),DY KOMP grubu
spermatogenik hiicrelerinde orta (++), DY EGCG gruplarinda orta/siddetli (++/+++)

immiinoreaktivite izlendi (Resim 4.3.5.).

Gruplarin ortalamalar1 ile standart sapma degerleri Tablo 4.3.5.4°da grafik
olarak Tablo 4.3.5.B’de istatiksel olarak Tablo 4.3.5.C’de verilmistir.

GRUPLAR KASPAZ 8 IMMUNREAKTIVITESi DEGERLENDIRMESI(ORT.%SD.)
A Kontrol 1,14+0,37
I/R 2,71+0,48
TD CAPE 1,28+0,48
DY CAPE 1,28+0,48
TD EGCG 1,57+0,53
DY EGCG 2,42+0,53
TD COMP. 1,57+0,53
DY COMP. 1,85+0,37

Tablo 4.3.5.A:Anti-Kaspaz8 ortalamala ve standart sapma degerleri
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KASPAZ 8 IMMUNREAKTIVITESI

3,5

2,5

1,5
1
0,5
0

kontrol IR TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD KOMP DY KOMP

Tablo 4.3.5.B:Anti-Kaspaz 8 immiinreaktivite degerlendirmesi

GRUPLAR p DEGERI

Kontrol vs I/R,DY EGCG *** p<0.001
Kontrol vs TD CAPE *p<0.05
Kontrol vs TD EGCG,TD KOMP,DY KOMP **n<0.01

Tablo 4.3.5.C:Anti-Kaspaz 8 istatistiksel degerlendirmesi
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ANTi-KASPAZ 8 iIMMUNOREAKTIVITESI

GRUP |
KONTROL

GRUP I
I/IR

GRUP 111

TD CAPE

GRUP IV

DY CAPE

Resim 4.3.5:Anti-Kaspaz8 primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri kontrol grubu,TD CAPE,DY
CAPE, spermatogenik hiicrelerde hafif/orta(+/++)(A,B,E,F,G,H),I/R grubunda orta/siddetli

(++/+++)(C,D) immiinreaktivite izlendi.

98



ANTi-KASPAZ 8 iIMMUNOREAKTIVITESI 1

GRUP V

TD EGCG

GRUP VI

DY EGCG

GRUP VII

TD KOMP

GRUP V11

DY KOMP

Resim 4.3.5:Anti-Kaspaz8 primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri TD EGCG ve TD KOMP
hafif/orta(+/++)(1,K,N,O) DY KOMP grup spermatogenik hiicrelerinde orta(++(P,R) ,DY
EGCG grubunda orta/siddetli(++/+++)(L,M) immiinreaktivite izlendi.
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4.3.6. Gruplardan elde edilen testis 6rneklerinin anti-Kaspaz 9 primer antikoru ile

indirek immiinohistokimyasal yontem kullanilarak degerlendirilmesinde;

kontrol grubunda, seminifer tubulus epitelinde bulunan spermatogenik hiicreler,
Sertoli hiicreleri ve interstisiyel Leydig hiicrelerinde hafif (+) Kaspaz 9
immiinreaktivitesi izlendi. I/R yapilan gruptan elde edilen testis orneklerinde epitel
diizeninin bozulmus oldugu spermatogenik ve diger hiicrelerde immiinoreaktivitenin
artmis oldugu siddetli (+++) immiinoreaktivite izlenirken, sirasiyla TD CAPE hafif(+),
DY CAPE gruplarinda hafif/orta(+/++), DY EGCG ve TD KOMP grup spermatogenik
hiicrelerinde orta(++), TD EGCG ve DY KOMP grubu spermatogenik hiicrelerinde
orta/siddetli (++/+++) immiinoreaktivite izlendi (Resim 4.3.6.).

Gruplarin ortalamalari ile standart sapma degerleri Tablo 4.36.4°da grafik olarak
Tablo 4.3.6.B’de istatiksel olarak Tablo 4.3.6.C’de verilmistir.

GRUPLAR KASPAZ 9 IMMUNREAKTIVITESi DEGERLENDIRMESI(ORT.%SD.)

A Kontrol 1,14+0,37

I/R 3+0

TD CAPE 1,28+0,48

DY CAPE 2,14+0,37

TD EGCG 1,42+0,53

DY EGCG 2,14+0,53

TD COMP. 1,85+0,37

DY COMP. 2,4240,53

Tablo 4.3.6.A:Anti-Kaspaz 9 ortalamala ve standart sapma degerleri
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4,5

KASPAZ 9 IMMUNREAKTIVITESI

3,5

2,5

1,5

1
0,5
0

|

kontrol

IR TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD KOMP DY KOMP

Tablo 4.3.6.B:Anti-Kaspaz 9 immiinreaktivite degerlendirmesi

GRUPLAR p DEGERI

Kontrol vs I/R *** p<0.001
Kontrol vs TD CAPE, TD EGCG *p<0.05
Kontrol vs TD EGCG , DY KOMP, DY CAPE, TD KOMP **p<0.01

Tablo 4.3.6.C:Anti-Kaspaz 9 istatistiksel degerlendirmesi
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ANTi-KASPAZ 9 iMMUNOREAKTIVITESI

GRUP |

KONTROL

GRUP 11

I/IR

GRUP 111

TD CAPE

GRUP IV

DY CAPE

Resim 4.3.6:Anti-Kaspaz9 primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri Kontrol grubu ve TD CAPE
spermatogenik hiicrelerinde hafif(+)(A,B,E,F),I/R grubunda siddetli(+++)(C,D),DY CAPE
grubunda hafif/orta(++/+++)(G,H)immiinreaktivite izlendi.
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ANTI-KASPAZ 9 iIMMUNOREAKTIVIT
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&
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DY KOMP | _ e, {
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Resim 4.3.6:Anti-Kaspaz 9 primer antikoru kullanilarak yapilan indirek immiinohistokimyasal
boyama ile gruplardan elde edilen testis kesitlerinin goriintiileri TD EGCG,TD KOMP
orta(+/++)(L,M,N,0),DY EGCG ve DY KOMP grubu spermatogenik hiicrelerde
orta/siddetli(++/+++)(1,K,P,R) immiinreaktivite izlendi.
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4.3.7. Gruplardan elde edilen testis 6rneklerinin TUNEL yontemi kullanilarak
degerlendirilmesinde;

kontrol grubunda, seminifer tubulus epitelinde bulunan spermatogenik hiicreler,
Sertoli hiicreleri ve interstisiyel Leydig hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicre %11 olarak
izlenirken, I/R grubunda %63, TD CAPE % 32, DY CAPE % 51, TD EGCG % 22, DY
EGCG % 43, TD KOMP % 40,DY KOMP %54 olarak izlendi. (Resim 4.3.2.).

Testis iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasi iskemi gruplarinda apoptotik hiicrelerin
seminifer tiibiildeki germ hiicrelerini , spermatogonyum ve spermatositleri kapsadigi
gbzlenmistir. Testis torsiyonu sonrasi tek doz antioksidan uygulamalarinda reperfiizyon
hasar1 Oncesi gruplarda, doyurma gruplarina oranla apoptotik hiicreleri azalttigi
goriilmiistiir. Tek doz antioksidan gruplarindan TD-EGCG uygulamasinin reperfiizyon
hasarma kars1 hiicreyi apoptotik etkilerden korugudu gozlenmistir. Gruplar arasi
degerlendirmede TD EGCG uygulanmis grupta tiim gruplara oranla en az apoptotik

hiicre gozlendi.

Gruplarin ortalamalar1 ile standart sapma degerleri Tablo 4.3.7.4°da grafik
olarak Tablo 4.3.7.B’de istatiksel olarak Tablo 4.3.7.C’de verilmistir.

GRUPLAR TUNEL DEGERLENDIRMESI(ORT.#SD.)

A Kontrol 11,57+1,81

I/R 63,85+2,54

TD CAPE 32,42+1,98

DY CAPE 51,42+1,39

TD EGCG 22,85+2,19

DY EGCG 43+1,73

TD COMP. 40,85+2,26

DY COMP. 54,28+1,704

Tablo 4.3.7.A:Anti-TUNEL ortalamala ve standart sapma degerleri
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Ol

TUNEL DEGERLENDIRMESi

60
50
40
30
20

A

10

kontrol

IR TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD KOMP DY KOMP

Tablo 4.3.7.B:TUNEL ile Apoptotik Hiicre degerlendirmesi
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TUNEL DEGERLENDiIRMESi ‘

GRUP |
KONTR
oL

GRUP II
I/R

GRUP Il
TD CAPE

GRUP IV

DY CAPE

{8 e
o ) A‘:" \_/~ o

P

v ‘Ts ’\
S LR 043

Resim 4.3.7:TUNEL ytmi ile apptti hce tni ile gruplaran elde edilen testis
kesitlerinin goriintiileri kontrol grup spermatogenik hiicrelerde %11, /R grubunda %63
, TD CAPE %32,DY CAPE %51 apoptotik hiicre izlendi.
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TUNEL DEGERLENDIRMESi

GRUPV
TD
EGCG

GRUP VI

DY
EGCG

GRUP
Vi

TD
KOMP

GRUP
VI

DY
KOMP

Resim 4.3.7: TUNEL yontemi ile apoptotik hiicre tayini ile gruplardan elde edilen
testis kesitlerinin goriintiileri TD EGCG grubunda spermatogenik hiicrelerde %22,DY
EGCG %43,TD KOMP %40,DY KOMP %354 apoptotik hiicre gézlendi.
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iMMUNREAKTIVITE VERILERI

10
12
15
12
12
10
10

60
64
67

67
62

63
64

30
32

30
32

34
34
35

MTORC1 | FOXO1 | KASPAZ8 | KASPAZ9 | TUNEL

PIBK | AKT

Grup |
Kontrol

Grup Il

IR

Grup lll

TD CAPE
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50
50
53

52

53

52

50

20
20
24
25
25
24
22

40

42

42

44
44
44
45

FOXO | KASPAZ8 | KASPAZ9 | TUNEL

MTORC

PIBK | AKT

Grup IV

DY CAPE

Grup V

TD EGCG

Grup VI

DY

EGCG
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Grup Vil | PI3K | AKT | MTORC1 | FOXO1 | KASPAZ8 | KASPAZ9 | TUNEL
TD

KOMP

1. 2 2 2 2 2 2 42
2. 2 2 2 2 2 2 42
3. 2 2 1 2 2 2 44
4. 2 2 1 2 2 2 40
S. 3 2 1 2 1 2 42
6. 3 3 1 2 1 2 38
7. 3 3 1 3 1 1 38
Grup

VI

DY

KOMP

1. 1 2 3 2 2 3 54
2. 1 2 3 2 2 3 52
3. 1 2 3 2 2 3 95
4. 1 2 3 2 2 2 52
S. 1 2 2 1 2 2 56
6. 2 2 2 1 1 2 56
7. 2 1 2 1 2 2 55

Tablo 4.3.8:Tiim gruplarin(n:7) antikorlarin immiinreaktivite skorlamasi
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4.4.Biyokimyasal Bulgular

4.4.1:Malondialdehit (MDA) Degerlendirmesi:

MDA lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerden biridir ve oksidatif hasar1
gostermede yaygin olarak kullanilan bir parametredir.
Kontrol grubu ile iskemi/reperfiizyon grubu arasinda anlamli (p<0.001***) farklilik
bulunmustur. Kontrol grubu ile TD CAPE, TD EGCG ve TD KOMP gruplar arasinda
anlamli (p<0.05) farklilik azalmigtir. Kontrol grubu MDA seviyesi ile DY CAPE, DY
EGCG ve DY KOMP gruplar1 arasinda anlamli (p>0.05) farklilik bulunmamistir. Tek

doz antioksidan uygulamalar1 ile MDA seviyesinin kontrole yakin oldugu gozlendi.

Antioksidan uygulamalarinin I/R grubu ile karsilastirilmasinda tim gruplarin
istatistiksel olarak anlamli farkli oldugu (p< 0,001***) ancak tek doz uygulamalarinin
istatistiksel olarak kontrole daha yakin oldugu izlendi.

Gruplarin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.4.1.A’de grafik olarak
Tablo 4.4.2.B°de Istatiksel olarak Tablo 4.4.3.C’de verilmistir.

GRUPLAR Konsantrasyon Degerlendirmesi(ORT.£SD.)
(um)
Kontrol 0,02+0,07
I/R 0,04+0,11
TD CAPE 0,006+0,01
DY CAPE 0,020,070
TD EGCG 0,04+0,11
DY EGCG 0,06+0,15
TD COMP. 0,02+0,06
DY COMP. 0,06+0,17

Tablo 4.4.1.A:MDA(nmol/ml) konsantrasyon ortalamala ve standart sapma  degerleri
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1,6

! PLAZMA MDA DUZEYi

1,4 sk k 3k

1,2

0,8

g .
j I i n i

KONTROL  I/R TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD KOMP DY KOMP

Tablo 4.1.1.B:Plazma MDA (nmol/ml) Diizeyi Grafigi

GRUPLAR P DEGERI
! KONTROL vs I/R ***n<0.001
KONTROL vs TD CAPE/EGCG/KOMP ** n<0.01
KONTROL vs DY CAPE/KOMP *P<0.05
KONTROL vs DY EGCG P>0.05

Tablo 4.1.1.C:Plazma MDA istatistiksel degerlendirmesi
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4.4.2:8-Hidroksideoksiguanin (80OHdG) BULGULARI

8-OHG DNA’da Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) tarafindan iiretilen en onemli
lezyonlardan biridir ve lizerinde en ¢ok calisilan DNA hasar tipidir. 8-OHG, hiicresel
oksidatif metabolizma, iyonize radyasyon veya kimyasal karsinojenlere maruziyet

sonucunda DNA ’da tiretimi artar.

/R grubunda 80OHAG diizeyinin artmast ile DNA hasar1 meydana geldigi
gostermistir. Kontrol grubu ile I/R grubu arasinda anlamli (p<0.001***) farklilik

bulunmustur.

Antioksidan uygulama gruplarinda TD EGCG’nin Kontrol grubuna en yakin
anlamda (p>0.05) oldugu ve bu anlamlilig1 (p>0.05) sirasi ile TD KOMP ve TD CAPE

izlemistir.

Kontrol grubuna ile DY CAPE grubu arasinda daha az anlamli (p<0.01) fark

bulunmustur.

Gruplarin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.4.2.A’de grafik olarak
Tablo 4.4.2.B’de Istatiksel olarak Tablo 4.4.2.C’de verilmistir.

GRUPLAR Konsantrasyon Degerlendirmesi(ORT.£SD.)
(ng/mi)

Kontrol 0,16+0,43

I/R 0,06+0,17
TD CAPE 0,04+0,12
DY CAPE 0,10+0,27
TD EGCG 0,14+0,21
DY EGCG 0,25%0,68
TD COMP. 0,13%0,34
DY COMP. 0,15+0,41
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Tablo 4.4.2.A:80HdG konsantrasyon ortalamala ve standart sapma degerleri

! SERUM 80OHdG DUZEYi
4
3,5
3
2,5
2

1,5
1

0,5 I
0

KONTROL I/R  TD CAPE DY CAPE TD EGCG DY EGCG TD KOMP DY KOMP

Tablo 4.4.2.B:80HdG konsantrasyon diizey grafigi

. GRUPLAR P DEGERI
KONTROL vs I/R ***n<0.001
KONTROL vs TD/DY CAPE **n<0.01
KONTROL vs DY EGCG/ TD KOMP/DY KOMP *p<0.05
KONTROL vs TD EGCG p>0.05

Tablo 4.4.2.C: 80HdG konsantrasyon diizey istatistigi
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu; puberte ¢agindaki c¢ocuklarda gozlenen ({irolojik acil
durumlardan olup uygun miidahale yapilamamasi durumunda infertiliteye neden
olmaktadir. Torsiyonun testisler ve fertilite {lizerine olan etkileri bir¢ok arastirici
tarafindan arastirllmigtir. Ancak, torsiyonun etkileri ve bu etkilerin ne sekilde oldugu
konusundaki bilgiler yetersizdir.

Bu c¢alismada, si¢anlarin sol testislerinin saat yoniinde 720° dondiiriilmesiyle
olusturulan 2 saat torsiyon sonrasi, 4 saat detorsiyon yapilan iskemi/reperfiizyon
modelinde; CAPE ve EGCG’nin tek doz ve doyurma dozlarinda uygulanmalarinin testis
dokusu iizerindeki olast koruyucu etkileri arastirilmistir. Calismada H&E ile
histokimyasal olarak; PI3K, AKT, mTORI, FOXOI1 primer antikorlar1 ile
immiinohistokimyasal olarak; 80HdG ve MDA diizeyleri ile biyokimyasal olarak
inceleme yapilmistir. Intrensek ve ekstrensek apoptotik yolaklar iizerine etkileri Kaspaz
8, Kaspaz 9 primer antikorlari ve TUNEL yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.

Testis torsiyonunda olusan hasar iizerinde, torsiyon derecesi ve torsiyon siiresi
onemli rol oynamaktadir. Deneysel ¢aligmalarda, ekstravajinal testis torsiyonu
modelinde, longitudinal aks boyunca testis 180°, 360°, 720° dondiiriilerek ve 1, 2, 4 saat
boyunca torsiyon sonrasi detorsiyon uygulanarak iskemik hasar degerlendirilmistir
(158, 159). Sigan testis dokusunda iskemik degisikliklerin olusmasi i¢in, en az 1 saatlik
torsiyon siiresi olmasi gerektigi bildirilmistir (160). Sigan testis dokusunda 360° ve 1
saatlik torsiyonun yalnizca akut vaskiiler degisikliklere yol actigi, 360° ve 2 saatlik
torsiyonun orta derecede akut vaskiiler hasar olusturdugu bildirilmistir. Testiste doku
hasar1 i¢in 540° torsiyon gerektigi, 720° ve 4 saatlik torsiyonun ise kan akimini bloke
ederek fokal hemorajiye neden oldugu ve testiste nekroz ile sonuglandigi bildirilmistir
(161). Torsiyon derecesi ve siiresinin artmasina bagli olarak 4-6 saat siire sonunda
testiste geri donisiimsiiz nekrotik degisikliklerin olustugu belirtilmistir (162, 163).
1080° iizerinde torsiyonda ise testiste arteriyal kan akiminda da bozukluklar
olusmaktadir (164).
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Calismamizda testiste iskemi/reperflizyon (I/R) hasar1 olusturabilmek ve bu
hasar iizerine antioksidanlarin koruyucu etkilerini degerlendirebilmek amaciyla, 720°
torsiyon ve 2 saat torsiyon model uygulanmistir. Bu deneysel model sonucunda tiim
siganlarda testiste seminifer tubuluslarda I/R hasar1 olustugu histopatolojik olarak
gozlenmistir.

Testis torsiyonu sonrasi detorsiyon isleminde testisin tekrar kanlanma siiresi de

onemlidir. Detorsiyon isleminde ani yapilan reperfiizyon ile testisin fazla kan akimina
maruz birakilmasi testiste reperfiizyon hasar1 olusmaktadir (165).
Ovali ve ark.’nin caligmalarinda deneysel testis torsiyon/reperflizyon modelinde,
perflizyon BT incelemesinde torsiyon sonrasi, 2 saat detorsiyon yapilmasinin testis
dokusunda kan akiminin torsiyon durumundan farkli olmadigi ve detorsiyon siiresinin
yeterli olmadig1 gosterilmistir ( 166).

Giirdal ve ark.'min caligmalarinda reperfiizyon hasar1 ile reperflizyon siiresi
iligkilendirilmis ve 720° torsiyon sonrasi 1, 3, 5 saat detorsiyon degerlendirilmis ve
reperfiizyon hasarinin her ii¢ uygulamada da meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica 360°
torsiyonda fertilitenin etkilenmedigi ancak 720° ve iizeri torsiyonun infertilite durumunu
olusturdugu bildirilmistir (165).

Bu c¢alismada secilen deneysel modelde, siganlarin sol testislerine 720° ve 2 saat
stire ile torsiyon uygulandiktan sonra, 4 saat detorsiyon yapilarak orta derecede I/R
hasar1 olusturulmas1 amaglanmistir. Anatomik olarak sol testis funiculus spermatikusun
daha uzun ve asagida olmasina bagli, torsiyon olma olasilifinin daha fazla olmasi
nedeniyle, sol testiste iskemi/reperfiizyon modeli gergeklestirilmistir. Testis torsiyonu
ile acil servise gelen hastalarda detorsiyon Oncesi uygulanabilecek koruyucu tedavi
yontemlerinin olasi fertilite bozukluklarin1 dnlemeye yonelik orta derecede I/R hasari

modeli secilmistir.

Testis torsiyonu ve torsiyone olan testisin detorsiyone edilmesiyle olusan, iskemi
ve reperflizyon hasarina bagli dokuda biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler
meydana gelmektedir (167, 168). Bu calismada histopatolojik degerlendirme, parafin
bloklardan elde edilen ve H&E ile boyanan kesitlerin Johnsen skoruna gore

degerlendirmesi ile yapilmistir.
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Kontrol grubundan elde edilen testis Orneklerinde normal histopatolojik
goriiniim izlenirken, Johnsen skoru ortalama 9,51+ 0,5 olarak saptanmigtir. I/R
uygulanan grupta ise testislerde seminifer tubullerde ve limen ¢apinda genisleme,
spermatogenik hiicrelerin diizeninde bozulma, interstisiyel alanda damarlarda
genisleme, hemoraji ve hiicresel infiltrasyon bulgulari izlenmistir. Histopatolojik olarak
I/R grubunda Johnsen skoru ortalama 5,06:+0,42 olarak saptanmustir. Istatistiksel olarak
kontrol ve I/R Johnsen degerlerinin karsilagtirilmasinda anlamh farklilik belirlenmistir
(p<0.001). Bu sonuglar 720° 2 saat torsiyon ve 4 saat detorsiyon sonucu tiim si¢anlarda
elde edilen histopatolojik bulgular literatiirle uyumlu olarak bulundu (169).

Testis torsiyonunda, testisin spermatik kord ile birlikte donmesi sonucu,
iskemiye bagli gelisen doku hasar1 ile tedavi amach reperflizyona bagh
oksijenizasyonun artis1 ile ¢ok fazla miktarda reaktif oksijen metabolitleri (ROS) ve
serbest oksijen radikalleri (SOR) meydana gelir. Artan ROS miktar1, I/R hasar1 olan
dokuda hiicresel DNA hasart ile lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir (46, 170).

Birgok c¢alismada I/R hasar1 ile bozulan oksidan/antioksidan dengenin
diizenlenmesi, SOR’larin olusumuna bagli meydana gelen hasarlarin 6nlenmesi ve
detoksifikasyonun saglanmasi amaciyla organizmay1 koruyan antioksidan maddelerle
I/R hasarina kars1 koruyucu etkiler arastirillmistir (171, 172, 173, 174).

Cesitli antioksidan ajanlarin (Vitamin E, Retinoik Asit, Melatonin, Zofenopril,
Allopiirinol, L-Karnitin, a-lipoik asit, Resveratrol vb.) I/R hasarinda serbest oksijen
radikalleri iizerine etkileri biyokimyasal ve histopatolojik incelemelerle gosterilmistir

(175, 176, 177, 2,178, 179, 180, 181).

Bu caligmada testiste olusturulan I/R hasarinda olasi koruyucu islevlerinin
arastirildigi antioksidanlardan biri olan Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) propolisin
aktif maddesi olup zengin antioksidan igerigiyle bir¢ok mekanizmada Onemli rol
oynamaktadir. Bu mekanizmalar arasinda yer alan I/R hasariyla ortaya ¢ikan serbest

oksijen radikalleri {izerinde birgok olumlu etkileri gozlenmistir (76).
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CAPE; antioksidan, antienflamatuar, antiviral, immiin uyarici, kanser gelisimini

ve reperflizyon hasarini engelleyici 6zellikleri bulunan bir bilesiktir (182, 183).

CAPE; giigli antioksidan 0zelligi ile miyokardiyal iskemide (184)beyin
iskemisinde (185) renal bobrek hasarinda(186), sigara maruziyetli karaciger hasarinda,
koruyucu islevleri oldugu gosterilmistir (187).

CAPE’nin testis iskemi/reperfiizyon hasarinda degisik dozlar ve siirelerde
uygulanmasi sonucunda biyokimyasal ve histokimyasal etkileri degisik caligsmalarda
gosterilmistir (188, 58, 80).

Calismamiza benzer I/R modeli uygulanarak yapilan ¢alismalarda testis I/R
hasarinda biyokimyasal olarak NO, glutatyon peroksidaz, MDA, LDH, MDH diizeyleri
calisilmig ve istatistiksel olarak I/R hasarinda arttig1 gosterilmis ve CAPE’nin torsiyon
sonrast tek doz 10-50 degisen dozlarda uygulanmasi ile biyokimyasal olarak ROS
parametrelerinde azalma oldugu bildirilmistir (188,58). CAPE’nin uygulanmasindan
sonra H&E boyal1 testis preperatlarinin degerlendirilmesinde ise histopatolojik
diizelmenin gozlendigi ve notrofil infiltrasyonunun azalmis oldugu belirtilmistir. Testis
dokusunda CAPE uygulanmasi ile PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: ile ilgili
immiinohistokimyasal degerlendirmeye rastlanmamastir.

Calismamizda, testis I/R hasarinda CAPE’nin doyurma (DY) ve tek doz (TD)
olmak tizere iki uygulamasi arastirilmistir. DY grubunda, torsiyon oncesi 4 giin siireyle
10 umol/kg CAPE uygulanarak I/R hasarina karst koruyucu etkisi; TD grubunda ise
torsiyon sonrasi reperfiizyondan 30 dk once tek doz 10 pmol/kg uygulanarak
reperfiizyon hasarina karst koruyucu etkisi karsilastirmali olarak calisilmistir. Isik
mikroskop altinda histopatolojik degerlendirmede, CAPE uygulanan her iki grupta, I/R
grubuna gore seminifer tiibiillerin histolojik yapisinin normale yakin oldugu izlenmistir
(p<0,001). TD CAPE uygulanan grupta, seminifer tiibiil morfolojisinin DY CAPE
grubuna oranla daha iyi durumda oldugu goézlenmistir. TD CAPE grubunda 6dem ve
enflamatuar hiicrelerin azalmis oldugu, DY CAPE grubunda interstisiyel alanda
minimal 6dem ve hemorajinin devamlilik gosterdigi goriilmiistiir. Istatistiksel olarak iki
grup arasinda anlamli farklilik (p<0.001) izlenmistir. TD CAPE’nin torsiyon sonrasi

reperfiizyon dncesi uygulanmasi ile testisi I/R hasarindan korumada daha etkili oldugu
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goriilmistiir. DY CAPE uygulamanin ise testis dokusunda I/R hasarini azalttigi ancak
TD CAPE grubu kadar histopatolojik inceleme ile etkili olmadigini gozlenmistir.

Son zamanlarda {lizerinde c¢ok arastirma yapilan Epigallacathecin gallate
(EGCQG) yesil ¢ayin en zengin polifenol-katesin icerigi olan etken maddesidir. Yesil
caymn antioksidan, antienflamatuar, antikarsinojenik, termojenik, probiyotik ve
antimikrobiyal 6zellikleri polifenollerin (EGCG) etkisi ile ger¢eklesmektedir (83, 84).

EGCG’nin bircok c¢alismada; hiicre proliferasyonu, oksidatif stress ve
inflamasyon tizerine etkili oldugu gosterilmistir. EGCG’nin antiapoptotik oldugu ve
bliyiime faktorleri reseptorlerini, hiicre siklusunu ve arasidonik asit metabolizma
inhibisyonu yaparak bu etkiyi gerceklestirdigi izlenmistir (189, 84).

EGCG’nin kalp iskemi/reperfiizyon hasarinda (190), ve bobrek iskemi/reperfiizyon
hasarinda koruyucu etkileri oldugu bildirilmistir (5).

Tek tarafli 1 saat torsiyon sonrasi, detorsiyon 30 dk once 50 mg/kg EGCG

verilerek 4 saat sonra detorsiye edilmis ve I/R hasarinda seminifer tiibiillerde

vaskiilarizasyonun ve apoptotik etkilerin azaldig1 gosterilmistir (191).

Bagka bir ¢alismada I/R modelinde testis torsiyon sonrasi reperflizyon dncesi
EGCG uygulanan tedavi grubunda I/R grubuna gore serum siiperoksit dismutaz
grubunda Onemli azalma oldugu bildirilmistir (90). Testise torsiyon miidahelesi

boyunca uygulanan EGCG’nin spermatogenik hiicreleri korudugu gosterilmistir (192).

Diger bir ¢alismada sigan I/R modelinde EGCG uygulamasi ile protein kinaz
A(PKA) ve Protein kinaz C(PKC) yoluyla testesteron sentezi iiretimini destekledigi
bildirilmistir (193).

Yapilan calismada testisin histopatolojik degerlendirilmesinde, I/R hasarma
karst uygulanan antioksidan gruplari i¢inde, TD EGCG grubunda seminifer tiibiillerin
kontrol grubuna en yakin gériiniimde oldugu gdzlenmistir. Istatistiksel olarak kontrol
grubu ile tek doz antioksidan uygulamalar1 karsilastirildiginda TD EGCG uygulamasi
ile elde edilen verilerin kontrol grubuna yakin, istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadigr (p<0.05) izlenmistir. DY EGCG grubu ile kontrol grubu arasinda
histopatolojik degerlendirmede anlamli farklilik (p<0.001) goriilmiis ancak, TD EGCG

ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmamistir (p<0.05).
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Sonug¢ olarak EGCG uygulamasinda tek doz uygulamasinin histokimyasal ve
johnsen skoru ile kontrol grubuna en yakin bulgulari géstermesi ile doyurma grubu ve
diger tek doz antioksidan gruplarindan daha etkili oldugunu goéstermistir. DY EGCG
grubu diger doyurma gruplarina gore kontrole en yakin doyurma grubu olarak

bulunmustur.

Caffeic acid phenethly ester (CAPE) ve epigalllocatechin gallate'in (EGCG) tek
basina uygulandiginda zengin antioksidan igerikleri ile I/R hasarma kars1 koruyucu
etkileri literatiir degerlendirmesine uygun olarak yapilan ¢alismada da gosterilmistir. Bu
calismada literatiirde rastlanmayan esit dozda CAPE+EGCG ile kompleks doz
uygulamasi yapilmigtir. Diger antioksidan maddelerin uygulama modeli gibi doyurma
ve tek doz olarak kompleks CAPE+EGCG uygulanmistir. Kompleks doz
uygulamalarinin histopatolojik degerlendirmesinde TD KOMP grubunda, seminifer
tiibiillerde yer yer kontrol grubuna benzer gdriiniim izlenirken, DY KOMP grubunda
seminifer tiibiil epitelinin yer yer diizeninin bozuk oldugu, bazi tiibiil liimenlerinin genis
oldugu, interstisiyel alanda 6dem ve hiicre infiltrasyonunun varligi izlenmistir. DY
KOMP uygulamasinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p<0.001)
fark gozlenirken, TD KOMP ile DY KOMP arasinda istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark bulunmustur.

Fosfotidilinositol 3 kinaz PISK/AKT/mTOR ailesi, hiicre biiyiimesi, hiicre
diizenlemesi, hiicre proliferasyonu, hiicre canliligi, sinyal iletimi ve timor gelisimi ile

iligkili bir sinyal yolagidir (119,120).

AKT substratlart hiicre proliferasyon, apoptoz, glukoz homeostazi, hiicre
biiyiikliigli ve DNA hasar1 gibi birgok kritik hiicresel islevde rol oynamaktadir (194).
AKT, PI3K tarafindan uyarilarak aktiflesir. AKT’1n hedef molekiilleri: Transkripsiyon
faktorleri BAD, GSR3, IRS1, Fosfodiesteraz, Forhead box ailesi, Caspase 9, NF-kf3
veya Protein kinazlar mTOR, eNOS, Raf , BRCA 1 ,p21°dir (195,196).
mMTOR (mammalian Target Of Rapamycin - Rapamisin’in Memelilerdeki Hedef
Molekiilii), serin-threonin protein kinaz ailesinden PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaginin
bir tiyesidir (91).
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Sinyal ileti molekiillerinden olan mTOR, hiicre i¢i molekiillerin
diizenlenmesinde, protein sentezinde, transkripsiyon, enerji metabolizmasinda, hiicre
proliferasyonu, biiylime, farklilasma, biyoenerjide, anjiyogenez, apoptoz ve otofajide rol
oynar.

mTOR molekiiliiniin aktivasyonu, insulin, biiyiime faktorleri, glukoz, fosfotidik
asid, amino asit yogunlugu (6zellikle leucine) ve oksidatif stres ile gerceklesir (93).
FOXO01 (FKHR), Forkhead box proteinleri transkripsiyon faktor ailesi iiyelerinden
olup apoptoz, hiicre biiyiimesi, hiicre gelisimi, proliferasyonu ve sag kaliminda etkili
olan genlerin ekspresyonunu kontrol eder (6). FOXO1 erkek germ hiicreleri ve diger
hiicrelerin farklilagmasinda ve oksidatif stres direng¢ genlerini diizenleyici fonksiyonlari
bulunmaktadir (197).

Transkripsiyon faktorlerinden biri olan Forkhead box proteinlerinin aktivite
olmalart AKT bagimli fosforilasyon ile negatif olarak diizenlenir. Sonug olarak AKT
bir¢ok proteini serin ve tirozinler iizerinden fosforilasyon yapmaktadir. Bu sayede hiicre
proliferasyonu, hiicre canliligi ve apoptozis gibi birgok metabolizmada kritik anahtar rol
oynamaktadir (199).

FOXOZ2’in asir1 ekspresyonu apoptozise neden olmaktadir. Forkead proteinler
AKT’1n hiicre cekirdegine uyarisi ile aktiflesirler. PI3K tarafindan aktive olan AKT
yolagimnin diizenlenmesi FOXO1’1 uyararak hiicre proliferasyonu ve hiicre canliligini
devam ettirir (199, 200).

Apoptoz, embriyogenez asamasinda istenmeyen dokularin  ortadan
kaldirilmasinda ve dokunun yeniden sekillendirilmesinde, ileri donem gelisiminde
homeostazin saglanmasi ve yaslanmaya bagli yada hasara bagli transforme olmus
enfektif dokunun elimine edilmesinde fonksiyon goren programlanmis hiicre 6liimiidiir
(201). Apoptozda gorevli yolaklardan biri olan Kaspaz yolag: sitoiskeletal ve niikleer
proteinlerin par¢alanmasinda énemli rol oynar (152).

Kamo ve arkadaglar1 fare karacier iskemi/reperfiizyona bagli inflamasyon
hasarinda PI3K'un spesifik Akt/B-katenin blokorii olup PTEN-B katenin araciligiyla
FOXOL1 inhibisyonuna neden olarak kismi olarak anti-apoptotik etkilerini gostermistir
(140). Diger bir ¢caligmada AKT aktivasyonu ile FOXO1 inhibisyonu gergeklestirerek

hiicre canliligini ve proliferasyonunu artirdigi bildirilmistir (198).
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Karaciger ve kalp iskemi hasarinda PI3K aktivasyonu ile AKT aktivasyonunun
hiicre canliligini devam ettirdigi gosterilmistir (202, 203).

Zhang ve ark. miyokardiyal iskemi/reperfiiyon hasarinda sodyum tiyosulfatan
(STS)’nin  koruyucu etkisinin arastirlldigi  bir ¢alismada I/R  grubunda
PISBK/AKT/FOXO3 inhibisyonu gerceklesirken tedavi grubunda PI3K aktivasyonuna
bagli AKT artis1 olmus, FOXO3 inhibisyonu ile apoptotik aktivasyona neden olmustur
(204).

Michele ve arkadaglari renal iskemi/reperflizyon hasarinda PI3K tarafindan
aktive olan AKT’in FOXO1 aktivasyonu ile renal epitel hiicre ¢ogalmasi ve canligi

tizerinde etkisini gostermislerdir (205).

WU ve arkadaglarinin ¢alismasinda myokardiyal iskemi/reperfiizyon hasarinda
hasarinda valsartan'n koruyu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada AKT/mTOR/S6K
yolagi araciligiyla otofajiyi 6nledigi gdsterilmistir (117).

Zhang ve  arkadaglarinin  yaptigi  c¢alismada  farelerde intestinal
iskemi/reperfiizyon hasarinda ghrelin’in mTOR sinyal yolag: iizerinden iskemi hasari
azaltict etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda ghrelin ile tedavi edilen hayvanlarin
akciger ve ince bagirsak dokularinda mTOR diizeyinin arttig1 bildirilmistir. Bu bulgular
ghrelin uygulanan gruplarda mTOR/p70S6K sinyal yolunun aktivasyonunu uyararak

I/R sonrasinda bagirsak doku hasarini azalttigini gostermistir (206).

Yapilan ¢alismada anti-PI3K, anti-AKT, anti-mTORC1, anti-FOXO1 primer
antikorlar1 ile sinyal yolagi, anti-Kaspaz8 ve anti-Kaspaz9 primer antikorlar ile
intrensek  ve  ekstrensek  apoptotik  yolaklarin  degerlendirilmesi  indirek
immiinohistokimyasal yontemle yapilmistir. Bu caligmada PISK/AKT/mTOR sinyal
yolagina ait primer antikorlara ait immiinoreaktiviteler, kontrol grubunda orta/siddetli
olarak izlenirken, I/R grubunda immiinoreaktivitelerin azaldigi gozlenmistir.
Antioksidan uygulanan gruplarda, PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagina ait primer
antikorlara ait immiinoreaktiviteler, I/R grubuna gore artmis olarak izlenmis olup,

kontrole en yakin olarak TD EGCG grubunda gozlenmistir.
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PI3K immiinoreaktivitesi en yiiksek siddetli olarak kontrol grubunda
izlenirken, TD EGCG ile TD KOMP grubunda orta siddetli olarak degerlendirilmistir.
AKT immiinoreaktivitesi DY gruplarinin tiimiinde en yiiksek siddetli olarak
izlenmistir. mMTORC1 immiinoreaktivitesi en yiiksek siddetli olarak kontrol grubunda
izlenmis olup, bunu takiben DY CAPE ile DY KOMP gruplarinda gozlenmistir.
FOXO1 immiinoreaktivitesi en yiiksek sidddetli DY EGCG grubunda izlenmistir.

Biitiin primer antikorlarin immiinoreaktiviteleri en diisiik I/R grubunda gézlenmistir.

Apoptozun ekstrensek (Kaspaz8) ve intrensek (Kaspaz 9) yolaklarina ait primer
antikorlarla ve TUNEL boyamasi ile degerlendirilmesinde, I/R grubunda artan hiicre
hasart ile iliskili olarak pozitif hiicre sayisinin kontrole gore istatistiksel olarak artmis
oldugu belirlendi. Antioksidan uygulanan gruplardan kontrol grubuna en yakin olan
kaspaz 8, kaspaz 9 ve TUNEL bulgularinin reperfiizyon hasari 6ncesi TD EGCG
uygulamasi grubunda oldugu ve bu uygulamna ile spermatik hiicrelerin apoptotik
etkilerden korudugu gosterilmistir.

Ekstrensek yolaga ait Kaspaz 8 immiinoreaktivitesi en yiiksek siddetli I/R
grubu ile DY EGCG grubunda izlenmistir. Intrensek yolaga ait Kaspaz 9
immiinoreaktivitesi en yiiksek siddetli I/R grubunda izlenmis olup, DY CAPE ve DY
KOMP gruplarinda orta siddetli olarak gozlenmistir.

PI3K aktivasyonu hiicre sag kaliminda 6énemli olup, TD EGCG ve TD KOMP
gruplarinda immiinoreaktivite siddetinin I/R grubuna gore artmis oldugu goriilmiistiir.
TD EGCG ve TD KOMP gruplar reperfiizyon hasarina karsi hiicre canligim1 devam
ettirmistir.

TD CAPE grubunda PIBK/AKT/mTORCI yolaginin korelasyonlu aktivasyonu
I/R grubuna gore spermatogenik hiicrelerde reperfiizyon hasarini azalttigi ve hiicre
canliigt ve proliferasyonunu desteklemistir. Ayrica kaspaz 8 ve kaspaz 9
immiinreaktivitesinin azaldig hiicreyi apoptotik etkiden korudugunu tunel bulgular ile

paralel olarak desteklemektedir.
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Bu ¢aligmada DY CAPE ile DY KOMP gruplarinda PI3K aktivasyonuna bagl
AKT aktivasyonu olurken, FOXO inhibisyonu ile apoptotik etkisi gosterilmistir. Bu
gruplarda AKT aktivasyonu ile mMTORCL1 ve kaspaz 9’un immiinreaktivitesinde artis ile
apoptotik etkiyi indiikledigi gozlenmistir.  TUNEL sonuglar1 da bu bulgulan
desteklemektedir.

DY EGCG grubunda I/R hasarma karsi AKT aktivasyonuna bagli FOXO1
immiinreaktivitesinin artmast hiicre oksidatif hasarinda hiicre proliferasyonunu
indiikledigi ancak, Kaspaz 8 ekstrensek apoptotik etki ile hiicreyi apoptotik etkiden
kurtaramadigi gozlenmistir. Ancak, PI3K tarafindan indiiklenen AKT aktivasyonuna
bagli FOXOI1 aktivasyonu artmis ve kaspaz 9 inaktivasyonu ile hiicreyi I/R hasarindan
korumustur.

TD KOMP grubunda AKT ve mTORC1 immiinreaktivitesindeki artis ve kaspaz
8 immiinreaktivitesindeki azalis, spermatogenik hiicreleri reperfliizyon hasarindan

korugu ve hiicre sagkalimi agisindan 6nemli oldugunu gostermistir.

MDA (Malonildialdehit), serbest oksijen radikallerinin dokuya ulasmasi ile
dokuda lipid peroksidasyonu reaksiyonlari sonucu olusan iriindiir. MDA, iskemiye
bagli oksidan dengenin bozulmasi ile en hizli reaksiyon veren bir iriindiir. Birgok
calismada iskemi/reperfiizyon sonras1 doku veya plazma MDA seviyesinde artis oldugu
gosterilmistir (207, 208, 209, 5, 210). Testis iskemi/reperfiizyon hasarinda CAPE ve
EGCG uygulamalarimda MDA seviyesinde azalma oldugu gosterilmistir (207, 208, 209,
5, 210).

Yapilan ¢alismada, eliza yontemiyle degerlendirilen kan MDA diizeylerinin I/R
grubunda kontrol grubuna istatistiksel olarak anlamli olarak artmis oldugu (p<0,001),
CAPE ve EGCG uygulanan gruplarda ise I/R grubuna goére azalmis (p<0,01) oldugu
goriilmiistiir. CAPE uygulanan gruplarda MDA diizeyinde farklilik olup TD CAPE
grubunda MDA diizeyinin DY CAPE grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
MDA diizeyi TD EGCG grubunda DY EGCG grubuna oranla daha yiiksek seviyede
izlenirken TD KOMP ile DY KOMP gruplari arasinda da benzer durum izlenmistir. DY
gruplarinda MDA seviyesinde artis antioksidan metabolizmasinin lipid peroksidasyonu

tizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermistir.

124



MDA diizeylerinin antioksidan uygulanan tiim gruplarda azalmis oldugu
izlenirken, kontrole en yakin degerin DY CAPE grubunda oldugu izlenmistir. Bu
grupta lipid peroksidasyonu yoluyla serbest radikal oksijenlerinin azaldigi

distiniilmistiir.

80HdG; Oksidatif streste, hiicre DNA yapisinda olusturulan hasar1 analiz eden

temel molekiilerlerden biri kabul edilir.

Hiperglisemiye bagli 90 dakika iskemi,120 dakikalik reperfiizyon modeli
sonrast dokuda  8OHG, HNE, MMP2 ve MMP9 akitivasyonlarinin azaldigi
gosterilmistir (211). Kardiak disfonksiyon sonrasi I/R hasarinda oksidatif stresle hiicre
reaktif artisina bagli SOHAG seviyesinin arttig1 bildirilmistir (212).

Biyokimyasal olarak 80OHdAG diizeyi, I/R grubunda tiim gruplara gore artmis
olarak gozlenirken (p<0,001), TD EGCG uygulanan grupta kontrol grubuna en yakin
deger gozlenmisir. Bunu takiben sirasiyla DY EGCG, TD KOMP, DY KOMP ve DY
CAPE gruplarinda kontrol grubuna yakin degerler izlenmistir (p<0,001). Kandan elde
edilen biyokimyasal Elisa 8OHdG degerleri histopatolojik bulgular1 desteklemekte olup,
DNA hasarinin gostergesi olan bu degerin doku hasarini ve iyilesmesini daha iyi
yansittig1 diigtiniilmiistiir.

Biyokimyasal olarak MDA lipid peroksidasyonunu gostermekte olup,
histopatolojik bulgularimizla I/R grubuinda kontrol grubuna gére artmis oldugu bu yolla
olusturulan hasarda lipid peroksidasyonunun 6nemli oldugunu gdstermistir. Ancak
antioksidan uygulamalarinda histopatolojik skorlamada daha iyi goriiniimde olan TD
EGCG grubunda MDA diizeyleri diger gruplara gore daha yiliksek izlenmistir.
Histopatolojik olarak antioksidanlarin etkilerinin degerlendirilmesinde DNA hasari
gostergesi olan 80hdG ‘nin daha etkili olabilecegi ve kan ile doku uyumunun gostergesi

olarak kullanilmasinin daha dogru olacagi diistiniilmiistiir.
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6.SONUC

Bu ¢alismada si¢an testis torsiyonu I/R hasarinda CAPE ve EGCG’nin koruyucu
etkileri histopatolojik, immiinohistokimyasal ~ ve  biyokimyasal olarak
degerlendirilmistir. PI3K/AKT/mTOR/FOXO sinyal yolagi ve apoptotik yolaklar ile
151k mikroskop altinda yapilan degerlendirmeler sonucunda TD EGCG uygulamasinin
diger antioksidan uygulamalarina gére daha anlamli olarak histopatolojik diizeltme
yaptig1 saptanmustir.

Biyokimyasal olarak DNA hasar gostergeci olan 8OHdG’nin histopatolojik
bulgularla uyumlu oldugu ve kan diizeyi ile dokunun histolojik gériiniimiinii yansittigi
izlenmistir.

DY antioksidan uygulama dozlarmin etkileri, TD antioksidan uygulamalarina
gore anlamli iyilestirmeye neden olmadig1 gdzlenmis olup, iskemiden sonra acil servise
getirilen hastalarda klinik olarak TD EGCG uygulamasinin daha iyi sonug verecegi,
CAPE uygulamasinin da hastaya yeterli iyilesme saglayacagi ve hasari onlemede
basarili olabilecegi diisliniilmistiir. Kombine uygulamalar degerlendirildiginde diger tek
doz antioksidan uygulamalara gore daha fazla bir iyilesme saglamadigi izlenmistir, bu
yiizden son durumda bu kompleks TD doz uygulamanin yeterli oldugu diistiniilmiistiir.

Sonug olarak;

TD EGCG uygulamasinin histopatolojik ve 8OdHG degerlendirmelerinde en 1yi

sonuca ulasildigi,

- TD CAPE’nin histokimyasal bulgularca tedavide kullanilabilecegi

- Kombine uygulamalara gerek olmadigi,

- Biyokimyasal belirteglerden 80OHdG’nin immiinohistokimyasal ve TUNEL
bulgulari ile gruplar1 korelasyonlu destekledigi

- Doyurma gruplarinda testis I/R hasari tedavisi i¢in beklenen yanit alinamayip

kullanilmasina gerek olmadig1 kanisina varildi ve yiliksek dozda verilmesinin ve

eliminasyon hizlarni g6z Oniine alindiginda toksik etkili olabilecegi

distintiilmiistiir.
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