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OZET

Testis torsiyonu genellikle puberte donemi ve yeni doganda goriilen spermatik
kordun kendi etrafinda rotasyonu sonucu testisin kanlanmasinin bozulmasi neticesinde
testisin iskemiye gitmesi ile sonuglanan ciddi acil bir durumdur. Torsiyon iskemik hasara,
detorsiyon ise reperfiizyon hasarina yol agar. Bu calismadaki amacimiz testis tosiyonu
iskemi reperflizyon hasarinda Ginkgo bilobanin Leydig, sperm ve testikiiler doku {izerine
etkilerini aragtirmaktir.

Calismamizda Wistar albino cinsi yetiskin 28 adet erkek siganlar her grupta 7 adet
olacak sekilde kontrol, Egb 761 (ilag grubu), tedavi ve torsiyon olmak iizere dort gruba
ayrildi. Torsiyon ve tedavi grubundaki sicanlara deneysel testis torsiyonu yapildi. Ug
saatlik iskemi sonrasi iki saat reperflizyon saglanarak testisler epididimisleri ile birlikte
eksize edildi. Testislerden rutin histolojik takip sonrasi elde edilen kesitler hematoksilen
eozin, immiinohistokimya, TUNEL boyama sonrasi mikroskobik olarak analiz edildiler.
Epididimal spermler ise diff-quick boyama sonrasi morfolojik kriterler agisindan
degerlendirildi.

Torsiyonda testikiiler doku histolojik hasarinin artmis oldugu, tedavi grubunda
hasarin kontrol lehinde azaldig1 tespit edildi. Kontrol ve Egb 761 grubunda doku normal
goriinimde idi. Torsiyonda artmis olan apopitotik indeks tedavi ile azalmisti. Torsiyonla
azalmig olan Leydig hiicre aktivitesi tedavi grubunda artmisti. Sperm anomalileri de
torsiyonla artmis tedavi ile azalmisti. Leydig ve sperm hiicresine ait parametrelerdeki
iyilesmeler 6zellikle Egb 761 grubunda daha da belirgindi.

Bu sonuglara gore Ginkgo bilobanin testikiiler iskemi-reperfiizyon hasarinda
Leydig, spermatogenez ve sperm hiicreleri igin koruyucu ve tedavi edici olabilecegini
sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Ginkgo biloba, Leydig, Sperm, Testis, Torsiyon



ABSTRACT

Testicular torsion is an emergency situation that results in testicular ischemia and
deterioration of blood supply of testis do to rotation of spermatic cord around themselves
generally seen in newborn and puberty period. Testicular torsion causes ischemic injury,
detorsion causes reperfusion injury. In this study we aimed evaluation of effect of the
Ginkgo biloba on Leydig, sperm and testicular tissues with experimentally testicular
torsion and ischemia reperfusion injured.

28 adult male Wistar albino rats are divided into 4 groups as control, Egb 761,
treatment, torsion 7 rats in each. Torsion and treatment rats were made experimentally
testicular torsion. After three ours ischemia and for two ours reperfusion testicular tissues
together epididymis were excited then routine histological procedures was performed.
After these proces thin testicular tissue section slides were dyed with hematoxylin eosin,
immunohistochemical and TUNEL technique then analyzed through light microscope.
Epididymal sperm smears were dyed with diff-quick stain and then analyze
morphologically.

Testicular tissues histological damages increased in torsion and mitigated in
treatment group. In control and Egb 761 testicular tissue was in normal appears. Apoptotic
index was higher in torsion than those in treatment. Leydig cell activity reduced in torsion
increased in the treatment. Sperm anomaly was also seen to be increased in torsion and
decreased in treatment group. Amelioration in Leydig and sperm cells was observed
especially in the Egb 761 group.

According this finding we can state that Ginkgo biloba can be protective and
curable effects on Leydig, sperm and spermatogenic cells in testicular torsion ischemia
reperfusion injury.

Key words: Ginkgo biloba, Leydig, Sperm, Testis, Torsiyon
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1. GIRIS ve AMAC

Testis torsiyonu, testisin iskemik kalmasina neden olan ve birkag saat icerisinde acil
cerrahi miidahele gerektiren bir durumdur. Testikiiler torsiyon; spermatik kordun kendi
ekseni etrafinda donmesi sonucunda testise kan akiminin engellenmesi ile olusmaktadir
(Rowe ve ark., 1995). Testis torsiyonu sonucunda bir takim androlojik sorunlar ortaya
¢ikabilir. Bunlardan en dnemlisi ve en ¢ok bilineni erkek infertilitesidir. Testis torsiyonu
genellikle ¢ocuklarda ve ergenlerde daha sik goriilmektedir (Akgiil ve ark., 2008). Ancak
yapilan ¢alismalar sonucunda testis torsiyonu olan biitiin vakalarin yaklasik %39’unun
yetiskinlerde oldugu tespit edilmistir (Cummings ve ark., 2002).

Testis torsiyonu ve detorsiyonu aslinda bir iskemi reperfiizyon olayidir. iskemi
esnasinda; oksijen miktarinin metabolik gereksinimlere gore diisiik oranlarda bulunmast,
hiicresel enerji depolarinda azalmasi ve toksik metabolitlerin birikiminin sonucunda germ
hiicrelerinin  6liimii  gergeklesir (Moilgner ve ark., 2006). Bu siirecin ilerlemesi ile
spermatogenezisin bozulmasini takiben toksik molekiiller dolasima katilmaktadir. Torsiyon
esnasinda testiste perfiizyonun azalmasi durumu s6z konusudur. Reperfiizyon sonrasinda
ortamda meydana gelen serbest oksijen radikalleri (SOR) araciligiyla gelisen iskemi-
reperfiizyon hasarinda testikiiler doku yikimi ¢ok ilerlemektedir (Akgiil ve ark, 2008).

Testisler, SOR hasarina kars1 olduk¢a duyarli organlardir. Torsiyonda ortaya ¢ikan
SOR mitokondri ve hiicre membranin yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyonu sonucu
membran gegirgenliginin artmasina ve membran biitiinliigiiniin bozulmasina sebep olur.
Oksidatif stres, normal sperm tiretimine ve sperm fonksiyonunda bozulmaya neden olur.

Testikiiler iskemi, kan-testis bariyerini bozabilir ve kontralateral testiste kendi
spermatogonyumlarina karsi otoimmiinizasyon agisindan potansiyel riske maruz

biraktigina dair kanitlar vardir (Harrison ve ark, 1981). Iskemik testiste zarar gormiis



sperm hiicreleri ve tiibiillerin bazal membrani antijen gibi davranmakta, bunlara karsi
olusan otoantikorlar diger testisin hasarlanmasina sebep olmaktadir (Ringdahl ve Teague,
2006). iskemi sonucu olusan germ hiicre hasar1 daha da artar. iskemi ve reperfiizyon
sirasinda artmus olan serbest radikaller antioksidanlar sayesinde organizma tarafindan
uzaklastirilmaktadir. Testiste meydana gelen iskemi-reperfiizyon hasar1 SOR’lar1 tutucu
antioksidan ilaglarla iyilestirilebilir (Cakan ve ark., 2007).

Hem ipsilateral hem de kontralateral testisler iskemik reperfiizyona bagli oksidatif
hasara maruz kalmakta ve germ hiicreleri apopitozis yoluyla 6lmektedir. Bu olaylari
yonlendiren mekanizmalarin anlasilmasi i¢in testisin histolojik ve fonksiyonel yapisi
hakkinda detayli bilgiye ihtiyag vardir (Moilgner ve ark., 2006).

Testikiiler torsiyon olgularinda tedavinin basarili olabilmesi igin patolojik
mekanizmalarin anlasilmasi ve bunu yonlendiren molekiiler arastirmalar ile iskemik
hasarin testikiiler dokuda goriilmesinden sonra ilerleyen asamalarda ne gibi durumlara
sebep olabilecegi ile ilgili bilgiler elde edilecektir (Nguyen ve ark., 1999).

Testis torsiyonu sonrasinda spermatogenezde %36-39 olguda bozulma
gorilmektedir. Uzun siirede sadece %5-50 oraninda sperm sayilart normale
donebilmektedir. Testis torsiyonunun tedavisinde basari taninin erken konmasina ve en
hizli bigimde cerrahi olarak torsiyonunun kaldirilarak her iki testisin skrotuma uygun
bi¢cimde fikse edilmesiyle saglanmaktadir (Akbal ve Simsek, 2007).

Seminifer tiibiiliiste olgun spermin yasam siiresi 5-7 giindiir. Testis torsiyonu
neticesinde meydana gelen iskemik hasarda infertilite beklenen bir sonugtur. Testikiiler
torsiyon sonucunda vakalarin %36’sinda sperm sayisi 20 milyon/ml’nin altindadir. Son
calismalarda hasarli testise ek olarak antisperm antikor olusumuna bagli olarak diger

testisin de hasar gordiigii ortaya konmustur (Hsiao ve ark., 2015).



Ginkgo biloba ekstrakti, Ginkgo biloba agacinin yesil yapraklarindan elde edilen
quercetin, rutin ve kaempferide gibi flavanoidler ve terpenoid maddeler igeren aktif
bilesiklerin standardize edilmis olan bir karisimidir (Wang ve ark., 2008). Ginkgo biloba
bitkisinin yapraklar1 Cin de bitkisel ila¢ olarak binlerce yildir kullanilmaktadir. Son
zamanlarda bu yapraklardan iki ana fonksiyonel bilesenleri igeren standart kimyasal bir
triin farmakolojik olarak hazirlanmistir. Ginkgo biloba (Egb 761) 6zii yaygin olarak
antioksidan ve anti-apopitotik 6zelliklerinden dolay1 ¢ok sayida sinir sistemi hastaliklari,
dolasim hastaliklar1 ve hafiza kaybi hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Ginkgo bilobanin
koruyucu etkileri: diyabetik kalp, karaciger ve bobrekte ortaya konmustur (Akgiil ve ark.,
2008). Ginkgo biloba, Alzheimer hastaligi ve biligsel bozukluk tedavisinde de
kullanilmaktadir. Ginkgo biloba ekstresi olan Egb 761 serbest radikal uzaklastirici
aktiviteye sahip bir bilesiktir (Yeh ve ark., 2009). Testis dokusunda torsiyon kaynakli
apopitoz ve histopatolojik durumlarda antioksidan olan Egb 761’in etkisini incelemeyi
tasarladik.

Spermatogenik hiicreler iskemiye duyarli iken Leydig hiicreleri iskemiye daha
dayaniklidir. Gebeligin yaklasik 15. gilinlinde rat Fetal Leydig hiicreleri goriiniir ve
testosteron salgilamaya baslar (Niemi ve ark., 1980). Leydig hiicrelerinin aktif androjen
tiretimi erken baglar ve normal erkeksi farklilasmasi igin esastir. Fetal testis faaliyeti
yenidogan doneminde kadar devam eder ve prepubertal testis karakteristik hormonal
durgunluk takip eder. Testis endokrin aktivitesi ikinci asamasi ergenlik ile baslar ve yasam
boyu devam eder. Leydig hiicrelerinin iki farkli populasyonu ya da biiyiime fazlari
testikiiler steroidogenezisin fetal-neonatal ve yetiskin ddénemlerinden sorumludur. ilk
bliylime faz1 fetal ve daha sonraki biiylime fazi ise yetiskin Leydig hiicreleri olarak

isimlendirilir. Ayrica, testikiiler androjenler fetus ve yetiskinde ¢ok farkli fizyolojik



islevlere sahiptir. Karakteristik ve fetal Leydig hiicreleri i¢in 6zgiin yetiskin kisilerce
karsilastirildiginda, yeni dogan testiste varliklarini sonuna dogru ilk goriinlisii stirekli
yapisal ve islevsel degisiklikler vardir. Dogumdan sonra, fetal tip Leydig hiicreleri yaklasik
ergenlik baslangici donemlerinde yavas yavas yetiskin tipleri ile yer degistirene kadar
fonksiyonlarina devam eder (Huhtaniemi ve Pelliniemi, 1992). Yetiskin sigan testisinde,
Leydig hiicre ¢ogalmasi yok denecek kadar azdir (Teerds ve ark., 1999).

Leydig hiicrelerinin ve Sertoli hiicrelerinin farklilasabilmesi ve normal gelisimini
devam ettirebilmesi i¢in gonodotropinlere (Lutein hormon (LH) ve folikiiler stimiilan
hormon (FSH)) ihtiyac1 vardir (Christensen, 1975). LH Leydig hiicrelerini etkilemesiyle
normal spermatogenik seri hiicrelerin gelismesi i¢in gereken testosteron yapimini uyarir.
LH, etkisini Leydig hiicreleri {izerinde bulunan LH reseptorii araciligiyla
gerceklestirmektedir. Bu hormonal aksta her hangi bir olumsuzluga neden olabilecek
torsiyon gibi iskemik durumlar sperm yapimini ve dolayisiyla fertiliteyi de ilgilendirecek
bir takim olumsuzluklara neden olabilecektir.

Calismamizda testis torsiyonunda iskemi-reperfiizyon hasarinda Ginkgo bilobanin
Leydig hiicreleri ve sperm aktivitesini koruyucu ve tedavi edici etkilerini belirlemeyi

amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti sekonder oositi délleyen spermin
tirtine gore fertilizasyon sonucunda ortaya ¢ikar. Her iki cinsiyetin gonadlar1 da gebeligin
yedinci haftasindan once aymdir ve farklilasmamis gonadlar olarak isimlendirilirler.
Gonadlarm farklilagmalar1 XX, XY kromozom kompleksine baghdir ve gebeligin yedinci
haftasinda erkek veya disi olacagi belli olur (Seftalioglu, 1998). Gonadlar; mezotelyum
(posterior abdominal duvar1 doéseyen mezodermal epitelyum), mezensim (mezotelyum
altindaki embriyonik bag dokusu), primordiyal germ hiicreleri olmak iizere {i¢ embriyonel
kaynaktan koken alirlar (Moore, 2002).

Primordiyal gonadin mezensimal kismi insan embriyosunun 10-12 dorsal
segmentleri arasindan gelismektedir. Primordiyal germ hiicreleri ise gelisimin ii¢lincii
haftasinda yolk kesesi duvarinda endoderm hiicreleri arasinda ve allantoise yakin bir yerde
ortaya ¢ikmaktadir. Amibik hareketler ile son barsagin mezenterinin dorsali boyunca
ilerler, besinci haftanin basinda ise primitif gonadlara ulasir. Altinci haftada ise genital
kivrimlara tamamen yerlesirler. Sonug olarak heniiz farklilasmamis gonad gebeligin altinct
haftasinda ortaya ¢ikmaktadir (Moore, 2002; Langman, 1996).

Genetigi XY olan bir embriyoda primitif germ kordonlar1 Y kromozomu {izerindeki
testis belirleyici faktor etkisiyle gebeligin yedinci haftasinin basinda hizla g¢ogalirlar.
Sonrasinda bu kordonlar testis veya meduller kordonlari olusturmak {izere gonadin medulla
bolgesini doldururlar. Bu kordonlar gonadin hilus bolgesinde ince ve kiigiik kordonlara
parcalanip ag seklini alarak rete testisi olustururlar. Gelisme donemi ilerledikge testis

kordonlar testisin tizerinde yer alan tunika albuginea araciligiyla yiizey epiteliyle olan



baglantilarim1 kaybederler. Kordonlar puberte donemine kadar kapalidirlar. Bu donemde
liimen olusarak seminifer tiibiiller ortaya ¢ikar. Seminifer tiibiiller rete testisin liimenine
baglanarak duktuli efferentes ile devam ederler. Bunlar ise Wolff kanalina dokiilerek
duktus deferensi olustururlar (Moore, 2002; Petorak, 1986). Baslangicta lomber bolgesinde
bulunan testisler, tigiincii aydan itibaren skrotuma dogru inise gegerler. Leydig hiicreleri ise
8-18. haftalar arasinda interstisyel dokudaki mezensimal hiicrelerin degisimi sonucu ortaya
cikar. Gebeligin ortalarina gelindiginde, testisin %50’sini bu hiicreler olustururken doguma
dogru sayilar1 giderek azalirlar (Petorak, 1986). Leydig hiicreleri testosteron ve
andosteronu 8. haftadan itibaren salgilamaya baglarlar. Bu hormonlar mezonefrik
duktuslarin ve dis genitallerin maskiilin farklilasmasmni uyarirlar. insan koryonik
gonadotropin (hCG) hormonu testosteron tiretimini stimiile eder ve hormon miktarini 8-12
haftalik periyotta en yiiksek degerine ulastirir. Fetal testisler antimiillerian hormon (AMH)
veya miillerian inhibitor faktor (MIF) olarak da adlandirilan hormonu da salgilamaktadir.
Sertoli hiicreleri antimiillerian hormonu salgilarlar. Hormonun salinmasi puberte donemine
kadar devam eder ve daha sonra seviyesi azalir., AMH, paramezonefrik duktuslarin
gelisimini baskilarlar.

Seminifer tiibiiller puberte donemine kadar solid bir sekilde kalirlar ve puberteyi
takiben limen geligir. Seminifer tiibiil duvarinda Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicreler olmak {tizere iki tip hiicre bulunur. Testisin ylizey epiteli Sertoli hiicrelerine
farklanirlar. Primordial sSperm hiicreleri olan spermatogonya, primordiyal germ
hiicrelerinden farklanirlar. Fetal testiste, seminifer tiibiillerde Sertoli hiicreleri ¢ogunlugu
olusturur. Sonraki gelisme esnasinda, testisin ylizey epiteli diizlesir ve yetigkin testisin dig

yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuslart olusturan 15-20 adet



mezonefrik tiibiillerle devam ederler ve duktus epididimisi olusturan mezonefrik duktusla

baglanirlar (Moore, 2002).

2.2. Testisin Anatomisi

Funikulus spermaticusa asili durumda bulunan testisler; bir ¢ift olup skrotum iginde
bulunurlar. Testisin 6n tarafi, her iki yiizii ve uglart diiz ve konveks olup periton denilen bir
ortli ile kaphdir. Arka kenarin ise sadece lateral kismi periton ile kaplidir. Medial kistma
epididimis baglanir ve bu kisimdan damar, sinir ve kanallar geger. Testisteki damar ve
sinirler septalar araciligiyla interstisyuma ulasirlar. Testikiiler lobiillerden her biri kivrimli
1- 4 adet tiibiil yapist igerir. Bu tiibiiller kor bir ug ile baglayip mediastinum testise kadar
ulagirlar. Her bir seminifer tiibiil 150-250 mm ¢apinda olup 30—70 cm uzunluguna sahiptir.
Seminifer tiibiiller yaklasik olarak testisin %66 kadarini olustururlar. Eriskin bir erkek
testisinin agirligi yaklasik olarak 12 gr ve hacmi 15-20 ml’dir. Testisler yaklasik olarak 4,5
cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve yaklasik 30 gr agirhigindadir.

Tunika albuginea testisi saran mavimsi beyaz renkli fibroz bir tabakadir. Tunika
albugineanin hemen altinda tunika vaskuloza denilen damar ag1 tabakasi vardir. Tunika
albugineadan baglayan ¢ok sayida trabekiil ve septalarla testis 200-300 adet lobiile ayrilir.
Her lobiilde 1-4 adet seminifer tiibiil vardir. Seminifer tibiiller, rete testis denilen kanal
sistemine agilirlar. Mediastinum testisin iist bolimiinde rete testis sayilar1 yaklasik olarak
10-15 olan 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 c¢ikan bir ¢ift testikiiler arter tarafindan saglanir. Spermatik kordla beraber
seyreden testikiiler arter daha sonra birka¢ dala ayrilir. Testisin esas kanlanmasinin

testikiiler arter tarafindan saglanmasina ragmen bu arterle kremasterik, vazal ve epididimal



arterler arasinda ¢ok sayida anastomoz vardir. Testis ve epididim venleri 6ncelikle
funikulus spermaticusu bir ag seklinde saran pleksus pampiniformisi, daha sonrasinda
birbirleriyle birleserek testikiiler veni meydana getirirler. Sag tarafta bulunan testikiiler ven
vena cava inferiora dokiiliirken; soldaki vena renalis ise sinistraya agilir. Kollateral venoz
drenaji eksternal pudental ven, posterior skrotal ven ve kremasterik ven ayarlar.

Testisteki lenfatik drenaj testikiiler vene paralel olarak paraaortik lenf nodlarina
dokiiliir. 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 (Arinci ve

Elhan, 1995).

2.3. Testisin Histofizyolojisi

Spermatogenez viicut sicakliginin altindaki sicakliklarda olusur ve spermatogenezin
diizenlenmesinde 1s1 ¢ok dnemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35°C’dir, bu birkag mekanizma
ile kontrol edilir. Pampiniform pleksus her bir testikiiler arterin etrafini sarar ve testikiiler
1siin devam ettirilebilmesi igin bir karsi 1s1 akimi saglar. Diger faktorler ise skrotumdaki
terin buharlagsmasi sonucunda 1s1 kaybi ve spermatik kordondaki kremaster kaslarinin
kasilmasiyla birlikte testislerin daha yiiksek 1sida kalabilecegi inguinal kanallara
¢ekilmesidir.

Spermatogenezde en oOnemli etkiyi endokrin faktorler meydana getirirler.
Spermatogenez, hipofizin FSH ve LH’nin testikiiler hiicreler tizerindeki etkilerine baglidir.
LH interstisyel hiicrelere etki ederek spermatogenik hiicrelerin normal gelisimi i¢in gerekli
olan testosteron yapimimi stimiile eder. FSH ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat

siklaz yapimini stimiile eder ve sonucunda cAMP’nin artigina sebep olur ve ayn1 zamanda



androjen baglayici protein’in (ABP) sentez ve salgilanmasini saglar. Androjen baglayici
protein testosteron ile baglanir ve testosteronu seminifer tiibiillerin liimenine kadar tasir.
Spermatogenez testosteron ile uyarilir, 6strojen ve progesteronlarla inhibe edilir.
Spermatozoonlar, uygun bir medyum olan testikiiler sivi igerisinde epididimise
kadar taginirlar. Bu testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan tretilir ve bu
sivi1 steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteron ile birlesmis ABP igermektedir (Janqueria

ve ark., 1998).

2.4. Testis Histolojisi

Erkek tiireme sistemi; testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olusmaktadir (Sekil 2.4.1). Testis spermatozoonlari ve testosteronun sentezini saglar.
Testis, tunika albuginea olarak adlandirilan kalin bir kollajen bag dokusuyla kaplidir.
Testisin arka tarafinda tunika albuginea kalinlagarak mediastinum testisi meydana getirir.
Bezin igerisine giren fibroz septalar bu yapiyi testikiiler lobiiller denilen yaklasik 250 adet
piramidal bélmeye ayirir. Her bir lobiilde gevsek bag dokusuyla sarili 1-4 adet seminifer
tibiil bulunur. Gevsek bag dokusunda bol miktarda kan ve lenf damari, sinir ve Leydig
bulunur. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olarak adlandirilan spermatozoalari

tiretirler. Leydig hiicreleri ise testikiiler androjenleri salgilarlar (Janqueria ve ark., 1998).
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Sekil 2.4.1. Erkek tireme sistemi (Ross, 2006)

2.4.1. Seminifer Tiibiiller

Her bir seminifer tiibiil ¢ok katli epitel ile doseli, yaklasik 150-250 um capinda ve
30-70 cm uzunluktadir. Testisteki seminifer tiibiiller kor ugludur ya da dallara ayrilirlar.
Her bir tiibiil sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibiiller veya tubuli rekti denilen kisa
segmentler halinde devam ederler. Diiz tiibiiller, rete testisin seminifer tiibiillere
baglanmasini saglarlar (Sekil 2.4.1.1). Rete testis, 10-20 duktus efferentes araciligiyla
epididimin bag tarafina baglanmistir.

Seminifer tiibiiller fibroz bag dokusu kilifi ile belirgin bir bazal lamina ve seminifer
epitelden meydana gelir.

Tunika propria seminifer tiibiilii gevreleyen fibroblast katmanlarindan meydana
gelmistir. Bazal laminaya birlesik olarak bulunan en igteki katman diiz kas o6zellikleri

sergileyen yassilasmis miyoid hiicrelerden olusur.
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Sekil 2.4.1.1. Seminifer tiibiiller(Kierszenbaum, 2006)

Seminifer tiibiiliin epiteli; Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seriyi olusturan
hiicreler olmak tizere iki farkli hiicre ¢esitinden meydana gelmistir. Spermatogenik seri
hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini dolduran 4-8 tabaka halinde olusmuslardir.
Bu hiicre tipleri, belirli sayida bdliinmelerden sonra farklilasarak spermatozoayi
olustururlar. Bunlar erkek germ hiicrelerinin devamli farklilasma siirecindeki farkli

evrelerini temsil ederler (Janqueria ve ark., 1998).
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2.4.1.1. Sertoli Hiicreleri

Spermatogenik serideki hiicreleri kismen saran uzamis piramidal hiicrelere Sertoli
hiicreleri denilmektedir. Sertoli hiicrelerinin taban kisimlar1 bazal laminaya oturur, apikal
uclart ise seminifer tiibiil limenine Kkadar uzanir. Sertoli hiicresinin sinirlart 151k
mikroskobunda belirsiz olarak goriiliir. Clinkii bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini
saran ¢ok sayida lateral uzantilari bulunmaktadir. Elektron mikroskobuyla yapilan
caligmalarda hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar graniilli
endoplazmik retikulum, iyi gelismis golgi kompleksi ve bol miktarda mitokondri ile
lizozom igerdigi tespit edilmistir. Genel olarak tiggen seklinde olan uzamis ¢ekirdekte ¢ok
sayida kivrilmalar, belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin goriiliir. Sertoli
hiicreleri seminifer tiibiillerde yan yana dururlar ve spermatogonyumlar seviyesinde siki
baglantilarla baglanmiglardir (Sekil 2.4.1.1.1). Bu siki baglantilar seminifer epiteli bazal ve
adluminal kompartman olmak {izere iki kisima ayirir. Spermatogonyumlar, kanda bulunan
materyallerin serbestce girebildigi bazal kompartimana yerlesirler. Spermatogenez
esnasinda spermatogonyum serisi, siki baglantilardan bir yolunu bularak gegerler ve
adluminal kompartimana ¢ikarlar. Spermatogenezin daha ileri safhalari, kandan gelen
tirtinlerden kan-testis bariyeri sayesinde korunurlar. Kan-testis bariyeri Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilarla olusturulur. Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki
derin girintilere spermatositler ve spermatidler yerlesmislerdir. Spermatidlerin kuyruklar
gelistikce bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal uclarindan ¢ikan piiskiiller seklindeki ¢ikintilar
halinde goriiliirler. Sertoli hiicreleri gap junction olarak adlandirilan baglantilarla iligki

kurarlar ve bu baglantilar sayesinde de hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir.
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Sertoli hiicrelerinin ¢ok 6nemli dort fonksiyonu vardir:

Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmelerinin
diizenlenmesi: Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan testis bariyerinden
dolayr kan desteginden mahrum oldugu i¢in bu spermatogenik seri hiicreler besin
maddelerini ve metabolitleri alip vermesinde Sertoli hiicrelerinin araciligina muhtagtirlar.
Fagositoz: Spermiyogenez esnasinda olusan fazla spermatid sitoplazmalar1 artik
cisimcikler seklinde atilirlar. Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar sitoplazmik cisimcikleri
fagosite ederler ve sindirirler.

Sekresyon: Sertoli hiicreleri devamli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde
akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir sivi salgilarlar. ABP salgilanmasi Sertoli
hiicreleri araciligiyla FSH ve testosteron kontrolii altinda gergeklestirilir. ABP, seminifer
tiibiil igerisinde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlasmasini saglar.
Sertoli hiicreleri testosteronu Ostradiol haline g¢evirebilirler. Bu hiicreler, anterior hipofiz
bezinden FSH sentez ve salinmasini dnleyen inhibin denilen bir peptid salgilarlar.
Anti-Miillerian Hormon iiretimi: AMH embriyonik gelisme esnasinda erkek fetusta
Miiller kanallarin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir. Testosteron ise Wolf

kanallarindan koken almig yapilarin gelismesini saglar.
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Sekil 2.4.1.1.1.Seminifer tiibiiliin enine kesiti (Gartner, 2011).

Sertoli hiicreleri insanda ve hayvanlarda iireme periyodu siiresince boliinmezler.
Sertoli hiicreleri 6zellikle kotii beslenme, enfeksiyon, X-1sin1 1sinimi gibi olumsuz kosullara
kars1 olduk¢a dayaniklidirlar. Bu zararli etkiler karsisinda Sertoli hiicreleri spermatogenik
seri hiicrelerine gore ¢ok daha direnclidirler. Memelilerde spermatozoonlarin salinimi
hiicresel hareketler ile gergeklesir. Bu hiicresel hareketler Sertoli hiicresinin apeksinde

bulunan mikrotiibiiller ve mikrofilamentler sayesinde gergeklesir (Janqueria ve ark., 1998).

2.4.1.2. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar 12 um g¢apinda bazal laminaya yerlesmis germ hiicreleridir. Bu

hiicreler nispeten kiiciiktiir ve niikleuslar1 az boyanan kromatinler icermektedir. Seksiiel
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olgunlasma sirasinda spermatogonyumlar bir seri mitoz gegirirler. Yeni olusan hiicreler iki
sekilde farklilasabilirler. Bir ya da daha fazla mitotik bolinmeden sonra farklilasmamis
kok hiicreler olan tip A spermatogonyumlar1t veya siiregelen mitotik sikluslar boyunca
farklilasarak tip B spermatogonyumlari olusturulurlar. Tip A spermatogonyumlar
spermatogenik seri hiicrelerinin kok hiicreleridirler. Tip B spermatogonyumlar ise primer

spermatositlere farklilasan projenitor hiicrelerdir (Janqueria ve ark., 1998).

2.4.1.3. Primer ve Sekonder Spermatositler

Primer spermatositler tip B spermatogonyumlarin en son mitotik bdliinmesinin
ardindan ortaya ¢ikan yavru hiicreler olup DNA sentezlerler (S fazi1), G2 fazina ilerlerler ve
4n kromozom igerikleri ile birinci mayoz boliinmeye baslarlar. Birinci mayoz bdliinme
profaz olarak adlandirilan ve 10 giin stiren bir safha ile karakterizedir. Spermatositler
adluminal kompartmanda kan-testis bariyerinin hemen {izerine Yerlesmislerdir. Mayoz
bolinmeler kan-testis bariyerinin igerisinde gergeklesir. Birinci mayoz boliinme uzun
stirdiigli i¢in primer spermatositler seminifer tiibiillerde daha fazla goriilen hiicrelerdir ve
spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridirler.

Sekonder spermatositler kii¢lik hiicrelerdir ve histolojik kesitlerde gbzlemlenmesi
zordur. Sekonder spermatositler kisa bir siirede interfaz asamasina girerler ve belirgin bir

DNA sentezi olmayan ikinci mayoz bolinmeyi gegirirler (Kierszenbaum ve ark., 2006).

2.4.1.4. Spermatidler

Sekonder spermatositlerin boliinmesi ile olusan hiicreler spermatidler olarak

adlandirilirlar. En olgun spermatogenik hiicreler spermatidlerdir. Spermatidler, kiigiik olup
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yogunlasmis kromatin bolgeleri tasiyan niikleuslar1 ve seminifer tiibiillerde liimen
yakininda yerlesmeleri ile kolayca taninirlar. Spermatidlerin metabolik ihtiyaglar1 Sertoli
hiicreleri tarafindan saglanir.

Sekonder spermatositler ikinci bir mayoz boliinme gegirerek haploid kromozomlara
sahip olan spermatidleri olustururlar. Spermatidler erken donemlerde kiigiik, kiiresel sekilli
hiicrelerdir. Niikleuslar1 ince kromatinlidir, arada yogun kromatin yumaklari vardir.
Niikleus kisa bir siire igerisinde daha da kiigiiliir. Sitoplazmada daginik bir halde diiz
endoplazmik retikulum, kii¢iik ve perifere dizili, yuvarlak, kristasi belirgin olmayan
mitokondriyumlar ve iyi gelismis golgi kompleksi goriiliir. Graniillii endoplazmik
retikulum ise azdir. Mitokondriyumlar Kigiiktiir ve hiicre zar1 altinda dizilmis olup
spermatid sitoplazmasimin taninmasini kolaylastirir. Spermatid olgunlagmasi sirasindaki
degisiklikler tiirlere gore farkliliklar gostersede genel 6zellikleri agisindan benzerdirler

(Kierszenbaum ve ark., 2006).

2.4.1.5. Spermatozoa

Spermatidler bir hiicre farklilasma siireci gegirerek spermatozoonlar1 olustururlar.
Spermatozoa olgun bir germ hiicresidir. Bas, kuyruk ve baglanti pargasi olmak {izere ii¢
kisimdan olusur. Kuyruk ise esas parca, orta parca ve son parcadan meydana gelmistir.
Spermin bas tarafinda yassilasmis c¢ekirdegin On yarisini akrozom kaplar. Dollenme
esnasinda oositi ¢evreleyen zona pellusida ve korona radiyata hiicrelerini agmasi igin
gerekli hidrolitik enzimleri igerir. Baglant1 parcasi, cekirdege tutunmayi saglayan
proksimal sentriyol ve aksoneme kaynaklik eden distal sentriyolden olusmustur. Bas ve

kuyruk kisimlar birbirlerine baglant1 parcasiyla baglanmistir (Sekil 2.4.1.5.1).
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Sekil 2.4.1.5.1. Spermatozoanin kisimlari (Kierszenbaum, 2006)

Kuyrugun orta kisminda iki sarmal seklinde dizilmis mitokondriyon kilifi bulunur.
Mikrotiibiiller, 9+2 bigiminde aksonem kuyrugun merkezine yerlesmistir. Aksonem ile
mitokondriyal kilif arasna 9 adet filamandan olusmus dis yogun lifler yerlesmistir.
Kuyrugun esas pargasi; en uzun parca olup annulustan olusur ve mitokondriyon kilifi
yoktur. Esas parga; yedi dis yogun lifler, fibr6z bir kilif ve merkezi aksonemden
olugsmustur. Son parga ise sadece plazma membrani ile ¢evrelenmis 9+2 bigiminde

mikrotiibiiler aksonem igerir (Ross ve ark., 2011; Janqueria ve ark., 1998).
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2.4.2. Interstisyel Doku

Interstisyel doku, testis dokusunun yaklasik %25-30’unu olusturur. Seminifer
tiibiiller arasinda kalan interstisyel doku igerisinde fibroblastlar, kollajen lifler, kan ve lenf
damarlari, sinir lifleri, makrofajlar, mast hiicreleri ve Leydig hiicreleri bulunmaktadir.
Mediastinum kismindan igeri giren kan damarlart ve sinirler tekrar mediastinumdan
cikarlar. Leydig hiicreleri, interstisyumda yer alir ve vakuollii bir goriiniime sahip olup
bazen iki g¢ekirdek icerebilmektedir. Leydig hiicrelerinin ¢ekirdeginin igerisinde belirgin
bir ¢ekirdekg¢ik goriiliir. Leydig hiicrelerinin sitoplazmasi igerisinde gubuk sekilli protein
yapisinda olan Reinke kristalleri bulunabilir. Ayrica Leydig hiicrelerinin sitoplazmasi lipid
damlaciklar1 yoniinden de zengindirler. Elektron mikroskopisinde Leydig hiicrelerinin
sitoplazmalarinda iyi gelismis diiz endoplazmik retikulum ve tiibiiler tip krista igeren

mitokondriyonlara yaygin olarak rastlanmaktadir (Kayali, 1989; Sternberg, 1992).

2.4.2.1. Leydig Hiicrelerinin Gelismesi

Leydig hiicreleri testisin testosteron iireten hiicreleridir. Leydig hiicreleri, gonadal
kabarikligin mezensiminden koken alirlar (Langman, 1996; Seftalioglu, 1998). Leydig
hiicreleri iki farkli tiptir. Fetal tip Leydig hiicreleri, fetal ve neonatal yasam siiresince
primer seks karakterlerinin olusmasindan sorumludur. Sonrasinda pubertal déneme ait
ozelliklerden sorumlu olan yetiskin tip Leydig hiicreleri olugsmaktadir.

Ik fetal Leydig hiicrelerinin gelisimi; testisin sekillenmesini takip eder ve nispeten
daha da gec farklilagirlar. Gonadlarda ilk olarak tanimlanabilecek olan yapi histolojik
kesitlerden de goriilebildigi seminifer tiibiillerdir. Leydig hiicreleri ise fetal testisin bu

gelisim basamagindan sonra ilk olarak goriilmektedir.
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Seminifer tiibiiller ratlarda 13. giinde sekillenmektedir. Germ hiicrelerinin etrafinda
ve onlar1 ¢evreleyen Sertoli hiicre 6nciilleri ortaya ¢ikar. Gonadin anterior bolgesinde
baslar ve gonadin igerisine girinceye kadar genisleyerek devam eder ve 24 saatte
sonuglanir. Ayn1 zamanda spermatik kordlarin etrafinda bazal membran asama asama
sekillenmektedir. Sonrasinda Leydig hiicreleri mezensimal hiicrelerden farklilasarak
interstisyel alanda 15,5 giinde goriiliirler. Bu hiicreler; tiibiiler kristali biiyiik mitokondriler,
lipit damlaciklar1 ve diiz endoplazmik retikulum (DER) igerirler. Fetal rat testisleri
testosteron {iretmeye in Vvivo ve in vitro her durumda 15,5 giinde baslar. Fetal rat
testislerinin geligebilmesi luteinizan hormonunun (LH) baglanmasi sayesinde olur ve bu
hormona cevap 14,5 giin ile 15,5 giin arasinda olusur. Ayn1 dénemde testosteron
sekresyonuda baslar.

Fetal Leydig hiicreleri dogumdan sonra ilk ve ikinci postnatal hafta boyunca azalisa
gecer. Fetal Leydig hiicrelerine postnatal 2. haftadan sonra ne oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Histolojik ve ultrastriiktiirel gézlemlerden fetal Leydig hiicrelerinin
dejenere olarak yetiskin tip Leydig hiicrelerine donistiigii (Kuopio ve ark., 1989) veya
postnatal yasam boyunca 6zel bir grup olarak kaldigi ileri siiriilmektedir (Kerr ve Knell,
1988).

Yetiskin tip Leydig hiicreleri; ratlarda, postnatal donemde 10. giin dolaylarinda
goriiliirler ve 15. giinden itibaren pubertenin sonuna kadar artmaya devam ederler. Leydig
hiicreleri mezensimal hiicrelerden sekillenirler. Bunlar bir 6nce meydana gelen Leydig
hiicrelerinden farklidirlar (Hardy ve ark., 1989). Leydig hiicrelerinin artisi LH ve FSH

kontrolii altinda gergeklesmektedir (Kerr ve Sharpe, 1985).
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2.4.2.2. Leydig Hiicrelerinin Histolojisi

Interstisyel alanda Leydig hiicreleri diizensiz bir sekilde seminifer kordlarin etrafina
yerlesmislerdir. Burada kan damarlari, lenfatikler, ¢esitli hiicresel elemanlar ve makrofajlar
bulunur. Leydig hiicreleri poligonal sekillidir ve yaklasik olarak 15 pm ¢apindadir. Leydig
hiicreleri kan veya lenf damarlarinin gevresinde kiimeler olustururlar. Bunlar tek ¢ekirdek
ve 1-2 cekirdekgik icerirler. Insanlarin interstisyel hiicrelerinde spesifik olarak,
sitoplazmalarinda Reinke kristalleri olarak isimlendirilen proteinler bulunur (Gartner ve
Hiatt, 2003).

Genellikle Leydig hiicreleri arasinda 150-200 A° kalinliginda plazma membrani
bulunur. Bununla birlikte sik sik interselliiler alanda 20 A° kalinligindaki darliklarda gap
junctionlar bulunur (Christensen, 1975). Leydig hiicreleri, lipit damlaciklari, karakteristik
tiibiiler kristali mitokondriyonlar ve iyi gelismis diiz endoplazmik retikulum igerirler.

Puberte doneminden sonra, bir siklik adenozin monofosfat (CAMP) aracili
mekanizma tarafindan LH ile uyarilirlar ve Leydig hiicreleri, 5-rediiktaz enzimi ile
dihidrotestosteron’a doniistiiriilebilen, testosteron tiretirler (Kierszenbaum, 2006). Leydig
hiicreleri sentezledikleri testosteron hormonunu, birlikte bulunduklari kan veya lenf
kapillerlerine bosaltarak endokrin salinimi yaparlar (Esrefoglu, 2004). Serumda bulunan
testosteronun yaklasik %95°1 (seks hormon baglayici globulin, SHBG ve diger proteinlere
tutunmus halde) Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir ve kalan testosteron adrenal
korteks tarafindan iiretilir.

Leydig hiicre topluluklari, tiibiiller aras1 alanda bulunan kan damarlar1 ve lenfatik
sinozoidlerle yakin iligkide bulunmaktadirlar. Steroid iireten tiim hiicreler gibi, Leydig
hiicreleri de bolca; lipit damlaciklari, diiz endoplazmik retikulum, tiibiiler kristali

mitokondriyonlara sahiptirler.
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Steroidogenik akut regiilator proteinler (StAR) dis mitokondriyal membrandan ig
mitokondriyal membrana kolesterolii tasirlar ve steroid sentezini ayarlarlar. Adrenal ve
gonadal steroidlerin sentezinin bozuk oldugu (lipoid konjenital adrenal hiperplazi)
kisilerde, StAR’1 kodlayan gende bir mutasyon goriilmiistiir. Leydig hiicrelerinin islevi 6n
hipofizin iki hormonu ile ayarlanir: LH, testosteron iiretimini uyarir, prolaktin ise LH
reseptor ekspresyonunu baslatir. Testosteron da, spermatogenezi, erkek libidosunu ve
erkek aksesuar bezlerinin (prostat ve seminal vezikiil) fonksiyonlarini siirdiirmektedir

(Kierszenbaum, 2006).

2.4.2.3. Miyoid Hiicreler

Miyoid hiicrelerdeki bazal lamina bol miktarda aktin flamenti igerdigi igin diiz kas
hiicreleriyle iliskili 6zellikler gosterdigi goriilmektedir. Miyoid hiicreler, tipik fibroblastlarin
yoklugunda kollajen sentezleme rollerinin belirtisi olan bir 6zellik olarak belirgin miktarda
graniillii endoplazmik retikulum sergilemektedirler. Miyoid hiicrelerinin ritmik kasilmalar
spermatozoonlarin ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden bosaltim kanal sistemine akisina
yardim eden peristaltik dalgalanmalari olusturur. Yasliligin bir sonucu olarak tunika proprianin
kalinliginda artis olur. Bu kalinlasmaya sperm iiretim hizinda diisiis ve seminifer tiibiil

boyutlarinda genel bir azalma eslik eder (Ross ve ark., 2011).

2.4.3. Spermatogenez

Spermatogenez bir gelisme olgusu olup, farklanmamis spermatogonyumlar, ileri
derecede farklanmig spermiyumlara doniismesidir. Spermatogenez ii¢ faza ayrilabilir:
spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenez (Seftalioglu, 1996).

Spermatositogenez olarak adlandirilan evrede spermatogonyumlar bir dizi mitoz
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gegirirler ve yeni olusan hiicreler ise iki yol izleyebilirler; bir ya da birka¢ mitotik
boliinmeyi takiben farklilasmamis kok hiicreler olan tip A spermatogonyumlar olarak
devam ederler ya da devam eden mitotik boliinmeler sonucunda farklilasarak tip B
spermatogonyumlari olustururlar.

Tip A spermatogonyumlar spermatogenik serinin kok hiicreleridir. Tip B
spermatogonyumlar ise primer spermatositlere farklilasirlar. Bu hiicreler olustuktan hemen
sonra birinci mayotik boliinmenin profazina gegerler. Bu esnada primer spermatositin 46
kromozomu var ve DNA’s1 da 4N’dir. Profazda hiicreler leptoten, zigoten, pakiten ve
diploten olmak tizere dort faz gegirerek diyakinez safhasina ulasirlar ve kromozomlar
birbirinden ayrilirlar. Genlerdeki ‘crossing over’ mayozun bu safhalarinda olusmustur.
Sonra hiicre metafaz safhasina girer ve kromozomlar bunu takip eden anafaz sathasinda ise
her biri bir kutba dogru giderler. Bu boliinme esnasinda profazin yaklasik 22 giin civarinda
bir siire almasi sebebiyle incelenen hiicrelerin biiylik cogunlugu bu fazda goriiliirler.

Birinci mayotik boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilan ve
sadece 23 kromozom igeren daha kiigiik hiicreler olusurlar. Bu miktarca azalma her
hiicredeki DNA miktarinin azalmasindan dolay1 olur. Sekonder spermatositlerin bdliinmesi
ile spermatidler olusurlar ve bunlar 23 kromozomludurlar. Birinci ve ikinci mayotik
boliinmeler arasinda spermatositlerde S fazi goriilmediginden dolay: ikinci boliinmeden
sonra her bir hiicredeki DNA miktarinin yartya inmesi ile haploid hiicreler meydana gelir.
Fertilizasyonla haploid hiicreler diploid hiicrelere doniisiirler. Hiicre bdoliinmesindeki
mayotik siire¢ kromozom sayisinin tiirler i¢in sabit kalmasini saglar.

Spermatidler spermiyogenez denilen farklilasma siireci gegirirler. Bu siiregte
akrozom olusur, niikleus yogunlasip uzar, flagellum gelisir ve sitoplazmanin da ¢ogu

kaybolur. Seminifer tiibiiliin liimeninde olgun spermatozoa meydana gelir.
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Spermiyogenez ii¢ fazda gergeklesir:

Golgi fazi:

Spermatidlerin sitoplazmasinda, niikleusun yakininda belirgin bir golgi kompleksi,
mitokondriler bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum tiibiilleri
vardir. Kiigiik PAS pozitif proakrozomal graniiller golgi kompleksinde birikirler ve hemen
sonrasinda ise birleserek membranla sinirlanmis olan bir akrozomal vezikiiliin i¢inde yer
alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar. Sentriyoller, akrozomun olustugu bolgenin
karsi tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma go¢ ederler. Flagellar aksonem olusmaya
baslar ve sentriyoller yeniden niikleusa dogru geri donerken hareket ettikge aksonemal
komponentleri ¢evresine orter.

Akrozomal faz:

Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun 6n yarisin1 kaplayacak sekilde
yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom hiyaluronidaz, néraminidaz, asit
fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Akrozom
bu nedenle lizozomun 6zellesmis bir tipi gibi islev goriir. Bu enzimlerin, korona radiata
hiicrelerini birbirinden ayirdig1 ve zona pellusiday: sindirdigi bilinmektedir.

Matiirasyon fazi:

Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve
spermatozoalar tiibiiliin liimenine dogru salinirlar. Spermatogonyumlarin boliinmesi
sirasinda ortaya c¢ikan hiicreler tamamen ayrilmayarak sitoplazmik kopriilerle birbirlerine
bagli kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer
ve sekonder spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi
aktarimina izin vermesi sebebiyle bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar zincirinin

koordinasyonunda 6nemli bir rol oynarlar. Spermatogenez siireci bittiginde sitoplazma ve
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sitoplazmik kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesinden dolay1 spermatidler arasinda
bir ayrilma olur.

Testislere deneysel 3H-timidin injeksiyonu ile yapilan arastirmalarda insanda
spermatogonyum sathasi ile spermatozoa olusumu arasindaki siirenin yaklasik 64 giin
oldugu saptanmustir. Siirecinin yavas olmasinin yani sira, spermatogenez, es zamanl ya da
es giidiimlii olarak her seminifer tiibiilde ayn1 anda ger¢eklesmez. Seminifer epitel siklusu
germinal epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik iki goriiniimii arasinda olusan
matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. Insanda her bir siklus yaklasik 16 giin siirer

ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter (Janqueria ve ark., 1998).

2.5. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu, spermatik kord yapilarinin kendi ekseni etrafinda dénmesinin
sonucunda testis kan akiminin bozulmasidir. Testis torsiyonu 360-720 derece arasinda
donmeler gerceklestirilerek yapilmaktadir (Rowe ve ark., 1995; Hutson, 2006). Testikiiler
torsiyon-detorsiyon sebebiyle olusan iskemi ve reperfiizyonun testikiiler hasara neden
oldugu bilinmektedir. iskemi esnasinda oksijen miktarinin metabolik ihtiyaglara gore
diisiik seviyede olmasi, hiicresel enerji depolarindaki azalma ve toksik metabolitlerin
birikimine baglh olarak germ hiicrelerinin 6liimii gergeklesir (Moilgner ve ark., 2006).

Wistar-Albino siganlarda 720 derecelik saat yoniinde c¢evirme ile torsiyon
olusturulmus ve detorsiyon sonrasinda pentoksifilinin serbest oksijen radikallerini

azaltarak koruyucu etkisinin olabilecegi bildirilmistir (Acar, 2005).
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2.6. Iskemi ve Reperfiizyon

Iskemi, dokudaki kan akiminin, hiicresel fonksiyonlar1 karsilamak igin gerekli olan
miktarin altina diismesi durumudur (Langer ve ark., 1995). Testis torsiyonu sonrasi
testikiiler hasarin gelismesinde iskemi ve bunu takiben reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan
SOR’da etkilidir (Prillaman ve Turner, 1997; Girdal ve ark., 2002). SOR hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonuna yol agarak proteinleri denatiire eder ve hiicre
harabiyetine sebep olur (McCord, 1985).

Bir dokudaki kan akimi kesildiginde, o dokudaki hiicrelerin fonksiyon
bozukluguyla baslayan ve hiicre oOliimiine kadar ilerleyen bir takim Kkimyasal olay
gerceklesir. Hiicresel fonksiyonlarin gergeklesebilmesi igin gerekli olan en temel yakit
oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlar1 igin gerekli olan yiiksek enerjili fosfat baglar
aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizliginde ise anaerobik metabolizma
devreye girer. Bunun sonucunda laktik asit ve toksik metabolitler birikir. Ortaya ¢ikan
asidoz sebebiyle normal enzim kinetigi degisir ve yiiksek enerjili fosfat baglarmin yapimi
azalir. Bu durumda hiicre kendi homeostazi i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir (Grace,
1994; Lin ve ark., 1999; Semenza, 2000).

Reperfiizyon, iskemiye sebep olan etkenin ortadan kaldirilmasi sonucu dokuya kan
akiminin diizenlenmesidir. Reperfiizyon, iskemik dokuda enerji ihtiyacinin saglanmasin
ve toksik metabolitlerin uzaklagtirilmasini saglar. Ancak oksijenlenmis kanin iskemik
dokuya donmesi dokuya daha fazla zarar veren bir reaksiyon siirecini baglatir (Kuzu ve
ark., 1998; Grace, 1994; Zimmerman ve ark., 1992).

Reperfiizyon hasar1 SOR, endotelial faktorler ve nétrofillerin eslik ettigi karmagik

bir mekanizma sonucunda gerceklesir. Hasara neden olan asil olaym endotel
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hiicrelerindeki zedelenme oldugu diistiniilmektedir (Semenza, 2000; Terzi ve ark., 2000;
Bathe ve ark., 1998).

Reperflizyon hasarma dogrudan veya dolayli olarak katilan pek ¢ok madde ve
biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbirleriyle etkilesimi sonucunda
iskemi-reperflizyon hasarinin reperfiizyon kisminin aracisi olan SOR’lar1 ortaya ¢ikar.

Bu faktorler sunlardir:

I- Ksantin Oksidaz

I1- Notrofillerin aktivasyonu

I11- Endotelial faktorler

1-Arasidonik asit metabolitleri

a)-Prostasiklin (PGI2)
b)-Tromboksan A2(TxA2)
c)-Lokotrien B4

2-Nitrik Oksit

3- Endotelin

IV- Trombosit aktive edici faktor (PAF)

V-Komplemanlar

VI-Sitokinler

VII-Prostaglandinler

VIlI-Katekolamin oksidasyonu
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2.7. Ginkgo biloba (Egb 761)

Anavatani1 Cin olan Ginkgo biloba yapraklarin1 déken ve 30 m boyunda bir agagtir.
Ginkgoiae siifinin diinyada yetisen tek iiyesidir. Ginkgo biloba; Mabet agaci, Kizsagi
agaci ve Japon Erigi olarak da bilinmektedir (Coskun, 2004). Giiniimiizde Asya, Avrupa,
Kuzey Amerika, Yeni Zelanda ve Arjantin’de yaygin olarak yetistirilmektedir (Huh ve
ark., 1992).

Ginkgo biloba (Egb 761) yapraklarindan elde edilen bir bitki ekstresidir. Egb
761’in temel bilesenleri; %24 flavonoidler, %3,1 ginkgolidler, %2,9 bilobalidler ve %5-10
organik asitlerdir (Tablo 2.7.1). Egb 761, PAF’1 antagonize eden, serbest radikal
uzaklagtiric1 aktivite gosteren ve vaskiiler relaksasyon saglayan bir maddedir. PAF’1n
neden oldugu platelet agregasyonunu onler ve lizozomal zarlari stabilize eder.

Cok degisik organlarda degisik sekilde etki edebilir. Egb 761; aktivator ya da
inhibitor olarak etki eder. Organizmanin iginde bulundugu duruma gore adaptasyonuna
yardimer regulatuar bir bilesiktir (Schutte ve ark., 2001; Christen ve Maixent, 2002;
Braquet ve Koltai, 1994).

Flavonoid glikozitler ve terpenoidler gibi iki biiyiik fonksiyonel bilesimi iceren,
standardize ve konsantre edilmis kimyasal bir {irin olan Egb 761, son zamanlarda
farmakolojik olarak hazirlanmistir (Logani ve ark., 2000; Shen, 1998). Ginkgo biloba
yaprak ekstraktinin belirtilen terapotik etkisi muhtemelen terpen trilaktonlar (ginkgolidler

ve bilobalid) ve flavanoid glikozitler ile saglanmaktadir (Juretzek, 1997).
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Tablo 2.7.1. Ginkgo biloba yapraklarinin ana bilesenleri (van Beek, 2005).

Etken madde grubu Bilesikler

Ginkgolidler A, B, C, J, M
Terpenoidler Bilobalid

Steroller
Flavonoidler Kaemferol, Rutin, Luteolin vs.
Biflavanoidler Ginkgetin, Isoginkgetin vs.
Organik asitler Benzoik asit tiirevleri (ginkgolik asit)vs.
Poliprenoller di-trans-poli-sis-octadekaprenol
Digerleri Kardoller, Stereoidler, Fenoller vs.

Ginkgo biloba; kardiyovaskiiler sistemi hastaliklari, yasliliga bagli hafiza kayb,
Alzheimer algilama kayiplari, bunama, performans bozukluklari, kulak ¢inlamasi ve bas
donmesi gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarinda kullanilmaktadir.

Testikiiler germ hiicre apopitozisi ile ilgili ¢alismalar Egb 761’in testikiiler hasara
ve apopitozise karsi koruyucu etkisi oldugunu gostermistir (Akgiil ve ark., 2008). Egb
761’in apopitozisle iliskili genlerin etkisini hafiflettigi, serbest radikallerin iiretimini
azalttig1 ve gesitli tipte doku ve hiicrelerde antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdigi,
eksojen toksik uyarimin sonucuna karsi ise hiicre koruyucu ajan olarak kullanmildigi

gosterilmistir (Akgiil ve ark., 2008).
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2.8. TUNEL Teknigi

Apopitoz enerji gerektiren aktif hiicre oliimiidiir. Oliim faktdrleri, yasam devamliligs,
eksternal biliylime gibi aktif cevaplardan kokenlenen efektor yolaklar veya c¢oklu sinyaller
tarafindan kontrol edilirler.

Apopitozun tanimlanan karakteristigi hiicresel morfolojinin tamamen degismesidir.
Elektron mikroskopik incelemelerde, hiicrenin biiziismesi, kromatin marjinasyonu, membran
kabarciklanmasi, niiklear kondensasyon ve sonra segmentasyon ve apoptotik cisimlere
bolinmesi ki bazen fagosite edilebilmesiyle karakterizedir. Apopitoziste DNA
fragmantasyonu, hiicresel morfolojideki ultrastriiktiirel degisikliklerle iliskilidir. Apopitoziste
ortaya c¢ikan DNA fragmantasyonunu gostermenin bir yolu da TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transpherase-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end labelling)
metodudur.

Nekroz enerjinin kullanilmadigi pasif hiicre dlimidiir. Apopitozisin nekrotik hiicre
olumiinden ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal farkliliklar1 vardir. Bu yontemle, DNA
kiriklariin serbest 3’OH uglar1 modifiye niikleotidlerle enzimatik olarak isaretlenir. DNA
fragmantasyonundan kokenlenen bu yeni DNA uglari, morfolojik olarak goézlenebilen
cekirdeklerde ve apoptotik cisimciklerde bulunurlar. Bu yontemle kromatin
kondensasyonu olusmus ve DNA kiriklar1 bulunan erken evre apopitozise 6zgiidiir. Daha
sonra ¢ekirdekte major morfolojik degisiklikler olusmaya baglar (Attanasio ve ark., 1995;
Chapman ve ark., 1995).

TUNEL metodu, kimyasal olarak isaretlenmis ve isaretlenmemis niikleotidler
kullanilarak serbest 3’OH uglarinin isaretlenmesi prensibine dayanir. Reaksiyon tamponuna
eklenmis olan niikleotidler, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak enzimatik

olarak DNA’ya baglanmasi saglanir. TdT tek sarmalli ya da ¢ift sarmalli DNA’nin 3°’OH
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uclarina serbest olarak eklenen niikleotid trifosfatazlari katalizler. Serbest halde bulunan
niikleotidler digoksigenin-konjugat eklenmesiyle bir oligomer olustururlar. Daha sonra
digoksigenin ile konjuge olan niikleotidler peroksidaz reaksiyonu verebilen anti-digoksigenin
antikoru ile baglanmasi saglanir. Boylece baglanmis peroksidaz antikoru, immunohistokimya
ve hassas goriiniim saglayan kromojenik substratlarla baglanmasi saglanir. Sonu¢ olarak
apoptotik cisimciklerde daha yiiksek miktarda bulunan 3’OH uglarinin hassas ve spesifik

boyanmasi saglanir.

2.9. Apopitoz (Programh Hiicre Oliimii)

Apopitoz ilk olarak 19. yiizyilda Vogt tarafindan kesfedilmistir. Yapisal degisimler
ilk olarak 1885’te Fleming tarafindan tanimlanmistir. Apopitoz terimini ilk kez Kerr
1972’de kullanmistir. Apopitoz hiicrelerin programlanmis elenmesidir (Rosti, 2011).
Apopitoz fizyolojik ya da patolojik kosullarda uyarilabilir. Apopitoz; hiicrelerin dogru yer,
zaman ve sayida olmasini saglar ve mitoz ile dokuda siirekli bir denge durumundadir
(Cummings ve ark., 2002). Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihar1 ve fizyolojik hiicre
olimi apopitoz ile ayni anlamda kullanilan tamimlardir (Majno ve Joris, 1995;
Schwartzman ve Cidloski, 1993). Apopitoz ii¢ evrede incelenir. Bunlar baglangig, infaz ve
bitis evreleridir (Sekil 2.9.1). Hiicrenin biiziismesi, ¢ekirdekte kromatinin yogunlagmasi ve
cekirdek zar1 kenarma yerlesmesi, DNA parcalanmasi, karyoreksis, sitoplazmanin g¢ok
yogun, organellerin daha siki1 bir halde paketlenmis olmasi, hiicre zarinda balonlasmalarin
olusmasi apopitozun temel yapisal Ozellikleridir. Yapisal degisimler ozellikle infaz
evresinde dikkati ¢eker. Fosfatidilserin hiicre zarinin i¢ sitoplazmik yariminda yer alir.
Apopitozda ise hiicre disina gecer. Bu degisim, apopitoza giden hiicrenin makrofajlar ve

diger fagositoz yapan hiicreler tarafindan taninmasini saglar (Rosti, 2011).
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Sekil 2.9.1. Apopitozun sematik gosterimi (https://www.researchgate.net)

Apopitoz tek tek hiicreleri ya da kiiclik hiicre gruplarini etkiler. Apopitotik hiicre
yuvarlak ya da ovaldir. Koyu eozinofilik sitoplazmasi ve yogun mor-mavi kromatin
kiimeleri igerir. Bu kiimeler once cekirdek zar1 altinda toplanir. Apopitotik cisimlerin
olugsmasi tomurcuklanma olarak isimlendirilir. Apopitotik cisimlerin i¢indeki organellerin
biitlinliigii korunmaya devam eder ve her cisim saglam bir hiicre zarn ile ¢evrilidir. Bitis
evresinde; ortaya ¢ikan hiicre kalintilarini iceren apopitotik cisimler makrofajlar ya da
komsu parankima hiicreleri tarafindan fagosite edilirler. Bu makrofajlar lenfositlerin
cogalma ve seciminin yogun olarak gerceklestigi lenf folikiillerinin germinal
merkezlerinde ve timusun korteksinde bulunurlar. Apopitozda fagositozdan dnce hiicresel

icerik hiicrelerarasi araliga dokiilmedigi i¢in inflamasyon gelismez (Rosti, 2011).
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Apopitoz hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelirken nekroz
ise fizyolojik bir Olim seklidir. Apopitotik hiicrede kromatinin niikleus membrani
agregasyon gosterir ve kondanse olur. Fakat nekrozda hiicre biiyiir, en sonunda hiicre zari
patlar ve hiicre igerigi bulundugu ortama yayilir, dolayisiyla enflamatuvar bir yanita da
neden olur. Nekrozda sitoplazmada vakuoller, sismis ya da biitiinliigli bozulmus
mitokondriyonlar, genislemis endoplazma retikulumu, ayrismis ribozomlar, sismis ya da
parcalanmis lizozomlar, pargalanmis organel zarlari ve en son olarak da hiicre zarmin
biitiinligiiniin bozulmas1 goriiliir. Piknoz ve karyoreksise nekrozda da rastlanabilir.
Nekrozda hiicre, 6ldiikten sonra pargalanir. Apopitoz ve nekrozun, ortak biyokimyasal
mekanizmalardan kaynaklanan ortak yapisal goriintiileri de vardir.

Gelisimsel hiicre 6liimiinde hem apopitoz hem de nekroz birlikte goriiliir. Ornegin,
ekstremite tomurcuklarinin interdigital bolgelerinde yalnizca apopitoz degil nekroz da
vardir. ATP azalmaya basladiginda apopitoz nekroza doniigebilir. Uyarinin yogunluk ve
stiresine bagli olarak, apopitoz ve nekroz ayni anda da goriilebilir. Cilinkii her hiicrenin
belli bir uyarana yaniti1 farklidir. Uyaranin siddeti, apopitoz ya da nekrozdan hangisinin
gerceklesecegini belirleyen en 6nemli parametredir. Devam etmekte olan apopitozu
nekroza gevirebilecek en 6nemli faktorler ATP ve kaspazlardir.

Apopitoz dis ve i¢ yolaklar tizerinden gergeklesir (Sekil 2.9.2). Dis yolak &liim
reseptorleri iizerinden calisir. Oliim reseptorleri  TNF/NGF  ailesindendir. Oliim
reseptorlerinde, sinyal iletimini saglayan bir 6liim alt birimi bulunur. Di1s yolakta kaspazlar,
bazi 6liim substratlarin1 yikarak apopitozun gergeklesmesini saglarlar. Kaspazlar araciligi
ile hiicre iskeleti ile hiicre zar1 arasindaki baglantilar, tutunma noktalar1 koparilir. Bu

ayrisma sonucunda hiicre zarinda balonlagmalar meydana gelir. Oliim reseptérleri
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tizerinden, apopitozun engellenmesi de s6z konusu olabilir. Bu olay, kaspaz-8’in

baskilanmasi ile gerceklesir.

Apoptozisin dis yolaklar1 | Apoptozisin i¢ yolaklar . puyy, .

— gre—— — _/}
DNA hasari p 53' ug{i “Hiicre membram

aktive eder o
'|

Q\ mi" mitokondri

putul.umirldm
l.al..tlf'hzn: sitokrom ¢ sahmim

"' Apoptozom
'. “sitokrom ¢+Apafl

Qﬁ@fﬁ =
____'_ﬁ_,_.-—"""_'- Akl
o e QE.aspaz-.!

(aktif)

Pro-kaspaz Blaspaz
(pasif) (alztif)

Easpaz Lasl:nd volu

» E
47 APOPTOZSs:

Sekil 2.9.2. Apopitozun i¢ ve dis yolaklari (https://blogs.scientificamerican.com).

I¢c yolak ise mitokondriyon iizerinden isler. Bu yolak pro- ve anti-apopitotik
proteinler tarafindan diizenlenir. Bu proteinler mitokondriyonlarda bulunurlar. Apopitozda
granzim B / perforin iizerinden calisan {iglincii bir yolak da tarif edilmistir. Granzim B,
kaspazlar1 aktive edebilecegi gibi, kaspaz substratlar1 da direkt olarak yikabilir. Granzim-
B, kaspaz-3’i direkt olarak aktive ederek kisa yoldan infaz fazini baslatabilir. Granzim B
ve kaspaz-3 ayni biyokimyasal bolgeye etkilidirler. Granzim-B, prokaspaz-10’u aktive
edebilir ve ICAD denilen faktori de parcalar. Mitokondriyon bozulmasi, granzim B
araciligl ile gergeklesen Oliimiin vazgegilmez 6gesidir. Granzim-B sitokrom-c salinimini

artinr. Granzim B, sitotoksik T hiicrelerinde ve dogal oldiiriicii hiicrelerde bulunur.
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Granzim A ise DNaz iizerinden calisir. Bu DNaz tiimor hiicresi apopitozuna yol acarak
kanserden korunmay1 saglar. Apopitozun tiim yolaklar1 infaz evresinde birlesirler. Infaz

evresi, kaspaz 3’lin aktivasyonu ile baslar (Rosti, 2011).

2.9.1. Testiste Apopitozisin Rolii

Testisteki germ hiicre dejenerasyonu gelisim doneminde ve eriskinde genellikle
rastlanilan bir durumdur. Siganlarda dogurma zamanma kadar testisteki hiicrelerin
yarisinin 61diigii bilinmektedir. Bu dejenerasyon sirasinda apopitozis yoluyla 6liim en sik
kullanilan mekanizmadir. Bu mekanizmanin igerisinde Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) ailesi,
kaspazlar, 6liim reseptorleri ve pS3 gibi faktorler vardir. Doku canliliginda ve devaminda,
enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal fizyolojik ortamin korunmasinda
etkin olan apopitoz, testikiiler dokuda da sik rastlanan bir durumdur.

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler
sonucu hiicre farklilagmasi ile olgun spermin olusmasidir. Normal spermatogenez iginde,
hiicre gelisimi ve farklilagmasina ilaveten germ hiicre Sliimii de goriiliir ve bu sperm
olusumunda o6nemli rol oynar (Sinha ve ark., 1998; Sharpe, 1994). Apopitoz,
spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada programli hiicre 6liimiine
yol agar (Beumer ve ark., 2000). Germ hiicrelerindeki, hiicre 6liimii spermatozoanin
normal gelisimi i¢in mutlaka gerekli bir olaydir (Jefferson ve ark., 2000). Kerr tarafindan
yapilan bir ¢alismada testiste devamli olarak spontan apopitoz gergeklestigi bildirilmistir
(Kerr, 1992).

Testiste, defektif germ hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde erkek germ
hiicrelerinin %75'l apopitozise maruz kalir ve apopitozisin dogal bir mekanizma olarak

normal spermatogenez sirasinda sperm liretimini %25 ile %75 arasinda degisen oranda
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azalttig1 bilinmektedir (Hsueh ve ark., 1996; Kerr ve ark., 1972; Huckins, 1978). Erken
gelisimsel donemde baslayan bu apopitotik hiicre eliminasyonu, olgunlagsmakta olan germ
hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik bir
yanit olarak tanimlanmistir (Ayasoglu, 2001; Hikim ve ark., 2000; Rodriguez ve ark.,
1997). Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligoospermik hastalarda, deneysel
kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu olgularda testislerde olusan
programli hiicre 6liimlerinde artis goriilebilir (Heiskanen ve ark., 1996; lkeda ve ark.,
1999).

Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apopitozisin hormonal kontrol altinda
gerceklestigi bildirilmistir (Tapanainen ve ark., 1993; Yin ve ark., 1997). Hipofizektomize
immatiire ratlarda hem germinal hem de somatik hiicrelerde masif apopitozis ortaya ¢iktigi
ve bu olgularda FSH veya HCG tedavileri sayesinde programlanmis hiicre o6liimiiniin
engellenebildigi gosterilmistir (Heiskanen ve ark., 1996; Yin ve ark., 1997). Seminifer
tibiil epitelinin 1s1, radyasyon veya sogutma gibi faktorlere olan hassasiyetini de germ
hiicrelerinin programlanmis hiicre 6liimlerini artiran diger bir faktordiir (Blanco-Rodriguez
ve Martinez-Garcia, 1998). Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimiilanlarin
varhiginda fizyolojik olmayan diizeyde apopitozis gerceklesir ve klinik olarak

spermatogenezde bozulma ve infertilite olusabilir (Korsmeyer, 1996).



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar ve Ait Oldugu Kaynaklar

Tablo 3.1.1.1. Kimyasallar ve ait oldugu kaynaklar.

Etanol Sigma-Aldrich, Almanya
Ksilen Merck, Almanya
Methanol Sigma-Aldrich, Almanya
Formaldehit Merck, Almanya

Picric Asit Carlo Erba, Italya

Gliacil Asetik Asit Sigma-Aldrich, Almanya
Sitrik Asit Carlo Erba, Italya

NaOH Sigma-Aldrich, Almanya
Endojen Peroksit ScyTek, Amerika

Blok Soliisyonu ScyTek, Amerika

NaCl Carlo Erba, Italya
K,HPO, Carlo Erba, Italya
KH,PO, Carlo Erba, Italya
Kapatma Soliisyonu ScyTek, Amerika

Parafin Sigma, Amerika

Lam Invitro, Almanya

Lamel Menzel, Italya

Polilizinli Lam Leica, Ingiltere

Pap pen Leica, Ingiltere

Mayer’s Hematoksilen Sigma-Aldrich, Almanya
Entellan Merck, Almanya
Diff-Quik boya seti MidAtlantik, Ingiltere
Tunnel Kit Roche, Almanya
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3.1.2. Kromojenler

Tablo 3.1.2.1. Kromojenler

DAB (Diaminobenzidine)

Sigma, Almanya

Fast Red Tablet

Sigma, Almanya

Fast Red Buffer

Abcam, Ingiltere

3.1.3. Antikorlar, Ait olduklar1 Kaynaklar

Tablo 3.1.3.1. Antikorlar, ait olduklar1 kaynaklar.

Primer antikorlar

Anti-hCG receptor antibody

Abcam, Ingiltere

Sekonder antikorlar

Biotinylated Antibody

ScyTek, Amerika

HRP Antibody

ScyTek, Amerika

3.1.4. Deney Aletleri ve Markalar:

Tablo 3.1.4.1. Deney aletleri ve markalar

Hassas terazi

Korn ABJ, Tiirkiye

Mikrodalga firini

Argelik, Tiirkiye

Mini santrifiij

Biosan, Tiirkiye

Mikrotom Leica, Almanya
Etiv Niive, EN500
Isik mikroskobu Nikon, Almanya
pH metre Adwa, AD1000

Manyetik karistirict

Niive, MK218
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3.2. Metod

3.2.1. Deneylerde Kullamlan Orneklerin Elde Edilmesi ve Metod

Calismada yapilan islemler i¢in hayvan etik kurulunun onayi alindi. Hayvanlar
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma Birimi’nden temin
edildi. 300400 gram agirhginda 28 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi. Her bir
grupta yediser adet olmak tizere sigcanlar rastgele asagidaki gibi dort gruba ayrildilar.

Gruplar ve gruplarda yapilan islemler su sekildedir. Grup-1: Herhangi bir islem
yapilmayan si¢anlardan olusan Kontrol grubu. Grup-2: Torsiyon yapilmadan bir saat 6nce
Egb verilerek torsiyon kaynakli iskemi reperfiizyon hasarinin tedavi edilmesi islemi
yapilan Tedavi grubu (Egb 761, 50 mg/kg, oral). Grup-3: Torsiyon yapilmadan sadece
tedavi grubundaki sekilde Egb verilen Egb-761 grubu. Grup-4: Testis torsiyonu
olusturularak iki saat sonrasinda detorsiyon yapilan Torsiyon grubu. Tedavi ve Egb-761
grubundaki hayvanlara Ginkgo biloba ekstrakti olan Egb-761 (50mg/kg, oral) verildi.
Kontrol ve torsiyon grubundaki sicanlara ise aynit miktar ve yolla izotonik NaCl (salin)
verildi. Bu uygulamadan bir saat sonra tedavi ve torsiyon grubundaki siganlar anestezik
hale getirildikten sonra materyal metotta anlatildig: sekilde testis torsiyonuna 2 saat maruz
kaldilar. Anestezik olarak ksilazin ve ketamin (2:15) kullanildi. Tedavi ve torsiyon
gruplarina torsiyon yapildiktan sonra 2 saat siire ile detorsiyon yapildi. Testis torsiyonu ve
detorsiyonu islemleri sonrasinda tiim siganlar derin anestezi altinda testisleri epididimisleri
ile birlikte ¢ikarilarak sakrifiye edildiler. Epididimisler testise baglantili oldugu kisimdan
kesilerek testislerden ayrildilar. Testisler histolojik analizler i¢in Bouin tespit soliisyonu
icerisine konularak tespit olmasi i¢in iki giin siire ile bekletildiler. Epididimis igerisindeki

spermler Kruger strict morfoloji analizlerinin yapilmasi igin temiz bir petri kutusu igerisine
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konuldu. Epididimisler steril bistiiri ile agilarak steril pastér pipet ile bir miktar semen
icerigi falkon tiiplerine alindi ve iizerine ayni miktarda serum fizyolojik ilave edilerek
birebir oraninda diliie edildi. Diliie edilmis spermlerden steril pastor pipeti ile bir iki damla
temiz bir lama damlatildi. Baska temiz bir lam kullanilarak lam {izerine sperm yaymasi
yapildi. Testisler Bouin tespit olduktan sonra histolojik analizler i¢in rutin histolojik doku
takibi protokoliine gore (Tablo 3.2.1.1) takip edilerek parafin bloklara gomiildiiler. Sperm
morfolojik analizleri ise lamlara yayilmis olan epididimal spermlerin Diff-quick boyama
protokolii (Tablo 3.2.1.2) uygulanarak boyanmasi ile hazirlanmig olan sperm yayma

preparatlarinin 151k mikroskobunda 40X’lik objektif altinda degerlendirilmesi ile yapildi.

Tablo 3.2.1.1. Doku takibi protokolii.

1. | Akarsuda yikama 12 saat

2. | %70 Alkol 1 gece

3. | %80 Alkol 1 saat

4. %90 Alkol 1 saat

5. | %96 Alkol 1 saat

6. %100 Alkol 1 saat

7. | Ksilen 3x15 dakika

8. | Parafin 1 saat (5860 °C) sonra 1 gece oda 1sisinda
9. | Parafin 2 saat (58-60 °C)
10. | Parafin 2 saat (58-60 °C)
11. | Bloklama islemi
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Tablo 3.2.1.2. Diff-quick boyama protokolii

1. | %4’liikk tamponlu nétral formalin 1-2 dakika
2. | Fiksatif 10 dakika
3. | Eosin soliisyonu 10 dakika
4. | Azur soliisyonu 10 dakika
5. | Distile su 5 dakika
6. | Kapatma

3.2.2. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlar

Sitrat Seliisyonu

Hazirlama: 2,1 gr toz halindeki sitrik asit 1000 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. Soliisyonun Ph’1
NaOH ile ayarlandiktan sonra 0,1 M ve Ph=6 soliisyon elde edilir.

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS)

Hazirlama: 87,6 gr NaCl, 22,8 gr K,HPO, ve 6,8 gr KH,PO, 1lt distile su iginde
¢Ozduriliir.

Bouin Fiksatif

Hazirlama: 75 ml Pikrik Asit, 5 ml Gliacil Asetik Asit, 75 ml formalin (%37) birlestirilir.
Asit Alkol

Hazirlama: %70’lik alkol 99.5 ml, konsantre HCI1 0,5 ml birlestirilir.

Tamponlu Notral Formalin

Hazirlama: %37-40’lik Formalin 100 ml, 900 ml distile su, 6,5 gr Na;HPQOy, 4 gr NaH,PO,

birlestirilir.
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3.2.3. Kullanilan Teknikler
Tez c¢alismamizda rutin  histolojik  tekniklerin  yanisira  histokimyasal,

immiinohistokimyasal, TUNEL ve histopatolojik teknikler kullanilmistir.

3.2.3.1.Histokimya

Hematoksilen eozin boyama yontemiyle seminifer tiibiillerin histokimyasal analizi
yapildi. Testisler Bouin fiksatifte tespit edildikten sonra 12 saat yikama islemi yapildi.
Ardindan bir gece %70’lik alkolde bekletildi. %80, %90, %96, %100’lik alkollerde 1’er
saat bekletildi. Temiz ksilen serilerinde 15 dakikadan 3 degisim yapildi. Sonra dokular
parafinde 1 gece oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra etlivde 58-60°C’de parafin eritilip
stiziilerek temiz parafinde 2’ser saatlik 2 degisim yapildi. Temiz eriyik parafin icerisine
konularak L demirler yardimiyla bloklanildi. Parafin bloklar icerisindeki testis dokular1 4-5
um kalinlikta rotary mikrotom (Tablo 3.1.4.1) ile kesildikten sonra lamlara alinarak lama
yapismast saglandi. Doku kesitleri 58-60°C’deki etiivde deparafinize edildikten sonra 3
kez 15’er dakika ksilende bekletilmesinin ardindan sirasiyla %100, %90, %80, %70’lik
alkol serilerinden gecirildi. Kesitler distile sudan gecirilerek ardindan Mayer’s
hematoksilende 10-15 dakika bekletildi. Akar su altinda 2-3 dakika bekletilip asit alkol
soliisyonuna bir iki kez daldirilip 5 dakika daha yikandiktan sonra 2-3 dakika eosinde
bekletildi ve distile sudan gegirildi. Sirasiyla %70 ve %80’lik alkollerde 1’er dakika, %90
ve %100’lik alkollerde ise 2’ser dakika bekletildikten sonra 3 kez 5’er dakika ksilende
bekletildi. Ksilenden c¢ikarilan preparatlar entellan damlatilarak lamel ile kapatildi

(Tablo.3.2.3.1.1).
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Tablo 3.2.3.1.1. Hematoksilen eosin boyama protokolii.

1. | Ksilen 3x10 dakika
2. | %100 Alkol 5 dakika

3. | %90 Alkol 5 dakika

4. | %80 Alkol 5 dakika

5. | %70 Alkol 5 dakika

6. | Distile su 5 dakika

7. | Mayer’s hematoksilen | 10 dakika

8. | Akarsuda yikama 5 dakika

9. | Asitalkol 1-2 kez (daldirma)
10. | Akarsuda yikama 5 dakika

11. | Eosin 2 dakika

12. | Distile su 5 dakika

13. | %70 ve %80 Alkol 1 dakika

14. | %90 ve %100 Alkol 2 dakika

15. | Ksilen 3x5 dakika

Sperm yayma preparatlart morfolojik degerlendirme i¢in Diff-quick histokimyasal
boyama yontemi kullanildi. Epididimal sican sperm yayma preparatlari ilk olarak %4 likk
tamponlu Notral formalin tespit soliisyonunda 1-2 dakika bekletildi. Sonrasinda Diff-quick
boyama seti fiksatifinde 10 dakika beklendikten sonra eosin soliisyonu 10 dakika, 10
dakika azur soliisyonunda bekletildikten sonra distile sudan gecirildi. Preparatlar
kurutulduktan sonra entellan damlatilarak 24-60’lik lameller ile kapatilarak mikroskobik
incelemelere hazir preparatlar haline getirildiler. Bu preparatlar iizerinde Kruger strict
kriterleri temelli olarak sperm hiicreleri bas, boyun, kuyruk kisimlarmin morfolojik

degerlendirmeleri yapildi (Tablo 3.2.3.1.2).



43

Tablo 3.2.3.1.2. Kruger strict kriterleri (WHO 2010)

Akrozomsuz Kii¢iik akrozom Biiylik akrozom Amorf akrozom
Bas anomali Niikleus anomalisi Amorf bas Yuvarlak bas Kiiciik bas Sivri bas
Nokta bas Cift bas Biiyiik bas Igne bag Vakuol

Kalin boyun Amorf boyun Asimetrik boyun Boyunda incelme
Boyunda kivrilma Sitoplazma fazlaligi

Boyun anomali

Kuyruk anomali Kuyruksuz Kivrik kuyruk Uzun kuyruk Cift kuyruk Kisa kuyruk

Normal sperm sayist

Anomalili sperm sayist

Sperm anomalisi (%)

Normal sperm (%)

Kruger strict morfoloji kriterlerine gore fertilite oran1 (>14=%88, %14-4=%49, <4=%7)

Sicanlarin testis dokularindaki iskemi reperfiizyon hasarinin histolojik diizeyde
tespit etmek igin alinan ince kesitler hematoksilen eozin protokoliine (Tablo 3.2.3.1.1) gore
boyandi. Hasarin seminifer tiibiil epiteline olan etkileri testislerdeki histolojik hasar analizi
icin modifiye Johnsen skorlama kriterleri (Tablo 3.2.3.1.3) referans alinarak testikiiler
doku kantitatif olarak degerlendirilmistir.

Bu amagla yapilan histolojik analizler rastgele numaralandirma seklinde kor
calisma seklinde gerceklestirildi. Her guruptaki sicanlara ait on kesit ve her kesitte de
ortalama 25 seminifer tiibiil degerlendirilmeye tabi tutuldu. Testikiiler dokular Johnsen
skorlama sistemi ile histolojik ve spermatogenik olarak degerlendirilerek agirlikli ortalama
Johnsen skoru hesap edildi. Johnsen skorlama prensibi hasarin siddetine gére birden ona

kadar toplam 10 histolojik derecelendirme kriterden ibaret olup asagidaki gibidir.
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Tablo 3.2.3.1.3. Johnsen skorlama kriterleri

Grade 1 Seminifer tiibiiller i¢inde higbir hiicre yoktur.

Grade 2 Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicreleri vardir.
Grade 3 Germ hiicreleri olarak sadece spermatogonyumlar vardir.
Grade 4 Spermatozoa ve spermatid yok, az sayida spermatosit vardir.

Grade 5 Spermatozoa yok, spermatid yok, fazlaca spermatosit mevcuttur.

Grade 6 Spermatozoa yok, az sayida (10°dan az) spermatid mevcuttur.
Grade 7 Spermatozoa yok, farklanma isareti olmaksizin fazla sayida spermatid vardir.
Grade 8 Olgun spermatozoa olmaksizin ge¢ spermatidler mevcuttur.

Germinal epitel ¢ok sirali ve disorganize, spermatogenezis hafifce bozulmus,
cok sayida spermatid, az sayida spermatozoa var.

Germinal epitel ¢ok sirali ve organize olup ¢ok sayida spermatozoa var, tam
spermatogenez mevcuttur.

Grade 9

Grade 10

3.2.3.2. immiinohistokimya

Sicanlarin testislerinden polilizinli lamlara alinan ince kesitlerde LH ekspresyonunu
tespit etmek i¢in indirekt immiinohistokimyasal teknik protokoliine antijen antikor
reaksiyon temelli olarak boyandilar. iImmiinohistokimyasal boyama islemi igin lamlara

alinmis olan kesitlerde siras1 ile Tablo 3.2.3.2.1°deki islemler gerceklestirildi.



Tablo 3.2.3.2.1. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

1. | Ksilen 3x15 dakika
2. | %100°’1ik Alkol 5 dakika

3. | %90’lik Alkol 5 dakika

4. | %80°’lik Alkol 5 dakika

5. | %70’1ik Alkol 5 dakika

6. | Distile Su 5 dakika

7. | 0.1M sitrik asit solusyonu (pH: 6) 2x5 dakika mikrodalgada kaynatildi.
8. | PBS 3x5 dakika
9. | Endojen peroksit bloklaji 20 dakika
10. | PBS 15 dakika
11. | Super block soliisyonu 10 dakika
12. | Primer antikor 1 saat (oda 1sisinda)
13. | PBS 3x5 dakika
14. | Sekonder antikor 30 dakika
15. | PBS 3x5 dakika
16. | Peroksidaz isaretli streptavidin 20 dakika
17. | PBS 3x5 dakika
18. | DAB 10-15 dakika
19. | PBS 3x5 dakika
20. | Distile su 5 dakika

21. | Mayer hematoksilen ile zit boyama 3-5 dakika
22. | Distile su 3-5 dakika
23. | %70’lik Alkol 1 dakika

24. | %80°’1lik Alkol 1 dakika

25. | %90’lik Alkol 1 dakika

26. | %100’lik Alkol 1 dakika

27. | Ksilen 3x5 dakika
28. | Kapatma soliisyonu ile kapatma

3.2.3.3. TUNEL Prosediirii

45

Yapilan islemlerin testikiiler doku hiicrelerindeki apopitotik etkilerini incelemek

Bu amagla alinan kesitler asagidaki protokolden sirasi ile gegirilmistir (Tablo 3.2.3.3.1).

i¢in polilizinli lamlara alinan ince kesitler TUNEL yontemi ile boyanarak analiz edildiler.
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Tablo 3.2.3.3.1. TUNEL boyama prosediirii.

1. | Ksilen 15°X2

2. | %100, %90,%80,%70 Alkol 5

3. | Distile su 5

4. | Sitrik asitte 600W 2

5. | 80 ml distile su (oda sicakliginda) sitrik asidin tizerine dokiiliir. (Ani sogutma)
6. | PBS 3x5

7. | 30° BSA (oda sicakliginda) Bloklama aglari yapmak zorunda degiliz.

8. | Daha sonra Viall+Vial2 doku iizerine damlatilir. (1:9) 45’ 37°C etiivde
9. | PBS 3x5’ kez yika.
10. | Vial 3 30’ 37°C etiivde
11. | PBS 3 kez yika

12. | Fast Red (Tablet / stv1) Buffer ile sulandirilir. (2:75)

13. | H.E. z1it boyama ve yikama

14 | Su bazli medyumla kapama.

3.2.3.4. Sperm Degerlendirmesi

Torsiyonun sperm hiicrelerine muhtemel olumsuz etkileri ve Ginkgo biloba’nin
antioksidan  Ozelliginden kaynaklanan koruyucu ve tedavi edici etkilerini
gozlemleyebilmek i¢in siganlarin epididimal spermleri Kruger strict kriterleri baz alinarak
morfolojik olarak mikroskopta analiz edildiler.

Bu amagla temiz lamlar {lizerinde bir iki damla epididimal semen igeriginin
damlatilip diger temiz bir lam ile yayma yapildi. Tamponlu nétral formalin soliisyonuna
daldirilan sperm yaymasi yapilmis olan bu lamlar bir gece Kurumaya birakildilar.
Sonrasinda Diff-quick boyama yapilarak mikroskopta incelenecek preparat haline
getirildiler. Hazirlanan bu preparatlar modifiye Kruger strict morfoloji analizi kriterleri
bakimindan 151k mikroskobunda 40X’lik biiyiitmede Diinya Saglik Orgiitii’'niin (WHO)

2010 kararlar1 referans alinarak sican sperm hiicreleri bas, boyun, kuyruk anomalileri
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bakimindan degerlendirildiler. Her bir hayvan igin hazirlanan preparatlardan en az 200
sperm sayildi. Saymmlar iki kez tekrarlanarak bulunan sonuglarin ortalamalari

degerlendirildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS 20 Windows Istatistik paket programi
kullanilarak gergeklestirildi. Tiim veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
Gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalar One-way ANOVA sonrasi post hoc ¢oklu karsilagtirma
testlerinden TUKEY HSD, LSD ve Tamhane testleri ile yapildi. Testislerin morfolojik
Ol¢iim sonuglarinin karsilagtirilmast Tukey HSD testi ile yapildi. Sperm Kruger strict
morfoloji analiz sonuglarinin karsilastirilmasi LSD ve Tamhane testleri uygulandi. Johnsen
skorlart1  karsilagtirmasinda Tamhane testi uygulandi. Apopitotik indekslerinin
karsilagtirlmasinda Tukey HSD ve ayrica Kruskal-Wallis H testi ile karsilagtirildi.
Istatistiksel analizler sonucunda p degerinin 0.05°den kiigiik olmas1 anlamli olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Calismaya dahil edilen tiim sigcanlardan hazirlanan hematoksilen eozin boyali
preparatlar arastirma 151k mikroskobunda histopatolojik olarak analiz edildiler. Elde edilen
sonuclar agirlikli grup ortalamalar istatistiksel olarak karsilastirilarak gruplara ait bulgular
elde edildi (Tablo 4.1.1).

Kontrol grubundaki siganlarin testis mikroskopisi birka¢ preperasyon artefakti
disinda genel olarak normal seminiferdz tiibiil morfolojisinde idi. Seminifer tiibiil epiteli
bazal lamina {izerine oturmus Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlardan baslayip
spermiyuma kadar olan spermatogenik seriye ait tiim hiicrelerin normal sira ve yapida
olduklar1 tespit edildi. Tiibiiller aras1 alandaki interstisyel dokudaki basta Leydig hiicre
olmak tizere diger hiicrelerin ve vaskiiler yapilarin da normal diizen ve yapida olduklar
tespit edilmistir (Sekil 4.1.1). Dolayisiyla kontrol grubunun Johnsen skorlarinin agirlikli
ortalamasimin diger gruplara gore yiiksek oldugu (9.67) hesaplandi. Istatistiksel olarak
torsiyon ve tedavi grubundan farkli olduklari tespit edildi (p=0.001) (Sekil 4.1.5).

Torsiyon grubunda seminifer tiibiil germinal epitel Sertoli ve spermatogenik seri
hiicrelerinde diizensizlik, dejenerasyon ve kayiplarin oldugu goriildii. Seminifer tiibiillerin
cogunun biitiinliigli bozulmus olup kimisinin komple erozyona ugradigi, igerisinin
bosaldig1 ya da ¢ok az seminifer epitel hiicre icerdigi, kimisinin asir1 derecede biizlilmiis
oldugu, kimisinin liimeninde hi¢ spermatozoalarin olmadigi ya da yok denecek kadar az
oldugu, kimisinin liimenin koagulatif nekrozlu oldugu ve bazal lamina detagmanlarinin sik
goriildiigii ttbiiller ile karakterize idiler. Tibiillerin arasindaki interstisyel doku ve

hiicrelerinde de histolojik hasarm oldugu dikkati gekmekteydi. Ozellikle interstisyel doku
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dilatasyonlar1 ile yer yer siddetli 6dem, zeminde yogun kan hiicreleri, vaskiiler
dilatasyonlar ve damarlarda konjesyon mevcuttu (Sekil 4.1.4). Bu bulgularla baglantili
olarak grubun Johnsen skorlarinin agirlikli ortalamasinin diger gruplara gore diisiik oldugu
(8.16) tespit edildi. Istatistiksel olarakta diger tiim gruplardan farkli idi (p<0.05) (Sekil
4.1.5).

Ginkgo biloba verilerek tedavi edilen grupta torsiyon grubunda gozlenen histolojik
hasarlarin hafiflemis oldugu goriildii. Seminifer tiibiillerin ve interstisyel doku biitlinliiklerinin
yer yer bozulmus olduklar1 gozlemlense de hasarin torsiyon grubundaki kadar ciddi
olmadiklar1 tespit edildi (Sekil 4.1.3). Bu histopatolojik bulgulara karsilik olarak grubun
agirlikli Johnsen skorlart ortalamasinin kontrole gore diisiik oldugu torsiyona gore yiikselmis
oldugu (8.85) tespit edildi. Istatistiksel olarak hem kontrolden hem de kontrol lehinde olacak
sekilde torsiyon grubundan farkl: idi (p<0.05) (Sekil 4.1.5).

Herhangi bir islem yapilmadan sadece Egb 761 verilerek Ginkgo bilobanin etkilerinin
gozlemlendigi grupta testikiiler doku histolojisinin kontrol grubundaki gibi oldugu
gozlemlendi. Seminifer tiibiillerin normal yapilarinda olduklari, epitelde spermatogenik seri
hiicrelerinin tam oldugu, tiibiil liimeninde ¢ok sayida spermatozoa hiicrelerinin mevcut oldugu
gozlemlendi. Tibiiller arasi interstisyel dokunun da normal histolojik diizeninde olduklar
tespit edildi (Sekil 4.1.2). Grubun agirlikli Johnsen skoru ortalamasinin da kontrol grubundaki
gibi yiiksek oldugu (9.36) hesaplandi. Istatistiksel olarak kontrol grubu ile benzer olduklar:

tespit edildi (p=0.25) (Sekil 4.1.5).



Sekil 4.1.1. Kontrol grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisii (HE, 20XObj)

Sekil 4.1.2. Egb 761 grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisii (HE, 20XObj)
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Sekil 4.1.3. Tedavi grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisii (HE, 20XOby).

Sekil 4.1.4. Torsiyon grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisii (HE, 20XObyj).
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Tablo 4.1.1. Johnsen skorlamasi agirlikli grup ortalama degerleri (+ Standart sapma, min:

minumum, max: maksimum, degerler tizerindeki harfler istatistiksel anlamliliklari

gosterir.)
GRUPLAR
Kontrol Egb 761 Tedavi Torsiyon
JOHNSEN SK 9.67+0.05% 9.36+0.10° 8.85+0.57" 8.19+0.28°
(min-max) (9.74-9.56) 9.54-9.20 9.28-7.66 8.57-7.68
10,00
- *
==
8,00 =
E X
o B,DD—:
v B
i
h 967
% : 9,36 885
o 4001 5,19
- 5
2,00
0,00 T . T .
Kantral Egb761 Tedavi Tarsiyan
GRUP

Sekil 4.1.5. Johnsen skorlamasi istatistik sonuglarinin grafigi (*: p=0.001)
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4.2. Apopitotik Bulgular

Calismaya dahil edilen tiim gruplardaki siganlardan elde edilen testislerden alinan ince
kesitlerin TUNEL boyama yontemi ile boyanarak apopitotik hiicrelerin isaretlenmesi saglandi.
TUNEL boyama yontemi hiicre ¢ekirdegindeki DNA fragmantasyonu analiz etmemize yarayan
bir yontemdir. Bu boyama yontemi sayesinde apopitoza giren hiicreleri tespit etmek
miimkiindiir. Apopitozise ugrayan hiicrelerin fast red kromojeni vasitasi ile mikroskopta parlak
kirmizi renk tonunda boyanmalar1 saglanir.

Materyal metot boliimiinde anlatildigi sekilde gergeklestirilen gruplarin apopitotik
hiicre indekslerin grup ortalama sonuclar1 Tablo 4.2.1 ve Sekil 4.2.5’de gosterilmistir.

Bu sonuglardan da goriildigli gibi histopatolojik sonuclarla ortiisecek sekilde
apopitotik hiicre indekslerin torsiyon grubunda en yiiksek oldugu (3.36) tespit edildi (Sekil
4.2.4). Istatistiksel olarak hem kontrol hem de diger iki gruptan da farkli olduklar1 hesap edildi
(p<0.05).

Kontrol grubunun apopitotik hiicre indeksinin en diisiik (0.82) oldugu (Sekil 4.2.1)
tespit edildi. Egb 761 grubunda apopitotik hiicre indekslerinin ortalamasinin hafif artmis (1.22)
gibi goriinse de istatistiksel olarak kontrol ile ayn1 olduklari tespit edildi (p=0.33) (Sekil 4.2.4).

Iskemi reperfiizyon hasarina karst Egb 761’in koruyucu ve tedavi edici etkilerinin
arastirildig1 deney grubunda ise apopitotik indeksin kontrol ve Egb 761 gruplarina gore artmis
(1.34) torsiyon grubuna gére ise diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 4.2.2). Istatistiksel olarak

torsiyondan farkli oldugu (p=0.001) diger gruplar ile benzer olduklar1 (p>0.05) hesap edildi.



Sekil 4.2.1. Kontrol grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisit (TUNEL, 40XObj).

Sekil 4.2.2. Egb 761 grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisii (TUNEL, 40XObj).
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Sekil 4.2.3. Tedavi grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisii (TUNEL, 40XObyj).

Sekil 4.2.4. Torsiyon grubu testis dokusu mikroskobik goriintiisii (TUNEL, 40XObj).
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Tablo 4.2.1. Gruplarin ortalama apopitotik hiicre indeksi degerleri (+: SEM, API:

Apopitotik indeks, min:

istatistiksel farklari gosterir)

minumum, max: maksimum, degerler iizerindeki harfler

GRUPLAR
Kontrol Egb-761 Tedavi Torsiyon
API 0.82+0.07% 1.22+0.07° 1.34+0.12% 3.36+ 0.16°
(min-max) | (1.00-0.60) (1.60-1.00) (1.68-1.00) (4.40-2.64)
5001
400

3004

Ortalama APi

2004

1004

0,00+

Sekil 4.2.5. Apopitotik hiicre

kontral

Egh761

grafiksel goriintimii (*: p<0.05)

Tedavi
GRUP

Tarsiyan

indeksleri grup ortalama degerlerinin karsilastirilmali
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Calismaya dahil edilen siganlarin testislerinden polilizinli lamlara alinan kesitler
indirekt immiinohistokimya protokoliine (Tablo 3.2.3.2.1) gore LH primer antikoru ile
boyandilar. Boyanmanin beklendigi gibi seminifer tiibiillerde olmayip interstisyel dokuda
Leydig hiicrelerinde oldugu gozlemlendi (Sekil 4.3.1,2,3,4). Elde edilen preperatlar
boyanma siddeti reaksiyonuna gore analiz edildiler ve sonuglar H-Skorlama sistemine gore
semi kantitatif olarak derecelendirildi (Sekil 4.3.5)

Immiin boyanma siddetleri H-Skorlar1 agirlikli ortalamalariin torsiyon grubunda
biraz azalmis (167.57) ancak istatistiksel olarak kontrolden (173.02) farkli olmadig: tespit
edildi (p=0.057). Tedavi grubunda immiinreaktivitenin artisi1 s6z konusu idi. Tedavi
grubunun H-Skor ortalama degerinin (182.43) istatistiksel olarak kontrolle benzer (p=0.11)
torsiyon grubununkinden ise farkli oldugu tespit edildi (p=0.03). Immiin boyanma
siddetlerinin en yogun oldugu grup ise herhangi bir islem yapilmaksizin sadece Egb 761
grubunda oldugu gozlemlendi. Dolayisi ile immiin boyanma siddetleri H-Skor
ortalamasmin yiiksek oldugu (187.28) hesap edildi. Istatistiksel olarak analiz edildiginde
bu grubun tedavi grubu ile benzer (p=0.66) diger gruplardan ise farkli oldugu belirlendi

(p=0.005; p=0.001) (Tablo 4.3.1 ve Sekil 4.3.1,2,3,4).



Sekil 4.3.2. Egb 761 grubu LH immiin ekspresyonu (IHK-DAB, 40XObj)
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Sekil 4.3.3. Tedavi grubu LH immiin ekspresyonu (IHK-DAB, 40XObj).

Sekil 4.3.4.

Torsiyon grubu LH immiin ekspresyonu (IHK-DAB, 40XObyj).

59



Tablo 4.3.1. Gruplarm IHK boyanma siddeti H-Skorlar1 ortalama degerleri (SS

sapma, degerler iizerindeki harfler istatistiksel farklar1 gosterir)

60

: standart

GRUPLAR

Kontrol

Egb 761

Tedavi

Torsiyon

H-SKOR

173.02%

187.28

182.43%

167.57°

SS

21.53

21.95

29.30

18.45

200,00
1sopu-§
150pu—§
140pu—§
120pu—§

100,00f

LH-HSKOR

80,00¢
60,00F
40,001

20,00

Faontral

Egh761

Tedavi
GRUP

Tarsiyan

Sekil 4.3.5. Gruplarin THK boyanma siddeti H-Skorlar1 ortalama degerlerinin grafiksel

karsilagtirilmasi (*: p<0.05)
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4.4. Sperm Morfolojik Bulgular

Deney sonunda siganlarin epididimlerinden elde edilen spermlerin materyal metotta
anlatildig sekilde lamlara yayilip Diff-quick boyama ile boyanan sperm hiicreleri modifiye
Kruger strict kriterlerine gore mikroskobik olarak analiz edilerek her gruba ait asagidaki
sonuclar elde edildi (Tablo 4.4.1). Her gruba ait birer temsili mikroskobik goriintii asagida
Sekil 4.4.1,2,3,4’te gosterilmistir.

Normal sperm sayilari torsiyon grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
diger gruplara gore belirgin bir azalmanin oldugu tespit edildi (p=0.001). Normal sperm
sayilarinin sirast ile tedavi, kontrol ve Egb761 gruplarinda gittikce artmisti. Egb761
grubundaki artis kontrole gore istatistiksel olarak anlamli idi (p=0.003). Tedavi grubunda
ise kontrole gore anlamli bir sekilde azalma (p=0.019), torsiyon grubuna gore ise anlamli
bir sekilde artis oldugu (p=0.001) tespit edildi.

Bas anomalili spermlerin sayisinin kontrol grubuna gore torsiyon grubunda
istatistiksel anlamli olacak sekilde artmis oldugunu (p=0.050) tespit ettik (Sekil 4.4.4).
Diger gruplar arasinda ise bas anomalisi acisindan istatistiksel olarak bir farklilik tespit
edilemedi.

Boyun anomalili olan spermlerin sayisinin torsiyon grubunda kontrol ve Egb
gruplarina gore istatistiksel anlamli olacak sekilde artmis oldugunu (p=0.001) tespit ettik.
Tedavi grubunda ise torsiyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma
tespit edildi (p=0.410). Kontrol ve Egb gruplarinin ise istatistiksel olarak benzerdiler.
(p=0.406).

Kuyruk anomalili spermlerin torsiyon grubunda diger gruplar ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis vardi (p=0.000). Tedavi grubunda (Sekil 4.3.3) kuyruk

anomalili spermlerin sayis1 torsiyona gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
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azalmis (p=0.001), kontrole gore ise istatistiksel olarak anlam ifade etmeyecek hafif bir
artis mevcuttu (p=0.993). Egb 761 grubunda ise kuyruk anomalisinin en az oldugu tespit
edildi (Sekil 4.4.2).

Anomaliler total olarak degerlendirildiklerinde ise gruplar istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde birbirlerinden farkli idiler. Torsiyon grubunda total anomalinin
diger gruplara gore en fazla artmis oldugu tespit edildi (p=0.001). Tedavi grubunda total
anomalinin torsiyona gore istatistiksel olarak azalmisti (p=0.000), kontrole gore ise
yiikselmisti (p=0.021). En fazla azalma ise istatistiksel olarak kontrolden bile farkli olacak

sekil de Egb 761 grubunda tespit edildi (p=0.003) (Tablo 4.4.1, Sekil 4.4.1,2,3,4,5).
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Sekil 4.4.1. Kontrol grubu sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisti (Diff-quick, 40xObj).

Sekil 4.4.2. Egb 761 grubu sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisii (Diff-quick, 40xObj).
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Sekil 4.4.3. Tedavi grubu sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisti (Diff-quick, 40xObj).

Sekil 4.4.4. Torsiyon grubu sperm hiicreleri mikroskobik goriintiisii (Diff-quick, 40xObj).
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Tablo 4.4.1. Spermlerin Kruger strict morfoloji analizlerin grup ortalama degerleri (+:

SEM, degerler iizerindeki harfler her parametre agisindan gruplar arasindaki istatistiksel

farklar1 ifade eder)

Normal

Anomali

Bag

Boyun

Kuyruk

Total

Kontrol
Egb 761

Tedavi

Torsiyon

108.00+3.547
123.88+3.328
94.17+2.39¢

46.13+1.96°

16.00+1.93»
16.63+1.218¢
17.33+3.308C

23.88+1.88°

20.86+1.58"
16.13+1.818A
32.3343.03¢P

37.25+2.20°

55.43+2.25"
43.25+3.40°

56.50+2.40"

92.88+2.09¢

92.29+3.56"
76.13+3.328

106.17+2.63¢

154.00+1.98°

100,00
90,004
80,00

70,00

Anomali %'si

20,00

60,00
50,00
40,00

30,00

10,00

Kontrol

Egb761

GRUP

Tedavi

Torsiyon

Sekil 4.4.5. Gruplarin anomalili sperm yiizdesinin grafiksel olarak karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Testislerin gelisimi fetal hayatin 6-7. haftasinda baslayip ergenlige kadar devam
eder. Gubernakulum yedinci haftada ortaya ¢ikar. Fetal testis 8. haftada hormon
sekresyonuna baglar. Testisler 23. haftaya kadar hareketsiz olup 24-30. haftalarda inguinal
kanali gegerek skrotuma iner (McAninch, 2000). Testislerin inisleri esnasinda ya da
hayatin herhangi bir doneminde degisik nedenlerden kaynaklanan torsiyon ortaya ¢ikabilir.
Testislerin torsiyonuna bagl olarak iskemi ve akabinde o6zellikle testikiiler doku hasarlar
beklenen bir durumdur.

Testis torsiyonu sonucunda testiste meydana gelen hasar torsiyonun derecesine ve
siiresine baglidir. Bu nedenle testis torsiyonu acil miidahele gerektiren cerrahi bir
durumdur. Erken miidahale testisin kurtarilma olasiligin1 artirir. Buna ragmen testislerin
ancak %32’si kurtarilabilmektedir (Krarup, 1978). Deneysel testis torsiyonunda tam iskemi
olusturabilmek i¢in testisler 720° torsiyone edilmelidir. Calismamizda deneysel torsiyonla
olusturulan (¢ saatlik iskemi sonrasi testislerin detorsiyon edilmesiyle reperfiizyon
saglanmistir. Reperflizyondan iki saat sonra hayvanlarin sol testisleri eksize edilmistir.

Consentino ve ark. degisik siirelerde uyguladiklar1 torsiyondan sonra testisleri
incelediklerinde, ti¢ saat boyunca 720° torsiyondan sonra testikiiler kan akiminin geriye
donmedigini ve dokuda nekroza kadar ilerleyen ciddi degisikliklerin goriildiigiinii tespit
etmisglerdir (Consentino ve ark., 1985).

Testis torsiyonu doku hipoksisine ve germinal hiicre nekrozuyla fertilitede
azalmaya ya da infertiliteye sebep olmaktadir. Bazi ¢calismalarda arteryel tikanikta iki saat,
vendz tikaniklikta ise alt1 saat iginde testis nekrozu gelistigi tespit edilmistir (Melekos ve
ark., 1988). Iskemik durumlarda ilk 6 saat igerisinde tedavi edilmeyen testislerde geri

doniislimii  olmayacak sekilde hasarlarin olustugu ve testislerin kaybedilebilecegi
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bildirilmektedir (Prater ve Overdorf, 1991). Arastirmalar ratlarda bir saat siiren testis
torsiyonunda spermatogenik seri bozulmasinin ilk olarak seminifer tiibiillerdeki Sertoli
hiicrelerinde oldugunu gostermislerdir (Harrison ve Weiner, 1949). Testis kan akiminin
devamlilig1 testislerin yasami ve fonksiyonlar1 ve dolayisiyla fertilite i¢in mutlaka
gereklidir. Deneysel testis torsiyonu merkezi kan basincinda testisin kan akimini azaltir.
Sonucunda ise germ hiicresinde apopitoz, testis atrofisi ve spermatogenezin bozulmasi ile
sonuglanir (Turner ve ark., 1996).

Testis torsiyonu ¢alismamiz iskemi-reperfiizyon formunda bir hasarlanmadir. Testis
torsiyonu sirasinda hasar iskemi ve doku hipoksisine bagli olarak gelisir. Iskemik
dokularda ilk 6nce akut donemde goriilen vaskiiler yanit gergeklesir. Calismamizda da
goriildiigli gibi; damar gecirgenligi artar ve buna paralel ekstravazasyon ile 6dem ortaya
cikar. Iskemik dokuda oksidatif metabolizma yerini hipoksik metabolizmayla devam eder.
Dokularda hasar olusumu sadece iskemi siiresinin uzunluguna bagli olmayip reperfiizyon
siiresi de hasarda kritik rol oynamaktadir. iskemi ve reperfiizyona bagl serbest radikal
olusumu ile iligkili apoptotik hiicre hasar1 olugsmaktadir (Zar ve ark., 1998). Yapmis
oldugumuz bu ¢alismamizda da apoptotik hiicre indekslerinin yiiksek diizeyde bulunmasi
bu literatiir bilgileri ile ortiismektedir.

Reperflizyon sonrasi ortaya c¢ikan SOR hiicrede oOzellikle hiicre membranlari
tizerine olumsuz etki gosteriler. Bu yapilar iizerindeki fosfolipidlerle reaksiyona girerek
peroksidasyona sebep olurlar. Nihayetinde hiicre hasarlarinin baglamasi ile birlikte
dokularda hasara neden olurlar. Testisteki hasarin derecesini belirlemek i¢in en 6nemli ve
giivenilir belirleyicilerden biri histopatolojik incelemedir. Johnsen skorlamas tiibiillerdeki
germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri hakkinda bilgiler vermektedir. Dolayisiyla

spermatogenezin etkilenip etkilenmedigi veya etkilenme diizeyi hakkinda veriler
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vermektedir. Calismamizda da Johnsen skorlamasi yapilarak seminifer tiibiil epitel hasari
ve spermatogenik seri hiicreler hakkinda veriler elde ederek spermatogenez kalitesi
hakkinda sonuglar elde edildi. Calismamizin Johnsen skorlarinin torsiyon grubunda artmis
oldugu, antioksidan tedavi gurubunda ise kontrol lehinde yiiksek olarak tespit edildi. Bu
sonuglarimizin yapilan calismalar ile genel olarak uyumlu oldugu torsiyonla doku
hasarmin artmis oldugu gorildii.

Testisteki iskemi reperfiizyon hasarinda germ hiicrelerinin daha ¢ok etkilenmis
olmasi oldukga toksik olan lipit peroksidasyon iiriinlerinin peritiibiiler Leydig ve Sertoli
hiicrelerinden ¢ok germ hiicrelerinde oldugunu distindiirmektedir (Saba ve ark., 1997).
Yapilan caligmalarda Harrison ve arkadaslarimin soylediklerinin aksine ilk olarak hasar
goren hiicrelerin Sertoli hiicrelerinden ziyade spermatogonya ve primer spermatositlerin
oldugu bildirilmektedir (Markey ve ark., 1995; Somuncu ve ark., 2006; Lysiak ve ark.,
2001).

Iskemi veya hipoksiye maruz kalmis testisler bu duruma artmis damar
gecirgenligiyle birlikte hiicre i¢i ve disinda 6dem ile cevap verirler. Testisteki damar
gecirgenligi bir saat torsiyon ve 24 saatlik reperflizyon sonucunda artmaktadir (Turner ve
ark., 1996). 24 saat siiren reperfiizyon sonucunda toksik aldehit, hidroperoksid ve
peroksilipid diizeyleri; artmis damar gecirgenligi ve antioksidan miktarindaki azalmaya
bagli olarak yiikselmekte bu ise germ hiicrelerinde oliime kadar giden yikima yol
acmaktadir (Gonzalez-Flecha ve ark., 1993). Bunlarin neticesinde de hiicre apopitozu ya da
nekroz gelismektedir (Zar ve ark., 1998). Calismamizin histolojik analizlerinde interstisyel
alanlarda vaskiiler dilatasyonlar konjesyon ve yogun 6dem alanlarinin torsiyon grubunda
artis gostermis olmasi ve apopitotik indekslerin yiiksek olmasi bu literatiir bilgileri ile

ortlismektedir.
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Reperfiizyon detorsiyonla beraber O, ve besinlerin tekrar dokuya ulagmasi
demektir. 1980’lerin baslarinda Mc Cord ve ark. calismalarinda Oz’nin tekrar dokuya

donmesinde dokuda meydana gelen hasar1 arttirdigini gosterdiler (McCord, 1985).
Peroksidanlarin ve antioksidanlarin dengesizligi oksidatif stres olarak adlandirilan
potansiyel bir zarara yol agar. Spermatozoonlar oksidatif strese karsi olduk¢a hassastir. Bu
stire¢ sperm plazma zar1 ve DNA par¢alanmasina hem niikleer ve hem de mitokondriyal
genomlarinda peroksidatif hasar kaynakli bozulmalari indiikler (Aitken ve Baker, 2006).

Germ hiicre apopitozisi normal spermatogeneziste sperm sayisinin %25-75
oraninda azalmasina neden olabilen spontan bir olgudur (Huckins, 1978). Apopitozise tiim
germ hiicrelerinde rastlanir (Allan ve ark., 1987; Kerr, 1992). %25 oraninda tek testikiiler
torsiyonun infertiliteye neden olabildigi bildirilmistir (Nguyen ve ark., 1999).

Calismalar testiste iskeminin kan-testis bariyerine de zarar verdigini ve bunun
sonucunda spermatogonya karsi oto-bagisiklik potansiyel riskine, ya da kontralateral
testikiiler hasara neden oldugunu gostermistir (Arda ve ark., 2001). Turner ve ark. yapmis
olduklart ¢aligsmalarinda testis torsiyonunun ilk saatini takiben 4 saatlik reperfiizyonda
calismamiz sonuglarinda da tespit edildigi gibi apopitozisi tetikledigini ve antioksidan
tedavi ile reperfiizyon hasarinin azalmis oldugu sonucuna varmiglardir (Turner ve ark.,
1996).

Yetersiz sperm fonksiyonu erkek infertilitesinin en yaygin nedenidir ve tedavisi
zordur. ROS iiretimi spermde normal fizyolojik bir siire¢ olup ROS 6zellikle immotil ya da
morfolojik olarak anormal sperm hiicreleri, l6kositler ile morfolojik olarak normal ancak
fonksiyonel olarak anormal spermatozoalar tarafindan iretilmektedir (Koksal ve ark.,
2012). Calismamizda iskemi-reperfiizyon sonrasi sperm hiicre tiretiminin durumunu ve

ayni zamanda Egb 761 tedavisi sonrasinda sperm hiicrelerinin sayisal ve morfolojik
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analizleri sonucunda elde edilen veriler bu literatiir sonuglar1 ile uyumlu olarak
bulunmustur.

Antioksidan molekiiller, anti-enflamatuar ve bagisiklik yanitinin modiilasyonu
dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik faaliyetlere ve farkli farmakolojik etkilere sahiptir. Egb
761 yogun iltihap aracilarimin iligkili merkezi sinir sistemi hastaliklari, akut pankreatit,
miyokardiyal ve intestinal iskemi / reperfiizyon hasarinin tedavisinde kullanilir (Fouda ve
ark., 2009).

Bazi caligmalar, Ginkgo biloba yaprak oziitiiniin kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler
nérolojik bozukluklar nlenmesi iizerinde yararli etkileri oldugunu géstermistir. In vivo ve
in vitro c¢alismalar Egb 761 flavonoidler; serbest radikalleri temizlemek, lipid
peroksidasyonu azaltmak ve antioksidan aktiviteleri artirabildigi ortaya konmustur. Egb
761’in genis spektrumlu serbest radikal uzaklastirici oldugu iddia edilmistir. Picemail ve
ark. yaptiklar1 ¢alisma ile Egb 761 nin ¢ok gii¢lii siiperoksit radikal anyon siipiiriicii
yetenegini, SOD benzeri faaliyetlerini ve hepatik glutatyon diizeylerinde artisa sahip
oldugunu bildirmislerdir (Wang ve ark., 2008; Diwok ve ark., 1992). Shen ve arkadaslari
Egb 761’in, iskemi sonrast miyokard fonksiyonlarmi diizelttigi ve miyokard iskemi
reperfiizyon hasarinda kalbi koruyucu etkileri oldugu bildirmislerdir (Shen ve ark., 1998).

Ginkgo biloba; antioksidan, serbest-radikal arayicisi ve bir membran sabitleyici
fonksiyon gostermesi nedeniyle hiicreleri koruyucu bir madde oldugu disiiniilmektedir.
Ginkgo biloba hem geng ve yasli ratlarda hem de klinik olarak saglikli orta yash erkeklerde
hafiza performansini artirabildigi gosterilmistir (Wesnes ve ark., 2000). Orhan ve ark.
Tarafindan Ginkgo biloba’nin torsiyon sonrasi olusacak iskemik hasarin onlenmesinde
koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur (Orhan ve ark., 2000). Bu calismamizda da

literatiir verileri ile Ortiisecek sekilde testikiiler doku hasarina karsi koruyucu ve tedavi
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edici oldugu ve ozellikle de sadece Egb 761 verilen siganlarin LH ekspresyonlarinin ve
sperm morfoloji Kkalitesinin belirgin olarak artmis olduklari tespit edildi. Bu sonuglar
iskemi-reperfiizyon ile uyarilan testis hasarina kars1 Egb 761’in koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir.

Sonug olarak yapmis oldugumuz g¢alismada Egb 761’in bu anlatilan antioksidan
Ozelliklerinden olsa gerek torsiyonla olusturulan iskemi reperfiizyon hasarina bagli olarak
ortaya ¢ikan testikiiler doku hasarinda koruyucu ve tedavi edici oldugunu sdyleyebiliriz.
Bu durum seminifer tiibiil epitel hiicreleri ve interstisyel doku histopatolojik analizi,
Johnsen skorlamasi, apopitotik indeks ve Leydig hiicre immiin boyanmasi ile
gosterilmistir. Ayrica, spermiyogram analizleri, sperm morfoloji testleri sonuglar ile de
Egb 761’in torsiyona bagli sperm anormali testleri ile ortaya konulmustur. Her ne kadar
arastirmamiz deneysel hayvan calismasi olsa da st diizey ayrintili analizler ile
desteklendikten sonra bu tiir vakalarda Egb 761’in klinik pratikte kullanilabilirliginin

giindeme gelmesine katki saglayacaktir.
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