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FARKLI DENEYSEL TESTIS ISKEMILERININ
APOPTOZIS ILE HISTOLOJIK iLISKISI

Ligasyon ile arteriyal dolasimin bozlulmasina bagli iskemi torsiyon ile buna venoz
dolasimin da eklenmesi 2 farkli mekanizma olarak birgok farkli klinik durumun deneysel
olarak arastirilmasini saglar. Bu calismada 6 saatlik isklemi sonrasinda reperfiizyona bagl
hasarin zaman bagimli histolojik incelemesi yapilarak olusan oksidatif stres ve gelisen

apoptozis iliskisi arastirildi.

Eriskin sicanlarda 6 saatlik torsiyon veya ligasyon iskemisini takiben 1, 3, 7 ve 28
giinliik reperfiizyon uygulandi. Iskemik reperfiizyon sonrasi testis dokusu histolojik,
immunohistokimyasal ve morfometrik olarak incelendi. Doku Ornekleri Hematoksilen
Eozin ve NOS antikorlari ve TUNEL immunohistokimyas: teknikleri ile boyandi.
Sicanlarin sag testislerine iskemi uygulamasi yapilip ipsilateral grubu olustururken sol
testisleri kontralateral grubu olmak iizere degerlendirildi. Testisten alinan doku
orneklerinde hasarin derecelendirilmesi, hiicre o6liimii, oksidatif stres ve apoptotizis
korleme yontemle germ hiicrelerinin mikroskop altinda histolojik ve morfometrik bakilar

yapildi.

Iskemik gruba ait testislerin seminifer tiibiillerindeki spermatogonium,primer
spermatosit ve spermatidlerdeki bozulma, germ hiicre sayisinda vakuolizasyon ve sayisal
azalmanin torsiyon grubu ile karsilastirildiginda ligasyon grubunda ¢ok daha az oldugu
goriildii. Bununla uyumlu bir sekilde NOS artimimin varligi ve apoptosizle iligkili oldugu
saptandi. Apoptozis biitiin hiicre tiplerinde gézlemlendi. Kontralateral testislerde ¢ok daha

az olmak iizere benzer bulgulara rastlanildu.

Bu bulgular iskemik reperfiizyona bagli hasar olusmasinda torsiyonun vendz
doniisii de bozmasi nedeniyle daha etkin oldugunu ve iskemi disinda gelisen diger

faktorlerin torsiyon grubunda olusan okidatif stres ve apoptozisi artirdigi diigtiniildii.

Anahtar kelimeler: testis, germ hiicresi, torsiyon, ligasyon, iskemi, oksidatif stres,

NOS, apoptozis



THE HISTOLOGIC RELATION OF DIFFERENT
EXPERIMENTAL TESTIS ISCHEMIA WITH APOPTOZIS

Arterial circulation’s disturbance associative with ligation and torsion is depend on as two
different mechanism is a lot of clinic different circumstances as experimental investigation.
This study has got after depend on the time of reperfusion histological analysis and

comparison oxidative stres and grow up apoptosis.

At the adult Wistar rat wich is following 6 hours torsion and ligation ischemia applied
1,3,7 and 28 days reperfusion. After the ischemic reperfusion testis tissue as histological,
immunochemical and morphplogical analysed. Tissue samples is stained Hematoxilen
eosin, NOS antibodies (iNOS, eNOS) and TUNEL immunochemical stain. ischemia,
applied rats’s right testis, set off to ipsilateral testis and left testis used to contralateral
testis. Taked from the testis tissue samples, injury gradation, cell death, oxitadive stres and

apoptosis of the germ cell analysed as with blind technics at the microscope.

Testis, ischemia group, compared with ligation and torsion group for spermatogonium,
primer spermatocyt and degeneration of the spermatids and torsion group had more injury
so far as the ligation groups. Concordant of this increase of the NOS exist and associative
with apoptosis determined. Apoptosis is detected all of the cell types. Contralateral testis

was similar but has less injury than ipsilateral testis.
This indications depend on ischemic reperfusion injury, torsion is more effective, depend
on return of the venous disruption, and other factors wich without ischemia gived rise the

tought consisted at the torsion group oxidative stres and apoptosis.

Key words: testis, germ cell, torsion, ligation, ischemia, oxidative stres, NOS, apoptosis
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ONSOZ

Infertilite, sosyal ve psikolojik bir sorun olarak toplumsal yasam etkileyen
ancak gelisen teknoloji ile tedavide biiylik umutlarin elde edildigi bir durumdur. Bu
sorunun asilmasinda 6nemli bir faktor, fertilizasyon i¢in yardim isteyen ciftlerin
yaklasik iicte birini kapsayan erkekteki sperm performansinin yetersizligidir. Bu
konuda torsiyona veya ligasyona bagl olarak gelisen iskemi sorasinda olusan hiicre
Oliimleri hem akut hem de kronik anlamda sperm sayisi, etkinligi ve kalitesi
iizerinde etkilidir. Bu projenin amaci olusturulacak olan testis iskemilerinde olusan
strese bagli germ hiicrelerinin apoptozisinin deneysel olarak arastirilmast ve
farkliliklarin karsilastirilmasidir. Erkek fertilitesi spermatogenez ile baslar, tasinma,
yardimci organlarla depolanma ve uygun sekilde aktarilama ile tamamlanir. Bu
asamada spermin sayisal yetersizligi mikroinjeksiyon ve intrastoplazmik sperm
injeksiyonu ile ¢oziilebilmektedir. Ancak testisin yetersiz fonksiyonun diizeltilmesi,
spermi etkileyen faktorlerin arastirilmasi ve gelistirilmesine bagli olarak miimkiin
olabilmektedir. Bizim ¢alismamizin amaci arter ligasyonu ve torsiyon sonrasinda
olusturulan iskeminin ardindan farkli zaman dilimlerinde yapilan reperfiizyonun
ortaya c¢ikardigi stresin Nitrik Oksit Sentetaz (NOS) ile belirlenmesi ve germ
hiicrelerinin 6lmesi ile iligkisi TUNEL (Terminal deoksinukleotidil transferaz
[Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-end labeling) immunohistokimya yoOntemiyle
belirlenmesi ve farkliliklarin karsilastirilmasidir. Projemizin gergeklesmesinde
destegi olan Rektorliik makamina ve Bilimsel Arastirma Koordinatorliigii'ne,

ozellikle Arastirma Fon Saymanlig1 gérevlilerine tesekkiir ederiz.

Dog. Dr. M. ibrahim TUGLU Ars. Gor. Turgay BARUT
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1. GIRIS

Testis iskemisi erkek infertilitesinde Onemli rol oynamakta ve klinikte
¢oziilmesi gereken sorunlar iginde yer almaktadir. Tek tarafli testis torsiyonu yaygin
bir cerrahi problem olup, irreversible degisiklikler yaparak kars1 testisi de i¢ine alan
hasar olusturur (Romeo ve ark. 2003 ve Allan ve ark. 1987). Olusan hasar iskeminin
direk etkisinin yani sira reperfiizyonla gelen oksidatif stres gibi sekonder etkilere
baglidir. Bu nedenle testikiiler torsiyon vakalarinda tedavideki etkinligin
saglanabilmesi icin hem patolojik mekanizmalarin anlasilmast hem de bunu
yonlendiren molekiiler arastirmalarin yapilmasi iskemik hasarin testis dokusunda
goriilmesinin baslamasindan sonraki asamada neler yapabilecegimiz ile ilgili bilgiyi
bize verecektir (Nguyen ve ark. 1999, Akgur ve ark. 1993Turner ve ark. 1997 ve
Andiran ve ark. 2000). Bu calismada iskemik reperfiizyon hasari ile olusan oksidatif
stres ve intihar yolu ile gerceklesen hiicre 6liimii yani apoptosis incelenerek, torsiyon
ile ligasyon arasinda goriilen mekanizma farkliligmin literatiire kazandirilmasi

amaglanmaktadir.

Ayni cinsiyetlerden olusan ¢iftlerde, ¢ocuk istenmesine ve normal
kopulasyona karsin, bir yil i¢inde gebeligin gerceklesmemesine "infertilite"
denmektedir. Genelde evliliklerin % 10'u ¢ocuksuzdur. Bu oranin da % 40'indan
erkek sorumlu tutulmaktadir. Diger pek cok iilkede oldugu gibi iilkemizde de erkek
infertilitesi, kolay kabullenilememekte ve Onemli sosyal sorunlara neden
olabilmektedir. Tiptaki olaganiistii gelismelere karsin, erkek infertilitesinin giderilmesi
konusundaki ugrasilar basarisiz kalmaktadir. Ancak bazi etiyolojilerde erken
yapilacak girisimlerle erkek infertilitesinin gelismesini Onleyebilmek olasidir.
Unilateral testis iskemileri bu konuda ornek gosterilebilir. Torsiyon-detorsiyon
kuskusu bulunan kisilerin uzun siireli izlenmelerinde; detorsiyon yapilanlarin da
%70'in Ustiinde testis atrofisi gelistigi, seminal analiz sonuglarinin %85- 90 oraninda
anormal oldugu anlasilmigtir. Daha ayrintili incelemelerde, testislerin iki tarafl islev
bozuklugu gosterdigi saptanmistir (Lin EP ve ark. 2007). Sorun, kendi i¢inde ¢eliski

getirdigi i¢in 6nemlidir.



Kontralateral testislerin hasar1 konusunda pek ¢ok ¢aligma yapilmis en yaygin
kabul goren mekanizma otoimmun bir reaksiyon olarak agiklanmustir. Iskemik
testisde dejenere olan sperm hiicreleri ve/veya tiibiiler bazal membrani antijen gibi
davranmakta, bunlara karsi olusan otoantikorlar diger testisin hasarlanmasma neden

olmaktadir (Ringdahl E ve ark. 2006).

Sonu¢ olarak hem ipsilateral hem de kontralateral testisler iskemik
reperfiizyona bagli oksidatif hasara ugramakta ve germ hiicreleri apoptozis yoluyla
O0lmektedir. Bu olaylar1 yonlendiren mekanizmalarin anlagilmasi igin testisin

anatomik, histolojik ve fonksiyonel yapis1 hakkinda detayli bilgiye ihtiyag vardir.

1.1. Testis Embriyolojisi:

Testis embriyolojisi sirasinda embriyonda, her iki cinste, genital organ
taslaklar1 baglangicta aynidir. Gonadlar, mezenteryumun kokii ile mezonefroz arasinda
dorsal ¢élom epitelinden yani mezodermden gelisir. Bu bolgeden kalinlasan ¢6lom
epiteli, "epithelium germinale", altindaki mezensim ile birlikte bir blastem olusturur.
Bu, heniiz disilik ya da erkeklik yoniinde farklilasmamis devirdeki gonad taslagidir.
Gonad taslaginda, "epithelium germinale” den derine, mezensim igine dogru iireyen
hiicre kordonlari, birbirleriyle anastomozlagsarak mezonefroza dayanir ve onunla
baglant1 yapar. Primer dol kordonlarinda iki g¢esit hiicre vardir. Bunlar, ¢ogunlugu
olusturan kiiciik, kiibik ya da prizmatik epitel hiicreler ile bunlarin arasina serpilmis
biiylik, yuvarlak primordial cins hiicrelerdir. Erkeklige farklilasmada, yedinci haftadan
itibaren testis olugmaya baglar. DOl kordonlari, ileride tunika albuginea'y1 yapacak
olan bir mezengim Kkitlesi ile "epithelium germinale" den ayrilir. Bunlari olusturan iki
cesit hiicreden primordial cins hiicreler, "spermatogonyum"lari, kiiciik kiibik hiicreler
ise "Sertoli hiicreleri"ni yapar. Mezonefrozun yakininda, 3- 5 lumbal vertebralar
hizasinda bulunan testis taslaklari, sonra normal anatomik yerlerini almak {izere yer
degistirilirler. Intrauterin 4. ayda inguinal kanal igine sokulurlar ve dogumdan kisa

bir siire 6nce skrotuma inerler (Resim 1. 1).
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1.2. Testis anatomisi

Funikulus spermatikusa asili durumda bulunan testisler; sagli sollu bir ¢ift
olup skrotum i¢inde bulunurlar (Resim 1. 2). Testisin 6n kenari, her, iki yiizli ve
uclar1 diiz ve konveks olup periton ile kaplidir. Arka kenarin sadece lateral kismi
peritonla ortiiliidiir. Peritonsuz medial kisma epididimis tutunur ve buradan damar,
sinir ve kanallar geger. Testise iliskin damar ve sinirler septalar araciligi ile
interstisyuma ulagirlar. Testikiiler lobiillerin her biri, 1- 4 adet, ¢cok kivrimli tiibiil
yapist tagir. Bu tiibiilller kor bir ugla basglayip mediastinum testise ulasirlar. Her
seminifer tiibiil 30- 70 cm uzunluga ve 150- 250 mm ¢apa sahiptir. Seminifer
tiibiiller insan testisinin % 66 kadarim1 olusturur. Eriskin bir erkekte, her testisin
agirhgr yaklasik 12 gr ve hacmi 15- 20 ml’dir. Boyutlar1 2.5x3x4.5 cm kadardir
(Armc1 K ve Elhan A. 1995).

Tunika albuginea testisi saran mavimsi beyaz renkli fibréz bir tabakadir.
Tunika albugineanin hemen altinda tunika vaskuloza denilen damar ag1 tabakasi
vardir. Tunika albugineadan baslayan ¢ok sayida trabekiil ve septalarla testis 200-
300 adet lobiile ayrilir. Her lobiilde 1- 4 adet seminifer tiibiil bulunur. Seminifer
tiibiiller ise rete testis denilen kanal sistemine agilirlar. Rete testis mediastinum
testisin list boliimiinde sayilar1 10- 15 arasinda degisen kanallar sekline doniisiir.
Daha sonra tek bir kanal olan epididimal kanal halini alir. Testisin arteriyal
kanlanmasi, aortanin ventral yiiziinde renal arterlerin 2- 3 cm altindan ¢ikan bir ¢ift
testikdiler arter tarafindan saglanir. Spermatik kordla beraber seyreden testikiiler arter
daha sonra birkag dala ayrilir. Testisin esas kanlanmasinin testikiiler arter tarafindan
saglanmasina ragmen bu arterle kremasterik, vazal ve epididimal arterler arasinda
¢cok sayida anastomoz vardir. Testis ve epididim venleri Once funikulus
spermatikusu saran bir ag seklinde pleksus pampiniformisi, daha sonra da
birbirleriyle birleserek testikiiler veni olustururlar. Sag taraftaki testikiiler ven vena
cava inferiora dokiiliirken; soldaki vena renalis sinistraya acilir. Kollateral venoz

drenaj1 eksternal pudental ven, posterior skrotal ven ve kremasterik ven saglar.

Testisin lenfatik drenaji; ylizeysel ve derin olmak iizere iki grupta toplanip,

testikiiler vene paralel olarak paraaortik lenf nodlarina dokilir. Testisin



innervasyonu esas olarak sempatik postganglionik ve visseral afferent liflerle olur.
Lifler genellikle damar yapilarina paralel seyreder. Testise kadar ulasan sinir tunika

albuginea seviyesinde dallara ayrilarak interlobiiler septay1 innerve eder.
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Resim 1. 2 Testisin anatomisi.



1.3.Testis Histolojisi:

Testisler hem spermleri iiretip hem de androjenleri iirettikleri i¢in bilesik,
tiibiiler, halokrin, i¢ salgi ve dis salgi bezi olarak kabul edilebilir. Bu yiizden
hormonal kontrol diizenegi testislerin diizenli ¢alismasi i¢in gereklidir. Hormonal
kontrol diizenegi, hipofiz-Leydig ve Sertoli hiicreleri arasindaki diizgiin iliskilerle

ayarlanir. Bu iliskilerde endokrin ve parakrin yollar kullanilir.

Testis seminifer tiibiilleri yaklasik 150 pm ¢apinda ve 80 cm uzunluktadir, iki
ucu U seklinde olan rete testise agilan tiiplerdir. Rete testis, seminifer epitelyumun
tiriinleri olan testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar1 toplayan kanallar agidir.
Seminifer tiibiil somatik sertoli hiicreleri ve spermatogenetik hiicreler olarak iki
belirgin hiicre populasyonu igeren 6zellesmis seminifer epitelyum ile doseli merkezi
bir liimenen olusur. Spermatogenetik hiicreler spermatogonyumlar, spermatositler ve
spermatidlerdir (Resim 1. 3). Seminifer epitelyum bazal membran ile kollajen lifler,
fibroblastlar ve kasilabilir myoid hiicrelerden olusan bir duvarla g¢evrelenmistir.
Seminifer tiibiiller arasindaki bosluk alan kan damarlar, lenfatik kanallar veya
sinlizoidler, makrofajlar ve androjen iireten Leydig hiicre gruplar1 tarafindan

doldurulmustur.

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelyumun dominant hiicre
tipidir. Puberteden sonra seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10 unu
olustururlar. Bazal laminadan seminifer tlibiil liimenine dogru uzanan prizmatik
hiicreler olan bu hiicreler kan testis bariyerini olustururarak spermatogenetik
hiicreleri destekler. Spermiyogenez sonunda spermatidler tarafindan atilan fazla
hiicre kisimlarim1 fagosite eder. Olgun spermatidlerin kasilmalarla seminifer tiibiil
liimenine salinimi kolaylastirir ve seminifer tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan
zengin bir sivi salgilar. FSH androjen-baglayici protein (ABP) sentezini ve

sekresyonunu diizenler, inhibin ve aktivin salgilar.

Germinal  hiicreler;  spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve
spermatozoonlardir. Bu hiicreler primordial germ hiicrelerinden koken alirlar. Hem

disi de hem de erkekte ilk primordial germ hiicreleri 4. haftada yolk kesesi



endodermi duvarinda geliserek gonad taslaklarima dogru yol alir. Gonadlarin
olusmasini isaret eden ilk belirtiler 5. haftada baslar. Seminifer tiibiil bazal membrani
lizerinde oturan spermatogonyumlar, kiiciik diploid germ hiicreleridir, puberteye
kadar boliinmezler. Dogumdan 6nceki donemde ortaya ¢ikan germ hiicrelerinde iic
tiir spermatogonyum gelisir. Bunlar acik tip A, koyu tip A ve B tipi
spermatogonyumlardir. B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlerle siireklilik
saglar. Yani tip B spermatogonyumlarin son mitoz boéliinmesinden sonra primer
spermatositler ortaya cikar. Gonositlerden tireyen ilkel spermatogonyumun ileri
derecede Ozellesmis spermatozoon haline gelinceye kadar gegirdigi siirece

spermatogenez denir (Resim 1. 4).
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Resim 1.3 Testis histolojisi
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Resim 1. 4 Spermatogenetik hiicreler ve seminifer tiibiiller
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Spermatogonyumlar; Agik veya soluk A tipi spermatogonyumlar B
tiplerinden daha azdir. Oval veya yuvarlak sekilli bu hiicreler her zaman bazal lamina
lizerine otururlar. Ancak en c¢ok bulunan spermatogonyum tipi olan B tipi
spermatogonyumlarin bazal lamina ile baglantilar1 daha azdir. Hiicrelerin ¢ekirdegi
merkezi olarak yerlesmis ve yuvarlak sekillidir. Cekirdekte bir ya da iki koyu
boyanan c¢ekirdekcik bulunur. Sitoplazmada diger A tiplerine gore daha fazla
ribozom bulunur. Oval yerine yuvarlak olan nukleuslar1 disinda agik tip A
spermatogonyumlara benzerler. Mitozla boliinerek primer spermatositleri meydana
getirirler. Soluk veya acik A tipi spermatogonyumlar kok hiicrelerdir. Bunlar
boliinerek hem yeni soluk A tipi spermatogonyumlar1 yaparlar hem de koyu tip
hiicreleri olustururlar. Koyu A tipi hiicrelerde B tipi hiicreleri olusturmak icin
boliiniirler. B tipi spermatogonyumlarin son mitotik boliinmelerinden sonra primer
spermatositler ortaya ¢ikarlar. Bu hiicreler mayoz boliinmenin preleptoten, leptoten,
zigoten, pakiten ve diploten safhalarim1i gegirerek sekonder spermatositlere
doniigiirler. Bunlar da ikinci bir mayoz boliinme gecirerek haploid kromozom setine
sahip olan spermatidleri olustururlar. Spermatidler herhangi bir boliinme ge¢irmeden,
bir seri degisiklikler gegirerek spermatozoonu, onlarda tipik sekilli erigkin spermleri
meydana getirirler. Spermatositler de birbirleri ile sitoplazma kopriileri araciligi ile
baghdirlar. Bu 6zellikler spermatidlerde de devam eder. B tipi spermatogonyumlar,
mayoz bdliinme gecirecek olan spermatositlere doniisiirler. Hiicrelerin sitoplazmasi
spermatogonyumlarinkine benzer. Spermatidler; Spermatositlerin ikinci mayoz
boliinmelerinden sonra haploid kromozoma sahip spermatidler olusur. Erken
donemde spermatidler nispeten kiiclik, kiiresel sekilli hiicrelerdir. Nukleuslar1 ince
kromatinlidir, arada yogun kromatin yumaklar1 vardir. Nukleus kisa siirede daha da
kiigiiliir. Sitoplazmada daginik diiz endoplazmik retikulum, kii¢iik ve perifere dizili,
yuvarlak, kristas1 belirgin olmayan mitokondriumlar ve iyi gelismis golgi kompleksi
goriiliir. Graniillii endoplazmik retikulum azdir. Kiigiik ve hiicre zar1 altinda dizilmis
mitokondriumlar spermatid sitoplazmasinin tanimmmasini kolaylastirir. Spermatid
olgunlagmasi sirasindaki degisiklikler tiirlere gore farkliliklar gosterse de genel

Ozellikleri ile hemen hemen aynidir (Resim 1. 5).
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Spermatiddeki  degisiklerle olusan kalitsal O6zellikleri tasiyan hiicre
spermiyumdur. Spermiyumda akrozom, spermin oosite girmesini saglamak igin
gereklidir. Memelilerde spermatidlerin spermiyum haline gelmesi belirli basamaklari
izler: Golgi fazinda, 6nce spermatidin nukleusu etrafinda golgi kompleks bolgesinde
vezikiillii yapilar cogalir (proakrozomal vezikiiller). Bunlar birlesince biiyiik
bosluklu yapilar olusur (akrozom vezikiilii). Bu bolgede nukleus yogunlugunda artig
goriiliir. Sitoplazmadaki mitokondriler hiicre ¢eperine dogru dizilirler. Kromatid
cisimcik karsit uca kayarak ciftlerine yaklasir. Buradan flagellum gelisir. Nukleus
uzunlugu artar. Akrozomal graniilden akrozom geligir ve nukleusun 2/3 6n yiizii
akrozom ile kaplanir. Ayrica burada galaktoz, mannoz, fruktoz karbonhidratlar ile
hyalurinidaz, asit fosfataz, nukleoidaz enzimleri de yogunlasir. Mitokondrilerle
cevrili olan bolge orta parcayr temsil eder. Olgunlasma fazi, spermiyogenezin son
evresidir. Spermatid tiire has seklini alirken spermatidin ¢ekirdeginden spermiyumun
basi, sentrioller ile mitokondrilerden de kuyruk boliimii sekillenir. Spermatidin diger
organelleri artik cisimcikler seklinde sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.
Olgunlagma fazinda spermiyumun son seklinin kazanilmasi saglanir. Testis i¢cinde
spermiyumlarin metabolik ihtiyaclar1 hala sertoli hiicreleri tarafindan saglanir.
Spermatogenez ii¢ asamada gerceklesir: mitotik boliinmelerle c¢ok sayida
spermatogonyum olusmasi, mayotik boliinmede genetik ¢esitlilik elde edilmesi ve
kromozom sayilarinin yartya inmesi, yaygin hiicre modellesmesi olusmasi ve
kromozomlarin aktarimi ve herhangi bir zarara karst siki paketlenmesinin

gerceklesmesi.

1.4. Testis Fizyolojisi

Testisin islevleri icerisinde spermatogenez en dnemli olup, en primitif sekli
spermatogonyumdan spermium asamasina gelen germinatif hiicreler, testis,
epididimis, vezikula seminalis ve prostat salgilar1 ile birlesip ejakulati olusturur.
Testisin bu ¢ok Onemli islevi, overin aym dogrultudaki isleviyle birlikte neslin
stirekliligini saglar. Endokrin islevleri igerisinde testosteron yapimi interstisiyel
Leydig hiicreleri tarafindan salgilanir. B-inhibin yapimi FSH supresyonu ile saglanir
ve sertoli hiicrelerinden salgilanir. Ostrojen yapimi oldukga azdir ve seminifer tiibiili

germinal epitelinden, testosteron yikimi sirasinda olusarak veya interstisiyel
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hiicrelerden olabilmektedir. Testisin islevleri hipotalamusun yonetiminde olmak iizere,
hipofiz 6n lobundan salgilanan FSH ve LH hormonlarimin etkisi ve kontrolu
altindadir. FSH (Folikiil stimulan hormon): Hipotalamustan salgilanan "FSH-
releasing faktor" ile kontrol edilir. Seminifer tiibiililerde primer spermatositleri,
sekonder spermatosit haline doniistiirerek spermatogenezi baslatir. Spermatogenezin
siirmesi i¢in az da olsa interstisiyel hiicrelerden salgilanan testosteron gerekmektedir.
Bunun i¢inde LH'a gerek vardir. Sonucta, spermatogenezin olusmasi i¢in FSH ve
LH'in ikisi birden gerekli olmaktadir. FSH'in salgisi, spermatogenezle orantili olarak
inhibin tarafindan kontrol edilir. FSH inhibisyonunda belkide aktif seminifer tiibiili
ya da interstisiyel hiicrelerden salgilanan Ostrojenler de rol oynamaktadir. LH
(Luteinizan hormon, 1CSH: Intersitisyel hiicre uyarim hormonu): Hipotalamustan
salgilanan "LH-releasing faktor" kontrolu altindadir. Leydig hiicrelerinden testosteron
salgilanmasin1 saglar. LH ile FSH birlikte uygulandiginda, LH'in testosteron
yapimim uyaran etkisi potansiyelize olur. LH'in salgilanmasi kan testosteron diizeyi

ile ayarlanir. (Resim 1. 6).
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1.5 Ligasyon iskemisi

Testisin kanlanmasi en uzun arteri olan testikiiler arterden saglanir. Bu
damardaki direng¢ diger organ kapillerlerindeki basinca gore diisliktiir. Seminifer
tiibiiller normal sartlarda diisiik perfiizyon basinci ve diisiik oksijene yaklasik olarak
adapte olabilirler. Ancak bir hasarda kan akiminin saglanmasinda testikiiler islev
bozukluguna rastlanir. Bu durum iki sorunun ortaya ¢ikmasina neden olur: birincisi
dogal sartlarda testikuler kan akiminin nasil saglandigi, ikincisi ise kan akiminin
azalmaya devam etmesinin etkisinin ne oldugudur (Damber JE ve ark. 1992). Liimen
daralmasi (sklerozis) geng ve daha yasl erkeklerin testikiiler arterlerinde yaygindir
(Brehmer-Andersson E ve ark. 1985) ve testikiiler arterde gen¢ donemde
kendiliginden gergeklesir. Sistemik kan basincindaki azalma testikiiler kan akiminin
bozulmasiyla birliktedir (Lissbrant E ve ark. 1997). Bu durumda dolasim soku
spermatogenetik epitelin hasari izler ve seminifer tiibiil hasarini tetiklenir (Nolte T. ,

ve ark. 1995).

Arastirmacilar seminifer tiibiillerde merkezi hasari ve intersitisyel inflamatuar
reaksiyonu infertil erkeklerin testislerinde goriildiigli gibi gdzlemlemislerdir (Markey
CM ve ark.1994). Bu calismalarda kan akiminin erkek infertilitesinde 6nemli bir rol
oynadigim1 gostermistir (Markey CM ve ark.1994). Spermatogenezis ligasyon
iskemisi durumunda semihipoksik ¢evreye uyum gostermis ve serbest oksijen
radikallerinden sperm DNA hasarint korunabilmesine neden olmustur. Hiicreleri
proliferasyon gosteren tiim dokular oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu da perfiizyon ve
etkili bir kan basmci ile miimkiindiir. Kan akimindaki azalma intratestikiiler kan
damarlarinda bir inflamatuar yanit olusumuna neden olur. Kan akimindaki azalma
kan damarlarinda lokositin artisi, intersitisyel alana gocii (ilk inflamasyon yaniti)
meydana getirir. Fakat bu durum kan akimi sifirin altina diistiigiinde gézlenmemistir.
Iskemi alanma gelen 18kositlerin gogalmasi doku sagaltimi icin gereklidir.
Lokositlerin akiimiilasyonu reperfiizyonun saglanmasiyla da hasarli dokuya serbest
radikallerin hasar vermesine de yol agar. Testikiiler kan akiminin azalmasi iki farkh
mekanizma araciligryla germ hiicre oliimiine neden olabilir; dogrudan hipoksi ve
artan l0kositlerin etkileri. Bu patojenik mekanizmalar arasindaki iliski; hipoksi ve

oksijen radikallerinin hasar1 ile iligkilidir. Ciinki ¢ok net olmamakla birlikte
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testikiiler kan akimindaki bozunma goriinlise gore endotel hiicre adezyon
molekiillerinde ve hasar bolgesine gelen Iokositlerin artisina neden olmaktadir
(Bergh A ve ark.1996). Testiste kan akiminin azalmasi etkili bir germ hiicre
Olimiiniin tetiklenmesi ve vaskiiler yanita benzer bir inflamasyona neden olur

(Resim 1. 7).

Resim 1. 7 Ligasyon iskemisi
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1.6. Torsiyon iskemisi:

Testikiiler torsiyon-detorsiyon (T/D) nedeniyle olusan iskemi ve reperfiizyon
(I/R) testikiiler hasara neden olmaktadir. iskemi sirasinda oksijen miktarmin
metabolik ihtiyaclara oranla diisiik seviyede olmasi, hiicresel enerji depolarindaki
azalma ve toksik metabolitlerin birikimine bagl olarak germ hiicre 6liimii gerceklesir
(Mogilner JG ve ark. 2006). Testis iskemisinin etiyolojisine bakildiginda edinsel
testikiiler kanlanma bozukluklari, organin ya da gonadin torsiyonu, varikoseli,
skrotuma inmesini ger¢eklestirememesi ya da iatronejik nedenler sonucu
olugsmaktadir. Unilateral varikosel, timdr, inmemis testis gibi patolojilerde testisin
cevrel 1sis1 artmaktadir. Bunun sonucu ipsilateral testisde basta spermatogenik
hiicrelerde olmak iizere 1s1 artisina ¢ok duyarli protein yapili birimlerde yapisal
bozulmalar ve hasarlanmalar olmaktadir. Testis torsiyonunda ise, torsiyon derecesine
gore testis kan akimi parsiyel ya da tam kesilerek erken ya da ge¢ donemde testis
infarktiisiine neden olmaktadir.

Testis torsiyonu siklikla geng¢ erkeklerde goriilen ve miidahale edilmedigi
zaman gonad kaybina kadar gidebilen {iirolojik acil durumlardan biridir (Sade M ve
ark.1998). Testis torsiyonu icin degisik predizpozan faktdrler tanimlanmistir.
Normalde tunika vajinalis testisin 6n yiiziinii sarar ve epididim ya da spermatik kord
diizeyinde sonlanir. Tunika vajinalisin spermatik kordonun iist kisminda sonlandigi
durumlarda, testis tunikal kavitenin i¢cinde normal durumundadir. Ayrica pubertal
donemde testis hacmindeki artig, mezenterik yapiya oranla daha hizli olup torsiyon
olasilig1 artmaktadir. Ekstravajinal torsiyon olarak tanimlanan bu durumda, testis,
epididim ve tunika vajinalis spermatik kordonun iist diizeyinde vertikal diizlemde
torsiyona maruz kalir. Testis torsiyonu olustugunda vendz doniis bozulur. Buna
bagl olarak 6dem, hemoraji ve arteriyel obstriiksiyon gelisir. Kan akiminin azalmasi,
tipk1 diger dokularda gosterildigi gibi testiste de hipoksiye neden olur (Tijoe DY ve
ark. 1970). iskemik dokularda canliligi korumak igin temel prensip reperfiizyonun
saglanmasidir. Bu nedenle testis torsiyonlu olgularda zaman gec¢irmeden miidahale
edilmelidir. Akgiir ve arkadaslar1 testiste iskemi gelismesi ve ardindan
reperflizyonunun saglanmasinin da “reperfiizyon hasari”’na neden oldugunu
gostermiglerdir (Akgiir FM ve ark.1993). Reperfiizyon hasar1 nétrofil infiltrasyonu

ve serbest oksijen radikalleri olan siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil
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radikal artisiyla yakin iligkilidir (Cuzzocrea S ve ark.2001). Olusan serbest oksijen
radikalleri hiicre membranindaki lipidlerin peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve
DNA hasarina yol agar (Resim 1. 11).  Testis torsiyonu gibi iskeminin
diizeltilebilecegi durumlarda hekimlere ¢ok az bir siire kalmaktadir (Krarup T, 1978).
Bu siirenin en az 24 saate varacak kadar genis, tutulmasina karsilik, son zamanlarda
yapilan ¢alismalar siireyi 2- 6 saate kadar indirmistir (Szabo C ve ark. 1998). Bu
nedenle calismamizda hasarin net bir sekilde goriilebilecegi 6 saatlik iskemi siiresi

secilmistir(Resim 1. 8).

Mormal
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Twisted
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Testicle

Resim 1. 8 Torsiyon iskemisi
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1.7. Kontralateral testis iskemisi

Unilateral torsiyonun kontralateral testise etkisi tartigmalidir. Testis
iskemilerinde Bartsch (Bartsch G. ve ark. 1980) , Chakraborty (Chakraborty ve ark.
1980), York (York ve ark. 1985) gibi arastiricilar yaptiklar1 calismalarla bilateral
hasarlanma oldugunu ileri siirerken Madgar (Madgar ve ark. 1997), Turner (Turner
ve ark. 1985), Puri (Puri ve ark. 1985) gibi arastirmacilar, gerek klinik gerekse
deneysel caligsmalarinda, unilateral testis iskemilerinde kontralateral hasar olusmadigi
yoniinde sonuglar elde etmislerdir. Otoimmun mekanizmayi savunanlar, iskemi ile
yikilan kan-testis engelini agan sperm, spermlerin iiriinii olan bazi maddelerin ve/veya
tiibiiler bazal membranin antijen gibi davrandigini, bunlara karsi antikorlarin
olustugunu ve bu yolla kontralateral hasarlanmanin oldugu ileri

sirmiislerdir (Barkley C ve ark. 1993).

Unilateral testis iskemisi sonucu kontralateral testisde olugsan hasarlanmanin
nedenleri arasinda otoimmun mekanizma (simpatik orkidopati), torsiyon Oncesi
bilateral testikuler fizyomorfolojik defekt varligi, sinirsel refleks sonucu artan
simpatik tonus ile kontralateral testikiiler kan akiminda azalma ve serbest kalan

akrozomal enzimler sayilabilir.

Bazi aragtirmacilar unilateral torsiyonun kontralateral hasara neden oldugunu
ve bu durumun da immunolojik mekanizmalarla gerceklestigini belirtilmektedir
(Sade ve ark 1988, York JP. , 1985, Cosentino ve ark. 1985). Ancak testikiiler
torsiyon sonrasi kontralateral hasar heniiz anlagilmamistir ve bu hasar sempatik
sistem tarafindan aktive edilen bir refleks araciligiyla meydana geldigi
disiiniilmektedir (Karagiizel G ve ark. 1994). Testikiiler hasarda en az diizeydeki kan
akimi sirkiildsyonu bile kontralateral testiste olabilecek hasar igin sistemik bir
reaksiyonun baglamasini tetikleyici olabilir ve bu da germ hiicre apoptozisine neden
olabilir (Rodrigez M. ve ark. 2006). Buna karsilik testisler 4 saat torsiyonda ve 4 saat
de detorsiyonda tutulmus histolojik ve biyokimyasal analizler kontralateral testiste
hasar olmadigini gostermistir. Calismaya gore 8 saatlik siire immunolojik yanit i¢in
yeterli degildir. Iskemik reperfiizyonla testiste NO &nemli bir rol oynar. L-arjinin ile

NO inhibe edilmesine ragmen iskemi-reperfiizyon hasar1 gelisir. Burada rol oynayan
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serbest radikallerin kontralateral testis hasarina etki edebilecegi de diisiiniilmiistiir

(Ozokutan H. ve ark. 2004, Moon C ve ark. 2005, Yagmurdur H ve ark. 2008).

Krarup ( Kraup ve ark. 1978), Bartsch (Bartsch ve ark. 1980) iskemi nedeni
olan torsiyondan oOnce her iki testisde fizyomorfolojik bir defekt oldugunu ileri
siirmiiglerdir. iskemi sonucu yikilan kan-testis engelini asan serbest kalmus,
akrozomal enzimleri (hyaluronidaz, proteinaz vb) kontralateral testis hasarindan
sorumlu tutan arastirmacilarda vardir (Somuncu S ve ark. 2006). Unilateral bobrek
yaralanmalarinda, refleks mekanizma ile artan simpatik tonus, kontralateral bobrekte
kan akiminda azalmaya neden olmaktadir. Ayni embriyolojik kokenli testiste de
benzer olayin oldugu gosterilmistir. Torsiyonda dnce ani ve progressif mikrovaskuler
durgunluk ile kan akiminda azalma olmakta ve detorsiyonda yavas yavas kan akimi
artmaktadir. Detorsiyon i¢in gecen siire uzadikca karsi testis kan akimi azalmasi
kritik silirenin iizerine ¢ikmakta ve hasarlanmaya neden olmaktadir (Tanyel ve ark.
1989). Minimal yasam belirtisi gosteren iskemik testislerin korunmasi nerilmesine
karsin, 6zellikle torsiyon diizeltme islemi uygulanan testis torsiyonlu kisilerde %70-
90 oranlarinda ipsilateral atrofi saptanmistir. Ayrica torsiyon diizeltme islemi sonrasi
%95'lere varan oranlarda anormal seminal analiz bulgularindan (voliim, sayi,
dejenerasyon ve harketlilik ylizdesi) soz edilmistir(Jagadish S ve ark. 1986).
Bulgular unilateral iskemide bilateral testis islev bozuklugu ve infertilite gelisimi

glindeme getirmistir.

1.8. iskemi ve reperfiizyon

Iskemi, herhangi bir nedenle, dokudaki kan akimmin, hiicresel fonksiyonlar
karsilamak i¢in gerekli olan diizeyin altina diismesi durumudur. Aerobik
organizmalar canliliklarint devam ettirebilmek i¢in oksijene gereksinim
duymaktadirlar. Iskemi hiicresel oksidatif fosforilasyonu azaltir ve adenozintrifosfat
(ATP), fosfokeratin gibi enerjiden zengin fosfatlarin depolarinda yetmezlik olusur
(Langer JC ve ark.1995). Iskemide enerji eksikligine bagli olarak; iyon dengesinde
bozulma, ATP yikim irilinlerinin birikmesi, makromolekiil sentezinin durmasi,

asidoz gibi olaylar gelisir. Iskemi proinflamatuar durumu uyararak 16kosit adezyon
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molekiilleri, endotelin, tromboksan A2, sitokinler, gibi mediatorlerin salinmasina

neden olur (Langer JC ve ark.1995).

Reperfiizyon sathasinda, hem reaktif oksijen tiirevlerinde (ROS) (baslica
hidroksil radikalleri ve siiperksit anyonlart olmak {izere) hem de reaktif nitrojen
tiirevlerinde (RNS) (baslica nitrik oksit (NO) ve onun peroksinitrit gibi toksik
metabolitlerinde olmak {izere) ciddi artis olur (Lysiak JJ ve ark. 2002, Filho DW ve
ark. 2004 ). Bu serbest radikaller mitokondri ve hiicre membranindaki lipidlerin
peroksidasyonu yoluyla membran gecgirgenliginde artisa veya membran
biitlinliiglinde bozulmaya neden olur (Akgiir FM ve ark. 1994). Sonugta iskemi

nedeniyle olusan germ hiicre hasar1 daha da artar.

NO, damar endoteli ve bazi1 baska dokularda L-arginin aminoasitlerinden
iretilir. Siiperoksit ile reaksiyona girerek olusturdugu kuvvetli bir oksidan olan
peroksinitrit (ONOO ) ile dokulara direkt olarak ve ayrica olusturdugu hidroksil
radikali ile dolayli olarak hasar vermektedir. OH ise canli hiicrelerde makro
molekiillerle (deoksiriboniikleik asit (DNA), membran lipidleri, karbohidratlar,
aminoasitler) hizli bir sekilde reaksiyona girerek doku hasar1 olusturmaktadir
(Guttreridge JMC ve ark. 1992). Iskemi sirasinda hiicresel ATP hipoksantinden
indirgenmektedir. Normalde hipoksantin, ksantin dehidrogenaz ile ksantine
oksitlenir. Iskemi sirasinda ise ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza cevrilir.
Ksantin oksidaz iskemi sirasinda hipoksantinden ksantine doniisiimii katalizleyemez
ve dokularda asir1 hipoksantin birikir. Reperfiizyon sirasinda ortama yeniden giren
oksijen ve ksantin oksidaz, asir1 hipoksantin ile birlikte toksik serbest oksijen
radikalleri olusturur (Reilly PM ve ark.1991). Serbest oksijen molekiilleri, hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olarak direkt hiicresel membran
yaralanmasi1 yapan potent okside ve rediikte edici maddelerdir. Lipid peroksidasyonu
sonucu membranlarin gecirgenligi degismekte, membrana bagli enzimler azalmakta
ve protein sentezi inhibe olmaktadir. Lipid peroksidasyonu yeni oksijen
radikallerinin olugsmasina da yol agmaktadir. Membran lipid peroksidasyonuna bagl
olarak lizozom ve mitokondri gibi organellerin igerdikleri enzimler hiicre icine

salinmakta ve bdylece hiicreler 6lmektedir (Resim 1. 9) (White BC 1993).

22



Ulejode
"'-'ffe;o_’,d

9 \
|/\s \ _w ONOO

Resprra ror}f
chain j OE o= H, O:: >
Lf_d___f—f"’r_SH
Mitochondria 2“0'”0” 8
permeability 0
transition Lip!d peroxidation

Resim 1. 9 Lipid peroksidasyonu

Ksantin oksidaz reaksiyonu sirasinda ortaya c¢ikan siiperoksit radikali
noétrofillerin infiltrasyonuna neden olmaktadir (Menger MD ve ark.1997). Normal
kosullarda mitokondrial elektron zincirinde de oksijenin parsiyel indirgenmesi
sonucu %]1- 5 oraninda serbest oksijen molekiilleri olugmaktadir. Reperfiizyon ile
gelen yiiksek konsantrasyondaki molekiiler oksijen, iskemi sirasinda birikmis olan
NADH, FADH, gibi indirgen molekiiller ile indirgenerek serbest oksijen radikalleri
olusturur (Reilly PM ve ark.1991). Sonucta reperfiizyonda cok g¢esitli hiicreler
(vaskiiler endotel, kan hiicreleri), organeller (mitokondri, lizozom) ve enzimler
(nitrik oksit sentetaz) serbest oksijen radikali kaynagi olabilmektedir (Guttreridge
JMC ve ark.1992).

Iskemi/reperfiizyon hasarinda 18kositlerin roliinii gdsteren bir calismada
(Menger MD ve ark.1997) reperfiizyon ile birlikte sirasiyla kemotaksis, lokosit
endotel hiicre yapismasi ve gog¢ii olugsmustur. Hiicre disi bolgeye ulasan aktive
l6kositlerden salinan toksik serbest oksijen radikalleri, proteazlar ve elastazlar
mikrovaskiiler gecirgenlikte artma, 6dem, trombozis ve parankimal hiicre 6liimiine

neden olurlar (Childs EW ve ark.2002). Iskemi/reperfiizyon hasari ve No-reflow

23



Fenomeni reperfiizyon sirasinda ortaya c¢ikan serbest oksijen molekiillerinin
l16kositleri aktive etmesiyle, 10kositlerin damar endoteline yapisip kapiller yatakta
tikaglar olusarak dolasim bozulmaktadir. Bu nedenle reperfiizyon sonrasi kapillerin
bir kismu perfiize olamamaktadir. iskemi/reperfiizyon sonrasi kapillerin bir kisminda
perflizyonun geri donmemesi “no-reflow fenomeni” olarak adlandirilmaktadir
(Anaya-Prado R ve ark.2002). Aktive olan nétrofiller, salgiladiklar1 proteaz, elastaz,
jelatinaz gibi enzimler ile endotel hiicrelerinin pargalanmasina, endotel
devamliliginin ~ bozulmasiyla trombositler ve notrofillerin - kapiller alana
kemotaksisine yol agmaktadir. Endotelyal devamliligin bozulmasi ile orataya ¢ikan
sitotoksik mediyatorler mikrovaskiiler gecirgenligi artirmakta ve boylece intersitisyel
alana sivi kaybina ve olusan hemokonsantrasyon ve interstisyel 6dem ile kapiller
liimenin daralmasina neden olmaktadir (Hakglider G ve ark. 2002). Notrofiller
lokotrien B4‘l  salgilayarak, siliperoksit radikali olusmasina ve nétrofil
kemotaksisiyle pozitif feed back mekanizmasi ile aktive olmakta ve tika¢ olusturmus
olan ndtrofiller yeni serbest oksijen radikalleri olusturmaya bu da notrofil
infiltrasyonuna neden olmaktadir (Akgir FM ve ark.1994, Anaya-Prado R ve
ark.2002).

Spermatik torsiyon uygulamasinin ardindan reperfiizyon hasar1 sonucu reaktif
oksijen tiirevleri (ROS) ftiretiminin artis1 akcigerde ya da beyinde doku hasarinin
gorlilmesinden Oncedir (Gonzalez-Flecha ve ark. 1993, Gasbarrini ve ark. 1998,
Cutrin ve ark. 2000, Yamato ve ark. 2003). ROS {iretimi iskemik reperfiizyon olan
dokularda iki faz goriiliir; Birinci faz reperfiizyondan hemen sonra meydana gelen
fazdir. Birkag saat i¢cinde ortaya ¢ikan tipik bir oksidatif stres durumlari hiicresel
hasar1 geri doniistimlidiir. Oksidatif fosforilasyonun kaybi ve mitokondrial
disfonksiyon ile ROS’un mitokondrial iiretimi artmistir (Gonzalez-Flecha ve ark.
1993). lkinci faz oksidatif stres altinda sonra ortaya c¢ikar. Bu faz nétrofil
infiltrasyonu ve makrofajlarla geri doniistimsiiz doku hasar1 ve inflamasyon ile
iligkilidir (Cutrin ve ark. 2000).

Reperflizyonun uzun periyoduyla iliskili olarak unilateral torsiyon normal
dolasimda kontralateral kan akimi azalir. Kan akimimin devami fertilite i¢in
gereklidir (Tanyel ve ark.1989, Melikoglu ve ark. 1992). Buna ek olarak 1 saatlik

torsiyonu takiben 24 saatlik reperfiizyonda damar gecirgenliginin arttig1 bildirilmistir
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(Turner ve ark.1996). Iskemi sonrasi degisimler kontralateral testiste uzayan
reperfiizyonla testikiiler hasara neden olmustur. Deneysel testis iskemi
reperflizyonunda 4- 6 saatten daha uzun siiren reperfiizyon kalici doku hasarina
neden olur (Rhee ve Yoon 1988, Ralitchkova ve ark.1990, Becker ve Turner, 1995,
Granados ve ark. 1998).

1.9. Oksidatif stres

Nitrik oksit’in kesfedilmesinde Furchgott ve Zawadski tarafindan ilk kez
1980°de endotel kokenli vazodilatasyon etkili bir madde (Endothelial Derived
Relaxing Faktor, EDRF) tanimlanmistir (Furchgott RF ve ark. , 1980). NO {izerine
yapilan ¢aligmalar daha sonraki yillarda artmis ve organizmada bir¢ok 6nemli rolii
oldugu saptanmistir. Bu nedenle 1992°de NO yilin molekiilii olarak tanimlanmistir
(Intengan HD ve Schiffrin EL. 2000). Bugiin artik endotel kaynakli nitrik oksidin
hem deneysel calismalarda hem insanlarda siirekli vaskiiler tonusun fizyolojik
diizenleyici oldugu ortaya konmustur. Yine bugilin bir¢ok hiicrede NO
sentezlendigini ve vaskiiler tonusun diizenlenmesinin yani sira bir medyator olarak
noérotransmisyon, immiin diren¢ ve hiicresel adezyonun diizenlenmesi gibi bir¢ok

fizyolojik olayda birincil gérevi oldugu bilinmektedir (Bruhwyler J. ve ark.1993).

Nitrik oksit renksiz bir gaz seklinde bulunan inorganik serbest bir radikaldir
Yar1 Oomrii 2—10 saniyedir. Sentezlendikten kisa bir siire sonunda hemoglobin,
metilen mavisi ve siiperoksit anyonu tarafindan noétralize edilerek nitrat ve nitrite
dontigiir (Wendy K. A. ve ark. , 2001). NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok onemli
fizyolojik islevlerde rol almaktadir (Moncada S ve ark. 2002). Yari esansiyel bir
aminoasit olan L-arjinin’in terminal guanidin grubunun NOS enziminin katalize
ettigi bir reaksiyon sonucu nitrik oksite ¢evrilmesi sonucu sentezlenmektedir
(Ribeiro M.O. 1992). NOS baslica yapisal (konstitiitif) ve uyarilabilir
(indiiklenebilir) olmak iizere iki grup altinda toplanmaktadir (Marletta MA. , 1993).
Yapisal NOS (¢cNOS, NOS1, NOS3) hiicre i¢inde siirekli var olan ve vaskiiler tonus
ayarlanmasinda ve norotransmisyonda rolii olan, intermittan kiiclik miktarlarda nitrik
oksit {iretimini saglayan enzimlerdir. Esas olarak ndronlarda (nNOS), vaskiiler

endotel hiicrelerinde (eNOS), endokard, myokard ve trombositlerde bulunur. Ca
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/kalmodiilin bagimli bir enzim olan ¢cNOS ¢esitli uyanlarla gecici olarak intraselliiler
iyonize Ca™ konsantrasyonunun (10'mol/L) fizyolojik sirlar i¢inde yiikselmesi
sonucu aktive olur ve esansiyel miktarda NO sentezlenmesine yol agar. Endotel
kaynakli eNOS (NOS- 3) arteriyel ve vendz endotel hiicrelerinde bulunan membrana
bagl bir enzimdir ve eNOS aktivitesi asetilkolin, bradikinin, adenozin trifosfat
(ATP), elektriksel uyar1 ve sivi akimiyla uyarilabilir. Dolagimin diizenlenmesinde,
trombositlerin ve polimorf ¢ekirdekli 16kositlerin damar liimeniyle olan
etkilesiminde gorev alir. nNOS; beyin, cerebellum, noroblastlarda bulunur ve
norotransmitter olarak gorev yapar. (Katusic ZS, Cosentino F. 1994). Uyarilabilen
NOS (iNOS, NOS- 2) fonksiyonel olarak Ca™ bagimsiz olmasi nedeniyle cNOS’dan
farklidir. Endotel hiicrelerinden bagka, 6zellikle diiz kas hiicreleri ve makrofajlarda
bulunmaktadir. Makrofajlarin, nétrofillerin, mast hiicrelerinin ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin sitokinlerle uyarilmasindan sonra NOS'un gen tanimlamasi baslayarak
belirli bir siirede NOS sentez edilir ve hiicrede nanomol gibi biiylik miktarda NO
sentezi yapabilir. Makrofajlarin aktivasyonu ile sentezlenen NO'nun baslica
makrofajlarda bulunmasina ragmen, vaskiiler diiz kas hiicreleri, renal tiibiil hiicreleri,
kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri, monosit ve polimorf niiveli 16kositlerde tespit
edilmistir (Wendy K. A. ve ark. , 2001). Makrofajlar disindaki hiicrelerde iNOS
aktivitesinin rolii yeterince bilinmemektedir. Ancak endotelde bulunan iNOS
konjestif kalp yetmezligi gibi artmis sitokinlerin bulundugu durumlarda Onemli
olabilir. Sitotoksik rol oynarak immiin cevapta, antimikrobiyal ve antineoplastik

aktivitesinde 6nemlidir (Marletta MA. 1993).

NOS protein aktivitesi insan ve ratlarin testis, epididim, prostat ve seminal
vezikiillerinde tesbit edilmistir. NOS antikorlariyla yapilan deneysel ¢alismalarda
farelerin spermatozoa ve kuyruklarinda NOS’un varligi gosterilmesine ragmen
(Ishikawa T ve ark. 2005) spermatozoada bir mi yoksa daha fazla m1 NOS
izoformuna sahip oldugu bilinmemektedir. Enfeksiyon ve inflamasyona yanit olarak
NO biyosentezi sperm motilite ve fonksiyonunda bozulmaya neden olabilmektedir.
NO ile tetiklenen sperm hasarinin primer mekanizmasinin solunum ve DNA
biyosentezi inhibisiyonu oldugunu disiiniilmektedir. Nitrik oksitin seminal
plazmadaki etkileri konsantrasyonuna gore degisir. Diislik konsantrasyonda sodyum

nitropurisid gibi NO salic1 bilesimin sperm motilite ve canliliginin korunmasinda

26



yardime1 oldugu gosterilmistir. Ayrica NO fare sperminin hipeaktivasyonunda
situmilatér rol oynadigr bildirilmistir. Buna karsin NO salan bilesenin ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarinda sperm respirasyonunun inhibisyonu ile sperm motilitesinin
bozuldugu gosterilmistir (Lee NP ve ark. 2005). Diislik konsantrasyonlardaki NO
sinyal transdiiksiyon molekiilii gibi davranip sperm motilitesini artirirken yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik olmaktadir. Nitrik oksit sperm kapasitasyonu ve
akrozom reaksiyonu iizerine Onemli rol oynar. NO salan bilesenlerin diisiik
konsantrasyonlar1 ile inkiibasyon sonucu sperm kapasitasyonunun artis gosterdigi

Olciilmustiir (Ishikawa T ve ark. 2005, Lee NP ve ark. 2005).

eNOS ve nNOS testiste temel olarak bulunur ve damar tonusunun fizyolojik
diizenlenmesine katkida bulunmak i¢in intraseliiler kalsiyum artisinin igin aktive
edilir. eNOS leydig hiicreleri, sertoli hiicreleri, spermatogonya ve spermatositlerde
eksprese edilir. eNOS ve nNOS testis, iskemik testis ve 12 saatten daha az
reperfiizyona ugramis testiste az miktarda NO tiretimini diisiindiiriir. 24 saat ve daha
fazla stireli reperfiizyonlarda NO’in iNOS tarafindan tretildigi diisiiniilmektedir. 48
ve 96 saatlik reperfliizyonlarda ise NO {iretimi en iist seviyeye ulasmistir.
Mononiikleer ve polinlikleer inflamatuar hiicrelerde de iNOS tanimlamasi
gozlenmistir. Inflamatuvar hiicreler tarafindan iiretilen birka¢ sitokin NO’i
diistindiiriir ve germ hiicreleri {izerine etki gosterir. Reperflizyonun erken fazinda
eNOS ya da nNOS nonspesifik bir sekilde gosterilir. Boylece artmis hipoksi ve
NO;’nin vazodilator etkisi gosterilmis olur. 24 saatten daha fazla siiren iskemiyi
izleyen reperfiizyon germ hiicre bazal membranlarinin a-fodrin proteolizini tetikler.
Calpain inhibisyonu iskemik reperfiizyonun erken fazinda o-fodrin proteolizisine
neden olur. NO’in iiretimi ve reperfiizyon fazinda bozunmada sitokinlerin yiiksek
seviyesi germ hiicre oliimii belki de nekrozis sadece calpain aktivasyonuyla degil
ayni zamanda NO ve ¢esitli sitokinler araciligiyla gergeklesir. Gorlinmeyen daha
kiiciik DNA pargalar1 96- 192 saat reperfiizyon sonrast TUNEL boyanmasina katkida
bulunur. NO ¢ok sayida inflamatuvar medyatdrlerinden sadece biridir. Ornegin
testikiiler mikirovaskiiler endotelyumuna inflamatuvar hiicrelerin tutunmasina
adezyon molekiilleri katkida bulunur. Sonug¢ olarak; testisin germ hiicre hasarim
baslatan iskemik reperfiizyonu iNOS’u reperfiizyonun ge¢ fazinda sitokinler ve NO

tarafndan tetiklenen nekrotik hiicre araciligiyla tetiklemesi miimkiindiir. Calpainin ve
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iINOS’un birlikte inhibisyonu spermatogenezisin bozulmasina katkida bulunur (Sun
L. 2006, Ustiin H. 2008).

Nitrik oksitle fertilizasyon yetenegi arasinda bir iliski oldugu yapilan
caligsmalarla gosterilmistir. NO sperm ile ovum arasindaki iliskide de rol oynar.
Kapasitasyon ortaminda insan spermatozoasinin NO bilesenlerinin sodyum
nitropurisid ile diisiikk dozlarda uygulanmasi zona pellucidaya baglanan spermatozoa
sayisint  artirmigtir. NO’in artisinin  ATP sentezini inhibe ederek semen
konsantrasyonunu azalttig1 gosterilmistir. NO hiicrelerdeki ATP sentetazi inhibe
ederek ATP seviyesini azaltir. ATP {iretminin azalmasi ile enerji eksikligi meydana
gelir ve enerjinin % 90’1 ATP’den saglandig1 i¢cin sperm motilitesi bozulur. Mast
hiicrelerinin NO {iretimini artirdig1 bilinmektedir. (Middendorff R ve ark. 1997,
Shiraishi K. 2001, Ha TY ve ark. 2004, Taneli F ve ark. 2005).

Mast hiicre sayisinin artisinin testikiiler dokuda ciddi patolojik degisikliklere neden
oldugu gosterilmistir. Yapilan caligmalarla mast hiicrelerinin NOS ve endojen NO
ekspresyonuna katkisi oldugu gosterilmistir (Sezer C. ve ark. , 2005) Onceki
caligmalarda testikiiler dokuda yiliksek iNOS varliginda testiste ciddi patolojik
degisiklikler (sertoli hiicrelerinde goriilebilecek) saptamislar ve leydig hiicrelerdeki
mast hiicre artis1 ile iNOS artis1 arasinda anlamli bir iligski oldugunu gostermislerdir.
Bunlarin yan1 sira NO diizeyindeki artis ve diger oksidan ajanlar testikiiler distrese
bagh degisimlerin histopatolojik dejenerasyona neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Insan
spermatozoasindaki NO iizerindeki calismalar ¢eliskili ve yetersiz bulgular
vermektedir. NO’in seminal plazmadaki etkileri konsantrasyonuna gore
degismektedir. Diisik NO konsantrasyonu kapasitasyon ve zona pellucidaya
baglanmada anlamli bir artisa sebep olur. Yiiksek konsantrasyonlardaki NO ATP
sentezini inhibe ederek sperm konsantrasyonunu ve motilitesini bozdugu tahmin
edilmektedir. Fakat yapilan calismalarda NO’in sperm motilite ve canliligin

korunmasina olan etkileri tam olarak aydinlatilamamistir (Yip KH ve ark. 2008).

eNOS ve nNOS testiste temel olarak bulunur ve damar tonusunun fizyolojik
diizenlenmesine katkida bulunmak igin intraseliiler Ca artis1 i¢in aktive edilir. eNOS
leydig hiicreleri, sertoli hiicreleri, spermatogonya ve spermatositlerde eksprese edilir.

eNOS ve nNOS testis, iskemik testis ve 12 saatten daha az reperfiizyona ugramis
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testiste az miktarda NO diretiminin kaynagidir. 24 saat ve daha fazla siireli
reperfiizyonlarda NO’in iNOS tarafindan tiretildigi diisiiniilmektedir. 48 ve 96 saatlik
reperfiizyonlarda ise NO iiretimi en {ist seviyeye ulasir. Mononiikleer ve poliniikleer
inflamatuar hiicrelerde de iNOS goézlenmistir. Reperflizyonun erken fazinda eNOS
ya da nNOS nonspesifik bir sekilde gosterilir. Boylece artmis hipoksi ve
NO;‘ninvazodilator etkisi gosterilmis olur (Shiraishi K. ve ark. 2001). 720° 1 saatlik
torsiyon periyodunun sonlarina dogru olan kan akimi 3.glin reperfiizyonu ile
karsilagtirildiginda sham grubunda 5 kat fazla iken opere olan grupta ise 3 kat daha
fazla bulunmustur. 30 giinliik detorsiyone olan kontrol grubunda kan akim debisi ise
40 kat artarken kontrol grubu 3.giin sonunda kan akimi torsiyon sonuna goére 20 kat
artis gostermistir. Ge¢mis calismalarda iskemik reperflizyon hasarinda leydig
hiicrelerinin apoptozisi i¢in bir kanit goriilmemesine ragmen leydig hiicrelerinin
fonksiyonunun bozulmasi miimkiindiir. Oksidatif stresin artmasit durumunda leydig
hiicre fonksiyonu bozulur. Ciinkii sertoli hiicreleri ve diger hiicre tipleri leydig
hiicreleri ile parakrin iliski i¢indedirler. Oksidatif stres direk ya da indirek olarak etki
gosterir (Turner TT ve ark. 1997)

Spermatik torsiyon sonrasinda gelisen oksidatif stresin rolii testisi de igeren
farkli organlarda iskemik reperfiizyon hasar1 reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen
tirleri ile iligkili oldugu gosterilmistir (Akgilir ve ark. 1993, 1994, Sarica ve ark.
1997). Iskemi reperfiizyon hasari akciger, kalp, bobrek ve karciger gibi organlarda
gosterilmistir. Iskemi siiresince; ne mitokondrial solunum zincirinde son elektron
yakalayicis1 olarak ne de enzimatik olmayan ve serbest radikal reaksiyonlarinda O,
kullanilamaz. O, yeniden saglandiginda mitokondri yeniden normal fonksiyona
doner fakat ROS firetimini artist meydana gelir (Gonzalez-Flecha ve ark. 1993).
Erken reperfiizyon siiresince ROS iiretiminin artis1 reoksijenasyonda oldugu gibi non
enzimatik reaksiyonlara dayanir. 1 saat torsiyonu izleyen 24 saatlik reperfiizyondan
sonra ipsilateral ve kontralateral testiste oksidize glutatyon ve total glutatyon
indirgenir. Preapoptotik durumlarda ve oksidatif streste hiicrelerden aciga cikan
oksidatif glutatyon sadece 24 saatlik reperfiizyonda onemli oranda azalmistir. Bu
gostergeler oksidatif stresin torsiyona dayali reperfiizyon gelisiminde rol aynadiginin
bir gostergesidir. Iki klasik antioksidant enzim olan siiperoksit dismutaz ve katalaz

testis reoksijenasyonunda farkli bir karakter gosterir. Reperfiizyon gelisiminde
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katalaz aktivitesi onemli derecede artar. Uzun siireli iskemiyi izleyen 6 saat ve 2
saati gecmeyen torsiyonlardan sonra azalmis siliperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitesi ipsilateral testiste reperfiizyondan sonra rapor edilirken kontralateral

testiste goriilmemistir (Sarica ve ark. 1997 ve Saba ve ark. 1997).
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1.10 Apoptozis (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Programlanmis hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir.
Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmigtir
(Aksit H. Bildik A. 2008, Tomatir A G, 2003, Oztiirk F 2002). Kerr, fizyolojik olarak
Olen hiicrelerin c¢ekirdeklerinde yogunlagmis kromatin parcalarini gozlemlemis ve
organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olay1 biiziisme nekrozu olarak
adlandirmistir. Koken olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski yunanca'da
"sonbaharda yaprak dokiimii" anlamina gelmektedir (Touchette N. Fogle S. , 1991).
Hiicrelerin dogru yer, zaman ve sayida olmasini saglayan apoptozis mitozis ile
dokuda siirekli bir denge halindedir (Cummings M C. ve ark. 1997). Programlanmus
hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre oliimii apoptozis ile ayni anlamda

kullanilan terimlerdir (Majno G. ve ark. 1995, Schwartzman R A. ve ark. ,1993).

Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlagsmasi ve daha sonra
parcalara ayrilmasidir. Normalde bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma
onarilirken, apoptoziste yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir ve hiicre onarimi
yapilamaz (Zhang J, Xu M 2002). Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziisme ve cevre
hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni
Na, K, CI tasiyict sistemin durmasi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi
hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyarimi alan hiicre, hacminin yarisina diiser,
cevre ile olan baglantilarimi keser ve mikrovilluslar1 kaybolur (Aksit H. Bildik A.
2008, Balakumran A. 1996).

Apoptotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiigiikk ve sitoplazmasi daha
yogundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur
(Cohen J J. 1993). Elektron mikroskobunda gozlenen degisikliklerde, Oncelikle
plazma membraninin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur ki bu yap1 ‘zeiozis’
olarak tanimlanir (Tomatir A G, 2003). Sitoplazma yogunlugu arttig1 i¢in organeller
kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam oldugundan nekrozda oldugu gibi bir
inflamatuar reaksiyon gozlenmez (Balakumran A. 1996). Apoptozis i¢in morfolojik
degisimler hiicre biiziilmesi, kromatin = yogunlagmasi, hiicre = membran

tomurcuklanmasi olurken saglikli hiicrelerde plazma membraninin iginde bulunan
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fosfotidilserin ac¢iga ¢ikar (Balakumran A. ve 1996Cohen J J.19930ztiirk F 2002).
Fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde plazma membraninin dis yiiziinde bulunur ve
fagositik hiicreler icin sinyal gorevi goriir. Zardaki tomurcuklanma ve parcalara
ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir (Tomatir A G, 2003).
Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek
porlart secilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiciik cekirdek
parcgalarina boliiniir. Cekirdekcik genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir
(Wyllie A H. 1980). Sitoplazma pargaciklar1 iceren ve siki bigimde paketlenmis
organellerden olusan zarla sarili apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve
inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan

fagosite edilirler (Oztiirk F 2002, Balakumran A. 1996 ve Cohen J J.1993).

Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana
gelebilirken nekrozis fizyolojik bir oliim seklidir. Apoptotik hiicrede kromatin
nukleus membrani agregasyon gosterir ve kondanse olur ancak nekroziste kromatin
paterni normal hiicredekine benzerdir. Nekrotik hiicrenin plazma membrani
biitiinliglinii kaybeder ve hiicre icinden digina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikisi
gerceklesir. Oysa apoptotik hiicre membrani intaktir ve iizerinde kiiciik cepcikler
“membrane blebs” olusur. Apoptozis ile 6len bir hiicrede hiicre membrani intaktir ve
enflamasyon gozlenmez; nekrozda ise, enflamasyon, hiicresel sisme ve hiicre zarinin
bozulmasi gozlenir (Orrenius S ve ark. 2004). Apoptozis bir hiicre hasarina yanit
olarak meydana gelir oysa nekroz genelde hasar sonucu gelisir. Apoptozis 6nceden
belirlenen bir yol ile koordineli olarak meydana gelirken, nekroz bircok
biyokimyasal olaydan bagimsiz olarak gerceklesir ve hiicrede enerji stoklarinin
tilkenmesi ile aktive olur (Resim 1.10) (Denecker G. ve ark. , 2001, Krysko ve
ark.2008).
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Programli hiicre o6liimii olgun dokularda intrensek intihar programinin
aktivasyonu ile hasarli, infekte ya da degisime ugramis hiicreleri ortadan kaldirmak
icin hem gelisimde hem de homeostazisde dnemli bir mekanizmadir. Apoptozisin
baslamasina neden olan ve soy hakkinda bilgi igeren sinyaller viral yangi sinyali ya
da ekstraselliiler sinyallerdir. Ekstrinsik sinyaller apoptozisi baglatir, ya da baskilar,
intithar edecek olan hiicrelere yardimei olabilir ve ayni sinyaller bir hiicre tipinde
kurtulmay:1 baslatabilir. Intihar programmin aktivasyonu spesifik mRNA
molekiilerinin sentezini translasyonunu gerektirir. Programli hiicre 6limii bazen
hiicre 6liimiinii intrensek mekanizmalar yoluyla transkripsiyon ya da translasyonu,
kisitlama ile de baskilayabilir (Mehmet H. , 2006). Bir hiicrede apoptozis
mekanizmasi iki yolla diizenlenir: Hiicre disindan kaynaklanan, hiicre ylizeyi 6lim
reseptorleri ile (Tiimor nekrozis faktor siiperailesi iiyeleri ve bunlarin reseptorleri)
diizenlenen apoptozis, hiicre i¢inden kaynaklanan, mitokondriyal yolla diizenlenen
apoptozis (Scorrano L. ve ark. 2003). Hiicre ylizeyi Oliim reseptorleri Tumor
Nekrozis Faktor Reseptdr (TNFR) siiperailesine ait transmembran proteinlerinin bir
ailesidir. Bu reseptorler hiicre digindaki bolgelerde tekrar eden sistein zengin
bolgelerde yer alirlar. Oliim reseptorleri sitoplazmanin i¢ kisminda ‘6liim bolgesi’
(death domain) denen protein zincirleri tagirlar. Oliim bélgeleri, 6liim reseptdrlerine
ligand baglandig1 zaman apoptotik mekanizmay1 uyarirlar ve hiicre disindan gelen

uyariy1 hiicre icine iletirler (Ashkenazi A. ve ark. 1998).

Apoptozisi baglatan yollarin kesistigi kavsak noktanin mitokondri oldugu
gorlilmiistiir. Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu ile sitokrom c¢’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesi sonucu apoptotik siiregcde geri doniilemez noktay1
gosterir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol acan en onemli faktor Bcl- 2 ailesidir.
Hem pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin {yelerinin
mitokondri {izerindeki etkileriyle ya sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi
gerceklesir veya sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir. Apoptozis
indiikleyici faktoriin mitokondriden ¢ekirdege gecmesi apoptozis basladiginda ve
AlIF’nin salinimindaki artis1, mitokondrial transmembran potansiyelinin kaybolmasi,
periferal kromatin kondenzasyonu ve plazma membraninda fosfotidilserinlerin ortaya
¢tkmasina neden olur (Verhagen A.M. ve ark. , 2002). Bunun sonucunda yiiksek

molekiiler agirlikli (50 kbp) DNA fragmentasyonu gerceklesir. Bu etkiler
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kaspazlardan ve AIF’nin oksidorediiktaz aktivitesinden bagimsizdir (Miramar M. D.
2001). Kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olan EndoG aktivasyonu, niikleozomal
DNA fragmentasyonuna neden olabilir (Zha J. ve ark.1996). EndoG’nin salinimi,
kaspaz aktivasyonuna paralel olarak apoptotik programi baglatabilir. Bax ve Bak,
BH3-only proteinlerin mitokondriye hareket etmeleri (Ovali E. 1999 ) ve sitokrom c
salinimiin diizenlenmesi i¢in gereklidir. Hiicrenin yasayabilirlik durumu pro-
apoptotik ve anti-apoptotik liyelerinin rdlatif oranina baglidir. Bu heterodimerlerden
biri olan Bcl- 2/Bax oranininin bazi hematolojik malignensilerde prognostik deger
tasidigr rapor edilmistir. Ciinkii oranin artmast ya da azalmasi apoptozisin
inhibisyonu veye aktivasyonu ile sonuglanir. Bu da prognozu belirleyici bir deger

tagiyabilir (Resim 1. 11) .

Resim 1. 11 Apoptozis
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Bid proteini yasayan hiicrelerde sadece sitoplazmada bulunur. Aktivasyonlari
sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimini saglar (Luo X.ve ark.1998). Bad proteini:
Bad, bir¢cok normal hiicrede bulunmaktadir. Bad'in apoptotik veya yasam sinyal
yolagindaki etkisi proteinin fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi ile
diizenlenir (Konishi Y. ve ark. , 2002). Bim ve Bmf proteinleri; Bim, normalde
mikrotiibiillerle iliski i¢inde olan dynein motor kompleksi ile birlikte bulunur.
Apoptozis indiiksiyonu esnasinda mitokondriye go¢ eder. Pro-apoptotik aktiviteye
sahiptir ve Bmf, apoptozisin tetiklenmesi sirasinda mitokondriye gé¢ eder ve Bcel- 2

ailesi ile etkilesime girerler (Putcha G. V. ve ark. , 2001).

Sitokrom ¢, apoptozis sirasinda mitokondriden salindiginda kaspaz
aktivasyonunu baslatan, mitokondrial elektron zincirinin bir bilesenidir (Garrido C.
2006, Luo X. ve ark.1998). Mitokondriyal yolla tetiklenen apoptotik yolun erken
fazinda mitokondrial membran potansiyelinin bozulmasi ve ardindan sitokrom c¢’nin
salinmas1 genel olarak 6nemli rol oynar (Grinberg M. 2002). Sitokrom ¢ normalde i¢
mitokondri zarina anyonik fosfolipid ‘kardiolipin’ ile birlikte baghidir. Kardiolipin
mitokondriye 6zeldir, i¢ mitokondri zarinda predominant olarak bulunur. Kardiolipin
ile sitokrom c’nin ayrilmasi ve sitozole salinmasi apoptozisin baglamasi i¢in ilk
adimdir. Mitokondrial elektron transport zinciri ile reaktif oksijen radikallerinin
ortaya cikmasi; sitokrom c’nin harekete ge¢mesi ve kardiolipinden ayrilmasi ile

sonuglanir (Resim 1.15) (Petrosillo G ve ark. 2001).

Apoptozis Baslatict Faktor (AIF) mitokondrinin i¢ membraninda bulunur.
AIF 57 kD agirliginda bir flavoprotein olup apoptozis baslangicinda mitokondriden
cekirdege gegerek kromatin kondensasyonu yoluyla DNA fragmentasyonunu saglar.
AIF oksidorediiktaz aktivitesi gosterir (Yu S. W. ve ark. 2002). Bu etkiler
kaspazlardan ve AIF’nin oksidorediiktaz aktivitesinden bagimsizdir AIF’nin ¢ok
fazla salimimi sonucunda, periferal kromatin kondenzasyonu, mitokondrial
transmembran potansiyelinin kaybolmasi ve plazma zarinda fosfotidilserinlerin
ortaya c¢ikmasi ile yiiksek molekiiler agirlikli (50 kbp) DNA fragmentasyonu
meydana gelir (Miramar M.D. ve ark. 2001).

Apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baglayan ve kaspazlara kadar devam eden

bir siirectir. Bir tiimor siipresor gen olarak calisan p53 mutasyona ugradigi ya da
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bulunmadig1 zaman hiicre yasami uzar. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasari, bir
transkripsiyon regiilatér geni olan p53'i aktive eder. pS3 protein iirlinii, DNA’ya
dogrudan baglanarak hasari tanidiktan sonra, ya G1’de hiicre siklusunun durmasini
indiikleyerek tamir igin gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptozise
yonlendirir. Ayrica p53°in Bax/Bax, Bax/Bcl- 2,Bcl- 2/Bc¢l- 2 gruplarinin oranlarini
diizenledigi diisiiniilmektedir (Tomatir A. 2003, Israels LG ve Israels ED. 1999).

Kaspazlar apoptozis mekanizmasinda yer alan O6nemli protein grubudur.
Hiicre sitoplazmasinda inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve proteolitik olarak
birbirlerini aktiflestirirler. Boylece bir kaskad seklinde islerler. Aktif merkezlerindeki
sisteinden dolay1 sistein proteaz olarak adlandirilan enzim grubudur. Apoptozisde
hiicreyi parcalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler
“effectors” olarak bilinirler. Bu giine kadar tanimlanan 14 kaspaz bulunmaktadir.
Bunun haricinde kaspaz ailesi fonksiyonlarina gore iki alt kategoriye ayrilir:

1- Baslatic kaspazlar 2- Ilerletici kaspazlar. Baslatic1 kaspazlar, 90 aminoasitten
fazla aminoasit iceren Kaspaz-gerektiren domain (CARD) boliimii ile 6liim domaini
(DD) ve olim efektor domaini (DED) iceren N-terminal domain Onciili ile
karakterizedir. Apoptotik sinyal yolunun erken safhasinda etki gosterirler ve
apoptotik uyartyla baslayan 6liim sinyallerini ilerletici kaspazlara iletirler (Hofmann
K. ve ark. 1997). Kaspaz Inhibitérlerinden bazilarmin énemli oldugu durumlar néro-
dejeneratif hastaliklar, iskemi-reperfiizyon zedelenmesi ve otoimmun hastaliklardir.
Kaspazlar potansiyel hedefleri olusturarak bu hastaliklarin tedavisinde inhibitor
tedavide kullanilabilirler (Yilmaz N. ve Penge S. 2002). Reseptorler araciliiyla
kaspaz aktivasyonuna ve apoptozise yol acarlar. Diger yol mitokondriden Sitokrom-c
sitozol igerisine birakilir ve kaspaz aktivasyon proteinine (Apaf 1) baglanir.
Ardindan Apoptozom olarak adlandirilan multiprotein yapisindaki kaspaz aktive

eden kompleksin toplanmasina neden olur (Resim 1.13).

Apoptozis tan1 yontemleri igerisinde apoptotik hiicre morfolojisinin
degerlendirilmesinde kullanilan 151k, floresan, lazerli konfokal, elektron ve faz-
kontrast mikroskobu ile inceleme yer alir. DNA fragmentasyonlarinin
belirlenmesinde agaroz Jel elektroforezi, enzimatik yolla DNA fragmentasyonlarinin

belirlenmesi ISEL, TUNEL, in situ hibridizasyon teknigi ve Anneksin—V yéntemi ile
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apoptozise 0Ozgii proteinlerin saptanmasi ve flow sitometri yontemi kullanilir

(Muppidi J ve ark. 2004, Tasdemir E, 2008, Krysko DV, 2008).

DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesi: DNA’nin 180- 200 baz gifti ve
bunun katlar seklinde kirilmasi olarak ifade edilen DNA fragmentasyonu programli
hiicre 6liimiiniin belirleyici 6zelligidir (Arends M. ve ark.1991). DNA’nin bu 6zelligi
agoroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Fakat bu yontemlerle apoptozisin kesinligi
degil DNA’nin fragmentasyonunun anlasilmasi i¢in tanimlayicidir. Enzimatik yolla
DNA fragmentasyonlarinin belirlenmesi: TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase [Tdt]-mediated dUTP-biotin nick-end labeling) yontemi 1992 yilinda
Gavrieli ve arkadaslart tarafindan doku kesitlerinde ve hiicrelerde ilk defa
kullanilmigtir. TdT enziminin aktivitesi icin DNA’nin 3’ ucu biotinlenmis dUTP ile
birlesir. In situ olarak DNA fragmentasyonlarmin belirlenmesinde ise (ISEL),
cogunlukla Kornberg polimeraz (E. Coli’den elde edilen DNA polimeraz) DNA
polimeraz I’in Klenow fragmenti ve TdT kullanilmaktadir(Hilton D.A ve ark. 1997).
Bu yontemler, tek ya da ¢ift iplikli DNA kiriklara isaretlenmis niikleotidlerin
baglanmas1 esasina dayanir. DNA  fragmentasyonunda DNA iplikleri
interniikleozomal bolgelerde kirilma olur ve DNA’nin 3°-OH ucu ortaya ¢ikar.
Avidin peroksidaz teknigi i¢in 3,3’-diaminobenzidine (DAB) veya 3-amino- 9-
ethylcarbalzole (AEC) gibi kromojenler kullanilarak biotinlenmis niikleotidler
belirlenir. Dioksijenin- isaretli niikleotidler, alkalen fosfataz, biotin ya da peroksidaz
isaretli sekonder antikorlar kullanilarak belirlenebilir. Hematoksilen, metilgreen ya
da DAPI ile rutin artalan boyamasi kullanilarak TUNEL veya ISEL reaksiyonlari
belirgin hale getirilebilir. Ancak bu iki metodun zayif taraflar1 vardir. Bunlardan
birincisi apoptozis altindaki hiicrelerde interniikleozomal DNA fragmentasyonunun
Olclilememesi, ikincisi ise DNA fragmentasyonunun apoptozisle mi iligkili oldugu
yoksa DNA’nin rasgele olarak nekrozis ile mi par¢alandig: fark edilemeyebilir. O

nedenle apoptotik DNA fragmentasyonu biyokimyasal analizler ile desteklenmelidir.

1.11 Testiste apoptozisin rolii

Testisteki germ hiicre dejenerasyonu hem gelisimde hem de eriskinde oldukca

sik karsilagilan bir durumdur. Ve sicanlarda dogurma zamanina kadar testisteki
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hiicrelerin yarisinin  6ldiigii bilinmektedir. Bu dejenerasyon sirasinda apoptozis
yoluyla 6liim en sik kullanilan mekanizmadir. Bu mekanizmanin igerisinde Bcl- 2
ailesi, kaspazlar, 6liim reseptorleri ve p53 gibi faktorler yer alir. Doku canliliginda ve
devaminda, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal fizyolojik ortamin
korunmasinda etkin olan apoptozis, testikiiler dokuda da sik saptanan bir fenomendir.
Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik bdliinmeler
sonucu hiicre farklilagmasi ile olgun sperm olusmasidir. Normal spermatogenez
icinde, hiicre gelisimi ve farklilagmasina ilave olarak germ hiicre 6liimii de gortiliir
ve bu sperm olusumunda kritik rol oynar (Sinha Hikim A P. 1998, Sharpe R
M.1994). Apoptozis, spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada
programli hiicre 6liimiine yol agar (Beumer T L. ve ark. ,2000). Germ hiicrelerindeki
bu 6liim spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir (Jefferson K P. Ve
ark. 2000). Kerr tarafindan yapilan bir ¢alismada testiste devamli olarak spontan

apoptozis gerceklestigi bildirilmistir (Kerr J B. 1992).

Testiste, defektif germ hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde erkek
germ hiicrelerinin % 75'i apoptozise maruz kalir ve apoptozisin dogal bir mekanizma
olarak normal spermatogenez sirasinda sperm Tlretimini %25 ile %75 arasinda
degisen oranda azalttig1 bilinmektedir (Hsueh A J W. ve ark. 1996, Kerr 1992, Allan
D. J. ve ark. 1987, Huckins, 1978). Erken gelisimsel evrede baslayan bu apoptotik
hiicre eliminasyonu, olgunlagsmakta olan germ hiicreleri ile sertoli hiicreleri arasinda
uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir
(Ayashoglu E. , 2001, Hikim S. ve ark. 2000, Rodriguez I. ve ark. 1997). Androjen
eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik hastalarda, deneysel kriptorsidizm
olusturulan hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu olgularda testislerde olusan programli
hiicre 6ltimlerinde artis goriilebilir (Heiskanen P. ve ark.1996 ve lkeda M. 1999).
Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozisinin hormonal kontrol altinda
gergeklestigi bildirilmistir (Tapanainen J S. ve ark. 1993 ve Yin Y. ve ark. 1997).
Hipofizektomize immatiir ratlarda hem germinal hem de somatik hiicrelerde masif
apoptozis ortaya ¢iktig1 ve bu olgularda FSH ya da HCG tedavileri ile bu yogun
programlanmis hiicre Oliimiiniin engellenebildigi gosterilmistir (Heiskanen P. ve
ark.1996 ve Yin Y. ve ark. 1997). Ayrica, gonadotropin ya da testosteron eksikligi

disinda matiirasyon arresti ve hipospermatogeneze yol agan tiim klinik durumlarda

39



da apoptozis goriilebilir (Lin W. ve ark. 1999). Seminifer tiibiil epitelinin 1s1,
radyasyon veya sogutma gibi faktorlere olan sensitivitesi de germ hiicrelerinin
programlanmis hiicre Sliimlerini artiran diger bir faktordiir (Blanco-Rodriguez J.
1998). Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimiilanlarin varliginda
fizyolojik olmayan diizeyde apoptozis gergeklesir ve klinik olarak spermatogenezde

bozulma ve infertilite olusabilir (Korsmeyer S J. 1995).

Bizim calismamizda 6 saatlik iskemi sonrasinda 1, 3, 7 ve 28 giinliik
donemlerde reperfiizyon saglanmis testislerde hem oksidatif stres ve serbest radikal
olusumu hem de olusan hasara bagli apoptozis yolu ile 6len hiicre arastirildi.
(Calismada ligasyon ve torsiyon olmak iizere iki farkli yolla iskemi olusturulmus,
ligasyonda direk iskemi ongoriiliirken torsiyonda vendz doniislin bozulmasini igceren
ama sonug¢ olarak dolagimin bozulmasina bagl indirek iskemi uygulandi. Genellikle
reperfiizyonun 1. , 3. ve 7. giinlinde histolojik olarak artmis hasara uyumlu hem
artmig NOS tanimlamasi hem de apoptotik 6liim gozlendi. 28. gilinde reperflizyon

hasarinin azalmasina bagli olarak NOS ve apoptozisin azaldig goriildii.
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2. GEREC VE YONTEM

Yapilan islemler i¢in C.B.U. etik kurulu onay1 alindi. Olusturulan 11 grupta
(torsiyon, ligasyon gruplarinda olusturulan her bir reperfiizyon grubu i¢in (1, 3, 7 ve
28 giinliik) 4’er adet, , sham ligasyon grubu icin 1 adet, sham torsiyon grubu icin 1
adet ve kontrol grubu icin 1 adet) toplam 35 adet 250+50 gram agirhiginda Wistar
cinsi saglikli erkek siganlar ksilazint+ketamin anestezisi altinda sag testislerine 6 saat
siire ile iskemi uygulandi. Sham yapilan denecklerde arter ligasyonu ve testis
torsiyonu yapildiktan hemen sonra agildi. 1, 3, 7 ve 28 giinliik reperfiizyonu takiben
anestezi altinda servikal dislokasyon sonrasi hayvanlara kardiyak perflizyon ile
fiksasyon yapildi. Cikarilan testisler uzunlamasina ikiye bolintip % 10’luk
formaldehitle 48 saat daha fiske edildi, alkol serisinde dehidrate edilip parafine
gomiildii. 5 um’lik seri kesitler deparafinize edilip, H&E ile boyandi. Mikroskop
altinda histolojik ve morfometrik bakilar1 yapildi. Kesitler histoloji i¢in H-E,
apoptozis degerlendirilmesi i¢cin TUNEL ile indirekt immunoperoksidaz yontemi
kullanilarak degerlendirildi. Hazirlanan preparatlar Olimpus BX- 40 model 151k

mikroskobu altinda incelendi.

2.1. iskeminin olusturulmasi ve reperfiizyon: Ligasyon olusturabilmek icin
ksilazin/ketamin anestezisi altinda skrotal kese acgilarak sag subkapsiiler testikiiler
arter testis girisinin 1 cm altindan 5/0 cerrahi iplik ile baglandi. Torsiyon gruplari
icin ise; ratlarin sag testisi 360° saat yoniinde ¢evrildi ve scrotuma 5/0 cerrahi ip ile
fiske edildi. 6 saat sonunda detorsiyon islemi yapildi ve reperflizyona imkéan
saglandi. 6 saatin sonunda; gruplarin tiimiinde uygulama yapilan taraftaki testislerde
makroskobik olarak total nekroz gozlendi. 6 saatlik iskemiyi takiben ligasyon ve
torsiyonun ortadan kaldirilmasi ile kan akiminin yeniden saglanmasinin ardindan 1
giin, 3 giin, 7 giin ve 28 giin reperflizyon gruplart olusturulmus ve farkli deney

gruplarindaki reperfiizyonun farkli zaman dilimlerindeki etkileri incelenmistir.
2.2. Histokimya: H&E boyamasi ile seminifer tiibiillerde hiicre hasar1 analizi

yapildt (Tablo 2.2). Seminifer tiibiillerde germ hiicrelerinde dejenerasyon,

diizensizlik, kayip, katman sayilarinda azalma, tiibiillerde yirtilma spermatogenik
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hiicrelerin liimen i¢in eksfoliasyonu goézlendi. Morfolojik kriter olarak Johnson
skorlamasi ile histolojik hasarda 4 skala belirlenmistir (Cosentino MJ ve ark. 1986,
Sukhotnik I. ve ark. 2006). 1. derece; normal testikiiler histoloji, germinal hiicrelerde
diizenli bir yapi, spermatogenezin tamaminin varligi ve normal tiibiil yapis1 2.
derece; az diizenli hasar, seminifer tiibiillerde ayrilmis germinal hiicreler, bozulmus
spermatogenez ve ¢ogu spermatozoada hasar, 3. derece hasarda bozulmus histoloji,
spermatozoanin oldukca azalmasi, germinal hiicrelerde tek tek goriiniim, kii¢iilmiis
piknotik c¢ekirdek, seminifer tiibiil sinirlarinda belirgin azalma, 4. derecede germ
hiicrelerinde koagulatif nekroz yakindan iligkili ayrlmis seminifer tiibiil, spermatozoa
ve spermin bulunmamasi ve ¢ok az miktarda spermatosit bulunmasi ve sertoli hiicre

hasarinin gériilmesi olarak derecelendirilmistir (Ozokutan H. ve ark. 2000).

2.3. NOS immunohistokimyasi: Deney sonunda yiiksek doz anestezi ile
Oldiirtilen hayvanlara 6nce notral formalinle kardiak perfiizyon uygulandi daha sonra
dokular almarak 48 saat 10% formalin ile fikse edildi. Alman kesitler
immunohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60°C’lik etiivde tutulduktan sonra, 30’ar
dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi gerceklestirildi. Ardindan
%95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile
suda 5 dakika bekletildi. % 0,5’1ik tripsin soliisyonu i¢inde 37° etiivde 15 dakika
tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik
H,0, uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS; Posphate buffer
solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu ile
muamele edidi. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer
antikorlar ile bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan
kesitler, anti hidrojen peroksidaz ikincil antikoru ile 30’ar dakika boyandi. Yine ii¢
defa 5’er dakika tampon solusyonu soliisyonu ile yikanan kesitler, olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliiglinii saptamak amaciyla DAB
(Diaminobenzidin tetrahidroklorit) ile 5 dk boyandi. Mayer’s hematoksilen ile
artalan boyamas1 saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma

medyumu ile kapatildi (Tablo 2.3).

2.4. TUNEL immunohistokimyasi: TUNEL Yéntemi ile apoptotik hiicre

6liimiiniin belirlenmesinde DeadEnd Colorimetric TUNEL system, Promega G7130
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kiti kullanilarak 5 um kalinligindaki parafin bloklardan alinmis kesitlere uygulandi.
Kesitler 1 gece 60°C’lik etiivde 1s1 ile deparafinize edildi. Ardindan 1 saat ksilen ile
kimyasal deparafinize edildi. Azalan alkol serileri ile 2’ser dakika (%95, %80, %70,
%060) rehidratasyon uygulandiktan sonra dokular serum fizyolojik ile oda 1si1sinda 5
dakika (%0.85 NaCl) muamele edildi.5 dakika PBS (fosfat buffer solusyonu) ile oda
1s1sinda yikandi. Doku kesitleri %4 paraformaldehit ile 15 dakika oda 1sisinda fiske
edildi. 5 dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi. 1/500 oraninda PBS ile diliie edilen 20-
pg/ml proteinase K 20 dakika doku kesitlerine uygulandi. PBS ile yikamay1 takiben
%4 liik paraformaldehit ile 5 dakika yeniden fiksasyon yapildi. 5 dakika PBS ile oda
s1sinda yikandi. Kesitler 5- 10 dakika Equilibration buffer ile oda 1sisinda tutuldu.
TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37 °C de 60 dakika plastik cover slipler
kesitleri kapatacak sekilde konarak tutuldu. 15 dakikalik SSC yikamasinin ardindan 5
dakika PBS ile oda isisinda yikandi. 3- 5 dakika hidrojen peroksit uygulanmasi
sonrast 5 dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi,1/500 oraninda PBS ile hazirlanan
Streptavidin HRP soliisyonu ile 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyona tabi tutuldu. 5
dakika PBS ile oda 1sisinda yikandi ve ardindan DAB (Diaminobenzidin
tetrahidrocloriir) ile boyama yapildi, birkag kere distile su ile yikama yapildi. Artalan
boyamas1 Mayer’s Hematoksileni ile yapildi. Kér yontemle TUNEL pozitif hiicreler
saptanmaya caligildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine PBS, pozitif kontrol
olarak da apoptozis oldugu bilinen testis dokular1 kullanild1 (Tablo 2.4). Ortalamalar

istatiksel olarak degerlendirildi.
2.5. Morfometrik analiz: Parametrelere gore degerlendirilen veriler,

ortalama ve standart sapmalar1 hesaplanarak ANOVA istatiksel analiziyle incelenip

anlamliliklar1 bulundu.
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3.BULGULAR:

3.1 Makroskobik Bulgular: Orneklerin gekilen makroskobik goriintiilerinde
kontrol ve sham gruplar1 arasinda morfolojik olarak fark gézlenmezken hem torsiyon
hem de ligasyon gruplarinda 6zellikle zamana bagli hasar ve bazi olgularda atrofi
saptandi. 1, 3 ve 7. giinler i¢in alinan makroskobik goriintiilerde zamana bagli artan
hasarin  yaptigt morfolojik  degisiklikler (6dem, konjesyon, damarlarda
vazodilatasyon, atrofi) gozlendi (Resim 3. 1). Kontralateral testislerin makroskobik
bakisinda kontrol ve her iki sham grubu i¢in hasarin yoklugundan dolay1 resimler
konmadi ve ipsilateral testislerde az miktarda hasar gozlendi. 1, 3, 7 ve 28. giinler
icin hasarin boyutu degismezken ligasyon ve torsiyon arasinda da onemli fark

gbzlenmedi.

3.2 Isik mikroskobik bulgular: Kontrol grubunda testis kesitlerinde
seminifer tiibiil sinirlarin diizglin oldugu, tiibiil germ hiicrelerinin diizenli bir
organizasyon igerisinde normal goriiniimde bulunduklart spermatogonyumdan
baslayarak spermiyogenezin tiim evrelerindeki germ hiicrelerinin normal goriiniimde
oldugu saptandi. Intersitisyel araliktaki leydig hiicrelerinin, daha kiigiik ¢ekirdekli
makrofajlarin ve damarlarin normal yapilarini koruduklar tesbit edildi. Sham grubu
hayvanlarda normalden ¢ok az farkli olmak kaydiyla seminifer tiibiil sinirlarinin
diizensizlestigi bazi alanlarda damarlarda dilatasyona benzer bulgularin varlig

saptandi.

Ligasyon grubu testislerin 1.giin 151k mikroskopisi HE ile degerlendirmede;
timiinde seminifer tiibiililerde; germ hiicrelerinde dejenerasyon, diizensizlik, kayip,
katman sayilarinda azalma, tiibiililerde yirtilma ve c¢aplarinda azalma,
spermatogenetik  hiicrelerin  limen i¢ine eksfoliasyonu ve intraepitelyal
vakuolizasyon goriildii. Seminifer tiibiililerde yirtilma ve nekroz orani artmis, olarak
bulundu. Ligasyon grubu testislerin 3.giin degerlendirmesinde seminifer tiibiililerde
spermatogenetik epitelyum katmaninda azalma, seminifer tiibiillerde ayrilma,
intersitisyel hiicrelerde belirgin bir kayip gozlendi. Interstisyumdaki degisiklikler ise
6dem ve daha ¢ok fibrozis artis1 seklinde belirlendi. Ligasyon grubu testislerin 7.giin

degerlendirmesinde ~ spermatogenetik  epitelyumda  dejenerasyon,  primer
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spermatositlerde ve setoli hiicrelerinde kayip, intersitisyel alanda &6dem,
spermatogenetik epitelyum hiicelerinde ise liimen icine eksfoliasyon bulundu.
Intersitisyel hiicrelerde hasarin daha az oldugu gézlemlendi. Ligasyon grubu
testislerin 28. giin degerlendirme: seminifer tiibiillerde herhangi bir ayrilma
gdzlenmezken, intersitisyel alanda olduk¢a artmis 6deme rastlandi. Spermatogenetik
epitelyum katmanlarinda azalma goézlenirken, spermatogonyum hiicrelerinde bir
dejenereasyona rastlanmadi. Primer spermatosit ve sertoli hiicreleri belirgin degildir.
Yapilan morfometrik analizde 1. glinde baslayan 3. ile 7. giinde artan ve 28. giinde
azalan hasar oldugu bulundu. L1 ve L7 (p<0.01) ile L7 ve L28 arasinda anlamli
(p<0.05) fark gozlendi (Tablo 3. 1).

Torsiyon grubu testislerin 1.glin 151k mikroskopisinde HE boyamasi ile
yapilan degerlendirmede seminifer tiibiililerde diizensizlik; germ hiicrelerinde
dejenerasyon, diizensizlik, kayip, katman sayilarinda azalma, tiibiililerde yirtilma ve
caplarinda azalma, spermatogenetik hiicrelerin liimen icine eksfoliasyonu ve
intraepitelyal vakuolizasyon goriildii. Seminifer tiibiililerde yirtilma ve nekroz oram
artmig, olarak bulundu. Interstisyel alanda hiicre kayb: ve minimal diizeyde 6dem
gozlendi. Torsiyon grubu testislerin 3.giin HE boyamasi ile degerlendirmesinde bu
bulgulara ek olarak; seminifer tiibiililerde ayrilma, yirtilma ve dagilma,
spermatogenetik epitelyum tabakasinda kayiplar ve dejenerasyon, artmis odemle
birlikte germ hiicre kayb1 ve intersitisyel alanda hiicre kaybina rastlandi. Torsiyon
grubu testislerin 7.glin HE boyamasi ile degerlendirmesinde: seminifer tiibiillerde
spermatogenetik hiicrelerin bazal mambrandan ayrildigi, dejenerasyona ugradigi ve
dev hiicre formasyonlarinin goriildiigii belirlendi. Tiibiil icinde artmig 6deme
rastlanmis, intersitisyel alanda da 6dem gozlendi. Torsiyon grubu testislerin 28.giin
HE boyamasi ile degerlendirme: spermatogenetik epitelde spermatogonyum ve
primer spermatositlerde kayip gozlenirken, intersitisyel hiicrelerde herhangi bir hasar
gbzlenmedi . Yapilan morfometrik analizde 1. Gilinde baslayan 3. ile 7. Giinde artan
ve 28. Giinde azalan hasar oldugu bulundu. T1 ile T28 ve T3 ile T7 disinda tiimiinde
anlamli (p<0.01) fark gézlendi (Tablo 3. 1).

Ligasyon ve Torsiyon gruplarmin karsilastirilmasinin degerlendirilmesinde

l.glin Isik mikroskopisi HE ile yapilan degerlendirmelerde; tiimiinde seminifer

49



tiibiililerde; germ hiicrelerinde dejenerasyon, diizensizlik, kayip, katman sayilarinda
azalma, tiibiililerde yirtilma ve ¢aplarinda azalma, spermatogenetik hiicrelerin liimen
icine eksfoliasyonu ve intraepitelyal vakuolizasyon goriildii. Seminifer tiibiililerde
yirtilma ve nekroz orani artmus, olarak bulundu. Interstisyumdaki degisiklikler ise daha
cok fibrozis artis1 seklinde belirlendi. Torsiyon grubunun &rneklerinin ligasyona oranla
daha 1yi oldugu gozlendi. Torsiyon ve ligasyon gruplarinin karsilastirilmasinin
degerlendirilmesinde 3.gilin degerlendirme: Her iki grupta da seminifer tiibiillerde
ayrilma, spermatogenetik hiicre tabakasinda azalma, intersitisyel hiicrelerde kayip ve
torsiyon grubunda tiibiil limenine spermatogenetik hiicre eksfoliasyonu gozlendi.
Torsiyon grubunun 6rneklerinin ligasyona oranla daha kétii oldugu gozlendi. Torsiyon
ve ligasyon gruplarinin  karsilastirilmasinin = degerlendirilmesinde  7.giin
degerlendirme: torsiyon grubu seminifer tiibiillerinde dev hiicre formasyonu
gozlenirken ligasyon grubunda bu hiicrelere rastlanmadi. Ayrica torsiyon grubu
limen i¢i ve intersitisyel alanda 6dem artis1 gozlenirken ligasyon grubunda sadece
intersitisyel alanda Odeme rastlandi. Torsiyon grubunun O&rneklerinin ligasyona
benzedigi gozlendi ve torsiyon grubunda dev hiicre formasyonu ayirict oldu (Resim 3.
2).

Torsiyon ve ligasyon gruplarinin karsilastirilmasinin degerlendirilmesinde
28.giin degerlendirme: Torsiyon grubunda spermatogenetik epitelyum tabakasinda
ciddi bir kayip gozlendi, liimen i¢inde ya da tiibiiller arasinda herhangi bir 6deme
rastlanmadi. Ligasyon grubunda ise intersitisyel alanda bir fibrozis gorilirken
spermatogenetik hiicre tabakasinda kayip gozlendi. Morfometrik analiz sonuglarinda
testislerin HE boyali kesitlerinde JS kriterlerine gore hasarin reperfiizyon sonrasi 1, 3
ve 7. giin arttif1 ve 28. giin azaldig1 saptandi. Ligasyona gore torsiyonun hez zaman
diliminde daha ¢ok hasar olusturdugu bulundu. L1 ile T1 (p<0.05), L3 ile T3
(p<0.001), L7 ile T7 (p<0.05) ve L28 ile T28 (p<0.05) arasinda anlaml farkliliklar
saptand1 (Tablo 3. 1).

Kontralateral testislerin torsiyon ve ligasyon gruplarinin karsilastirilmasinda;
Kontralateral testislerin HE boyali kesitlerinde JS kriterlerine gore hasarin ipsilateral
testislere oranla ¢ok daha az oldugu ve yine hasarin reperfiizyon sonrasinda 1 ve 3.
giin artt1g1 ve 7. ve 28. giin azaldig1 saptandi. Ligasyona gore torsiyonun hez zaman

diliminde daha ¢ok hasar olusturdugu bulundu. L1 ile L3 (p<0.05) ve T1 ile T3
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(p<0.05) anlaml1 fark saptanirken gruplarin 1, 3, 7 ve 28 giin karsilastirilmalarinda

anlaml fark bulunmadi (Tablo 3. 2).

3.3 Iimmunohistokimya bulgular:

Kontrol ve sham gruplarinda hem ipsilateral hem de kontralateral testislerde
bazal diizeyde NOS varlig1 goriildii. Bazal diizeydeki iNOS boyamasinin her zaman
eNOS’tan daha fazla oldugu saptandi.

Ligasyon ve torsiyon grubu karsilastirilmasinda eNOS boyamasi i¢in torsiyon
grubunda ligasyon grubuna gore daha fazla olan tanimlama, spermatogonyum ve
primer spermatositlerde daha yogun oldugu saptandi. 1.giin degerlendirmelerinde
eNOS tanimlanmasinin spermatogenetik epitelde ve spermatogonyumlarda oldugu
gozlendi. 3.giin degerlendirmesinde ligasyon grubu ile torsiyon grubu benzerlik
gosterirken tanimlamanin spermatogonyum ve primer spermatositlerde oldugu
saptandi. 7.giin degerlendirmesinde eNOS tanimlamasinin artti§i  vetorsiyon
grubunda daha belirgin oldugu bulundu (Resim 3. 3). 28.giin degerlendirmesinde 7.
glin bulgularina gore daha az tanimlama saptandi. Ligasyon grubunda eNOS
ekspresyonunun torsiyon grubundan daha az oldugu goézlendi. L3 ve L7 ile L28
arasinda anlamli (p<0.05) fark saptandi. T1 ile T7 ve T3 ile T28 arasinda anlaml
(p<0.05) ayrica T7 ile T28 arasinda anlamli (p<0.01) fark gozlendi. 3 ve 7. giin

(p<0.05) karsilagtirilmalar1 disinda anlamli fark bulunmada.

iNOS boyamasiin eNOS’a benzer sekilde tanimlamanin intersitisyel alan ve
spermatogonyumlarda varoldugu goriildi. iNOS boyamast ile eNOS boyamasi
arasinda 1. giin reperfiizyonu takiben iNOS tanimlamasi eNOS tanimlamasina gore
daha fazla bulunurken ligasyon grubunda eNOS tanimlamasi daha fazla saptandi.3, 7
ve 28 gilinliik reperfiizyonu takiben ise eNOS tanimlamasi torsiyon grubunda daha
fazla goriildii. (Resim 3. 4). Llve T1, L3 ve T3, L7 ve T7, L28 ve T28 gruplar
arasinda anlamli (p<0.05) bir farklilik gozlendi.
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NOS boyalarinin morfometrik analizlerinde hem eNOS (Tablo 3. 3) hem de
iINOS (Tablo 3. 4) hasarla uyumlu bir sekilde artis oldugu ve 28.gilinde azaldigi

saptandi

Kontralaterallerin iNOS torsiyon ve ligasyon gruplarinin karsilagtirilmasinda
ipsilateral testislerden daha az olmak iizere ve zamana bagimli benzer sekilde NOS

tanimlamalar1 goriildii.

Kontralateral testislerin morfometrik analizde iNOS tanimlamasinin hasar ile
uyumlu bir sekilde boyandigi ve zamana bagli 7.gline kadar artis gosterdigi ve
28.giinde azaldig1 goriildii. L1lve T1, L3 ve T3, L7 ve T7, L28 ve T28 gruplar
arasinda anlamli (p<0.05) bir farklilik gézlendi (Tablo 3. 5).
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3.4 TUNEL bulgulan

Kontrol ve sham gruplarinda az miktarda TUNEL + hiicre varlig1 goriildii.
Kontrol ve sham grubu kontralateral testislerin yine az miktarda apoptotik hiicre
icerdigi saptandi.

Testislerin torsiyon ve ligasyon grubu karsilastirllmalarinda TUNEL
boyamasinda 1.giin yapilan incelemede nekrotik alanlarin yani sira azalmis olan
spermatogenetik epitelde spermatogonyum ve primer spermatositlerde apoptotik
hiicrelere rastlandi. 3. giin degerlendirmesinde TUNEL pozitif hiicre oraninda
anlamli olmayan (p>0,05) bir artis gézlenirken, 7.giin spermatogonyum hiicrelerinde
apoptozis anlamli (p<0,05) bir artis gosterdi. Primer spermatositler biiyiik oranda
harabiyete ugramis olup az miktarda apoptozis gostermislerdir. 28.gilin
degerlendirmesinde spermatogonyum hiicrelerinde artmis apoptozis gézlenmis olup,
primer spermatosit hiicrelerinde apoptotik hiicrelere rastlanildi (Resim 3. 5).

TUNEL morfometetrik analizi ile histolojik bulgulari destekler sekilde 1, 3 ve
7. glinlerde artmis ancak 28.giinde anlamli (p<0,05) bir sekilde azalmig ozellikle
torsiyon grubunda her durum igin daha da belirgin bir apoptozis profili goriildi. L1ve
T1, L3 ve T3, L7 ve T7 gruplar arasinda anlamli (p<0.05) bir farklilik gézlenirken
L28 ve T28 gruplarn arasinda anlaml bir farklilik gézlenmedi. T3 ve T28 gruplar
arasinda (p<0.05) ile T7 ve T28 gruplarn arasinda (p<0.01) oraninda anlamli bir
farklilik gozlendi (Tablo 3. 6).

Kontralateral testislerin torsiyon ve ligasyon grubu karsilastirilmalarinda
TUNEL boyamasinda 1.giin degerlendirmesinde apoptotik hiicre lokalizasonunun
ipsilateral testislerle benzer sekilde gerceklestigi ve torsiyon grubunda da belirgin
oldugu goriildii. 3 ve 7.giinlerde artan hasarin 28.glinde azaldig bulundu (Resim
3.6).

Kontralaterallerin morfometrik analizde ipsilaterale benzer sekilde ancak her
zaman dilimi ve durum i¢in daha az olmak iizere apoptozisin gergeklestigi ve
torsiyonda belirginlestigi bulundu. Llve T1, L3 ve T3, L7 ve T7, L28 ve T28
gruplar1 arasinda anlamli (p<0.05) bir farklilik gézlendi (Tablo 3. 7).
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LIGASYON 3.GUN VE TORSIYON 3.GUN (x16)

Resim 3. 1: Testislerin makroskobik goriintiilerinde ligasyon grubunda arteriyal dolagimin
bozulmasma bagli soluk renk hakimiyeti gozlendi. Torsiyon grubunda vendz doniisiin
bozulmasia bagli mor renklenme ve 1 ve 3. giinlerde hem ligasyon hem de torsiyon i¢in

belirgin hasar goriiliirken, 7 ve 28. gilinlerde makroskobik olarak belirgin bir hasara
rastlanmadi.
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7.GUN HxE LIGASYON (X400) TORSIYON (X400)

Resim 3. 2: Torsiyon grubuna ait 7. giinde saptanan dev hiicre formasyonu
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3.1 Hasarin histomorfometrisi
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Tablo 3.1: Testislerin JS kriterlerine gére HE karsilastirmalarinda hasarin histomorfometrisi.
7.giine kadar hasarin anlamli arttig1 ve 28.giin azaldig1 ayrica torsiyon hasarmin ligasyon
grubuna gore her zaman anlamli olmayan bir Resimde daha az oldugu bulundu.

3.2 JK ile HE KL karsilastiriimasi
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Tablo 3.2: Kontralateral testislerin JS kriterlerine gore HE karsilastirmalarinda 3. giinde esit,
7 ile 28.giin azaldig1 ayrica torsiyon ve ligasyon gruplarinda hasarin birbirine yakin degerler
gosterdigi gozlendi.
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LIGASYON 1. GUN eNOS TORSIYON 1.GUN eNOS(X400)

LIGASYON 7. GUN eNOS

TORSIYON 7.GUN  eNOS(X400)

Resim 3. 3: Immunohistokimya eNOS antibody boyamalarinda torsiyon grubunda
boyanmanin daha fazla oldugu saptandi.
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LIGASYON 1. GUN iNOS TORSIYON 1. GUN  iNOS(X400)

LIGASYON 7. G INOS  (X400) TORSIYON 7.GUN INOS(X400)

LIGASYON 28.GUN iNOS (X400) TORSIYON 28.GUN iNOS(X400)

Resim 3. 4: Testislerin iNOS boyamalarinin boyamalarinin torsiyon ve ligasyon
karsilagtirmasinda 1, 3 ve 7. giinlerde artan hasara bagli tanimlamanin 28.giinde azaldig1
saptandi.
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3.3 eNOS karsilastirilmasi
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Tablo 3.3 Testislerin eNOS durumu 1 ve 3 giinliik reperflizyonda eNOS tanimlamasi torsiyon
ligasyon grubuna gore daha fazla olmak iizere artis gosterdi. 7 giinliik reperfiizyonda devam
eden artis 28 giinliik reperfiizyonda azaldu.

3.4 iNOS karsilastiriimasi
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Tablo 3.4 Testislerin iNOS durumu giinliik reperfiizyonu takiben torsiyon grubu testislerde
ligasyon grubuna gore daha fazla gozlendi. 28 gilinliik reperfiizyonu takiben iNOS
tanimlamasinda azalma goézlendi.
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3.5 iINOS KL karsilastirilmasi
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Tablo 3.5: Kontralateral testislerin i-NOS immunohistokimyasal boyamasinda torsiyon grubu
testislerde daha fazla tanimlama gozlendi. 1,3 ve 7. giinlerde artig gosteren tanimlama
28.gtinde her iki grup icin azalma gosterdi.
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LIGASYON 1. GUN TUNEL (X400) TORSIYON 1. GUN TUNEL(X400)

LIGASYON 3. GUN TUNEL(X400) TORSIYON 3. GUN TUNEL(X400)

LIGASYON 7.GUN TUNEL(X400) TORSIYON 7. GUN TUNEL(X400)
Resim 3. 5: Testislerin TUNEL boyamalarinin torsiyon ve ligasyon karsilagtirmasinda
histolojik olarak anlamli farkliliklar gézlendi. artan hasara bagli 1, 3 ve 7. giinlerde fazlalasan
apoptotik indeks 28. giinde azaldi. Torsiyon gurubunda apoptozisin her zaman daha yiiksek
oldugu goriildii.
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3.6 TUNEL karsilastiriimasi
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Tablo 3.6: Testislerin TUNEL boyamalarimin torsiyon ve ligasyon gruplari igin
karsilastirmasinda 1,3,7 giinliikk reperfiizyonda apoptotik hiicre indeksi torsiyon grubunda
ligasyon grubuna gore belirgin bir artis1 gosterirken bu farklilik 28 giinliik reperfiizyonda her
iki grup i¢in azalma gosterdi.

3.7 TUNEL KL karsilastiriimasi
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Tablo 3.7: Testislerin kontralateral gruplarinin TUNEL boyamalarinda ipsilateral testislere
gore belirgin bir Resimde daha az olmak tiizere torsiyon grubunda 1,3 7 giinliik reperfiizyonda
apoptotik hiicre indeksinde artis gézlenirken 28 giinliik reperfiizyonda azalma saptandi.
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LIGASYON- TORSIYON 1. GUN KONTRALATERAL TUNEL  (X400)

LIGASYON- TORSIYON 7. GUN KONTRALATERAL TUNEL  (X400)

Resim 3. 6: Kontralateral testislerin TUNEL boyamalarinin Torsiyon ve ligasyon
karsilastirmasinda histolojik olarak anlamli farkliliklar gozlendi. Ipsilateral testise oranla ¢ok
daha az apoptotik hiicresi saptandi.
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4. TARTISMA

Testis glinde milyonlarca spermin iiretildigi bir organ olarak canliliginin
devami ve korunmasi acisindan kan desteginin en 6nemli oldugu organdir. Testis kan
destegini alisilmadik uzun bir arter ile saglar. Testisteki oksijen basinci azdir.
Seminifer tiibiillerdeki yiiksek metabolik aktivite bu diisiik oksijen basinci ve diisiik
vaskiiler perflizyon basinct ile uyum saglamistir. Ancak olusabilecek kiicilik
problemlerde bile testis kan akiminin azalmasi fonksiyonunu hizli ve direkt bir
sekilde etkiler. Testikiiler arterin sklerozu, kendiliginden olusan hipertansiyon ve
benzeri hastaliklarda testise giden kan akiminda azalma gerceklesir. Dolasim
soklarina bagli spermatogenetik epitelde hasar olustugu bilinmektedir. Endotelin 1 ve
serotonin gibi gliglii vazokonstriiktdr ajanlarin testiste fonksiyon bozuklugu yaptig
gosterilmistir. Ligasyona bagli olarak 60 dakikada baslayan hasarin 100 dakikaya
ulagtiginda ozellikle spermatogonya ve spermatosileri etkiledigi saptanmistir. Bu
siire zarfinda reperfiizyona bagli serbest radikal olusumu ve dolayisiyle apoptotik
hiicre hasar1 olusmaktadir. Deneysel olarak yapilan ligasyon iskemilerinde goriilen
bulgularin infertil ve yaslh erkeklerdeki testis bulgulariyla ayni oldugu saptanmistir.
Hatta intersitisyel inflamasyon reaksiyonunun bile benzer oldugu diisiiniilmiistiir

(Bergh A. ve ark. 2001) .

Ozetle saptanan bulgularin iskeminin siiresi, yontemi ve sartlarma bagh
olarak literatiirde yapilmis diger calismalarla benzerlik ve farkliliklar gostermesine
karsilik ayn1 parametrelerde karsilastirma yapilmis bir yayima rastlanmadi. Yapilan
bir ¢aligmada 1/2 ve 1 saatlik 720’lik torsiyon uygulamasi sirasinda 1. saatte
baslayan ve 30 giline kadar siiren ilerleyici hasarin oldugu gosterilmistir. Hasar igin
gerekli kritik siirenin 1/2 saat ile 1 saat arasinda oldugu gosterilmistir. Torsiyon
sirasinda testis kan akiminin %3 veya %4’e kadar indigi saptanmistir. Torsiyon
sonrasi reperfiizyonda 4 saat icerisinde kan akimimin biiylik oranda geri dondiigi
bulunmustur ancak bu doniis testisler arasinda farkliliklar gostermistir. Kan akiminin
kontrol degerlerine donmesi ancak infarkt olmamis testislerde miimkiin oldugu
bulunmustur (Turner ve Brown 1993). Reperfiizyon sirasinda testis kan akimindaki
geri doniisiin yetersizligi 30 giine kadar silirebilmektedir. Tek tarafli testikiiler

iskemide testis 3 saatlik siiregte izlenmig seminifer tiibiil epiteli hasar1 gozlenmistir.
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Histolojik kesitlerde 12 saatlik akut iskemide bile sasirtici bir sekilde bazal
membranla devam eden bir ya da iki hiicre tabakasina rastlanmistir. 6 saatlik
iskemide spermatidlerin c¢evresinde ve pakiten ve leptoten asamasindaki
spermatositlerde ¢ok sayida azalmaya rastlanmigtir. Spermatik arterin ligasyonunu
izleyen siirecte germ hiicreleri i¢cin en uygun sicaklik saglanmis ve merkezi
tiibiillerde periferaldekilere goére daha fazla hasar gozlenmis, bunun nedeni de
periferal alanin skrotal deriye temasi olarak yorumlanmistir (Chaki S. P. ve ark.
2003). Olusan iskemiye bagli hasar tetikleyen bircok farkli etken boyle caligmalar
ile gosterilmistir. Testikiiler kan akiminin azalmasi dogrudan hipoksi ve artan
l6kositlerin etkileri seklinde iki farkli mekanizma aracilifiyla germ hiicre 6liimiine
neden olabilir. Bu patojenik mekanizmalar arasindaki iliski hipoksi ve oksijen
radikallerinin hasar1 ile testikiiler hiicre hasarinda 6nemlidir. Ciinkii ¢ok net
olmamakla birlikte testikiiler kan akimindaki bozunma goriiniise gére endotel hiicre
adezyon molekiillerinde ve hasar bolgesine gelen lokositlerin artisina neden
olmaktadir. Testisin bilinmeyen inflamasyon medyatorleri oldugunu savunan

caligsmalar olmustur (Bergh A. ve ark. 1996).

Iskemik siire olarak segilen 6 saat dzellikle torsiyon deneylerinde bulgularin
net olarak ortaya kondugu siire olup Onceki ¢aligmalarda en az 5 saatte ciddi hasar
oldugu gosterilmistir. Ligasyon sonrasi arterde posttravmatik vaskiiler spazma bagl
olarak da daralmanin oldugu ve baz1 testislerde reperflizyon kismina
gecilememesinin nedeni oldugu goriilmiistiir (Bergh A. ve ark. 2001). 5 saatlik
ligasyon iskemisi sonrasinda tiibiillerde ve germ hiicrelerinde dejenerasyon
goriiliirken leydig hiicrelerinin etkilenmedigi bulunmustur. Bir calismada 60
dakikalik ligasyonda spermatogenetik epitelde sinirli hasar gérmiis ya da herhangi
bir hasara rastlanmamistir. Fakat 90- 105 dakikada preleptoten asamasindaki
spermatositlerde yer yer spermatogonyalarda hasara rastlanmistir (Steinberger E ve
ark. 1999). Testikiiler kan damarlarinda artmis lokositlerden az miktarinin
intersitisyel alana gectigi goriilmiistiir. Iskemi sonrasi endotelial adezyon
molekiillerinin artarak hem inflamasyona hem de serbest radikal olusumuna neden
olabilecek lokosit birikimi olusmustur. 6 saatlik uyguladigimiz iskemide benzer

sekilde agir hasar, spermatogenetik epitelde dejenerasyon ve daha az leydig hiicre
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etkilenmesi goriiliirken kontralateral testislerde daha az hasara rastlandi. Hasar

mekanizmasinda apoptozisin belirlenlendigi TUNEL yontemi kullanild.

Onceki calismalarda TUNEL ile karsilastirildiginda DNA  polimerazinin
kullanildig1 ISEL yoOnteminin benzer sonuglar vermesine ragmen daha az duyarh
oldugu goézlenmistir (Bergh A. ve ark. 2001). 5 saatlik ligasyon sonrasi normale
oranla yiiz katina ¢ikmis apoptotik germ hiicre sayist bulunmustur. Bircok tiibiilde
tiibiil periferindeki ¢ogu germ hiicresi apoptozis gostermistir. Bazilarinda leydig
hiicrelerinde de pozitiflik saptanmigtir. Ancak testis kan akimindaki olusan
degisikliklere bagli olarak 5 saat ligasyon sonrasinda bile goriilen iskemik
degisiklikler farkliliklar olusturmaktadir. Kontralateral testislerde ise ¢ok daha az
pozitif apoptotik hiicre saptanmistir. Baz1 ¢aligmalarda 5 saatlik iskemi sonrasinda
nekrotik hasarin olustugu da gosterilmistir. Bir bagka caligmada 1 saatlik testikiiler
torsiyon sonrasinda 3 katina c¢ikan apoptotik spermatogonia ve primer spermatosit
sayis1 bir ay sonrasinda giinliik sperm tretimini %50 azalttig1 bulunmus olup testis
iskemisinin kronik sonuglar1 anlaminda biiyiik 6nem tasimaktadir (Turner TT ve ark.
1997). Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde artmis apoptozis ve kontralateralde
daha az gerceklesen apoptozis bulunmasina ragmen 5 saatlik iskemideki kadar
siddetli olmadi.

Testis torsiyonunda doku hasari ile torsiyon siiresi ve derecesi arasinda iligki
vardir. Testisin atrofiden kurtulabilmesi i¢in 4- 6 saat i¢cinde miidahale edilmesi
gerekir (Ransler CW ve Allen TD. 1982). Bununla birlikte torsiyondan bir saat sonra
bile geri doniisiimsiiz hasar olustuguna iliskin calismalar mevcuttur Ik 12 saate
kadar miimkiin olsa da insanlarda 24 saat icinde diizeltilmedigi takdirde testiste
infarkt olusmasi kaginilmazdir (Kogan SJ. 1991). Sigcanlarda deneysel olarak yapilan
caligmalarda 1- 2 saat siireli 360° torsiyonda sadece orta derece akut vaskiiler cevaba
yol actig1, 720° torsiyonda ise testis kan akiminin ise tamamen engellendigi tespit
edilmistir (Turner TT. 1985). Fertilite arastirmalarinda 360°’lik torsiyon yapilan
grupla kontrol grubu arasinda fark saptanmazken 720° ve {istiindeki torsiyonlarda
fertilitenin azaldig1r gozlenmistir (Heindel RM ve ark. 1990). Reperfiizyon sonrasi
lipit peroksidasyon iirlinleri birka¢ dakika i¢inde ortaya cikarak 12 saat siireyle
ortamda kalmaktadir (Walsh TR. ve ark. 1990).
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Testikiiler arter ligasyon yoluyla iskemi olusturulmasi klinikte karsilasilan
testis torsiyonu ile uyumlu degildir. Torsiyonda 6nce vendz daha sonra arteriyal
dolagim engellenir. Bu yiizden iskeminin erken doneminde parsiyal iskemi olur.
Testis torsiyonu histopatolojik diizeyde doku hasarina neden olur. Torsiyon oncelikle
vendz dolagima engel olarak 6deme neden olur. Odemin artmasiyla arteriyal dolasim
bozuklugu ve buna bagli iskemi ve nekroz gelisir. Kisa stireli iskemide ortaya ¢ikan
doku hasarinin derecesi iskeminin siiresine baghdir. 10 ile 60 dakikalik iskeminin
bile testis dejenerasyonu yaptigina iliskin yayinlar bulunmaktadir (Cosentino ve ark.
1986). Kisa siireli iskemide oOzellikle spermatogonya basta olmak iizere germ
hiicrelerinin etkilendigi, intersitisyel hiicrelerin ise iskemiye daha direncgli olduklar1
saptanmistir (Bergh A. ve ark.2001). Testisteki iskemi reperfiizyon hasarinda germ
hiicrelerinin daha ¢ok etkilenmis olmasi oldukg¢a toksik olan lipit peroksidasyon
tiriinlerinin peritiibiiler leydig ve sertoli hiicrelerinden ¢ok germ hiicrelerinde

oldugunu diisiindiirmektedir (Saba ve ark. ,1997).

Testikuler kan akimindaki azalma ve detorsiyon sonrasindaki onemli artig
testisi etkiler (Guimardes S. B. , ve ark. 2002). Klinik ve deneysel ¢alismalarin
tartismal1 sonuglarina ragmen; testis torsiyonunda bilinen gercek “acil miidahale”
edilmesinin gerekliligidir. Burada amag testis fonksiyonlarmin ve fertilitenin
korunmasidir. Mutlaka 4- 6 saat icinde miidahale yapilmali ve kars: taraf testise de
fiksasyon islemi uygulanmalidir. Semptomlarin siiresinin 8 saati gectigi olgularda
ciddi atrofi ve 12 saatin gectigi olgularda testikiiler nekroz gelisme riski yiiksektir.
Semptomlar1 24 saati gecen olgularda orsiektomi yapilmasi, karsi testisin
fonksiyonlarinmi siirdiirmesini saglamaktadir. Tek tarafli torsiyonlarda, diger testisin
nasil hasar gordiigiine dair kesin bilgiler olmamasina ragmen immiinolojik

mekanizmalar ve testislerdeki dogumsal anormallikler sorumlu tutulmaktadir.

Son ¢aligmalar ilk olarak hasar gdren hiicrelerin spermatogonya ve primer
spermatositler oldugunu gostermistir ( Markey CM ve ark.1995 ve Somuncu S ve
ark, 2006). Reperfiizyon oncesi testise kan akiminin %50-%75 oldugu durumda
nekroz isaretine rastlanmamistir. Boyle dokularda germ hiicreleri apoptozis yoluyla
Olmiistiir. Ayrica damar i¢i 16kosit hiicrelerindeki artig ise germ hiicre 6liimii artist

olmaksizin gerceklesmis boylece germ hiicrelerinin sekonder oOliimiine neden
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olmadigin1 gostermistir. Testiste reperfiizyondan kisa bir siire sonra lokosit artisi
endotelial adezyon molekiillerinin artisgin1 tetiklenmesini saglamasi miimkiindiir

(Bergh A. ve ark.1996).

Germ hiicre apoptozisi normal spermatogeneziste sperm sayisinin %25- 75
oraninda hiicre sayisinin azalmasina neden olabilen spontan bir olgudur (Huckins,
1978, de Rooij & Lok,1987). Apoptozise tiim germ hiicrelerinde rastlanir (Allan ve
ark.1987 ve Kerr 1992). Apoptozis patolojik ya da torsiyon, hipofizektomi gibi farkl
deneysel ¢aligmalar altinda gelisebilen bir olaydir (Tapanainen ve ark.1993, Shikone
ve ark. 1994, Turner ve ark. 1997 ve Lisa ve ark.2000). %25 oraninda unilateral
testiskiiler torsiyonun infertiliteye neden olabildigi belirtilmistir (Nguyen ve ark.
1999). Bir, ig, alti, on iki, ve yirmi dort saatlik iskemi periyotlarinda germ
hiicrelerinde koyu niiklear ¢ekirdekli hiicreler apoptozis boyanmasini géstermistir. 1
saatlik iskemi sonrasi toplamin %30 u oranda apoptotik hiicreye rastlanmis ve
kontralateral grupla karsilastirilmistir. 3 saatlik iskemi sonrasinda tiibiillerin yaklasik
%35’inde germ hiicrelerinde kayipla iligkili olarak eksfoliasyon gozlenmistir. 1
saatten 24 saate dogru artan iskemi siiresince her tiibiilde seminifer tiibiillerde
asamal1 olarak piknotik hiicre sayis1 artmustir. 6 saatlik iskemide ise germ hiicre
sayisinda dnemli bir azalma gozlenmistir. 12 saatlik iskemide ise pakiten ve leptoten
fazinda spermatositler goriildiigii  bildirilmistir. Baslangic saatlerinde germ
hiicrelerinin higbir tipinde apoptozis i¢in spesifik referans goriilmemistir. 12- 24 saat
gibi gec donemlerde germ hiicreleri piknotik c¢ekirdekli bazal membrana yakin
yerlesimli tek katli hiicre tabakasina rastlanmistir. Seminifer tiibiiliin ¢apinda 24
saatlik iskemide ©Onemli bir azalma gozlenmistir. Germ hiicreleri merkezdeki
tiibiillerde perifere gore daha fazla hasarlanma gostermistir. Iskemi alanma gelen
l6kositlerin ¢ogalmas1t doku sagaltimi icin gereklidir. Lokositlerin akiimiilasyonu
sonrasinda reperfiizyonun saglanmasiyla da serbest radikallerin etkisi ile hasar
artmaktadir. Reperflizyon oncesi testise kan akimimin %50-%75 oldugu durumda
nekroz isaretine rastlanmamistir. Boyle dokularda germ hiicreleri apoptozis yoluyla

Olmiistiir (Bergh A ve ark.1996).

Torsiyonun ilk saatini takiben 4 saatlik reperfiizyonda apoptozisi tetikledigi

ilk olarak Turner ve ark. tarafindan gézlemlenmistir. Apoptozis artan reperfiizyonda
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diapedezis yapan lokositler tarafindan reaktif oksijen tiirleri ile indiiklenir. Germ
hiicre apoptozisinin degerlendirilmesinde baslangigcta mitokondrial yolakla iliskili
Bax ‘in yan sira Fas-FasL etkilesimi ile indiiklendigi gdsterilmistir (Turner TT ve
ark. 2000). Son ¢aligmalar gdstermistir ki germ hiicre apoptozisinde nétrofillerin ve
endotelial hiicre adezyon molekiillerinden E-selektinin bu patolojide dogrudan
onemli bir rol oynamaktadir (Lysiak JJ ve ark. 2001). Ipsilateral testisteki
reperflizyondan sonra kontralateral testisteki spermatogenezis mekanizmasinin
diizenlenmesi anlagilmamistir. Kontralateral testisteki germ hiicreleri reperfiizyonun
24 saat sonunda apoptozisin arttig1 gosterilmistir (Sukhotnik I ve ark. 2005). Buna ek
olarak kontralateral testiste 96 saatlik iskemik reperflizyonda germ hiicre
apoptozisinde Onemli oranda artig gorilmistir (Mogilner J 2006). TUNEL
immunohistokimyas1 sonuglarma gore; kan akiminin azalmasma bagl olarak DNA
fragmentasyonuna ugramig germ hiicrelerinin Olimii tetiklenmigtir. Normal
kanlanmaya maruz kalan testise gore yaklasik 100 kat daha fazla TUNEL pozitif
hiicreye rastlanmistir. Birkag tiibiilde germ hiicreleri hemen hemen sadece bolgesel
olarak periferde boyandigi gozlenmistir. Kontralateral testisinde TUNEL pozitif
germ hiicre sayisi ligasyon grubuna goére daha az bulunmustur. Kontrol grubunda ise;
cogu tiibiilde TUNEL pozitif germ hiicrelerine rastlanmamistir. Testiste kan akiminin
azalmasi etkili bir germ hiicre Sliimiiniin tetiklenmesi ve vaskiiler yanita benzer bir
inflamasyona neden olur. Normal vazomosyon genellikle goriilmez. Vazomosyon
etkili bir akima ve intravaskiiler basinca baglidir. Testiste vazomosyon transvaskiiler
kan akimi degisimi 6nemlidir ve testikiiler bozunmaya katkida bulunur (Bergh A ve
ark.1996). Bu anlamda calismamizda benzer sonuglar bulunmasina ragmen kontrol
ve sham gruplarinda TUNEL pozitif hiicre goriilmedi ve iskemik hasarda ise 6
saatlik iskemiye karsilik yaygin apoptosis saptanmadi. Bizim ¢alisgmamiz hiicrelerin
hasara kars1 daha direncgli oldugunu diisiindiirdii. Ancak iskemi sonrasi reperfiizyon
miktar1 bu hasarin etkinligini belirlemede en 6nemli faktor olup goriilen farkliliklar
bu sekilde aciklanabilir. Doku perfiizyon miktarinin Ol¢lilmesi bu sorunun

giderilmesinde biiyiik yarar saglayacaktir.
Oksidatif stresin iskemik testiste oynadigt rol farkli c¢aligmalarla

gosterilmigtir. Bu deneysel caligmalarda testikiiler iskemiye en duyarli olan

hiicrelerin basta spermatogonya ve spermatositler olmak {lizere germ hiicreler oldugu
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gosterilmistir (Tijoe DY ve ark. 1970). Detorsiyon sonrast reperflizyonun
saglanmasiyla dokuya olan kan akimi artar ve ortaya fazla miktarda serbest radikaller
cikar. Serbest oksijen radikaller ilk karsilastiklar1 yapi ile reaksiyona girerler. Bu
yap1 en sik olarak hiicre veya organel membranlarinin lipid komponentidir. Iskemi
apoptoziz ve oksidatif stres iligkisi birgok ¢aligmada gdsterilmis ve artan strese bagh
serbest radikallerin apoptozisi indiikledigi saptanmistir. Oksidatif stres analizinin
yapildigr 1 saatlik iskemide 24 saatlige gore yaklasik %40 daha fazla lipid
peroksidasyonuna rastlanmistir. Siiperoksitdismutaz (SOD) ise 1 saatten 24 saate
dogru siddetli bir azalma gdstermistir. 6 saatlik iskemide ise doku H,O, seviyeli bir
artis gostermistir (Bergh A ve ark. 1996). Yiiksek miktarda ROS nekrozla hiicre
Olimiini tetikler oysa diisiik konsantrasyonlar1 apoptozisin tetiklenmesine neden
olur. ROS’un diisiik ya da yiiksek gilivenilir konsantrasyonlarint belirlemek giictiir.
Peroksidatif stresin seviye formlar1 iskemik uyarim sonrasi ¢esitli parametrelerin
alimiyla bulunabilir. Erken asamada SOD ve lipid peroksidasyonunun artis1 ve
katalaz enzim aktivitesi bunlara Ornek verilebilir (Saba ve ark. 1997). Bizim

calismamizda NOS miktarinin artti1 bulundu ve literatiirle uyum gosterdi.

iINOS ve eNOS germ hiicre apoptozisi i¢in gerekli olmasina ragmen nNOS’un
gerekli olmadig1 bulunmustur. Germ hiicre apoptozisinde apoptozis sirasinda eNOS
goriiliirken normal germ  hiicrelerinde  bulunmamistir ve germ  hiicre
dejenerasyonunda rol oynar. Buna ek olarak iNOS germ hiicre apoptozisinde pozitif
bir diizenleyicidir. Ciinkii iNOS testiste daha fazla bulunur ve germ hiicre
apoptozisinde ¢ok dnemlidir. Seminifer epitelde germ hiicre sayisinin diizenlenmesi
icin iNOS ve eNOS’un ayni apoptotik yolagi kullanip kullanmadig1 bilinmemektedir.
Fakat iNOS ve eNOS’un germ hiicre apoptozisinde pozitif bir diizenleyici oldugu
bilinmektedir (Lee NP, Cheng CY. 2004). Bizim ¢alismamizda da her zaman dilimi
ve durumda iNOS boyamasmin eNOS’tan daha yogun oldugu saptanmis ve bu
durum literatiir tarafindan da desteklenmistir. Western blot analizi sonucuna gore
iNOS tanimlamast 1 saatlik iskemiden sonra belirgin bir sekilde artmustir.
Reperfiizyonun 48. saatinde pik yapmistir. Immunohistokimya boyamas1 gostermistir
ki testis dokusu intersitisyel alaninda makrofaj benzeri hiicre infiltrasyonu ve iNOS
tanimlamas1 gosterilmistir. Germ hiicre apoptozisi reperflizyonun 24.saatinde

maksimum bir sekilde indiiklenmistir.
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6 saatlik torsiyonu takiben 24 saatlik detorsiyon uygulanan ¢alismada doku
hasar1 tesbit edilmistir. 540° iizerindeki ektravajinal torsiyonda vendz tikanmayla
sonuclanir. Deneysel sican modelinde 720° testikiiler iskemi basariyla
sonuglanmistir. Reperfiizyon hasarinda toplam hasarin devami iskemik reperfiizyon
komponentlerinin bir kombinasyonudur (Barlas M. ve Hatiboglu C. 2002). Serbest
radikal azalticilar toplam hasarin siirdiiriilmesinde biiylik bir Oneme sahiptir.
Iskeminin 60 dakika sonras: testisdeki reperfiizyon hasarini énlemek igin yapilan bir
calismada serbest radikal azalticilarin testikiiler hasarin artmasinda etkili olmadigi
bulunmustur. Testikiiler torsiyon ve detorsiyon iskemi ve reperfiizyona ugrayan
dokularda morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri tetiklemektedir. Antioksidan
tedavileri reperflizyon hasarinin azaltilmasinda basarili  sonuglar vermistir.
Allopurinol ve siiperoksit dismutaz ve katalaz tedavisi testis detorsiyonundan sonra
testis fonsiyonunun kurtarilmasina sebep olmustur. Nitrik oksitin azalmasi testikiiler
iskemi reperfiizyonunda negatif etkiye sahiptir. NO iskemide yiiksek vaskiiler
permeabilite ve ayn1 zamanda 16kositlerin ve trombositlerin agregasyonunu gosterir
(Barlas M. ve Hatiboglu C. 2002). iskemik reperfiizyon nétrofil aktivasyonu,
inflamatuar sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin biiyiik miktarda intraseliiler Ca™
salmim1 ve serbest oksijen radikallerinin iiretimi ile iliskilidir. NOS temel olarak
endotel hiicreler ve noronal hiicrelerden intraseliiler kalsiyum aktivasyonu ile aktive
edilir. Testiste eNOS leydig hiicreleri, sertoli hiicreleri, spermatosit ve spermatitden
eksprese edilir. iNOS tanimlamasi sitokinlerin ¢esitli kombinasyonlar1 tarafindan
transkripsiyonal aktivasyon gerektirir. Devam eden siirelerde nitrik oksit tiretimi
birka¢ organda oksiradikal hasara yol agar. NO apoptoziste ya da nekroziste hiicre

Olimii araciligiyla 6nemli bir mediatordiir (Lee NP, Cheng CY. 2004).

Sham grubunda 12 saatlik reperfiizyonda iNOS tanimlamasi gézlenmezken
24 saatlik reperfiizyonda maksimum iNOS tanimlamasi gozlenmistir. iNOS
tanimlamasi1 ozellikle reperfiize edilen testis dokusuna infiltre olan mononiikleer ve
polimorfoniikleer hiicrelerde gozlenirken; sertoli hiicresi, leydig hiicresi, peritiibiiler
hiicreler ya da infiltrasyon gosteren notrofillerde immunreaktivite gézlenmemistir.
iINOS pozitif hiicrelerin ¢evresindeki seminifer tiibiil germ hiicrelerinde hematoksilen

eozin boyamada artmig nekroz ve bu nekrotik hiicrelerin TUNEL negatif oldugu
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gozlenmistir. Bir baska c¢alismada iNOS tanimlamasi 1 saatlik iskemiden sonra
belirgin bir sekilde artarak reperfiizyonun 48. saatinde pik yapmustir.
Immunohistokimya boyamasi testis dokusu intersitisyel alaninda makrofaj benzeri
hiicre infiltrasyonu ile iNOS tanimlamasinin birlikteligi gosterilmistir (Shiarishi ve

ark. 2001, Kim HC ve ark. 2007, Yagmurdur H. 2008).

Reperfiize edilen testislerde ROS aktivasyonu, parankim hiicrelerinde ksantin
oksidaz sistemi ya da l6kositlerin tirettigi ROS bilinmektedir. Makrofajlarin da ROS
sallmmminda bulundugu bilinmektedir. Kan akimimin saglanmasinin ardindan
l16kositlerin yeteri kadar ROS salinnminda bulunamayabilmektedir. Toksik ROS
sadece hiicre oliimiinti degil ayn1 zamanda apoptozisi de tetikler. (Johnson ve ark. ,
1996). Yiiksek miktarda ROS nekrozla hiicre Oliimiinii tetikler oysa diisiik
konsantrasyonlar1 apoptozisin tetiklenmesine neden olur. ROS’un diisiik ya da
yuksek giivenilir konsantrasyonlarini belirlemek giictlir. Peroksidatif stresin seviye
formlar1 iskemik uyarim sonrasi g¢esitli parametrelerin alimiyla bulunabilir. Erken
asamada SOD ve lipid peroksidasyonunun artis1 ve katalaz enzim aktivitesi bunlara
ornek verilebilir (Saba ve ark. 1997). Kendiliginden artis gdsteren H,O, seviyeleri de
etkilenmis testisde onemli 6l¢iide gdzlenmistir.

Iskemik calismalarda kontralateral testislerde olusan hasar bircok ¢alismayla
gosterilmis olmasina ragmen hala tartismaya acgik bir konu olarak net degildir. Kars1
testis hasarinda deneysel ¢alismada kullanilan hayvan tiirii, yas, torsiyon derecesi ve
siiresi, torsiyon olusturmada kullanilan metod, gozlem siiresi ve bakilan
parametredeki farkliliklara gore degisik sonuglar rapor edilmistir. Karsi testisin
hasar1 tam olarak bilinmese de otoimmunizasyon (York J ve Drago JR. , 1985) , ve
kan akimindaki bozukluk (Tanyel FC ve ark. 1989) gibi farkli nedenler ileri
siiriilmektedir. Immunolojik mekanizma hipotezine gdére torsiyondan sonra
canliligin1 kaybetmis olan spermatidler, oldukca antijenik maddeler salgilarlar. Bu
maddelerin intersitisyumdaki makrofaj ve lenfositlerle temasi sonunda kars testise
zarar verecek antikorlar ortaya g¢ikar (Kogan SJ. 1991). Bazi klinik ve deneysel
calismalarda prepubertal donemde detorsiyon sonrasi canliligini korumayan testisin
skrotum i¢ine konulmasindan sonra kars1 taraf testisin normal olarak gelistigi, eriskin

doneme gelince de spermatogenez ve fertilitenin normal oldugu tespit edilmistir.
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Prepubertal donemdeki bu immun cevabin olmayisi, matlir spermatozoa antijenini

yokluguna baglanmaktadir (Henderson JA. ve ark. , 1985).

Testis torsiyonu sonrasinda karsi testiste seminifer tiiblil ¢apinda azalma,
spermatosit ve spermatid dejenerasyonu ve leydig hiicrelerinde hipertrofi gibi
histopatolojik degisiklikler rapor edilmistir (Nagler HM, White RD. , 1982). Bir
calismada spermatik damar ligasyonu kontralateral testiste hasara neden olmamistir
(Nagler ve ark. , 1984). Spermatik torsiyonda kontralateral testisteki histolojik ve
yapisal degisiklikler bildirilmisken testikiiler arter ligasyonu sonrasinda
bildirilmemistir (Nagler and deVere White, 1982; Caesar R. ve ark.1994; Cosentino
ve ark. 1984; Saba ve ark. 1997). Kontralateral testisteki germ hiicrelerinde
reperflizyonun 24. saati sonunda apoptozisin arttig1 gosterilmis ve ipsilateral
testisteki  reperflizyondan sonrast  kontralateral testisteki spermatogenezis
mekanizmasinin diizenlenmesi anlasilmamistir (Sukhotnik I ve ark.2005). Buna ek
olarak kontralateral testiste 96 saatlik iskemik reperfiizyonda germ hiicre
apoptozisinde onemli oranda artis goriilmiistiir. Iskemik reperfiizyondan 96 saat
sonra kontralateral testiste az miktarda histolojik degisiklik gdzlenmistir. Iskemi
grubu sham grubuyla karsilastirildiginda reperflizyon sonrasi kiiclik ama onemli bir
azalma gostermistir. Gegmis yayinlar kontralateral testiste iskemi ardindan 6nemli
Olciide germ hiicre apoptosizi oldugu gosterilmistir (Sukhotnik I 2005 ve Mogilner J
2006). Buna karsilik, birkag ¢alisma unilateral torsiyonda kontralateral hasarlanma
olmayacagii iddia eder (Turner 1985 Becker ve Turner, 1995, Anderson ve
Williamson,1990, Turner ve Brown, 1993, Akgiir ve ark. 1993,1995). Biitiin
kontralateral testikiiler biyopsi Orneklerinde 2 ya da 3. derecede atrofik Leydig
hiicreleri, spermatidlerde malformasyon, siklikla binuklear spermatid, ge¢ spermatid

sayisinda azalma ve sertoli hiicrelerinde patolojik degisikliklere rastlanmustir.

Kontralateral testislerde 0Ozellikle spermatositlerde erken ve gec
spermatidlerde, sertoli hiicrelerinde genigsleme gozlenmistir. Buna karsin
spermatogonya, fibroblast ve myofibroblast gibi peritiibiiler bag dokusu elemanlari
ve endotelial hiicreler az miktarda apoptozise ugrarlar. Leydig hiicreleri
spermatositlerden daha az etkilenirler. Kontrol gruplarinda testiste sertoli

hiicrelerinde spermatosit ve spermatidlere gore apoptozis daha az goriiliir. Hem
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kontralateral testiste apoptozisin gelismesi hem de torsiyon sirasinda nekrotik
degisimlerin derecesi farklidir. Sertoli hiicreleri ve leydig hiicreleri etkilenme
gosterirken, kapiller endotelyum, bag doku ve peritiibiiler fibroblastlar daha az
etkilenirler (Hadziselimovic F. ve ark 1997). Unilateral testikiiler arter ligasyonu
sonrasinda kontralateral testiste membrana propriada katlanma, kollajen fibriller,
elektron yogun cisimcikler ve net sitoplazmik bolgelere rastlanmistir. Ayni1 zamanda
sertoli ve leydig hiicreleri iskeminin 3. giinlinde normal bulunmustur (C. Savas ve

ark. 2002).

Fertilite kaybinin derecesi testikiiler torsiyona bagli iskemi gelismesi ve
kontralateral testis hasariyla iligkilidir. Unilateral testis torsiyonunu izleyen
kontralateral testis hasar1 tartismalidir. Bazi arastirmacilar kontralateral hasarin
varligin1 iddia ederken (Kraup T. 1978, Nagler H. M. ve White R.D. 1982) bazi
arastirmacilar karsidir (Cosentino M. J. ve ark. 1985, Turner T. T. 1987).
Kontralateral testiste iskemi hasari i¢in yapilan c¢aligmada minimal diizeyde
kontralateral hasar, germ hiicrelerinde dejenerasyon, diizensizlik, tiibiil ¢aplarinda
azalma, spermatik hiicrelerin seminifer tiiblil liimeni i¢ine eksfoliasyonu, seminifer
tiibiil yiiksekliginde azalma; intersitisiyel alanda 6dem, hemoraji ve fibrozis ile
Leydig hiicre proliferasyonu saptanmaktadir, hafif organizasyon bozuklugu, tek hiicre
apoptozisi, az miktarda bazal membrandan ayrilma goézlenmistir (C. Savas ve ark.

2002, Sukhotnik I ve ark. 2005).

Spermatik kord torsiyonu hem ipsilateral hem de kontralateral testiste
oksidatif strese ve irreversibil hasara neden olur. Reversibil ve irreversibil sonuglar
iskemi periyodunun uzunluguyla iligkilidir. Uzun siireli hasar kontralateral testiste
fonksiyon ve biitlinliik kaybina neden olur. Artan NO seviyeleri peroksinitrit iretimi
yoluyla hasara istirak ederler(Danilo Wilhelm Filho ve ark. 2004). Kontralateral
hasar1 acgiklamak i¢in birbirini izleyen mekanizmalar Onerilmistir; spermatogonyaya
kars1 otoimmunizasyon, testikiiler kan akiminin azalmasinda etkili olan sempatik
yanit, detorsiyondan sonra serbest oksijen radikali formasyonu ve iNOS tarafindan
aktive edilen nitrik oksit iiretimi. Son kanitlara gore apoptozis iskemik bir testiste
iskemik reperfiizyon hasarinin ardindan 6énemli bir sekilde artar. Ancak kontralateral

testiste germ hiicre kitlesinin azaltilmasinda apoptozisin roli bilinmemektedir.
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1 saatlik iskemi yapilan grupta esas olarak testisin periferindeki yerlesen
seminifer tiibiillerde bozulmus spermatogenezis gozlenmistir. 2 saatlik iskemide
¢ogu tiibiilde spermatogenetik bozunma meydana gelmistir. Bu testis grubunda
farkli derecelerde disorganizasyon, tek hiicre ve hiicre kiimesi seklinde apoptotik
hiicrelere rastlanmistir. Ayrica bazal membrandan ayrilmis spermatogenetik hiicreler
gosterilmistir. Iskeminin 3. saatinde ise daha fazla bir hasar gdzlenmistir. Cok sayida
tiibiilde dev hiicre ve apoptotik kiimeler goriilmiistiir. Germ hiicrelerinde bazal
membrandan ayrilma, liimen igine eksfoliasyon goriilmiistiir. Iskeminin 24 saat
sonrasi siddetli germ hiicre hasari gozlenir ve seminifer tiibiillerde sadece sertoli
hiicrelerine rastlanir. Ayrica bazal membrandan ayrilis azalmig germ hiicre
tabakasinda artmig sayida apoptotik hiicreler ve dev hiicrelere rastlanir (Sukhotnik I

ve ark. 2005).

Testis torsiyonu gelisen olgularda amag testis fonksiyonlarinin korunmasi ve
fertilitenin devam ettirilmesidir. Tek tarafli testis torsiyonunda, her iki testiste
reperfiizyon hasar1 gosterilmistir (Akgiir FM ve ark. 1994). Bunun aksini gosteren
deneysel calismalar da mevcuttur (Turner TT. ve ark. 1987, Ryan PC ve ark.1988).
Kars1 taraf testisin nasil etkilendigi net olarak aciklanamamakla beraber, siklikla
immiinolojik mekanizmalar (Nagler HM ve ark. 1982, Kosar A ve ark. 1999) ve
testislerdeki dogumsal anomaliler sorumlu tutulmaktadir (Dominguez C ve ark.
1994). Torsiyon sonucu geligen testikiiler hasar, torsiyonun derecesi ve siiresiyle
yakin iliskilidir. Torsiyon derecesi 360°” nin iizerinde ve siiresi de 24 saatten fazlaysa
ciddi atrofi ve testis kaybiyla sonuclanmaktadir. Ilk 4- 6 saatte miidahale edildiginde
prognoz oldukca iyidir. Miidahale i¢in bekleme siiresi 24 saati gecen olgularin
cogunda testis atrofisi izlenmistir. Miidahale i¢in bekleme siiresi 8 saati gegen
olgularda testis boyutlarinda ciddi azalma izlenmistir. Tek tarafli testis torsiyonunda,
kars1 taraf testiste goriilebilecek hasarin hastanin yas grubuyla iliskili oldugu
bilinmektedir. Prepubertal ve olgun ratlarin karsilagtirildigr ¢alismalarda, prebubertal
ratlarin testislerinin kisa donem torsiyona daha dayanikli oldugu ve fonksiyonlarini

stirdiirdiigii bildirilmistir (Becker EJ Jr ve ark. 1994).

Kontralateral testiste apoptozis iskemiden 1 saat sonra kan akiminin

azalmasina bagli olarak germ hiicre apoptozisinde bir artis olur. Ancak istatiksel
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oneme 2 ya da 3 saatlik bir iskemi ardindan ulasilir. Germ hiicre programli
Olimiindeki artis kontralateral testiste gosterilmistir. Bu iskemi siiresiyle iligkili
olarak germ hiicre apoptozisi arasinda iligski vardir. Hem apoptotik hiicrelerin sayisi
hem de tiibiillerin icerdigi apoptotik hiicreler baslangigta 1 saati izleyen iskemide
artarken 2 ve 3 saatlik iskemide ististiksel Oneme sahip olmustur. Bu etkinin
mekanizmasi net degildir. Bu da reperfiizyon yapilmayan gruplarda daha belirgindir.
Sonug olarak iskemik testite ¢ok sayida sitokin, enzim ve medyator, serbest oksijen
radikallerinden ya da diger reperfiizyon {irlinlerinin kontralateral testiste programli
hiicre 6liimiinii tetiklemesinden daha etkilidir. Giincel veriler infertilitede testikiiler
iskeminin sonuglarini, spermatogenezisin arestini ve germ hiicrelerin kontralateral
testiste apoptotik yolakla Oliimiiniin aciklanmasin1 icermektedir ve kontralateral
testiste testikiiler iskemi apoptozisi tetikler. Iskeminin artan siireleri germ
hiicrelerinin programli hiicre 6liimiiniin artisina yol agar. Buna ek olarak iskemik
testiste iskeminin tetikledigi hiicre Oliimii kontralateral testiste artmis germ hiicre
apoptozisi 6nemli bir oranda germ hiicre ve fertilite kaybina neden olur ( Sukhotnik

I. ve ark. 2005).

Unilateral testikiiler arter ligasyonu sonrasinda kontralateral testiste
membrana propriada katlanma, kollajen fibriller, elektron yogun cisimcikler ve net
sitoplazmik bolgelere rastlanmistir. Ayni zamanda sertoli ve leydig hiicreleri
iskeminin 3. giliniinde normal bulunmustur. Akrozomal enzimler ya da nérohumoral
mekanizma kontralateral hasara neden olabilecegi goriisleri bulunurken unilateral
testikiiler torsiyonun kontralateral testiste ultrastruktiirel diizeyde hasara neden
olmayacagini savunan goriisler de bulunmaktadir. Tanyel ve arkadaslarinin kabul
goren teorisi kan akimindaki azalma kontralateral testiste refleksiv bir azalmadir. Son
caligmalar 24 saatlik ipsilateral testikiiler iskemide kontralateral tarafta da
ultrastruktiirel degisiklik belirlenmistir. Bu sonuglar da kan akim degisiklikleri
elektron mikroskobik olarak zararl etki gosterir (C. Savas ve ark. 2002).

Unilateral testis iskemilerinde bilateral testikiiler hasarlanmay1 agiklamaya
yonelik olarak yapilan ¢alismalarda hormon diizeyleri de Olciilmiistiir. Iskemi
stiresindeki uzamaya kosut olarak testosteron diizeyi diigiik bulunmustur (Terry T ve

ark. 2005). Fraser ise ayni olay siiresince, testosteron diizeyinin diismemekte ve
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prolaktinin diizeyi degismemekte oldugunu gostermistir (Leappe LL. ve ark. 1986).
Bir bagka c¢alismada unilateral testis torsiyonlu si¢anlarda salt LH yiikselmesi
saptamislardir. FSH diizeyi artmis olarak bulunmaktadir. Neden olarak bilateral
testikiiler hasarlanma sonucu seminifer tiibiil yanitinin azalmasi1 gosterilmektedir
(Workman SJ ve ark.1988). Testis iskemilerinde sagaltim mekanizmalari i¢in heniiz
hayvan deneyi asamasinda olmak iizere bir¢ok sagaltma yontemi Onerilmektedir.
Gilinlimiizde genelde uygulanan klasik yontem; acil eksplorasyon, detorsiyon ve
bilateral testikiiler fiksasyondur. Gecikmis olgularda ise orsiektomi ve kontralateral
testis fiksasyonu islemi uygulanmaktadir (Leappe LL. ve ark. 1986, Zini ve ark.
1998). Unilateral torsiyondan sonra testikiiler hasarin gelisiminde c¢ok hassas
biyokimyasal degisiklikler goriilmiistiir (Pedrosa ve ark. 2001). Spermatik kord
torsiyonunun ardindan her testis i¢in kan akimi bagimsiz oldugu i¢in kontralateral
testiste hasar sasirtict anatomik ve fizyolojik degisikliklere neden olur. Unilateral
testikiiler torsiyon kontralateral testiste kan akiminda azalmay1 baslatir (Tanyel ve
ark. 1989).Ancak doku oksijen konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis, kontralateral testiste
oksijen parsiyel basinci unilateral torsiyon siiresince etkili olmamistir (Klotz ve ark.

1996).

Bu c¢alisma; amaglanan iskemik reperfiizyon modelinde testis dokusu
hasarinin iskemiye yol acan farkli deneysel yoOntemler arasindaki apoptotik
hiicrelerin niceleyici analizlerinin karsilastirilmast ve dolayisiyla farkli ¢aligsmalar
sonucu elde edilecek apoptozis modellerinin karsilagtirilmasina olanak saglayacaktir.
Bu caligmalar iskemiye bagli sperm maturasyonunda ve kalitesinde olusan

degisikliklerin ortaya konmasinda 6nemli katkilar saglayacaktir.
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5. SONUC VE YORUMLAR:

Bu calismada kan akimindaki azalma ile iki farkli mekanizma araciligiyla
testiste hasar ve germ hiicre Oliimiine neden olabilecegi gosterildi. Ligasyon ve
torsiyon mekanizmalar1 arasindaki en Onemli fark torsiyon ile bozulan vendz
doniisiin ikinci bir etki olusturmasi ve daha fazla hasar yapmasi oldu. Bu nedenledir
ki daha fazla oksidatif stres olusumu gerceklesti ve dolayisiyle daha ¢ok apoptozis
olustu. Ozellikle ilk 3 giin igerisinde nekroza varan hasar olusumu saptandi. Bu
hasarin daha fazla olmasinda kan damarlarinda lokosititin artis1, ilk inflamasyon

yanit olarak intersitisyel alana gocii farkliligin olusmasindaki asil etkendir.

Calismada goriilen onemli bir bulgu torsiyon grubuna 6zel 7.giinde goriilen
dev hiicre formasyonunun saptanmasidir. Bir transformasyon mekanizmasini
diistindiiren hiicre farklilagsmasinin makrofaj yonlenmesi seklinde gelistigi ve

oksidatif stresi artiran bir etkisinin oldugu kabul edildi..

Calismamizda 6 saatlik iskemi ile hem ligasyon hem de torsiyon grubunda
ciddi anlamda serbest radikal olusumunun gerceklestigi ve bunun apoptoz ile iliskili
oldugu saptandi. ROS iiretiminin tartismali olarak yararli ya da zararli oldugu agik
degildir. Hasarli dokuda ortama birakilan ve kontralateral testisi etkileyerek daha az
olmak kaydiyla hasar olusturan 6zellikle immunolojik mekanizmalarin olabilecegi

diistiniilmektedir.

Bu c¢alismadan ¢ikan sonuclar gostermektedir ki; Calismamizda 6 saatlik
iskemi sonrasinda bile testisin tamamen fonksiyonunu yitirmedi, torsiyon uygulanan
testisler ligasyon uygulanan gruba gore daha fazla hasar gordii, kontralateral
testislerde de her iki grupta da hasar olustu. Torsiyon uygulanan gruba 6zel olarak 7
giinliik reperfiizyonda dev hiicre formasyonu goriildii. 28 giinliik reperfiizyonda ise
her iki grupta da iyilesme gozlendi. iNOS tanimlanmasi eNOS tanimlamasina gore
daha fazla saptandi. Sonu¢ olarak; her iki deneysel uygulama da germ hiicre

apoptozisinin olugsmasinda etkili oldu.
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