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testisler hemorajik, nekrotik, koyu renkli izlenebildi. ...........cceeevieiennnennenn.
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Sekil 3.5:

Sekil 4.1:

Sekil 4.2:

Sekil 4.3:

Sekil 4.4:

Sekil 4.5:

Sekil 4.6:

Sekil 4.7:

Kontrol ve I/R Grubu Testisleri. Solda I/R grubuna sagda ise kontrol
grubuna ait ¢ikartilan testisler izlenmektedir. I/R grubuna ait testisler koyu
kirmizi renkte, hemorajik goriilebildi. Kontrol grubuna ait testisler ise daha
acik renkte, fizyolojik izlenebildi. .........ccoooieviiiiiiiniiiiieie e 36

Kontrol grubunun histolojik yapisi. Kontrol gruplarina ait testisler normal
testikiiler morfoloji gostermektedir. Spermatogenik seri hiicrelerinin
tamaminin  gorildigii seminifer tiibiillerin (asteriks) organizasyonu
normaldir ve interstisyel hiicreler (ok) se¢ilebilmektedir. Hematoksilen-
Eozin. Objektif 10X. Olgek 100 UM..........ooveveveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 48

Kontrol grubuna ait seminifer tiibiil kesiti. Sertoli hiicreleri (uzun siyah
ok), spermatogonyumlar (kisa siyah ok), spermatositler (kirmiz1 ok), erken
spermatidler (mavi ok) ve ge¢ spermatidler (yesil ok) ile spermler (sar1 ok)
secilebilmektedir. Leydig hiicreleri (turuncu ok) interstisyel alanda
bulunmaktadir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50 pm................ 48

C. siliqua grubunun genel histolojik yapisi. Normal testis yapisi
izlenmektedir. Spermatogonyumlardan sperme kadar tiim spermatogenik
seri hiicrelerinin goézlenebildigi normal morfolojide seminifer tiibiiller
(asteriks) ve interstisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri (ok basi)
secilebilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Olgek 100 pm.......... 49

C. siliqua grubuna ait seminifer tiibiil kesiti. Spermatogonyumlar (siyah
ok), spermatositler (kirmizi ok), spermatidler (mavi ok) ve olgun spermler
(sar1 ok) secilebilmektedir. Tibiiller morfolojik olarak normal
goriiniimdedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50 pum. ............... 49

I/R grubunun genel histolojik yapisi. Germinal epitel atrofisine ugramis
bos seminifer tiibiil (asteriks), dejenere germ hiicrelerin formu olan ¢ok
cekirdekli dev hiicreler (siyah ok), vakuol (yesil ok) olusumu,
spermatogenik hiicrelerin organizasyonunun bozulmasi ve tiibiil igine
dokiilmesi (mavi ok) izlenmektedir. Tiibiillerde epitel ve tiiblil duvari
ayrigmasi goriilmektedir (kirmiz1 ok). Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X.
O1GEK 100 UM ...t n s saeeeanas 50

I/R grubunda nekrotik seminifer tiibiiller. Seminifer tiibiillerde normal
spermatogenik hiicre dizilimi izlenememektedir. Tiibiillerin bir kismi
nekrotik goriiniimdedir (asteriks). Tiibiillerde dev hiicre olusumu
izlenmektedir (mavi ok). Tiibiillerde seminifer tiibiil epiteli, tiibiil
duvarindan ayrilmistir (siyah ok). Tiibiiller arasi bosluk artmis, 6demli
goriiniim mevcuttur. Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Olgek 100 pm. ... 50

Nekrotik seminifer tiibiile ait kesit. Hipereozinofilik goriiniimdeki testis
nekroza ugramistir (asteriks). Spermatogenik seri hiicreleri tiibiiliin iist
kismi1 harig tiibiiliin geri kalaninda se¢ilememektedir. Nekrotik tiibiil ve
komsu seminifer tiibiiller normal morfoloji godstermemektedir.
Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50 Um. ........c.ccovurvververereererrnnne. 51
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Sekil 4.8:

Sekil 4.9:

Sekil 4.10:

Sekil 4.11:

Sekil 4.12:

Sekil 4.13:

Sekil 4.14:

I/R grubunda vakuol olusumu ve dev hiicreler. Bos tiibiillerde
spermatogenik seri hiicre organizasyonu bozulmus, sayica azalmistir. Dev
hiicre olusumu izlenmektedir (siyah kisa ok) (A). Tiibiillerde yaygin
vakuol olusumu (siyah uzun ok) ve dev hiicreler (siyah kisa ok)
gozlenmektedir (B). Hematoksilen-Eozin. Objektifler A:10X B:40X.

Olgekler A:100 Um B:50 Moo

Dev hiicreler. Cok ¢ekirdekli dev hiicreler iskemi-reperfiizyon hasari
gruplarinda sik goriilmektedir (siyah ok). Spermatogonyumlarin (yesil ok)
ve spermatositlerin (mavi ok) secilebildigi tiibiiller mevcuttur.
Spermatidlere ve olgun spermlere rastlanilmamaktadir. Vakuol olusumu
izlenmektedir (kirmizi ok). Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50

I/R grubuna ait seminifer tiibiil kesitinde piknotik ¢ekirdekli hiicreler,
vakuol ve apoptotik cisimler. Iskemi-reperfiizyon hasarma ugramis
seminifer tiibiillerde yer yer piknotik c¢ekirdekli hiicrelere (siyah ok) ve
apoptotik cisimlere (kirmizi ok) rastlanmaktadir. Immatiir germ
hiicrelerinin liimen i¢ine dokiildiigl atipik liimen goriinimii mevcuttur
(asteriks). Vakuol olusumu goézlenmektedir (mavi ok). Hematoksilen-

Eozin. Objektif 40X. Olgek 50 M. ......ovviveveeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,

I/R grubunda konjesyona ugramis kan damari. I/R grubunda yer yer kan
damarlarinda agir konjesyon izlenmektedir (kirmizi ok). Tiibiillerde
Sertoli hiicreleri (siyah kisa ok), spermatogonyumlar (siyah uzun ok) ve az
sayida spermatosit (mavi ok) gozlenmektedir. Hematoksilen-Eozin.

Objektif 40X, Olgek 50 [N ......ovveeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e

[/R+C.siliqua grubunun histolojik gdriiniimii. Spermatogenik seri
hiicrelerinden spermatositlerin ve olgun spermlerin segilebildigi tiibiiller
mevcuttur (siyah asteriks). Tibiillerin bir kisminda immatiir germ
hiicrelerinin limene dokiildiigii atipik goriiniimdedir (kirmizi asteriks).
Spermatogenik seri hiicrelerinin seg¢ilemedigi atrofik seminifer tiibiiller
I/R grubuna kiyasla sayica az da olsa secilebilmektedir (mavi asteriks).

Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Olgek 100 wm. ..........ccovveververreernennn,

[/R+C.siliqua grubuna ait seminifer tiibiil kesitleri. Farkl1 iki seminifer
tiibiil kesitinde de Sertoli hiicreleri (siyah uzun ok), spermatogonyumlar
(siyah kisa ok), spermatositler (mavi ok) spermatidler (yesil ok) ve olgun
spermler (sar1 ok) secilebilmektedir. Her iki tiibiiliin de organizasyonu
normal yapidadir (asteriks). Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50

Gruplarin Johnsen skorlarmin karsilagtirilmasi. Anlaml farklilik diizeyi
(****) gosterilmektedir. Degerler ortalama ve SD (standart deviasyon)

olarak verilmigtir. (¥***: p<0.0001) ...cceeviririiiiiieieeie e
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Sekil 4.15:

Sekil 4.16:

Sekil 4.17:

Sekil 4.18:

Sekil 4.19:

Sekil 4.20:

Sekil 4.21:

Sekil 4.22:

Sekil 4.23:

Sekil 4.24:

Sekil 4.25:

Kontrol grubu. Kontrol grubuna ait kesitte ¢ok nadir ve hafif boyanmis
seminifer tiibiil duvart gézlenmektedir. Kontrol testisleri normal testikiiler
morfolojidedir (asteriks). Masson-Trikrom. Objektif 10X. Olgek 100 pm....

Kontrol grubu seminifer tiibiili. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiil
kesitinden seminifer tiibiil yapisi, hiicrelerin organizasyonu secilmektedir.
Tiibiil epitelinde ¢ok hafif boyanma mevcuttur (ok). Masson-Trikrom.
Objektif 40X. Olgek 50 M ......ovvveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

C. siliqua grubu. Testis kapsiiliiniin boyandig1 izlenmektedir (mavi ok).
Yer yer tiibiil duvarinda yesil boyanmalar gozlense de istatistiksel olarak
anlamli degildir. Tiibiiller normal morfolojidedir (asteriks). Masson-
Trikrom. Objektif 10X. Olgek 100 [M........ovovvervvreeieeeeeeeeeeeeee e

I/R grubu. Tiibiillerin organizasyonu bozulmustur. Neredeyse biitiin tiibiil
duvarlart fibrotiktir (siyah ok). Bazi tiibiillerin tamaminda fibrosiz
mevcuttur (asteriks). Tiibiil duvarlarinda ayrisma mevcuttur (mavi ok).
Masson-Trikrom. Objektif 10X. Olgek 100 WM. .........ovvevreerierrerceererereae.

[/R+C.siliqua grubu. Tiibiil yapilar1 ve organizasyonu hasar grubuna
kiyasla kontrole yakindir. Yer yer dev hiicreler (kirmizi) secilmektedir.
Tiibiil duvarlarinda yesil boyali fibrosiz alanlar1 azdir (siyah ok). Masson-
Trikrom. Objektif 10X. Olgek 100 [M........oevverrrrerieeceeeeeeeeeeeeeeee e

Masson-Trikrom fibrosiz skorlamasi. Anlamh farklihik diizeyi (**)
gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir. (*: p<0.01)...

Kontrol grubunda Kaspaz-3 boyanmasi. Kontrol grubuna ait testislerin bir
kisminda kaspaz-3 boyanmasi izlenmemistir. DAB-Hematoksilen.
Objektif 10X. Olgek 100 LM ......ovvveeeieieeeeieeeeeeeeeeee e

Kontrol grubunda apoptoz. Kontrol grubuna ait testislerin bir kisminda ise
spermatogonyumlarda (ok) hafif kaspaz-3 boyanmasi izlenmektedir.
DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 tm ........cocvoveveveveeeveeereeeneee.

C.siliqua grubunda Kaspaz-3 boyanmas. interstisyel alanda ve tiibiillerde
pozitif boyanma izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X.
O1GEK 100 LM ...

I/R grubunda Kaspaz-3 boyanmasi. I/R grubunda seminer tiibiillerde
(asteriks) giiclii kaspaz-3 boyanmasi izlenmektedir. Ancak interstisyel
alanda (siyah ok) pozitif kaspaz-3 boyamasi gozlenmemistir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 fm........ccoeveveveveeeeeeeeeeeeeennens

I/R grubunda Kaspaz-3 boyanan hiicreler. Leydig hiicreleri (siyah ok) az
sayida testiste pozitif boyanmistir (A): Spermatogonyumlar (kirmizi ok)
kaspaz-3 ile gii¢lii boyanmiglardir (B). DAB-Hematoksilen. Objektif 40X.
O1GEK 50 UM 1.
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Sekil 4.26:

Sekil 4.27:

Sekil 4.28:

Sekil 4.29:

Sekil 4.30:

Sekil 4.31:

Sekil 4.32:

Sekil 4.33:

Sekil 4.34:

Sekil 4.35:

Sekil 4.36:

[/R+C.siliqua grubunda Kaspaz-3 boyanmasi. Interstisyel alanda ve
seminifer tiibiillerde yogun kaspaz-3 boyanmasi izlenmemektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 fm........cooovevevveeeeeeieeeeeeeeeennens 64

[/R+C.siliqua grubunda apoptoz. Spermatogonyumlarda (siyah ok) ve
spermatidlerde (yesil ok) kaspaz-3 boyanmasi izlenmektedir ancak
spermatositlerde (mavi ok) boyanma goriilmemektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 fM........ocovveviveeeeeeeeeeeeeeeeeernens 64

Kaspaz-3 skorlamasi. Anlamh farkliik diizeyi (*) ve (*%)
gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (*:
P<O.05; FH P<O.0L) ettt et e ens 65

Kontrol grubunda HIF-la. Seminifer tiibiillerde spermatogonyumlarda
hafif boyanma izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek

Kontrol grubunda HIF-1a pozitif boyanan hiicreler. Spermatogonyumlar
(siyah ok) ve spermatositler (mavi ok) HIF-1« ile pozitif boyanmaktadir.
Interstisyel alanda pozitif boyanmis hiicreler (yesil ok) izlenmektedir.
DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 tm ..........coovvvevevevereeererererene. 66

C.siliqua grubunda HIF-1a boyanmasi. Spermatogonyumlar (siyah ok) ve
spermatositler (mavi ok) pozitif boyanmaktadir. DAB-Hematoksilen.
Objektif 40X. Olgek 50 LM ......ovvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 67

/R grubunda  HIF-la  boyanmasi. Seminifer  tiibiillerde
spermatogonyumlar (siyah ok) ve spermatositler (mavi ok) pozitif
boyanmustir; ancak interstisyel alanda boyanma gozlenmemektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 fM........ocovveveveeereeeeeeeeeeeeeernens 67

I/R grubunda HIF-1a boyanmasi. Interstisyel alanda (yesil ok) boyanan
hiicrelerin izlendigi 6rnekler mevcuttur. Spermatogonyumlarda (siyah ok)
ve spermatositlerde (mavi ok) boyanma izlenmektedir. Objektifler 40X
OIGEKIET 50 LM ...t ses s aeeeanas 68

[/R+C.siliqua grubunda HIF-1a boyanmasi. Spermatogonyumlar (siyah
ok) ve spermatositler (mavi ok) HIF-la ile pozitif boyanmaktadir.
Interstisyel alanda boyanma izlenmemektedir. ~DAB-Hematoksilen.
Objektif 40X. Olgek 50 UM .....vvvreieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 68

HIF-1a skorlamasi. Gruplar arasi anlamli farklilik saptanmamuigtir.
Degerler medyan ve IQR olarak ifade edilmiStir. .........ccooceeverieniineniencnne 69

Kontrol grubu interstisyel alanda CD68 immiinohistokimyasal boyanma.
Interstisyel alan makrofaj infiltrasyonu agisindan degerlendirildiginde
CD68 pozitif boyanma mevcuttur (ok). DAB-Hematoksilen. Objektif:
A0X. OIEK 50 LN ..ot 70
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Sekil 4.38:
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Sekil 4.40:
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Sekil 4.42:
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Sekil 4.48:

Sekil 4.49:

C. siliqua grubunda CD68 immiinohistokimyasal boyamasi. Interstisyel
alanda pozitif boyanan az sayida hiicre tespit edilmistir. DAB-
Hematoksilen. Objektif: 40X. Olcek 50 tM.......ocooveviveieveeeeeeeeeeeeeeeennens

I/R grubu grubu interstisyel alanda CD68 immiinohistokimyasal boyanma.
Interstisyel alan makrofaj infiltrasyonu agisindan degerlendirildiginde
yogun CD68 pozitif boyanma mevcuttur (ok). DAB-Hematoksilen.
Objektif: 40X. OIgEK 50 [M .....ovvviieeeieeeeieeeeeeee e

[/R+C.siliqua grubu interstisyel alanda CD68 immiinohistokimyasal
boyanma. Interstisyel alanda yer yer pozitif boyanmis hiicreler
secilmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif: 40X. Olgek 50 pm .................

CD68 + Hiicre Saymmi. Anlamhi farklilik diizeyi (**) ve (***)
gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak ifade edilmigtir. (**:
P<0.01, *#%: P<O.00T) ceeeiiiniiiiiiiiieeeeeeee st

Kontrol grubunda SOD. Seminifer tiibiillerde yaygin pozitif boyanma
izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 ym................

Kontrol grubunda SOD. Spermatogonyumlar (siyah ok), spermatositler
(mavi ok) giiglii; spermatidler (yesil ok) hafif olarak SOD ile pozitif
boyanma gostermektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 um

C.siliqua grubunda SOD. Boyanma o6zelligi kontrol grubuyla benzerlik
gostermektedir. Seminifer tiibiiller SOD ile gii¢lii boyanma izlenmektedir.
DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 fm ........cccoovveveveveveeerereenene.

I/R grubunda SOD. Liimen igine dokiilmiis immatiir germ hiicrelerinde ve
interstisyel alanda immiinreaktivite gézlenmektedir. DAB-Hematoksilen.
Objektif 10X. Olgek 100 LM ......covveeeieieeeeeeeeeeeeeeeee e

I/R grubunda SOD. Spermatositlerde (siyah ok) ve liimen i¢ine dokiilmiis
immatiir germ hiicrelerinde (mavi ok) hafif boyanma izlenmektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 fM........oovveveveeereeeeeeeeeeeeeerenens

[/R+C.siliqua grubunda SOD. Seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanda
SOD ile yogun boyanma izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif
10X, OIGEK 100 UM ...

[/R+C.siliqua grubunda SOD. Spermatogonyumlar (siyah ok),
spermatositler (mavi ok) ve spermatidler (yesil ok) pozitif olarak SOD ile
boyanmistir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 pum.....................

SOD skorlamasi. Anlamli farklilik diizeyi (*) ve (**) gosterilmektedir.
Degerler medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01)...

Kontrol grubunda Katalaz. Interstisyel alanda (ok  basi),
spermatogonyumlarda (ok) katalaz ile pozitif boyanma izlenmektedir.
DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 fm ........cocoovveveveveveeerereenene.
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Sekil 4.51:

Sekil 4.52:

Sekil 4.53:

Sekil 4.54:

Sekil 4.55:

Sekil 4.56:

Sekil 4.57:

Sekil 4.58:

Sekil 4.59:

Kontrol grubunda Katalaz. Spermatogonyumlar (siyah ok) ve
spermatositler (mavi ok) Katalaz ile pozitif boyanmaktadirlar.
Spermatidlerde (yesil ok) hafif boyanma izlenmektedir. Interstisyel alanda
(ok basi) katalaz ile immiinreaktivite goriilmektedir. DAB-Hematoksilen.

Objektif 40X. Olgek 50 UM ......vvvereieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e

C. Siliqua grubunda Katalaz. Spermatogonyumlar ve spermatositler
pozitif boyanmaktadir (siyah ok). Olgun spermlerde (kirmizi ok) boyanma

izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 um..........

I[/R grubunda Katalaz. Seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanda
boyanma izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100

I/R grubunda Katalaz. Spermatogonyumlarda hafif boyanma

izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 ym.................

[/R+C.siliqua grubunda Katalaz. Interstisyel alanda (mavi ok) ve
spermatogonyumlarda (siyah ok) gii¢lii boyanma izlenmektedir. Nadir
sayida gozlenen dev hiicrelerde (yesil ok) boyanma izlenmemistir. DAB-

Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 fm........c.coovvvieeeeeeeereeeeeerereene,

[/R+C.siliqua grubunda Katalaz. Sertoli hiicrelerinde (siyah ok) ve
spermatositlerde  (kirmiz1 ok)  boyanma = gdzlenmemektedir.
Spermatogonyumlar (mavi ok) ve spermatidler (yesil ok) katalaz ile giiglii
boyanmaktadirlar. Dev hiicrede (sar1 ok), hafif immiinreaktivite
izlenmektedir. Interstisyel alanda da boyanma gériilmektedir. DAB-

Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 fM........ocooovevveveeeeeeeeeeeeeeeereene,

Katalaz skorlamasi. Anlamli farklilik diizeyi (*) goOsterilmektedir.

Degerler medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (*: p<0.05) ......c.ccvennee.

Kontrol grubunda spermatogonyum ve sperm basinin TEM goriintiisii.
Bazal membran iizerine oturmus spermatogonyum hiicresi (Sg) ve sperm
bast (kirmizi ok) izlenmektedir (A). Iki spermatogonyum hiicresi ve
aralarindaki baglanti kompleksleri (ok) goriilmektedir (B). Biiylitme

Kontrol grubunda Sertoli hiicresi ve normal yapili mitokondri. Mitokondri
(m) ve hiicreler aras1 baglanti kompleksleri goriilmektedir (A). Sertoli
hiicresinin bazal membrana yakin konumlanmis biiyiik ¢ekirdegi (S) ve

normal yapida mitokondri (m) izlenmektedir. Biiylitme 10000X.................

Kontrol grubunda spermatogenik seri hiicreleri. Spermatid c¢ekirdegi
etrafinda birikmeye baslayan akrozom (kirmizi ok), gelismekte olan sperm
boynunu ¢evreleyen mitokondriyonlar (siyah ok) ve sperm basi (ok basi)
izlenmektedir (A ve B). Yuvarlak biiyiik ¢ekirdekli ve spermatogenik

serinin en bilylik hiicrelerinden spermatosit (Ss) goriilmektedir (B).
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Sekil 4.60:

Sekil 4.61:

Sekil 4.62:

Sekil 4.63:

Sekil 4.64:

Sekil 4.65:

Sekil 4.66:

Sekil 4.67:

Sekil 4.68:
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BUYGINE 7500X .. veeeoeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseeesseseeseseseeeessseeseseseeeeseseeseseseens

Kontrol grubunda spermatosit ve spermatidler. Normal morfolojide bir
spermatosit (Ss) ve sperm hiicre baslar1 (kirmiz1 ok) izlenmektedir (A).
Kep fazina girmis, ¢ekirdek etrafinda akrozomal graniillerin (ok)
birikmeye bagladigi spermatid hiicreleri goriilmektedir (asteriks) (B).
Biiyiitmeler A:7500X B:3000X........cccoiiiiiieiieiieeieerie ettt

Kontrol ve C.siliqua gruplarinda Leydig hiicreleri. Kontrol grubunun
interstisyel alaninda goriilen normal morfolojide Leydig hiicresi (ok) ve
damar yapisi (asteriks) goriilmektedir (A). C. siliqua grubuna ait goriintiide
kontrol grubu ile benzer morfolojiye sahip Leydig hiicreleri izlenmektedir
(B). Biiytitmeler A:3000X B:4000X .......cccoieriieiiienieeiienieeieeeee e

C.siliqua grubunda spermatogenik seri hiicreleri. Spermatogonyumlar
(Sg), spermatositler (Ss) ve sperm baglar1 (dikddrtgen) izlenmektedir.
Blyltme:4000X .....coooiiiiiieiiie ettt sttt e et e st e e e e sbee e

C.siliqua grubunda elonge spermatid ve liimene birakilan spermatozoa.
Cekirdek etrafinda akrozom yapisinin olugmakta oldugu elonge
spermatidler (ok) ve Sertoli hiicresine ait mitokondri izlenmektedir (A).
Seminifer tliblil liimenine birakilan spermatozoa goriilmektedir (B).
Biiytlitme A:7500X B:4000X ...ttt

C.siliqua grubunda kep fazi. Cekirdegin etrafinda akrozomun birikmeye
bagladigi kep fazma giren spermatidler izlenmektedir (ok)
BlylTtme:4000X ......oooiiiiiieeiee ettt ettt e et e e e e

C. siliqua grubunda spermatogenik seri hiicreleri ve gelismekte olan
sperm. Spermatogonyum (Sg) ve spermatosit (Ss) hiicreleri izlenmektedir
(A). Sperm boynunda mitokondri (ok) ve kep fazina girmis spermatidler
(St) goriilmektedir (B). Biiylitmeler A:5000X B: 4000X.........ccccceeverirenennne.

I/R grubunda dev hiicrelerin TEM gériintiisii. Multiniikleer dev hiicrelerle
0zellik kazanan hasar izlenmektedir (asteriks). Kep fazina benzer ¢ekirdek
etrafinda akrozomal graniil birikimi goriilmektedir (B). Biiyiitme: 4000X ...

I/R grubunda dev hiicre ve 6demli hiicre. iki ¢ekirdekli dev hiicre (ok) ve
O6demli biiyiik hiicre (asteriks) izlenmektedir. Biiylitme: 4000X....................

Sertoli hiicresinde vakuol ve 6demli hiicreler. Apoptotik hiicre (ok) ve
Sertoli hiicresinde vakuolize goriiniim (dikddrtgen) izlenmektedir (A).
Spermatogenik seri hiicrelerde 6dem (asteriks) ve hiicreler aras1 6dem
(siyah ok) goriilmektedir (B). Biiylitme: 3000X .........cceeveievieniieniienieeieenne

I/R grubunda apoptoz. Apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir. Apoptotik
bleblerin olusmaya basladig1 goriilmektedir (A). Kromatoliz (ok) ve 6dem
izlenmektedir (B). Biiytlitme A:7500X B: 4000X........cccceevievienrienienieeieene

Xix



Sekil 4.70:

Sekil 4.71:

Sekil 4.72:

Sekil 4.73:

Sekil 4.74:

Sekil 4.75:

Sekil 4.76:

Sekil 4.77:

Sekil 4.78:

Sekil 4.79:

Sekil 4.80:

Sekil 4.81:

Sekil 4.82:

I/R grubunda vakuolizasyon. Kromatini diizgiin kondanse olmamus,
vakuolize sperm hiicresi izlenmektedir (A). Vakuolize sitoplazmali,
hasarli hiicreler goriilmektedir (B). Biiyiitme: A:6000X B:7500X................ 95

I/R grubunun TEM goriintiisii. Kromatin kondansasyonu hasarli hiicreler
(asteriks), apoptotik hiicreler (siyah ok) izlenmektedir (A): Hiicrelerin
sitoplazmasinda 6dem goriiniimii ve apoptotik hiicreler (ok) yaygin
izlenmektedir (B). Bliyltitme:5000X ........ccccieiiieiiinieeiieeie e 96

I/R grubunda mitokondri TEM gériintiisii. Mitokondri kristalarinda
silinme olusan Sertoli hiicreleri izlenmektedir (ok) Biiyiitme A:20000X
BiO000X ...ttt et sttt 97

I/R grubunda makrofaj. Interstisyal alanda makrofaj (ok) izlenmektedir.
Bliyltme: 6000X ......ccuiiiiiiiiiie ettt et e e 98

I/R grubunda Leydig hiicresi TEM goriintiisii. Vakuolize Leydig hiicresi
(Le) ve interstisyel alanda fibrin yapisi (ok) izlenmektedir.
BlylTtme:S000X ......oooiiiiiieeiee ettt ettt e et e st e e e sbee e 98

[/R+C.siliqua grubunda spermatogenik seri hiicreleri. Kontrol grubuna
benzer yap1 Ozelliklerine sahip spermatogonyumlar (Sg), spermatositler
(Ss) ve spermatidler (St) izlenmektedir. Biiylitme:2500X ..........ccccvevvrennennee. 99

[/R+C.siliqua grubunda spermatidlerin TEM gériintiisii. Elonge spermatid
(ok) goriilmektedir (A). Spermatid ¢ekirdeklerinin etrafinda akrozom (ok)
olusmaya baslamistir (B). Biiytitme: 4000X .........cccoevviiiiieiiiieienieeeeeiens 100

[/R+C.siliqua grubunda spermlerin TEM goriintiisii. Sperm kuyruklart
olusmaya baslamistir (dikdortgen) ve sperm baslar1 izlenmektedir (ok).
Biiyiitmeler A:6000X B:4000X.........ccccooiiiiiienieeiieeieeiteere e 101

[/R+C.siliqua grubunda sperm bas ve kuyruk yapilari. Sperm baslari
(dikdortgen) ve sperm kuyruklari (ok) izlenmektedir. Biiylitme: 4000X..... 102

[/R+C.siliqua grubuna ait mitokondri TEM gbriintiisii. Mitokondri kristasi
secilmektedir (ok). Yer yer kristada silinmeler izlenen hasarli mitokondri
de bulunmaktadir (dikdortgen). Biiyiitme:15000X .........ccoevvievieniienieninnns 102

[/R+C.siliqua grubuna ait Leydig hiicrelerinin TEM gériintiisii. Normal
morfolojiye sahip Leydig hiicresi (Lc) izlenmektedir. Bilylitme:4000X ..... 103

Gruplar aras1 GSH seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamli farklilik diizeyi
(*) ve (***) olarak gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak
verilmigtir. (*: p<0.05; ***: p<0.001) ..cceiiiiiiiiieieeieeieceee e 104

Gruplar arasi MDA seviyelerinin karsilagtirilmasi. Anlamli farklilik
diizeyi (***) olarak gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak
verilmigtir. (¥**: p<0.001) coeoieiieiieieee e 105

XX



Sekil 4.83:

Sekil 4.84:

Sekil 4.85:

Sekil 4.86:

Sekil 4.87:

Sekil 4.88:

Gruplar aras1 ROS seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamli farklilik diizeyi
(*) ve (***) olarak gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak
verilmigtir. (*: p<0.05; ***: p<0.001) ..cceiiiriiiiieieeieeieeeeeee e 106

Gruplar arast AOPP seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamli farklilik
saptanmamuistir. Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir....................... 107

Gruplar arast FRAP seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamli farklilik
diizeyi (*), (**) ve (***) olarak gosterilmektedir. Degerler ortalama ve SD
olarak verilmistir. (*: p<0.05; **:p<0.01; ***: p<0.001) ...ceevcvvrcrirrrennnns 108

Gruplar arasi serum testosteron diizeylerinin karsilastirilmasi. Anlaml
farklilik saptanmamustir. Degerler ortalama ve SD olarak verilmistir. ........ 109

Gruplar arasi serum Inhibin-B diizeylerinin karsilastirilmasi. Anlaml
farklilik diizeyi (*) ve (**) olarak gosterilmektedir. Degerler ortalama ve
SD olarak verilmigtir. (*: p<0.05; **: p<0.01)....ccovieriieiieieeiieieeieeee, 110

Gruplar aras1 serum AMH diizeylerinin karsilastirilmasi. Anlamli farklilik
saptanmamistir. Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir....................... 111

xxi



OZET

DENEYSEL TESTiS TORSiYONU MODELINE CERATONIA SILIQUA
ETKISININ ISIK VE ELEKTRON MiKROSKOBU DUZEYINDE
ARASTIRILMASI

Testis torsiyonu genellikle adolesanlarda ortaya cikan, testikiiler fonksiyon kaybi ile
sonuglanabilen bir {irolojik acildir. Cerrahi miidahaleyle detorsiyone edilen testislerde
reperfiizyona bagli hasar ortaya ¢ikabilmektedir. Torsiyon sirasinda arteriyel kan akiminin
bozulmasi sonucu iskemik hasar olusurken; detorsiyondan sonra reperfiizyon saglanir ancak
artan serbest oksijen radikalleri dokuda oksidatif hasar olusturur. C.siligua nin cesitli
infertilite modeli uygulanan sicanlarda sperm sayisinda artisa, hormonal parametrelerde
diizelmeye neden oldugu, oksidatif stresi azalttigi bilinmektedir. Calismamizin amaci
C.siliqgua destek tedavisinin iskemi/reperfiizyon hasarina karst koruyucu etkisini

arastirmaktir.

8 haftalik Wistar albino siganlar kontrol (n=7), C.siliqua enjeksiyonu yapilan grup
(n=7), testis torsiyon/detorsiyon modeli ile hasar olusturulan grup (n=7) ve hasar1 sonrasi
1 hafta intraperitoneal C.siliqua enjeksiyonu uygulanan grup (n=7) olarak 4 gruba
ayrilmustir. 1 hafta sonra sakrifiye edilen hayvanlarin testisleri 151k mikroskobik, gecirimli
elektron mikroskobik incelemeler i¢in takip edilmis ve biyokimyasal incelemelerde
kullanilmigtir. Morfolojik inceleme i¢in Hematoksilen-Eozin ve Masson-Trikrom
boyamalar1 yapilip Johnsen skoru yapilmistir. immiinohistokimyasal yéntemle CD6S,
kaspaz-3, HIF-1a, SOD ve Katalaz antikorlar1 ile isaretlenip, semikantitatif ve kantitatif
yontemlerle degerlendirilmistir. TEM ile ultrastriiktiirel inceleme yapilmistir. Dokuda GSH,
MDA, ROS, AOPP ve FRAP ol¢iilmiis; serum orneklerinde ELISA yontemiyle testosteron,
AMH ve inhibin-B diizeyleri belirlenmistir.

Isik mikroskobu ile histopatolojik degerlendirmede I/R grubunda izlenen apoptotik,
nekrotik degisikliklerin I/R+C.siliqua grubunda daha az oldugu goriildii. I/R+C.siliqua
grubunun morfolojisinin I/R grubuna gére daha iyi korundugu bulundu (p<0.0001). I/R
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grubundaki apoptoz, C.siliqgua tedavisi alan gruptan daha fazlaydi (p= 0.0390). Antioksidan
enzimlerden SOD ve Katalazin immiinohistokimya boyamalarinda I/R grubunda diisiik
bulunan ekspresyon seviyelerinin tedavi alan grupta daha yiiksek oldugu saptandi
(p=0.0385, p=0.0490). Ultrastriiktiirel olarak I/R grubunda mitokondri kristalarmnin silindigi,
hiicreler aras1 6dem ve hiicrelerde vakuolizasyon oldugu, interstisyel alanda makrofaj,
eritrosit varlig1 izlendi ve Leydig hiicre hasar1 goriildii. I/R+C.siliqua grubunda mitokondri
kristalariin korundugu, genel yapinin ve Leydig hiicre yapisinin kontrole yakin oldugu
izlendi. Biyokimyasal incelemede I/R grubuna kiyasla I/R+C.siliqua grubunda GSH ve
FRAP seviyeleri anlamli olarak yiiksekti (p=0.0254, p<0.0001), ROS seviyeleri diistiktii
(p=0.0463). Serum inhibin-B seviyeleri I/R grubunda kontrole gére azd1 (p=0.0018); ancak
tedavi ile anlamli fark saptanmadi (p=0.8288).

C.siliqua 1/R kaynakli yapisal ve ince yapisal hasari azaltmistir. Apoptoz C.siliqua
tedavisinden sonra daha az gdzlenmis; oksidatif stresi gosteren belirteclerden SOD, Katalaz,
GSH, FRAP’ta fark izlenmistir. C.siligua nin testosteron ve diger hormonlar tizerine etkisi
saptanmamustir ancak Leydig hiicre hasarinda tedavi ve hasar grubu arasinda fark ince
yapisal olarak goriilmiistiir. C.siliqgua nin igerigindeki flavonoidler ve polifenollerin tedavi
edici etkisi gelecekteki c¢aligmalarin konusu olarak diisiiniilebilir. C.siligua nin sigan
modelinde iskemi/reperfiizyon hasarina karsi etkin oldugu bulunmus, insanda ileri

calismalarin denenebilecegi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, C. siliqua, Oksidatif stres, Reperfiizyon hasari,

Spermatogenik seri hiicreler, Testis torsiyonu, Testis.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CERATONIA SILIQUA ON THE
EXPERIMENTAL TESTICULAR TORSION MODEL BY LIGHT AND
ELECTRON MICROSCOPY

Testicular torsion is a urological emergency that usually occurs in adolescents and has the
risk of resulting in loss of testicular function. Damage due to reperfusion may occur in
testicles detorsioned by surgical intervention. While ischemia-induced damage occurs as a
result of disruption of arterial blood flow during twisting; reperfusion was achieved after
detorsion, but increased free oxygen radicals cause oxidative damage to the tissue. It has
been reported that C.siliqua causes an increase in sperm parameters, improve hormone levels
and decrease oxidative stress in infertility models of rat. The aim of our study is to investigate
the protective effect of C.siliqua against ischemia/reperfusion (I/R) injury. 8-week-old
Wistar albino rats were divided into four groups as follows: control (n=7), group injected
with C. siliqua only (n=7), group damaged by testicular torsion/detorsion model (n=7) and
group that received IP C.siliqua injection for a week after T/D model(n=7). Animals were
sacrificed after 1 week and their testes were followed for light microscope, transmission
electron microscope and used for biochemical examinations. Hematoxylin-Eosin and
Masson-Trichrome stainings were performed, and morphological examination and Johnsen
score were performed. Immunohistochemically Caspase-3, HIF-1a, CD68, SOD and
Catalase antibodies were marked and evaluated semiquantitatively and quantitatively.
Ultrastructural evaluations were made with TEM. For biochemical examinations, GSH,
MDA, ROS, AOPP and FRAP were examined in the tissue; testosterone, AMH and inhibin-
B levels were determined in serum samples by ELISA method. In histopathological
evaluation by light microscopy, apoptotic and necrotic changes observed in the I/R group
were observed to be less in the I/R+C.siliqua group. It was found that the morphology of the
I/R+C.siliqua group was better preserved than the I/R group (p<0.0001). Apoptosis in the
I/R group was higher than in the group receiving C.siliqua treatment (p = 0.0390). ). In
immunohistochemistry staining of antioxidant enzymes SOD and Catalase, it was
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determined that the expression levels, which were low in the I/R group, were higher in the
treatment group (p = 0.0385, p = 0.0490, respectively). Ultrastructurally, in the I/R group,
mitochondrial crista were erased, intercellular edema and vacuolization were observed, the
presence of macrophages and erythrocytes in the interstitial area was observed, and Leydig
cell damage was seen. It was noticed that in the I/R+C.siliqua group, mitochondrial cristae
were preserved and the general structure and Leydig cell structure were close to the control
In biochemical examination, GSH and FRAP levels were significantly higher in the
I/R+C.siliqua group compared to the I/R group (p=0.0254, p<0.0001, respectively) and ROS
levels were lower (p=0.0463). Serum inhibin-B levels were lower in the I/R group compared
to the control (p = 0.0018); however, no significant difference was detected with treatment
(p =0.8288). C.siliqua reduced I/R-induced structural and ultrastructural damage. Apoptosis
was observed less after C.siliqua treatment; differences were observed in SOD, Catalase,
GSH and FRAP, which are markers indicating oxidative stress. The effect of C.siliqua on
testosterone and other hormones was not determined but Leydig cell damage difference was
seen ultrastructurally between I/R and I/R+C.siliqua groups. The therapeutic effects of
flavonoids and polyphenols contained in C.siliqua can be considered as the subject of future
studies. It was found that C.siliqua was effective against I/R injury in the rat model, and it

was concluded that further studies could be tried in humans.

Key Words: Apoptosis, C.siligua, Oxidative stress, Reperfusion injury, Spermatogenic

series cells, Testicular torsion, Testis.
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1. GIRIS ve AMAC

Agr1 ve ddem belirtileriyle ortaya ¢ikan bir {irolojik acil olan testis torsiyonu,
spermatik kordun kendi etrafinda donmesi sonucunda testisin kanlanmasinin bozuldugu; ge¢
kalindig1 durumlarda testikiiler fonksiyonun kaybiyla sonuglanan bdylelikle hastalarin

infertilite ile kars1 karsiya kalabilecegi bir patolojidir (3, 4).

Testis torsiyonu her yas grubunda goriilebilmektedir. Erken ¢ocukluk ve ergenlik
doneminde insidans daha yliksektir. Goriilme sikligi, 18 yasindan kiiciik 100.000 erkekte
yaklagik 3.8°dir (5, 6). Torsiyon sonucu bozulan kan akimi nedeniyle testiste iskemik hasar
olusurken, reperfiizyon ile hasarin siddeti daha da artar (5, 7). Yapilan ¢alismalarda iskemi-
reperflizyon hasari sonrasi seminifer tiiblil epitelinde germ hiicre kaybi1 ve epitel
biitiinliiglinde bozulma oldugu bildirilmistir (4, 5). Testis hasarinin derecesi, spermatik
kordun rotasyon derecesi ve siiresiyle iligkilidir (5, 8). Bu nedenle, testis torsiyonu sebebiyle
gerceklesen basvurularda acil cerrahi miidahale ¢ok onemlidir. Semptomlarin baslamasini
takip eden ilk 6 saat i¢inde cerrahi islem uygulanan hastalarin %90-100’{inilin testisleri
kurtarilabilir (8). Torsiyonun derecesine bagli olarak, 6-12 saat i¢inde tedavi edilen
olgularda %20-50, 12-24 saat i¢inde tedavi edilen olgularda ise %0-10 oraninda testisler
kurtarilabilir (3). Ancak basarili bir cerrahi miidahaleye ragmen hastalarin %40-60’1nda

testis atrofisi ve infertilite ilerleyen yillarda gozlenmektedir (9).

Testiste detorsiyon ile reoksijenasyonun saglanmasi hayati 6nem tasir; fakat kan
akiminin yeniden saglanmasi reoksijenasyon hasarina yol acar. Ortamdaki reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) artis1 ve notrofil aktivasyonu ile karakterize inflamatuar yanit bu hasardan
sorumludur. Testisler yogun ¢oklu doymamis yag asidi i¢eriklerinden dolay1 ROS’a oldukca
duyarlhidir. ROS sperm {iretimini ve kalitesini diisiiriir; protein denatiirasyonu, lipid
peroksidasyonu, endotel ve DNA hasar1 gibi zararlara sebep olur. Testis detorsiyonu sonucu
erkek lireme sistemi ilizerinde meydana gelen hasari en aza indirmek i¢in hipotermi
uygulamasi, tunika albuginea insizyonu, kimyasal ilaglar ve bitki ekstraktlari, PRP gibi farkli
yaklagimlarin denendigi bir¢cok calisma yapilmistir (6). Giintimiizde, klinikte kullanilmak
tizere rutin bir medikal tedavi i¢in heniiz fikir birligi saglanamamistir ve bu nedenle uygun

bir ajana hala ihtiya¢ vardir (6, 10).



Ceratonia siliqua (Kegiboynuzu, Fabaceae) Akdeniz tilkelerinde yetistirilen, yaprak
dokmeyen bir agactir (10). Flavonoidler, polifenoller gibi yiliksek miktarda antioksidan
bilesiklere ve giiglii bir radikal stipiiriicii aktiviteye sahiptir (11). Ayrica anti-bakteriyel, anti-
diyabetik, kanser Onleyici etkileri bulunmaktadir. Ceratonia siliqua; busulfan kemoterapisi
kaynakli infertil farelerde sperm kalitesi, biyokimyasal parametreler, germinal epitel
kalinlig1 ve testosteron seviyelerinde iyilesme saglamistir (10). Doksurubisin verilen
sicanlarda yapilan bir ¢calismada, Ceratonia siliqua verilen grupta testis agirligi, Leydig
hiicre sayisi, spermatogonyum, spermatosit, spermatid, testosteron seviyelerinde anlaml1 bir
yiikselme oldugu gosterilmistir. Bu durumun Ceratonia siliqua’nin antioksidan ve
antiapoptotik Ozelliginden kaynaklandig1 hipotezi olusturulmustur (12). Daha Once
kemoterapotiklerin sebep oldugu hasara karsi etkinligi gosterilmis olan Ceratonia
siligua’nin testis torsiyonunun patogenezindeki asamalarin bir¢oguna etki edecegini ve

iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarmni azaltacagini diisiiniilebilir ve arastirilmasi gerekmektedir.
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Sekil 1.1:  Iskemi/Reperfiizyon hasar1 ve C.siligua’mn beklenen etkisi. I/R hasarmn fizyopatolojisi
sematize edilmistir. C.siligua’min anti-apoptotik, anti-oksidan etkileri olabilecegi,
vazodilatasyona sebep olabilecegi ve hormon parametrelerinde de testis fonksiyonu
iizerindeki koruyucu etkisiyle iyilesme saglayabilecegi diisiiniilmiistiir.



Bu caligmanin amaci; insanlarda geng erigkinlerde goriilen testis torsiyonuna benzer
sekilde geng eriskin siganlarda literatiirdeki standart yontemle testis torsiyonu olusturularak
detorsiyon Oncesi verilen Ceratonia siliqua ekstresinin testis hasarin1 engelleyici etkisini
aragtirmaktir. Testis torsiyonunun tedavisi olan acil cerrahi miidahaleye ek olarak yeni bir
medikal ajanin klinik kullanim i¢in alternatif olarak belirlenmesinin, cerrahiye zaman
kazandirmak ve ge¢ kaliman durumlarda olas1 geri doniisii olmayan etkileri geciktirmek
acisindan 6nemi bulunmaktadir. Rutinde kolay uygulanabilecek ve rahat erisilebilecek,
maliyeti uygun bir tedavi eki segeneginin klinige ve literatiire kazandirilmasi

amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TESTIiS ANATOMISI

Uzunlugu 3-5 cm, genisligi 2-3 cm olan testisler skrotumda yerlesim gdsteren erkek
iireme organidir. En dista tunika vajinalisin visseral yapragi, ortada kollajen ve diiz kas
iceren tunika albuginea ve igte de vaskiiler yapilardan zengin tunika vaskiiloza olmak iizere
3 tabaka ile sarilidir (13). Testisi ¢evreleyen peritoneal bir kese olan tunika vajinalisin
pariyetal ve visseral olmak iizere iki tabakas1 bulunur. Bu tabakalar arasinda bir miktar ser6z
yapida s1vi mevcuttur. Sperm ve testosteron iliretiminde gorevli olan testisler spermatik kord
ile skrotumda asilidir (14). Testisler, alt uglarindan da gubernakulum kalintis1 olan skrotal

ligament ile sabitlestirilmistir. Sol testis, sag testise kiyasla daha asag1 yerlesimlidir (13).

Testisin beslenmesinde gdrev alan sag ve sol testikiiler arterler; abdominal aortanin
anterolateralinden, renal arterlerin altindan ¢ikar. Ureterleri ve dis iliak arteri gecerek derin
inguinal halkadan girerler. Yiizeyel inguinal halkadan ¢iktiktan sonra testislere spermatik
kord iginde ulasirlar. Testikiiler arter viicutta en diisiik basinca sahip arterlerden biridir (14).
Testikiiler arter testis kan akimimnin yaklagik 2/3’{inli saglamaktadir. Testis orta poliiniin
posteriorunda testise girer ve alt polde deferansiyel ve kremasterik arterlerle; {ist polde ise
deferensiyel arterle anastomoz yapar. Testis kan akimimin 1/6’sin1 karsilayan kremasterik
arter eksternal iliak arterin bir dali olan inferior epigastrik arterden ¢ikar. Esas olarak tunika
vajinalisin beslenmesinden sorumludur. Deferensiyel arter, internal iliak arterin bir dali olan
inferior vezikal arterden koken alir. Testis diginda esas olarak vas deferens ve epididimisin

arteriyel beslenmesinde gorev alir (15).

Testis ve epididimisten ¢ikan vendz damarlar, ag yapisi olustururlar. 8-12 damardan
olusan bu ag pampiniform vendz pleksus adini almaktadir. Bu venoz pleksus testikiiler
arterin de etrafin1 sarmaktadir. Damar yapilarinin bu sekilde konumlanmasi testisin
termoregiilasyonuna katki saglamaktadir. Pampiniform pleksus, spermatik kord icinde
inguinal kanaldan gecerek abdomene ¢ikar. Abdomende sag ve sol testikiiler venleri
olusturur. Sag ve sol tarafli testislerin vendz drenajinda farklilik bulunmaktadir. Sag testisten
pampiniform pleksusla toplanan vendz kan sag testikiiler vene drene olur. Sag testikiiler ven

de inferior vena cavaya dokiilmektedir. Sol testiste ise vendz kan sol renal vene agilan sol
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testikiiler vene drene olmaktadir (14). Kremasterik ven, deferensiyel ven ve gubernakular

ven de testis vendz drenajina katkida bulunan venlerdendir (16).

Testisin lenfatik drenaji1 sag ve sol lomber ile preaortik lenf diiglimlerine yaklagik

olarak LI-LII seviyesinde gergeklesmektedir (17).

Testikiiler arter etrafinda bulunan testtikiiler pleksus T10-T11 segmentinden
sempatetik lifleri, visseral afferent lifleri ve vagal parasempatetik lifleri icermektedir (14).
Bu lifler testikiiler arteri takip ederek testise ulasirlar. Torasik ve splanknik sinirlerin ¢iktig
T5-T12 seviyesi agr1 iletimiyle ilgili spinal kord seviyesidir. Genitofemoral sinirin genital
dali kremaster kasini innerve eder. Ilioinguinal sinir ise penis kokiiniin derisi ile skrotum iist

kismini innerve eder (18).

2.2. TESTIS HIiSTOLOJiSi

Viicudun disinda yer alan skrotum icerisinde bulunan oval sekilli bir organ olan
testis, tunika albuginea adi verilen kalin bag dokusundan bir kapsiiller ¢evrilidir (1, 19).
Testisler anterior abdominal duvarin devamliliginda skrotum igine uzanan muskulofasiyel
kesenin ucunda asili olarak bulunur. Spermatik kord ile abdominal duvara bagh bulunan
testisler skrotal ligamentler de skrotuma baglanmislardir (1). Testisi ¢cevreleyen kapsiil, testis
arka yiiziinden kalinlasarak mediastinum testisi olusturur. Kan damarlari, lenf damarlar1 ve
genital bosaltim kanallar1 testis igine giris-¢ikislarini mediastinumdan gergeklestirir.
Kapsiilden testis i¢ine dogru giren bag dokusu uzantilari septum adini alir ve testisi 250-300
adet lobiillere ayirir (20). Her lobiil sayilar1 1-4 arasi olan seminifer tiibiillerden ve tiibiillerin
arasinda interstisyum adini verdigimiz bag dokusu yapisindaki stromada bulunan Leydig

hiicrelerinden olusur (19).

34°C sperm iiretimi i¢in gerekli olan sicakliktir. Bu sicakligin skrotumda korunmasi
icin c¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. Testisin kanlanmasini saglayan abdominal
aortanin bir dali olan testikiiler arter, testisten toplanan kani igeren pampiniform venoz
pleksusla cevrelenmistir. Kan damarlarinin anatomik olarak bu sekilde diizenlenmesi
karsilikli 1s1 degisimine olanak verir; vendz pleksus arterdeki daha sicak kanin testise
girmeden sogutulmasini saglar. Skrotumdan terleme ile de 1s1 kayb1 gerceklesir. Spermatik
kordda bulunan, lifleri internal oblik kastan kaynaklanan kremaster kaslarinin kasilmasiyla
testisler viicuda yaklastirilir; gevsemesiyle de testisler viicuttan uzaklastirilir. Sicaklik
diistiiglinde de skrotumdaki ince diiz kas yapragi olan dartos kasi kontraksiyona ugrar. Bu

mekanizmalar da testis sicaklik kontrolii i¢in 6nemlidir (1, 19).
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Sekil 2.1: Testis Anatomisi. Testisin sagittal kesitinin sematik gosteriminde genital kanal sistemleri
goriilebilmektedir (1).

2.2.1. Seminifer Tiibiiller

Testisler giinde ortalama 2x10® sayida sperm iireten sayilar1 250-1000 arasinda
degisiklik gdsteren seminifer tiibiillerden olugmaktadir. Seminifer tiibiil ¢ap1 yaklasik 150-
250 pum, uzunlugu ise 20-70 cm arasinda degiskenlik gostermektedir. Bir testisteki tiibiilleri
uc uca ekledigimizde yaklasik uzunlugu 250 metredir (19). Seminifer tiibiillerin uglari
mediastinuma yakindir. Bu kisimda tiibiiller kisa ve diiz oldugundan diiz tiibiil adin1 alir.
Mediastinum i¢inde bulunan rete testise ile devam eder. Rete testis de duktuli efferentes ve

epididimise iiretilen spermlerin gecisi i¢in baglanti saglar (1, 19).

Seminifer tiibiil epiteli O6zellesmis cok katli epiteldir; germinal epitel olarak
adlandirilir. Tunika propriya adi verilen peritiibiiler doku tabakasinda 3-5 sira halinde
bulunan miyoid hiicreler ve kollajen fibriller bulunur. Miyoid hiicreler bol miktarda aktin
filament icermeleri sebebiyle diiz kas benzeri 6zellik gosterirler. Bu hiicrelerin ritmik
kasilmalariyla olusan peristaltik dalgalar, iiretilen spermatozoa ile testikiiler sivinin

seminifer tiibiillerden bosaltim kanallarina iletimini saglar (21). Yaslilarda tunika propriya



tabakas1 kalinlagir, sperm tiretim hiz1 diiger ve seminifer tiibiil boyutlarinda azalma meydana

gelir (1).
Germinal epiteli olusturan iki tip hiicre bulunmaktadir.

1. Sertoli hiicreleri: Biiyiik ve boliinmeyen hiicrelerdir. Gelismekte olan sperm oncii
hiicrelerine mekanik ve metabolik destek saglarlar.

2. Spermatogenik seri hiicreleri: Yaklagik 10 hafta siiren dongiide dnciil hiicrelerden
olgun sperm hiicreleri olusur. Kok hiicrelerin mitoz ve mayoz boliinmelerinin
gerceklestigi  spermatogenez asamasi ve spermatidlerin olgun spermlere
farklilagmas1 olan spermiyogenez ad1 verilen iki asama sonucunda haploid erkek

germ hiicresi olusmus olur (19).

2.2.2. Spermatogenez

Spermatogonyumdan sperm gelisimine spermatogenez adi verilir. Ug faz altinda

incelenebilir.

2.2.2.1. Spermatogonyal faz

Kok hiicrelerin boliindiigii fazdir. Hiicreler mitoz bdliinerek hem kendi yerlerine
gececek olan hem de sperm {iretimi i¢in diger fazlara devam edecek olan hiicreleri olusturur
(1). Progenitor hiicre olan spermatogonyumlarin boliinmesi ile spermatogenez baslar.
Spermatogonyumlar kii¢iik ve yuvarlak hiicrelerdir. Bazal membranin iistiinde yer alirlar.
Sertoli hiicreleri ile yakin iligki halindedirler. Spermatogonyum seklindeki ve boyanma
ozelliklerindeki farkliliklar araciligiyla farkli evrelerdeki spermatogonyumlar tanimlanir
(19). Tip A koyu spermatogonyumlar kok hiicre 6zelligi gosterirler. Yogun bazofilik, oval
niikleuslu hiicrelerdir. Mitoz bdliinme sonrasinda kendileri gibi kok hiicre kalacak olan
hiicreleri veya tip A agik spermatogonyumlar: {retirler. Tip A a¢ik spermatogonyumlar
sperm Uretimini baslatacak olan hiicrelerdir. Arka arkaya gecirdikleri mitoz boliinmeyle
sayilarimi arttirip Tip B spermatogonyumlara farklilagirlar. Tip B spermatogonyumlar

kromatini yogunlagmis, yuvarlak c¢ekirdekli hiicrelerdir (1).

2.2.2.2. Spermatosit fazi

Tip B spermatogonyumlar bir mitoz boliinme gegirir ve biiyliyerek Okromatik
cekirdekli primer spermatositleri olusturacak olan iki hiicreyi meydana getirir. Primer
spermatositler spermatogenik seri hiicreleri arasinda en biiylik olanlardir (1, 19). Spermatosit
fazinda mayoz boliinmeyle primer spermatositlerden spermatidler olusacak, kromozom

say1s1 ve DNA miktar1 azalacaktir.



Primer spermatosit mayoz bdliinmeye girmeden 6nce DNA’sin1 replike eder. Bunun
sonucunda normal sayida kromozom (2n) ve iki kati miktarda DNA (4d) bulundururlar.
Mayoz I sonunda kromozom sayist ve DNA miktar1 yariya disiiriiliir (n/2d); sekonder
spermatositler iiretilir. Mayoz II sonunda ise haploid (1n) sayida kromozom igeren ve her

kromozomda tek kromatid (1d) olan spermatidler olusmus olur (1).

Mayoz I sirasinda dort kromatidden olusan ve tetrad olarak adlandirilan homolog
kromozomlar arasinda crossing-over adi verilen genetik materyal degisimi olur. Genetik
cesitliligin saglanmasinda dnemli bir basamaktir. Spermatositlerden iiretilen dort spermatid
de birbirinden farkli genetik materyal igerir. Homolog kromozomlarin ayrilarak hiicrenin
farkli kutuplarina hareket etmesi de rastgele gergeklesir. Bu diizen de genetik cesitlilige katki
saglayan bir bagka etmendir (1).

Birinci mayotik boliinme sonu olusan sekonder spermatositler interfazda kisa siire
kalip hizlica ikinci mayoz boliinmeye girdiklerinden testis preparatlarinda goriilmeleri
zordur. Mayoz II’nin tamamlanmasi ile haploid hiicreler olan spermatidler meydana gelir
(19). Yuvarlak ve agik renkli ¢ekirdekleriyle erken spermatidler; silindirik sekilli yogun
cekirdekleri ile ayirt edilen ge¢ spermatidler olarak iki farkli tipte goriilebilirler (20).

2.2.2.3. Spermatid fazi (spermiyogenez)

Spermatidlerin olusmasindan spermatogonyumlarin son boliinmesine kadar yaklasik
2 aylik bir siire gecer. Bu siire boyunca ¢esitli hiicresel olaylar ve degisiklikler gercekleserek
spermatidler olgun spermlere farklilagir. Bu siirecte hiicre bdliinmesi gergeklesmez.
Hiicreler spermatogenezde oldugu gibi spermiyogenez siirecinde de Sertoli hiicresinin

membranina 6zel baglantilarla tutunmus haldedir.

Spermiyogenez siirecinde gerceklesen olaylar: Akrozom olusumu, c¢ekirdek
yogunlagmasi ve uzamasi, flagellum gelisimi, sitoplazmanin biiyiik kisminin kaybolmasidir.
Siirecin sonunda olgun spermatozoon olugsmus olur. Spermlerin; Sertoli hiicre ylizeyinden

tiibiil limenine birakilmasiyla siire¢ tamamlanir (19).
Spermiyogenez 4 evreye ayrilmistir:

1. Golgi Fazi: Golgi kompleksinden gelen hidrolitik enzimler iceren proakrozomal
vezikiiller birleserek ¢ekirdegin bir ucunda tek katli bir zarla sinirl akrozomal
baslig1 olustururlar. Akrozomal vezikiiliin bulundugu konum spermin 6n kutbunu
belirler. Sentriyoller arka kutba giderek plazma membraniyla dik ac1 yapar.
Sentriyollerden biri flagella aksonemini olusturmaya baslar.

2. Kep Fazi: Akrozomal baslik ¢ekirdegin yarisin1 kaplayacak sekilde yayilir.
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Olusan bu yeni sekle akrozomal kep adi verilir. Niikleus igerigi de bu fazda
yogunlagir.

3. Akrozom fazi: Gelismekte olan spermin basi Sertoli hiicresine gomiiliidiir.
Aksonemi ise tiibiil liimenine dogru uzanmaktadir. Hiicre ¢ekirdegi yogunlasarak
uzar ve yassilagir. Flagellum gelisimini baslatmis olan sentriyoller, ¢ekirdegin
arka yliziine geri tasmir ve cekirdekteki oluga tutunur. Modifiye olarak
gelismekte olan spermin boyun bdlgesini olustururlar. Niikleus ve flagellumu
birlestirdigi i¢in baglanti parg¢asi da denmektedir. Kuyruk olarak gelisen
flagellumun proksimalinde de mitokondriyonlarin birikmesiyle sperm
kuyrugunun orta parg¢a adi verilen bolgesi olusur. Orta parcada spermin hareketi
icin gerekli ATP firetimi gergeklesir. Orta parganin distalinde fibroz kilif,
kuyrugun esas pargasini ¢evreler. Fibroz kilifin disinda kalan en distaldeki kisma
ise son parga adi verilir.

4. Olgunlasma Fazi: Hiicreler arasi kopriilerin kayboldugu, fazlalik olan
sitoplazmanin artik cisim olarak atildig1 evredir. Rezidiiel cisimcik de denen artik
sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Olgunlasmis ancak islevi
ve hareketi olmayan sperm tiibiil liimenine atilir. Sperm hiicreleri hareketini

epididimiste kazanir (1, 19).

Hiicre boliinmesinin son agsamast olan sitoplazmik boliinme sadece kok hiicre gorevi
olan tip A koyu spermatogonyumlarda gerceklesir. Diger spermatogenik hiicrelerde hiicre
boliinmeleri ve sperme farklilagma siirecinde hiicreler arasi kopriiler bulunmaktadir. Bu
baglantilar; mitoz ve mayoz bolinmeler sirasinda hiicreler aras1 haberlesmenin
gerceklesmesini, hiicrelerde meydana gelen bolinme ve farklilagsmalarin uyumlu
ilerlemesini saglar. Spermiyogenezin olgunlasma fazinda spermatozoonlar epitelden
serbestlesirken bu baglantilar kopar, hiicresel kopriiler kaybolur. Karakteristik olan bu

hiicresel kopriiler rezidiiel cisimlerde kalmaya devam eder (1, 19).
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Sekil 2.2: Spermatogenik Hiicreler. Spermatogenik hiicrelerin ardisik nesilleri sematize edilmistir (1).

2.2.3. Olgun Spermin Yapisi

Insan sperminin boyu yaklasik 60 um uzunlugunda, yass1 ve sivri sperm basinin
boyutlar1 4,5x3x1 pum’dir. Akrozomal kepte hyaluronidaz, asit fosfataz, ndraminidaz ve
akrozin bulunur. Akrozomal enzimler, sperm oosit pellusidasin1 delerken gorev alir.
Spermin oosite temas etmesiyle bu enzimlerin salinmasi akrozomal reaksiyonun ilk

asamasidir. Bu reaksiyon sayesinde oosite baska spermlerin penetrasyonunun 6niine gegilir.

En kisa parcgasi olan boyun sentriyolleri i¢erir. Sperm kuyrugu ii¢ boliimden olusur.
Orta parcada mitokondriyonlar bulunur. Yaklasik 40 pum uzunlugundaki esas parca
aksonomel kompleks ve fibroz kilifi icerir. Son parca ise sadece aksonemal kompleksi i¢eren

5 um’lik boliimdiir (1).
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Olgun Sperm Yapisi. Solda spermatozoon bdliimleri sematize edilmistir. Sperm basi, orta

parcasi ve esas parcasimin ozellikleri sagda detaylandirilmistir (1).

2.2.4. Sertoli Hiicreleri

Uzun prizmatik epitel hiicreleri olan Sertoli hiicreleri seminifer tiibiil bazal
laminasindan liimene kadar uzanan hiicrelerdir. Spermatogenik seri hiicrelerinin tamami
Sertoli hiicreleri ile iligkili olarak bulunur. Sertoli hiicreleri, spermatogenik seri hiicrelerinin
ylizeyine tutunduklar1 destek hiicreleridir. Sertoli hiicre ¢ekirdegi tipik olarak oval veya
ticgen seklindedir ve 6kromatik olarak boyanir. Cekirdekgikleri belirgindir. Sitoplazmasinda
bol graniilsliz az miktarda ise graniillii endoplazmik retikulum, gelismis Golgi kompleksi,
fazla sayida mitokondri, lizozom, lipid damlaciklari, glikojen graniilleri ve filamentler

bulunur. Insanda, Sertoli hiicrelerinin bazalinde inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Bottcer)

goriliir (1).
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Sertoli hiicreleri puberteden 6nce seminifer tiibiillerde sayica en baskin hiicrelerken,
puberteden sonra seminifer tiibiildeki hiicrelerin %10’unu olustururlar. Puberteden sonra

boliinme 6zelliklerini yitirirler.

Komsu Sertoli hiicreleri birbirlerine 6zel baglanti kompleksleriyle baglanir. Bu
baglanti kompleksleri iki sitoplazmik komponentle karakterizedir: Hiicre baglanti
bolgesinde plazma membranina paralel yassilasmis diiz endoplazmik retikulum sisternast
uzanir. Diiz endoplazmik retikulum sisternast ile plazma membrani arasinda aktin filament
demetleri bulunur. Sertoli hiicresi ile spermatidler arasi da benzer bir baglanti kompleksi
bulunmakla birlikte siki baglantilar yoktur. Sertoli hiicrelerinin kendi arasinda oluklu
baglantilar, spermatogenik seri hiicreleri ile arasinda desmozom benzeri baglantilar ve

Sertoli hiicresiyle bazal lamina arasinda hemidesmozomlar bulunur (19, 22).

Sertoli hiicrelerinin kendi arasindaki baglant1 kompleksi, seminifer tiibiilleri bazal ve
adluminal adin1 verdigimiz iki bélmeye ayirir. Bazal kompartmanda spermatogonyumlar ile
erken primer spermatositler bulunur. Olgun spermatositler ve spermatidler baglanti
kompleksinin luminal tarafinda yer alir. Tip B spermatogonyumlardan mitozla {iretilen erken
spermatositlerin baglanti kompleksinden gegerek luminal kompartmana hareketlenmesi

gerekmektedir. Mayoz ve spermiyogenez luminal kompartmanda gergeklesmektedir (1).

Sertoli hiicrelerinin 6nemli gorevlerinden biri siki baglantilar ile fiziksel
kompartmanlagmaya ek olarak kan testis bariyerini olusturmaktir. Plazma proteinleri ve
dolasimdaki antikorlar tiibiillerin igine giremez. Sertoli hiicrelerinin salgisi seminifer
tiibiillerde yiiksek konsantrasyonlardadir ve spermatogenik seri hiicreler i¢in gerekli olan
mikrogevre bu sayede saglanmis olur. Bu bariyerin en 6nemli gorevi spermatogenik
hiicreleri viicudun otoimmiin saldirisindan korumaktir. Haploid germ hiicreleri genetik
olarak farkli oldugundan ve immiin sistem tarafindan hedef olma potansiyeli tasidigindan bu

bariyerle izole edilmesi 6nemlidir (1, 19, 21).

Sertoli hiicrelerinin ekzokrin ve endokrin salgi gorevi de bulunur. Spermlerin
seminifer tiibiil boyunca ilerlemesini kolaylastiracak proteinler, laktat ve iyonlardan zengin
stv1 disinda androjen baglayici protein, inhibin, aktivin gibi faktorler de salgilamaktadir (20).
Androjen baglayic1 protein testosteron konsantrasyonunun seminifer tiibil luminal
kompartmaninda yogunlasmasmi saglar. Inhibin, anteriyor hipofizden folikiil stimulan
hormon (FSH) salgilanmasini inhibe etmekle gorevlidir. Aktivin ise inhibinle antagonistik
olarak c¢alismakta; FSH salinimini arttiran etki gostermektedir. Sertoli hiicrelerinden

Miillerian-inhibe edici faktér (MIF), plazminojeni aktif plazmine g¢eviren plazminojen
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aktivatdr, demir transport proteini olan transferrin ve bakir tasiyict protein olan

seruloplazmin de sentezlenir (19, 20).

2.2.5. Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiillerin arasini kaplayan, fibroblast, kan damarlari, lenf damarlari i¢eren
gevsek bag dokusu bulunmaktadir. Ergenlikle birlikte interstisyel alanda; merkezi
cekirdekli, yag damlaciklar igeren, eozinofilik, poligonal hiicreler olan Leydig hiicreleri
geligir. Ayirt edici 6zellik olarak lipofuskin pigmenti ve Reinke kristalleri adi verilen
sitoplazmik cubuk sekilli kristaller igerirler. Steroid salgilayan hiicreler oldugundan

graniilsiiz endoplazmik retikulum sayisi fazladir (1, 19).

Leydig hiicreleri baslica testosteron iiretiminden sorumludur. Erken fetal donemde
bu salg1 iiretimi baslar ¢iinkii testosteron embriyonik gelisim i¢in gereklidir. Testosteron ve
diger androjenler erkek fetusta normal gonad gelisimi i¢in gereklilik gosterir. Leydig
hiicreleri erkek fetusun farklilasmasinda gorev aldiktan sonra fetal hayatin 5. ayi itibariyle
inaktiflesir. Dogum sonrasi testosteron seviyeleri en diisiik noktaya ulasmis olur. Neonatal
testis kok hiicrelerinden Leydig hiicrelerinin gelismesiyle ve pubertede gonadotropik
stimiilasyonla yeniden testosteron salgilamaya baslar. Yasamin sonuna kadar fizyolojik

kosullarda aktif kalmaya devam eder (1, 23).

Testosteron, cinsel olgunlagsma ve iireme fonksiyonunun saglanmasi i¢i gerekli olan
bir hormondur. Puberte ile testosteron salgist ve sperm {iiretimi baslatilir. Ayn1 zamanda
testosteron yardimei bezlerden salgilarin {iretilmesi ve ikincil seks karakterlerinin

gelisiminden sorumludur (1).

2.3. TESTIS EMBRIiYOLOJISi

Oositin sperm ile ddllenmesinden sonra embriyonun genetik ve kromozomal
cinsiyeti belirlenmis olsa da morfolojik olarak genital gelisimin baslamasi 7. haftadan 6nce
gerceklesmez. 7. haftadan 6nce embriyo incelendiginde erkek veya disi oldugu farklilasma
olmadigindan anlasilamaz. Bu donem seksiiel gelisimin farklanmamis evresi olarak

adlandirilir (2).
Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar;

e Primordiyal germ hiicreleri
e Posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel

e Embriyonik bag dokusu olan mezotel altindaki mezensim
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Gonadal gelisimin baglangici 5. haftada olur. Mezonefroz medialindeki mezotelde
kalinlasma meydana gelir. Epitelin proliferasyonu ve altinda bulunan mezengimin
yogunlagmasi ile ortaya ¢ikan kabarikliga gonadal kabarti ad1 verilir. Gelisimin 6. haftasina

kadar germ hiicreleri gonadal kabartilarda bulunmaz (2, 24).

Primordiyal germ hiicreleri epiblasttan kdken almaktadir. Primitif ¢izgi boyunca gog
ederek yolk kesesinin allontoise yakin duvarinda bulunan endoderm hiicrelerinin arasina 3.
haftada yerlesirler. 4. haftada son barsak mezenteri dorsali boyunca ilerlerler. 5. hafta
basinda primitif gonadlara gelirler. 6. hafta itibariyle gonadal kabartilar1 igsgal ederler. Germ
hiicreleri gog sirasinda birbirlerine sitoplazmik uzantilarla baghdir (24). Losemi inhibe edici
faktor (LIF) ve Steel faktor (Steel) ile uyarilmalart sonucunda mitoz béliinmeyle sayilarini
arttirirlar. Insanda yaklasik 1000-2000 sayida primitif germ hiicresi gonad taslaklarina girer
(25). Gog sirasinda hiicreler apoptozdan Nanos-3 proteini ile korunurlar (26). Primitf germ
hiicrelerinin gonadal kabartilara ulasmadigi durumda, gonadlarin gelismesi miimkiin
degildir. Bu hiicrelerin gonadlarin farklilagsmasi {izerine indiikleyici etkisi bulunmaktadir
(24).
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Sekil 2.4: Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ii. Primordiyal germ hiicrelerinin umblikal kese
duvarindan gogciiniin sematik gosterimidir. Gonadal kabartilarin yeri (B), primordiyal germ
hiicrelerinin gelisen gonadal kabartilara gogii (C), gonadal kordonlar (D), farklanmis
gonadlar ve paramezonefrik kanallar goriilmektedir (2).
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Erkeklerde, gonadda bulunan sitokrom P450 enzimlerinden Cyp26bl’in etkisiyle
mezonefroz kaynakli retinoik asit katabolize edilir. Retinoik asitin germ hiicrelerini mayoza
sokma etkisi 6nlenmis olur. Nanos-2’nin de antimayotik etkisi bulunmaktadir. Bu sayede

primitif germ hiicrelerinin mayoza girmesi onlenir (26).

Y kromozomu kisa kolu iizerinde bulunan testis belirleyici fakétiirii (TBF) kodlayan
SRY geni farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde kilit rol oynar (2, 24). Epitel
hiicrelerinin prolifere olup medulla derinliklerin ilerleyip mezensim i¢ine gémiilmesiyle
olusan primitif seks kordonlari testisi olusturma amaciyla, SRY geninin etkisiyle medullanin
derinliklerine dogru uzar. Kordonlarin hilusa dogru ag yapacak sekilde dallanmasi ve
anastomoz yapmasiyla da rete testis olusmus olur (24). Transkripsiyon faktdrlerinden Sox-
9 farklilagsma i¢in gereklidir. Gonad dista bir korteks icte bir medulladan olusmaktadir. XY

kromozomu varliginda medulla testise farklanirken korteks ise gerileyerek dejenere olur (2).

Gonadal kordonlarin (seminifer6z kordonlar) tunika albugineanin gelismesiyle
yiizey epiteli ile olan baglantis1 kopar. Fibroz kapsiil olan tunika albugineanin gelisimi
testikiiler gelisim icin Onem tasir. Testis geniglemesiyle birlikte dejenere olan
mezonefrozdan ayrilir. Kendi mezenteri mezorsiyumda asili kalir. Seminiferdz kordonlar
farklanarak seminifer tiibiillere, diiz tiibiillere ve rete testise doniisiir (2). Dordiincii ayda at
nal1 seklini alan testis kordonlarinin uglari rete testisler ile devamlilik gdsterir. Bu donemde

testis kordonlar1 primitif germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinden meydana gelmektedir (24).

Interstisyel hiicreler olan Leydig hiicreleri gonadal kabartilarin mezensiminden
koken alir. Leydig hiicreleri, testis kordonlarinin arasinda bulunmaktadir. Sertoli hiicreleri
desert hedgehog (DHH) ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii sinyalleriyle Leydig
hiicrelerine farklilasmay1 uyarir (26). Sekizinci hafta itibariyle Leydig hiicreleri androjenik
hormonlar1 salgilamaya baglar. Salgilanan testosteron, androstenedion mezonefrik
kanallarin ve dig genital organlarin erkek cinsiyet yoniinde farklilagmasini uyarir (2, 24).
Leydig hiicreleri, 17-18. hafta itibariyle belirsizlesir, tekrar ortaya c¢ikmalar1 puberte

doneminde olur (25).

Sertoli hiicreleri tarafindan salinan Anti-Miilleriyan hormon (AMH) uterus ve tuba

uterinaya farklanan paramezonefrik (miilleriyan) kanal gelisimini baskilar (2).

Seminifer tiibiiller puberteden 6nce solid yapidadir. Puberteden itibaren seminifer
tiibiillerde liimen olusumu baslar. Kanalize olup rete testisle birlesen seminifer tiibiiller
duktuli efferenteslere girerler. Duktuli efferentes sonradan duktus deferens adini alacak olan

mezonefrik kanallarla rete testis baglantisini kurmus olurlar (24).
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2.3.1. Molekiiler Kontrol

Testis gelisiminde temel etkisi olan SRY geni; testislere farklilasmayir Sox-9
otozomal geni ile diizenler. Konsantrasyonu belirli seviyelere ulasan SRY, stromal
hiicrelerin kisa siirede Sertoli hiicrelerine farklilagsmasini saglayan Sox-9 ekspresyonunu
uyarir. AMH geninin ekspresyonu iizerinde Sox-9’un etkisi oldugu bilinmektedir. Wnt-4
baskilanarak ovaryum olusumunun Oniine gegilir. SRY ve Sox-9, Fibroblast biiylime
faktorii-9 (FGF9) sentezini baglatir (25). FGF9, kemotaktik etki gostererek mezonferik kanal
tiblillerinin gonadal sirtt penetre edebilmesini saglamaktadir. Bu penetrasyonun

gergeklesmedigi durumda testis gelisimi devam edemez (24).

SRY ve Sox-9 sinyallerinin hedefe zamaninda ulagmasi kritik 6neme sahiptir.
Zamanlamada meydana gelen gecikme; germ hiicrelerinin mayoza girmesine, gonadin

merkezinde testis iki kutbunda overler olmak tizere ovotestisin olusumuna neden olur (26).

SRY, steroidogenezis faktorii 1 (SF1) yapimini uyararak Sertoli ve Leydig
hiicrelerinin farklilagsmasini saglar. SF1 gonadlarda somatik hiicrelerde yer alir (26). SF1 ve
Sox-9, AMH miktarin1 arttirarak paramezonefreik kanallarin gerilemesini saglar. SF1;
Leydig hiicreleri lizerine etkisiyle testosteron sentezi i¢in gorevli enzimlerle ilgili genleri

aktiflestirir (24).

Gonadlarin gelismesinde erken evrelerde gorevli olan 6nemli bir gen de Lim
homeobox geni 1’dir (Lhx-1). Yoklugu gonadlarin gelismemesiyle sonuglanir (26). Lim
homeobox geni 2 de fetal testis germ hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Kayb1 durumunda
tiibiiler organizasyon bozulur (27). Lhx9 ise genital kabartilarda somatik hiicre

proliferasyonu ve Leydig hiicrelerinde testosteron iiretiminin kontrolii i¢in gereklidir (28).

2.3.2. Testislerin Inisi

Yaklagik 26. haftada retroperitoneal olarak posterior abdominal duvardan derin
inguinal halkaya dogru inen testislerin hareketi biiyiik oranda bagildir. Abdomenin kranial
parc¢asinin kaudal parcasindan uzaklagmasina baglidir. Fetal pelvisin genislemesi ve embriyo
boyutlarinda meydana gelen artis bu pozisyonel degisiklikte rol oynar. Testislerin skrotuma
iniglerinin arkasinda yatan sebeplerle ilgili bilgi az olsa da fetal testisler tarafindan {iretilen
testosteron ile bu durumun kontrol edildigi diisiiniilmektedir. Testislerle skrotum arasinda
bag1 saglayan gubernakulumun da bu inis esnasinda rehberlik yaptigi kabul goriir.
Abdomende i¢ organlarin biiyltimesiyle birlikte ortaya ¢ikan basing artisinin da siirece katki
sagladig diisliniilmektedir. Androjenler ve AMH gibi hormonlar da testisin inisi iizerinde

etkilidir (2).
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Testisler karin bosluguna kranial asic1 ligamentle kranialinden tutunur. Mezonefroz
dejenere olduktan sonra ekstraseliiler matriksten zengin mezensimal bir yapi olan
gubernakulum adli ligament gonadlarin alt uclarindan asagi yonlii uzanir. Anterior
abdominal duvarda gelecekte inguinal kanalin olusacagi bolgeden oblik olarak gecgen
gubernakulum kaudalde labioskrotal siskinlikerin i¢ yiizeyine yapisir. Labioskrotal
siskinlikler gelecekte skrotuma doniisecek yapilardir.

Testislerin genislemesi, kranial asict ligamentin gerilemesi sonucunda inisten dnce
testislerin diyafragma ile baglantis1 zayiflar (25). Leydig hiicrelerinden salinan insiilin-like
peptid 3 (Insl-3) aktivitesiyle testisler inguinal halka seviyesine gelir (26). Insl-3’ilin
gubernakulumun biiyliylip sismesinden sorumlu oldugu; testislerin inguinal kanalin ig
halkasinda konumlandirilip kanaldan aktarilmasini sagladigi gosterilmistir (29). Bu donem
transabdominal inis donemi olarak adlandirilir. Gubernakulum rehberliginde testosteron
etkisiyle skrotuma inis tamamlanir. Bu donem de transinguinal inis donemi adin alir (25).
Transinguinal inis doneminde androjenlerin etkili oldugu bilinmektedir (29, 30). Insl-3’iin
androjenlerden bagimsiz olarak gubernakulum gelisimini indiikledigi; kranial asici
ligamentin regresyonunun ise androjen aracili olup Insl-3'ten bagimsiz olarak gergeklestigi
bildirilmistir (31). Androjen ve Insl-3 salgilayan Leydig hiicreleri; ilk trimester boyunca
plasentadan gelen insan koryonik gonadotropin (hCQG) ile, sonrasinda ise fetiis 6n hipofizi
kaynakli luteinize edici hormon (LH) ile uyarilir. Farelerde yapilan calismalarda,
transinguinal inis slirecinde androjenlerin gubernakulum tizerindeki etkisini genitofemoral
sinir ve ndrotransmitteri kalsitonin geni iligkili peptid (CGRP) ile gosterdigi bulunmustur.
Fareler ve insanlar arasinda testis transiguinal inisinde zamanlama ve siire¢ farkliliklar1 da
g6z Oniinde bulundurulmaktadir ve insanlarda CGRP’nin etkisi heniiz kanitlanmamuistir (32).
Karin 6n duvari, inguinal ligament medialinin iistiinde yer alan 4 cm uzunlugundaki inguinal
kanaldan gecerek skrotuma inerler. Derin halkadan kanala giren testisler, yiizeyel halkadan
kanali terk ederler. Testislerin inguinal bolgeye gelmesi 12. hafta, inguinal kanaldan gegisi

28. hafta, skrotuma ulagmalar1 da 33. hafta gerceklesmektedir (24).

Testisler skrotumdaki pozisyonlarini aldiktan sonra inguinal kanal spermatik kord
etrafinda kasilir. Term dogumlarda %97 oraninda testisler skrotuma inmistir. Dogumdan

sonraki ilk 3 ay icerisinde inmemis testislerin bilyiik cogunlugu da inisi tamamlar.

Testikiiler damarlar, testislerin posterior karin duvari seviyesindeyken olusur.

Testislerin inisi sirasinda duktus deferens ve damar yapilar1 da birlikte taginir (2).
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Inguinal kanallar gelisim sirasinda intraabdominal yerlesim gosteren testislerin
skrotuma iniglerinde yol olustururlar. Seksiiel gelisimin farklanmamis evresinde her iki

cinsiyette de inguinal kanal gelisimi olur.

Gubernakulumun ventralinde gelismekte olan vajinal proses cep yapisinda periton
evajinasyonudur. Gubernakulumun olusturdugu karin duvari yolu boyunca bir siskinlik
olusturur. Prosesus vajinalisin baglayici sap1 oblitere olup tunika vajinalis ad1 verilen bir
peritoneal kese olarak kalir. Testisi saran tabaka tunika vajinalisin visseral tabakasi,
peritoneal kesenin diger kisimlarma tunika vajinalisin pariyetal tabakasi denir. Vajinal
prosesin tasidig1 kari duvari uzantilart inguinal kanal duvarini yapar. Bu tabakalar ek olarak

spermatik kord ve testis ylizeyel tabakalarini da olusturur (2, 24).

Muskiiler ve fasiyel tabakalariyla skrotal sislige ilerleyen vajinal proses inguinal

kanali meydana getirir. Testis ve duktus deferensi saran fasiyal tabakalar sdyledir:

e Transversalis fasyanin uzantisi: I¢ (internal) spermatik fasya
e Internal oblik kas ve uzantilari: Kremastrik kas ve fasyasi

e Eksternal oblik aponevroz uzantilari: Eksternal spermatik fasya (1).
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inguinal kanallarin olusumu ve testislerin inisi. Testislerin inmeden onceki yeri (A),
Prosessus vajinalisle birlikte testislerin inguinal kanala girisi (B ve C), testisin inisten sonraki
yerlesimi (D), yenidoganda testislerin konumu ve prosesus vajinalisin sap1 aracihgiyla
periton bosluguna bagh olusu (E) ve 1 ayhk infantta prosesus vajinalis sapinin kapandiktan
sonraki durumu ve karmn duvarindan uzayan tabakalarin spermatik kordu sarmasi (F)

sematize edilmistir (2).

Spermatik kordun kendi etrafinda donmesiyle testisin arteriyel beslenmesinin

engellenmesi, vendz drenajin bozulmasi ve testiste kanin géllenmesi sonucu ortaya ¢ikan bir

patolojidir. Yetiskin donem de dahil olmak iizere erkeklerde gozlenebilen bu patolojinin

temelinde fiziksel travma ya da tunika vajinalis i¢inde anormal hareketli testislerin
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bulunmasi yatabilir (20, 33-35). Yilda her 18 yas alt1 100000 erkekten 3.8’inde goriilen bu

patolojide erken tan1 ve tedavi testis kaybini engellemekte kritik 6neme sahiptir (36-38).

Testis torsiyonu klinikte nadiren karsilagilan {irolojik acillerden biridir. Eger
diizeltilmezse agir vaskiiler konjesyon ya da infarkt ile sonuglanabilmektedir. Iskemi
derecesi, torsiyon siiresine ve spermatik kordun donme derecesine baglidir. Donme derecesi
180°°den 720°’ye kadar farklilik gosterebilir (36, 39). Yapilan arastirmalarda germ
hiicrelerinin iskemiden oldukca fazla etkilendigi; testosteron iiretiminden sorumlu Leydig
hiicrelerinin iskemiye daha direngli oldugu ortaya konmustur (40, 41). iki tip torsiyon vardir.
Dogumdan 6nce ya da dogumdan sonra ilk 30 giin i¢inde ortaya ¢ikan neonatal torsiyonun
etiyolojisi tam olarak aciklanamamaktadir (42). Prenatal testis torsiyonun testislerin
abdominal kaviteden skrotuma inisi sirasinda ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (43). Dogumun
zor oldugu veya uzun siirdiigii term bebeklerde riskin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (44).
Yenidogan doneminde testis torsiyonu ekstravajinaldir. Tunika vajinalis ve spermatik
kordun biikiilmesiyle ortaya ¢ikar. Torsiyonun intrauterin mi dogum sonrasi mi1 ortaya ¢iktig1
ayrimi énem tasir. Dogum Oncesi ortaya ¢ikmis olan testisin kurtarilma imkani neredeyse
yokken; dogum sonrasi ekstravajinal torsiyonun kurtarilma oranlar1 %44’e ¢ikmaktadir (43,
45). Adolesanlarda goriilen yetiskin tip testis torsiyonu tipik olarak siddetli agri ile ortaya
cikar. Torsiyon tunika igindeki spermatik kordun biikiilmesiyle ortaya ciktigindan
intravajinaldir. Intravajinal torsiyonlarla klinikte daha sik karsilasilmaktadir (%90). Tunika
vajinalisin testislere anormal fiksasyonu, testislerin tunika i¢inde ¢an tokmagina benzer
sekilde asili durmasi ile karakterize “Clapper-bell” deformitesi intravajinal torsiyonun en
onemli nedenlerindendir. Deformite sonucunda spermatik kord hareketlerle, kremasterik
kasin kontraksiyonuyla torsiyona yatkin olmaktadir. Testis eklerinin baglantisinda zayiflik,
hipermobil testis, gelismemis gubernakulum, skrotal operasyon dykiisii, hiperaktif kremaster

refleksi de torsiyona sebep olabilen diger faktorlerdendir (37, 46, 47).

Dogum Oncesi torsiyonu olan bir yenidoganda ilk bulgular skrotal duvara sabit,
hassasiyet olmayan, sert bir testis ve renksiz bir skrotumdur. Dogum sonrasi ortaya ¢ikan
torsiyonda ise skrotal muayenede eritem, sislik gibi sonradan ortaya ¢ikmis bulgulara ve
hassas testise rastlanmaktadir. Kurtarilamayacagi diistiniilen bir dogum Oncesi testis
torsiyonu vakasinda karsi taraf testisinde ortaya cikabilecek testis torsiyonunun oniine
gecilebilmesi i¢in kontralateral orsiyopeksi uygulanir. Dogum sonrasi ortaya ¢ikan testis
torsiyonu vakalarinda miidahale yetigkin tip vakalarla benzerdir. Etkilenen testisin

kurtarilma oraninin diisiik oldugu hasta yakinlariyla paylasilmalidir (37, 45).
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Testis torsiyonu, ¢ocuklarda akut skrotal agrilarin %10-15’ini olusturur (37). %4-
8’inde travma Oykiisii olsa da hastalarin biiylik ¢ogunlugunda tanimlanabilir bir tetikleyici
faktor bulunmamaktadir (38). Bilateral testis torsiyonu olan hastalarda aile 6ykiisii oldugunu
oneren meta analizler mevcuttur (48). Akut skrotal agriyla bagvuran her prepubertal ve geng
erigkin hastada aksi ispat edilene kadar testis torsiyonu diisiiniilmelidir. Akut skrotal agr1
ayirici tanisinda testis torsiyonu, travma, epididimit, orsit, varikosel, idiyopatik skrotal 6dem
ve apendiks testis torsiyonu yer alir. Apendiks testis torsiyonu testis iist kisminda yer alan
miillerian kanal kalintisidir. Apendiks testis torsiyonu, testis iist kutbunda mavi renk
degisikligi ve hassas nodiil varligiyla karakterize “mavi nokta isareti” bulgusuyla teshis
edilebilir (49). Skrotal travma 6ykiisii sonras1 agr1 bir saatten fazla siirliyorsa travmaya bagl
testis torsiyonu diisiiniilmelidir. Ipsilateral kremasterik refleks almamadiginda testis
torsiyonu icin kesin bir isaret olarak diisliniilmelidir (36, 48). Uylugun medialine
vuruldugunda ya da sikistirildiginda kremaster kasin kasilmasina bagli olarak testisin 0.5 cm
hareket etmesidir. Bu refleksin yapilan bir ¢alismada, 225 erkek cocuk arasinda 30 aydan
biiylik olanlarin hepsinde; kii¢iik olanlarin ise yarisindan azinda mevcut oldugu bulunmustur
(50). Yapilan baska calismalarla kremasterik refleks kaybinin testis torsiyonuna %99
oraninda duyarl oldugu gosterilse de istisna vakalar da bulunmaktadir (11, 51, 52). Bulanti,
kusma, ates gibi nonspesifik sistemik bulgular da eslik edebilir (37, 53). Fizik muayeneden
torsiyonu diisiindiiren bulgulardan biri de enine uzanmais testistir. Taniy1 dogrulamak i¢in
doppler ultrasanografi kullanilabilir (14). Fizik muayene ve anamnez sonucunda testis
torsiyonu tanisint kuvvetle diigiindiiren hastalarda goriintiileme yontemlerine bakilmaksizin
acil cerrahi yoluna gidilmelidir. Duyarliligt %88.9 spesifitesi %98.8 olan Doppler
ultrasonografi testis perfiizyonunu, boyutunu, seklini gosterebilen ameliyat Oncesi tani
aracidir. Taninin siipheli oldugu durumlarda bagvurulmalidir (37, 54, 55). Teknesyum 99m
perteknetat kullanilan sintigrafi testis torsiyonunda %100 duyarliliga sahiptir (56). iskemik
testiste radyoaktif maddenin iletimi azalir, inflamasyon ya da enfeksiyonda ise artan
perflizyon vardir. Sintigrafi daha duyarli olsa da ultrasona ulagim hizli ve kolay oldugundan

ultrason tercih edilmelidir (57).

Hastalarin 6 saat icinde acil cerrahiye alimmasi gerekir (42, 58). Yapilan bir
caligmada alt1 saatten kisa bir siirede miidahale edildiginde testislerin kurtarilma orani %90
olarak bulunmustur. Detorsiyona kadar gecen siire 12 saat oldugunda bu oran %50’ye, 24
saat sonra %10’un altina diismektedir (34, 49). Etkilenen testisin canli kabul edildigi
durumlarda testisler skrotuma kalic1 olarak sabitlenir ve orsiopeksi yapilir (36, 37). Manuel
detorsiyon ilk olarak 1893 yilinda tanimlanmistir. Cerrahi miidahaleye kadar gegecek olan

stirede zaman kazandirma amaciyla kullanilabilir (48). Sirtiistii yatan hastada kitap acar gibi
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bir hareketle testisi orta hattan uzaga dondiiriiliir. Lokal anestezi veya sedasyon altinda bu
miidahale yapilabilir. Basarili olundugundan agrida ciddi bir azalma goriiliir (36). Testis
nekrotik goriiniiyorsa orsiektomi yapilir. Literatiirde orsiektomi oranlari %39 ile %71
arasinda farklilik gostermektedir. Canli olmayan testisin ¢ikartilmasi anti-sperm
antikorlarinin {iretiminin engellenip kontralateral testis zararinin dniine gegilmesi agisindan
da anahtar rol goriir (48). Yas ve kesin tedaviye kadar gegen siirenin uzamasi orsiektomi risk
faktorleridir. Etkilenen testise yapilan miidahaleden bagimsiz olarak karsi taraf testise
orsiopeksi yapilmalidir (30, 37, 48). Tedavi sonrasi infertilitenin ortaya ¢ikmasi giiniimiizde
de dnemli bir sorun olarak goriilmektedir. Bir ¢alismada sperm hareketliliginin orsiektomi
yapilan hastalarda orsiopeksi yapilanlara gore daha yiiksek bulunmus; endokrin seviyeleri
ve anti-sperm antikorlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamastir (48). Yapilan ¢aligmalarda
testis torsiyonu sonrasinda endokrin fonksiyonlarin etkilenmedigi; ancak fertilitenin ciddi
oranda etkilendigi ortaya konmustur. Sperm hareketinin azaldigi, morfolojisinin bozuldugu

caligmalarda saptanmistir (59).

Deneysel model olusturulurken testis torsiyonunun derecesi ve siiresi
ayarlanabilmektedir. Testis torsiyon modelini olusturmak i¢in farkli modeller literatiirde
tanimlanmistir (58). Yapilan ¢caligmalarda 720°’lik torsiyonda kan akisinin kesildigi ve tam
bir iskemi durumunun ortaya konuldugu bildirilmistir (60). Bir baska c¢alismada da
histopatolojik nekrotik degisikliklerin sigan testisinde 2. saat itibariyle ortaya ¢iktig1, iskemi
siiresinin uzatilmasmin degisiklikleri arttirmadigr bildirilmistir (61). Bu nedenlerle
calismada 720° ve 2 saatlik testis torsion/detorsiyon modeli uygulanmistir. Reperfiizyon

hasarini degerlendirmek i¢in de literatiirde farkli bekleme siireleri tanimlanmistir (41, 60).

2.5. ISKEMI-REPERFUZYON HASARI

Testis torsiyonunun ana fizyopatolojik sonucu iskemi-reperfiizyon hasaridir (62).
Spermatik kordun biikiilmesi ile doku Once iskemik hale gelir; detorsiyon sonrast kan
akiminin yeniden saglanmasiyla reperfiizyon durumu ortaya ¢ikar. Arteriyel kan akiminin
engellenmesiyle hipoksi olusur ve mitokondride ATP iiretimi azalir. ATP’nin azalmasiyla
hiicrelerde ATP bagimli sodyum-potasyum pompalar1 ¢alisamaz ve iyon dengesizligine
bagli hiicrelerde sisme, meydana gelir. ATP bagimli pompayla hiicre i¢i ve dis1 dengesi
saglanan kalsiyum (Ca'?) da iskemiden etkilenir. Intraseliiler Ca™ artis1 ile proteolitik
enzimlerin aktiflesmesi, ribozomlarin graniillii endoplazmik retikulumdan ayrilmasi ve

protein sentezinin azalmasi durumlari ortaya ¢ikar (42).
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Reperfiizyon ile kan akimimin tekrar saglanmasi sonucunda doku tekrar oksijen
kaynagina ulasmis olur ancak serbest oksijen radikalleri iiretimi de artig gdsterir ¢linkii
iskemik hiicrelerde antioksidan ajanlar azalmis durumdadir. iskemi-reperfiizyon hasari
dokuda nétrofillerin varligi; reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), proinflamatuar sitokinlerin ve
adezyon molekiillerinin tiretimi, lipid peroksidasyonu, apoptozu igerir (39). Siiperoksit
anyonlar (O), hidroksil radikalleri (OH"), hipoklorik asit (HOCI) hidrojen peroksit (H>0O>)
gibi ROS’lar; endotel disfonksiyonunu, DNA hasarimi arttiran ve lokal inflamatuar siireci
baslatan oksidatif stresi tetikler. Oksidan ve antioksidan mekanizmalar arasinda bir denge
bulunmaktadir. Reperflizyon sonrasi oksijenin ani artigi agir1 miktarda ROS iiretimine sebep

olur ve biriken ROS hiicrelerde protein, lipid ve DNA yapilarina zarar verir (63-65).

2.5.1. Oksidatif Stres

Peroksinitrit, peroksit, hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonlar1 gibi ROS’lar
patojenlerin Oldiiriilmesinde ve hiicre sinyal yollarinda gorev alan metabolik siireclerde
iiretilen maddelerdir. Biyolojik makromolekiillere zarar verebilme Ozellikleri
bulunmaktadir. Bu oksidatif stres durumu antioksidan molekiiller ve enzimlerle
engellenebilmektedir. Iskemi-reperfiizyon hasar1 durumunda ROS iiretimi antioksidan

kapasiteyi asabilmektedir (39).

Iskemi sebepli ATP katabolizmasi sonucu piirinlerin  birikimi, ksantin
dehidrogenazin ksantin oksidaza doniisiimii ile siliperoksit iiretimi ortaya ¢ikar. Bu
degisiklikler hiicrede plazma membrani hasarina ve hiicre iskeletinde zarara sebep olur.
Reperfiizyon ile aerobik metabolizma i¢in gerekli olan oksijen hiicrelere saglanmis olur.
Ksantin oksidaz, oksijen ile reaksiyona girerek hipoksantinden ksantin ve {irik asit
olusumuna sebep olur. Bu reaksiyon sirasinda siiperoksit iyonu ve hidrojen peroksit de
ortaya cikarak oksidatif stresi daha da siddetlendirir (63). Oksijenin varligiyla birlikte
hiicrede ROS {iretimi artar; bu durum DNA hasari, endotel hasar1 ve germinal hiicrelerde
apoptoz ile sonuglanir. Iskemi reperfiizyon hasari; mitokondriyonlarda fazla siiperoksit

iiretimi ile karakterizedir (33, 39).

ROS ayrica hiicre ve mitokondri membraninda lipidlerin peroksidasyonuna sebep
olur. Bunun sonucunda membran gecirgenliginde hasar ortaya ¢ikar ve hiicre biitiinliigl
bozulmus olur. ROS sebebiyle hiicre membraninda bulunan kolesterol ve yag asitlerindeki
doymamis baglar peroksidasyona ugrar. Lipid peroksitleri yikildiginda malondialdehit
(MDA) olusur. MDA 1ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile
ortaya ¢ikar. MDA bir oksidatif stres gostergesidir. Bu molekiil; proteinlerin amino

gruplarina, niikleik asitlere baglanarak toksik etki gosterebilmektedir (42, 66).
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Oksidatif stres sonucu artan ROS, polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) hasarl
dokuda birikmesine; inflamasyonun ortaya ¢ikip doku hasari meydana gelmesine sebep
olmaktadir. Dokuya ulagan PMNL’ler miyeloperoksidaz (MPO), elastaz, proteaz, kollejenaz
gibi enzim igerikleriyle dokuda daha fazla radikal olusmasina ve hasarin artmasina sebep

olurlar (42).

Oksidatif hasara kars1 savunmada gorev alan maddelere antioksidan maddeler denir.
Hiicrelerde antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olabilir. Endojen antioksidanlar
enzimatik ve non-enzimatik olmak iizere ikiye ayrilir. Glutatyon rediiktaz, glutatyon
transferaz, sitokrom oksidaz, stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz enzimatik antioksidanlara
ornektir. Siiperoksit dismutaz, hiicre icinde siiperoksit radikalini oksijen ve hidrojen
peroksite dondiirerek siiperoksit seviyelerini azaltir (67, 68). Glutatyon (GSH), hidrojen
peroksitle reaksiyona girerek ylikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisiir. Bu reaksiyonda
gorevli olan glutatyon peroskidazdir (69). Katalaz ise peroksizomlarda bulunan, hidrojen
peroksitin su ve oksijene par¢alanmasinda gorev alan enzimdir (70). Albumin, {irik asit, alfa
tokoferol non-enzimatik antioksidanlardandir. Vitamin C, vitamin E, asetilsistein gibi
molekiiller de eksojen antioksidanlar arasinda yer alir (71). Oksidanlarin artmasi ve
antioksidanlarin azalmasi ya da dengenin saglanamamasi durumunda aradaki denge

oksidatif durum lehine kayar ve oksidatif stres durumu ortaya ¢ikar (72).

Proteinlerin ileri oksidasyon iirlinleri (AOPP), oksidatif stres nedeniyle olusan
protein oksidasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Hipokloroz asitin (HOCI) plazma
proteinleri tarafindan tiikketilmesi ve oksidatif hasarin ortaya ¢ikmasiyla tiretildiklerinden
oksidatif stres seviyesini Olgen bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (73). Demir iyonu
indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) demirin indirgenme kapasitesine bakilarak
antioksidanlarin toplam miktarini anlamay1 saglayan bir yontemdir. Dokularda antioksidan

kapasiteyi tayin edebilmek i¢in etkili yontemlerden biridir (74).

2.5.2. Apoptoz

Iskemi-reperfiizyon hasari sonucunda inflamatuar mediatorler ve toksik maddelerin
etkisiyle nekroz meydana geldigi uzun yillar temel diislince olmus; ancak germ hiicrelerinde
apoptotik yolaklarin aktive olup programli hiicre 6liimiiniin olabilecegi bilgisi gliniimiizde
kabul gérmektedir (39, 62, 75). Kaspazlar, apoptoz siirecinde gorev alan sistein proteaz ailesi
enzimleridir. Inaktif olarak sentezlenip cesitli yolaklarla aktiflesir ve apopotozda gérev
alirlar (76). Apoptoz ekstrinsik ve intrinsik yolaktan olusmaktadir. Ekstrinsik yolak, 6liim
sinyallerinin reseptdrlere baglanmasiyla baslar. Oliim-indiikleyici-sinyal-kompleksi ile

kaspaz-8 aktive olur ve aktif kaspaz-8 hiicreyi intrensek apoptoza yénlendirir (77). Intrinsik

24



yolak I/R, toksik maddeler, oksidatif stres gibi nedenlerle uyarilan Bcl-2 protein ailesinden
Bax ve Bak’in indiiklenmesi ve mitokondriyal membran gec¢irgenliginin artip proapoptotik
proteinlerin salinmasi ile karakterizedir (75). Sitokrom c sitoplazmaya salinip kaspaz
aktivasyonunu gerceklestirdiginde apoptotik hiicre 6liimii tetiklenir. Kaspaz-3 hem intrinsik

hem de ekstrinsik yolakta gorev alan kaspaz proteinidir (78, 79).

2.5.3. iskemik Hasar ve HIF-1a

Hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF) hipoksiye karst homeostatik
transkripsiyonel yanitlarin temel diizenleyicisidir. HIF-1a 100’den fazla hipoksiye duyarlh
genin regiilasyonunda gorev alan transkripsiyon faktoriidiir. HIF-la’nin regiile ettigi bu
genler iskemiye karst apoptotik cevabi, metabolik adaptasyonu, eritropoezi, anjiyogenezi,
hiicre biiylimesi ve diferansiasyonunu diizenler (39). HIF-1a’nin Leydig hiicreleri tarafindan

da eksprese edildigi ve oksijen agigina gdre apoptotik ya da antiapoptotik etkileri olabilecegi

bilinmektedir. (80).

2.5.4. Makrofajlar ve inflamatuar Yanit

Testislerin organa spesifik immiinolojik durumlar1 vardir. Enfeksiyonlara karsi
korunmada ve otoimmiin reaksiyonu engellemek iizere ayricaliklara sahiptirler. Interstisyel
bolgede bulunan makrofajlar bu a¢idan 6nemlidir (81). Mononiikleer fagositik hiicrelerden
olan makrofajlar dokularda bulunurlar. Gorevleri gelen sinyallere gére doku biitiinliiglinii
korumaktir (82). Testiste bulunan makrofajlarin doku onariminda goérev aldigr da
bilinmektedir (83). Dokularda antijen sunmakla ve inflamatuar cevapla ilgili gorevleri olan
makrofajlar, testiste ise daha ¢ok immiinsupresif gorev iistlenmektedir. Ancak orsit gibi
patolojik inflamatuar durumlarda dolasimda bulunan makrofajlarin dokuyu infiltre etmesi
spermatogeneze hasar vermektedir (81). T/D sonrast makrofaj yanitinin arastirildig: bir

calismada ise CD68 pozitif makrofaj sayisinin hasarla birlikte arttig1 izlenmistir (84).

Iskemi-reperfiizyon hasarinin etkilerinden korumak amaciyla cesitli ajanlar
denenmistir. Kullanilan bu ajanlarin anti-inflamatuar, antioksidan 6zellikleri bulunmaktadir.
Hayvan deneyleriyle etkinligi arastirilan bu ajanlarda karsilagilan en dnemli giicliik bu
tedavilerin bir veya birkag¢ini klinik kullanima kazandirmaktir (39). Fosfodiesteraz kullanimi
ile ilgili elde edilen sonuglar karisiktir. Intraperitoneal vardenafil kullanimi ile MDA
seviyeleri ve hiicre hasar1 azalmistir (85). Ancak yapilan bagka bir ¢alismada vardenafilin
histopatolojik degisiklikleri kdtiilestirdigi ve koruyucu etkisinin olmadigi ortaya konmustur
(86). Sicanlarda diisiik doz sildenafil kullanimu ile glutatyon seviyeleri, katalaz ve glutatyon

peroksidaz seviyeleri diismiistiir (87). Trapidilin’in ise testis torsiyonu sonrast uzun donem
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histolojik hasar1 azalttig1 ortaya konmustur (88). Antioksidan 6zelligi olan vitamin C ve E
kullanim1 da ¢esitli caligmalarla arastirilmigtir. Dopamin ve vitamin C’nin testis hasarina
kars1 birlikte kullanildig1 bir galismada MDA seviyelerinde azalma oldugu goriilmiistiir (89).
Hidrofilik vitamin E olan Raxofelast’in si¢an testislerinde iskemi-reperfiizyon hasarina kars1
kullanildig: bir ¢aligmada oksidatif stresin azaldigi, olumlu morfolojik degisikliklerin ortaya
ciktigr goriilmistiir (90). Epifiz tarafindan iiretilen bir hormon olan melatoninin testis
torsiyonu sonrast si¢anlarda histopatolojiyi iyilestirdigi, Johnsen skorunu arttirdigr ve
anormal sperm oranini azalttig1 rapor edilmistir (91). Cesitli bitki ekstraktlarinin kullanimi
da arastirllmistir. P. Ginseng’in iskemi-reperfiizyon hasar1 sonucu ortaya ¢ikaran testikiiler
disfonksiyonu onardigi (92); N. Sativa’nin lipid peroksidasyonunu onledigi (93), G.
Biloba’nin MDA ve NO seviyelerini diisiiriip iskemi-reperfiizyonun histopatolojik etkilerini

azalttig1 ortaya konmustur (93).

2.6. CERATONIA SIiLIQUA

Fabaceae familyasina ait, genelde Akdeniz bolgesinde yetistirilen, yaprak dokmeyen
bir aga¢ olan Ceratonia siliqua. kabuk ve tohumdan olusmaktadir (94). Tohumu giinlimiizde
ilac ve kozmetikte sikca kullanilmaktadir. Keg¢iboynuzu tohumu proantosiyanidin,
ellagitannin ve gallotannin gibi flavonoidlerin kompleks polimerleri a¢isindan zengindir. Bu
madddelerin hastaliklara kars1 etkisi bilindiginden farmakolojide sik¢a kullanilmakta,
serbest radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu bilgisi de gbéz Oniinde
bulundurulmaktadir (95). Yapilan ¢alismalarda Ceratonia siligua’nin antioksidan,
antitiimoral ve antibakteriyel etkiler basta olmak iizere c¢esitli aktivitelere sahip oldugu
gosterilmistir. Bitkinin farkli bolimlerinin farkli amagclarla kullanimi bulunmaktadir.
Yapraklari halk arasinda sindirim sistemine ait rahatsizliklarda kullanilabilmekte; kabuklari
da sindirim ve solunum sistemine ait rahatsizliklarda tercih edilmekte; analjezik etkileri

bulunmaktadir (94, 96)

Ceratonia siliqua kabuk ekstraktlarinin fitokimyasal incelemesinde polifenollerin,
tanenlerin, flavonoidlerin ve sterollerin varlig1 gosterilmistir. Polifenoller (fenolik bilesikler,
flavonodiler) serbest radikallerin notrlestirilmesinde, peroksitlerin ayristirilmasinda gorev
alan; redoks 6zelligi sayesinde antioksidan aktivitesi gosterebilen bilesiklerdir. Ceratonia
siligua’nin igeriginde bulunan bu bilesiklerle bitkinin antiinflamatuar ve antioksidan etkileri
oldugu ortaya konmustur. Proinflamatuar molekiilleri hedefleyerek inhibe edebildikleri
bilinmektedir (96). Siiperoksit anyonu, hidroksil radikali vb. serbest radikalleri temizleme

kapasitesi de bulunmaktadir (11).

26



Tablo 2.1: C.siliqgua’nmn Kimyasal icerigi (97)

Fenoller Rezorsinol, vanilin, hidrokinon
Fenolik Asitler Sinnamik asit, gallik asit, kumarik asit, tannik asit
Flavonoidler Mirisetin, Kuersetin, Lokoantosiyanidin

Yapilan bir ¢alismada Ceratonia siliqua’nin CAT ve SOD2 gen ekspresyonlarini
etkileyerek ve kolorektal karsinom ile iligkili ROS’un detoksifikasyonuyla, HT29 kolon
karsinomu ve LT97 kolon adenom hiicrelerinin biiylimesini engelledigi bulunmustur.
Ceratonia siliqua’nin ¢esitli etkilerinin arastirildigi ayni ¢alismada igerdigi flavonoidler gibi
fenolik bilesikler sayesinde Ceratonia siliqua’nin prostoglandinler {izerinden analjezik etkisi

oldugu da bildirilmistir (94).

Ceratonia siligua’nin ethanolle indiiklenip oksidatif stres modeli olusturulmus
sicanlarda antioksidan rolii ve hepatoprotektif etkisi arastirilmistir. Ceratonia siliqua ile
tedavi edilen grupta karaciger fonksiyonlarin1 gosteren serum ALT, LDH diizeylerinde
anlamli derecede diislis goriilmiistiir. Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
diizeyleri de bu grupta azalma gostermistir. Ceratonia siliqua uygulanan grupta GPx gibi
antioksidan enzim aktivitesinde artis gozlenmistir. Bu grupta ayrica GST aktivitesinde
azalma, SOD aktivitesinde artis tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda Ceratonia siliqua
tohumlarinin antioksidan 06zelligi sayesinde etanolle olusturulan oksidatif strese karsi

savunmada etkili olabilecegi bulunmustur (95).

Ceratonia siliqua, yiiksek miktarlarda bir fenolik asit olan gallik asit icerigine
sahiptir. Flavonid olan myricetin, naringenin ve kaempferol igerigi de Ceratonia siliqua’ya;
kaspaz bagimli programlanmis hiicre 6liimii ve hiicre dongiisiiniin durmasini aktive ederek
anti-kanser 0zelligi gostermesini saglar. MCF7 meme kanseri hiicre hatti kullanilarak
yapilan ¢alismada; Ceratonia siliqua meyvesinden elde edilen ekstraktlarin; kanser
hiicrelerinde kaspaz bagimli ve bagimsiz apoptozu uyardigi, kanser hiicrelerinin

proliferasyonunu engelledigi gosterilmistir (98).

Sicanlarda yapilan bir calismada C. siliqua ekstraktinin bronkodilasyon potansiyeli
gosterilmigtir. Alfa adrenoreseptdrler araciligryla vazodilator ve hipotansif etkileri oldugu da
ayni ¢aligmada ortaya konmustur. Solunum ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in kullanimi

konusunda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu sdylenmektedir (99).
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2.6.1. C. siliqua ve Erkek Ureme Sistemi

Farelere Busulfan uygulayarak infertilite modeli olusturulan ve C. siliqua’nin
etkisinin arastirildig: bir ¢alismada anlamli sonuglar elde edilmistir. Testosteron seviyesi
tedavi uygulanan grupta yiiksek bulunmus, Katalaz ve SOD seviyeleri yiikselmis, MDA

seviyeleri diismiis, germinal epitel kalinlig1 artmig olarak saptanmistir (10).

Calismalarda C. siligua’nin semen parametreleri lizerindeki etkisi de arastirilmigtir.
Antioksidan 0Ozelligi sayesinde sperm kalitesini arttirabildigi, testosteron seviyesini
arttirarak spermatogenik hiicreleri ve Sertoli hiicreleri iizerine pozitif etki gostererek
erkeklerde spermatogenezi destekledigi diisliniilmektedir. Yapilan ¢alismada, 12 hafta
boyunca Ceratonia siliqua destegi alan infertil erkeklerde normal sperm sayisinda artig
gbzlenmistir. Bu tedaviyi alan hastalarda testosteron seviyelerinde artis da bulunmustur. Bu
artisin Leydig hiicrelerine ve testosteron biyosentezi lizerine direkt etkisi sayesinde oldugu
bildirilmistir. Icerigindeki gamma-linolenik asit ve alfa-linolenik asit sayesinde PGE2
tiretimi miimkiindiir. PGE2’nin siklik adenozin monofosfat iiretimini tetikledigi bunun da
testosteron tiretimini indiikleyebilecegi bilinmektedir (100). Baska bir calismada, infertil
erkeklere 90 giin boyunca C. siliqgua destek tedavisi verilmis; sonuglarda sperm
konsantrasyonu ve hareketliligi acisindan semen parametrelerinin dnemli 6l¢iide iyilestirdigi
goriilmistiir. Erkek infertilitesi sebebiyle ¢ocuk sahibi olamayan ¢iftlerden %17’sinin C.

siliqua tedavisi sonrasinda spontan gebelik elde ettigi calismada bildirilmistir (11).

C. siliqgua’nin erkek infertilitesi ve sperm parametreleri tizerindeki olumlu etkisinin
nedenleri tam olarak aydinlatilmis degildir. Etkisi genel olarak sahip oldugu antioksidan

kapasiteyle iligkilendirilmektedir.

Hayvan ¢aligmalarinda bu bitkinin ekstratinin cAMP seviyelerini arttirdigi, sigan
testis steroidogenezinden yer alan enzimlerin aktivitesi lizerinde olumlu etki yaptigi
gosterilmistir. Leydig hiicreleri iizerindeki etkisi ve testosteron seviyelerini arttirdig;

steroidogenez ve spermatogenez siiregleri lizerinde etili oldugu ortaya konmustur (10).

Organ transplantasyonu sonrasinda, nefrotik sendrom tedavisinde kullanilan
immunsupresif bir ajan olan Siklofosfamitid’in spermatogenez iizerinde yan etkileri oldugu
bilinmektedir. Ilacin uzun siireli kullanimi sonrasinda ROS iiretimi artmaktadir. Leydig
hiicrelerinde meydana gelen oksidatif hasar sebebiyle testosteron aktivitesi azalmakta,
Sertoli hiicrelerinde apoptoz meydana gelmektedir. Yapilan bir ¢alismada, Siklofosfamid ile
birlikte C. siligua verilen sicanlarda spermatogenez indeksinde, sperm sayist ile
hareketliliginde ve serum testosteron seviyelerinde artig oldugu gosterilmistir. Ayrica serum

MDA diizeyini azaltarak toplam antioksidan kapasiteyi arttirdigi bulunmustur (101).
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Sperm kriyoprezervasyonu kemoterapi ve radyoterapiden dnce, bazi ameliyatlar ve
hastaliklar sebebiyle dogurganligin korunmasi amaciyla siklikla kullanilan bir yontemdir.
Vitrifikasyon yontemi siklikla tercih edilen metottur ancak mitokondri, plazma membran
ve hiicrenin genetik biitlinliigii lizerine zararli olabilmektedir. Bunun oniine gegebilmek
amaciyla dondurma ortamina cesitli faktorler eklenerek sonuglar degerlendirilmektedir. C.
siligua’nin da vitrifikasyonun zararin1 onleyebilme kapasitesinin incelendigi ¢aligsmada,
sperm ileri hareketi iizerine, sperm morfolojisi, canlilig1 iizerine anlamli 6l¢tide olumlu etkisi
oldugu bulunmugstur. Erkeklerde sperm kromatin yogunlasmasint iyilestirdigi de
gozlenmigstir (102). Baska bir calismada da sperm dondurma medyumuna C. siliqua
eklenmesi sonucunda ROS ve MDA seviyelerinin anlamli derecede azaldigi, sperm ileri
hareketliliginin, morfolojisinin ve canliliginin da anlamli oranda iyilestirildigi sonuglari

bildirilmistir (103).

29



3. GEREC VE YONTEM

3.1. HAYVAN DENEYI UYGULAMALARI

Hayvan deneyleri, Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (1U

HADYEK) 19.08.2022 tarihli toplantisinda aldig1 2022/28 sayili izniyle ger¢eklestirilmistir.

Geng-erigkin 8 haftalik, 300-400 gram agirliginda 28 adet erkek Wistar albino
sicanlar  kullanilmistir. Deney hayvanlarmin gruplandirilip sayisinin  belirlenmesi
asamasinda Onceki calismalar degerlendirmeye alinmistir (58). Deney siiresinde siganlar;
22-24°C’de, 12 saatlik giindiiz-gece periyotlarinda standart pellet yem ve su ile normal

beslenmeleri devam edecek sekilde kafeslerinde tutuldular.

DENEY GRUPLARI;

: gg::;o(l r(xrl;;?gadece Ceratonia siliqua D EN EY TASARI M I 3 " \—2 _- .;'

enjeksiyonu
Torsiyon/Detorsyion modeli (n=7)
Torsiyon/Detorsiyon modeli + Ceratonia siliqua

enjeksiyonu (n=7) h:,:]a:'g:;g:f: I S e
a tedavinin veriimesi . Agirhk ol¢qmu ardindan
g - Sakrifikasyon
B A ) Testis doku ve hayvan serum
Bazal agirhk dl¢iimleri ( \ orneklerinin alinmasi
@ Testis torsiyon/
detorsiyon
modelinin
uygulanmasi
VAV ARV ARV ARV ARV AN}
GUN 0 GUN 1 GUN 2 GUN 3 GUN 4 GUN 5 GUN 6 GUN 7 GUN 8
. 3 !
¥ :
a“Torsiyon == Biyokimyasal Analizler

= Dol omojenatindan;

c.Detorsiyon MDA, GSH, ROS, AOPP, FRAP
e e
(/] i

1 Histokimya;
jeksi ' ‘ HEE, Masson trikr
b. Enjeksiyon _ | S s ek
: PR | sonCatose,

HIF1-0,Caspase-3,
$ CD68

Torsiyon-detorsiyon aras sire: 2 saat
Tedavi grubuna detorsiyondan 30 dk
once ilk enjeksiyon uygulanir,

Sekil 3.1: Deney Tasarimi. Deney gruplar: ve gruplara uygulanan islemler sematize edilmistir. 1
haftalik hayvan deneyleri siirecinden sonra alinan doku ve kan érnekleriyle yapilan islemler
sekilde belirtilmistir. (Biorender)

Deney hayvanlar1 4 gruba, her grupta 7 si¢an olacak sekilde ayrilmigtir. Gruplar ve

gruplara uygulanacak islemler su sekildedir:
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Grup-1: Kontrol Grubu: Herhangi bir islem yapilmayan sicanlardan olusan kontrol
grubudur. Bu gruptaki siganlara 40 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi Lambert, Istanbul,
Tiirkiye) ve 4 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, Tirkiye) ile anestezi
uygulanmigtir. Siganlarin sakrifikasyonundan sonra midskrotal insizyon yapilmis, her iki

testis de histopatolojik ve biyokimyasal ¢caligsmalar i¢in alinmistir.

Grup-2: C. siligua Grubu: Bu gruptaki sicanlara iskemi/reperfiizyon (I/R) modeli
uygulanmamustir. {lk giin intraperitoneal olarak 500 mg/kg Ceratonia siliqgua L.
(Kegiboynuzu, Fabaceae) ekstresi enjekte edilmistir. 1 hafta boyunca her giin intraperitoneal
enjeksiyona ayni dozda devam edilmistir. 1 hafta sonra sakrifikasyon yapilmais, her iki testis

de histopatolojik ve biyokimyasal ¢alismalar i¢in alinmstir.

Grup-3: /R Grubu: Bu grup I/R modeli yapilip tedavi uygulanmayan
gruptur. Cerrahi girisim Oncesinde saglikli sicanlara intraperitoneal olarak 40 mg/kg
ketamin ve 4 mg/kg ksilazin hidroklorid uygulanarak genel anestezi saglanmistir.
Gerekliliginde anestezi devamlilifini siirdiirmek iizere ayni ilaglar dozu %50 azaltilarak
kullanilmistir. Anestezi uygulamasi sonrasinda, siganlara supin pozisyon verilerek
stabilizasyonu saglanmistir (Sekil 3.1 A). Skrotal bélge %10’luk povidon iyot soliisyonu ile
temizlenmistir. Ardindan siganlara midhemiskrotal insizyon yapilarak bilateral testisler ve
spermatik kord serbestlestirilerek insizyon disina alinmistir (Sekil 3.1 B). Torsiyon modeli
planlanan gruptaki sicanlarda dnce sol testis, kord elemanlar1 ile sonrasinda hemen sag testis
ve kord elemanlarinin longitudinal aksi boyunca saat yoniinde olacak sekilde 720°
dondiiriilerek deneysel testis torsiyonu modeli olusturulmustur (Sekil 3.1 C-D). Testisler 6/0
propilen siitiir ile skrotum i¢ ylizeyine fikse edilmistir (Sekil 3.2 A-B). Bu grupta, 2 saatlik
torsiyonun sonunda detorsiyon islemi yapilmistir (Sekil 3.3). Detorsiyon sonrasi testisler
anatomik pozisyonunda olacak sekilde yerlestirilip cilt kapatilmistir (58). 1 hafta sonra
sakrifikasyon gerceklestirilmis, her iki testis de histopatolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar
icin alinmigstir. (Sekil 3.4)

Grup-4: I/R+C.siliqua Grubu: Grup-3’te anlatilan sekilde testis torsiyonu modeli
olusturulmus, detorsiyondan 30 dakika o6nce 500 mg/kg Ceratonia siliqua ekstresi
intraperitoneal yolla enjekte edilmistir. 2. saatin sonunda detorsiyone edilen dokuda
reperfiizyon saglanmis; detorsiyon sonrasi testisler anatomik pozisyonunda olacak sekilde
yerlestirilip cilt kapatilmistir. 1 hafta boyunca intraperitoneal enjeksiyona ayni dozlarda
devam edilmistir. Islemden 1 hafta sonra sakrifikasyon yapilmus, her iki testis de

histopatolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar i¢in alinmistir.
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Tablo 3.1: Deney Gruplari ve Uygulanan islemler

Deney Grubu Yapilan islem Sl(é;:llpst:;im
Grup-1: Kontrol ~ Kontrol 7
Grup-2: L 1 hafta IP 500 mg/kg Ceratonia siliqua L enjeksiyonu 7
Ceratonia siliqua

Grup-3: I/R 720° 2 saat torsiyon 7

720° 2 saat torsiyon, reperfiizyondan 30 dk once IP 500
mg/kg Ceratonia siliqua L enjeksiyonu + 1 hafta IP 500 7
mg/kg Ceratonia siliqua L enjeksiyonu

Grup-4:
I/R+C.siliqua

Tim gruplardaki siganlardan, sakrifikasyon giinii intrakardiyak kan ornekleri

alimmustir.

Ceratonia siliqua ekstresi ticari iirlin olarak alinmistir (Meysiit, Tiirkiye;
MS071020). %10 dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢ozdiiriiliip %90 serum fizyolojik ile diliie
edilmigtir (103, 104). Taze hazirlanan soliisyona, 0.40 mikronluk porlarla filtrasyon islemi

uygulanmig ve IP olarak sicanlara enjekte edilmistir.
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Sekil 3.2:  Torsiyon islemi. Sicanlara anestezi altindayken supin pozisyon verilmis (A), midskrotal kesi
acildiktan sonra testis ve spermatik kord serbestlestirilmistir (B). Spermatik kord 720°
dondiiriilerek torsiyon modeli uygulanmstir (C ve D).
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Sekil 3.3: Torsiyon Islemi Sonrasi Derinin Kapatilmasi. Torsiyon modeli olusturulduktan sonra
detorsiyona kadar gececek olan siirede modelin devamhiligimi saglamak amaciyla torsiyone
testis primer siitiirle sabitlestirilmis (A ve B), skrotum derisi kapatilmistir (C ve D).
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Sekil 3.4: Detorsiyon oncesi testisler. Detorsiyondan 6nce makroskopik olarak testisler hemorajik,
nekrotik, koyu renkli izlenebildi.
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Sekil 3.5: Kontrol ve I/R Grubu Testisleri. Solda I/R grubuna sagda ise kontrol grubuna ait ¢ikartilan
testisler izlenmektedir. I/R grubuna ait testisler koyu kirmiz1 renkte, hemorajik goriilebildi.
Kontrol grubuna ait testisler ise daha acik renkte, fizyolojik izlenebildi.

3.2. ISIK MiKROSKOBIK INCELEME

Testis dokularinin takibi, Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Isik
Mikroskobu Laboratuvarinda manuel olarak yapildi. Isik mikroskobu ile incelenecek testis
doku ornekleri parafin kasetlere yerlestirilip gruplarina gore etiketlendi. Testislerin bir yaris1
%10 notral tamponlu formalin pH:6-7 icinde en az 24 saat olacak sekilde tespit edildi. Doku
ornekleri sirastyla %70 Etanol 1 saat (2 kez), %90 Etanol 1 saat (2 kez) , %96 Etanol 1 saat
(2 kez), %100 Etanol 1 saat (2 kez), Toluen (15 dakika), Parafin I 1saat, Parafin II 3 saat
bekletildi. Testislerin diger yarisi ise Bouin fiksatifi ile 48 saat fikse edildi. Daha sonrasinda
%70 alkol ile yikandi. 1 gece %70 alkolde bekletildi. Ertesi giin sirasiyla artan alkol

serilerinden gegirildi.
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Kesit ylizeyine uygun olacak sekilde gomme islemi tamamlandi ve parafin blok
haline getirildi. Doku Orneklerinden anabilim dalimiz 151tk mikroskobu laboratuvarinda
bulunan Leica RM22555 Rotary Mikrotom ile 3 pm kalinliginda kesitler alindi. Bouin ile
fikse ediken doku kesitleri histokimyasal boyama i¢in rodajli lamlara, %10 notral tamponlu
formalinle fikse edilen doku kesitleri immiinohistokimyasal boyama ig¢in pozitif sarjli

lamlara alind.

3.2.1. Histokimyasal Boyama

3 pm kalinhigindaki testis doku kesitleri histokimyasal boyama iglemleri 6ncesinde;
56°C’de etiivde 1 gece bekletildi. Deparafinizasyonun tamamlanmasi i¢in toluene alindi.
Kesitler, sirasiyla azalan alkol serisinden (%100, %96, %90, %70) gegirildikten sonra distile
suya indirildi ve histokimyasal boyama islemleri baslatildi. Gorlintiiler Zeiss Primostar 3
(Carl Zeiss Microscopy GmbH, Almanya) ile fotograflandi. Boyamalarin gruplar arasi

karsilastirilmasi ve skorlanmasi, iki arastirmaci tarafindan c¢ift kor olarak yapildi.

3.2.2.1. Hematoksilen-Eozin

Testis dokularindaki iskemi-reperfiizyon hasarinin histolojik diizeyde tespit etmek
icin Boin ile fikse edilmis dokulardan alinan kesitler rutin hematoksilen-eozin protokoliine
gore boyandi. Distile suya indirilen kesitler taze olarak siizlilmiis Ehrlich Hematoksilen
boyasinda 5 dakika bekletildi. Niikleuslarin boyandig1 151k mikroskobu ile gozlendikten
sonra dokular ¢gesme suyuna alindi. Cesme suyu altinda 15 dakika yikanan dokular Eozin
boyasinda 1 dakika bekletildi. Distile suya alinan doku kesitleri dehidratasyon islemi igin
sirastyla yiikselen alkol serilerinden ((%70, %90, %96, %100) gecirildi ve toluene alindi.
Toluende 30 dakika bekletilen dokular entellan (Merck KGaA, Almanya) kullanilarak lamel
ile kapatildi.

Hasarin seminifer tiibiil epiteline olan etkileri, testislerdeki histolojik hasar analizi
icin modifiye Johnsen skorlama kriterleri referans alinarak kantitatif degerlendirme yapildi.
Bu amagla yapilan histolojik analizler rastgele numaralandirma seklinde kor ¢alisma olarak
gerceklestirildi. Her gruptaki sicanlara ait kesitler ve her kesitte 40 adet seminifer tiibiil
degerlendirildi. Modifiye Johnsen skorlama sistemine gore ortalama skor hesaplandi (105,

106).
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Tablo 3.2: Modifiye Johnsen Skorlama Sistemi

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,

Grade 9 .
cok sayida spermatid, az sayida spermatozoa var.

Grade 10 Germinal epitel ¢ok sirali ve organize olup ¢ok sayida spermatozoa var, tam

spermatogenez mevcuttur.

3.2.2.2. Masson trikrom

Boin ile fikse edilmis dokulardan alinan kesitlerde rutin Masson trikrom histolojik
boyama protokolii izlendi. Distile suya indirilen dokular Weigert Hematoksilende 3 dakika
bekletildi. Niikleus boyanmasi 1sik mikroskobu altinda gozlendikten sonra ¢esme suyu
altinda 10 dakika bekletildi. Fuksinli ponzada 3 dakika bekletilen dokular sirasiyla distile su
ve asetik asite daldirildiktan sonra Orange-G’ye alindi. Orange-G’de 3 dakika bekletilen
dokular tekrar distile su ve asetik asite daldirildi. Taze hazirlanmis light green boyasinda 5
dakika bekletilen dokular 6nce asetik asite daldirildi, sonrasinda yiikselen alkol serilerinden
(%96-%100) gecirilerek toluene alindi. Toluende 30 dakika bekletilen dokular entellan
kullanilarak lamel ile kapatildi.

Fibrozis skorlamasi i¢in boyanmis kesitler semikantitatif olarak boyanma
miktarlarina gore skorlandi. Skorlama, iki histolog tarafindan ¢ift kor olacak sekilde yapildi.

Puanlama, her bir kriter i¢in 0-3 araliginda (hasar yok, hafif, orta, agir) hesaplandi (107).
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3.2.2. Immiinohistokimyasal Boyama

Pozitif sarjli lam {izerine alinan 3 pm kalinhigindaki kesitler islem 6ncesi, antijenik
aktivasyon i¢in, bir gece boyunca 37°C’deki etiivde bekletildi. Ertesi giin, 56°C’deki etiivde
1 saat bekletilen doku kesitleri, 30’ar dakika olacak sekilde iki kez toluen ile muamele edildi.
Deparafinizasyon iglemi tamamlandiktan sonra her biri 5 dakika olacak sekilde azalan alkol
serisinden (%100, %96, %90, %70) gecirilen doku kesitleri distile suya indirildi ve
sonrasinda dokuda var olan peroksidaz aktivitesini baskilamak i¢in %3 hidrojen peroksit-
metanol soliisyonunda 10 dakika karanlikta bekletildi. Sonra, fosfat tamponlu salin (PBS)
ile yikandu.

Antijen geri kazanimi i¢in, formalin fiksasyonu ile maskelenen antijenik bdlgelerin
aciga cikarilmasi amaciyla doku oOrnekleri sitrat tamponu (pH: 6.0) icinde, mikrodalga

kullanilarak yiiksek giicte 3 kez kaynatildi ve inkiibe edildi. Daha sonra, PBS ile yikandi.

Nonspesifik baglanmay1 6nlemek i¢in bloklama soliisyonu (Ultra V Block (TA-125-
UB), UltraVision™ Large Volume Detection System) ile 10 dakika muamele edildi. Primer

antikor uygulamasi gece boyunca +4 °C’de yapildi. Sonra, PBS ile yikandi.

Antijenin iki asamada indirekt olarak isaretlenebilmesi icin ikincil bir antikor
kullanilarak (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (TP-125-BN), UltraVision™ Large Volume
Detection System) 15 dakika muamele edildi. Daha sonra, PBS ile yikandi.

Antijen-antikor baglanmasini gorsellestirmek i¢in Streptavidin Peroksidaz (TS-125-
HR), UltraVision™ Large Volume Detection System) soliisyonunda 15 dakika bekletilerek

primer ve sekonder antikorlara enzim etiketleri eklendi. Sonrasinda PBS ile yikanda.

Gosterilmek istenen antijen yapilar1 3,3’-diaminobenzidin (DAB) (TA-125-HD,
DAB Chromogen & Substrate system, LAB VISION) kromojeni kullanilarak renklendirildi.
Daha sonra, distile su ile ¢alkaland1. Ehrlich Hematoksilen i¢cinde 3 dakika bekletilerek karsit
boyama tamamlandi ve mikroskop altinda kontrol edildi. Sonra, ¢esme suyunda ¢alkalandi.
Preparatlar, %96 ve %100 alkolde hizli bir sekilde dehidre edildi ve kapatilana kadar
toliiende bekletildi. Son olarak, preparatlar kromojene uygun kapatici kullanilarak (Entellan

Merck KGaA, Almanya) lamellerle kapatild1 ve karanlikta sakland.

Antikorlara yonelik boyanma ve hasarin incelenmesi 151k mikroskobu altinda
gerceklestirildi. Goriintiiler Zeiss Primostar 3 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Almanya) ile
fotograflandi. Boyamalarin gruplar arasi karsilastirilmasi; kaspaz, HIF-1a,SOD ve katalaz
icin 40 adet tlibiil semikantitatif yontemle degerlendirildi (108). CD68 pozitif boyanan
hiicreler x40 biiyiitmede 20 alanda sayild1 (109, 110).
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3.2.2.1. Primer antikor uygulamasi

3.2.2.1.1. Kaspaz-3

Apoptoz hiicre Oliim yolaginin gostergesi olarak intrensek ve ekstrensek
mekanizmada ortak rol oynayan ayrismis kaspaz-3 proteininin tespiti i¢in monoklonal
kaspaz-3 antikoru (Catalog No: 43-7800, Invitrogen, USA) 1:100 diliisyonda gece boyunca
+4 °C’de bekletilmistir.

3.2.1.1.2. HIF-1a

Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-lalfa (HIF-1-a) ekspresyonunu gdstermek icin
monoklonal HIF-1a antikoru (sc-13515, Santa Cruz, USA) 1:100 diliisyonda gece boyunca
+4 °C’de bekletilmistir.

3.2.1.1.3. CD68

Doku makrofajlar1 tarafindan eksprese edilen CD68 proteinin ekspresyonunu
incelemek amaciyla poliklonal Anti-CD68 antikoru (ab25212, Abcam, ABD) 1:200
diliisyonda gece boyunca +4 °C’de bekletilmistir.

3.2.1.1.4. SOD

Oksidatif strese kars1 temel antioksidan enzimlerden biri olan siiperoksit dismutaz
(SOD) ekspresyonunu gostermek amaciyla poliklonal SOD-1 antikoru (sc-11407, Santa
Cruz, USA) 1:100 dilisyonda gece boyunca +4 °C’de bekletilmistir.

3.2.1.1.5. Katalaz

Oksidatif strese karsi temel antioksidan enzimlerden biri olan katalaz (CAT)
ekspresyonunu gostermek amaciyla poliklonal katalaz antikoru (sc-50508, Santa Cruz,

USA) 1:100 diliisyonda gece boyunca +4 °C’de bekletilmistir.

3.3. ELEKTRON MIiKROSKOBIK INCELEME

Dokularin takibi, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Elektron Mikroskobu Laboratuvarinda yapilmistir. Doku takip
cihazi (Leica EM TP, Almanya) kullanilmistir.

En fazla 1 mm? biyiikligiinde alinan testis doku ornekleri %2,5 gluteraldehit ile
hazirlanmis fiksatifte 4 saat siireyle +4°C’de bekletildi. 4. Saatin sonunda 6rnekler ¢eker

ocak altinda fosfat tamponlu salin ¢ozeltisine alindi. Doku takibi islemine baglandi. +4°C’de
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%1’lik osmik asitle 1 saat muamele edilen doku Ornekleri, PBS ile yikandi. Ardindan
+4°C’de %]1’lik uranil asetatta 1 saat bekletildi. PBS ile tekrar yikandi. Oda 1sisinda
karistirilarak, sirastyla yiikselen alkol serisinden (%70, %90, %96, %100) gegirildi ve 10
dakika stireyle ge¢is maddesi olan propilen oksit ile muamele edildi. Daha sonra degisen
oranlarda (1:1, 1:3) propilen oksit epon karigimlarinda 1’er saat bekletildi. Saf eponda 1 saat
bekletilen dokular kapsiillere gomiildii. 60°C etiive konan doku 6rnegi igeren kapstiller 18
saatte polimerize edildi. Polimerlesen ve blok haline getirilen doku 6rneklerinde, blok trim
cihaz1 (Leica, EM TRIM2, Almanya) kullanilarak, kesit yiizeyi acildi. Elmas bigaklar
yardimiyla ultramikrotom (Leica, EMUC7, Almanya) kullanilarak ince (60 nm kalinliginda)
kesitler alindi. Su havuzuna diisen kesitler, bakir gridler {izerine aktarilip kapali petriler
icinde kurutuldu. Dokular elektron mikroskobu (Jem 1011, JEOL, ABD) ile inceleme i¢in
hazir hale getirildi.

Inceleme sirasinda kontrol, C. siliqua, I/R ve I/R+C.siliqua gruplari arasindaki
karsilastirma, iki arastirmaci tarafindan gozlemsel olarak yapildi. Hiicrelerin genel

morfolojisi ve hiicre i¢i meydana gelen degisikliklerle incelendi.

3.4. BIYOKIMYASAL iNCELEME

Tiim Biyokimyasal analizler Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda yapildi.

3.4.1. Doku ve Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Sicanlardan alinan intrakardiyak kan 6rnekleri sar1 kapakli, jel separatorlii biyokimya
tiiplerine alinip 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Serumlar ependorflara aktarilip
analize kadar -80 °C’de saklandi. Cikarilan testis dokular1 biyokimyasal analizler i¢in -

80°C’de saklanda.

3.4.2. Doku Homojenizasyonu

-80°C’de bekletilen dokular analiz glinii 0.250 gr olacak sekilde tartildi ve
ependorflara alindi. 2.5 ml KCI eklenerek %10’luk homojenatlar hazirlandi.

Homojenitazdrle dokular pargalandi.
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3.4.3. Biyokimyasal Analizler

3.4.3.1. Glutatyon (GSH) diizeylerinin dl¢iimii

Prensip; Ellman ayracinin (5,5’ ditiobis-2 nitro benzoik asit: DTNB) siilfidril gruplari
tarafindan indirgenmesi sonucunda 1 mol -SH grubu basma 1 mol 2-nitro-5-tiyobenzoik
(TNB) asit olusturmasina dayanmaktadir. Olusan son sar1 renkli {iriin spektrofotometrik

olarak 412 nm’de absorbans verir.
Ayrraglar

1. Proteinsizlestirme Cozeltisi: 4.1 gr g-metafosforik asit, 500 mg Na,EDTA ve 72
gr NaCl 250 mL distile suda ¢oziildii.

2. 0.3 M Na2HPOg4: 4.3 gr NaxHPOj4 tartilir, 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.
3. Ellman Ayract: 4 mg DTNB 10 ml %1°lik sodyum sitrat i¢inde ¢oziiliir.
4. 0.1 mg/ml GSH Standard1

5. %1’lik Sodyum Sitrat

Tablo 3.3: GSH é6l¢iimii i¢in kor, standart ve deney gruplarimin hazirlanmasi

Kor Std1 Std2 Deney
Distile Su (ul) 125 125 250
KCI (ul) 375 375 250 375
Proteinsizlestirme Cozeltisi (ul) 750 750 750 750
Homojenat (ul) 125

Islem: Tabloda verildigi sekilde elde edilen soliisyonlar 10 dakika 4000 rpm’de

santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 elde edilen kor, standart 1 ve 2, deney gruplarindan toplanan
supernatantlar mikroplaka kuyucuklarma 50 ul pipetlendi. Uzerlerine 200 ul Na;HPO4 ve
50 ul Ellman ayiract konularak 412 nm’de spektrofotometre cihazinda (Spektrofotometre
(Ultrospec 2000 / Pharmacia Biotech) okundu. Hesaplamalar ekstinksiyon katsayisi (13600

M- em™) ve standart kullanilarak gmol/ml cinsinde ifade edildi.
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3.4.3.2. Malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6l¢iimii

Prensip; Lipid peroksidasyonu son iiriinii olan MDA ’nin tiobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona girmesi sonucunda olusan renk spektrofotometrik olarak 535 nm’de absorbans

Verir.

Buege-Aust Ayract: 375 mg TBA iizerine 15 ml %100’liik trikloroasetik asit (TCA)
ve 2.1 ml konsantre hidroklorik asit (HCI) eklenip distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Islem: Doku homojenat1 600 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatanttan
250 ul alind1 ve tizerine 500 ul Buege ayraci tiiplere eklendi. Tiiplerin agizlarin misketle
kapatilip 15 dakika kaynar su banyosuna alindi. Kaynar su banyosu sonrasi tiipler 600g’de
oda 1sisinda 10 dakika santriftij edildi. 300 ul iist fazdan alinip platelere pipetlendi.
Spektrofotometre cihazinda (Spektrofotometre (Ultrospec 2000 / Pharmacia Biotech) 535
nm’de okundu. Sonuglar ekstinksiyon katsayist (e=1,56x10-5 M-1 cm-1) ve standardin
absorbans1 degerlendirilerek hesaplandi. Hesaplamalar sonrasinda sonuglar nmol/ml

cinsinden ifade edildi.

3.4.3.3. ROS

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) o6l¢iimiiniin prensibi; 2,7-diklorodihidrofloresein
diasetatin (DCFH-DA) esterazlar ile 2,7-dihidrofloresein (DCFH)’e doniismesi ve olusan bu
iriniin ortamdaki ROS tarafindan floresans veren 2,7-diklorofloresein (DCF)’e

oksitlenmesine dayanir.

Islem: 600 g’de, 10 dakika santrifiijlenmis homojenattan 200 ul siyah Elisa
platelerine pipetlendi. Deney grubuna 10 ul DCFI-DA eklendi; kor grubu olusturmak igin
rastgele secilen Orneklere 10 ul distile su eklendi. Absorbanslari 485 nm’de okundu
(Spektrofotometre (Ultrospec 2000 / Pharmacia Biotech). RFU birimiyle ROS diizeyleri
belirtildi.

3.4.3.4. AOPP

Baslica ditrizon igeren ¢apraz bagli protein iiriinleri olan ileri oksidasyon protein
driinleri (advanced oxidation protein product: AOPP) tayini i¢in doku homojenat
orneklerinin sitrik asit iceren asit ortamda verdigi absorbanslar1 340 nm’de okundu. Sonuglar
kloramin T ile potasyum iyodiiriin (KI) oksidasyonuyla olusan triiyodit ile standardize

edilerek karsilastirildi.
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Ayrraglar
0,2 M sitrik asit taze (2,1 g-50 ml dH20)
1,16 M KI taze (1,92 g-10 ml dH20)

Kloramin-T stok standardi (100 mM): 227,6 mg Kloramin-T 10 ml’de ¢oziildii.
Sonrasinda 0,2 M sitrik asitle sulandirildi. 25,50 ve 100 uM’lik ¢alisma standartlari

hazirlandi.

Islem: Homojenattan 40 ul ve sitrik asitten 160 ul kuyucuklara eklenerek deney
gruplari olusturuldu. 190 ul sitrik asit ve 10 ul KI igeren kuyucuklar (kor), 170 pul Kloramin-
T (25,50 ve 100 uM’lik ¢alisma standartlar1) ve 10 ul KI iceren (standart) kuyucuklar: da
hazirland1 ve kor gruba karsi deney ve standartlarin absorbanst 340 nm’de UV plate ile
okundu (Spektrofotometre (Ultrospec 2000 / Pharmacia Biotech). Kor ve standart
ortalamalar1 alinip hesaplamalar yapildiktan sonra nmol/mg protein olarak AOPP seviyeleri

ifade edildi.

3.4.3.5. FRAP

Antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant power: FRAP) dl¢limii prensibi,

serumdaki antioksidan maddelerin Fe*"’{i Fe**’ye indirgeme prensibine dayanir.

Ayrraglar

300 mm ph:3.6 Asetat Tamponu: 310 mg sodyum asetat, 1,16 ml asetik asit ile

karigtirilir. 100 m1’ye distile su ile tamamlanir.

10 mM 2.,4,6 tripridril-S-triozin 40mM HCI: 31,2 mg TPTZ 10 mL 40 mM HCI’de
¢Oziiliir.

20 mM FeCl..6H.O: 54 mg FeCl..6H.O 10 mL distile suda ¢oziiliir.

Calisma Ayract: 10 ml asetat tamponu+1 ml TPTZ+1 ml FeCl.oraninda karistirilarak

hazirlanir.
Askorbik Asit 1 mM: 17,6 mg askorbik asit 100 mL distile suda ¢oziiliir.

Islem: 200 ul ¢alisma ayraci ve 10 ul homojenat kuyucuklara eklendi. Ayrica 10 ul
ImM askorbik asit ve 200 ul calisma ayraci igeren kuyucuklar da hazirlandi. 37°C’de 4
dakika beklendikten sonra 593 nm’de verdikleri absorbans okundu. 1 mM askorbik asitin
FRAP degeri 2000 olarak kabul edildi ve sonuglar karsilastirilarak nmol/mg protein

cinsinden ifade edildi.
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3.4.4. ELISA Yontemi

ELISA yontemiyle sicanlardan alinan serum 6rneklerinde testosteron, inhibin B ve

AMH diizeyleri belirlendi.

3.4.4.1. Testosteron

Serumdaki testosteron seviyesinin 6l¢iimii i¢in yarismali ELISA test kiti kullanildi.
(Elabscience QuickKey pro Rat T(Testosterone) ELISA Kit Catalog No: E-OSEL_R0003)
Kuyucuklara 50 ul numune iizerine 50 ul HRP bagli antikorlu ¢alisma soliisyonu eklenip
37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi. Yikama igleminden (ELISA plak yikama sistemi
(ESW 300 Medispec, US)) sonra 90 ul substrat reagent eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe
edildi. Her kuyuya 50 ul stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Renk degisikligi
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiildii (Mikroplaka spektrofotometre
(Biotech, UK)). Standart grafiginden faydalanilarak Orneklerdeki testosteron diizeyi

belirlendi. Elde edilen sonuglardan testosteron diizeyi ng/ml birimi olarak verildi.

3.4.4.2. inhibin B

Serumdaki inhibin B seviyesinin 6l¢iimii i¢cin sandwich ELISA test kiti kullanildi.
(ElabScience Rat INHB (inhibin B) ELISA Kit Catalog NO: E-EL-R1027) Rat Inhibin B
antikoru ile dnceden kaplanmig monoklonal antikor enzim kuyusuna 100 pl numuneler
eklendi ve 90 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Biyotinle etiketlenmis Inhibin B antikoru
eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Aspirasyon ve yikama islemleri (ELISA plak yikama
sistemi (ESW 300 Medispec, US)) sonrasinda 100 ul HRP Konjugat soliisyonu ile 30 dakika
37°C’de inkiibe edildi. Tekrar aspirasyon ve yikama islemleri gerceklestirildi. 90 ul substrat
reagent eklendi ve 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. 50 ul stop soliisyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu. Renk degisikligi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
ol¢iildii (Mikroplaka spektrofotometre (Biotech, UK)). Standart grafiginden faydalanilarak
orneklerdeki Inhibin B diizeyi belirlendi. Elde edilen sonuglardan Inhibin B diizeyi pg/ml

birimi olarak verildi.

3.4.4.3. AMH

Serumdaki AMH seviyesinin 6l¢iimii i¢in sandwich ELISA test kiti kullanildi.
(ElabScience Rat AMH (Anti-Mullerian Hormone) ELISA Kit Catalog No: E-EL-R3022)
Rat AMH antikoru ile 6nceden kaplanmis monoklonal antikor enzim kuyusuna 100 ul 15
kat sulandirilimis serum Ornekleri eklendi ve 90 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Biyotinle
etiketlenmis AMH antikoru eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.Aspirasyon ve yikama
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islemleri (ELISA plak yikama sistemi (ESW 300 Medispec, US)) sonrasinda 100 ul HRP
Konjugat soliisyonu ile 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Tekrar aspirasyon ve yikama
islemleri gerceklestirildi. 90 ul substrat reagent eklendi ve 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
50 ul stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Renk degisikligi 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak o6l¢iildii (Mikroplaka spektrofotometre (Biotech, UK)).
Standart grafiginden faydalanilarak oOrneklerdeki AMH diizeyi belirlendi. Elde edilen
sonuglarda AMH diizeyi pg/ml birimi olarak verildi.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Elde edilen tiim sayisal verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol
edildi. Normal dagilim gosteren verilerde parametrik test olarak bagimsiz gruplarda tek
yonlii ANOVA (post hoc Tukey) testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen verilerde
Kruskal Wallis testi uygulandi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Normal dagilim gosteren veri gruplari ortalama =+ standart sapma; normal dagilim
gostermeyen veri gruplart medyan ve ¢eyrekler agikligi (IQR) olarak ifade edildi. Normal
dagilim gostermeyen karsilastirmalar Whiskers-Tukey grafikleri ile gosterildi. Istatistiksel
analiz igin Istanbul Universitesi lisansli programi Graphpad Prism 10.0.1 (GraphPad
Software, San Diego, USA) kullanildi.

3.6. SEMATIK TASARIM

Sekil 1.1 ve Sekil 3.1 gorsel tasarim araci Biorender (Toronto, Kanada) ile ticretsiz

strim dahilinde hazirlandi.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

4.1.1. Hematoksilen-Eozin

Kontrol grubuna ait testisler normal testikiiler morfolojide goézlendi (Sekil 4.1).

Tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerinin tamami segilebildi, olgun spermler izlenebildi

(Sekil 4.2).

C.siliqua grubuna ait testislerde spermatogernik seri hiicrelerinin secilebildigi,

morfolojinin korundugu seminifer tiibiiller gozlendi (Sekil 4.3, Sekil 4.4)

I/R grubuna ait testislerde germinal epitelin atrofisi goriildii (Sekil 4.5). Germinal
epitel atrofisine ugramis seminifer tiibiiller germ hiicrelerinden yoksun; sadece Sertoli
hiicreleriyle kapliydi. Dejenere germ hiicre formu olan, ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler de I/R
grubuna ait testis seminifer tiibiillerinde izlenebildi (Sekil 4.5, Sekil 4.8). Spermatogenik
hiicrelerin organizasyonunun bozuldugu ve immatiir germ hiicrelerinin liimen igine
dokiildiigli gozlendi (Sekil 4.5). Seminifer tiibiil epitelinde bozulmalar, ayrigmalar izlendi
(Sekil 4.5). Baz1 seminifer tiibiillerde nekrotik degisiklikler mevcuttu (Sekil 4.6). Germ
hiicrelerinin ve Sertoli hiicrelerinin hiicre 6liimiine gidigler uyumlu sekilde hipereozinofilik
boyandig1 gozlenebildi (Sekil 4.7). Hiicreler arasi vakuol olusumu izlendi (Sekil 4.8, Sekil
4.9. Sekil 4.10). Tiibiillerde piknotik ¢ekirdekli hiicreler ve apoptotik cisimler goriildii (Sekil
4.10). I/R grubunda yer yer kan damarlarinda konjesyon izlenebildi (Sekil 4.11).

[/R+C.siliqua grubunda ise seminifer tiibiil morfolojisi tiibiillerin bir kisminda
normaldi. Spermatogenik seri hiicrelerinin tamami izlenebildi (Sekil 4.13). Tiibiillerin bir
kisminda ise atipik liimen goriiniimii, yer yer vakuolizasyon goriildi. Spermatogenik seri

hiicrelerinin tamaminin izlenemedigi tiibiiller hasar grubuna kiyasla sayica azdi (Sekil 4.12).

Tiibiillerin sayisal degerlendirilmesi i¢in Johnsen skorlamasi yapildi. Gruplar arasi
fark anlamliydi (p<0.0001). Degerler normal dagilim gosterdi. Kontrol ve C. Siliqua gruplar1
arasinda anlaml bir fark bulunmamustir (p>0.5). I/R grubundaki hasar, kontrol ve C.siliqua

gruplarindan fazlaydi (p<0.0001, p<0.0001). I/R+C.siliqua grubundaki hasar, I/R grubundan
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azdi (p<0.0001). I/R+C.siliqua grubuyla kontrol (p<0.0001) ve C. Siliqua (p<0.0001)

gruplar arasinda fark anlamliydi.

Sekil 4.1:

Sekil 4.2:

Kontrol grubunun histolojik yapisi. Kontrol gruplarma ait testisler normal testikiiler
morfoloji gostermektedir. Spermatogenik seri hiicrelerinin tamamimin goriildiigii seminifer
tiibiillerin (asteriks) organizasyonu normaldir ve interstisyel hiicreler (ok) sec¢ilebilmektedir.
Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.

. N, = O§= ..
R, % -g;‘\wjﬁm
i LA
P M e

a7 AR

Kontrol grubuna ait seminifer tiibiil Kkesiti. Sertoli hiicreleri (uzun siyah ok),
spermatogonyumlar (kisa siyah ok), spermatositler (kirmiz1 ok), erken spermatidler (mavi
ok) ve ge¢ spermatidler (yesil ok) ile spermler (sar1 ok) secilebilmektedir. Leydig hiicreleri
(turuncu ok) interstisyel alanda bulunmaktadir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Ol¢ek
50 pm.
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Sekil 4.3: C. siliqua grubunun genel histolojik yapisi. Normal testis yapisi izlenmektedir.
Spermatogonyumlardan sperme kadar tiim spermatogenik seri hiicrelerinin gozlenebildigi
normal morfolojide seminifer tiibiiller (asteriks) ve interstisyel alanda bulunan Leydig

hiicreleri (ok basi) secilebilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.

Sekil 4.4: C.siliqua grubuna ait seminifer tiibiil kesiti. Spermatogonyumlar (siyah ok), spermatositler
(kirmiz1 ok), spermatidler (mavi ok) ve olgun spermler (sar1 ok) secilebilmektedir. Tiibiiller
morfolojik olarak normal goriiniimdedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Ol¢ek 50 pm.
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Sekil 4.5:

I/R grubunun genel histolojik yapisi. Germinal epitel atrofisine ugramis bos seminifer tiibiil
(asteriks), dejenere germ hiicrelerin formu olan cok cekirdekli dev hiicreler (siyah ok),
vakuol (yesil ok) olusumu, spermatogenik hiicrelerin organizasyonunun bozulmasi ve tiibiil
icine dokiilmesi (mavi ok) izlenmektedir. Tiibiillerde epitel ve tiibiil duvar1 ayrismasi
goriilmektedir (kirmizi ok). Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.

Sekil 4.6:

I/R grubunda nekrotik seminifer tiibiiller. Seminifer tiibiillerde normal spermatogenik
hiicre dizilimi izlenememektedir. Tiibiillerin bir kism1 nekrotik goriiniimdedir (asteriks).
Tiibiillerde dev hiicre olusumu izlenmektedir (mavi ok). Tiibiillerde seminifer tiibiil epiteli,
tiibiil duvarindan ayrilmistir (siyah ok). Tiibiiller aras1 bosluk artmis, 6demli goriiniim
mevcuttur. Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.
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Sekil 4.7: Nekrotik seminifer tiibiile ait kesit. Hipereozinofilik goriiniimdeki testis nekroza ugramistir
(asteriks). Spermatogenik seri hiicreleri tiibiiliin iist kisii haric tiibiiliin geri kalaninda
secilememektedir. Nekrotik tiibiill ve komsu seminifer tiibiiller normal morfoloji
gostermemektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50 pm.
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Sekil 4.8:

I/R grubunda vakuol olusumu ve dev hiicreler. Bos tiibiillerde spermatogenik seri hiicre
organizasyonu bozulmus, sayica azalmistir. Dev hiicre olusumu izlenmektedir (siyah kisa
ok) (A). Tiibiillerde yaygin vakuol olusumu (siyah uzun ok) ve dev hiicreler (siyah kisa ok)
gbzlenmektedir (B). Hematoksilen-Eozin. Objektifler A:10X B:40X. Olcekler A:100 pm B:50
pm
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Sekil 4.9: Dev hiicreler. Cok cekirdekli dev hiicreler iskemi-reperfiizyon hasari gruplarinda sik
goriilmektedir (siyah ok). Spermatogonyumlarin (yesil ok) ve spermatositlerin (mavi ok)

secilebildigi tiibiiller mevcuttur. Spermatidlere ve olgun spermlere rastlanilmamaktadir.
Vakuol olusumu izlenmektedir (kirmizi ok). Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olcek 50

Sekil 4.10: I/R grubuna ait seminifer tiibiil kesitinde piknotik ¢ekirdekli hiicreler, vakuol ve apoptotik
cisimler. Iskemi-reperfiizyon hasarmma ugrams seminifer tiibiillerde yer yer piknotik
cekirdekli hiicrelere (siyah ok) ve apoptotik cisimlere (kirmizi ok) rastlanmaktadir.
Immatiir germ hiicrelerinin liimen icine dokiildiigii atipik liimen goriiniimii mevcuttur
(asteriks). Vakuol olusumu goézlenmektedir (mavi ok). Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X.
Olcek 50 pm.
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Sekil 4.11: 1/R grubunda konjesyona ugramis kan damar. I/R grubunda yer yer kan damarlarinda agir
konjesyon izlenmektedir (kirmizi ok). Tiibiillerde Sertoli hiicreleri (siyah kisa ok),
spermatogonyumlar (siyah uzun ok) ve az sayida spermatosit (mavi ok) gézlenmektedir.
Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olcek 50 pm
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Sekil 4.12: I/R+C.siliqua grubunun histolojik goriiniimii. Spermatogenik seri hiicrelerinden
spermatositlerin ve olgun spermlerin segilebildigi tiibiiller mevcuttur (siyah asteriks).
Tiibiillerin bir kisminda immatiir germ hiicrelerinin liimene dékiildiigii atipik
goriiniimdedir (kirmuzi asteriks). Spermatogenik seri hiicrelerinin secilemedigi atrofik
seminifer tiibiiller /R grubuna kiyasla sayica az da olsa secilebilmektedir (mavi asteriks).
Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Olcek 100 pm.
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Sekil 4.13: I/R+C.siliqua grubuna ait seminifer tiibiil kesitleri. Farkh iki seminifer tiibiil kesitinde de
Sertoli hiicreleri (siyah uzun ok), spermatogonyumlar (siyah kisa ok), spermatositler (mavi
ok) spermatidler (yesil ok) ve olgun spermler (sar1 ok) secilebilmektedir. Her iki tiibiiliin de
organizasyonu normal yapidadir (asteriks). Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olcek 50 pm
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Deney Gruplari

Sekil 4.14: Gruplarin Johnsen skorlarimin Kkarsilastirilmasi. Anlamh farkhhk diizeyi (*%**
p Y
gosterilmektedir. Degerler ortalama ve SD (standart deviasyon) olarak verilmistir. (****:
p<0.0001)

4.1.2. Masson-Trikrom

Testisler fibrozis agisindan incelendiginde kontrol ve C.siliqua gruplarinda anlamli
sonuglar bulunamadi. Her iki grupta da yer yer ¢ok hafif seminifer tiiblil duvarinda bag
dokusu alanlariin boyandigi izlendi (Sekil 4.15, Sekil 4.17). Kontrol grubuna ait seminifer
tiibiil kesiti incelendiginde normal tiibiil morfolojisi ve hiicre organizasyonu gozlendi (Sekil

4.16).

I/R grubuna ait testisler incelendiginde neredeyse tiibiillerin biiyiik kisminda tiibiil
duvarinda fibrozise uyumlu boyanma gézlendi. I/R grubuna ait seminifer tiibiillerin bir

kisminda tiibiillerde yaygin fibrozis izlendi (Sekil 4.18).

[/R+C.siliqua grubu incelendiginde tiibiil duvarlarinda yer yer fibrozisle uyumlu

boyanma mevcuttu ancak hasar grubundaki gibi siddetli degildi (Sekil 4.19).

Semikantitatif degerlendirmede normal dagilim gdstermeyen veriler incelendiginde
gruplar arasi fark anlamliydi (p=0.0007). Kontrol ile C.siliqua ve I/R+C.siliqua gruplari
arasinda anlaml fark bulunmamistir (p>0.99). I/R grubundaki fibrozis, kontrol ve C.siliqua

gruplarina kiyasla fazlaydi (p=0.0049, p=0.0049).
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Sekil 4.15: Kontrol grubu. Kontrol grubuna ait kesitte ¢cok nadir ve hafif boyanmis seminifer tiibiil
duvar1 goézlenmektedir. Kontrol testisleri normal testikiiler morfolojidedir (asteriks).
Masson-Trikrom. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.
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Sekil 4.16: Kontrol grubu seminifer tiibiilii. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiil kesitinden seminifer
tiibiil yapisi, hiicrelerin organizasyonu seg:ilmektgdir. Tiibiil epitelinde ¢ok hafif boyanma
mevcuttur (ok). Masson-Trikrom. Objektif 40X. Ol¢ek 50 pm
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Sekil 4.17: C. siliqua grubu. Testis kapsiiliiniin boyandig1 izlenmektedir (mavi ok). Yer yer tiibiil
duvarinda yesil boyanmalar gozlense de istatistiksel olarak anlamh degildir. Tiibiiller
normal morfolojidedir (asteriks). Masson-Trikrom. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.

Sekil 4.18: /R grubu. Tiibiillerin organizasyonu bozulmustur. Neredeyse biitiin tiibiil duvarlar
fibrotiktir (siyah ok). Baz tiibiillerin tamaminda fibrosiz mevcuttur (asteriks). Tiibiil
duvarlarinda ayrisma mevcuttur (mavi ok). Masson-Trikrom. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.
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Sekil 4.19: I/R+C.siliqua grubu. Tiibiil yapilar1 ve organizasyonu hasar grubuna kiyasla kontrole
yakindir. Yer yer dev hiicreler (kirmizi) se¢ilmektedir. Tiibiil duvarlarinda yesil boyal
fibrosiz alanlar1 azdir (siyah ok). Masson-Trikrom. Objektif 10X. Ol¢ek 100 pm.
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Sekil 4.20: Masson-Trikrom fibrosiz skorlamasi. Anlamh farkhlhk diizeyi (**) gosterilmektedir.

1 Kontrol

1 C.siliqua
=3 iR

[ i/R+C.siliqua

Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir. (**: p<0.01)
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4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

4.2.1. Apoptoz Degerlendirmesi

Apoptozun degerlendirmesi amaciyla yapilan Kaspaz-3 boyamasinda I/R grubunda
seminifer tiibiillerde yaygin ve yogun boyanma gozlendi (Sekil 4.24). Preparatlarin cogunda
Leydig hiicreleri pozitif boyanmazken bazi preparatlarda Leydig hiicrelerinin kaspaz-3 ile
pozitif boyandigi izlendi. Preparatlarda yaygin sekilde spermatogonyumlar kaspaz-3 pozitif
boyanmaktaydi (Sekil 4.25). Kontrol grubunda spermatogonyumlarda (Sekil 4.21, Sekil
4.22); 1/R+C.siliqua grubunda ise spermatogonyum ve spermatidlerde (Sekil 4.26, Sekil
4.27) boyanma izlenebildi Semikantitatif degerlendirmede normal dagilim gdstermeyen
veriler arasinda karsilastirma yapildiginda gruplar arast anlamli farklilik saptand:
(p=0.0025). Kontrol ve I/R grubu arasinda (p=0.0042), I/R+C.siliqua ve I/R grubu arasinda
(p= 0.0390) anlaml1 farklilik bulundu. Kontrol ve I/R+C.siliqua gruplari arasinda anlamli
farklilik saptanmadi (p>0.99).
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Sekil 4.21: Kontrol grubunda Kaspaz-3 boyanmasi. Kontrol grubuna ait testislerin bir kisminda
kaspaz-3 boyanmasi izlenmemistir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olcek 100 zm
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Sekil 4.22: Kontrol grubunda apoptoz. Kontrol grubuna ait testislerin bir kisminda ise
spermatogonyumlarda (ok) hafif kaspaz-3 boyanmasi izlenmektedir. DAB-Hematoksilen.
Objektif 40X. Olgek 50 um

Sekil 4.23: C.siliqua grubunda Kaspaz-3 boyanmasi. interstisyel alanda ve tiibiillerde pozitif boyanma
izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Ol¢ek 100 um
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Sekil 4.24: /R grubunda Kaspaz-3 boyanmasi. i/R grubunda seminer tiibiillerde (asteriks) giiclii

kaspaz-3 boyanmasi izlenmektedir. Ancak interstisyel alanda (siyah ok) pozitif kaspaz-3
boyamasi gozlenmemistir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olcek 100 zm
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Sekil 4.25: i/R grubunda Kaspaz-3 boyanan hiicreler. Leydig hiicreleri (siyah ok) az sayida testiste
pozitif boyanmistir (A): Spermatogonyumlar (kirmizi ok) kaspaz-3 ile giiclii boyanmslardir
(B). DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olcek 50 um
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Sekil 4.26: I/R+C.siliqua grubunda Kaspaz-3 boyanmasi. interstisyel alanda ve seminifer tiibiillerde
yogun kaspaz-3 boyanmasi izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olcek 100

um
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Sekil 4.27: I/R+C.siliqua grubunda apoptoz. Spermatogonyumlarda (siyah ok) ve spermatidlerde (yesil
ok) kaspaz-3 boyanmasi izlenmektedir ancak spermatositlerde (mavi ok) boyanma
goriilmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Ol¢ek 50 um
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Sekil 4.28: Kaspaz-3 skorlamasi. Anlamh farkhhik diizeyi (*) ve (**) gosterilmektedir. Degerler medyan
ve IQR olarak ifade edilmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01)

4.2.2. iskemik Hasar Degerlendirmesi

HIF-la boyamasinda tiim gruplarda spermatogonyumlar ve spermatositlerde
boyanma izlenmistir. I/R grubunda interstisyel alanda boyanan hiicrelerin oldugu &rnekler
de mevcuttur (Sekil 4.33). Semikantitatif degerlendirmede normal dagilim goéstermeyen
veriler arasinda karsilastirma yapildiginda Kontrol ve I/R grubu arasinda (p= 0.0621) fark
anlamli olma egilimdeydi. I/R+C.siliqua ve I/R grubu arasinda (p>0.99), kontrol ve

[/R+C.siliqua gruplar1 arasinda (p= 0.1668) anlaml1 farklilik bulunmadi.
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Sekil 4.29: Kontrol grubunda HIF-1a. Seminifer tiibiillerde spermatogonyumlarda hafif boyanma
izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olcek 100 ym
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Sekil 4.30: Kontrol grubunda HIF-1a pozitif boyanan hiicreler. Spermatogonyumlar (siyah ok) ve
spermatositler (mavi ok) HIF-1a ile pozitif boyanmaktadir. Interstisyel alanda pozitif
boyanmus hiicreler (yesil ok) izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Ol¢ek 50 um
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Sekil 4.31: C.siliqua grubunda HIF-1a boyanmasi. Spermatogonyumlar (siyah ok) ve spermatositler
(mavi ok) pozitif boyanmaktadir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olcek 50 um

Sekil 4.32: /R grubunda HIF-1a boyanmasi. Seminifer tiibiillerde spermatogonyumlar (siyah ok) ve
spermatositler (mavi ok) pozitif boyanmistir; ancak interstisyel alanda boyanma
gozlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Ol¢ek 50 um
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Sekil 4.33: 1/R grubunda HIF-1a boyanmasi. interstisyel alanda (yesil ok) boyanan hiicrelerin izlendigi
ornekler mevcuttur. Spermatogonyumla_rda (siyah ok) ve spermatositlerde (mavi ok)
boyanma izlenmektedir. Objektifler 40X Olgekler 50 pm
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Sekil 4.34: I/R+C.siliqua grubunda HIF-la boyanmasi. Spermatogonyumlar (siyah ok) ve

spermatositler (mavi ok) HIF-1a ile pozitif boyanmaktadir. Interstisyel alanda boyanma
izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Ol¢ek 50 um
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Sekil 4.35: HIF-1a skorlamasi. Gruplar arasi anlamh farkhlik saptanmamistir. Degerler medyan ve
IQR olarak ifade edilmistir.

4.2.3. inflamasyon Degerlendirmesi

CD68 immiinohistokimyasal boyamasinda, kontrol ve C.siliqua gruplarinda pozitif
boyanan az sayida hiicre izlendi (Sekil 4.36, Sekil 4.37). I/R grubunda ise interstisyel alanda
yaygin pozitif immiinoreaktivite veren alanlar mevcuttu (Sekil 4.38). I/R+C.siliqua
gruplarinda, interstisyel alanda pozitif boyanma goriilebildi ancak hasar gruplarina kiyasla

boyanma siddeti diisiik ve boyali alanin yayginligi azdi (Sekil 4.39).

CD68 pozitif hiicre sayimi1 yapildiginda I/R grubunda pozitif hiicre sayisi fazlaydi
(p=0.008). I/R ve I/R+C.siliqua gruplari arasinda pozitif hiicre sayis1 karsilastirmasinda fark
anlamli degildi (p=0.2203). Kontrol ve C.siliqua gruplar1 arasinda fark anlamli degildi
(p>0.9999).
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Sekil 4.36: Kontrol grubu interstisyel alanda CD68 immiinohistokimyasal boyanma. Interstisyel alan
makrofaj infiltrasyonu agisindan degerlendirildiginde CD68 pozitif boyanma mevcuttur
(ok). DAB-Hematoksilen. Objektif: 40X. Olcek 50 pm

Sekil 4.37: C. siliqua grubunda CD68 immiinohistokimyasal boyamasi. Interstisyel alanda pozitif
boyanan az sayida hiicre tespit edilmistir. DAB-Hematoksilen. Objektif: 40X. Olcek 50 pm
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Sekil 4.38: I/R grubu grubu interstisyel alanda CD68 immiinohistokimyasal boyanma. interstisyel alan
makrofaj infiltrasyonu acisindan degerlendirildiginde yogun CD68 pozitif boyanma
mevcuttur (ok). DAB-Hematoksilen. Objektif: 40X. Olcek 50 pm
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Sekil 4.39: I/R+C.siliqua grubu interstisyel alanda CD68 immiinohistokimyasal boyanma. Interstisyel

alanda yer yer pozitif boyanms hiicreler secilmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif: 40X.
Olgek 50 pm
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Sekil 4.40: CD68 + Hiicre Sayimi. Anlamh farkhhk diizeyi (**) ve (***) gosterilmektedir. Degerler
medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (**: p<0.01, ***: p<0.001)

4.2.4. Antioksidan Giiciin Degerlendirmesi

4.2.4.1. SOD

Dokudaki antioksidan giicii incelemek icin yapilan antioksidan enzimlerden SOD
boyamasinda I/R grubunda interstisyel alanda ve seminifer tiibiil liimenindeki immatiir germ
hiicrelerinde ¢ok hafif boyanmalar izlendi (Sekil 4.44, Sekil 4.45). Kontrol grubunda
seminifer tiiblillerde yaygin ve giiclii boyanma gorildi (Sekil 4.41, Sekil 4.42).
[/R+C.siliqua grubunda ise spermatogonyum, spermatosit ve spermatidlerde (Sekil 4.47)
boyanma izlendi. I/R+C.siliqua grubunda, seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanda
immiinreaktivite gozlenebildi (Sekil 4.46). Semikantitatif degerlendirmede normal dagilim
gostermeyen veriler arasinda karsilagtirma yapildiginda gruplar arasi anlamli farklilik
saptand1 (p=0.0009). Kontrol ve I/R grubu arasinda (p=0.0029), I/R+C.siliqua ve I/R grubu
arasinda (p= 0.0385) anlamli farklilik bulundu, kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda anlaml

farklilik saptanmadi (p>0.99).
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Sekil 4.42: Kontrol grubunda SOD. Spermatogonyumlar (siyah ok), spermatositler (mavi ok) giiclii;
spermatidler (yesil ok) hafif olarak SOD ile pozitif boyanma géstermektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 40X. Olg¢ek 50 um
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Sekil 4.43: C.siliqua grubunda SOD. Boyanma o6zelligi kontrol grubuyla benzerlik giostermektedir.
§eminifer tiibiiller SOD ile giiclii boyanma izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X.
Olgek 100 ym

Sekil 4.44: 1/R grubunda SOD. Liimen icine dokiilmiis immatiir germ hiicrelerinde ve interstisyel
alanda immiinreaktivite gozlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 um
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Sekil 4.45: i/R grubunda SOD. Spermatositlerde (siyah ok) ve liimen i¢ine dékiilmiis immatiir germ
hiicrelerinde (mavi ok) hafif boyanma izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X.
Olcek 50 um
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Sekil 4.46: I/R+C.siliqua grubunda SOD. Seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanda SOD ile yogun
boyanma izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olgek 100 um
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Sekil 4.47: I/R+C.siliqua grubunda SOD. Spermatogonyumlar (siyah ok), spermatositler (mavi ok) ve
spermatidler (yesil ok) pozitif olarak SOD ile boyanmistir. DAB-Hematoksilen. Objektif
40X. Olgek 50 um
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Sekil 4.48: SOD skorlamasi. Anlamh farkhlik diizeyi (*) ve (**) gosterilmektedir. Degerler medyan ve
IQR olarak ifade edilmistir. (*: p<0.05; **: p<0.01)
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4.2.4.2. Katalaz

Dokudaki antioksidan giicii incelemek i¢in yapilan antioksidan enzimlerden katalaz
boyamasinda I/R grubunda seminifer tiibiillerde hafif spermatogonyum boyanmasi disinda
boyanma izlenmedi (Sekil 4.52, Sekil 4.53). Kontrol grubunda seminifer tiibiillerde giiglii
boyanma izlenebildi, spermatogonyumlar ve spermatositler yogun boyanmaisti (Sekil 4.49,
Sekil 4.50). C.siliqua grubunun boyanma modeli kontrol grubu ile benzerdi (Sekil 4.51)
[/R+C.siliqua grubunda ise spermatogonyum ve spermatidlerde (Sekil 4.55) yogun pozitif
boyanma izlenebildi. I/R+C.siliqua grubu seminifer tiibiillerinde ve interstisyel alanda
immiinreaktivite gozlendi (Sekil 4.54). Semikantitatif degerlendirmede normal dagilim
gostermeyen veriler arasinda karsilastirma yapildiginda gruplar arasi anlamli farklilik
saptand1 (p=0.0093). Kontrol ve I/R grubu arasinda (p=0.0179), I/R+C.siliqua ve I/R grubu
arasinda anlamli farklilik bulundu (p= 0.0490), kontrol ve I/R+C.siliqua gruplar1 arasinda
anlaml farklilik saptanmadi (p>0.99).

P25

Sekil 4.49: Kontrol grubunda Katalaz. interstisyel alanda (ok bas1), spermatogonyumlarda (ok) katalaz
ile pozitif boyanma izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Ol¢ek 100 zm

77



Sekil 4.50: Kontrol grubunda Katalaz. Spermatogonyumlar (siyah ok) ve spermatositler (mavi ok)
Katalaz ile pozitif boyanmaktadirlar. Spermatidlerde (yesil ok) hafif boyanma
izlenmektedir. interstisyel alanda (ok basi) katalaz ile immiinreaktivite goriilmektedir.
DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Ol¢ek 50 um

Sekil 4.51: C. Siliqua grubunda Katalaz. Spermatogonyumlar ve spermatositler pozitif boyanmaktadir
(siyah ok). Olgun spermlerde (kirmizi ok) boyanma izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen.
Objektif 10X. Olcek 100 um
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Sekil 4.52: I/R grubunda Katalaz. Seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanda boyanma
izlenmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olcek 100 zm

Sekil 4.53: I/R grubunda Katalaz. Spermatogonyumlarda hafif boyanma izlenmektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 40X. Ol¢ek 50 um
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Sekil 4.54: I/R+C.siliqua grubunda Katalaz. interstisyel alanda (mavi ok) ve spermatogonyumlarda
(siyah ok) giiclii boyanma izlenmektedir. Nadir sayida gozlenen dev hiicrelerde (yesil ok)
boyanma izlenmemistir. DAB-Hematoksilen. Objektif 10X. Olcek 100 um
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Sekil 4.55: I/R+C.siliqua grubunda Katalaz. Sertoli hiicrelerinde (siyah ok) ve spermatositlerde
(kirmiz1 ok) boyanma gozlenmemektedir. Spermatogonyumlar (mavi ok) ve spermatidler
(yesil ok) katalaz ile giiclii boyanmaktadirlar. Dev hiicrede (sar1 ok), hafif immiinreaktivite
izlenmektedir. Interstisyel alanda da boyanma goriilmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif
40X. Olgek 50 um
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Sekil 4.56: Katalaz skorlamasi. Anlamh farkhilhik diizeyi (*) gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR
olarak ifade edilmistir. (*: p<0.05)

4.3. ELEKTRON MiKROSKOBU BULGULARI

Dort deney grubuna ait drneklerin ultrastriiktiirel yapisi incelendi.

Kontrol grubunda spermatogenik seri hiicrelerin yapist normal izlenebildi (Sekil
4.57). Hiicreler arasi baglanti kompleksleri dogal izlendi, ¢ok sayida normal mitokondri
goriildi (Sekil 4.58). Spermatid ¢ekirdeginin etrafinda olusmakta olan akrozom yapisi,
sperm kuyruklar1 izlenebildi (Sekil 4.59). Cok sayida kep fazinda spermatid ve sperm basi
kontrol grubunda bulunabildi (Sekil 4.60). C. Siliqua grubunda spermatogenik seriye ait
hiicreler izlenebildi (Sekil 4.62, Sekil 4.63, Sekil 4.64 ve Sekil 4.65). Her iki grupta da
Leydig hiicre yapis1 normal goriiniimdedir (Sekil 4.61).

I/R grubunda multiniikleer dev hiicreler izlenebildi (Sekil 4.66). Hiicreler 6demlidir
(Sekil 4.67). Hiicreler arasi 6dem ve hiicrelerde vakuolizasyon goriildii (Sekil 4.68).
Apoptotik hiicreler fazla sayida izlenebildi (Sekil 4.69, Sekil 4.71). Nekrozu destekleyen
kromatoliz ve 6dem izlenen hiicreler bulundu (Sekil 4.69). Kromatini diizgiin kondanse
olmamuis, vakuolize sperm hiicreleri goriilebildi (Sekil 4.70). Mitokondriyonlarda kristalarin
silinmesi ve genislemelerin oldugu izlendi (Sekil 4.72). I/R grubunda interstisyel alanda
eritrositlere ve makrofajlar gézlendi (Sekil 4.73). Leydig hiicrelerinde de vakuolizasyon

izlendi, interstisyel alanda fibrin goriildii (Sekil 4.74).
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[/R+C.siliqua grubunun genel yapisi kontrole yakin bulundu. Spermatik seri
hiicrelerinin yapisinin korunabildigi goriildii (Sekil 4.75). Elonge spermatidler (Sekil 4.76),
sperm basinin ve kuyrugunun izlendigi alanlar mevcuttu (Sekil 4.77, Sekil 4.78). Kristalar
silinmis mitokondri izlendi. Kristalar1 korunmus normal morfolojili mitokondriyonlarin
bulundugu da gorildii (Sekil 4.79). Leydig hiicrelerinde kontrol grubuna benzer 6zellikler
goriildi (Sekil 4.80).

Sekil 4.57: Kontrol grubunda spermatogonyum ve sperm basinin TEM goriintiisii. Bazal membran
iizerine oturmus spermatogonyum hiicresi (Sg) ve sperm bas1 (kirmizi ok) izlenmektedir (A).
iki spermatogonyum hiicresi ve aralarindaki baglanti kompleksleri (ok) goriilmektedir (B).
Biiyiitme 7500X
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Sekil 4.58: Kontrol grubunda Sertoli hiicresi ve normal yapihh mitokondri. Mitokondri (m) ve hiicreler
arasi baglanti kompleksleri goriilmektedir (A). Sertoli hiicresinin bazal membrana yakin
konumlanmus biiyiik cekirdegi (S) ve normal yapida mitokondri (m) izlenmektedir. Biiyiitme
10000X
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Sekil 4.59: Kontrol grubunda spermatogenik seri hiicreleri. Spermatid cekirdegi etrafinda birikmeye
baslayan akrozom (kirmmzi ok), gelismekte olan sperm boynunu cevreleyen
mitokondriyonlar (siyah ok) ve sperm basi (ok basi) izlenmektedir (A ve B). Yuvarlak biiyiik
cekirdekli ve spermatogenik serinin en biiyiik hiicrelerinden spermatosit (Ss) goriilmektedir
(B). Biiyiitme 7500X
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Sekil 4.60: Kontrol grubunda spermatosit ve spermatidler. Normal morfolojide bir spermatosit (Ss) ve
sperm hiicre baslar1 (kirmiz1 ok) izlenmektedir (A). Kep fazina girmis, ¢ekirdek etrafinda
akrozomal graniillerin (ok) birikmeye basladigi spermatid hiicreleri goriilmektedir
(asteriks) (B). Biiyiitmeler A:7500X B:3000X
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Sekil 4.61: Kontrol ve C.siliqua gruplarinda Leydig hiicreleri. Kontrol grubunun interstisyel alaninda
goriilen normal morfolojide Leydig hiicresi (ok) ve damar yapisi (asteriks) goriilmektedir
(A). C. siliqua grubuna ait goriintiide kontrol grubu ile benzer morfolojiye sahip Leydig
hiicreleri izlenmektedir (B). Biiyiitmeler A:3000X B:4000X
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Sekil 4.62: C.siliqua grubunda spermatogenik seri hiicreleri. Spermatogonyumlar (Sg), spermatositler
(Ss) ve sperm baslar1 (dikdortgen) izlenmektedir. Biiyiitme:4000X
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Sekil 4.63: C.siliqua grubunda elonge spermatid ve liimene birakilan spermatozoa. Cekirdek etrafinda
akrozom yapisinin olusmakta oldugu elonge spermatidler (ok) ve Sertoli hiicresine ait
mitokondri izlenmektedir (A). Seminifer tiibiil liimenine birakilan spermatozoa
goriilmektedir (B). Biiyiitme A:7500X B:4000X
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Sekil 4.64: C.siliqua grubunda kep fazi. Cekirdegin etrafinda akrozomun birikmeye basladig1 kep
fazina giren spermatidler izlenmektedir (ok) Biiyiitme:4000X
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Sekil 4.65: C. siliqua grubunda spermatogenik seri hiicreleri ve gelismekte olan sperm.
Spermatogonyum (Sg) ve spermatosit (Ss) hiicreleri izlenmektedir (A). Sperm boynunda
mitokondri (ok) ve kep fazina girmis spermatidler (St) goriilmektedir (B). Biiyiitmeler

A:5000X B: 4000X
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Sekil 4.66: i/R grubunda dev hiicrelerin TEM goriintiisii. Multiniikleer dev hiicrelerle 6zellik kazanan
hasar izlenmektedir (asteriks). Kep fazina benzer c¢ekirdek etrafinda akrozomal graniil
birikimi goriilmektedir (B). Biiyiitme: 4000X
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Sekil 4.67: I/R grubunda dev hiicre ve 6demli hiicre. iki ¢ekirdekli dev hiicre (ok) ve 6demli biiyiik
hiicre (asteriks) izlenmektedir. Biiyiitme: 4000X
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Sekil 4.68: Sertoli hiicresinde vakuol ve 6demli hiicreler. Apoptotik hiicre (ok) ve Sertoli hiicresinde
vakuolize goriiniim (dikdortgen) izlenmektedir (A). Spermatogenik seri hiicrelerde 6dem
(asteriks) ve hiicreler arasi 6dem (siyah ok) goriilmektedir (B). Biiyiitme: 3000X
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Sekil 4.69: I/R grubunda apoptoz. Apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir. Apoptotik bleblerin
olusmaya basladigi goriilmektedir (A). Kromatoliz (0k) ve 6dem izlenmektedir (B). Biiyiitme
A:7500X B: 4000X
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Sekil 4.70: I/R grubunda vakuolizasyon. Kromatini diizgiin kondanse olmamms, vakuolize sperm
hiicresi izlenmektedir (A). Vakuolize sitoplazmah, hasarh hiicreler goriilmektedir (B).
Biiyiitme: A:6000X B:7500X
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Sekil 4.71: I/R grubunun TEM goriintiisii. Kromatin kondansasyonu hasarh hiicreler (asteriks),
apoptotik hiicreler (siyah ok) izlenmektedir (A): Hiicrelerin sitoplazmasinda 6dem
goriiniimii ve apoptotik hiicreler (ok) yaygin izlenmektedir (B). Biiyiitme:5000X
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Sekil 4.72: i/R grubunda mitokondri TEM goriintiisii. Mitokondri kristalarinda silinme olusan Sertoli
hiicreleri izlenmektedir (ok) Biiyiitme A:20000X B:6000X
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Sekil 4.74: 1/R grubunda Leydig hiicresi TEM goriintiisii. Vakuolize Leydig hiicresi (Lc) ve interstisyel
alanda fibrin yapis1 (ok) izlenmektedir. Biiyiitme:5000X
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Sekil 4.75: I/R+C.siliqua grubunda spermatogenik seri hiicreleri. Kontrol grubuna benzer yapi
ozelliklerine sahip spermatogonyumlar (Sg), spermatositler (Ss) ve spermatidler (St)
izlenmektedir. Biiyiitme:2500X
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Sekil 4.76: I/R+C.siliqua grubunda spermatidlerin TEM goriintiisii. Elonge spermatid (ok)
goriilmektedir (A). Spermatid ¢ekirdeklerinin etrafinda akrozom (ok) olusmaya baslanstir
(B). Biiyiitme: 4000X
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Sekil 4.77: I/R+C.siliqua grubunda spermlerin TEM goriintiisi. Sperm kuyruklari olusmaya
baslamistir (dikdortgen) ve sperm baslari izlenmektedir (ok). Biiyiitmeler A:6000X B:4000X
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Sekil 4.78: I/R+C.siliqua grubunda sperm bas ve kuyruk yapilari. Sperm baslar1 (dikdértgen) ve sperm
kuyruklari (ok) izlenmektedir. Biiyiitme: 4000X

Sekil 4.79: I/R+C.siliqua grubuna ait mitokondri TEM goriintiisii. Mitokondri Kkristasi secilmektedir
(ok). Yer yer kristada silinmeler izlenen hasarh mitokondri de bulunmaktadir (dikdortgen).
Biiyiitme:15000X
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Sekil 4.80: I/R+C.siliqua grubuna ait Leydig hiicrelerinin TEM gériintiisii. Normal morfolojiye sahip
Leydig hiicresi (Lc) izlenmektedir. Biiyiitme:4000X

4.4. BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.4.1. GSH

Gruplara goére GSH seviyelerinin ortalama degerleri=SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum GSH seviyeleri tabloda verilmistir (Tablo 4.1). Normal dagilim
gostermeyen veriler nonparametrik test kullanilarak analiz edildi. GSH diizeyleri hasar
grubunda kontrol (p=0.0281) ve C.siliqua gruplarma (p=0.0007) kiyasla anlamli olarak
diisiik bulundu. I/R+C.siliqua grubunda testis GSH seviyeleri I/R grubuna kiyasla anlamli
olarak yiiksektir (p=0.0254). I/R+C.siliqua ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0.99).

Tablo 4.1: GSH seviyeleri

GRUPLAR Ortalama£SD Median l‘ll)zzsex‘r“
Grup 1: Kontrol 0.66+0.40 0.51 1.60-0.45
Grup 2: C. siliqua 0.60+0.09 0.59 0.70-0.43
Grup 3: i/R 0.34+0.07 0.37 0.43-0.26
Grup 4: I/R+C.siliqua 0.54+0.08 0.52 0.70-0.45
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Sekil 4.81: Gruplar aras1 GSH seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamh farkhihik diizeyi (*) ve (**%)
olarak gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir. (*: p<0.05; ***:
p<0.001)

4.4.2. MDA

Gruplara gore MDA seviyelerinin ortalama degerleri+SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum MDA seviyeleri tabloda verilmistir (Tablo 4.2). Normal dagilim
gbstermeyen veriler nonparametrik test kullanilarak analiz edildi. MDA diizeyleri I/R
grubunda kontrol (p=0.0004) ve C.siliqua gruplarina (p=0.0006) kiyasla anlamli olarak
yiiksektir. I/R+C.siliqua grubunda testis MDA seviyeleri I/R grubuna kiyasla anlamli olma
egilimindeydi (p=0.0585). I/R+C.siliqua ve kontrol grubu arasinda anlaml fark
bulunmamaktadir (p=0.1159).

Tablo 4.2: MDA seviyeleri

GRUPLAR Ortalama+SD Median l\ll)aezserl:g“
Grup 1: Kontrol 3.16+0.71 3.29 4.15-1.94
Grup 2: C. siliqua 3.21+0.88 3.25 4.27-1.98
Grup 3: i/R 27.19+4.11 27.18 33.87-20.32
Grup 4: I/R+C.siliqua 8.91+5.41 7.40 18.45-3.94

104



MDA

HpeReR
L
40~ ok
| 3 Kontrol
E 30 [ C.siliqua
:0 3 iR
£ 20- [ iiR+C siliqua
<
< T
= 10-
= = -
0 1 1 1 1
o 2 <> 2
& & V¢
N 2
o O
Na
Deney Gruplari

Sekil 4.82: Gruplar aras1t MDA seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamh farkhhk diizeyi (***) olarak
gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir. (***: p<0.001)

4.4.3. ROS

Gruplara gore ROS seviyelerinin ortalama degerleri+SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum ROS degerleri tabloda verilmistir (Tablo 4.3). Kolmogorov-Smirnov
testi ile wverilerin dagilimi degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen veriler
nonparametrik test kullanilarak analiz edildi. ROS seviyeleri I/R grubunda kontrol (p=0.001)
ve C.siliqua gruplarma (p=0.0255) kiyasla anlaml1 olarak yiiksek bulundu. I/R+C.siliqua
grubunda testis ROS seviyeleri I/R grubuna kiyasla anlamli olarak diisiiktiir (p=0.0463).

[/R+C.siliqua ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.99).

Tablo 4.3: ROS seviyeleri

GRUPLAR OrtalamaSD Median l\l/[)il;:rl;gn
Grup 1: Kontrol 454.9+318.3 2325 963.5-201.9
Grup 2: C. siliqua 540.4+244.3 430.4 922.3-352.0
Grup 3: I/R 54042606 5597 8376-1085
Grup 4: i/R+C.siliqua 1061+974.8 751.1 2723-301.6
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Sekil 4.83: Gruplar arasi ROS seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamh farkhilik diizeyi (*) ve (***)
olarak gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir. (*: p<0.05; ***:

p<0.001)

4.4.4. AOPP

Gruplara gore AOPP seviyelerinin ortalama degerleri+SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum AOPP degerleri tabloda verilmistir (Tablo 4.4). Normal dagilim

gdstermeyen veriler nonparametrik test kullanilarak analiz edildi. AOPP seviyeleri arasinda

1 Kontrol

[ C.siliqua

iR

[ i/R+C.siliqua

gruplar arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p=0.2966)

Tablo 4.4: AOPP seviyeleri

GRUPLAR Ortalama+SD Median l\]q)izserl;le;“
Grup 1: Kontrol 99.63+48.61 84.67 182.0-44.77
Grup 2: C. siliqua 68.58+32.86 59.81 141.5-47.87
Grup 3: i/R 118.1£79.79 70.15 249.4-49.68
Grup 4: I/R+C.siliqua 107.0+71.55 77.59 262.0-56.05
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Sekil 4.84: Gruplar aras1i AOPP seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamh farkhhk saptanmamistir.
Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir.

4.4.5. FRAP

Gruplara gére FRAP seviyelerinin ortalama degerleri=SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum FRAP seviyeleri tabloda verilmistir (Tablo 4.5). Veriler normal
dagildig icin parametrik test kullanildi. FRAP diizeyleri I/R grubunda kontrol (p=0.0025)
ve C.siliqua gruplarina (p=0.0179) kiyasla anlamli olarak diisiiktiir. I/R+C.siliqua grubunda
testis FRAP seviyeleri I/R grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.0001).

1 Kontrol
[ C.siliqua
=3 iR

[ /R+C.siliqua

[/R+C.siliqua ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p=0.1912).

Tablo 4.5: FRAP seviyeleri

GRUPLAR Ortalama=SD Median l\]q)izserl;le;“
Grup 1: Kontrol 51.49+17.59 49.98 75.19-23.48
Grup 2: C. siliqua 44.8010.78 48.90 52.93-25.11
Grup 3: I/R 20.04+11.21 21.74 30.86-5.68
Grup 4: I/R+C.siliqua 67.24+11.47 66.05 85.11-51.08
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Sekil 4.85: Gruplar aras1 FRAP seviyelerinin karsilastirilmasi. Anlamh farkhhik diizeyi (*), (**) ve (***)
olarak gosterilmektedir. Degerler ortalama ve SD olarak verilmistir. (*: p<0.05; **:p<0.01;
**%: p<0.001)

4.4.6. Testosteron

Gruplara gore testosteron seviyelerinin ortalama degerleri+SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum testosteron degerleri tabloda verilmistir (Tablo 4.6). Veriler normal
dagildigr icin parametrik test kullanildi. Gruplar arsinda serum testosteron seviyeleri

acisindan anlamli fark bulunmamaktadir (p=0.5474).

Tablo 4.6: Serum testosteron seviyeleri

GRUPLAR Ortalama=SD Median l\]q)izserl;le;“
Grup 1: Kontrol 1.97+1.88 1.69 4.98-0.008
Grup 2: C. siliqua 1.89+1.60 1.23 5.25-0.72
Grup 3: I/R 1.08+0.85 0.90 2.82-0.26
Grup 4: I/R+C.siliqua 1.32+0.27 1.19 2.60-0.51
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Sekil 4.86: Gruplar arasi serum testosteron diizeylerinin Kkarsilastirilmasi. Anlamh farkhhk
saptanmamustir. Degerler ortalama ve SD olarak verilmistir.

4.4.7. inhibin-B

Gruplara gore Inhibin-B seviyelerinin ortalama degerleri=SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum Inhibin-B seviyeleri tabloda verilmistir (Tablo 4.7). Normal dagilim
gdstermeyen veriler nonparametrik test kullamlarak analiz edildi. inhibin-B diizeyleri I/R
grubunda kontrol (p=0.0018) ve C.siliqua gruplarina (p=0.0114) kiyasla anlamli olarak
diisiiktiir. I/R+C.siliqua grubunda serum Inhibin-B seviyeleri agisindan I/R grubuyla anlamli

fark bulunmanustir (p=0.8288). I/R+C.siliqua ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunmaktadir (p=0.0026).

Tablo 4.7: Serum Inhibin-B seviyeleri

GRUPLAR Ortalama+SD Median l\]q)izsex;“
Grup 1: Kontrol 56.85+24.73 64.75 88.04-23.95
Grup 2: C. siliqua 47.12428.65 36.91 86.47-17.85
Grup 3: I/R 11.63+12.10 8.16 33.12-1.02
Grup 4: i/R+C.siliqua 13.97+4.53 11.83 20.97-10.01
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Sekil 4.87: Gruplar arasi serum Inhibin-B diizeylerinin karsilastirilmasi. Anlamh farkhhk diizeyi (*) ve
(**) olarak gosterilmektedir. Degerler ortalama ve SD olarak verilmistir. (*: p<0.05; **:
p<0.01)

4.4.8. AMH
Gruplara gore AMH seviyelerinin ortalama degerleri+SD, medyan degerleri ve
maksimum-minimum AMH degerleri tabloda verilmistir (Tablo 4.6). Normal dagilim

gostermeyen veriler nonparametrik test kullanilarak analiz edildi. Gruplar arasinda serum

AMH seviyeleri agisindan anlamli fark bulunmamaktadir (p=0.3577).

Tablo 4.8: Serum AMH seviyeleri

GRUPLAR Ortalama+SD Median l\]q)izserl;le;“
Grup 1: Kontrol 4040+3068 2669 8873-1564
Grup 2: C. siliqua 3476+2384 2513 8572-1966
Grup 3: i/R 2015+337,6 1825 2504-1638
Grup 4: I/R+C.siliqua 2513+1092 2254 4452-1561
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Sekil 4.88: Gruplar arasi serum AMH diizeylerinin karsilastirilmasi. Anlamh farkhhik saptanmamistir.
Degerler medyan ve IQR olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu cerrahi miidahale gerektiren {irolojik bir acildir ve operasyona
ragmen testis kaybiyla ve infertilite ile sonuclanabilmektedir. Hayvan calismalariyla
testikiiler iskemi-reperfiizyon hasarint dnlemek icin ¢esitli farmakolojik ajanlarin etkileri
degerlendirilmektedir (68). Bu tez calismasinda, deneysel testis torsiyonu modelinde cerrahi
miidahaleye ek olarak destek tedavi olarak kullanilan C. siliqua’nin, iskemi reperfiizyon
hasarma kars1 koruyucu etkileri histopatolojik ve ultrastriiktiirel olarak degerlendirdi.
Gruplar arasinda antioksidan enzimlerin ve hormonal parametrelerin seviyeleri de
karsilagtirildi. Reperfiizyon sonrasi testiste hasar meydana geldigi, apoptozun ve oksidatif
stresin arttidi, testiste inflamatuar yanitin olustugu goriildii. Sonug olarak, C. siliqgua tedavisi
ile hasarda azalma izlenmis; apoptoz ve oksidatif stres biyobelirteclerinin bir kisminda
azalma gorilmiis, inflamatuar yanit hafiflemis ve bu sonuglar ince yapisal bulgularla

desteklenmistir.

C. siligua flavonoidler, polifenoller ve steroller agisindan zengin; antioksidan,
antibakteriyel, antitlimoral etkileri ¢esitli c¢alismalarla ortaya konmus bir bitkidir.
Farmakolojik olarak polifenollerin antioksidan aktivitesi gosterilmis; flavonoidlerin de
antioksidan, antibakteriyel ve analjezik etkileri oldugu ortaya konmustur (94, 96). C.
siligua’nin farkli hastalik modellerinin incelendigi hayvan ¢aligmalarinda oksidatif stres ve
spermatogenez iizerindeki etkileri incelenmistir (95, 98, 100). Testis torsiyonu {iizerine
etkisiyle ilgili bir ¢caligmaya ise literatiir arastirmamizda rastlamadik. C.siliqua ile benzer
icerige sahip ajanlarla yapilan c¢aligmalarda ise olumlu sonuclarin elde edildigini gordiik.
Polifenol igerigi bilinen Plantago major bitkisinin yapraklarinin kullanildigi bir ¢alismada,
tedavinin T/D hasarini azaltti1, oksidatif stresi azalttig1 goriilmiistiir (111). Fenolik bir
bilesik olan, siringik asitin de T/D modeli uygulanan siganlarda histopatolojik hasari ve
apoptozu azalttigi izlenmistir (112). Kullandigimiz C.siliqua ekstraktinin analizinde
iceriginde oldugu goriilen ¢inko, yapilan bir ¢galigmada melatonin ile birlikte testis torsiyonu
tedavisi i¢in kullanilmis; tedavi ile birlikte oksidatif stresin azaldigi ve inhibin-B
seviyelerinin arttig1 izlenmistir (113). Yiiksek flavonoid igerigine sahip Gingko biloba’nin
verildigi calismada da histopatolojik hasarin ve apoptozun tedavi ile azaldigi, sperm

morfolojisinin diizeldigi ortaya konmustur (114).
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Bu tez ¢aligmasinda testiste meydana gelen histopatolojik degisiklikler acisindan
tedavi grubundaki hiicre morfolojisinin daha iyi oldugu goriildii. Hasarli testislerde dev
hiicrelere rastlandi. Sertoli hiicre iskeletinin bozulmasi, spermatid veya spermatositlerin
dejenerasyonu ile ortaya ¢ikan hiicreler arasi kopriilerin geniglemesi sonucu olustugu
diisiiniilen dev hiicrelerin tiibiiler dejenerasyonun bir parcast oldugu bildirilmistir (115).
Testisin I/R hasarinda dev hiicrelerin artis1 baska ¢alismalarda da gozlenmistir (116, 117).
Hasar skoru degerlendirildiginde I/R grubunda skorun diisiik oldugu, tedavi ile artis olsa da
bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 izlendi. Bu durum C. siligua tedavisinin I/R
hasarina karst koruyucu etkisinin oldugunu; ancak bu etkinin tam bir diizelme

saglayamadigini diisiindiirmiistiir.

Gruplar fibrozis agisindan degerlendirildiginde I/R grubunda fibrozis oldugu izlendi
ancak C.siliqua tedavisinin fibrozis iizerine olumlu bir etkisi olmadig1 goriildii. Calisma
plan1 yapilirken literatiirde uygulanan siireler temel alinmistir; ancak siirenin fibrozis iizerine
etkinin gézlenmesi i¢in kisa olmasi nedeniyle gruplar arasi fark saptanamamus olabilir. T/D
sonrast uzun siireli etkinin degerlendirildigi ileriki calismalarda bu konu iizerinde
durulabilir. Ayrica Tadalafil ve darbopoetinin T/D modeli iizerine etkisinin aragtirildigi
calismada semikantitif olarak yapilan fibrozis degerlendirmesinde hasar grubunun skoru
anlamli olarak yiiksek; kontrol ve tedavi gruplarinin skorlar1 ise anlamli olarak diisiik
bulunmustur (4). Bu tez ¢alismasinda I/R hasarinin testiste fibrotik hasar olusturdugu
izlenmekle birlikte C. siliqua tedavisinin fibrotik degisiklikler iizerinde anlamli bir etkisi

olmadig1 sonucuna ulagilmaistir.

T/D modeli ile yapilan ¢alismalarda, I/R hasarinin apoptozu arttirdigi bilinmektedir
(117-120). Bu tez galismasinda semikantitatif degerlendirmede kontrol ve I/R grubu ile I/R
ve I/R+C.siliqua grubu arasinda apoptoz agisindan anlamli farklar saptanmistir. C.siliqua ile
benzer polifenol ve flavonoid igerigi olan ajanlarla yapilan ¢alismalarda da hasarla birlikte
artan apoptozun tedavi sonras1 azaldig1 izlenmistir (112, 114) Insanlarda ve sicanlarda germ
hiicre sayisinin korunabilmesi i¢in gelisimin cesitli asamalarinda apoptoz izlenmektedir.
Apoptozun anormal derecede fazla izlenmesi ise bu dengenin bozulmasina ve germ hiicre
kaybina neden olmaktadir (121). Sonuglarimiz bize, reperfiizyon sonrasi1 artan oksidatif stres
ve ROS sebepli olarak germ hiicrelerinde apoptozun arttifi ve var olan bu dengenin
bozuldugunu diisiindiirdii. Buna karsin verilen C.siliqua tedavisinin temelde oksidatif stresi

azaltici etkisiyle apoptozu seviyelerini diisiirdiigii sOylenebilir.

HIF-1a’nin hipoksi ve oksidatif strese adaptasyonda gorevli bir transkripsiyon

faktorii oldugu, hipoksik kosullarda arttigt ve hiicre oOliimiiyle baglantili oldugu

113



bilinmektedir (108, 122). Calismamizda HIF-la immiinohistokimyasal boyamasinda
gruplar arasinda anlamli farklar saptanmamustir. Kontrol ve I/R grubu arasinda fark anlamli
olma egiliminde bulunmustur (p=0.0621). I/R grubunda hem seminifer tiibiillerde hem de
interstisyel alanda boyanma izlenmistir. I/R+C.siliqua grubundaki ekspresyon ise I/R
grubundan da kontrol grubundan da anlamli olarak farkli saptanmamustir. Literatiirde T/D
modeli uygulanan hayvanlarda HIF-1a gen ekspresyonunun arttig1, dipeptidil peptidaz-4
inhibitorii vidagliptin tedavisi ile de HIF-1a ekspresyonunun azaldig: ile ilgili ¢alisma
bulunmaktadir (123). HIF-1a’nin testis torsiyonunun fizyopatolojisindeki mekanizmasi ile
ilgili daha ¢ok caligmaya ihtiya¢c duyuldugu, kontrol testislerde liimene yakin spermatozoa
ve spermatidlerde de ekspresyonunun oldugu, Leydig hiicrelerinde HIF-1a ekspresyonuna
dair farkli sonuglarin bulundugu da bilinmektedir (90). Hasar grubunda hem apoptoz hem
de HIF-1a seviyelerinde paralel bir artig izlenmistir ancak C.siliqgua tedavisi ile apoptozda
meydana gelen azalmaya paralel HIF-1a ekspresyonunda azalma goriilmemistir. C.siliqua,
icerigindeki flavonoidlerle apoptotik siire¢ iizerindeki azaltict etkisini hipoksik hasar
tizerinden gostermemistir. Bu durum bize, C.siligua nin vasodilatatif etkisi olmadigini,

hipoksik hasar1 azaltamadigini diistindiirmiistir.

Doku makrofaj belirteci olan CD68’in T/D modeli uygulanan siganlarda interstisyel
alanda eksprese edildigi bilinmektedir (84). Calismamizda gdzlemsel olarak I/R grubunda
makrofajlarin sayisal olarak arttigini; C.siliqua tedavi grubunda ise bu artisin daha az
olmasina kars1 arada istatistiksel anlamli bir fark olmadigin1 saptadik. Bu sonuclar tedavinin
inflamatuar siire¢ lizerine olumlu etkileri olabilecegini diisiindiirdii. Kontrol gruplarina
kiyasla hasarla birlikte artan inflamatuar siirecte, tedavi sonrasinda azalma izlenmistir.
Flavonoidlerin inflamatuar siirece etkisinin incelendiginde sepsis durumlarinda anti-
inflamatuar ve antioksidan etkilerinin oldugu gosterilmistir (124). C. siligua’nin flavonoid
icerigi sayesinde testislerde anti-inflamatuar etkisi olabilecegini diisiindiik. Cesitli anti-

inflamatuar ajanlarla siirecin desteklenmesi daha olumlu sonuglar alinmasini saglayabilir.

C. siliqua tedavisinin oksidatif stres iizerine etkisinin immiinohistokimyasal olarak
incelenmesi amaciyla antioksidan enzimler olan SOD ve katalaz boyamalar1 yapildi. Her iki
antioksidan enzimin I/R hasarli grupta azaldigini, C.siliqua tedavisiyle birlikte dokularda
antioksidan enzimlerin boyanmasinda artis oldugunu gozlemlendi. C.siliqua’nin
icerigindeki polifenollerin ve flavonoidlerin oksidatif stresi azalttigina dair var olan

caligsmalara uygun bir sonug izlenmistir (111).

TEM ile ultrastriiktiirel analizde sadece C.siligua verilen grupta testislerde ince

yapimin korunmasi ve herhangi bir hasarin izlenmemesi uygulanan tedavinin giivenilirligi
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acisindan olumlu bir gostergedir. Isik mikroskobu ile gézlemleyemedigimiz mitokondri
yapilarinda I/R grubunda mitokondrinin genislemis oldugu ve kristalarmin silindigi
goriilmiistiir. I/R+C.siliqua grubunda ultrastriiktiirel olarak hiicre ig¢inde mitokondri
yapilarinin ¢ogunun kristalar1 izlenebilmis; anormal yapida mitokondriye nadir olarak
rastlanmustir. Istk mikroskobu ile gdzlemledigimiz makrofajlar TEM ile I/R grubunda da
izlenebildi ve tedavi alan grupta makrofaj sayisinin daha az oldugu goriildii. Caligmalarda
spermatogenik seri hiicrelerinin mitokondri morfolojilerinde hasar oldugu bildirilmistir
(125). Torsiyone testislerde mitokondriyal bozulma, az ve gevsek kromatin, dilate
endoplazmik retikulum ve damar tikaniklig1 oldugu bildirilmistir (126). Testis torsiyonu
sonrasinda kontralateral testiste Leydig hiicre hasari, bazal kompartmanda hiicreler arasi
baglantilarda kopma, dejenere mitokondrilerin varligini bildiren ¢aligma da mevcuttur (88).
Calismamizda da I/R grubunda Leydig ve Sertoli hiicrelerinde hasar oldugu gériildii. Sertoli
ve Leydig hiicre morfolojilerinin tedavi ile korundugu izlendi. Sertoli hiicrelerinin tedavi
grubunda korunmasi spermatogenik seri hiicrelerinin destek gérmesi agisindan anlamliydi.
Sonuglar, C.siligua tedavisi ile oksidatif stresin ve ROS {iretiminin azalmasi ile
mitokondriyal hasarin da azaldigi; bunun sonucunda apoptotik siirecin de olumlu yonde

etkilendigini diistindliirmiistiir.

Bu c¢alismada C. siligua’nin oksidatif stres {izerine etkileri biyokimyasal
incelemelerle de desteklenmistir. Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, ROS’un
da indirekt gostergesidir (127). I/R hasar1 grubunda MDA seviyeleri yiikselmistir. I/R ve
[/R+C.siliqua gruplari arasindaki fark ise anlaml1 olma egiliminde bulunmustur (p=0.0585).
Bu sonuglar I/R’nin dokuda oksidatif stres yarattiginin, C.siliqua tedavisinin ise bu stresi
azaltmak iizerine etkisi olabilecegi diisiincesini desteklemistir. GSH ise oksidatif strese kars1
korunma mekanizmalarindan birini olusturur. Bir ¢opcii gibi ROS’u dokulardan temizler ve
proteinlerdeki tiyol gruplarimi oksidasyondan korur (128). Caligmamizda I/R grubunda
anlamli olarak diisiik bulunmus; I/R+C.siliqua grubunda ise I/R grubuna kiyasla GSH
seviyelerinde anlamli bir yiikselme izlenmistir. Oksidatif streste artarak hiicre hasarina sebep
olan ROS seviyeleri I/R grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
[/R+C.siliqua grubu, I/R grubuyla kiyaslandiginda fark anlamli bulunmustur. Tedavi ile
birlikte ROS seviyelerinin diismesi C.siligua’nin antioksidan etkisini destekleyen
bulgulardan biridir. AOPP degerleri de incelenmis ancak gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamuistir. Total antioksidan kapasiteyi gdsteren FRAP seviyeleri ise I/R grubunda
anlamli olarak diislik bulunmustur. C. siliqua tedavisi alan grupta FRAP diizeyleri anlamli

olarak yiikselmis; I/R+C.siliqua ve kontrol gruplari arasinda anlaml fark saptanmamustir.
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Tiim bunlar goz Oniline alindiginda C.siliqgua’nin oksidatif stresi azaltici etkisi oldugu

diistinilmistiir.

Hasar sonrasi ve tedavi ile hormonlarin diizeyini incelemek ve testis fonksiyonu i¢in
yorum yapabilmek amaciyla testosteron seviyelerine bakildiginda gruplar arasinda anlamh
fark bulunmamistir. Ancak TEM incelemelerinde I/R grubunda hasarli Leydig hiicreleri
izlenmis; tedavi ile hasarli Leydig hiicrelerine az rastlanmistir. Hiicresel diizeyde Leydig
hiicrelerinde fark izlenirken; testosteron seviyeleri arasinda fark goriilmemistir. Testosteron
seviyeleri ile ilgili anlamli sonuglar elde etmek i¢in uzun dénem sonuglarin gézlenmesi
gerekebilir. Polifenol igerigi yliksek Matricaria chamomile bitki ekstresinin T/D modeli
uygulanan hayvanlardaki etkisinin aragtirildig1 calismada, detorsiyondan 30 dakika énce IP
olarak enjekte edilen ekstraktin testosteron seviyelerini anlamli olarak yiikselttigi sonucuna
ulagilmistir. Kontrol ve tedavi gruplari ile hasar grubu arasinda anlamli fark oldugu
bildirilmistir (129). Torsiyon sonrast orsiopeksi yapilan hastalarda 4-10 y1l sonra testosteron
seviyelerinde anlamli bir fark saptanmamistir (59). Testis fonksiyonunun, I/R hasar1 sonrasi
hormonal diizeyde ne kadar etkilendigi ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu

distinilmistiir.

Sertoli hiicre fonksiyonunu yorumlamak i¢in inhibin-B seviyeleri incelendiginde, I/R
grubunda kontrole kiyasla inhibin-B diizeyleri anlamli olarak diisilk bulunmustur.
[/R+C.siliqua grubunda serum inhibin-B diizeylerinde I/R grubuna kiyasla anlamli bir artig
goriilmemistir. T/D modeli uygulanan siganlarda ¢inko ve melatoninin etkisinin arastirildig:
calismada hasarli grup serumunda inhibin-B seviyelerinin anlamli olarak azaldig1; ¢inko ve
melatoninin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi sonrasinda inhibin-B seviyelerinde artig
oldugu bildirilmistir (113). Bu c¢alismada kullanilan ekstraktin igeriginde de ¢inko
bulunmaktadir ancak inhibin-B diizeylerinde anlamli bir artis saptanmamuistir. Insanlarda
testis torsiyonu sonrasi detorsiyon ve orsiopkesi uygulanan hastalarda ortalama 5 yil sonra
serum inhibin-B seviyeleri incelendiginde kontrole kiyasla anlamli derecede azalma oldugu
goriilmiistiir. Aym ¢alismada testosteron seviyeleri arasinda fark saptanmamistir (130). I/R
hasar1 sonrast serum inhibin-B diizeylerinin diismesi, Sertoli hiicrelerinde hasar oldugu
sonucunu diisiindiirmektedir. Calismamizda inhibin-B seviyelerinin I/R hasari ile diistiigii;

C.siliqua tedavisinin ise inhibin-B diizeylerinde bir artisa sebep olmadigi bulunmustur.

Sertoli hiicre fonksiyonunun belirteglerinden AMH diizeyleri incelendiginde de
gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir. insanlarda testis torsiyonu sebebiyle opere
olanlarla kontrol testislerin karsilagtirildig: bir caligmada iki grup arasindaki AMH seviyeleri

kiyaslandiginda, operasyon hikayesi olan grupta hafif bir diisiis oldugu bulunmus ama
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istatistiksel anlam saptanmamustir (131). Dogumdan itibaren AMH konsantrasyonunun FSH
ve testosteronun etkileri arasindaki dengeyi yansittig1 bilinmektedir. AMH ekspresyonunun
dogumla birlikte giderek azaldigi, ergenlikte artan testosteron seviyeleri ile AMH
sekresyonunun inhibe edildigi bildirilmistir (132). Testosteron, AMH ve inhibin-B ile
torsiyonun iligkilendirilmesi i¢in daha fazla sayida calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Farkli
tedavi ajanlarinin kombinasyonu ile hormonal parametrelerde iyilesme saglanmasi da ileride

amaglanabilir.

Calismamiz C.siliqua 'mn testis torsiyon sonrasi ortaya ¢ikan I/R hasarina etkisini
gosteren ilk ¢aligma olmasi agisindan degerlidir. Histolojik ve biyokimyasal yontemlerle
sonuglar desteklenmistir. Calismanin hayvan deneyi olmasi sebebiyle hayvanlarda ek bir
patolojinin bulunmamasi, kullanilan ilacin olmamasi standardizasyonu saglamistir; ancak
insanda sonuglarin degiskenlik gosterme ihtimali g6z 6nlinde bulundurulmalidir. Kullanilan
bitki ekstraktinin yetistigi kosullara ve tretildigi iilkelere gore igeriginin ve etkinliginin
degisiklik gdstermesi sonuglarin standardizasyonunun yapilamamasina neden olmaktadir. C.

siligua’nin yetistirilme kosullarina gore igerigi degisiklik gosterebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, calismamiz, C. siliqgua’nin testis torsiyonu sebebiyle acile bagvuran
hastalarda operasyona kadar gegen siirede ve operasyon sonrasinda destek tedavi olarak
uygulanabilecegini, testis fonksiyonlarin1 ve I/R hasarna kars1 koruyucu etkisi oldugunu
gostermektedir. I/R hasari sonucu bozulan denge ile ortaya ¢ikan oksidatif stres hasar1 ve
apoptotik siire¢ler dokuda ortaya cikan sonuglarin temelini olusturmaktadir. C.siliqua
tedavisi alan sicanlarda hem histopatolojik ve ultrastriiktiirel degerlendirmelerde hem de
biyokimyasal parametrelerde diizelmeler saptanmistir. Hastalarin dogal yontemlere, gida
takviyelerine ilgisi ve olumlu yaklasimi, C.siliqua destek tedavisinin klinikte hastalara
uygulanmasin1  kolaylastiracak etkenlerden biridir. C.siliqua’nin testis fonksiyonuna
etkisinin uzun dénem sonuglar i¢in ileriki ¢alismalarda reperfiizyon siiresi uzatilabilir.
Semen analizi ile bulgular desteklenebilir. Destek tedavi ajanlarinin birlikte kullanilmasinin
olas1 etkilerini gézlemlemek, klinik kullanimda yerini belirlemek i¢in daha fazla ¢aligmaya
ihtiya¢ vardir. C.siliqgua nin igerigindeki polifenollerin ve flavonoidlerin tespiti ile bu
ajanlarin tek basina kullanilmasi ve medikal yontemin standardize edilmesi ileride yapilacak
caligmalarda dikkate alinabilir. Testis torsiyonun kesin tedavisi olan cerrahi miidahale ile
detorsiyon sonrasi reperfiizyon hasarinin ortaya ¢ikardigi olasi organ kaybini dnlemek ve
infertiliteyle sonuglanmasini engellemek icin destek tedaviler ile ilgili calisma sayisi
fazladir. Klinikte heniiz kullanimi olan bir ajan bulunmamaktadir. C.siliqua antioksidan ve
anti-apoptotik 6zellikleriyle gelecekte T/D sonrasi testis hasarina karsi koruyucu etkisi olan

bir farmakolojik ajan olarak klinikte destek tedavi olarak kullanilabilir.
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