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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DENEYSEL OLARAK TESTIKULER TORSiYON DETORSIYON iLE
INDUKLENMIS TESTIS DOKUSU OKSIDATIF HASARININ
AZALTILMASINDA 6-SHOGAOL’ UN OLASI YARARLI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Emrah KIZILASLAN
Tez Damismani: Doc. Dr. Fazile Nur EKINCI AKDEMIR
Ortak Damisman: Dog. Dr. Ayhan TANYELI

Bu ¢alismanin amaci, deneysel torsiyon detorsiyon (T/D) modeli olusturulan ratlarda
testis dokusu oksidatif hasarmin azaltilmasinda 6-Shogaol (6-SHO) uygulamasinin

yararli etkilerinin olup olmadiginin degerlendirilmesidir.

Bu amagla caligmamizda 18 adet Wistar tip erkek rat tartilarak 3 gruba ayrildi
Gruplar, sham, T/D ve 6-SHO+T/D olarak planlanmis olup, sham grubu ratlarda
skrotal insizyon yapilip tekrar kapatildi ve herhangi bir tedavi uygulanmadi. T/D
grubunda ise skrotum orta hattan insizyon yapilarak sol testis serbestlenerek saat
yonunun tersine 720° burularak skrotum duvarina sabitlendi. 6-SHO+T/D grubunda
T/D modeli olusturuldu ve detorsiyondan 30 dakika once 20 mg/kg dozda 6-SHO
intraperitoneal (i.p) yolla uygulandi. Testis dokularinda oksidan ve antioksidan

parametrelerin diizeyleri degerlendirildi.

Bu ¢alismada, T/D grubunda antioksidan kapasite belirgin sekilde azalirken, oksidan
diizeylerinin ise anlamli derecede arttigi gozlendi. Aksine 6-SHO destegiyle birlikte
antioksidan kapasitenin istatistiksel olarak yeniden arttig1 ve sham grubu sonuglarina
yaklastig1 buna karsilik oksidan diizeylerinin ise oldukga azaldigi goriildi.

Sonu¢ olarak, 6-SHO tedavisinin ratlarin testis dokusu oksidatif hasarinin

hafifletilmesinde yararli etkiye sahip oldugu goriildii.
Anahtar Kelimeler: 6-Shogaol, testis, torsiyon/detorsiyon, oksidatif stres.
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ABSTRACT
MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE BENEFICIAL EFFECTS OF 6-
SHOGAOL IN REDUCING OF TESTICULAR TISSUE OXIDATIVE
DAMAGE INDUCED BY EXPERIMENTAL TESTICULAR TORSION
DETORTION

Emrah KIZILASLAN
Thesis Advisor: Assoc. Dr. Fazile Nur EKINCi AKDEMIR
Co-Advisor: Do¢. Dr. Ayhan TANYELI

The aim of this study is to evaluate whether 6-Shogaol (6-SHO) application has
beneficial effects on alleviating testicular tissue oxidative damage in experimental rat

torsion detortion (T/D) model.

For this purpose, 18 male Wistar rats were weighed and divided into 3 groups in our
study. The groups were planned as sham, T/D and 6-SHO+T/D. In sham group rats,
scrotal incision was made and re-closed but no treatment was applied. In the T/D
group, an incision was made in the midline of the scrotum, the left testis was released
and the scrotum wall was fixed by twisting it 720° counterclockwise. In the 6-
SHO+T/D group, the T/D model was created and 6-SHO was administered as
intraperitoneal (i.p.) at a dose of 20 mg/kg 30 minutes before detorsion. Oxidant and

antioxidant parameters were evaluated in testicular tissues.

In this stduy, it was observed that antioxidant capasity decreased significantly, while
oxidant levels increased significantly in the T/D group. On the contrary, it was
observed that antioxidant capacity increased statistically with 6-SHO treatment and

approached to sham group results, whereas oxidant levels decreased considerably.

As a result of, it has been observed that 6-SHO treatment has beneficial effects on

alleviating the oxidative damage of testicular tissue of rats.

Keywords: 6-Shogaol, testis, torsion / detorsion, oxidative stress.
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1. GIRIS

Testisler erkek tireme sistemi iginde yer alan temel organlardir (Bradley et al.
1982) ve disi yumurtaliklarla homologdur (Prillaman and Turner 1997). Testislerin islevi,
basta testosteron olmak tizere hem sperm hem de androjen iiretmektir (Okusa et al. 1999).
Testosteron salinimi, 6n hipofizden salinan luteinize edici hormon tarafindan kontrol
edilir (Foschi et al. 1993). Sperm Uretimi ise hem 6n hipofizden salinan folikiil uyarici
hormon hem de gonadal testosteron tarafindan kontrol edilir (Bradley et al. 1982).
Testisler, gamet (sperm) uretimi ve 6zellikle erkeklik hormonu olan testosteron salgilama

gibi iki temel islevi yerine getirirler (Akgur vd 1994).

Erkek Ureme sistemindeki sperm kanal sistemi ve penis de dahil olmak tizere diger
yapilar Uremeye yardimci olan organlardir (Gower et al. 1982). Yardimci {ireme
organlari, gamet iiretmek yerine spermi testislerin disina tasiyarak iireme dongiisiinde

etkin bir rol oynar (Prillaman and Turner 1997).

Testis torsiyonu ve iskemi, testis dokusunda ciddi hasara neden olan ve hatta
kisirlikla sonuglanabilen akut bir cerrahi durumdur. Clnkd torsiyon oykusu olan
erkeklerin % 38' inde yapilan g¢alismalarda, sperm sayist ml' de 20 milyondan azdir.
Testis, serbest oksijen radikallerinin neden oldugu zararlara duyarlidir. Literaturde iskemi
sonrasi detorsiyonun neden oldugu hasardan oksidatif stresin sorumlu oldugu
gosterilmistir. Ozellikle germinal hiicreler oksidatif streste ciddi sekilde hasar goriir

(Topdagi vd 2020).

Deformasyondan sonra daha fazla kan akis ile iskemik alana go¢ eden molekiiller
testiste iskemi reperflizyon hasarina yol agmaktadir. Notrofiller, oksidatif ve nitrozatif
sistemle etkilesime girerek reaktif oksijen tirleri (ROT) olusumunda 6nemli bir rol
oynarlar (Ekinci Akdemir ve Tanyeli 2020). Ciinkii siiperoksit anyonlari, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri, ROT’ un olusumuna neden olur ve hiicre zar1 ve DNA
basta olmak iizere hiicrenin bir¢cok bilesenine zarar verir. Gliniimiizde kullanilan
antioksidanlar, viicudun endojen antioksidan savunma mekanizmalarina ek olarak ROT" u
ortadan kaldirarak oksidatif hasari azaltir (Wei et al. 2008).

Zencefil ve turevleri eski zamanlardan beri besin takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Zencefil son yillarda diigiik toksisitesinin yanisira genis terapotik

etkileri nedeniyle diinyanin dort bir yaninda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir.
1



Antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-apoptotik, analjezik, sitotoksik, anti-proliferatif,
antitmor ve anti-trombosit etkileri zencefilin ana terapOtik aktiviteleri olarak
siralanabilir. Zencefil koksapinda en ¢ok bulunan anti-oksidan madde ise 6-SHO’ dur
(Ling et al. 2010).

Sunulan tez ¢alismasinda, deneysel testikller T/D ile olusturulan testis dokusunun
oksidatif hasarinin hafifletilmesi ya da azaltilmasinda 6-SHO’ un olas1 yararl etkilerinin
degerlendirilmesi amaclanmaktadir. Bu bakimdan bu ¢alismada cevaplandirilmasi
hedeflenen soru 20 mg/kg dozda 6-SHO tedavisinin deneysel testikiler T/D modeli
uygulanarak I/R kaynakli testis dokusu oksidatif hasar1 olusturulan ratlar tizerine etkisinin

ne oldugudur.



2. KAYNAK OZETLERi BOLUMU
2.1. Testislerin Yapi ve Morfolojisi

Sekil 1’ de goriildiigii iizere ¢ok Katmanli bir tunika ile kaplanmis olan
testisler, testosteron ve sperm iireten hiicreler igeren bir dizi tiibiilden olusur (Myers
et al. 1995; Sarica ve Bakir 1999). Birincil islevi sperm iiretimi olan testisler, sperm
Uretiminde rol oynayan ve testislerin ana bilesenleri olan Seminifer TUbuller, Sertoli
ve Leydig hiicrelerinden olusur (Prillaman and Turner 1997; Filho et al. 2004).
Ayrica testislerin i¢ yapisinda, Uretilen spermlerin tasinmasina yardimei olan bir dizi
kanal ve doku vardir (Anderson et al. 1992; Visser and Heyns 2003).

feniculus
testicular spermaticus
artery
pampiniform

ductus

deferens caput epididymis

mediastinum

testis tunica vaginalis

corpus
epididymis

g tubuli seminiferi
rete testis

epididymis ; : tunica albuginea

Sekil 2.1. Testislerin Yapisi (Prater and Overdorf 1991).

Tunika (Tunica): Cok katmanli olan tunika, testisleri Orter, testislere
dogru olan kan akimimi kolaylastirir ve testislerin sperm iireten bdlgeleri
arasinda bir bolme olusturur (Noronha et al. 1995). Tunika, tunica vasculosa,
tunica albuginea ve tunica vaginalis olmak iizere ii¢ katmandan olusur (Sun et
al. 2001).



Tunica vasculosa: Tunikanin i¢ tabakasini olusturan tunica vasculosa, kan
damarlar1 ve bag dokusundan olusur (Camussi et al. 1991). Tunica vasculosa ayni

zamanda tunica albuginea ile kaphidir ve testislere kan akisini kolaylastirir (Sharp et
al. 2013).

Tunica albuginea: Latince “’beyaz 6nluk’’ anlamina gelen tunica albuginea,
testisleri cevreler ve epididimi cevreleyen lif katmanlarina baglanan yogun bir
dokudan olusur (Karaguzel vd 2014) ve spermi testislerden penise tasiyan bir dizi
kanal icerir (Hadziselimovic et al. 1998). Tunika albuginea ayrica testise dogru
genisleyerek spermin diretildigi seminifer tiibiiller arasinda boliimler olusturur (Drlik
and Kocvara 2013). I¢ taraflara dogru mavimsi beyaz bir gériinime sahip olan tunica
albuginea, tunika'nin i¢ tabakasi olan tunica vasculosa'nin ¢ogunu kaplar. Bu yapinin

tizerinde tunika'nin dis tabakasi olan tunica vaginalis bulunur (Shiraishi et al. 2001).

Tunica vaginalis: Tunica vaginalis, viseral ve parietal olmak Uzere iki
katmandan olusur (Sun et al. 2001). Viseral tabaka tunika albugineanin (tunika'nin
orta tabakasi) iizerinde yer alirken, parietal tabaka skrotal boslugu kaplar. Ince sivi
katman, tunica vaginalisin iki bolimiinti ayirir ve testisler ile skrotum arasindaki
strtinmeyi azaltir (Lutzker and Zuckier 1990). Bu katmanlar arasinda artan sivi

miktar1 hidrosel (siv1 birikimi) olusturabilir (Drlik and Kocvara 2013).

Seminifer tubdller (Seminiferous tubules): Seminifer tubuller, testislerin
icinde bulunur ve testis Ortusinin orta katman: olan tunika albuginea'nin
uzantilariyla bolimlere ayrilir (Aydmer vd 2012). Germ hiicrelerini (erkeklerde
sperm {iretmek i¢in ¢ogaltilan 23 kromozom hiicresi) barndiran seminifer tubuller,
testislerin spermatogenez (sperm Uretimi) bolgesidir (Azizollahi et al. 2009).
Seminifer tubdller yer alan bdlmeler, testisleri seminifer tubulleri iceren lobullere
ayrir. Her lobiil 1-4 seminifer tubdl icerir ve her testis bu tibullerden yaklasik 900
tanesini igerebilir. (Noronha et al. 1995). Tubuller ortalama 50 cm uzunlugundadir
ve testisleri sikica sarar (Sharp et al. 2013). Tipik bir testis, 800 metre uzunluguna

kadar sikica sarilmig seminifer tiibiillerden olusabilir (Comhaire et al. 2005).

Mediasten (Mediastinum): Mediasten, rete testise baglanan bir doku

bolgesidir (EImore et al. 1995). Mediasten, testisin kan damarlarini, lenfatik sistemi



(viicut dokularindan fazla siviy1 uzaklastiran sistem) ve testis icindeki sperm tasiyan

kanallar1 destekler (Junqueira and Carneiro 2009)

Duz tubuller (Straight tubules): Dlz tubuller, seminifer tubtlleri rete testise
baglayarak spermin tasinmasini kolaylastirir (Karaguzel vd 2014). Dz tubdller,
testislerin igindeki seminifer tubtlleri birbirinden ayiran bolmeler iginden gegerler
(Aydmer vd 2012).

Rete testis: Seminifer tlbdller, rete testis adi verilen bir dizi kanala agilir
(Kierszenbaum 2006). Spermin testislerden penisin sperm tasima kanallarina

taginmasini kolaylagtiran doku rete testistir (Karaguzel vd 2014).

Verimli kanallar (Efferent ducts): Verimli kanallar, rete testisler ile epididim
arasinda bulunur (Koksal vd 2012). Testisleri, erkek kanallarina baglayarak spermin

testislerden taginmasini kolaylastirirlar (Hadziselimovic et al. 1998).

Leydig hucreleri (Leydig cells): Yetiskin erkekte, seminifer tdballeri
¢evreleyen yumusak bag dokular1 Leydig'in interstisyel hicrelerinden olusur (Laron
and Klinger 1998; Moore and Persaud 2009). Hayvanlarda, Leydig hucreleri
normalde seminifer tiibiilleri ¢evreleyen (Sertoli hiicrelerinin bulundugu) bag dokusu
icinde bulunur. Bu nedenle, genellikle gecis hiicreleri olarak da adlandirilirlar.
Bununla birlikte, her fazin farkli bir Leydig hiicre popiilasyonu ftrettigi iki ana
biiylime fazina sahiptir (Noske et al. 1998). Bu hiicreler, ergenligin baglangicinda
testisler testosteron iiretiminin baslamasindan Once neredeyse yok denilebilecek

duzeydedir (Noske et al. 1998).

Leydig hucrelerinin ilk populasyonu fetal Leydig hicreleri (FLC) olarak
bilinir. Bu agsama, farklilasma asamasi, olgunlasma ve evrim asamasini i¢eren U¢ ana
asamaya bolinmiistiir. Gelisimin erken donemlerinde, Sry-Sox9’ un aktivasyonu,
Sertoli hiicrelerinin farklilagmaya baslamasina neden olur (Ovalle et al. 2009). Sonug
olarak Sertoli hcreleri, erkek gonadlarin testise doniismesini etkiler. Seminifer
tibudllerde, bu Sertoli hicreleri ayrica FLC’ nin farklilasmasini etkileyen trombosit

kaynakli biiylime faktorleri salgilar. Farelerde, bu hticreler testisteki interstisyel



bolgede bulunmaktadir. Mitoz yapamayacaklari diisiiniildiigiinde, bu artigin
progenitor hiicrelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Noske et al. 1998).

Leydig htcreleri, androjenlerin Gretiminde ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin
gelismesinde rol oynayan testis hiicreleridir. Leydig hiicrelerinin baslica gorevi
androjenler, 6zellikle erkeklik hormonu olan testosteronun {iretimi ve salgilanmasina
yardimer olmaktir (Olaizola and Huntley 2002). Leydig hucrelerinde dretilen
testosteronun  birincil amaci1 spermatogenezi (sperm Uretimi) uyarmak ve
olgunlagsmamis spermatozoanin (sperm) gelisimini desteklemektir. Ergenlik sonrasi
erkek viicudu tarafindan iiretilen testosteronun yaklasik % 95' i Leydig hicrelerinde
uretilir (Ovalle et al. 2009). Hipogonadizm, primer ya da sekonder nedenli
farketmez, sonucgta testosteron iiretimindeki azalmadir. Ancak, testosteron

uretimindeki azalma, bir nedenden ¢ok, sonuctur. (Noske et al. 1998).

FLC, eriskin Leydig hiicreleri gelismeye baslamadan kaybolsa da,
embriyodaki erkek tireme sisteminin (erkek cinsel 6zellikleri) gelisiminde rol alirlar
(Kato et al. 2011). Fetal Sertoli hiicreleri ile birlikte, FLC’ nin androjen iirettigi tespit
edilmistir (Ferlin et al. 2003). Bu nedenle FLC, embriyodaki erkek 6zelliklerinin
gelismesinde 6nemli gorevler Gstlenir. Beyinde, hem Sertoli hiicreleri hem de FLC
tarafindan tiretilen androjenlerin siiptil kaliplar etkiledigi diistiniilmektedir (Ovalle et

al. 2009).

Erkek fetal cinsel farklilagmasi, Leydig hiicresi tarafindan salgilanan
androjenler ve Sertoli hucresi tarafindan salgilanan anti-Mullerian hormonu
tarafindan yonlendirilir (Laron and Klinger 1998). Hormon insulin benzeri faktor 3
(INSL3), Leydig hicresi farklilasmasinin durumuna bagli olarak testis Leydig
hicreleri tarafindan tiretilir ve luteinize edici hormonun uzun vadeli trofik etkileriyle
uyarilir (Piersma et al. 2007). Androjenlere ek olarak, FLC ayrica transabdominal ve
inguinoskrotal testisin inigini diizenleyen insiilin benzeri faktér 3 (INSL3) Uretir.
Embriyodaki bu salgilarin eksikliginin yetiskinlerde kriptorsidizm (testislerin viicut
boslugunda tutuldugu yer) ve kisirlikla sonuglandigi tespit edilmistir (Weinbauer et
al. 2004). Burada, FLC tarafindan INSL3 {iretimi, daha sonra testis inisinin
transabdominal fazin1 diizenlemekten sorumlu olan gubernakulum baginin

farklilasmasini etkiler (Aversa et al. 2015). Bu slreg testislerin, spermatogenez igin
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ideal sicaklik araliginin (35 °C' lik optimum sicaklikla) uygun oldugu skrotuma
dogru inmesine izin vermesi agisindan 6zellikle 6nemlidir (Aghazadeh et al. 2015).
Viicut boslugunda, kriptorsidizm durumunda yani daha yiiksek sicaklik (37 °C)
sperm iiretimi i¢in zararlidir ve bu nedenle ideal sicakligin {izerindeki sicakliklar
bireyde kisirliga neden olur (Kim et al. 2008). Kriptorsidizm, germ hiicreli
timorlerin yani sira Leydig hiicre timorleri ile iligskilendirilmistir (Huhtaniemi et al.
1999). Son arastirmalara gore, FLC’ nin Sertoli hicrelerinin proliferasyonunda da rol

oynadig1 gosterilmistir (Kim et al. 2008; Moore and Persaud. 2009) .

Sertoli hticreleri: Leydig hcreleri gibi Sertoli htcreleri de cinsel Greme
sisteminin 6nemli bir bilesenidir. Ureme sisteminde yer alan bu iki hiicre tirii
arasinda bir takim farkliliklar vardir. Leydig hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasindaki
en buylk farklardan biri, testisteki 6zel konumlariyla ilgilidir (Ewing et al. 1983).
Sertoli hiicreleri, ayn1 zamanda germ hcreleri icin ¢imlenme yeri olan seminifer
tibdllerde bulunur. Burada Sertoli hiicreleri, kan-testis bariyerini olusturacak sekilde
diizenlenmis ve boylece belirli maddelerin Sertoli hiicrelerinin olusturdugu epitel
doku boyunca hareketini engeller (Sriraman and Rao 2004). Bu, germ hcrelerini
dolagimdaki cesitli etkenlerden koruma saglamasi ve ayn1 zamanda ¢esitli antijenik
materyalin (germ hiicreleri olgunlastik¢a iiretilen) hareketinin kan dolasimina
girmesini engellemesi agisindan 6zellikle 6nemlidir (aksi takdirde, germ hicrelerine
kars1 bir otoimmiin yanit olusturacaktir). Leydig hicreleri ise interstisyel dokuda
bulunur; seminifer tiibiillere bitisik yerlesimlidir. Bu nedenle, bunlar ayni1 zamanda

gecis hiicreleri olarak da adlandirilir (Habert et al. 2001).

Morfolojik olarak, iki htcre turi (leydig hicreleri ve Sertoli hucreleri)
arasinda farkliliklar su sekilde tanimlanabilir: Ornegin, seminifer tiibiillerde Sertoli
hiicrelerinin, germ hiicrelerinin etrafin1 saran uzun sitoplazmik kollarla uzadig:
gozlenmistir (Wang and Swerdloff 2003). Bu, Sertoli hiicrelerinin farklilastik¢a germ
hlcreleriyle etkilesime girmesine ve beslemesine izin verir. Buna ek olarak, Sertoli
hlcreleri belirli kosullar altinda sekil degistiren belirli blyk bir ¢ekirdege sahiptirler
(Qoubaitary et al. 2005). Leydig hticreleri ise ¢ok yuzlu bir sekle sahiptir. Ancak ig

ve lggen seklinden ¢okgen ve diger diizensiz sekillere kadar degisen farkli sekiller



de gosterebilirler. Bununla birlikte, leydig hticreleri Sertoli hiicreleri gibi, ayni
zamanda biiyiik bir ¢ekirdege sahiptirler (Allen et al. 2002).

Fonksiyonlar agisindan  Sertoli  hicreleri, kan testis  bariyerinin
olusturulmasinda ve spermatozoa i¢in besin saglamada ©onemli bir rol oynar
(Qoubaitary et al. 2005). Burada daha once de belirtildigi gibi sitoplazmik
ekstriizyonlar sertoli hiicrelerinden uzanir ve germ hiicrelerinin etrafin1 sarar. Bu
durum, hiicrelerin yiizey alanini arttirir ve germ hiicrelerini beslemek igin gerekli
besinlerin transferine yardimci olur (Beitel et al. 2005). Buna ek olarak, Sertoli
hiicreleri ayn1 zamanda aktivinler ve inhibinler, anti-Mullerian hormonu ve androjen
baglayic1 proteinler gibi bir dizi madde salgilar. Bu maddeler iireme sisteminin
gelisiminde rol oynar (Amory et al. 2003). Ote yandan, sertoli hiicreleri 6ncelikle
testosteronun Gretimine ve testosteronun etkilerini arttirmaya yardimer olur (Wang et
al. 2004). Bu nedenle, spermatogeneze (seminifer tubuller igindeki germ
hiicrelerinden spermatozoa retimi) biiyiik 6lciide katk: saglar. Iki hiicre tiiriiniin baz1
farkliliklari olsa da (morfoloji ve bulunduklari yer agisindan) etkilestikleri/iletisimde
olduklar1 tespit edilmistir (Liverman and Blazer 2004). Yetiskinlerde yapilan
caligmalar, Sertoli hucrelerinin leydig hiicre popiilasyonunun korunmasinda 6nemli
bir rol oynadigimi gostermistir (Qoubaitary et al. 2005). Sertoli hicrelerinin
cikarildig1 bir deneyde, yetiskin Leydig hucrelerinin yuzde 70" i kaybedildigini ve bu
da leydig hicrelerinin Sertoli hiicrelerine bagimli oldugunu gostermistir (Amory et
al. 2003). Ote yandan, Sertoli hiicre islevlerinin Leydig hiicrelerinin islevlerine baglh

oldugu da tespit edilmistir (Bahrke and Yesalis 2004).

2.2. Fetiste Testis Gelisimi

Bir fetiis, gebeligin 6. haftasina kadar eseysiz gonadlar gelistirir ve bu
donemde erkek ve disi fetiisler ayirt edilemez (Ovalle et al. 2009). Genital sirtlar ve
Sertoli hiicreleri, fetal bliylimenin ilk haftalarinda gelismektedir (Sade vd 1998).
Genital ¢ikintilar, erkek fetiiste testislerin seminifer tiibiilleri olarak eninde sonunda
gelisecek olan birincil cinsiyet kordonlarinin temelini olusturur (Tinkler et al. 1994).
Germ hiicreleri, genital sirtlarda bulunur (Laron and Klinger 1998). Genital sirtlar,
erken fetal gelisimde lireme organlarini bobreklere baglayan gecici bir yapi olan

mezonefrik kanalin yaninda olusur (Nakajima et al. 2008). Yaklasik 4 haftalik
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gebelikte genital tiiberkiil (fetiislin cinsiyetine bagli olarak penis bagini veya klitorisi
olusturacak) gelismeye baslar (Anafarta vd 2007). Anusl olusturan deri kivrimi ise
gebeligin 6. haftasindan itibaren olusmaktadir (Aydmer vd 2012). Erkek fetlste
testisler, erkek fetiisiin genital sirtinin ¢ekirdegindeki hiicreler hormon salgilamaya
basladiginda, gebeligin 7. haftasindan itibaren gelismeye baslar (Barada et al. 1989).
Salgilanan hormonlar fetiisiin cinsiyetine baglidir ve bu hormonlar bireyde erkek ya

da kadin cinsel organinin m1 gelisecegini belirler (Barada et al. 1989).

Testosteron anahtar erkeklik hormonudur ve erkek fetliste testosteron
salgilanmasi da gebeligin 7. haftasinda baslar (Bartsch et al. 1980). Bu hormon,
erkek bir fetiisiin gelisimini tetikler. Testosteron {iretimi ayrica gelisen hipotalamusu
etkiler ve hormon salgilanmasi, libido ve cinsel davranislarin diizenlenmesi dahil

olmak tizere hipotalamik fonksiyonlar: diizenler (Choi et al. 2010).

Sertoli hiicreleri bu asamada testis gelisiminde 6nemli rol oynar (Comhaire et
al. 2005). Biiyiimeyi engelleyen ve disi iireme organlarinin (Miillerian kanallari
olarak da adlandirilir) gerilemesine neden olan bir hormon olan Miillerian inhibe
edici etken maddeler salgilarlar (Cuzzocrea et al. 2001). Testosteron ve Millerian-
inhibe edici faktorin yoklugunda, fetiiste disi {ireme organlar1 gelistirecektir
(Gillenwater et al. 1991).

Testosteron salgilanmasinin  basladigi gebeligin 7. haftasinda, gegici
mezonefrik kanal, mezonefrik nefron adi verilen iki yapiya boliiniir (Glrsoy ve
Koptagel 1997). Erkek fetiiste mesonefrik nefronlar testislerin temelini olusturur.
Testis gelisimi, mezonefrik nefronlara baglanan iki testis kordonunun olugmasiyla
baglar (Keislinger et al. 1984). Her testis kordonu sonunda testisin seminifer
tibiillerine dontisiir (Lu et al. 2010). Bu tibdller testikiler tunika albuginea ile
cevrelenir ve 12. gebelik haftasinda gelisen rete testise baglanir (Gillenwater et al.
1991). Erkek iireme kanallar1 ise gebeligin 4. ayindan itibaren olusmaya baslar
(Comhaire et al. 2005).

Testis kordonlar1 olugsmaya basladiginda, gebeligin 7. haftasinda,

gubernaculums testis adi verilen bir bag dokusu lifi demeti de gelisir (Moore and



Persaud 2009). Bu doku, her testisten peritona baglanmak i¢in uzanir ve fetal gelisim

déneminin ¢ogunda testisleri karin boslugunun iginde tutar (Nakajima et al. 2008).

Gebeligin 7. ayindan itibaren meydana gelen hormonal degisiklikler,
gubernakulum testislerinin kasilmasini tetikleyerek testislerin karin boslugundan
skrotuma inmesine neden olur (Steinbrenner and Linden 2001). Bu suregten sonra
testisler karin boslugunu terk eder ve skrotumda olusmaya baslar (Vidhyavathi et al.
2008). Tunica vaginalis veya testislerin dis yizeyi de peritondan ayrilir ve yaklasik
gebeligin 7. ayinda karin boslugundan skrotuma iner (De Luna et al. 2003). Testisler
karin boslugundan asagiya dogru inemedigi durumda ise testisler sperm

Uretemeyecekleri igin islevini yerine getiremeyecektir (Nakajima et al. 2008).

Testislerin karin boslugundan asagiya inmesiden sonraki agamada epididim,
vas deferens ve seminal vezikiiller (spermi penise tasiyan erkek kanal) olusur
(Barada et al. 1989). Testislerin yapisinin diger tim kanallar ancak testisler skrotuma
indikten sonra olugsmaya baslar. Bu kanallar topluca, spermi penise tasiyan spermatik

kordonu olusturur (Cuzzocrea et al. 2001).

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, viicudunuzdaki serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki
dengesizlik durumudur. Serbest radikaller, esit olmayan sayida elektrona sahip
oksijen iceren molekullerdir (Spear and Aust 1995). Esit olmayan sayi, diger
molekiillerle kolayca reaksiyona girmelerini saglar. Sekil 2’ de goriildiigii iizere
serbest radikaller, diger molekiillerle ¢ok kolay reaksiyona girdikleri igin kimyasal
reaksiyonlara neden olabilir. Bu reaksiyonlara oksidasyon denir (Jomova and Valko
2011).

¢t

MNormal hiicre Serbest radikal saldinsi Oksidatif stres

Sekil 2.2. Serbest radikallerin hiicreye saldiris1 (Pacher and Szabo 2008).
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Bu reaksiyonlar yararli veya zararli olabilirler. Antioksidanlar, kendilerini
kararsiz hale getirmeden bir serbest radikale elektron verebilen molekiillerdir. Bu,
serbest radikalin stabilize olmasina ve daha az reaktif olmasina neden olur (Du et al.
2008). Oksidasyon, viicudunuzda gerceklesen normal ve gerekli bir siiregtir.
Oksidatif stres ise serbest radikal aktivitesi ile antioksidan aktivite arasinda bir
dengesizlik oldugunda ortaya c¢ikar. Diizgiin ¢alistiklarinda, serbest radikaller

patojenlerle savasmaya yardimct olabilir (Jomova and Valko 2011).

Oksidatif denge Yaslanma
inflamasyon

Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

AnﬁOksida nlar

Serbegt Radikaller

Oksidéﬁf hasar

/ 1 \
of \g

"i-,.\f_‘“'t"u""'."‘\;;' It .?
Membran lipidleri  Proteinler Niikleik asitler

Sekil 2.3. Oksidatif denge (Ozcan vd 2015).

Sekil 3’ te gosterildigi gibi antioksidanlarin dengede tutabileceginden
daha fazla serbest radikal mevcut oldugunda, serbest radikaller viicudunuzdaki
hiicrelere, yag dokusuna, DNA' ya ve proteinlere zarar vermeye baslar (Pacher
and Szabo 2008; Ozcan vd 2015). Proteinler, lipidler ve DNA canli
organizmanin biiyiik bir boliimiinii olusturur, bu nedenle hasar zamanla ¢ok
sayida hastaliga yol agabilir (Satoh et al. 2002):

o Diyabet
J Ateroskleroz veya kan damarlarinin sertlesmesi
. Inflamatuvar durumlar

11



o Hipertansiyon olarak da bilinen yuksek tansiyon

. Kalp hastalig1

. Parkinson ve Alzheimer hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar

. Kanser

Oksidatif stres ayrica, testis dokusunda ¢ok yuksek hiicre bolunmesi ve
mitokondriyal oksijen tliketimi oraninin yani sira bu dokudaki diger dokulara gore
nispeten daha yiiksek doymamis yag asitleri seviyeleri nedeniyle erkek kisirliginin
gelisimi i¢in 6nemli bir faktordir (Munzel et al. 2010).

Ayrica, testis arterinin zayiflig1 nedeniyle oksijen basinci seviyesi diigiiktiir;
bu nedenle, testislerde oksijen igin siddetli bir hiicre rekabeti vardir. Bu nedenle,
testis dokusu ve erkek tireme sistemi oksidatif strese 6zellikle duyarhidir (Luther et
al. 2011). Ote yandan, ¢evrede bulunan X isinlarina, toksinlere ve kimyasallara
maruz kalmanin yani sira varikosel gibi belirli fiziksel kosullar oksidatif stresi
siddetlendirebilir ve germ hiicrelerinin apoptozunu ve ardindan spermatogenezi
tetikleyebilir (Moore and Persaud 2009). Bununla birlikte, normal kosullar altinda,
vucudun oksidatif stresin olumsuz etkilerini engellemek igin antioksidan (retme
kapasitesi, metabolik siire¢ ve genetik yapidan etkilenir (Munzel et al. 2010). Diyet,
Kirleticiler ve kimyasallar gibi cevresel faktorler bu kapasiteyi etkileyebilir (Zhang et
al. 2017). Dolaysiyla, viicudun antioksidan sistemi tek bagina tiim serbest radikalleri
notralize edemez ve oksidatif stresin zararli komplikasyonlarini 6nleyemez (Wei et
al. 2008). Bu nedenle, antioksidanlarin kullanimi ve antioksidan tedavinin
gelistirilmesi, oksidatif zincir reaksiyonunu bozabilir ve viicudun serbest radikal
kaynakli oksidatif stresle savagma kapasitesini artirmada ¢ok Onemli bir rol

oynayabilir ve dolayisiyla spermatogenez siirecini iyilestirebilir (Zhang et al. 2017).

2.3.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hucrelere zarar vermeden serbest radikalleri etkisiz hale
getirebilen molekiillerdir. Viicut organlarii serbest radikal hasarina karsi1 korumak
icin birbiriyle sinerjik olarak c¢alisan birgok karmasik enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar vardir: Stperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve
katalaz gibi enzimler ile a-tokoferol (E vitamini), B-karoten, askorbik asit (C

vitamini) gibi enzimatik olmayan bilesikler ve glutatyon 0rnek olarak verilebilir. S6z
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konusu enzimler, serbest radikallerin proteinlerini yan zincirlere ve peptit baglarina
baglanmasini saglar (Beitel et al. 2005). Ayrica antioksidanlar, bir diyetin veya diyet
takviyesinin bir pargasi gibi endojen veya eksojen kaynakli olabilir. Oksidatif stres
altinda, endojen antioksidanlar yeterli olmayabilir ve optimal hiicresel fonksiyonlar
stirdirmek i¢in diyet antioksidanlar1 gerekebilir (Sun et al. 1988). Literatlire gore,
eksojen antioksidanlar, oksijensiz radikallere kars1 ikincil savunma sistemini
olusturur. Dahasi, iskemi-reperflizyonun, patofizyolojisinde mevcut antioksidan
savunma sisteminin kapasitesinin 6tesinde olan asir1 miktarlarda ROT olusumu ile
iligkili olduguna inanilmaktadir. Bu nedenle, ikincil savunma sisteminin katkisi,
iskemi-reperfiizyon ile iligkili yaralanmalarda ¢ok 6nemlidir (Antony et al. 2020).

Bir antioksidan, serbest radikalleri ortadan kaldirmali ve kolayca emilmeli ve
redoks metallerini fizyolojik olarak uygun seviyelerde selatlamalidir. Redoks-aktif
metaller, giiclii bir sekilde baglanarak serbest radikallerin olusumunda rol oynarlar.
Ayn1 zamanda hem sulu hem de zar alanlarinda ¢alismali ve gen ifadesini olumlu
yonde etkilemelidir (Bahrke and Yesalis 2004).

ROT’ un tamaminin insan viicudunda siirekli olustugu ancak bu enzimler
yardimiyla bu endojen antioksidatif mekanizmalarla yok edildigi bir gergektir.
Endojen antioksidanlar, insan metabolizmasinin {riinleridir. Daha 0Once
bahsettiklerimiz disinda, insan viicudunda ¢ok sayida farkli antioksidan bulunur
(Rezk et al. 2019). Alfa-lipoik asit (ALA), koenzim Q ve melatonin bunlardan
bazilaridir. Alfa-lipoik asit, oktanoik asit ve sisteinin bir disulfur tlrevi ve bir tlr
tiyol antioksidandir. ALA' nin serbest radikalleri siipiirme, metal iyon selasyonu ve
antioksidan geri doniisiimii gibi 6nemli iglevleri vardir. Koenzim Q, yagda ¢oziinen
tek endojen antioksidandir. Elektronlari, mitokondri igindeki kompleks I ve II' den
kompleks 111" e aktarir. Melatonin, bir indolamin nérohormonu olan epifiz bezinde
uretilir. Pek cok fizyopatolojik islevi vardir. Melatoninin 6nemli bir islevi, serbest

radikalleri temizlemek igin oksijen metabolizmasidir (Vaos and Zavras 2017).

2.3.2. Serbest radikaller

Serbest radikal, atomik yo6riingede eslesmemis bir elektron igeren, bagimsiz
olarak var olabilen herhangi bir molekdler tiirli olarak tanimlanabilir. Eslenmemis bir

elektronun varligi, ¢ogu radikal tarafindan paylasilan bazi ortak o6zelliklerle
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sonuglanir. Bir¢ok radikal kararsiz ve oldukea reaktiftir (Paduch and Skoog 2004).
Serbest radikaller ya diger molekiillere bir elektron bagislayabilir ya da bagka
molekdllerden bir elektron kabul edebilirler, bu nedenle oksidan ya da indirgeyici
olarak davranirlar. Pek c¢ok hastalik durumunda oksijen igceren en onemli serbest
radikaller hidroksil radikali, stperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, oksijen
singleti, hipoklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikalidir. Bunlar, gekirdekte
ve DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi biyolojik olarak ilgili
molekiillere zarar verebilen hiicrelerin zarlarinda yiiksek diizeyde reaktif tiirlerdir.
Serbest radikaller, hiicre hasarina ve homeostatik bozulmaya yol acan Onemli
makromolekiillere saldirir. (Moncada et al. 1991).

Bu reaksiyonlar, doku hasarina neden olan bir oksidatif reaksiyonlar zinciri
yoluyla meydana gelir. Cogu biyolojik yap1 i¢in (lipidler, proteinler ve niikleik asitler
gibi), serbest radikal hasari, oksidatif hasar ile yakindan iliskilidir ve lipid ve protein
peroksidasyonunu indiikleyerek ve niikleik asitlere zarar vererek dogrudan hiicresel
hasara neden olur (Aitken and Clarkson 1987). Biyolojik olarak en 6nemli serbest
radikaller oksijen merkezli oldugundan, pek c¢ok biyolojik sistemde, serbest
radikaller genellikle ROT olarak adlandirilir. Hiicrelerde iiretilen ROT, siiperoksit
anyonu (O%"), hidroksil radikali (+OH) ve hidrojen peroksiti (H20.) icerir, ancak
H20: teknik olarak ¢iftlenmemis elektron icermedigi igin serbest radikal olarak kabul
edilmez. Bununla birlikte, H202, demir ve bakir gibi reaktif gegis metalleri ile
etkilesimler yoluyla olduk¢a reaktif serbest radikaller hidroksil lretme kabiliyeti
nedeniyle reaktif bir oksijen tiri olarak kabul edilir (Aitken and Clarkson 1987).
Reaktif nitrojen tirleri (RNT), hiicresel islevi degistirebilen baska bir serbest radikal
grubudur. RNT toplu olarak nitrojen merkezli radikalleri ifade eder ve nitrik asit
(NO), peroksinitrit (ONOO"), nitrojen dioksit radikalini (NO) igerir. RNT, diger
nitrojen oksitlerini ve NO, O? peroksil radikali (RO.) ve alkoksil radikali (ROO.) ile
reaksiyona girdiginde ortaya ¢ikan tiriinleri de igerir (Zini et al. 1996).

ROT, bakterilerin nétrofil graniilositler tarafindan hiicre i¢i oldiiriilmesi,
karaciger tarafindan detoksifikasyon, prostaglandin dretimi ve belirli hicre
sinyalleme siiregleri dahil olmak {iizere bir dizi fizyolojik slirecte baz1 dnemli roller
oynamaktadir (Paduch and Skoog 2004). Insanlarda O%*, oksidatif fosforilasyon veya

dogal yan iiriin olarak mitokondride (solunum) O nin bir elektron azalmasi sirasinda
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iiretilen en yaygn iiretilen ve iyi ¢alisilmig ROT' tur. Molekiiler oksijen (O?), paralel
spin konfigilirasyonlarina sahip iki eslesmemis elektron igerir. H2O' ya tamamen
indirgenmesi, elektronlarm ardisik transferini gerektirir, bu da 0" ve H,02 ve *OH
dahil olmak iizere diger yiiksek derecede reaktif ara maddelerin olusumuyla
sonuclanir. Oksijenin tamamen azaltilmasi asagidaki denklemlerde Ozetlenmistir
(Zini et al. 1996):

02 +e-— 0% Stiperoksit radikali
0% + H,0 — HO,. + *OH  Hidroperoksil radikali
HO,. + e- + H — H20> Hidrojen peroksit
H202 + e- — OH + *OH Hidroksil radikali

Serbest radikal reaksiyonlarin, viicutta yasla birlikte biriken ilerleyici
olumsuz degisiklikler iiretmesi gozlenebilmektedir. Kanser ve ateroskleroz, goze
carpan “serbest radikal” hastaliklardir. Kanserin baglamasi ve yiikselmesi, kromozom
kusurlar1 ve onkojen aktivasyonu ile iliskilidir. Iyonlastirict radyasyon tarafindan
baslatilanlar gibi endojen serbest radikal reaksiyonlarinin tiimor olusumuna neden
olmasi miimkiindiir. 55 yasin tlizerindeki kisilerde yag ve sivi yag tiiketimi ile 16semi
ve meme, yumurtalik ve rektumun malign neoplazisinden 6liim oranlar1 arasindaki
son derece onemli korelasyon, daha fazla lipid peroksidasyonunun bir yansimasi
olabilir. Ateroskleroz iizerine yapilan caligmalar, hastaligin, peroksitler ve diger
maddeler Uretmek icin arteriyel duvarda ve serumda diyet kaynakli lipidleri iceren
serbest radikal reaksiyonlarindan kaynaklanma olasiligin1 ortaya koymaktadir. Bu
bilesikler, endotel hiicre hasarina neden olur ve arter duvarlarinda degisiklikler iiretir
(Paduch and Skoog 2004). Asir1 ROT ve RNT uretimi ve/veya antioksidan
savunmanin azalmasi s6z konusu oldugunda, oksidatif ve nitrozatif stres (O ve NS)
meydana gelir ve gesitli patolojilerde doku hasarina neden olur (Cuzzocrea et al.
2001).

Erkek ireme sisteminde, fizyolojik ROT miktarlari, sperm fonksiyonu,
akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon ve spermatozoanin oositle flizyonu lizerinde
onemli rol oynar. Belirli kosullarda O ve NS, toksik maddeye maruz kalma,
orsit/inflamasyon, varikosel, kriptorsidizm, yaslanma ve testis torsiyonu gibi erkek

fertilitesi i¢in zararli bir rol oynayabilir (Berlett and Stadtman 2007).
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2.3.3. Superoksit dimutaz (SOD)

Stiperoksit serbest radikalinin yani Oz molekilinin H20. ve O
molekiillerine doniisiimiinii katalizleyen antiaksidant is SOD antioksidan enzimidir.
O.”, oksijen metabolizmasimnin bir yan {rinii olarak iretilir ve doniisimi
saglanmadig1 taktirde birgok hiicre hasarina neden olabilir. H2O> de zararlidir ve
katalaz gibi diger enzimler tarafindan bozulur. Bu nedenle, SOD, oksijene maruz
kalan neredeyse tiim canli hiicrelerde 6nemli bir antioksidan savunmadir (Hess
1995).

SOD' lar ayrica ROT’ lara bagli yaralanmalara karsi savunmanin 6n cephesini
olusturur. Bu proteinler, siiperoksit anyon serbest radikalinin (O2™") molekdler oksijen
ve H,O doniistiiriilmesini katalize eder ve asir1 konsantrasyonlarda ise hucrelere
zarar veren O seviyesini disiiriir. Bu reaksiyona, SOD' larin aktif bolgesinde
bulunan metal iyonlarinin alternatif oksidasyon-indirgenmesi eslik eder. Aktif
bolgelerde bulunan metal kofaktorlere bagli olarak, SOD' lar dort farkli gruba
ayrilabilir: Bakir-Cinko-SOD (Cu, Zn-SOD), Demir SOD (Fe-SOD), Manganez
SOD (Mn-SOD) ve Nikel SOD (Zhang et al. 2008).

2.3.4. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), CH2 (CHO), — HOC(H) = CH-CHO formilu ile
gosterilir  bir enoldir. MDA, hiicrelerdeki ¢oklu doymamig yag asitleri
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir. Serbest radikallerdeki bir artis, MDA'
nin asir1 dretimine neden olur. MDA seviyesi, kanserli hastalarda oksidatif stres ve
antioksidan durumunun tespiti i¢in basvurulan bir molekiildiir. MDA reaktiftir ve
potansiyel olarak mutajeniktir. Aycicegi ve palmiye yagi gibi 1sitilmis yemeklik
yaglarda bulunmustur (Didziapetriene et al. 2014).

2.4. Iskemi-Reperfiizyon Hasar

I/R hasarinin Onlenmesi amaciyla pek cok tedavi amagli ydntem One
stirilmiistir. Bu tedavi edici deneysel ¢alismalarda dehidroepiandrosteron (Aksoy vd
2007), ibuprofen (Dokmeci vd 2007), erdostein (Koc vd 2005), kafeik asit fenil ester
(Uz vd 2002), allopurinol (Akgur vd 1994), sildenafil (Beheshtian et al. 2008),
verapamil (Sarica vd 1999), propofol (Yagmurdur vd 2006), barbaloin (Topdagi vd
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2019), higenamin (Tanyeli vd 2020) ve Cryptotanshinone (Tanyeli vd 2019) gibi
farkli ilaclarin koruyucu ve/veya tedavi edici etkinligi arastirilmistir. Tiim bu tedavi
edici deneysel caligmalara karsin klinik uygulama konusunda bir fikir birligine

vartlamamustir.

Bu ¢alismada ise 6-SHO (“’bkz.”’sekil 2) molekiilii kullanilarak bu molekiiliin
testiktler T/D ile olusturulan testikiiler dokunun oksidatif hasar1 tizerindeki hasari
hafifletici ya da azaltic1 olas1 yararh etkileri incelenecektir. 6-SHO, MDA-MB-231
hlcre invazyonunun gicli bir inhibitoridir ve molekiler mekanizma, en azindan
kismen Nikleer Faktor Kabba B aktivasyonunu hedefleyerek MMP-9
transkripsiyonunun regilasyonunu igerir (Ling et al. 2010). Dogal olarak olusan bu
kiigiik molekiiller sinifi antimetastatik tedaviler olarak klinik kullanim potansiyeline

sahiptir (Overall and Lopez-Otin 2002).

2.5. Testis Torsiyonu

Testiste ortaya ¢ikan testis torsiyonu 1840 gibi erken bir tarihte
tanimlanmustir. Ancak acil teshis ve tedavi gerektiren bir vaskiiler acil durum olarak
taninmas1 uzun zaman almistir (Midzak et al. 2015). Ani gelisen skrotal agri ve
testiste sislik olan bir hastada testis torsiyonunun basit bir teshisi olarak kabul
edilmektedir (Rone et al. 2009). Bu durumun teshis edilememesi, testis kaybina yol
acabilir. Sorun, nispeten benzer ge¢gmise ve bulgulara sahip bir dizi kosulla birlesir.
Bunlar, oncelikle akut epididimo-orsit ve testis uzantilarinin torsiyonunu igerir
(Cuzzocrea et al. 2001). Siipheli torsiyon durumlarinda izlenecek kesin algoritma
konusunda fikir birligi yoktur. Uzman klinisyen bile testis torsiyonu ile epididimo-
orsit arasinda klinik olarak kesin bir ayrim yapamaz. Testis torsiyonundan
stiphelenilen bir hasta icin geleneksel degerlendirme, klinik degerlendirme ve
ardindan acil cerrahi inceleme seklindedir (Zirkin et al. 1980). Bu hastaya genellikle
akut epididimo-orsit tanisi ameliyathanede yapilir. Bu hiikiim, gereksiz cerrahi
miidahaleye yol acarak maliyet ve morbiditenin artmasina neden olabilmektedir.
Kisirligin mekanizmasiin bilinmemesine ragmen literatlirde testis torsiyonunun

dogurganlig1 azaltabilecegi tespit edilmistir (Barsoum et al. 2013).
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Testislerin ve spermatik kordun torsiyonu Klinikte siklikla karisilasilan acil
mudahale gerektiren Grolojik durumlardan biridir (Gllmez vd 1988). Potansiyel
olarak erkek subfertilitesine yol agan testis hasarina neden olur (Darrell and Cass
2005). Spermatik kordun ve spermatik yapilarin kendi etrafinda donmesi
biyokimyasal ve histolojik degisikliklerle sonuglanir (Niki et al. 2005). Bununla
birlikte, testis detorsiyonunu takiben, dokular iskeminin indiiklediginden daha ciddi

hasara neden olan reperflizyona da maruz kalabilir (Gllmez vd 1988).

Testikiiler hasarin birincil nedenleri ROT’ un asir1 Uretimi, mitokondriyal
kalsiyum konsantrasyonunda artig ve artmis hiicresel apoptoz oldugu bilinmektedir
(Martin and Tremblay 2010). Bu bakimdan giiniimiize kadar c¢esitli deneysel ve
klinik ¢alismlarda farkli ilaglarin potansiyel yararlart ve yan etkileri
degerlendirilmistir (Niki et al. 2005). Dahas1 bu maddelerin, deneysel ve bazen
klinik olarak I/R takiben meydana gelen hiicresel hasarda tedavi edici bir rol
oynadig1 ortaya konulmustur (Darrell and Cass 2005). Antioksidanlar, kalsiyum
kanal blokerleri, fitoterapdtik ilaglar, anestezikler, hormonlar ve trombosit
inhibitorleri, bir adjuvan geri yiikleme terapisi i¢in potansiyel olarak saglam bir
temel olusturabilir ve burulmadan sonra testis fonksiyonunu iyilestirebilir (Niki et al.

2005).

Testis torsiyonu, genc fertil erkeklerde ortaya c¢ikabilecek ve testis hasarina
neden olan klinik acil bir durumdur (Niki et al. 2005). Testis detorsiyonunu takiben,
dokular reperfiizyona ugrar, bu da iskemi tarafindan indiiklenenden daha ciddi hasara
neden olur (Guler vd 2020). Bu nedenle testis torsiyonunda, torsiyonun siresi ve
derecesi hasarin siddetini belirlemede 6nemlidir (Ozturk vd 2014). Cunki I/R hasart,
akut iskeminin bir doneminden sonra kan dolagimi diizeldiginde ortaya ¢ikar (Ekinci
Akdemir ve Tanyeli 2020). Bu tiir yaralanmalarda, dokuya kan akisi baslangigta
kesilir ve metabolik olarak aktif dokulara zarar verir (Wei et al. 2008). Bununla
birlikte, dokulara kan akisinin yeniden saglanmasi, intraseliiler serbest oksijen
radikal tretimi, hiicre i¢i kalsiyum asir1 yiiklenmesi ve lipit peroksidasyonu dahil
olmak iizere paradoksal olarak bircok olaylar dizisini baglatir ve bu da daha fazla
hiicresel ve doku hasarina yol acar (Kandhare et al. 2017). Iskeminin baslamasinin
ardindan ATP hipoksantin' e indirgenir ve ksantin dehidrojenaz ksantin oksidaza
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doniistirilir (Wang et al. 2019). Testikiiler I/R, heniiz tam olarak anlagilmayan
karmasik bir hiicresel ve molekiiler reaksiyon ¢agrisini aktive eder (Atik vd 2006).
Bununla birlikte, ¢ok sayida ¢alisma tarafindan, iskemik testislere kan tedariginin
restorasyonunun saglanmasi, ROT’ larin asir1 iiretimi ve mitojenle aktiflestirilmis
protein kinazlar1 aktive eden testikiiler oksidatif stresin tiretimi ile iliskili oldugunu
gostermektedir (Duman vd 2015). Testikiler I/R, lipid peroksidasyonuna, protein
denatirasyonuna, DNA hasarina ve apoptozisin aktivasyonuna yol acar (Al-
Maghrebi et al. 2012).

2.6. 6-Shoagaol Kimyasal Yapisi ve Farmakokinetigi

| O

HO

Sekil 2.4. 6-shogaol molekiiliiniin kimyasal yapist.

Shogaol, 8-shogaol ve 10-shogaol (timi zencefilde bulunur) birlikte shogaol
grubunu olusturur (Hung-Cheng 2014) (Sekil 2.5). Zencefil kiiltivarlarinda
metillenmis shogaollerde de vardir: bunlar metil 6-SHO ve metil 8-shogaol seklinde
siralanabilir (Ling et al. 2010). Shogaoller, depolama sirasinda veya asir1 isiyla
olugan artefaktlardir ve muhtemelen gingerollerin dehidrasyon reaksiyonu ile
sekillenmistir. Shogaollerin gingerollere orani bazen {irlin Kalitesinin bir gostergesi
olarak alinir (Hibbs et al. 1985).
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Sekil 2.5. 8-shogaol ve 10-shogaol.

Sekil 2.4’ te goriildigi tizere 6-SHO sentezi, dehidrozingeron dreten, vanilin
ve asetonun klozen yogunlagsmasiyla baslar (Hung-Cheng 2014). Daha sonra rin,
bir aldol yogunlagsmasinda tetrahidrofuran i¢inde heksanal ile 6-dehidroshogaol ve 6-
dehidrogingerole reaksiyona girer. Reaksiyon bitince bir katalizorle 6-gingerole
hidrojene edilebilir. Son asamada, istenen 6-SHO’ yu elde etmek icin hidroklorik asit
eklenir (Harold 2004).

i C;O % u)\;f»\ fhonz HOI L 1.5%PdC rh\,k\,l\
£ e —
U |72k ! I j/ :j 2. HyEtOAc I\j
HO” HC HO o
Sekil 2.5. 6-shogaol’ (in vanilinden sentezi.

Zinc et al. (2008) 6-SHO’ nun farmokinetik etkileri inceledigi ¢alismasinda
insan goniillillerine 100 mg ila 2,0 g (N = 27) dozlarinda zencefil verilmis
uygulamadan sonra 15 dakika ila 72 saat aralifinda katilimcilarin kan ornekleri
alinmigtir. Katilimeida saptanabilir serbest 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol veya
6-shogaol bulunmamustir. Ancak 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol ve 6-shogaol
glukuronidler tespit edilmistir. 6-gingerol siilfat konjugati 1.0-g dozun Uzerinde tespit
edilmistir. 2.0 g doz i¢in tahmin edilen Cmax ve egri altindaki alan (ortalama + SE)
0.85 £0.43, 0.23 £ 0.16, 0.53 + 0.40 ve 0.15 + 0.12 pg/mL' dir; ve 6-gingerol, 8-
gingerol, 10-gingerol ve 6-shogaol igin 65.6.33 + 44.4, 18.1 + 20.3, 50.1 + 49.3 ve
10,9 £+ 13,0 pg-saat/mL. Karsilik gelen tmax degerleri 65.6 + 44.4, 73.1 + 29.4, 75.0
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+ 27.8 ve 65.6 = 22.6 dakikadir ve analitlerin eliminasyon yarilanma omrii <2 saattir.
Bu sonuclar, 6-SHO’ nun ¢ogunlukla viicutta metabolize oldugunu ve metabolitler

olarak atildigini1 géstermektedir.

Zencefil ve tlrevleri eski zamanlardan beri besin takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Zencefil son yillarda diisiik toksisitesinin yanisira genis terapotik
etkileri nedeniyle diinyanin dort bir yaninda arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir.
Antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-apoptotik, analjezik, sitotoksik, anti-proliferatif,
antitumor ve anti-trombosit etkileri zencefilin ana terap6tik aktiviteleri olarak
siralanabilir. Zencefil kok sapinda en ¢ok bulunan anti-oksidant madde ise 6-SHO’
dur (Ling et al. 2010).

2.7. Ozgiin Deger

Testikiler T/D ile indiikklenmis I/R kaynakli testis dokusunun oksidatif hasart,
hlcre icinde birgok biyokimyasal reaksiyonla tretilen ROT’ lar aracilig ile primer
ve uzak organ hasarlari ile sonuglanir. Torsiyonun siiresi ve siddeti ile dokularin bu
slirece gosterdigi hassasiyet, I/R hasarin genislemesinde 6nemli rol oynar. Bu
nedenle, I/R hasarinda oksidatif stresin biyokimyasal mekanizmalarinin anlagilmasi
doku ve organlara yonelik yeni tedavi segeneklerinin gelistirilebilmesinde klinikte
onemli bir role sahiptir. Bu alanda yapilacak ¢alismalar, testikiler T/D ile olusturulan

testikiiler dokunun oksidatif hasar yanitin1 ortaya koymakta yararli olacaktir.

Detayli literatiir taramalarimiz sonucunda deneysel testikiller T/D ile
olusturulan testikiiler dokunun I/R kaynakli oksidatif hasarinin hafifletilmesi ya da
azaltilmasinda 6-SHO’ un olas1 yararli etkilerini degerlendiren bir calismaya
rastlanilamamistir. Bu bakimdan sundugumuz bu ¢aligmada, deneysel testiktler T/D
ile olusturulan testikiiler dokunun oksidatif hasarmin hafifletilmesi ya da
azaltilmasinda 6-SHO’ nun olast yararlh  etkilerini  degerlendirilmesi

amaglanmaktadir.
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2.8. Yaygin EtkKi

Bu tez ¢alismasinin verileri ulusal ve uluslararasi kongre ve sempozyumlarda
sunulacaktir. Ayrica ¢alismanin verilerinin daha genig bir akademik camiaya
ulagabilmesi uluslararasi yaygin etkisi genis olan uluslararasi indexli dergilere

gonderilerek yayimlanmasi planlanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanlig1r tarafindan 04.11.2020 Tarih ve 202 Toplanti Karar Numaras: ile
onaylanxan etik izinler alinarak gergeklestirilmistir. Calismamizin tiim hayvan
deneyleri Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Arastirma ve Uygulama

Merkezinde (ATADEM) gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Ilaglar, Denekler ve Labaratuar Kosullar

Bu c¢alismada kullanilan  6-Shogaol (=99 pure) (1-(4-Hydroxy-3-
methoxyphenyl)-4-decen-3-one) Sigma Aldrich USA firmasindan satin alinarak
temin edildi. Sunulan deneysel ¢alismada kullanilan ortalama 200+10 gr agriliklarda
ve Wistar tip erkek ratlar Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Arastirma ve
Uygulama Merkezinden (ATADEM) temin edildi. Tim deney hayvanlart deney
protoklii siiresince oda sicakligmim korundugu ortalama 25 °C sicaklikta,
aydinlik/karanlik dongiisiiniin korundugu (12 saat aydinlik/12 saat karanlik) standart
% 55 nemin saglandig1 labaratuar kosullarinda standart kafeslerde tutulup musluk
suyu ve standart rat yemi ile beslendi. Yanlizca torsiyon/detorsiyon isleminden 12

saat once hayvanlar a¢ birakildi.

3.2. YOntem
3.2.1. Deney Protokoli

Sunulan bu tez ¢calismasinda 18 adet Wistar tip erkek rat her grup 6 hayvan
olacak sekilde tartilarak gruplar homojen olacak sekilde diizenlenerek 3 gruba

ayrildi. Gruplar, Sham, T/D ve 6-SHO+T/D gruplari bi¢iminde tasarlandi.

Sham Grubu: Bu grupta bulunan ratlara sadece skoratal hatta insizyon acilip
kapatild1 ancak herhangi bir baska islem ve tedavi uygulanmadi. Deney siiresinin
sonunda yiiksek doz anestezi uygulanan ratlar sakrifiye edilerek hizlica testis

dokular ¢ikarildi.

23



T/D Grubu: Bu gruptaki ratlara ketamin/ksilazin (50/10 mg/kg, 1.p)
uygulanarak derin anestezi saglanarak tek tarafli (sol testis) testikiiler T/D modeli
yapildi. Bu islem i¢in skrotuma orta hat insizyonu yapilarak sol testis serbestlestirildi
ve saat yoniinde 720° dondurllerek bu pozisyonda skrotuma 2 saat siresince
sabitlendi. Daha sonra torsiyon siiresinin tamamlanmasinin akabinde sol testis tekrar
eski pozisyona geri dondurillere 2 saat siireyle yeniden kanlanmasi saglanarak
detorsiyon gergeklestirildi. Tez calismamizda uygulamis oldugumuz T/D modeli

literatiirde yer alan onceki ¢alismalar referans alinarak gerceklestirilmisitir (Topdagi

vd 2019; Tanyeli vd 2020).

6-SHO+T/D Grubu: T/D islemi T/D grubunda tanimlandig iizere bu grupta
da ayni sekilde uygulandi. Ancak torsiyon isleminden 30 dakika 6nce ratlara 6-SHO
20 mg/kg dozda i.p. olarak verildi. Bu tez calismasinda kullanilan 6-SHO dozu

literatiirdeki ¢alismalar referans alinarak segilmistir (Gller vd 2020).

Deney protokolii baglatilmadan once hayvanlar tartild1 ve ilag uygulamalari
hayvanlarin agirliklart dikkate alinarak i.p. yolla uygulandi. Tim hayvanlar deney
sliresinin tamamlanmasiyla birlikte yuksek doz ketamin/ksilazin (150/40 mg/kg) ile
anestezi yapilarak sakrifiye edildi ve oksidatif hasar1 doku hasarim
degerlendirebilmek iizere testis dokulari hizlica alinarak biyokimyasal analizler

yapilincaya kadar uygun sicaklikta saklandi.

3.2.2. Numunelerin Hazirlanmasi

Dokular gerekli miktarlarda alinarak tartildi ve ¢alisilmasi planlanlan
parametreye 0zgu tampon c¢ozeltiler icinde homojenizatér kullanilarak homojenize
edildi. Daha sonra homojenatlar 5000 rpm’ de +4 °C’ de 30 dakika sureyle santriftj
edilerek MDA, MPO, SOD, TOK (Total Oksidan Kapasite), TAK (Total
Antioksidan Kapasite) analizleri yapilmak iizere ¢alisilacaklari giine kadar -80 °C’
de derin dondurucuda muhafaza edildi.
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3.2.3. Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Tez ¢alismamizin deney siiresince ve deney sonrasinda kullanilan cihaz ve

ekipmanlar Cizelge 3.1’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar/aletler.

Cihaz/Alet Firma

Santrifij Beckman Coulter
Derin dondurucu (-80 °C) Sanyo

Vorteks Velp Scientifica
Mikroplate okuyucu spektrofotometre BioTek

96 kuyucuklu mikroplate Termo

Pipetler (2-20puL, 20-200uL, 100-1000pL) Ependorf

Hassas terazi Denver Instrument

3.2.4. Malondialdehit Olgiimii (MDA)

Uc veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiobarbitirik asit (TBA) reaksiyonu ile 6él¢tlebilen son driin olarak MDA meydana
gelmektedir. Lipit peroksidasyonu, doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle
etkilesmesi sonucu, doymamis yag asitindeki metilen grubundan bir hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baglamaktadir. Yag asiti peroksidasyonunun son iiriinii
olan MDA, TBA ile reaksiyona girerek pembe renkli bir kompleks olusturur.
Metodun prensibi absorbansin 532 nm dalga boyunda 6lcimi ve MDA aktivitesinin

olglilmesi esasina dayanir (Ohkawa et al. 1979).

Kullanilan Cozeltiler:

1. TBA Cozeltisi (% 0.9): 0.9 g TBA bir miktar saf suda hafif¢e 1sitilarak
¢ozullr, hacim 100 mL’ ye tamamlanir. Cozelti taze olarak hazirlanir.

2. Piridin/n-Bitanol Cozeltisi (1/15): Cozelti 30 mL 1-biitanole 2 mL piridinin
eklenmesi ile hazirlanir.

3. Sodyum dodesil stulfat (SDS) Cozeltisi (% 8.1): 4.05 g SDS saf suda ¢oziindar,

hacim 50 mL’ ye tamamlanir.
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4. Asetik Asit Cozeltisi (% 20): % 100’ luk asetik asitten 20 mL alinir ve son
hacim saf suyla 100 mL’ ye tamamlanur.

5. Stok Standart Cozeltisi (200 uM): 1,1,3,3-tetraetoksipropandan 25 pL alinip
500 mL saf suda karistirilarak ¢oziinlir. Taze hazirlanmalidir. Seri diliisyonla stok
standarttan 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, ve 0 (saf su kullanilir) uM” ik
standartlar hazirlanir. Cam tlplere Cizelge 3.2’ deki ¢Ozeltiler pipetlendi.

Cizelge 3.2. MDA 0lclimii

Numune Standart Kor

Tapu Tuapu Tupu
SDS %8,1 200 pL 200 pL 200 pL
Asetik Asit % 20 1500 pL 1500 pL 1500 pL
TBA % 0.9 1500 pL 1500 pL 1500 pL
Numune 100 pL - -
Standart - 100pL -
Distile su 700 pL 700 pL 800 uL

Tim tiiplerin kapaklar1 kapatilip vortekslendi ve sicakligi 95 °C olan su
banyosunda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ¢esme suyu ile
sogutuldu. Daha sonra her bir tiiplin siipernatanindan 600 pL alinarak karsilik gelen

ependorflara aktarildi. Her bir ependorfa Cizelge 3.3’ teki pipetlemeler yapildi.

Cizelge 3.3. MDA olclimii

Numune Standart Kor Tupu
Tupu Tupu
Distile su 150 pL 150uL 150 pL
n-Bitanol/piridin 750 pL 750 pL 750 pL

Ependorflar vorteksle iyice karistirildiktan sonra 1250 gramda 10 dakika
santrifuj edildi. Olusan fazlar karistirilmadan iist fazdan 200 pL aliarak tim
kuyucuklara pipetlendi. Mikroplate okuyucuda numune ve standartlar kore karst 532

nm dalga boyunda okutuldu. Standart grafik yontemi ile cihazin yazilim programi
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(KC Junior) kullanilarak numunelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi. Konsantrasyon

umol/L olarak ifade edildi.

3.2.5. Myeloperoksidaz Olgiimi (MPO)
H>O, varliginda MPO ile o-dianisidine’ nin oksidasyonu sonucu olusan
sarimsi-turuncu renkli kompleksin 460 nm dalga boyunda absorbansinin kinetik

olarak ol¢iimii esasina dayanir (Bradley et al. 1982).
Kullanilan Cozeltiler:

% 0.5 hexadecyltrimetil ammonium bromide
o-dianisidine dihydrochloride

H202 (% 30’ luk)

Fosfat tamponu (50 mM, pH: 6.0)

A W np e

Olclim reaktifi: 0,0075 gr o-dianisidine dihydrochloride, 4.5 mL H,02, 0,3062
gr KH2POg4 alinip 40 mL distile suda ¢6ziildii. pH6’ ya ayarlandi. Distile su ile 45 ml

ye tamamlandi.

Cizelge 3.4. MPO 6lgumi

Numune Tupa Kor Tupu
Numune 20 puL -
Deiyonize su - 20 pL
Olgiim reaktifi 280 pL 280 pL

Kuyucuklara pipetlemeler yapildiktan sonra mikroplate okuyucuda 460 nm
dalga boyunda kore kars1 5 dakika boyunca absorbans artis1 6l¢iildii. Lineer aktivite

artisinin gozlendigi reaksiyon grafiginde hesaplamalar yapildi.

Hesaplama:

MPO (U/L)= AAtx108x SK
1.3 x 10*
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AA/t: Dakikadaki absorbans degisimi
SK: Seyreltme katsayisi
1.3 x 10* o-dianisidine’nin 460 nm’ deki molar absorbtivite katsay1si

10°: Molii mikromole ¢evirme katsayis

3.2.6. Superoksit Dismutaz Olguimii (SOD)

Slperoksit dismutaz slperoksit serbest radikalinin (O2™) hidrojen peroksit
(H202) ve molekiler oksijene (O2) doniistiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.
Olusan siiperoksit, SOD enziminin etkisinin yetersiz kaldigi durumlarda tetrazolyum
tuzu ile reaksiyona girerek formazan boyasini olusturur ve SOD aktivitesi bu

reaksiyonun inhibisyon derecesi ile dlgultr (Sun et al. 1988).
Kullanilan Cozeltiler:
Assay reaktifi:

1. Xanthine (0.3 mM): 0.00913 gr xanthine 200 mL distile suda ¢6zuldi. 1 M
lik NaOH dan 1 damla ¢6zmek i¢in kullanildi.

2. EDTA (0.6 mM): 0.023 gr EDTA disodyum tuzu 100 mL distile suda
cozalda.

3. NBT: 0.0123 gr Nitroblue tetrazolium 100 mL distile suda ¢ozildi. Renkli
sisede saklandi.

4. NaxC03(0.4 M): 2.544 gr NaoCO3 60 mL distile suda ¢ozildu.

5. Bovine serum alblimin (1gr/L) : 0.03 gr Bovine serum albimin 30 mL distile

suda ¢ozuldu.

Hazirlanan bu bes reaktif deneyden hemen 6nce renkli bir sisede birlestirildi.
Ve iyice karistirildi.

*Xanthine oksidaz (167U/L) : 50 pL xanthine oksidaz alindi. 600 pL 2M
(NH34)2SOs ile dilue edildi. (NH4)2SO4buz gibi soguk ve taze olmalidir.

*2M (NH3)2S04: 2.643 gr (NH4)2SO4 10 mL distile suda ¢ozuldu.
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Hazirlanan bes reaktiften, 20 mL Xanthine, 10 mL EDTA, 10 mL NBT, 6 mL
Na>COs, 3 mL BSA deneyden hemen Once renkli sisede birlestirildi.

Cizelge 3.5. SOD o6l¢imi

Numune Tupu Kor Tupu
Numune 20 puL -
Deiyonize su - 20uL
Olgiim reaktifi 280 uL 280 pL
Xantine Oxidase 10 puL 10 uL

Mikroplate nazikge karistirildi. 25 °C de 20 dakika inkiibe edildi. 20 dakika
sonra olusan mor renkli kompleksin absorbanslar1 mikroplate okuyucuda 560 nm de

okutuldu.
Hesaplama:

1U: % 50 lik NBT inhibisyonu

% inhibisyon:  (Ayg= Ajumune) X 100

Akér

SOD (U/mL): % inhibisyon / (50x 0,01)

3.2.6. Total Antioksidan Kapasitesi (TAK) Olguimii

TAK’ m belirlenmesi ticari olarak saglanan (Rel Assay Diagnostics) ile
yapildi. Olgiim, numunedeki antioksidanlarin koyu mavi-yesil renkli 2,2’- azino bis
(3-etil benzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) radikalini renksiz indirgenmis ABTS
formuna indirgemesi esasina dayanir. 660 nm’ deki absorbans degisimi numunedeki
total antioksidan diizeyi ile iligkilidir. Kit, stabil bir antioksidan standart olarak bir E
vitamini analogu olan ve klasik olarak “trolox equivalent” diye adlandirilan bir

cozelti ihtiva eder.
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Reaktif Bilesimi

R1: tampon sollisyon

R2: prokromojen soliisyon (ABTS)
Standart: trolox

QC1.: trolox

QC2: trolox

Cizelge 3.6. TAK olglimdi

Numune Standartlar (standart, H20)
Standart ¢ozelti - 30 pL
Numune 30 L -
R1 500 pL 500 pL

Karistirildi ve 30 saniye sonra 1. okuma (A1) yapildi.

R2 75 uL 75uL

Karistirild1 ve 5 dakika sonra 2. okuma (A2) yapildi.

Hesaplama:
A2-Al=standart veya numunenin absorbans farki

[(aAbs H20)- (AAbs Numune)]
[(AAbs H20)- (AAbs Standart)]

Sonug =

Birim: mmol/L

3.2.7. Total Oksidan Kapasitesi (TOK) Olgiimii

TOK olglimii ticari olarak saglanan kit (Rel Assay Diagnostics) ile yapildi.
Numunede mevcut oksidanlar, ferréz iyon-selator kompleksini ferrik iyona

yukseltger. Olusan ferrik iyon asidik ortamda kromojenle renkli bir kompleks
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meydana getirir. Spektrofotometrik olarak belirlenebilen renk yogunlugu numunede

bulunan oksidan molekiillerin total miktartyla iliskilidir.
Reaktif Bilesimi:

R1: tampon sollisyon

R2: substrat sollisyon

SSS: stabilize standart solusyon

QCL1: Kontrol 1

QC2: kontrol 2

Cizelge 3.7. TOS 6lgumi

Numune Standart
Standart ¢ozelti - 75pL
Numune 75 UL -
R1 500 pL 500 pL

Karistirildi ve 30 saniye sonra 1. okuma (A1) yapildi.

R2 25 uL 25uL

Karistirildi ve 5 dakika sonra 2. okuma (A2) yapildi.

Hesaplama:

A2-Al=Standart veya numunenin absorbans farki

AAbs N )

Sonu = LoAbsMumume)] o i ndardin konsantrasyonu
7 [(AAbs Standart]] ~ -

Birim: pmol/L

Standardin konsantrasyonu= 10 pmol/L
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3.2.8. OSI Hesaplanmasi

Toplam oksidan durumunun toplam antioksidan statiiye orani oksidatif stres
indeksi (OSI) olarak kabul edildi. OSI degeri su sekilde hesaplanir: OSI = [(TOK,
umol H20- equivalent L) / (TAK, mmol Trolox equivalent/L) x 10]. OSI degerini bir
diger onemli oksidatif stres belirteci olarak ifade ettik. Onceki calismalarda

kullanilan metoda gore bu parametreyi hesapladik (Tanyeli vd 2020).

3.2.9. istatistiksel Analiz

Sunulan tez bu tez calismasimna ait testis dokusu sonuglar1 i¢in IBM SPSS
Statistich 19.0 software paket programi kullanilarak istatiksel analiz hesaplamalari
yapildi. Elde edilen bulgulara One-Way ANOVA ve Tukey testleri uygulandi.
Sonuglar tablo ve grafikler halinde minimum, maksimum, ortalama ve standart hata
(Standart Error Mean+SEM) degerleri seklinde sunuldu. Istatiksel olarak p<0.05

duzeyi anlamli olarak kabul edildi.

32



4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez calismamiza ait biyokimyasal Ol¢lim sonuglart Cizelge 4.1° de

Ortalama+SEM olarak sunulmustur.

Cizelge 4.1. Sham, T/D ve 6-SHO+T/D gruplarina ait MDA (umol/gr doku)
duzeyi, SOD (U/mg protein), MPO (U/mg protein) aktivitelerine, ait minimum-

maksimum degerleri, ortalama ve standart hata (SEM) sonuglar1 6zetlenmistir.

MDA SOD MPO
Groups (n=6) (umol/gr doku) (U/mg protein) (U/mg protein)
Sham Group Ortalama 201.17" 416.17" 34872.30"
Minimum 176.85 367.74 29034.18
Maksimum  221.24 480.88 41993.93
SEM 6.91 18.49 1832.57
T/D Group Ortalama 440.87""# 182.65%"* 90028.62""*
Minimum 385.49 166.52 83267.34
Maksimum  498.70 207.50 97843.33
SEM 17.06 6.17 1959.95
6-SHO+T/D Ortalama 207.84™# 403.76™* 36437.74™*
Group Minimum  194.75 371.41 33267.14
Maksimum  219.43 450.40 40893.96
SEM 3.61 12.83 1274.79

“a# Meveut simgelerin gdsterildigi gruplar arasmda bulunan istatistiksel iliskiyi temsil
etmektedir. Istatistiksel anlamlilik iliskisi p<0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
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Cizelge 4.2. Sham, T/D ve 6-SHO+T/D gruplarina ait TAK (mmol
equivalent/L), TOK (umol Trolox equivalent/L) ve Oksidatif stres indeksi (OSI)
degerlerine iligkin minimum-maksimum degerleri, ortalama ve standart hata (SEM)
sonuclar1 6zetlenmistir.

TAK TOK
(mmol (umol  Trolox
Groups (n=6) equivalent/L) equivalent/L)  OSi
Sham Group Ortalama 157 6.12* 0.38*
Minimum 1.44 5.37 0.35
Maksimum 1.70 6.90 0.42
SEM 0.04 0.21 0.01
T/D Group Ortalama 0.76*** # 12.30* ** # 1.62% ** #
Minimum 0.63 11.74 1.37
Maksimum 0.87 12.94 2.03
SEM 0.03 0.22 0.09
6-SHO+T/D Group  Ortalama 1.42%* # 6.37**, # 0.50**, #
Minimum 0.99 5.33 0.37
Maksimum 10.67 7.04 0.67
SEM 0.09 0.32 0.05

“7#: Meveut simgelerin gosterildigi gruplar arasinda bulunan istatistiksel iliskiyi temsil
etmektedir. Istatistiksel anlamlilik iliskisi p<0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.

MDA (umol/gr doku)

6-SHO+T/D Group * x4

WLl /7

R e

Sham Group Fietiiat it *

0 100 200 300 400 500

Sekil 4.1: MDA (umol/gr doku) duzeyini ifade eden Sham, T/D ve 6-SHO+T/D gruplarma
ait gruplar arasi karsilagtirmalar. *: Sham ve T/D gruplar1 arasinda bulunan istatistiksel anlamlilik
iliskisini temsil eder (p<0.05). **#: T/D ve 6-SHO+T/D gruplari arasinda bulunan istatistiksel
anlamlilik iliskisini temsil eder (p<0.05).

Lipit peroksidasyonson iirlinii olarak degerlendirmis oldugumuz MDA
diizeyine iligskin sonuglar Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1’ de sunulmustur. Tiim gruplara

iliskin MDA diizeyi incelendiginde, T/D grubunda Sham grubuna gore anlaml
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derecede bir artis oldugu gozlemlenirken 6-SHO uygulanan tedavi grubunda ise

anlamli sekilde azaldig1 gozlemlendi.

SOD (U/mg protein)

6-SHO+T/D Group et

T/D Group W* et

Sham Group [

0 100 200 300 400 500

Sekil 4.2: SOD (U/mg protein) diizeyini ifade eden Sham, T/D ve 6-SHO+T/D gruplarina ait
gruplar arast karsilastirmalar. *: Sham ve T/D gruplart arasinda bulunan istatistiksel anlamlilik
iligkisini temsil eder (p<0.05). **#: T/D ve 6-SHO+T/D gruplarn arasinda bulunan istatistiksel
anlamlilik iligkisini temsil eder (p<0.05).

Antioksidan enzim aktivitesi oksidatif stres kosullarinda belirgin sekilde
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle SOD enzim aktivitesi antioksidan diizeyin
degerlendirilmesinde Onemli bir parametre olarak kabul edildiginden tez
calismamizda SOD aktivitesinin T/D grubunda o6zelikle sham grubuna kiyasla
belirgin sekilde azaldigi ve oksidatif testis doku hasarinin hafifletmede yetersiz
kaldig1 gozlenmektedir. Ancak 6-SHO uygulanan tedavi grubunda SOD enzim
aktivitesinin anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).
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MPO (U/mg protein)

6-SHO+T/D Group

Rl 77 e
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Sekil 4.3: MPO (U/mg protein) aktivitesi ifade eden Sham, T/D ve 6-SHO+T/D gruplarina
ait gruplar arasi karsilagtirmalar. *: Sham ve T/D gruplar1 arasinda bulunan istatistiksel anlamlilik
iliskisini temsil eder (p<0.05). **#: T/D ve 6-SHO+T/D gruplar1 arasinda bulunan istatistiksel
anlamlilik iliskisini temsil eder (p<0.05).

MPO aktivitesine ait sonuglarimiz Cizelge 4.1 de ve Sekil 4.3 de 6zelenmistir.
Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3 dikkatle incelendiginde, Sham grubunda diisiik diizeylerde
oldugu goriilen MPO aktivitesinin T/D modeli uygulanan grupta belirgin sekilde
arttigi aksine 6-SHO verilen tedavi grubunda ise anlamli diizeyde azaldigi

belirlenmistir.

MDA diizeyleri, MPO ve SOD aktiviteleri yaninda oksidatif stres kaynakli
testikiiler doku hasarmin degerlendirilmesinde kullanmilan TAK, TOK ve OSI
duzeyleri gibi parametreler literatlirde ki ¢ok sayida ¢alismada Glglilmiistiir. Sunulan
tez ¢aligmasinda deneysel T/D modeli olusturulan deney grubunda TAK diizeyinin
belirgin sekilde azalirken, TOK ve OSI diizeylerinin ise anlamli derecede arttigi
gozlenmistir. Aksine 6-SHO destegiyle birlikte TAK duzeyinin istatistiksel olarak
arttig1 ve sham grubu sonuglarina yaklastig1 buna karsilik TOK ve OSI diizeylerinin
ise oldukga azaldig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.2.; Sekil 4.4, 4.5,4.6.)
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TAK (mmol equivalent/L)

6-SHO+T/D Group a3

ToGrow [

o o
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Sekil 4.4: TAK (mmol equivalent/L) dlzeyini ifade eden Sham, T/D ve 6-SHA+T/D
gruplarina ait gruplar arasi karsilastirmalar. *: Sham ve T/D gruplar arasinda bulunan istatistiksel
anlamlilik iligkisini temsil eder (p<0.05). **#: T/D ve 6-SHA+T/D gruplart arasinda bulunan
istatistiksel anlamlilik iliskisini temsil eder (p<0.05).

TOK (umol Trolox equivalent/L)

6-SHO+T/D Group bl

Bl 77777/

et ]
Sham Group | e

S i L L L L L e L e L e Ly L]
LTl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Tl Tl Tl Pl 1

"
Il

Sekil 4.5: TOK (mmol Trolox equivalent/L) diizeyini ifade eden Sham, T/D ve 6-SHO+T/D
gruplarina ait gruplar arasi karsilagtirmalar. *: Sham ve T/D gruplar1 arasinda bulunan istatistiksel
anlamlilik iligkisini temsil eder (p<0.05). **#: T/D ve 6-SHO+T/D gruplart arasinda bulunan
istatistiksel anlamlilik iliskisini temsil eder (p<0.05).
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Sekil 4.6: OSI diizeyini ifade eden Sham, T/D ve 6-SHO+T/D gruplarma ait gruplar arast
kargilagtirmalar. *: Sham ve T/D gruplar1 arasinda bulunan istatistiksel anlamlilik iligkisini temsil eder
(p<0.05). **#: T/D ve 6-SHO+T/D gruplar1 arasinda bulunan istatistiksel anlamlilik iligkisini temsil

eder (p<0.05).

38



5. TARTISMA

Iskemi genel olarak literatiirde dokularin hipoperfiizyonu olarak tanimlanir,
Doku iskemisi, hiicrelerin metabolik talepleri karsilamak ic¢in gerekli olan oksijenin
yetersiz iletimi olarak tanimlanir (Kohen and Nyska 2002). I/R hasari, hiicre
hasarmin kontrol edilmesi ve organ fonksiyonunun korumasi durumlar i¢in gerekli
olan kritik bir olgudur. Ayrica sepsis, akut koroner sendrom, organ nakli ve uzuv
yaralanmasi gibi ¢esitli durumlar doku hipoperfiizyonuna neden olabilir. Tedaviye
yonelik ¢alismalarda ¢ogunlukla organ fonksiyonunu korumak icin hipoperfiizyon
stiresinin kisaltilmasina odaklanilmaktadir (Behroozi-Lak et al. 2017). Bununla
birlikte, iskemik dokuya kan akiginin restorasyonundan sonraki klinik sonuglar
optimal degildir. Son ¢alismalar, reperfiizyonun, I/R hasari olarak adlandirilan bir
fenomen olan iskemik dokuda miiteakip hasar1 indiikleme potansiyeline sahip
oldugunu gdostermistir. I/R yaralanmasimin neden oldugu yaralanmalar, organ ve
norojenik islevi korumada biiyiik giigliikleri beraberinde getirebilmektedir (Mortaz et
al. 2018).

Cesitli fizyolojik mekanizmalar, iskeminin meydana gelmesine neden olur ve
durum ateroskleroz ve akut miyokard enfarktisii dahil olmak Uzere hipoksiye ve
hipoperfiizyona yol agar. Arteriyel kan akiginin engellenmesi hipoksiye neden olur
ve mitokondride elektron tagima zincirinin islev bozukluguna yol agar (Akdemir vd
2019). Mitokondride ATP iiretiminin azalmasi, anaerobik metabolizmaya, sodyum-
potasyum pompalarinin  (Na*/K* ATPaz pompalar) islev bozukluguna ve
ribozomlarin ayrilmasina neden olur. Anaerobik metabolizma, hiicrelerde daha diisiik
seviyede ATP ve antioksidatif maddeler iretir. Ayrica laktik asidin tutulmasi
metabolik asidoza yol agabilir (Ahmed et al. 2000). Bunun yaninda hlcre ylzeyinde
Na*/K* ATPaz pompalart ve kalsiyum pompalar1 (Ca?* ATPaz pompalari)
diizensizlesebilir. Na*/K* ATPaz pompalarinin basarisizligi, hiicrelerde sodyumun ve
hiicrelerin disinda potasyumun tutulmasina neden olur. Hiicrelerdeki daha yiiksek
sodyum seviyesi, sodyum-hidrojen pompalarinin (Na*/H* pompalar1) aktivitesini
azaltir. Endoplazmik retikulum (izerindeki Ca** ATPaz pompalari da islevsiz hale
gelir ve bu da kalsiyum geri alimini1 sirlar. Hiicrelerde, hidrojen, sodyum ve

kalsiyum iyonlarinin birikmesi hiperosmolariteye neden olur (Bahrke and Yesalis
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2004). Bu durum ise sitoplazmaya su akisina ve hiicrenin sismesini saglar
(Cuzzocrea et al. 2001). Hidrojenin tutulmasi hiicresel pH' 1 diisiirerek enzim
aktivitesinin bozulmasina ve niikleer kromatinin kiimelenmesine yol acar.
Ribozomlarin ayrilmasi protein sentezini azaltir. Reperfiizyon asamasindan sonra,
iskemik dokuya kan akisinin yeniden saglanmasi, kirmizi kan hiicreleri araciligiyla
oksijen saglar. Buna paralel olarak, iskemik hiicrelerde daha diisiik antioksidatif ajan
konsantrasyonu nedeniyle ROT olusumu artar (Ringdahl and Teague 2006). ROT,
endotel disfonksiyonunu, DNA hasarini ve lokal inflamatuvar tepkileri tesvik eden
oksidatif strese neden olur. Inflamatuvar kaskadlar ve oksidatif stres, daha sonra bir
sitokin firtinasina neden olarak hiicresel yapilara verilen hasarin neden oldugu hiicre
oliimiine neden olabilir. Reperflizyon asamasi dinamiktir ve birkag giin surebilir. I/R
hasarinin ayrintili mekanizmasinin anlagilmasi, sadece yeni terapotik firsatlar icin
degil, ayn1 zamanda yaralanmanin 6nlenmesi i¢in de giiclii bir temel saglayabilir

(Akgur vd 1994).

Kisaca iskemik durum, anaerobik metabolizmay1 indiikleyerek daha diisiik
ATP (retimine ve iyon degisim kanallarinin bozulmasina yol acar. Iyon degisim
kanallarinin bozulmasi, hiicre sigsmesine ve sitoplazma da bozulmus enzimatik
aktiviteye yol acar (Turner et al. 2004). Reperfiizyon durumundaki mitokondriyal
hasar ve elektrolit dengesizligi, li¢ ana sistemden oksidatif stresi tesvik eder. Bunlar
nikotinamid adenin dinukleotit fosfat oksidaz sistemi, nitrik oksit sentaz sistemi ve
ksantin oksidaz sistemi seklinde siralanabilir. ROT tutulmasi, hiicre hasarina neden
olarak dort yolla hiicre 6lumune yol acar: otofaji, mitoptoz, nekroz ve nekroptoz ve
apoptoza neden olmaktadir (Ohkawa et al. 1979).

Genel olarak yukarida da soz edildigi gibi I/R hasari, bir akut iskemi
epizodunu takiben kan dolagimi geri yiiklendiginde meydana gelir. Bu tiir bir
yaralanmada, dokuya giden kan akis1 baslangigta kesintiye ugrar ve metabolik olarak
aktif dokulara zarar verir (Turner et al. 2004). Bununla birlikte, dokulara kan akiginin
restorasyonu, serbest oksijen radikal iiretimi, hiicre ici kalsiyum asir1 yiiklenmesi ve
lipid peroksidasyonu dahil olmak {izere, daha fazla hiicresel ve doku hasarma yol

acan paradoksik bir olaylar dizisi baslatir. Iskeminin baslamasmi takiben adenozin
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trifosfat, hipoksantine indirgenir ve ksantin dehidrojenaz, ksantin oksidaza
doniistiiriilir (Akgir vd 1994).

Testis hasarinin patofizyolojik mekanizmasi ise bir tiir I/R hasaridir. Testis
detorsiyonunu takiben dokular reperflizyona ugrar ve iskeminin indiiklediginden
daha ciddi hasara neden olur. Testis torsiyonu veya spermatik kordun torsiyonu, en
ciddi Urolojik durumlardan biri oldugu icin potansiyel olarak erkeklerde
subfertiliteye yol agan testis yaralanmasina neden olur (Jomova and Valko 2011).
Spermatik kordun ve spermatik yapilarin kendi etrafinda déonmesi biyokimyasal ve
histolojik degisikliklere neden olur; bununla birlikte, testis detorsiyonunu takiben
dokular, iskeminin indiiklediginden daha ciddi hasara neden olan reperfiizyona ugrar.
Testikiler I/R, ROT’ larin asir1 iiretimine yol agar. Asir1 iiretilen ROT’ lar lipidlere,
proteinlere ve DNA' ya zarar vererek hiicresel islev bozukluguna ve hatta Gliime
neden olabilir. ROT’ lar1 dogrudan olgmek ¢ok zordur ¢inkid ROT yuksek
reaktiviteye ve kisa dmre sahiptir (Pacher and Szabo 2008).

Testikller I/R heniiz tam olarak anlagilamayan karmasik bir hiicresel ve
molekiiler reaksiyonlar silsilesini harekete gecirir. Bununla birlikte, bir dizi ¢alisma,
iskemik testislere kan beslemesinin restorasyonunun, ROT asir1 iiretimi ve mitojenle
aktive olan protein kinazlar1 aktive eden testikiiler oksidatif stres olusumu ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Testikiler /R, lipid peroksidasyonuna, protein
denatiirasyonuna, DNA hasarina ve apoptotik mekanizmanin aktivasyonuna yol acar.
Ayrica, Testikiiler I/R’ de aktiflestirilmis ndotrofillerin mikrovaskiiler endotelyuma
yapistigr ve daha sonra ROT olusumunu katalize eden miyeloperoksidaz enzimini
disar1 ¢ikarip salgiladigi tespit edilmistir (Eraslan vd 2020). Testisler serbest radikal
hasarma duyarlidir. Normal kosullar altinda, glutatyon peroksidaz, siiperoksit
dismutaz ve katalaz dahil enzimatik antioksidan savunma sistemleri, bu hicreleri
serbest radikal hasarindan korur. Testikiiler I/R sirasinda, hiicresel ve mitokondriyal
Ca?* (mCa®") birikimlerindeki degisiklikler kritik derecede oOnemlidir. mCa?*
seviyeleri, hiicre i¢i Ca?"" y1 artiran mCa?* uniporter kanallariyla artar. Asirt mCa?
yiikleri, gecirgenlik gecisleri ve gézenek olusumu yoluyla hiicre apoptozuna neden

olan geri dénusii olmayan olaylar1 baslatir (Akglr vd 1994).
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Ayrica oksidatif stres, oksidanlarin iiretimi ile bir organizmanin ilgili
savunma sistemleri arasindaki dengesizligi ifade eden bir terimdir. Oksidanlar, ROT,
RNS, kiikiirt merkezli radikalleri ve cesitli digerlerini kapsar. Bu reaktif tiirlerin
tiimii radikal degildir. Bununla birlikte, ¢ogu durumda, radikal olmayan reaktif tiirler,
oksidasyon yoluyla biyomolekiillere zarar verecek sekilde radikaller haline
gelebilmektedir. Bu tiir bir reaksiyon, kendi kendine devam edebilir ve kapsamli
hiicresel hasara yol acgabilir. Testis torsiyonu, genellikle yeni doganlari, ¢ocuklar1 ve
ergenleri ilgilendiren ciddi bir iirolojik acil durumdur. Testis hasarini belirleyen en
onemli iki faktor, spermatik kordun burulma suresi ve derecesidir (Tanyeli vd 2019).
Iskemik dokunun reperfiizyonunun, parankimal hiicrelerde ksantin oksidaz
sisteminin aktivasyonundan veya interstisyel dokuya nifuz eden I6kositlerden
kaynaklanan ROT olusumunu tesvik ettigi gozlenmistir. Bu nedenle detorsiyonla
tedavi testise daha fazla zarar verebilir (Akgur vd 1994). Kan akisinin yeniden
baslamasiyla birlikte, hipoksantinin {irik asite doniigiimii i¢in gerekli oksijen testise
verilir ve bu da blyik miktarlarda serbest radikallerin Gretilmesine neden olur. Bu
serbest radikaller, hiicre ve mitokondri zarlarindaki lipidlerle reaksiyona girerek
gecirgenliklerini degistirir ve hiicre biitiinliigiinii bozar. Normal kosullar altinda,
serbest radikaller Gretilir ve etkileri endojen antioksidan sistem tarafindan dengelenir.
ROT iiretimi, savunma mekanizmalarinin kontrol kapasitesini astiginda, oksidatif
stres Uretilir ve tersine cevrilebilir veya geri dondirilemez hiicre hasarina katkida
bulunur (Antony et al. 2020).

Testis hasarinin birincil nedenleri ROT (retimi, mitokondriyal kalsiyum
konsantrasyonun da artis ve hiicresel apoptoz oraninin artmasi oldugundan, farkli
ilaclar potansiyel olarak etkili olabilir (Dokmeci vd 2007). MDA, ROT’ larin neden
oldugu lipid peroksidasyonunun kararli bir son drinidir. Bu nedenle, genellikle
ROT igin duyarl bir indeksi olarak kabul edilir. Testis I/R, ipsilateral testislerde
malondialdehit diizeyinde anlamli artisa ve spermatogenezde anlamli diisiise neden
olarak testis I/R sonrast ROT’ larin asir1 iiretiminin testis spermatogenezine zarar
verdigini diisiindiirmektedir. ROT’ lar1 temizleyen bilesenlerin, I/R hasarina karsi

korumada etkili oldugu gosterilmistir (ElImore et al. 1995).
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Bu anlamda giiclii antioksidanlarin beyin, kalp ve bobrekte I/R hasarina karsi
koruma saglayabilecegi gozlemlenmistir. Antioksidanlar, kalsiyum kanal blokerleri,
fitoterapdtik ilaclar, anestetikler, hormonlar ve trombosit inhibitorleri, bir adjuvan
geri yikleme tedavisi i¢in potansiyel olarak saglam bir temel olusturabilir ve
torsiyonu takiben testis fonksiyonunun iyilesmesinde onemli roller tistlenebilir

(Sarica vd 1999).

Literatirde I/R hasarinin Onlenmesi amaciyla tedavi edici deneysel
calismalarda dehidroepiandrosteron (Aksoy vd 2007), carvedilol (Parlaktas vd 2014),
ibuprofen (Dokmeci vd 2007), erdostein (Koc vd 2005), kafeik asit fenil ester (Uz vd
2002), allopurinol (Akgur vd 1994), sildenafil (Beheshtian et al. 2008), verapamil
(Sarica vd 1999), propofol (Yagmurdur vd 2006), barbaloin (Topdagi vd 2019),
higenamin (Tanyeli vd 2020) ve cryptotanshinone (Tanyeli vd 2019) gibi farkli

ilaclarin koruyucu ve/veya tedavi edici etkinligi arastirilmistir.

Ilgili ¢alismalar incelendiginde Yang et al. (2020) 6-SHO’ nun vitiligo
hastalig1 ve diger pigment bozukluklarinin erken evrelerinde melanosit kaybinin
onlenmesine yonelik tedavi edici etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda s6z konusu
etken maddenin melanositleri in vitro oksidatif strese karst korudugu ve koruyucu
etkisinin Nrf2-antioksidantinin aktivasyonu ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir.
Ray et al. (2015) 6-SHO’ nun meme kanseri hiicrelerine karsi hem tek tabakali hem
de kanser-kok hiicre benzeri sferoid kiiltiiriindeki inhibitor aktivitesini arastirdiklari
calismalarinda tek tabakali ve kanser kok hiicre benzeri sferoidlerdeki etkinligi, 6-
SHO’ nun meme kanseri tedavisinde terapotik yararlari olabilicegini gOstermistir.
Nonaka et al. (2019), 6-SHO’ nun oksidatif ve anti-oksidatif aktiviteleri
diizenleyerek geligsmis glikasyon son iriinlerin neden oldugu inflamatuar yanitlari
inhibe ettigini ve diabetes mellitus periodontitis Uzerinde koruyucu etkileri
olabilecegini tespit etmislerdir. Kaspaz aktivasyonu ve endoplazmik retikulum (ER)
stres sinyali ile ilgili olarak insan hepatoseliler karsinom hiicrelerinde 6-SHO' nun
apoptozu indukleyici etkisinin arastirildigr calismada Hu et al. (2019) SMMC-7721
hicrelerinde 6-SHO’ nun ER stresi ve apoptozda dnemli bir rol oynadigini tespit
etmislerdir. Wozniak et al. (2020) ise 6-SHO' nun iki kolon kanseri hiicre hatti
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(SW480 ve SW620) userindeki tedavi edici etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda 6-

SHO'nun olumlu etkilerini gézlemlemisleridir.

Bu calismada ise 6-SHO molekiilii kullanilarak bu molekulun testikuler T/D
ile olusturulan testikiiler dokunun oksidatif hasar1 {izerindeki hasar1 hafifletici ya da
azaltic1 olasi yararli etkileri arastirilmistir. Literatiirde 6-SHO molekilin erkek
fertilitesi lizerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Giincel
arastirmalar ise zencefilin kii¢iik bir bileseni olan 6-SHO, 6-gingerolden biyolojik
olarak daha aktif olabilecegini gOstermistir. Bhattarai, et al. (2010), 6-gingerolin,
asidik kosullar ve yiiksek sicaklik gibi bir model sistemde 6- SHO’ ya
indirgenebilecegini ifade etmistir. Bu nedenle, testis I/R hasarmin tedavisi igin 6-
SHO molekilund kullandik. Testiste MDA, tiyobarbitirik asit-reaktif madde testi ile
olgalda.

6-SHO kimyasal yapisinda o, B-doymamis keton iskeletinin konjugasyonu,
antioksidan, anti-enflamatuar, antikanser, antiemetik ve diger biyoaktiviteler
acisindan 6-gingerol' den daha ylksek potensini ve etkinligini agiklamaktadir.
Literatirde 6-SHO’ nun hiicrelerde oksidatif hasari etkili bir sekilde inhibe ettigine
iliskin pek c¢ok g¢alisma vardir. Hur vd (2020) 6-SHO’ nun iskelet kas1 hiicresinin
oksidatif hasarimi etkili bir sekilde inhibe ettigini tespit etmislerdir. Bak et al. (2012)
zencefilden elde edilen 6-SHO 0zilntin fare hicrelerindeki antioksidan savunma
sistemlerini diizenledigini tespit etmistir. Guler vd (2020) siganlar {izerinde yaptiklar
calismada 6-SHO’ nun yumurtalik hasarina karsi koruyucu ve faydali aktivite
gosterdigini tespit etmislerdir. Eraslan vd (2020) c¢ekal ligasyon ve delmeye bagh
polimikrobiyal sepsis sigan modelinde 6-SHO' nun bobrek dokusu Uzerine
renoprotektif etkileri (izerine yaptiklar1 ¢alismalarinda 6-SHO uygulamasinin gekal
ligasyon ve delme ile indiiklenen polimikrobiyal sepsis modeli tarafindan iiretilen

oksidatif bobrek hasarina karsi etkili oldugunu tespit etmislerdir.

Sonug olarak, testikiiler I/R hasar1 olan hastalarda klinik uygulanabilirlige
sahip olabilecegini diistiniilmektedir. Bununla birlikte, 6-SHO’ nun testislerdeki
ROT’ un seviyesini disiirdiigii kesin mekanizma hala bilinmemektedir. Bu
mekanizma da ayrica incelenmesi gereken bir nokta olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

ROT f{retiminin 6nemli bir kaynagi, dokunun kendisine sizan notrofillerdir. Bir
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endotel hiicre adezyon molekilu olan E-selektin, nétrofillerin dokuya alinmasinda
onemli bir rol oynar. Dokunun I/R’ den sonra vaskiiler endoteldeki hasar, endotel
hlcrelerinde E-selektin ekspresyonunun artmasina yol agar. Daha sonra E-selektin,
noétrofillerin vaskiiler endotelyuma yapigsmasina aracilik eder. Son olarak, nétrofiller
vaskiler endotelyum yoluyla dokuya go¢ eder ve doku hasarina neden olan ROT’
lar1 serbest birakir. MPO, agirlikli olarak nétrofillerin graniillerinde bulunur. Bu
nedenle enzim aktivitesi, dokuda nétrofil birikiminin bir gostergesi olarak kullanilir.
Bir baska ¢alismada tek tarafli testis I/R, E-selektin ekspresyonu, MPO aktivitesi ve
MDA diizeyinde Onemli artiglara neden olmus ve ipsilateral testislerde
spermatogenezde anlamli azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar, testikiiler I/R
sonrast  vaskiiler endotel hiicrelerinde E-selektin ekspresyonunun yukari
diizenlenmesinin testislerde noétrofil birikimini artirdigini ve artan nétrofillerin,
ipsilateral testislerde spermatojenik hasara yol acabilecek asir1 ROT iirettigini
gostermektedir. Ayrica bu ¢alismada, ipsilateral testislerde  E-selektin
ekspresyonunu, MPO aktivitesini ve MDA seviyesini 6nemli dl¢iide azalttigini ve
spermatogenezi Onemli dlgiide artirdigin1 gostermistir. Bunlar, vaskiiler endotelyal
hlcreler Uzerindeki E-selektin ekspresyonunu diistirdiigiinii ve testislerde notrofil
birikimini azaltarak ROT’ larin olusumunda bir azalmaya ve spermatogenezde bir

artisa neden oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER
Bu ¢alismada elde edilen tim sonuglar1 6zetlersek;

1. Lipid peroksidasyonunun Uriini olan MDA seviyesinin sham grubu sonuglari
ile karsilastirildiginda T/D grubunda yiikseldigi ancak 6-SHO uygulamasi ile
tedavi grubunda T/D grubuna gore anlamli olarak azaldigini,

2. 6-SHO’ nun testikiiler T/D ile indiiklenmis testis dokusu TOK ve OSI
degerlerinin sham grubu ile karsilastirildiginda T/D grubunda énemli bigimde
arttig1 buna karsilik 6-SHO tedavi grubunda anlamli diizeyde azaldigi,

3. T/D’ nin indiikledigi oksidatif strese bagli olarak T/D grubunda sham
grubuna gore oksidan parametrelerden MPO aktivitesinin 6nemli sekilde
artt1g1 aksine 6-SHO tedavisi ile belirgin bir sekilde azaldig1 gézlenmistir.

4. Dahast c¢alismamizda 6-SHO’ nun testikiiler T/D ile indiiklenmis testis
dokusu TAK seviyesi ve SOD aktivitesi sham grubuna kiyasla T/D grubunda
distigii 6-SHO tedavi grubunda ise anlamli diizeyde yiikseldigi tespit

edilmistir.

Bu sonuglar 1s1ginda, 6-SHO uygulamasinin T/D tarafindan indiiklenen oksidatif
testis dokusu hasarinin azaltma yetenegine sahip olabilecegi sdylenebilir. T/D
uygulamasiyla meydana gelen testikiiler doku oksidatif hasarinin etkilerinin
azaltilmasinda 6-SHO’ nun T/D tedavisinde destek bir tedavi olarak kullanilabilecegi
diistinulebilir. Ancak 6-SHO’ nun klinik uygulanabilirligi tizerine daha ileri deneysel

caligmalara ihtiya¢ oldugunu ifade etmekteyiz.
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