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TESEKKUR

Tez ¢alismamin planlanmas, yiiriitilmesi ve tamamlanmasi sirasinda her konuda
destegini ve giiler yliziinii esirgemeyen, egitimim boyunca rehberligi ve degerli
Onerileriyle her daim yanimda olan ve beraber calismaktan ¢ok mutlu oldugum tez
danismanim Dog. Dr. Yurdun Kuyucu’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimi aldigim siire boyunca bilgi ve degerli katkilarin1 benimle
paylasan, yardimini ve destegini esirgemeyen degerli Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali Baskanimiz Prof. Dr. Sait Polat’a tesekkiirii borg bilirim.

Uzmanlik egitim siiresince kendilerinden ¢ok sey 6grendigim, degerli bilgi ve
birikimlerini benimle paylasan ve bana ¢ok sey kazandiran Saymn Hocalarim Prof. Dr.
Ufuk Ozgii Mete’ye, Prof. Dr. Ozgiil Tap’a ve Dog. Dr. Leman Sencar’a saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimimde ve tezimin tamamlanmasinda bilgi ve degerli katkilarini
igtenlikle benimle paylasan Dr. Ogr. Uyesi Giilfidan Coskun’a tesekkiirlerimi sunarim.
Tez calismam sirasinda her asamada yardimlarini ve desteklerini esirgemeyen Ars. Gor.
Dr. Dilek Saker’e, Gizem Kaya’ya ve asistanlik siirecinde desteklerini benden
esirgemeyen, hep yanimda olan ve bir aile gibi hissettigim giileryiizlii ¢alisma
arkadaglarima, canim dostlarima ve degerli personellerimize ¢ok tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca daima benim yanimda olan, bugiinlere gelebilmem i¢in elinden
geleni yapan, her zaman sevgisini ve destegini yanit basimda hissettigim, canimin igi
annem Emine Kanak’a, her daim yanimda olan, beni seven ve destekleyen bir tanecik

kardeslerim Elif Kanak’a ve Ezgi Kanak’a ictenlikle tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

) Sayfa No:
TESEKKUR .....ooiiiiiiie ettt sttt sttt et st sbe s i
ICINDEKILER ........oooomiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e i
TABLOLAR LISTESI ....oooouiiiiiiiie et v
SEKILLER LISTESI .....ooooiiiiiiiiceces et vi
KISALTMALAR LISTESI......c.ocoviiiiiiiiinnecets e viii
[0 771 7 SRR X
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e s et e teesteese e bt enaesseenseeneens Xi
Lo GERIS ottt 1
2. GENEL BILGILER............coooiiiiiiiiniiiecseei ettt 3

2.1, TEStIS ANALOIIST -.eeuvrerutieiieeiiieitteeieentte et e stte et e sbt e e bt e sttesabeesateesbeesbeesabeesbeeeabeanaeas 3
B N5 TS 5 § 1) (0] 1 AU 6
2.2.1. Seminiferdz TUDTL........cccoevieriiiiiiiriiin e 8
2.2.2. Sertoll HUCTESI. ..c..eeiieiieniieieeiiesieeieeesit ettt 9
2.2.3. Kan Testis BarTYerl ......ccccuiiieiiiieeiiicciie ettt ettt e 12
2.2.4. Spermatojenik HUCTCIET ........cceeviiiiiiieciiecie e 13
2.2.4.1. SpermatogONYUMIAT .........ccceeriiiiiienieeieerie et 13

2.2.4.2. SpermatOSItIer.......ccceeviieiiiiiiieiiecie e 14

2.2.4.3. SperMatidler ......c.ceeeiiiieeiiieeiee et e 14

2.2.4.4 SPErmatOOZON ....ccuuvveeeeeiiiieeeeiiieeeeiieeeestreeeesstreeeeanreeeesesseeesnnnns 17

2.2.5. Seminiferdz Epitel Siklusu ve Seminiferdz Epitelin Dalgalari................. 18
2.2.6. Interstisyel Doku ve Leydig HUCreleri. ..........coovvueveveveeeeeeeeeeseeeenens 19

2.3. TestisS EMBITYOLOJIST cuvuiiriiieiiieeiiieeiiie ettt etee st eesaee e veeeseveeesneeenes 20
2.4, TEStIS TOTSTYONU . eeeiuriieeiiieesiieesteeesteeesteeetteeestaeesseeesssaeessseeessseeessseeessseesnsseennns 22
2.5. Iskemi ve Reperflizyon HASAIT............c.cocvovovvviieeeeieeeeeeeseeeee e 24
2.5.1. Reaktif Oksijen Radikalleri........c.ccocueveiieriiieiiiiniieiieieeieee e 25
2.5.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit .............cccooceeiieniiiiniiniieieee. 27
2.5.3. Polimorfoniiklear Lokositler ve Endotel Hiicresi ........cccceveeiiieniineenee. 28
2.5.4. KalSiyum V& APOPILOZ ..ccvveeeieieeeiieeeiieeeieeeeteeeeiteeeiveeseeeeeveeesreeesnnee e 29
2.5.5. STEOKINIET c..eiieiieiecitesieee ettt s 31

il



2.6, NIMOAIPIN c.eeiiieiieeiiieiiie ettt ettt e et estteete e teeesbeesseesnbeesseeesseenseesnseenseeans 32
3. GEREC VE YONTEM......coooviiiiiiiiiiiiieieneeiesiesisssssssesessessses s sssessesssesssesens 35
3.1, DENEY DUZENEGT ..ccvvveeeeeiieeiieeciie ettt ste e et eeae e e st e e ssbaeesaseeesnseeesseeennns 35
3.2. Isik Mikroskobik Doku Hazirlama Yontemi..........ccccocevveeiiiiiiicceciiieceeiiee e 36
3.3. Johnsen Tiibiiler Biyopsi SKorlamast...........cccceeciieniieiiieniiiiienieecee e 37
3.4. Immiinohistokimyasal Inceleme Yontemleri............cocoovovevevevevevcereeeeerereeennn, 38
3.4.1. Immiinohistokimyasal Skorlama YoOntemi.............ccocoeveveveveveeeeneneeenennnns 39
3.5. Elektron Mikroskobi Doku Hazirlama YOntemi..........ccceceeviieiieniennicenieeenne 39
3.6. Biyokimyasal Analizlerin Yapili§i......ccocceeoieriieiiieniieiiecieeeeeee e 41
3.7. IStatiSIKSEl ANALIZ.........o.cvveceeeieceeveceeeecee et 41
4. BULGULAR ..ottt ettt e sttt e bt e bt entesaeenaeenneenean 42
4.1. Isik Mikroskobik Bulgular...........ccccooviiieiiiiiiicce e 42
4.1.1. Grup 1: Sham Grubu........ccoooieeiiiiiiiiiiee e 42
4.1.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT).....cccceevieiiiiiieniieienieceeeeiee e, 44
4.1.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detorsiyon Grubu (TT/D).....cccceevvieeniiennneens 50

4.1.4. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan Grup
(TTT/IND ettt et sttt et be et st e bt eneeieas 55

4.1.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan
GIUDP (TT/D/IN) ettt ettt ettt et saae e e saaeesee s 58
4.2. Johnsen Tiibiiler Biyopsi Skoru (JTBS).....ccooiiioiieieeeee e 61
4.3, Immiinohistokimyasal BUIGUIAT .............ccccoeveviviveeeeeeeeeeeeeeeee e 63
4.3.1. Kaspaz-3 Imminreaktivitesi ..........ocoovvvevevevevereeeeeeeeeeeceeeeeseseseeeeee s 63
4.3.1.1. Grup 1: Sham Grubu .......c.cccceeriiiiiiiieeiieie e 63
4.3.1.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT)......ccceevviiiniiriniiieeiieeie, 64
4.3.1.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detorsiyon Grubu (T/D) .........ccc....... 65

4.3.1.4. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan
GIUDP (TT/N) ettt 66

4.3.1.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi
Uygulanan Grup (TT/D/N)..ccccuiieciieeiieeeiee et 67
4.3.2. TNF-0, ImMUNOoreaktiVitesi ..........c.vueveverrerreereeseeireeseeeseesenee e eseesesenes 68
4.3.2.1. Grup 1: Sham Grubu .......c.cccceeviieiiiiiiieiieie e 68
4.3.2.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT).....cccceeveeieniiriniiieiieeiee 69

il



4.3.2.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detorsiyon Grubu (TT/D).................... 70
4.3.2.4. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan

GIUP (TT/N) e 71

4.3.2.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi
Uygulanan Grup (TT/D/N)....cccuieriiiiiiieeeeeie ettt 72
4.3.3. Immiinohistokimyasal SKOTIama..................ccccevveuereveveeeeeeeeeereeee s 73
4.4. Elektron Mikroskobik Bulgular ............cccccoeeiiiieiiiiiiiieeeeeeee e 75
4.4.1. Grup 1: Sham GrubU.......c.c.ceeciiiiiiiieeiie e e 75
4.4.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT)......cccceevireiiieriiiiiieieeiieieeeeee e 81
4.4.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detosiyon Grubu (TT/D)......ccccvevvviiivenireieenee. 87

4.44. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan Grup
CIRREN) ......coovenn B . . 94

4.4.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan
GIUDP (TT/D/IN) ettt ettt ettt st eeee e 98
4.5. Biyokimyasal Bulgular.............ccooovieiiiiiiiiieiiece e 102
4.5.1. Siiperoksit Dismutaz ve Malondialdehit Bulgulari..............ccccooveeenninnn. 102
4.5.2. Testosteron Bulgulart..........cccccoeoieriiiiiiiiiieieeiicece e 104
S. TARTISMA ...ttt sttt ettt st e b e 106
6. SONUC VE ONERILER..........c.coooniiiiiiniieniesie st 117
KAYNAKLAR ..ottt sttt ettt e et e teenaeeneenseenes 119

v



TABLOLAR LiSTESI

Tablo No: Sayfa No:

Tablo 1. Isik mikroskobik doku takip YONTEMI ....ececviieiieiiiieeiiecieeeite ettt et eeeeraeebeesrraeeaneeens 37
Tablo 2. Johnsen TUDUIEr Biyopsi SKOTU .....cc.ciiciiiiiieeiie ettt evee s steeeveesaeeenveeens 37
Tablo 3. Elektron mikroskobik doku takip YONtEMI.........eecuieriieiiieieeie et 40
Tablo 4. Gomme materyalinin hazirlaniSi...........ccveeereieriiriiesiieiieeee et ae e 40
Tablo 5. Johnsen Tiibiiler Biyopsi SKOTu (JTBS).....ccceiiiriieiieiieieee ettt 62
Tablo 6. Serum MDA konsantrasyonlart ve SOD aktiviteleri.........coceecereeieninininineiceicnienese e 103
Tablo 7. Serum Testosteron KONSantraSyONIart .........cecveervueeriiersieeniieniieeseeesteesveesteesseesaeessseesseesseens 105



SEKILLER LISTESI

Sekil No: Sayfa No:
Sekil 1.  Erkek genital siStem anatomiSi.........ceoueeuierieeierieniieieereee ettt ettt et 4
SeKIl 2. TESHISIN JAPIST weeevreeierieriieeiiiierieeiteesiteesereesiteessseessseessseesseessseessseessseesssesssseessseessseessseessseesssessssees 5
SeKil 3. Testisin KANIANIMAST ..........ccviiiiiiiiiie ettt e et e et eebeesabeeebeesabeeeavaesaseeevaeenseeebaeanrens 6
Sekil 4. TestiSin SAZIttal KESIti.....couevieriieriieieeieetiesiete ettt eae et esbe e e eesesnaeseeesaeaseenseensens 7
Sekil 5. Testisin histolojik gorinimil. H&E ..........cccooiieiiiiiiicieee e 9
Sekil 6. Spermatogenik seri hiicrelerinin GOStErIMI. ... .ccverveeruieeiieierierierie e eee et eee e sre e e eeeseeenes 17
Sekil 7. Bir insan spermatozoonunun sematik gOSterimi........cuevuerierieniieriieiiiienieeerie et 18
Sekil 8. Testis TOrSIYONU TIPIETT..ccuuierireriiieiieeiiiieeieeriieeeeeeiieeetteetteesereesbeestee e saeesseeesseenseeesseenseeensns 24
Sekil 9. Nimodipinin biyoKimyasal YAPISL. .....cccviiriieiieeriieiieecieereereeeveesiee e esaeeeereesseeesaeensseennes 33
Sekil 10. Torsiyon uygulanmig testis OTHNTMIL .....cc.eerueiiiiieiiiiiierieeeee et s 36
Sekil 11. Detorsiyon uygulanmig testis gOrintimuil. ..........ccverveeeieriieriieniere et 36
Sekil 12. Sham grubu 151k mikroskobik gOrinUMIl .........ccvevvireiiriierierieiieeeiee e 43
Sekil 13. Testis Torsiyon grubu 151k mikroskobik gOriintimil ..........cceevereerierieeciinieeiereee e 45
Sekil 14. Testis Torsiyon grubu 151k mikroskobik gOriintiimii. ...........c.cceerveriereeiiinieeieniee e 46
Sekil 15. Testis Torsiyon grubu 151k mikroskobik gOrtintimil ........c.cceveereeriiiiieiiiiinieneeeee e 47
Sekil 16. Testis Torsiyon grubu 151k mikroskobik gOrtintimil ..........cceveereeriiiniiiiiiiiiieeeeeee e 48
Sekil 17. Testis Torsiyon grubu 151k mikroskobik gOrtintimil ..........cceveerieriiiiiiiiiinienieneeeeeee e 49
Sekil 18. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 151k mikroskobik gorinimil...........cccevevererieiericnincnennene 51
Sekil 19. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 151k mikroskobik gorinimil...........cccevevererieiericninenennn. 52
Sekil 20. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 151k mikroskobik gorinimil...........cccevevererieiccicninenennens 53
Sekil 21. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 151k mikroskobik gorinimil...........cccevevererieiecicninenennen. 54
Sekil 22. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 1sik mikroskobik goériiniimii............. 56
Sekil 23. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 1sik mikroskobik goériiniimii............. 57
Sekil 24. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 1sik mikroskobik
GOTUNTIMIIL .....vveeeteeiie e et et e et ettt e et e st e e ettt estteeesbeessbeeesseeasseesnseaasseeasseansseeansaeessessnsaennseesnsaennsens 59
Sekil 25. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 1sik mikroskobik
GOTUNTIMITL ...ttt et ettt e et e bt e st e e ab e sabeesbteesabeesabeesabtesabeesabaesnbeesabaesnnees 60
Sekil 26. Johnsen TUbGIEr BiyOPsi SKOTU ....c.oevieieiieiieiieieee ettt 62
Sekil 27. Sham grubu, kaspaz-3 immUNIEaKtIVILESI. ...c.vervierierrieeriieeerierieeeie e ete e sre e seeesneenes 63
Sekil 28. Testis Torsiyon grubu, kaspaz-3 immiinreaktivitesi .......cooveveerieriienieiienieniereee e 64
Sekil 29. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu, kaspaz-3 immiinreaktivitesi.........ccceevveriereenerneeneneeneenne 65
Sekil 30. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, kaspaz-3 immiinreaktivitesi............ 66
Sekil 31. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, kaspaz-3
IMTNTEAKEIVITEST. .ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ea ettt e sb e ebe bt et e e naestebe e 67
Sekil 32. Sham grubu, TNF-o immUNTeaktivItesi .....uverveerrierierieeienierieeieete et teee st sseere e seneseeseeenes 68

Vi



Sekil 33.
Sekil 34.
Sekil 35.
Sekil 36.

Sekil 37.

Sekil 38.

Sekil 39.
Sekil 40.
Sekil 41.
Sekil 42.
Sekil 43.
Sekil 44.
Sekil 45.
Sekil 46.
Sekil 47.
Sekil 48.
Sekil 49.
Sekil 50.
Sekil 51.
Sekil 52.
Sekil 53.
Sekil 54.
Sekil 55.
Sekil 56.
Sekil 57.
Sekil 58.
Sekil 59.
Sekil 60.
Sekil 61.
Sekil 62.

Testis Torsiyon grubu, TNF-o immUnreaktivitesi........eerueruerrierierieniienieeieeiesee e 69
Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu, TNF-o immunreaktivitesi.........coceeerereneneeeeneenenenennenne 70
Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, TNF-o immiinreaktivitesi............... 71
Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, TNF-a

IMTNTEAKEIVITEST. .ottt ettt ettt ettt et ettt sb ettt ea et ettt seeebeebe bt et et e naestebe e 72
Deney gruplarinin testis doku kesitlerinde kaspaz-3 immiinreaktivitelerinin istatistiksel

olarak degerlendirilmMESi........cceeiiierieiiiieiie ettt rre et te et e s te et e e aeeenbeesaeeenrean 74
Deney gruplarinin testis doku kesitlerinde TNF-a immiinreaktivitelerinin istatistiksel

olarak degerlendirilmMESi........ceeiiierieeiiieiie ettt rre et te e stte e ae e e rbe e aeessbeesaeeenaean 74
Sham grubu eleKtronmMiKrografi ........cccvieviiiiieiiicieieeee et 76
Sham grubu eleKtronmikKrografi ........cccvveviiiiieiiieieieee et 77
Sham grubu eleKtronmikKrografi .........ccuveviiieieiiieieieeee e 78
Sham grubu eleKtronmMiKrografl ........cecuierieeiieiiieieieeee et 79
Sham grubu elektronmiKrografl ........cccueeviiieiiiiiiiiciie ettt 80
Testis Torsiyon grubu elektronmikrografl ..........cccooeiiiniiiiiiiii e, 82
Testis Torsiyon grubu elektronmikrografl .........ccccoooeiiiniiiiiiiiiii e 83
Testis Torsiyon grubu elektronmikrografl .........ccccooeeiiiniiiiiiiiii e, 84
Testis Torsiyon grubu elektronmikrografl ...........ccocoveiierieiiiiiiiiieeee e 85
Testis Torsiyon grubu elektronmikrografl ...........ccocvevieriiiiiiiiiiieecee e 86
Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi............occooeeeviinienieiinienecieceeeeeee, 88
Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi............occooceeiinieniieciniinie e, 89
Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi...........coccoooeiiiiniiiiniininieieecceee, 90
Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi...........coocoooeiiiniiiiniiniiniiiececeee, 91
Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi...........coccoooeiiiiiiiiniiniiniiiececeee, 92
Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi............occoeceeviiniinieciniiniecieceeeeeee, 93
Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi...............ccc........ 95
Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi...............coc........ 96
Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi...............ceon....... 97
Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi.......... 99
Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi........ 100
Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi........ 101
Serum MDA konsantrasyonlar1 ve SOD aktivitelerinin istatistiksel degerlendirilmesi. ......... 103
Serum Testosteron konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi...................... 105

vii



ABP

Ad

Ap
AMH
ATP
Ca+2
Ca'? ATPaz
CAD
C3a, C5a
CYyp
DAMP
DNaz

.

FSH
FDA
GnRH
GER
H20:
HCl
H&E

ICAM-1ve?2:

Ig
IL-1
IL-1p
IL-6
/R
CAT
LFA-1
LH

MAC-1

KISALTMALAR LISTESI

: Androjen Baglayici Protein

: Tip A Koyu Spermatogonyum

: Tip A Acik Spermatogonyum

: Anti-Miillerian Hormon

: Adenozin Trifosfat

: Kalsiyum

: Kalsiyum Adenozin Trifosfataz

: Kaspaz-3 Tarafindan Aktive Edilmis DNaz
: Kompleman Faktorleri

: Sitokrom P450

: Hasar ile Iliskili Molekiil

: Deoksiriboniikleaz

: Elektron

: Folikiil Uyarict Hormon

: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (Food and Drug Administration)
: Gonadotropin Salgilatict Hormon
: Graniiler Endoplazmik Retikiiliim
: Hidrojen Peroksit

: Hidroklorik Asit

: Hematoksilen & Eozin

Hiicreler Aras1 Adezyon Molekiilii 1 ve 2

: Immiinglobulin

: Interldkin-1

: Interldkin-1 beta

: Interldkin-6

: Iskemi/Reperfiizyon

: Katalaz

: Lenfosit Fonksiyon Antijen-1
: Liiteinizan Hormon

LTCC, Cav.1:
: Makrofaj Antijen-1

L Tipi Kalsiyum Kanali

viii



MDA
MMP-8 ve 9
MPTP
NADPH
Na/K ATPaz
NMD

02

OH"
ONOO~
PAF

PAS
PECAM-1
PMNL
PSGL-1
SAK

SER

SOD

SRY

ROS
TBA
TDF
TRAIL
TNF-a
TNFR 1 ve 2
TT
TT/D
TT/N
TT/D/N
VCAM
Vit C
XOR
4-HNE

: Malondialdehit

: Matriks Metalloproteinaz 8 ve 9

: Mitokondriyal Gegirgenlik Gegis Gozenegi

: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat

: Sodyum/Potasyum Adenozin Trifosfataz

: Nimodipin

: Siiperoksit Radikali

: Hidroksil Radikali

: Peroksinitrit

: Trombosit Aktive Edici Faktor

: Periyodik Asit-Schiff

: Trombosit Endotel Hiicresi Adhezyon Molekiilii-1

: Polimorfoniiklear Lokositler

: P-Selektin Glikoprotein-1

: Subaraknoid Kanama

: Agraniiler Endoplazmik Retikiiliim

: Stiperoksit Dismutaz

: Y kromozomu kisa kolu iizerinde bulunan cinsiyet belirleyici bolge
(Sex-determining Region on Y protein)

: Reaktif Oksijen Radikalleri

: Tiyobarbitiirik Asit

: Testis Belirleyici Faktor

: TNF ile iliskili Apopitozi indiikleyen Ligand

: Timo6r Nekrozis Faktor-a

: Tiimor Nekrozis Faktér Reseptorii 1 ve 2

: Testis Torsiyonu

: Testis Torsiyon/Detorsiyonu

: Testis Torsiyonu/Nimodipin

: Testis Torsiyonu/Detorsiyonu/Nimodipin

: Vaskiiler Selliiler Adezyon Molekiilii

: Askorbik Asit

: Ksantin Oksidorediiktaz

: 4-Hidroksinonenal

iX



OZET

Deneysel Testikiiler Torsiyon/Detorsiyon Modelinde Nimodipin’in Etkilerinin
Incelenmesi

Amag: Testis torsiyonu (TT), spermatik kord ve igeriginin kendi etrafinda
donmesi sonucu olusan, akut skrotumun en énemli nedenlerinden birisidir. TT sonrasi
iskemik hasar, detorsiyon sonrasinda ise reperfiizyon hasar1 olusabilmektedir. Iskemi ve
reperfiizyon (I/R) hasarini dnlemek i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmustir. Literatiirde kalsiyum
kanal blokdrii olan nimodipinin over ve karacigerde I/R hasari lizerine etkilerini arastiran
caligmalar mevcut olup TT’deki etkilerini ultrastriiktiirel diizeyde inceleyen bir caligmaya
rastlanilmamigtir. Calismamizda, nimodipinin deneysel testikiiler torsiyon/detorsiyon
modelinde tedavi edici olasi etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Gerec¢ ve Yontem: 250-300 gr agirhiginda, 40 adet Wistar-Albino tiirii erkek
sican, 5 gruba (n=8) ayrildi; Sham grubu, testis torsiyon grubu (TT), testis
torsiyon/detorsiyon grubu (TT/D), testis torsiyon+nimodipin uygulanan grup (TT/N),
testis torsiyon/detorsiyon+nimodipin uygulanan grup (TT/D/N). Sakrifikasyondan once
sicanlardan alinan kan 6rneklerinde SOD aktivitesi, serum MDA ve testosteron analizleri
yapildi. Elde edilen testis doku ornekleri 151k ve elektron mikroskobik incelemeler igin
hazirlandi. Ayrica testis doku kesitlerinde, apopitotik markir olan kaspaz-3 ve
inflamasyon markir1 olan TNF-a ekspresyonlar1 immiinohistokimyasal yontemlerle
arastirildi.

Bulgular: Isik mikroskobik olarak TT ve TT/D gruplarinda tunika albugineada
kalinlasma, seminifer6z tiibiillerde dejeneratif, litik ve apopitotik degisiklikler,
interstisyel alanda 6dem ve kanama izlendi. Elektron mikroskobik diizeyde, TT ve TT/D
gruplarinda bazal lamina ile membrana propriada kalinlagma ve diizensizlik, seminiferéz
tiibiil epitelinde bazal laminadan ayrilma, hiicreler arasi mesafede genisleme ve
apopitotik cisimcikler, Sertoli hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler, okludens tipi
baglantilarin yapisinda bozulma, mitokondriyonlarda ve endoplazmik retikiiliim
sisternalarinda genisleme, lipid damlaciklarinda ve lizozom sayisinda artis oldugu
gozlendi. Spermatojenik seri hiicrelerinde de mitokondriyonlarinda ve endoplazmik
retikiiliim sisternalarinda genisleme goriildii. Interstisyel alanda ekstravaskiiler eritrosit
varligi, hiicreleraras1 alanlarda genisleme, Leydig hiicre yapisinda dejeneratif
degisiklikler izlendi. T/D grubunda daha fazla olmak {izere inflamatuvar hiicre artisi
dikkati ¢ekti. Nimodipin tedavisi uygulanan gruplarda (TT/N ve TT/D/N) ise, 151k ve
elektron mikroskobik diizeyde nispeten normale yakin bir morfoloji gozlendi. TT ve
TT/D gruplarinda, kaspaz-3 ve TNF-o immiinreaktivitelerinde artis, TT/N ve TT/D/N
gruplarinda ise azalma gozlendi. TT ve TIT/D gruplarinda serum MDA
konsantrasyonlarinda artis, SOD aktiviteleri ve serum testosteron konsantrasyonlarinda
azalma goriildii. TT/N ve TT/D/N gruplarinda ise SOD aktiviteleri ve serum testosteron
seviyelerinde hasar grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artma
gozlenirken, serum MDA konsantrasyonlarinda azalma goriildii.

Sonug: Biitiin bulgular birlikte degerlendirildiginde; TT ve TT/D gruplarinda
meydana gelen yapisal degisiklikler ve biyokimyasal bozulmalar iizerine nimodipin
tedavisinin iyilestirici etkiler gosterdigi ve testis I/R hasarinda alternatif tedavi ajani
olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi. Ancak bu tedavinin molekiiler mekanizmalari
ile ilgili daha fazla bilgi edinmek, doz ve siire diizenlemeleri yapilabilmesi i¢in daha fazla
deneysel ve klinik ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Testikiiler torsiyon/detorsiyon, nimodipin, kalsiyum kanal blokdrii.




ABSTRACT

Investigation the Effects of Nimodipine on Experimental Testicular
Torsion/Detorsion Model

Introduction: Testicular torsion (TT) is one of the most significant causes of
acute scrotum, occurring as a result of twisting the spermatic cord and its contents around
themselves. Following TT ischemic injury, and after detorsion reperfusion injury may
occure. Numerous studies have been conducted to prevent ischemia and reperfusion (I/R)
injury. In the literature, there are studies investigating the effects of nimodipine, a calcium
channel blocker, on I/R injury in the ovaries and liver, but no study has been found
examining its effects on TT at the ultrastructural level. In our study, investigation the
potential therapeutic effects of nimodipine on experimental testicular torsion/detorsion
model was aimed.

Materials and Methods: Forty male Wistar-Albino rats, weighing 250-300
grams, were divided into 5 groups (n=8); the Sham group, testicular torsion group (TT),
testicular torsion/detorsion group (TT/D), testicular torsion + nimodipine group (TT/N),
and testicular torsion/detorsion + nimodipine group (TT/D/N). In blood samples collected
from the rats before sacrification SOD activity, serum MDA, and testosterone analyses
were performed. The obtained testicular tissue samples were prepared for light and
electron microscopic examinations. Additionally, the expressions of caspase-3 as an
apoptotic marker, and TNF-a as an inflammation marker, were investigated in testicular
tissue sections using immunohistochemical methods.

Results: Under light microscopy, in the TT and TT/D groups thickening in the
tunica albuginea, degenerative, lytic, and apoptotic changes in the seminiferous tubules,
edema and hemorrhage in the interstitial area were observed. At the electron microscopic
level in the TT and TT/D groups thickening and irregularities in the basal lamina and
membrana propria, detachment of the seminiferous tubule epithelium from the basal
lamina, widening and the presence of apoptotic bodies in the intercellular spaces,
degenerative change in Sertoli cells, disruptions in the structure of occluding junctions,
enlargements of mitochondria and endoplasmic reticulum cisternae, and increases in the
number of lipid droplets and lysosomes were observed. In spermatogenic series cells,
enlargements of mitochondria and endoplasmic reticulum cisternae were also noted. In
the interstitial area, the presence of extravascular erythrocytes, widening of intercellular
spaces, degenerative changes in the structure of Leydig cells were observed. An increase
in inflammatory cells, particularly in the T/D group, was noticeable. In the groups treated
with nimodipine (TT/N and TT/D/N), a near normal morphology was observed at both
light and electron microscopic levels. Increased caspase-3 and TNF-a immunoreactivities
were observed in the TT and TT/D groups, while decreases were noted in the TT/N and
TT/D/N groups. The TT and TT/D groups showed increases in serum MDA
concentrations and decreases in SOD activity and serum testosterone concentrations. In
the TT/N and TT/D/N groups, statistically significant increases in SOD activity and
serum testosterone levels were observed compared to the damage groups, along with
decreases in serum MDA concentrations.

Conclusion: When all the findings are considered together; it was concluded that
nimodipine treatment demonstrated therapeutic effects on the structural changes and
biochemical impairments observed in the TT and TT/D groups, suggesting that it could
be used as an alternative therapeutic agent in testicular I/R injury. However, further
experimental and clinical studies are needed to obtain more information about the
molecular mechanisms of this treatment and to make dose and duration adjustments.

Keywords: Testicular torsion/detorsion, nimodipine, calcium channel blocker.
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1. GIRIS

Testis torsiyonu (TT), inguino-skrotal bolgede ani baslayan kizariklik, sislik ve
agr1 ile karakterize, yenidogan ve addlesan donem basta olmak {izere her yasta
goriilebilen énemli iirolojik acillerden birisidir."* TT de spermatik kord ve igerigi kendi
etrafinda donerek testise giden kan akiminin azalmasina ve akut skrotuma neden olur.>*
TT’ye yol acan nedenler arasinda; travma, testis tiimorii, testisin anormal yerlesimi,
ergenlik doneminde testis hacmindeki ani artis ve anormal spermatik kord (Bell Clapper
deformitesi, testis ile epididimisin ayrilmasi gibi)* yer alir.> Yirmi bes yas alt1 erkeklerde
TT goriilme siklig1 4000 kiside 1 olarak bildirilmistir.® Testis torsiyonu intravajinal ve
ekstravajinal olarak iki sekilde goriilebilir.> Torsiyone olmus testisin bu durumdan ne
kadar etkilenecegi torsiyonun siiresi ve derecesine baghidir. TT de ilk 4-6 saat cok
onemlidir. Tan1 konulur konulmaz acil miidahale edilmelidir. Tedavisinde manuel ya da
cerrahi olarak torsiyone testis detorsiyone hale getirilmelidir. Detorsiyon isleminin ilk 6
saat i¢inde yapilmasinin testiste olusabilecek iskemik hasari azalttigi ve testisin
korunmas1 igin en kritik zaman oldugu rapor edilmistir.”® Basaril1 bir cerrahi girisime
ragmen bu hastalarin belli bir kisminda testikiiler atrofi ve ilerleyen yillarda infertilite
gelisebilmektedir.” Testis torsiyon/detorsiyonunun (TT/D) karmasik fizyopatolojisinde
cok sayida molekiiler mekanizmanin inhibisyonu ve aktivasyonu yer almaktadir.>!°

TT sonrasi, testiste hiicresel hasar iki sekilde olugmaktadir; birincisi torsiyon
sirasindaki iskemik hasar, ikincisi ise detorsiyon sonrasindaki reperfiizyon sonucu olusan
hasardir.!! Siddetli ve uzun siiren iskemi, organ kaybima kadar ilerleyebilen hiicresel
hasar1 indiikler. Reperfiizyon ise kisir bir dongii halinde inflamatuvar mekanizmalar1
tetikleyerek doku hasarmi siddetlendirir. Bu mekanizmalar arasinda reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) olusumu, lipid peroksidasyonu, apopitoz ve mikrovaskiiler kan
dolasimindaki degisiklikler yer almaktadir.®

Iskemi sirasinda oksijen yetersizligi ile anaerobik metabolizma etkinlik gdsterir
ve bu da hiicre pH'inda azalmaya yol agar. Iskemi ile hiicre i¢i Adenozin Trifosfat (ATP)
miktar1 diiser. ATP diisiisii ile kalsiyum (Ca*?) iyon pompalar1 bozulur. Kalsiyum
pompalariin bozuklugunda ya da iskemiden sonraki reperfiizyon hasarinda hiicre i¢ine
masif Ca*? akis ile sitoplazmada yogun Ca*? birikimi meydana gelir. Hiicre i¢i Ca*? iyon

konsantrasyonundaki degisimler iskemi ve reperfiizyondan (I/R) sonra ortaya ¢ikan hiicre



hasarmin derecesinin belirleyici bir faktdrdiir.!*!* Bu birikim hiicrede geri doniisii
olmayan apopitotik siiregleri baglatir. Bundan dolayi, TT/D aragtirmalarmin ana odagi,
inflamasyon ve oksidatif strese bagli olusan sekonder hasari azaltarak, hiicrelerin
apopitotik hiicre 6liimiine karsi korunmasini saglamak olmaktadir.'* Literatiirde pek ¢ok
ajan tedavi amaciyla uygulanmis ve sonuglar yaymnlanmistir.'>"'” Son yillarda, dogal

{iriinlerden elde edilen antioksidan bilesikler,'®!

antioksidan 6zelligi bulunan kimyasal
ajanlar’®?! ve olusan hasar mekanizmalarinin herhangi bir basamagim engelleyen ilaglar
deneysel c¢alismalarda kullanilmaktadir.?>** Bununla birlikte, tedavi protokollerinin
etkinligi ve etki mekanizmalari ile ilgili arastirmalar da devam etmektedir. I/R hasari
sonrast hiicre i¢i Ca*? miktarmin degisimi, testikiiler hasarin engellenmesinde Ca*? kanal
blokorlerinin roliine dikkatleri gekmektedir.?>2¢

Nimodipin, klinikte subaraknoid kanamali (SAK) hastalarda serebral
vazokonstriksiyonun inhibisyonu amaciyla kullanilmakta olup, dihidropiridin tiirevi
kalsiyum kanal blokériidiir.?” Bu ilag ilk olarak hipertansiyon hastaliginin tedavisi igin
piyasaya slriilmistiir. Ancak ilerleyen donemlerde SAK hastalarindaki kullanimi
sonucunda serebral enfarktiis sikliginda azalma ve hastalarda iyilesme goriilmiis ve bu
hastalikta etkili tek ila¢ olarak yerini almistir.?® Literatiirde cok sayida hastalikta
nimodipinin etkinligi igin arastirmalar yapilmistir.?-! Bu ilacin viicuttaki diger organ
hasarlari ile iligkili ileri ¢aligmalar1 devam etmektedir. Literatiirde nimodipinin over ve
karacigerde I/R hasari iizerine koruyucu etkileri rapor edilmekle birlikte,*> testisde I/R
hasarinda nimodipin uygulanmasi ile ilgili ultrastriiktiirel diizeyde bir caligmaya
rastlanilmamustir.

Sunulan bu c¢alismada, deneysel testikiiler torsiyon ve detorsiyon modelinde
hiicresel hasarm, serbest oksijen radikallerinin olusumunun ve apopitozin nimodipin
tedavisi ile onlenmesi amaclanmistir. Ilacin etkilerinin 151k ve elektron mikroskobik,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi ile elde edilecek

sonuclarin TT de cerrahiye ek olarak medikal tedavi protokoliiniin olusturulmasina katk1

saglayacag diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Anatomisi

Erkek iireme sistemi; testisler, genital bosaltim kanallari, aksesuar bezler ve
penisten olusur. Testisler spermatogenezisin gerceklestigi ve bu siire¢ i¢in gerekli olan
androjenlerin salgilandig1 organdir. Genital bosaltim kanallart; tubuli rekti, rete testis,
duktuli efferentes, epididimis, vaz deferens ve ejakiilatuar kanallarindan olusur.
Spermatozoonlarin viicut disina taginmasi genital bosaltim kanallar1 ile saglanir.
Spermatozoonlar hareket ve fertilizasyon yetenegini duktus epididimiste kazanirlar.
Aksesuar bezler (seminal vezikiiller, prostat, bulboiiretral bezler), salgilariyla hem
semenin olusumunu saglar hem de spermatozoa i¢in besin kaynag: olusturur.>*

Testisler, karin boslugunun disinda, skrotal ligament ile skrotuma bagli olan ve
funikulus spermatikus ile abdominal duvara asili halde bulunan bir ¢ift organdir (Sekil
1). Her bir testis 4 cm x 3 cm x 2,5 cm boyutlarinda ve yaklasik 30 ml hacmindedir.
Genellikle sol testis saga gore daha asagida yer alir. Testisler, spermatozoon adinm
verdigimiz erkek lireme hiicrelerinin ve sekonder seks karakterlerinin (kas kitlesinde
artis, ses kalinlagsmasi, bolgesel killanma artis1) gelisimi i¢in 6nemli fonksiyona sahip
olan androjenlerin iiretiminden sorumludur.®® Testis en distan bir kapsiil ile sarilidir.

Testisin kapsiilii ii¢c tabakadan olusur;

1) Tunica vaginalis
2) Tunica albuginea

3) Tunika vaskiiloza

Tunika vaginalis, embriyonik gelisim siirecindeki processus vaginalisin kalintisi
olan abdominal peritonun uzantist ve testis kapsiiliiniin en dis tabakasidir. Tunika
vaginalis iki tabakaya ayrilir. Bunlardan birisi lamina visseralis (epiorchium), digeri ise
lamina parietalistir (periorchium). Testislerin ylizeyi, testisin epididimis ve spermatik
korda baglandig1 alanlar diginda, tunika vaginalisin visseral tabakasi ile ortiiliidiir. Tunika
vaginalisin visseral ve paryetal tabakalar1 arasindaki boslukta az miktarda sivi mevcuttur
ve bu s1v1 testislerin skrotum igerisinde rahatca hareket etmesine olanak saglar (Sekil 2).3¢

Tunika albuginea tabakasi, fibroz bag doku yapisindadir ve testisi kese biciminde



cevreler. Tunika vaginalisin lamina visseralis tabakasi tunika albugineay: arka kenari
hari¢, en distan sarar. Visseral tabaka ile ortiilmeyen arka kenara epididimis tutunur.
Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur.
Mediastinum testis arter, ven, lenfatik damarlar, sinirler ve bosaltim kanallarinin girip
ciktig1 alandir. Mediastinum testisten ayrilan bag dokusu yapisindaki septula testisler
tunika albugineaya uzanarak testisi yaklagik 250 lobiile ayirir. Piramite benzer yapida
olan lobiiller farkli ebatlarda bulunmaktadir ve tepesi mediastinum testise, tabani ise
perifere bakmaktadir. Lobiillerin igerisinde 1-4 arasinda degisen sayilarda seminiferdz
tiibiil (tubuli seminiferi contorti) bulunur. Seminiferdz tiibiiller arasinda gevsek bag

dokusu yer alir.’
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Sekil 1. Erkek genital sistem anatomisi.*



Testis lobiilleri igerisindeki her bir seminiferéz tiibiill uzun olmasi sebebiyle
kivrimli ve katlantili yapiya sahip bir halka olusturur. Piramitlerin mediastinum testise
bakan kisminda seminiferdz tiibiiller diiz bir yapiya sahip tiibiili recti (diiz tiibiil) ile
devam eder. Tiibiili rectiler mediastinumun igerisinde anastomozlasarak rete testis
kanallar agimi olusturur. Mediastinimun iist kisminda rete testis 12 ile 15 arasinda

degiskenlik gosteren kanallar halinde duktuli efferentesleri olusturur (Sekil 2).3*
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Sekil 2. Testisin yapis1.*’

Tunika vaskiiloza kan damarlarindan zengin, gevsek bag dokusundan olusan
kapsiiliin en i¢ tabakasidir. Testisin beslenmesi abdominal aortadan ¢ikan testikiiler arter
ile saglanir. Testikiiler arter bobreklerin alt kismindan baslayip psoas major kasinin
oniinden gecerek asagiya dogru devam eder. Daha sonra anulus inguinalis profundusdan
gecip funikulus spermatikusa yerlesir ve mesorchiumdan testise giris yapar.

Testikiiler arter haricinde testisin beslenmesinde kollateral damarlarin da rolii
vardir. Bunlar; duktus deferentis, kremasterik ve femoral arterlerden ayrilan kiiciik
dallardir.

Testisin venleri vena testikiilaris’tir. Bu venler sag tarafta vena kava inferiora, sol
tarafta ise vena renalise bosalir. Vena testikiilarisin baglangici testisten abdominal venlere
kan1 tasimakla gorevli bir ag sistemi olan pampiniform vendz pleksus’tur. Bu pleksus
testisteki 1s1 regiilasyonunu saglayan bir sistemdir.*> Testikiiler arter, pampiniform vendz

pleksus ile sarilmis durumdadir. Bu sekilde arteriyal kan, testisten geri gelen soguk vendz



kan ile zit akim etkisiyle sogutularak testisin normal viicut sicakligindan 2-3°C daha
diisiik bir sicaklikta kalmasi saglanir (Sekil 3).3433

Ortam 1s1sindaki degisimden dolay1 testislerdeki sicaklik diizenlenmesinde bazi
kaslarin da rolii vardir. Bunlardan birisi kremaster kasidir. Bu kasin kasilmasi testisleri
abdominal duvara dogru yakinlastirir; gevsemesi ise testisleri abdominal duvardan
uzaklagtirir. Diger kas ise dartos kasidir. Sicaklik azaldigi zaman dartos kas1 kasilir ve 1s1

kaybinin engellenmesi i¢in skrotumun biiziismesine sebep olur.>*
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Sekil 3. Testisin kanlanmasi.®

Testisin lenfatik drenaji testikiiler ven seyrini takip ederek paraaortik lenf
nodiillerine agilir.
Testisin sinir inervasyonu T10-12 medulla spinalis segmentleri tarafindan olusan

sempatik lifler ile saglanir.®

2.2. Testis Histolojisi

Testisler oval bir sekle sahip, ekzokrin ve endokrin fonksiyonlar1 olan bir ¢ift
organdir. Testisler distan testikiiler kapsiil ile sarilidir. Testikiiler kapsiil ii¢ tabakadan
olusmaktadir; tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza. Tunika vaginalis en
distaki tabakadir ve abdominal peritonun uzantisidir. Tunika albuginea oldukg¢a kalin,

diizensiz sik1 bag dokusu yapisindadir. Tunika albugineanin altinda ise kan damarlarindan



zengin gevsek bag dokusu yapisindaki tunika vaskiiloza yer alir. Testis parankimi
kapsiiliin igeriye dogru girintiler yapmasiyla olusan septumlar tarafindan yaklasik 250
lobiile ayrilir. Tunika albuginea testisin arka yiizeyinde kalinlasip testis icerisine dogru
sokularak mediastinum testisi olusturur. Mediastinum testis igerisinden testisin
beslenmesini saglayan kan damarlari, genital bosaltim kanallar1 ve lenfatik drenajdan

sorumlu lenf damarlar1 gegmektedir (Sekil 4).34
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Sekil 4. Testisin sagittal kesiti.>*

Testiste bulunan lobiiller, spermatozoon iiretiminin gergeklestigi 1-4 arasinda
degisen sayida seminiferdz tiibiilden ve tiibiiller arasinda bulunan stromadan olusur.
Stroma yani interstisyel alan gevsek bag dokusundan olusmakla birlikte kan damarlarini,
lenfatik damarlar1 ve steroid yapida hormon sentezi yapan Leydig hiicrelerini (interstisyel
hiicre) icerir. Oldukca uzun ve sarmal bir yapiya sahip olan seminiferdz tiibiil bir halka
olusturur. Halkalarin uglar diizlesip kisalarak mediastinuma yakin yerde diiz tiibiilii
(tubulus rektus) olusturur. Diiz tiibiiller mediastinumun st ucunda anastomozlasan
kanallar biitiinii olan rete testis ile devamlilik gosterir. Spermatozoonlar diiz tiibiil ve rete

testis araciligiyla testis disindaki genital bosaltim kanallarina iletilir.**



2.2.1. Seminiferoz Tiibiil

Seminiferdz tiibiillerin her biri 150-250 um ¢apta ve yaklasik 50 cm (30-80 cm)
uzunlugundadir. Bir testiste bulunan tiibiillerin toplam uzunlugu ise yaklasik 600 m’dir.*°

Seminiferdz tiibiiller ¢cok katl, 6zellesmis ve kompleks bir epitelden olusur. Bu
epitel germinal veya spermatojenik epitel olarak da adlandirilir. Seminiferdz tiibiil epiteli
ince bir bazal lamina {izerine oturmustur ve digtan peritiibliler doku, diger ismi ile
membrana (lamina) propria ile sarilidir.>*

Peritiibiiler dokuda miyoid hiicreler ve kollajen lifler bulunmaktadir. Tiim memeli
tiirlerinde bulunan miyoid hiicrelerin dokudaki organizasyonu tiirlere gore degiskenlik
gosterir. Kemirgenlerde tek tabaka halindeyken, insanlarda ve bazi hayvanlarda 3-5
tabakal1 bir diizenlenme gosterir. Kiigiik, ince ve yassi sekle sahip miyoid hiicreler dista
bir bazal lamina yapisina sahiptir. Cekirdekleri hiicre sekli ile uyumlu olacak sekilde ince
ve uzun yapidadir.>* Miyoid hiicreler, peritiibiiler doku igerisinde yer alan kollajenin
sentezlenmesinden sorumlu hiicreler olduklari i¢in ve ultrastriiktiirel olarak diiz kas
benzeri Ozellikleri nedeniyle peritiibiiler miyofibroblast benzeri hiicreler olarak da
isimlendirilmektedir. Miyoid hiicrelerin sitoplazmalar igerisinde ¢ok sayida graniiler
endoplazmik retikiiliim (GER) sisternas1,>* aktin, miyosin, vimentin, alfa-aktinin gibi
hiicre iskelet proteinleri yer alir. Siganlarda aktin filamentlerinin yerlesimleri seminiferéz
tiibiil boyunca uzunlamasina veya dairesel olabilir.>*** Miyoid hiicreler diiz kas benzeri
Ozellikleri sayesinde kontraksiyon gostererek spermatozoonlarin ve testikiiler sivinin
bosaltim kanallarina tasinmasini saglar. Miyoid hiicreleri androjen reseptorleri de
icermektedirler. Boylece, seminiferdz tilibiile desteklik saglarken ayni zamanda
spermatogenezis ve testis fonksiyonunun organizasyonuna da yardimet olurlar.3*#!

Germinal epitelde iki hiicre tipi bulunur; Sertoli hiicreleri ve spermatojenik seri
hiicreleri. Sertoli hiicreleri, seminifer6z tiibiiliin bazal laminasindan tiibiil liimenine kadar
uzanan prizmatik sekilli hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral bdlgelerinde
sitoplazmik kollar uzatarak olusturdugu girintiler igerisinde ise spermatojenik hiicreler
yerlesim gosterirler. Spermatojenik hiicre gruplar1 arasinda belirgin bir sinir yoktur. Bazal
laminanin  hemen {izerinde olgunlasmamis  spermatojenik  hiicreler  olan
spermatogonyumlar yer alir. Tiibiil liimen sinirinda ise olgun hiicreler olan spermatidler

bulunur (Sekil 5).344
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Sekil 5. Testisin histolojik goriiniimii. H&E.*

2.2.2. Sertoli Hiicresi

Sertoli hiicresi ilk olarak 1865 yilinda Enrico Sertoli tarafindan tanimlanmaistir.
Sertoli hiicreleri, diger adiyla sustentakiiler hiicreler (destek hiicreleri), seminiferéz
tiibiiliin bazal laminasindan tiibiil liimenine kadar uzanan, uzun, prizmatik sekilli epitel
hiicreleridir. Replikasyon yetenekleri yoktur. Sertoli hiicreleri gelismekte olan
spermatojenik hiicrelere kriptalar saglar, bu nedenle apikal ve lateral yiizeyinde plazma
membrani1 diizensizdir. Rutin Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamalarinda Sertoli
hiicrelerinin sinirlari ayirt edilemez.>*

Sertoli hiicresi yaklasik 2000-7000 mikrokiip hacme sahiptir. Bazal sitoplazma
icerisinde yerlesmis, biiyiik, oval veya {iggen sekilli, derin indentasyonlarla karakterize,
1-2 adet belirgin genis ¢cekirdekeik iceren 6kromatik bir ¢ekirdege sahiptir. Vimentin ara
filamentlerinin varlig: ile ¢ekirdek zar1 ¢ekirdek icerisine dogru indentasyonlar sergiler
ve cekirdek girintili ¢ikintili bir yap1 kazanir.>* Bu modifikasyonun spesifik proteinlerin
niiklear geg¢isi i¢in uygun bolge sagladig diisiiniilmektedir. Sicanlar, fareler gibi bazi
tiirlerde Sertoli hiicre ¢ekirdegi, karyozom adi verilen ve {li¢ pargali yapida, RNA ve DNA
iceren cisimcik cifti tarafindan kusatilan bir cekirdekgik icerir.**

Sertoli hiicresinin sitoplazmasi igerisinde daginik halde ¢ok sayida kiire sekilli
veya uzun mitokondriyon, genellikle mitokondriyonlarin yakinma yerlesmis yaygin
graniilsiiz endoplazmik retikiiliim (SER) sisternasi, hiicrenin bazal sitoplazmasi igerisine
yerlesmis 1yi gelismis GER ve Golgi aygiti bulunur. Ayrica sitoplazma degisken sayida

mikrotiibiil, lizozom, annulate lamellar kiimeleri, lipid damlaciklari, vezikiiller, glikojen



graniilleri ve filamentler icermektedir.* Sitoplazma igerisinde dagmik olarak yerlesmis
cok sayidaki mitokondriyon, tiire bagli olarak degismekle birlikte agirlikli olarak tiibiiler
tipte veya karisik (tiibiiler ve plakalar) seklinde diizenlenmis krista yapis1 sergiler.*’
Sertoli hiicresinde yer alan ¢ok sayida SER’in mitokondriyonlara yakin yerlesimi ve
sitoplazma icerisindeki lipid damlaciklari, bu hiicrelerdeki lipid ve steroid
metabolizmasinin varhigini gostermektedir. Bununla birlikte SER siki baglantilar,
ektoplazmik 6zellesmeler ve Sertoli-germ hiicre baglantilariyla yakin iliski igerisindedir.
Sitoplazma igerisinde ¢ok miktarda bulunan mikrotiibiiller ¢ekirdek ¢evresinde, apikal
sitoplazma icerisinde ve Sertoli hiicresi ile spermatid baslar1 arasindaki ektoplazmik
ozellesmelere yakin yerlesimde, devamlilik gosterecek sekilde ve ¢ogunlukla da hiicre
uzun eksenine paralel olarak yerlesmistir.>*** Lizozomlar spermatogenezis sirasinda
olusan artik cisimlerin ve hasarli spermatojenik hiicrelerin fagositozunda aktif rol alirlar.
Insanlarda, bazal sitoplazma icerisinde karakteristik inkliizyon cisimcikleri olan Charcot-
Bottcher kristalleri bulunur. Bu kristaller, 10-25 pm uzunlugunda ve 1 pm genisliginde
olup fusiform sekilde goriinlime sahiptirler. Transmisyon elektron mikroskopik
incelemelerde 15 nm ¢apinda paralel veya birlesmis demetler halindeki filamentler olarak
goriiliirler. Kimyasal bilesimi ve fonksiyonlar1 halen bilinmemekle birlikte, yapilan
caligmalar bu kristallerde lipoprotein reseptor proteini (CLA-1) birikimi tespit etmistir.
Bu bulgular, inkliizyon cisimciklerinin, lipid tasima ve Sertoli hiicreleri tarafindan
kullanimiyla iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.>**2

Sertoli hiicresi bir¢ok 6nemli fonksiyona sahiptir. Bunlar;

e Kan-testis bariyerini olusturlar. Bu yolla interstisyel bag dokudan gelebilecek
immiinglobulin (Ig) ve lenfositlerin seminiferéz tibiiliin  liiminal
kompartmanina gegisini dnler.*¢

e Spermatojenik hiicreleri olusturmak ve gelistirmek icin destek saglar.
Spermiyasyon sirasinda aktin aracili kasilmalarla olgun spermatidlerin

7 Seminiferéz tiibiil

seminiferdz tiibiil liimenine salimin1 kolaylastirir.*
limenine proteinlerden ve iyonlardan zengin bir sivi salgilayarak
spermatojenik seri hiicrelerini besleyen Sertoli hiicresi "anne" veya "hemsire"

hiicresi olarak da anilmaktadir.**
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e Immiin regiilasyonda gorev alir. Seminiferdz tiibiilii patojenlere kars: korumak
i¢cin adaptif immiiniteyi saglarken ayn1 zamanda otoimmiiniteyi baskilayarak
spermatojenik hiicrelerin korunmasini saglar.*®

e Spermatogenezisin sonunda olusan rezidiiel (artik) cisimcikleri ve hasarli
spermatojenik hiicreleri fagosite ederek seminiferdz epitel biitiinliigiinii korur
ve makrofajlar gibi islev goriirler.*

e Salgilama fonksiyonlar1 vardir; Cesitli biiyiime faktorleri ve antiapopitotik
faktorler salgilar. Sentezledikleri androjen baglayici proteinin (ABP) ile
spermatogenezis i¢in gerekli testosteronun seminiferdz tiibiilde yeterli
seviyelerde olmasini saglar. Anti-Miillerian Hormonu (AMH) salgilayarak
fetal donemde disiye ait olan paramezonefrik (Miiller) kanallarin gerilemesini
saglarlar.’*

e Sertoli hiicrelerinin yiizeyinde folikiill uyarici hormon (FSH) reseptorleri
bulunur ve hipofizden salgilanan FSH etkisiyle Sertoli hiicrelerinde aktivin,
inhibin ve &stradiol sentezlenir. Ostradiol testosteronun aromatizasyonuyla
olusur ve Leydig hiicreleri iizerinde etki ederek testosteron {iretimini inhibe
eder. Sertoli hiicresi tarafindan iiretilen aktivin ve inhibin B sirasiyla hipofiz
lizerinde pozitif ve negatif geri bildirim olusturur.>

e Sertoli hiicresinde androjen reseptorii de bulunur ve ligandlariyla (testosteron
veya dihidrotestosteron) bir araya geldiginde, c¢ekirdege tasmarak
transkripsiyonel uyarimi baglatir. Bu uyari, o6zellikle spermatojenik seri
hiicrelerindeki mayotik ilerleme ve spermatid olgunlagmasi icin normal
spermatogenezisde hayati 6neme sahiptir. Sertoli hiicreleri, spermatogenezisde
androjen etkisinin ana aracisidir.”!

e Sertoli hiicreleri demirin tasinmasinda kullanilan transferini sentezler ve
salgilarlar. Sertoli hiicresinde bulunan siki baglantilar nedeniyle, demirin
taginmasi i¢in transferrine gereksinim vardir. Ferrik iyonlar Sertoli iizerinde
bulunan transferrin reseptoriiyle etkilesime girip hiicre icine alinirlar. Iceri
aliman demir germ hiicrelerine tasimir ve germ hiicrelerinin gelisimi ve
olgunlagmasi i¢in kullamlir.>? Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda bir bakir tasiyici
protein olan seruloplazmini ve plazminojeni aktif proteolitik hormon olan

plazmine geviren plazminojen aktivator faktorii de salgilar.®*
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Sertoli hiicreleri ile komsu Sertoli hiicreleri ve spermatojenik hiicreler arasinda
hiicreleraras1 baglantilar bulunmaktadir. Sertoli hiicrelerindeki baglant1 tipleri bazal ve
apikal ektoplazmik &zellesmeler** (Sertoli hiicrelerine has 6zellesmelerdir), siki
baglantilar (zonula okludens tipi baglantilar), desmozom benzeri baglantilar, gecit

34 Hemidesmozomlar Sertoli

baglantilar1 (gap junctionlar) ve hemidesmozomlardir.
hiicrelerini alttaki bazal laminaya tutundurur. Zonula okludens, bazal ektoplazmik
Ozellesme, desmozom benzeri baglantilar ve gap junctionlar iki Sertoli hiicresi arasinda
bulunurken, desmozom benzeri baglantilar, gap junctionlar ve apikal ektoplazmik

ozellesmeler Sertoli hiicreleri ile spermatojenik seriye ait hiicreler arasinda bulunur.*

2.2.3. Kan Testis Bariyeri

Kan testis bariyerini esas olarak Sertoli hiicreleri arasindaki zonula okludens tipi
baglantilar olusturur.®® Zonula okludens tipi baglantilar ile birbirine sikica baglanmig
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalart igerisinde, zonula okludens tipi baglantilara yakin
komsulukta testise 0Ozgii bazal ektoplazmik o6zellesmeler (hekzagonal sekilde
diizenlenmis aktin filamanlar1 ve SER sisternalar1) bulunur.>*>* Gap junctionlar ve
desmozom benzeri baglantilar da bariyerin fonksiyonuna katki saglamaktadirlar.>*

Kan testis bariyeri seminiferdz tiibiilii bazal ve luminal kompartmanlara ayirir.
Tiim interstisyel hiicre tipleri, kan damarlar1 ve gelisimlerinin erken evrelerinde olan
spermatojenik  hiicreler (spermatogonyum, preleptoten spermatositler) bazal
kompartmanda yer alirken, daha sonraki mayotik (leptoten, zigoten ve pakiten
spermatositler) ve post-mayotik (yuvarlak ve uzayan spermatidler) spermatojenik
hiicreler luminal kompartmanda izlenir.*®

Kan testis bariyeri, seminiferdz epiteldeki hiicrelerin ihtiyac1 olan maddelerin
(karbonhidrat, aminoasit, protein ve iyonlarin) gecisini kontrol ederek fizyolojik bir
kompartmanlagma olusturur. Luminal kompartmandaki spermatojenik seri hiicrelerini
kan dolagimindaki plazma proteinleri ve antikorlardan ayirir. Mayozun tamamlanmasi ve
spermatojenik seri hiicrelerinin korunmasi i¢in immiinolojik olarak korunan bir ortam
saglar. Spermiyogenezis sirasinda seminal plazmadaki antijenlerin veya kanda
olusabilecek anti-sperm antikorlarinin seminifer6z tiibiile girisini engeller. Preleptoten
evresindeki spermatositlerin bazal kompartmandan luminal kompartmana kontrollii

gecisini saglar. Spermatositlerin gegisi sirasinda kan testis bariyeri acilir. Gegis
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isleminden sonra kan testis bariyerini olusturan baglanti kompleksleri yeniden
diizenlenerek bariyer tekrar kapanir. A¢ilma ve kapanma olaylar1 Sertoli hiicresinde
bulunan bir dizi protein ve protein kompleklerinin kontrolii sayesinde gergeklesir.
Boylece spermatojenik seri hiicrelerinin gegisi sirasinda kan testis bariyeri korunmus

olur.?**

2.2.4. Spermatojenik Hiicreler

Spermatogenezis, pubertede baslayan ve spermatogonyumlardan spermatozoa
olusumunu kapsayan olaylar biitiiniidiir. Spermatogenezis puberteden hemen once
pitliiter bezden salgilanan gonodotroplar tarafindan kontrol edilir ve yaklasik 74 giin
siirer. Spermatojenik hiicreler, testisin erken gelisim evresinde yolk kesesinden
kaynaklanan ve gonadal kabartilarda kolonize olan primordiyal germ hiicrelerinden
gelisirler. Spermatojenik hiicreler spermatogenezis siiresince komsu Sertoli hiicreleri
arasinda seminiferdz tiibiiliin bazalinden liimenine dogru ilerlerler. Germ ya da
spermatojenik hiicreler seminiferéz tiibiiliin ¢cok katli epitelini olusturan 4-8 hiicre
tabakasi halinde siralanir.>*

Spermatojenik hiicre tipleri;

1) Spermatogonyumlar

2) Spermatositler

3) Spermatidler

4) Spermatozoonlar (Sekil 6)

2.2.4.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyal kok hiicreler mitoz bdliinmeler gegirerek farkli ¢ekirdek
goriiniime sahip spermatogonyumlar1 olustururlar. Ug farkli tipte spermatogonyum
bulunur. Bunlar; Tip A koyu spermatogonyum (Ad), Tip A ag¢ik spermatogonyum (Ap)
ve Tip B spermatogonyumdur. Ad spermatogonyumlar yogun bazofilik boyanan, ince
graniillii kromatinli ve oval yapida bir ¢ekirdege sahiptir. Ad spermatogonyumlar kok
hiicre 0Ozelligindedir ve mitoz bdliinme gecirerek hem kendisini yani Ad tipi
spermatogonyumlari, hem de Ap tipi spermatogonyumlar: olusturabilirler. Ap

spermatogonyumlar, ince graniillii kromatinli, oval ve acgik renkte boyanan cekirdek
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icerir. Mitotik boliinmeler gergeklestirerek spermin olusmasini saglayan farklilasma
periyoduna girerler. Tip A spermatogonyumlarin gegirdikleri mitoz bdliinmelerde
sitokinezisin tam olarak tamamlanmamasi nedeniyle hiicreler sitoplazmik kopriilerle
birbirlerine bagli durumdadir. Bu sitoplazmik kopriiler mitoz ve mayoz bdliinmeler
sirasinda hiicrelerin birbirleriyle haberlesmesine yardimci olur. Ayni zamanda bu
baglantilar, her Ap c¢iftinin gelisimi i¢in son derece Onemlidir. Germ hiicrelerinin
ayrilmasi farklilasma asamasinda olmaktadir.>**? Tip B spermatogonyumlarin, kiimeler
seklinde yogun kromatine sahip yuvarlak c¢ekirdegi bulunur. Merkezi bir ¢ekirdek¢ige
sahiptir.3* Tip A spermatogonyumlar iki ya da ii¢ kez mitoz béliinme gecirdikten sonra

Tip B spermatogonyum haline gelirler.*?

2.2.4.2. Spermatositler

Spermatosit fazinda, Tip B spermatogonyumlar son kez mitoz boliinme gegirerek
okromatik cekirdege sahip, sferikal sekilli primer spermatositleri meydana getirirler.
Mayoz boliinme baglamadan 6nce bu hiicrelerde DNA replikasyonu baglar ve primer
spermatositlerde bulunan DNA (4d) miktar1 iki katina ¢ikar. Normal kromozom (2n)
sayisina sahip olan primer spermatositlerin birinci mayoz boliinme ile kromozom sayilari
2n’den In’e diiser ve DNA miktarlar1 da 4d’den 2d’ye diiserek haploid duruma gelir.
Birinci mayoz bdliinme yaklasik 22 giin siirer. Bu yiizden rutin H&E yontemiyle
boyanmis preparatlarda goriilen spermatositlerin biiylik cogunlugu primer spermatosittir.
Spermatojenik seri hiicreleri arasinda en biiyilik yapida olani primer spermatostlerdir ve
mayoz I ile olusan 23 kromozomlu (22+X veya 22+Y) hiicrelere sekonder spermatosit
ad1 verilir. Ikinci mayoz béliinme 6ncesinde DNA replikasyonu gerceklesmez. Mayoz
II’ye hizlica ge¢is yapan sekonder spermatositlerin rutin preparatlarda goriilmesi zordur.
Mayoz II’den sonra her sekonder spermatositten haploid kromozoma (1n) ve tek bir

kromatide (1d) sahip iki haploid spermatid olusur.>**?

2.2.4.3. Spermatidler

Mayoz II sonucunda olusan her spermatid haploid yapida yani 23 kromozoma
(22+X veya 22+Y) sahiptir. Spermatid fazinda daha fazla hiicre boliinmesi ger¢eklesmez
ve spermatidler olgun spermi (spermatozoon) olusturmak iizere bir yeniden sekillenme

siirecine (spermiyogenezis) girerler. Spermiyogenezis sirasinda spermatidler Sertoli
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hiicre membranina 6zellesmis baglantilar ile bagli haldeyken, spermiyogenezisin sonunda
tiibiil liimenine aktarilirlar.>* Spermiyogenezis sicakliga son derece duyarlidir.*?

Spermiyogenezis 4 evreden olusur;

1) Golgi faz1

2) Kep fazi

3) Akrozom fazi
4) Olgunlasma fazi

Golgi fazinda, spermatid sitoplazmasinda c¢ekirdege yakin yerlesimli Golgi
kompleksi, bir ¢ift sentriyol, mitokondriyonlar ve serbest ribozomlar bulunur. Golgi fazi
spermatidin  Golgi kompleksinde periyodik asit-Schiff (PAS) ile pozitif boyanan,
glikoproteinden  zengin proakrozomal graniillerin olugmasiyla karakterizedir.
Proakrozomal graniiller biraraya gelerek akrozomal vezikiilii olusturur. Akrozomal
vezikiil, icerigi artarak genisler ve vezikiiliin bulundugu konum spermatozoonun 6n
kutbunu olusturur. Sentriyoller spermatidin arka kutbuna go¢ eder ve hiicre zarina dik ag1
olusturacak sekilde konumlanir. Sentriyoliin bir tanesi kuyruk (flagellumun) aksonemini
olusturmaya baslar.>*

Kep fazinda, akrozomal kep adimi verdigimiz yapi, akrozomal vezikiiliin
yogunlasan ¢ekirdegin on yarisini kaplayacak bicimde yayilmasiyla olusur. Akrozomal
kepin altindaki ¢ekirdek zar1 porlarini kayderek kalinlagir ve ¢ekirdek de yogunlasir.

Akrozom fazinda, yeniden hizalanan spermatidin bas kismi Sertoli hiicresine
iyice gdmiilii durumdadir. Spermatozoonun kuyrugunu olusturan aksonem seminiferoz
tiibiiliin liimenine dogru yonelir. Spermatid ¢ekirdegi yogunlasir ve yassilasarak uzar.
Akrozom c¢ekirdegin 6n kisminda olusur. Sitoplazmik mikrotiibiiller biraraya gelerek
akrozomun arka kenarindan spermatidin arka kutbuna dogru manset ad1 verilen bir kilif
olusturur. Flagellumun gelisimini saglayan sentriyoller cekirdegin arka yiizeyine
taginarak spermatozoonun boyun (baglant1) parcasini olusturmak iizere oOzellesirler.
Cekirdekle baglantili olan sentriyoller dokuz kalin fibril olusturur ve bu fibriller kuyrugun
icine dogru uzanarak g¢ekirdek ile kuyruk arasindaki baglantiyr saglamis olur. Boylece

spermatozoonun boyun kismi olusur.>*
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Flagellum biiylimeye devam ederken plazma zar1 da flagellumu sarmak igin
arkaya dogru uzanir. Bu sirada manset kaybolur ve kuyrugun proksimal kisminda 9+2
aksonem yapisini, kaba lifleri ve mitokondriyonlari i¢eren orta parca adi verilen kisim
olusur. Orta parca flagellumun hareketinde gerekli olan ATP iiretiminden sorumludur.
Orta parganin distalinde fibréz kilif ve bu fibréz kilif ile sarili durumda bulunan 9+2
aksonem yapisina sahip spermatozoon kuyrugunun esas parcasi bulunur. Esas par¢anin
distalindeki kuyrugun son parcasinda ise yalnizca aksonemal kompleks yer alir.>*

Olgunlasma (maturasyon) fazinda, flagellumun etrafinda bulunan fazla
sitoplazma artik cisim olarak atilir ve hiicreler arasi sitoplazmik kopriiler kaybolur.
Rezidiiel cisimcikler olarak da bilinen artik cisimler Sertoli hiicrelerince fagosite edilerek
ortamdan uzaklagtirilir. Boylece olgun ama hareketli olmayan spermatozoonlar olusur ve
tiibiil liimenine birakilir. Olgun spermatozoonlarin tiibiil liimenine birakilma siirecine
spermiyasyon ismi verilir ve karmagik bir siirectir. Bu siiregte Sertoli hiicresi ve
spermatidler arasindan bulunan baglanti komplekslerinin birbirinden ayrilmasi i¢in
integrin bagh kinazlarin aktive olmasi gerekir. Bu aktivasyonla beraber olgun spermlerin
tiibiil liimenine atilmasi saglanmis olur. Spermiyasyonun hizi ejekiilatta bulunan sperm
hiicre sayismin belirleyici faktdriidiir.**?

Spermatogenezis siireci c¢esitli hormonal etkilesimler sayesinde diizenlenir.
Hipotalamustan gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH) salgilanmasiyla 6n hipofiz
uyarilir ve FSH ile liiteinizan hormon (LH) salgilanir. LH, Leydig hiicre yiizeyinde
bulunan LH reseptoriine baglanarak kolesterolden testosteron yapimini uyarir.
Hipofizden salgilanan FSH ve Leydig hiicreleri tarafindan olusturulan testosteron
etkisiyle Sertoli hiicreleri uyarilir. Uyarilan Sertoli hiicreleri ABP iiretir. ABP,
testosteronun seminiferéz tiibiiliin s1vi kompartmani igerisindeki konsantrasyonunun
artmasini saglayarak spermatogenezis siirecinde giiclii bir etki saglar.>®

Testis dokusunda gram basma giinde iiretilen tahmini sperm sayisini
spermatogenezisin etkinligi ifade eder. Bu etkinlik germ hiicrelerinin dejenerasyonundan,
pubertal gelisimden, mevsimlerden ve insanlarin veya hayvanlarin yaslanmasindan
etkilenir.>” Hem perinatal hem de yetiskin testis dokusu yasam tarzindan (sigara
kullanimi, obezite) ve ¢gevresel faktorlerden (yanma iiriinlerine ve egzoz dumanina maruz
kalma, dioksinler) olumsuz yonde etkilenir ve spermetogenezisin etkinliginde azalma

goriiliir.>®
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Sekil 6. Spermatogenik seri hiicrelerinin gosterimi.>*

2.2.4.4 Spermatoozon

Olgun insan spermatozoonu; bas, boyun ve kuyruk kisimlarindan olusan yaklasik
60 um uzunluga sahip bir hiicredir. Spermatozoon baginin uzunlugu 4,5 pm olup yassi ve
sivri bir sekle sahiptir. Cekirdegin 6n 2/3’liik kism1 akrozamal kep ile sarilidir ve burada
akrozomal enzimler (hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve akrozin) bulunur.
Fertilizasyon siirecinde spermatozoonun zona pellusidaya baglanmasi ile akrozomun dis
zarl ve spermatozoonun hiicre zar1 kaynasir, akrozomal enzimler agiga ¢ikar ve zona
pellusida gecilir. Bu olaya akrozom reaksiyonu adi verilmektedir.>*

Boyun kismi kisa bir boliimdiir ve sentriyoller burada bulunur. Spermatozoonun
kuyruk kismi orta parga, esas parga ve son parcadan olusur. Uzunlugu 7 pm olan orta
parcada mitokondriyonlar yerlesmis olup aksonemal kompleksi ve kalin fiberlerin etrafini
tamamen sarmig vaziyettedir. Mitokondriyonlar spermatozoon hareketi i¢in gerekli olan
enerjinin kaynagidir. Esas parca en uzun kisimdir ve yaklasik 40 pm uzunlugundadir.
Esas par¢ada kalin fiberlerin ve aksonemal kompleksin disinda fibréz kilif bulunur. Son

parca kalan 5 um’lik kismi icerir ve burada sadece aksonemal kompleks vardir (Sekil

7).34
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Spermiyogenezis sonucunda seminiferdz tiibiil limenine gecen matiir
spermatozoonlar hareketsizdirler, Sertoli hiicrelerinin salgilar1 ve lamina propriada
bulunan miyoid hiicrelerin kasilmasi sayesinde diiz tiibiillere taginirlar, ardindan da rete
testise ve duktuli eferentese iletilirler. Daha sonra hareket yeteneklerini kazanmak i¢in
epididimise gelen spermatozoonlar bazi degisimler gegirir. Spermatozoon ¢ekirdek
DNA’s1 yogunlasir ve sitoplazmasi azalir, bu durum spermatozoon basinin boyutunda
kiiciilmeye sebep olur. Dis akrozomal membrana yiizey iliskili dekapasitasyon faktorii
eklenir ve boylece spermatozoonun erken kapasitasyonu engellenmis olur.
Spermatozoonun fertilizasyon yetenegini yani kapasitasyonu tamamlayacagl yer disi

ireme kanaldir.>*

hiicre membrani
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Sekil 7. Bir insan spermatozoonunun sematik gosterimi.>

2.2.5. Seminiferoz Epitel Siklusu ve Seminiferoz Epitelin Dalgalar:

Seminiferéz epitel siklusu tiibiildeki herhangi bir bolgede zamanla meydana
gelen, her biri 16 giin siiren degisimleri tanimlamaktadir. insanlarda bir spermatogonyal
kok hiicrenin spermatogenezis siirecini tamamlayabilmesi i¢in yaklasik 4,6 siklusa
ihtiyact vardir ve bu siire yaklasik 74 giin kadardir. Spermatogenezis sonucu olusan
spermatozoonlarin epididimiste gegirmesi gereken siire yaklasik 12 giindiir. Seminifer6z
epitel siklusunun siiresi her tiir i¢in spesifiktir. Buna ek olarak seminifer6z epitelin

dalgasi, tiibiiliin uzunlugu boyunca hiicresel birliktelik (evreler) oriintiisiiniin dagilimini
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tanimlamaktadir. Her hiicre birligi Oriintlisii (siklusun evreleri) insan seminiferéz
tiibiiliinde yama benzeri bir dagilima sahiptir. Yamalar sirali degildir ve tiibiiliin ¢evresi
boyunca uzanim gostermemektedir. Bu yiizden, insan seminiferdz tiibiiliinden alinan her
bir transvers kesitte iki ya da daha fazla evre goriilebilir. Bu sekilde siklusun alt1 farkli
evresi ortaya ¢ikabilir. Sicanlarda yaklagik 12 dalga vardir ve belirli bir hiicre birligi tiibiil
boyunca farkli uzunluklarda bulunabilecegi i¢in tiibiilden gecen enine bir kesitte sadece

bir hiicre birligi goriilmektedir.**

2.2.6. Interstisyel Doku ve Leydig Hiicreleri

Seminiferdz tiibiiller arasinda bulunan gevsek bag dokusu yapisindaki interstisyel
alanda Leydig (interstisyel) hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri,
undiferansiye mezensimal hiicreler, sinir lifleri, kan damarlar1 ve lenfatik damarlar
bulunur.?*

Leydig hiicreleri ilk olarak 1850 yilinda Alman zoolog Franz von Leydig
tarafindan tanimlanmistir.>® Leydig hiicreleri, seminiferdz tiibiiller arasindaki interstisyel
alanda kiimeler halinde ya da tek tek bulunan, steroid yapidaki androjenlerin
salgilanmasinda gorevli, poligonal sekilli biiyiik ve eozinofilik hiicrelerdir.’* Leydig
hiicreleri bir bazal lamina ile ¢evrili degildir. Bu hiicreler kendilerine yakin diger Leydig
hiicreleri ve fibroblastlar ile temas halindedir.®® Leydig hiicrelerinin normalde bdliinme
yetenekleri yoktur fakat deneysel olarak imha edildiklerinde boliinme yetenegi ortaya
cikabilir.’” Leydig hiicrelerinin ¢ekirdegi yuvarlak, biiyiik ve yogunlastirilmis dkromatin
yapida olup bir veya iki tane gekirdekgige sahiptir.®' Leydig hiicreleri lipid damlacigindan
zengindir. Ayni zamanda bu hiicrelerde lipofuksin pigment graniilleri ve Reinke
kristalleri yer alir. Reinke kristalleri, Leydig hiicrelerinin sitoplazmasi igerisindeki ¢ubuk
seklinde ve 3 x 20 um genisliginde, 151k mikroskobik olarak da goriilebilen protein
yapilardir. Reinke kristalleri her zaman ayni karakterdedir ve kristaller arasinda birlesme
gdzlenmez.*+%2

Ribozomlar sitoplazmada daginik halde bulunur. Kiiciik ve katmanli sisternalara
sahip GER genellikle plazma membranina ve mitokondriyonlara yakin olarak yerlesir.
Cogunlukla SER ile devamlilik gosterir. Leydig hiicrelerinde, steroid salgilayan hiicre

olma ozelliklerinden dolayi, fazla sayida SER bulunur. SER birbiriyle anastomozlagan

tiilbiiler yapida sisternalar icerir. Sayilar1 oldukca fazla olan mitokondriyonlar
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tiiblilovezikiiler krista yapisina sahiptir ve sitoplazmada homojen bir sekilde dagilmistir.
Ayrica Leydig hiicreleri iyi gelismis Golgi kompleksine sahiptir.?*3

Leydig hiicre salgis1 hipotalamo-hipofizer gonadal aksin kontrolii altindadir.
Hipotalamustan salgilanan GnRH, hipofiz bezini etkileyerek buradan LH salgilanmasin
baslatir. LH, Leydig hiicresi lizerinde bulunan LH reseptoriine (LHR) baglanarak steroid
sentezini baglatir. LH’1n Leydig hiicresinde steroidogenezisi baglatma gorevine ek olarak
bir diger islevi de Leydig hiicreleri igerisindeki membran biyogenezisi ve dongiisiinii
diizenlemesidir. Testosteron kolesterolden sentezlenir ve bu sentezde gorevli enzimler
SER ile baglantilidir. Sentezlenen androjenlerin temel islevi, spermatogenezis siirecini
baslatmak, devamimi saglamak ve diizenlemektir. Ayni zamanda sekonder seks
karakterlerinin ve genital bosaltim kanallarmin devamliligim saglar.>’

Yasglanmaya bagli olarak serum testosteron seviyeleri hem insanlarda hem de
kemirgenlerde giderek azalir. Onceleri bu azalmanin Leydig hiicrelerinde kayba bagl
oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak giincel aragtirmalar bu azalmanin esas nedeninin LH

tarafindan uyarilan Leydig hiicrelerinin testosteron sentezleme yenetegindeki azalma

oldugunu gostermektedir.®*

2.3. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genetik cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmis olup, gonadlarm
erkek veya disi yonde farklanmasi gelisimin 7. haftasindan sonra olmaktadir. Cinsiyet
farklanmasi kromozomlar tarafindan eksprese edilen genler ile saglanir. Gelisim sadece
cinsiyet kromozomlar: tarafindan degil ayn1 zamanda hormonlar ve diger faktorler
65,66

tarafindan da kontrol edilir.

Gonadlar ii¢ fakl kaynaktan koken alir;

1) Intraembriyonik, mezodermal sélom epiteli (epitel, mezotel)
2) Ara mezoderm

3) Epiblast kaynakli primordial germ hiicreleri
Gonadlar uzunlamasina bir ¢ift gonadal (genital) sirt seklinde ortaya ¢ikar.

Primordiyal germ hiicreleri epiblast kaynaklidir ve primitif ¢izgi boyunca go¢ ederek

gelisimin 3. haftasinda yolk kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm
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hiicrelerinin arasina yerlesir. Besinci haftada primitif gonadlara ulasan primordiyal germ
hiicreleri, gelisimin 6. haftasinda gonadal sirtlar icerisine yerlesir. Bu hiicreler gonadal
sirtlara yerlesemediklerinde gonadlar gelismez. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara
olan gocli gerceklestigi sirada, gonadal sirttaki epitel hiicreleri ¢ogalarak alttaki
mezensimin igine dogru ilerler. Burada primitif cinsiyet kordonlarini olustururlar. Bu
kordonlar her iki cinsiyette de yiizey epiteli ile baglantilidir ve bu dénemde gonadlarin
erkek mi yoksa disi mi karakterde oldugu anlasilamaz. Bunlara farklilasmamis gonad ad1
verilir.5

Erkeklerde genetik olarak bir X bir de Y kromozomu bulunur ve Y kromozomu
kisa kolu iizerinde bulunan cinsiyet belirleyici bolge (Sex-determining Region on Y
protein, SRY') geni tarafindan kodlanan testis belirleyici faktorii (TDF) erkek gelisimini
tetikler. SRY geni yoksa veya kusurluysa gelisim kiz yoniinde farklanir. TDF testikiiler
farklilagsmay1 baglatir. SRY geninin etkisiyle SF1 ve SOX9 genleri de testis gelisimini
saglar. Testis veya medullar kordonlar primitif cinsiyet kordonlarinin g¢ogalmasiyla
olusmaya baglar. Gelisimin 7. haftasinda ylizey epitelinden Sertoli hiicreleri ve genital
sirt mezengiminden interstisyel Leydig hiicreleri meydana gelir. SRY geni etkisiyle
Sertoli hiicreleri primitif germ hiicrelerinin etrafini sararak testis kordonlarin1 meydana
getirir. Leydig hiicreleri ise bu kordonlarin arasinda bulunur ve gelisimin 8. haftasindan
itibaren androjenik hormonlar olan testosteronu ve androstenedionu sentezlemeye baslar.
Testosteron disinda fetal testislerde bulunan Sertoli hiicreleri tarafindan AMH
sentezlenir., AMH disi karakter gelisimini saglayan paramezonefrik kanallarin
inhibisyonunu saglar.>-¢’

Testis kordonlar1 bir ag olusturacak sekilde bezin hilusuna dogru dagilarak rete
testisi meydana getirirler. Daha ileri evrelerde testis kordonlar1 ylizey epitelinden tunika
albuginea adi verilen siki bag dokusuyla ayrilir.°®%” Fibréz yapili tunika albuginea
gelisimi testis i¢in karakteristiktir.®’

Puberteye kadar testis kordonlarinin liimeni yoktur ve pubertede kordonlarm
liimenleri acilarak seminiferdz tiibiiller meydana gelir. Tiibiil liimenleri agilir agilmaz rete
testis ile birleserek duktuli eferenteslere girerler. Efferent duktuslar rete testis ile daha

sonra epididim kanali olacak olan mezonefrik kanali birlestirirler.%®’
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2.4. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu ilk olarak 1810 yilinda Hunter tarafindan tanimlanmistir. 1840
yilinda ise Delasiauve testis torsiyonunu cerrahi olarak tedavi ettigi ilk vakay literatiire
sunmustur.®®% Testis torsiyonu, spermatik kord ve eklerinin kendi etrafinda dénmesi
sonucu skrotumdaki vendz ve arteriyel kan akisinin kesilmesiyle olusan en 6énemli acil
tirolojik durumlardan birisidir. Akut skrotum vakalarmin yaklasik % 15-20’sini
olusturur.%®~7! Testis torsiyonunun yillik insidans1 4000°de 1 olarak tanimlanmgtir.”!"’?
Yapilan bagka bir ¢aligmaya gore 18 yas altinda testis torsiyonu insidanst 100.000°de 3,8
olarak bildirilmistir.”® Testis torsiyonu her yasta goriilebilmekle beraber pik yaptig: iki
donem vardir. Bunlar yenidogan (0-1 yas) ve addlesan (12-15 yas) dénemleridir.”%7*
Testis torsiyonu skrotumda genellikle tek tarafli, ani baslayan, siddetli agn ile
karakterizedir. Aym1 zamanda bazi hastalarda bulanti, kusma da goriilebilir.”%> Testis
torsiyonu acil miidahale gerektiren bir durumdur ve torsiyonun cerrahi olarak detorsiyone
edilerek tekrar eski pozisyonuna getirilmesi ve kan akisinin tekrar baglamasi
(reperfiizyon) saglanmalidir. Basarili bir cerrahi miidahaleden sonra bile, olusan I/R
hasar1 nedeniyle testiste hiicre kayb1 meydana gelmektedir. Bu durum testislerde atrofi,
infertilite ve subfertilite gibi istenmeyen sonuglara yol agmaktadir. Tedavide geg
kalinmas1 organm kaybi (orsiektomi) ile sonuglanir.”>’® Testis torsiyonunun olusma
nedeni genellikle idiyopatiktir. Ama altta yatan mekanizmalar arasinda bell-clabber

deformitesi’’, travma (torsiyon vakalarinim % 4-10"u)®, genetik faktorler®!:32

ve ¢evresel
faktorler®3** yer almaktadir.

Testis torsiyonu sol taraftaki testiste saga gore daha sik goriiliir. Bunun muhtemel
nedeni sol taraftaki spermatik kordun saga gére biraz daha uzun olmasidir.® Testis
torsiyonunda iskemik hasar testis torsiyonun derecesi ve torsiyon siiresine baglidir. Testis
torsiyonu goriilen vakalarda derece genelikle 720 olarak belirtilmekle beraber bu derece
180 ile 1080 arasinda degisebilir.”* Testis torsiyonu tam, kismi veya aralikli olabilir. Tam
torsiyon 360 ve daha fazla olan dereceler i¢in tanimlanir. Kismi torsiyon ise 360
dereceden diisiik torsiyonlar1 tanimlar. Kismi torsiyonlarda bir miktar kan akisi devam
eder ancak agrinin kendiliginden diizelmesi s6z konusu degildir. Aralikli torsiyonda
spermatik kordun donme derecesi 360° veya 360°’nin iizerinde, tek tarafli ve ani

baslangi¢hidir ancak torsiyon kisa stirelidir ve kendiliginden diizelir. Aralikl1 torsiyonun

tam torsiyona donme riski mevcuttur.”*8>86 Testis torsiyonunda énemli olan diger durum
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ise torsiyonun siiresidir. Semptomlar basladiktan sonraki ilk 4-6 saat hastalar i¢in kritik
Ooneme sahiptir. Bu siire igerisinde yapilacak olan cerrahi miidahale ile testis fonksiyonlar1
% 90-100 oraninda kurtarilabilir. Cerrahi miidahale 6-12 saat araliginda yapilirsa testis
fonksiyonlart % 50 oranina, 12-24 saat araliginda yapilirsa bu oran % 10’un altina
diiser.”7? Testis torsiyonu olan hastalarin yaklasik % 20-40’1n1n tedavisi testisin cerrahi
olarak ¢ikartilmasi (orsiektomi) ile sonuglanr.®’

Testis torsiyonun iki tipi vardir; intravaginal ve ekstravaginal torsiyon (Sekil
8).74,88.89

Intravaginal torsiyon, torsiyon vakalar igerisinde % 90 oramyla en yaygin
goriilen torsiyon tipidir. Intravaginal torsiyon ergenlik dénemindeki ¢ocuklarda ve
yetiskinlerde daha sik goriiliir. Intravaginal torsiyon tunika vaginalisin icerisinde
spermatik kord yapilarinin torsiyonu ile karakterizedir.”*% Bu durumun anatomik olarak
predispozan faktorleri arasinda; kremaster kas liflerinin anormal diizenlenisi, spermatik
kordun tunika vaginalise oldugundan daha proksimalde tutunmasiyla olusan bell-clapper
(can dili) deformitesi (en sik neden) ve spermatik kordun tamamen tunika vaginalis ile
ortiilii olmas1 yer alir.’? Bu faktdrlere ek olarak ergenlik doneminde testisin hizli
biiyiimesi de intravaginal torsiyona neden olabilir.”®

Ekstravaginal torsiyon, yenidoganlarda goriilen torsiyon tipidir. Bu torsiyon
tipinin yaklasik % 70 kadar1 dogum Oncesi anne karninda olusurken, geri kalani ise
dogumdan sonraki ilk 1 ay i¢erisinde meydana gelmektedir. Ekstravaginal torsiyon, testis
torsiyonu vakalarinin % 5-10’unu olusturur. Testis, spermatik kord ve tunika vaginalisin
beraber torsiyonuyla olusur. Etiyoloji genellikle idiyopatiktir ama testisin karin i¢inden
esas yerine inisiyle ve tam anlamiyla sabitlenmemesiyle bu yapilarin donebilecegi

diistiniilmektedir.”®
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Normal Intravaginal torsiyon Ekstravaginal torsiyon

s

Sekil 8. Testis Torsiyonu Tipleri.”®

2.5. Iskemi ve Reperfiizyon Hasar1

Iskemi dokuya gelen kan akimmnin azalmasi veya durmasi olarak nitelendirilir.
Reperfiizyon ise kan akiminin tekrar saglanmasi ile oksijenlenmenin baglamasi olayidir.
Iskemik kalan dokunun hizlica reperfiizyona ihtiyaci vardir ama reperfiizyon paradoksal
olarak doku hasarin1 ve tahribatini da arttirabilir. Bu siire¢ sonucunda ortaya ¢ikan klinik
duruma ise iskemi-reperfiizyon hasari ad1 verilir. I/R hasari sistemik inflamatuvar yanitlar
olusturarak ¢oklu organ disfonksiyonu sendromu gelismesine de neden olabilir.”!

Iskemi ve reperfiizyona bagl doku hasari, miyokard enfarktiisii®?, iskemik inme,
akut bobrek hasar1®®, emboli, travma gibi cesitli patolojilerde morbidite ve mortaliteye
neden olur.®! Testis torsiyonunun esas patofizyolojik mekanizmasi da I/R hasarmna
baglidir.”*

Iskemi sirasinda hiicrede yapisal ve metabolik degisiklikler gozlenir. Iskemik
hasar, hipoksiye ve hiicresel enerji depolarinin azalmasina neden olur. Iskemi ile olusan
anaerobik metabolizma sonucu agiga ¢ikan metabolitler daha derin doku hipoksisine ve
mikrovaskiiler disfonksiyon ile hiicre 6liimiine neden olur. Iskemik dokunun yenilenmesi
ve toksik metabolitlerden arindirilmast i¢in kan akimiin yeniden saglanmasi
(reperfiizyon) gerekir. Ancak reperfiizyonun baslamasiyla beraber dokuya gelen oksijen,

ilk olarak ROS olusmasina yol acar. ROS nétrofiller i¢in kemotaktik aktivenin
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olusumundan sorumludur. Boylece lokal inflamasyon artar. Lipidler, proteinler ve
niikleik asitler reperfiizyon hasarina oldukg¢a duyarl hiicresel bilesenlerdir. Bu yapilarin
reperfiizyonda daha fazla etkilenmesiyle, iskemi sonucunda olusan bagisiklik yanit1 ve
hiicre o0liim mekanizmalar1 daha da artar. Bolgeye gelen nétrofiller endotelyuma
yapisarak proteolitik enzimlerin, 6zellikle de elastazin salgilanmasiyla hasara aracilik
eder. Endotel hiicrelerinin olaya dahil olmasiyla doku &demi ve mikrovaskiiler
permeabilite artis1 meydana gelir. Endotel hiicrelerinden ya da makrofajlardan interlokin
ve sitokin ekspresyonu artar. Adezyon molekiilleri araciligiyla noétrofil ve trombosit
agregasyonu, parankim veya dokuda revaskiilarizasyonu engeller. Uzun siireli I/R hasar1
dokuda ya da hiicrede nekroz, apopitoz ve nekropitoz gibi hiicre 6liim mekanizmalarina
yol agar.”> %

I/R hasarinin fizyopatolojisinden bircok mekanizma sorumludur. Bunlar arasinda;

1) Reaktif oksijen radikalleri

2) Lipid peroksidasyonu ve malondialdehit

3) Polimorfoniiklear 16kositler ve endotel hiicreleri
4) Kalsiyum ve apopitoz

5) Sitokinler yer alir.”>*

2.5.1. Reaktif Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller fizyolojik ve patofizyolojik bir¢ok olaydan sorumlu viicut i¢in
onemli molekiillerdir. Fizyolojik olarak patojenlere kars1 savunmada ve metabolizma,
bagisiklik, biiyiime ve farklilasmayi igeren bircok homeostaz siirecinde onemli rol
oynarlar. Patofizyolojik etkiler arasinda hiicreleri, hiicresel elemanlar1 ve dokulari
bozmak yer alir. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden
olusanlardir ve bunlara ROS ad1 verilir. ROS’lar kararsiz yapida eslenmemis elektron
iceren atom veya molekiillerdir. Asirt iiretilen ROS viicutta oksidatif strese neden
olur.””!1% ROS’lar ¢ogu hiicre tarafindan iiretilebildikleri gibi esas olarak fagositik
hiicrelerde meydana gelirler. Ozellikle makrofajlar, polimorfoniiklear nétrofiller ve
endotel hiicreleri burada gérev alir.!"!

Molekiiler oksijen, hiicrede enerji liretimi i¢in gereklidir. Normalde, oksijen hiicre

icinde sitokrom oksidaz sistemi ile suya doniisiir (O2 + 4e + 4H + 2H,0).!2 /R
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durumunda ilk olarak bir elektronun (e°) transferi sonucunda siiperoksit radikali (O2")
olusur. Siiperoksit radikali kisa dmiirlii, lokal ve membran1 gegme potansiyeli diistiktiir.
Bu yiizden O, kendinden daha fazla reaktif olan diger oksijen radikallerin olusumuna
yol acgarak hiicresel toksisiteyi arttirir. Siiperoksit radikali, nitrik oksit ile reaksiyona
girerek son derecede reaktif bir iirlin olan peroksinitrite (ONOO™) doniisiir. Yine daha
uzun Omiirlii ve hiicre membranina yayilma potansiyeli daha yiliksek bir {iriin olusmak
tizere O2  kendiliginden veya siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan hidrojen
peroksite (H202) c¢evrilir. H2O,, peroksidazlar tarafindan katalize edilerek son derece
reaktif bir iiriin olan hidroklorik asit (HCl) olusturur.!® Reaktiviteleri sinirl1 olan H.O
ve Oz~ beraber ¢ok daha aktif olan hidroksil (OH") radikalini olustururlar. Bu reaksiyona
Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. OH™ iyonunun bir diger olusum mekanizmasi ise,
H>0; ve Oz ’nin metal iyonlariyla (demir, bakir, nikel vs.) reaksiyona girmesidir (Fenton
reaksiyonu). ROS olusum mekanizmalar arasinda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) oksidaz ve ksantin oksidorediiktaz (XOR) enzimleri tarafindan olusturulan
reaksiyonlar da yer alir. Bu reaksiyonlarla beraber hiicrede asir1 ROS olusumu meydana
gelir.'91% By artis karsisinda viicut kendini savunmaya alir. Bu savunma mekanizmalari
glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan
enzimler ve enzimatik olmayan antioksidan biyomolekiillerdir (tokoferol (E vitamini),
askorbik asit (C vitamini), karotenoidler, iirik asit ve polifenoller).!®* Saydigimiz
antioksidan enzimler, ROS ile reaksiyona girerek onlar1 toksik olmayan bilesiklere ¢evirir
ve ROS’un etkilerini engellemeye ¢alisir. Oksidan ve antioksidan arasindaki denge fazla
sayida ROS artistyla beraber bozulur. Bozulan dengeyle beraber ROS lipidler, proteinler
ve karbonhidratlar gibi hiicreyi olusturan yapilarla etkilesime girerek hiicre membran
biitlinliigii bozulmasina ve DNA hasarina yol acarak hiicrenin O6liimiine neden
olabilir.!03:105

ROS, lipidlerin peroksidasyonuna ve nétrofil gogiinii saglayan kemoaktanlarin
aktivasyonuna neden olarak da I/R hasarmin siddetlenmesine yol acar. Bu durum
mikrovaskiiler yatakta revaskiilarizasyonun engellenmesine ve aktive nétrofiller, lipid
peroksidasyonu sonucu olusan yan triinler gibi ¢esitli etkenlerle protein oksidasyonuna

neden olabilir.”
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2.5.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malondialdehit

Lipidler, hiicrenin temel yapi taglarindan birisidir. Lipidler iki gruba ayrilir; polar
ve apolar. Apolar lipidler yani trigliserit, yag dokuda birikerek viicudun esas enerji
deposunu olusturur. Polar lipidler ise hiicre zarinin ana bileseni olup 6zellikle hiicresel
polarite ve gecirgenlikten sorumludurlar. Ayn1 zamanda lipidler sinyal molekiilii olarak
da gorev alirlar.!%

Lipid peroksidasyonu, lipidlerin serbest radikaller veya radikal olmayan oksidan
tiirevler ile yiikseltgenmesi sonucu bozulmasidir.'% Bu bozulma viicutta fizyolojik veya
patolojik olarak meydana gelebilir. Fizyolojik olarak, lipid peroksidasyon iiriinleri sinyal
molekiilii olarak gorev yapabilir. Kanser, iskemi-reperfiizyon, diyabet ve inflamatuvar
hastaliklar'®” gibi patolojik durumlarda antioksidan savunma sistemleri yeterli etkiyi
gosteremez ve hiicre 6liimii meydana gelir. Lipidler arasinda peroksidasyondan en ¢ok
etkilenenler arasidonik asit, linoleik asit gibi coklu doymamus yag asitleri'®, glikolipidler,
kolesterol ve fosfolipidlerdir.!®® Lipid peroksitler, enzimatik veya enzimatik olmayan
reaksiyonlarla meydana gelebilir.'® Her iki durumda da lipid molekiilii, lipid radikali
olusturmak {izerine oksitlenir. Lipid peroksitlerin olusumunu saglayan enzimler arasinda
lipoksijenaz, siklooksijenaz, miyeloperoksidaz ve NADPH oksidaz yer alir.!% Enzimatik
olmayan reaksiyonlar ROS aracili gerceklesir. Lipidleri etkileyen esas reaktif radikal OH
iyonudur. Lipid peroksitler, 6zellikle ROS olusumuna yol agan Fenton reaksiyonu ile
meydana gelir.!'” Lipid peroksitler yapis1 geregi bozulmaya egilimlidirler ve sonugta bu
bozulmayla daha reaktif olan hidroksi asitler ve aldehitler olusur. Hidroksi asitler, lipid
peroksitlerin dogrudan indirgenme iiriinleridir.'®® Diger grup olan aldehitler ise hiicre i¢in
oldukea toksiktir ve bunlar arasinda malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE),
propanal ve heksanal yer alir. 4-HNE lipid peroksidasyon {tiriinlerinin en toksik olan,
MDA ise en mutajenik olamdir.'%

MDA, lipid peroksidasyonuyla iiretildigi gibi prostoglandin biyosentezi yoluyla
da endojen olarak iiretilebilen bir dialdehittir. Yapilan arastirmalarda MDA nin bakteri
ve memelilerde mutajenik, siganlarda ise kanserojenik oldugu goriilmiistiir.!'! MDA,
DNA veya proteinlerle kovalent ¢capraz baglar olusturur. Bunun sonucunda proteinlerin
ve niikleik asitlerin yapismin bozulmasina ve islev kaybma neden olur.'® MDA ’nmn
proteinlerle etkilesimi sonucu bir yan iiriin olarak MDA -asetaldehit-protein kompleksi

olusur. Alblimin modifikasyonuyla plazmada MDA -asetaldehit seviyesinin artmasiyla
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hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) ve vaskiiler selliiler adezyon molekiilii
(VCAM) faktorleri aktive edilir ve tiimdr nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ekspresyonunda
bir artis meydana gelir. Boylece bu kompleks proinflamatuvar reaksiyonlar1 baglatmada
rol alir.!'? MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile kolay reaksiyonu nedeniyle biyolojik
numunelerde lipid peroksidasyonunu tespit etmek ve dlgmek i¢in uygun bir belirteg
olarak uzun yillardir kullanilmaktadir.!%

Lipid peroksidasyonunda en c¢ok etkilenen yapilardan birisi de hiicre
membranidir. Hiicre membraninin yapisinda bulunan lipid ¢ift tabakada meydana gelen
peroksidasyonla membranin yapist bozulur. Hiicre zarmin akigkanligi azalir ve
gecirgenligi artar. Bu durum hiicrenin yapisinda bozulmaya neden olur.!%® Ayni zamanda
lipid peroksidasyon {iriinleri apopitozi tetikleyebilir. Bunu membran reseptorleri ve
transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek intrinsik ve ekstrinsik apopitoz yollarimni

uyararak gergeklestirebilir.!!

2.5.3. Polimorfoniiklear Lokositler ve Endotel Hiicresi

Polimorfoniiklear l6kositler (PMNL) diger ismiyle notrofiller memelilerde % 50-
70 oraminda en ¢ok bulunan beyaz kan hiicreleridir.!*!'* PMNL, gii¢lii antimikrobiyal
ozellige sahip olan ve hasarli dokuya ilk ulasan bagisiklik hiicreleridir. Bu hiicreler akut
yaralanma, otoimmiin hastaliklar, kanser, I/R ve kronik inflamatuvar hastaliklar gibi
cesitli hastaliklarda rol oynar.!'>!'6 Nétrofillerin temel gdrevi enfeksiydz ajanlari tanimak
ve fagositoz ile bu ajanlarin ortadan kaldirilmasini saglamaktir.''?

I/R, dokuda bir inflamatuvar tepkiye ve hiicre 6liimiine neden olur. Doku hasari
sonucu ROS, lipid peroksidasyonu ve hasarla iligkili molekiiler patternler (DAMP)
olusur. Bunlar 16kosit ve makrofaj aktivasyonuna, kemotaksise ve 16kosit-endotel hiicre
adhezyonnuna neden olur. Notrofillerin I/R hasarina aracilik eden rolleri vardir. Bunlar
arasinda; ROS olusumu, matriks metalloproteinaz (MMP-8, MMP-9) ve inflamatuvar
sitokin (TNF-a) liretimi, vaskiiler permeabilite artig1 ve sitotoksik enzim salgis1 yer alir.
Bu mekanizmalarla nétrofiller I/R yaralanma siddetini arttirirlar,”®!14117.118

I/R hasar1 sonras1 ozellikle reperfiizyon sonra mikrovaskiiler gegirgenligin
artmasiyla noétrofillerin aktivasyonu, kemotaksisi, endotele yapismasit ve bag doku
icerisine go¢ii meydana gelir.!''” Hasarli bolgeye ulasan Idkositlerin endotel hiicresine

adhezyonunu saglayan molekiiller selektinlerdir. Ug ¢esit selektin bulunur; L, P ve E
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selektin.”® I/R hasari ile endotelde bulunan P-selektin miktar1 artar ve hasar bolgesine
gelen 10kositlerin yiizeyinde bulunan P-selektin glikoprotein 1 (PSGL-1) reseptorii ile
birleserek lokosit-endotel hiicre baglantisinin ilk kismi olusur. Kan akiminin etkisiyle
nétrofil, endotel hiicresi iizerinde yuvarlanmaya baslar.!!” Daha sonra 16kositte bulunan
beta 2 integrin ailesi tiyeleri lenfosit fonksiyon antijen-1 (LFA-1 veya CD11a/CD18) ve
makrofaj antijen 1 (MAC-1 veya CD11b/CD18) ile endotel hiicresinde bulunan ICAM-1
ve ICAM-2 baglanarak 16kosit adhezyonu ve agregasyonu saglanmis olur. Endotele siki
baglant1 olusmasi icin LFA-1 ve ICAM-1 baglanmasi esastir.''® Bu olaydan sonra
notrofillerin endotel hiicrelerinin arasindan gocii baslar. Trombosit-endotel hiicresi
adhezyon molekiilii 1 (PECAM-1), ICAM-2 gibi faktorler ile endotel hiicre baglantilar:
gevser ve 16kositlerin gocii gergeklesmis olur.”®!2° Endotel hiicresini gecip damar disina
ulasan nétrofillerin hasarli dokuya gelebilmeleri ¢esitli kemotaktik ajanlar sayesinde olur.
Bu siiregte yer alan kemotaktik ajanlar arasinda kompleman faktorleri (C3a, C5a),
l6kotrien B4, interlokin 1 (IL-1), trombosit aktive edici faktor (PAF) ve prostoglandiler
vardir.”

Hasarli dokuya gelen noétrofiller; sitokinler (TNF-a, NF-xB), proteolitik enzimler
(notrofil elastaz gibi) ve ROS salgilayarak hasarin siddetinde ve mikrovaskiiler
gecirgenlikte artisa, 6dem ve tromboza neden olur.’®!? Nébtrofillerde bulunan
NADPH oksidaz, miyeloperoksidaz ve NOS, ROS olusumundan sorumludur.!?*!2! ROS
salinimi ile ©li hiicreler ve hiicre kalintilar1 temizlenir ancak oksidatif stresin

siddetlenmesiyle temel matriks proteinlerinde bozulma ve apopitoz meydana gelebilir.!?

2.5.4. Kalsiyum ve Apopitoz

Kalsiyum hiicre fonksiyonlarinin en O6nemli diizenleyicilerinden birisidir.
Kalsiyumun gorev aldig1 fizyolojik olaylar arasinda hiicre biiylimesi/gelisimi, hiicresel
fonksiyonlarin siirdiiriilmesi, proliferasyon ve hiicre hareketliligi yer alir. Kalsiyum ayni
zamanda ikinci haberci olarak hiicre sinyallerinde de énemli yere sahiptir. Kalsiyumun
bir diger énemli gorevi hiicre oliimiinii diizenlenmesidir. Viicutta sitoplazmik Ca*?
konsantrasyonunun korunmasi i¢in cesitli iyon kanallar, tasiyicilar, pompalar ve
proteinler bulunur. Ayni zamanda bazi sitoplazmik organellerde (mitokondriyon ve
endoplazmik retikiiliim) Ca'? depolanmas1 sitozolik Ca" homeostazini saglamaya

yardimeidir, 1217123
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Iskemi sirasinda doku oksijenizasyonu bozulur ve hiicre ici ATP miktar1 diismeye
baslar ve buna bagl olarak hiicre pH’1 diiser. Hiicre i¢indeki enerjinin diismesi sonucu
Sodyum/Potasyum Adenozin Trifosfataz (Na/K ATPaz) ve Kalsiyum Adenozin
Trifosfataz (Ca*? ATPaz) pompas: inaktive olur. Reperfiizyon ile oksijenizasyonun
yeniden saglanmasiyla beraber ROS’larin asir1 iiretimi meydana gelir. Bu olaylar
intraselliiler Ca*? dagilimini bozar ve hem sitozolik hem de mitokondriyal Ca*>’da asir1
artis meydana gelir. Bu durum mitokondriyonlarda mitokondriyal gecirgenlik gecis
gbzeneginin (mitochondrial permeability transition pore, MPTP) agilmasina neden olur.
MPTP’nin agilmasiyla iceriye giren su ve ¢esitli maddeler mitokondriyonun sigsmesine,
dis mitokondriyal zarin hasarlanmasina, apopitoz, otofaji ve programlanmis nekroz
(nekroptoz) gibi hiicre 6lim mekanizmalarmin baslamasma neden olur.!24126
Mitokondriyonlara Ca*? gecisinin onlenmesinin I/R hasarinda koruyucu etkisi oldugu
bildirilmektedir.'?’

Apopitoz, genetik olarak kontrol edilen, kromatin yogunlasmasi, cekirdek
parcalanmasi ve sonunda plazma zariin apopitotik cisimciklere tomurcuklanmas ile
karakterize, inflamatuvar olmayan programlanmis hiicre 6liim mekanizmasidir.'?®
Apopitoz fizyolojik olarak embriyonik gelisim sirasinda ve yetiskin organizmasinda doku
homeostazinin saglanmasinda nemli rol oynar. insanlarda kanser, otoimmiin hastaliklar,
I/R hasari, nérodejeneratif hastaliklar gibi cesitli patolojik durumlar apopitozin anormal
aktivasyonuna neden olur. Apopitoz ile hiicre 6liimiiniin baglamasinin altindaki ana neden
hiicredeki Ca™? iyon miktarinin artisidir.!?®!2 Apopitoz, hiicrede sistein proteaz ailesi
olan kaspazlarin aktivasyonu ile sonucglanir. Aktif kaspazlar, endoniikleazlarin
aktivasyonu, niiklear proteinlerin yikimi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, fagositik
hiicreler i¢in ligandlarin ekspresyonu ve apopitotik cisimciklerin olusumuna yol agan bir
dizi mekanizmay1 baslatir.!*® Kaspazlar iki yol ile aktive olurlar; ekstrinsik ve intrinsik
yol. Ekstrinsik yol doku hasarma birincil inflamatuvar yanit gerektirmekle beraber Ca*
ve ROS’a hemen yanit veren intrinsik yolun biraz gerisinde kalabilir. Ekstrinsik yol,
proinflamatuvar ligandlar olan FASL, TNF-a ve TNF ile iligkili apopitozi indiikleyen
ligand (TRAIL) ile uyarilan hiicre yilizeyinde bulunan 6liim reseptorlerin aktivasyonu ile
baslar. Intrinsik yolu baslatan faktor ise, mitokondriyal Ca*? iyon artisi ve ROS
salimmmiyla MPTP'nin ag¢ilmast ve mitokondriyonlardan proapopitotik faktorlerin

(sitokrom ¢, apopitoz indiikleyici faktdr gibi) salinmasidir.'?®!?° Her iki yol da efektor

30



kaspazlardan biri olan kaspaz-3’iin aktivasyonu ile sonuglanir. Kaspaz-3 hem ¢ekirdek ve
hiicre iskelet proteinlerini sindirir hem de endoniikleaz G gibi diger
deoksiriboniikleazlarin (DNaz) aktivasyonunu saglar. Kaspaz-3 tarafindan aktive edilmis
DNaz (CAD), DNA’y1 interniikleozomal baglanma bdlgelerinden ayirarak DNA
par¢alanmasina neden olur. DNA’da kromatin yogunlasmasi ve fragmanlarina ayrilma
gozlenir.!! Kaspaz-3 diger taraftan da hiicre membraninin tomurcuklanmasina neden
olur, sonucta apopitotik cisimcikler olusarak saglikli hiicreler ya da makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Apopitotik cisimcikler fagosite edilmedigi takdirde
DAMP’larin salinmasi gerceklesir ve onlar da proinflamatuvar yanita neden olur.'*

Bu etkilerden dolayr kaspaz-3’iin endojen olarak saptanmasi hem apopitozin
varlig1 ve mekanizmalarinin anlasilmasinda hem de apopitoz ile iliskili hastaliklarin tani

ve tedavisinde dnem olusturur.'*?

2.5.5. Sitokinler

Sitokinler makrofajlar, monositler, lenfositler ve 16kositler tarafindan iiretilen,
suda ¢dziiniir salgisal polipeptitlerdir.'** Otokrin, parakrin ve endokrin yollarla hiicreler
aras1 etkilesimi saglarlar. Sitokinler spesifik reseptorleri ile baglanip bagisiklik
hiicrelerinin farklilasmasini, gogalmasini ve aktivasyonunu etkiler.!>> Aym sitokin birkag
farkli hiicre tarafindan {iretibilir veya bir sitokin hedef hiicreyi etkileyerek diger
sitokinlerin aktivasyonunu saglabilir ve birbirlerinin etkisini artirip azaltarak etki
gosterebilir. Sitokinler proinflamatuvar veya antiinflamatuvar etkiler gosterebilir.!3
Proinflamatuvar sitokinler I/R hasar1 gibi oksitadif stres artisi ve inflamasyonda
nétrofillerin toplanmasina, apopitoz siirecinin ilerlemesine neden olarak inflamasyonu
diizenler.!®” TNF-o, interlokin 1-beta (IL-1p), interldkin-6 (IL-6) ekspresyonlarinin
hasarli testis dokularinda artmis oldugu bildirilmektedir.'*®

TNF-a, diger ismiyle kasektin, inflamatuvar reaksiyonlarda ilk artan sitokindir.
TNF-a esas olarak monositler ve makroflarda sentez edilseler de nétrofiller, endotel
hiicreleri, lenfositler de iiretimde yer alir. Yar1 6mrii 20 dakika kadar kisa olmasina
ragmen, hasar bolgesinde hizla artarak diger sitokinlerin aktivasyonuna ve hiicrede
metabolik degisikliklere neden olur. Ayn1 zamanda bir¢ok molekiiliin aktivasyonunda ve
salgilanmasinda rol oynar. Bunlar arasinda adezyon molekiilleri, prostaglandinler,

lenfositler, monositler, makrafajlar, trombosit aktive edici faktér (PAF), eikosanoidler ve

31



pihtilagsma faktorleri yer alir. TNF-a sinyal yolaklar tizerindeki etkilerini tiimor nekrozis
faktor reseptorii 1 ve 2 (TNFR1 ve TNFR2) ismindeki iki reseptdr araciligiyla
yapar.!?#13513% TNF-a-TNFR1 kompleksi apopitoz ve nekropitoz aracilifiyla hiicre
Oliimiini artirarak inflamasyonun siddetinin artmasina neden olur. TNFR2 ise TNF-o’nin
ve TNFR1 aracil toksisitenin artmasina yardimeidur, 40141

TNF-a, saglikl testis dokusunda germ hiicreleri, 6zellikle yuvarlak spermatidler
tarafindan sentez edilerek testis fonksiyonlarimin korunmasinda gorev alir. TNFR’ler
Sertoli ve Leydig hiicrelerinde bulunur. I/R hasarma ugrayan testiste oOzellikle
reperfiizyonda TNF-a seviyesi yiikselerek, inflamasyon daha da siddetlenir; notrofillerin

ve lenfositlerin sayisi artar, makrofajlar aktive olur. Bu da germ hiicre apopitozine ve

spermatogenezisin bozulmasina neden olur.'#?

2.6. Nimodipin

Nimodipin, L tipi kalsiyum kanallarin1 bloke ederek hiicre icine Ca' girisini
engelleyen, lipofilik yapida, ikinci nesil 1,4-dihidropridin kalsiyum kanal
blokoriidiir.!*!#* L tipi kalsiyum kanallar1 (LTCC’ler), Cav.1 olarak da bilinen voltaj
duyarl kalsiyum kanallaridir. LTCC’ler uzun siireli i¢ge dogru akimlara aracilik etmede
onemli bir rol oynar ve diiz kas kasilmasi, hiicre dongiisii, myokardiyal kontraktilite,
ndronlarda sinir iletimi ve gen ekspresyonu da dahil olmak iizere ¢esitli dokularda
fizyolojik stireglerde rol oynamaktadir. Kalsiyum homeostazisinde bozulmalar nérolojik,
kardiyovaskiiler, kas ve psikiyatrik hastaliklar ile iliskilidir.'*> LTCC inhibitérleri,
hiicrelere Ca*? iyonlarmin girisini azaltarak etki gosterirler. Bu ilaglarin kullanim alani
onceleri kardiyovaskiiler sistem hastaliklari ile sinirlt iken, yapilan giincel ¢alismalarda
beyin ve endokrin sistem dahil birgok organ ve sistem hastaliginda pozitif etkileri
gdsterilmistir.'*°

Nimodipin, 3-O-(2-metoksietil) 5-O-propan-2-il 2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-1,4-
dihidropiridin-3,5-dikarboksilat'a sahip olan 1,4-dihidropiridin halka yapisina sahiptir.
Nimodipin, suda ¢oziinmeyen sar1 kristal bir bilesiktir. Nimodipinin ¢oziindiigii maddeler

arasinda etanol, polietilen glikol 400 ve dimetil siilfoksit yer alir (Sekil 9).!47
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Sekil 9. Nimodipinin biyokimyasal yapist.'#®

Nimodipin, LTCC’lerin viicutta dagilimin bagli olarak 6zelllikle serebral arterler
ve ndronlar olmak iizere bir¢ok hiicreye etki eder.!*’ Nimodipin amfipatik bir bilesik olup,
beyin kan damarlarina olan seciciligi, ilacin artan lipofilik 6zellikleri nedeniyle kan-beyin
bariyerinden rahatlikla gegebilmesine baglanmistir. Beyine spesifik bu etkisiyle SAK
tedavisinde serebral arterlerde vazospazmi 6nlemek icin kullamlir.'*’” Ayni zamanda
beyinde kan akisinin diizenlenmesine ve serebral vazospazm sonucu olusan
komplikasyon riskini azaltmaya yardimci olur. Bu iyilesmeyi saglamada nimodipinin

muhtemel etki mekanizmalarindan birkagi soyledir;

Anjiografik vazospazmin azalmasi,

Fibrinolizis aktivasyonunda artma ile piht1 olusumunun azalmasi,'>°

Noronal koruma saglanmasi,

149,151

Kortikal yayilan iskeminin sinirlanmasidir.
Nimodipin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ca*? alinimi inhibe eder ve periferik

kan damarlarinda vazodilatasyona neden olarak kan basincinin diigmesini saglar. Bu

etkinin olusabilmesi icin gerekli dozdan ¢ok daha diisiik dozlarda beyin kan damarlarinda
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vazodilatasyona neden olur. Boylelikle sistemik kan basinci diigmeden serebral kan
akiminda iyilesme saglanmis olur.'>?

Nimodipin sadece serebral vazospazmi engellemekle kalmaz ayni zamanda
viicuttaki bir¢ok hiicre tipini de etkiler. Yapilan ¢alismalar nimodipinin hiicre i¢i Ca*™
miktarinin korunmasini saglayarak hasar sonrasi hiicredeki apopitozi azalttigin1 ve
boylelikle noronal aktivitede iyilesme sagladigini gostermistir.'>

Nimodipinin kullanilan ila¢ formlar1 oral tablet, oral soliisyon ve intravendz
inflizyon seklindedir. intravendz formu Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (Food and Drug
Administration, FDA) tarafindan onaylanmamistir. Nimodipin, SAK hastalarinda
hastaligin baslangici itibariyle 21 giin boyunca 60 mg oral olarak uygulanmaktadir.
Nimodipin karacigerde sitokrom P450 (CYP) enzim sistemine ait CYP3A4 ve CYP3AS
tarafindan metabolitlerine ayrilir. Nimodipinin terminal yar1 émrii yaklasik 8-9 saattir
ama ilk eliminasyon etkisi hizli oldugu i¢in ilag dozu her 4 saatte bir tekrarlanmalidir.
Nimodipin metabolitler halinde bobrek yoluyla atilir. Nimodipinin karacigerden ilk gecis
etkisi yani metabolizmas1 ve ilacin etkinligi yasa baghdir. Yapilan calismalarda yash
bireylerde bu oranlarin ¢ok daha diisiik oldugunu gdstermistir. Ilacin cinsiyet iizerinde bir

farklilig bulunmamigtr, 147-14%:154
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Diizenegi

Sunulan ¢alisma, Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (SABIDAM) yapilmistir. Deney siirecindeki tiim islemler 1986
Uluslararas1 Strasbourg Hayvan Haklar1 Evrensel Beyannamesine uygun olarak, C.U.
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay1 ile (toplanti sayisi 3, karar numarasi 14, toplanti
tarihi 22.04.2022) veteriner hekim kontroliinde gerceklestirildi.

Sicaklik 224+2°C’de sabit tutuldu. Aydinlik-karanlik dongiisii otomatik denetleyici
bir aygit yardimi ile 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi.
Havalandirma pencere tipi aspiratdrle saglandi. Siganlar paslanmaz tel kapaklar1 olan
plastik kafesler igerisinde tutuldu. Kafeslerin igerisine altlik olarak talas serildi ve her giin
talaslar1 degistirildi. Hayvanlar hazir pellet yem ile beslenirken, su gereksinimlerinde
¢esme suyu kullanildi. Tiim hayvanlarin su ve besin alimlari serbest olarak saglandi.

Calismada toplam 40 adet, 250-300 gr agirliginda Wistar Albino tiirii erkek sican
kullanildi. Sigcanlar random olarak 5 gruba ayrildi (n=8);

1. Grup: Sham operasyon grubu: Sicanlarin skrotumuna iki cm uzunlugunda
cilt ve cilt alt1 kesisi uygulanip, 4/0 ipek stitur ile kapatildi.

2. Grup: Testis Torsiyon grubu (TT): Testis torsiyonu, sol testis agiga ¢ikartilip
saat yoniinde 720° dondiiriilerek gerceklestirildi. Torsiyonun siirdiiriilebilmesi icin testis
tunika albugineasindan skrotuma 4/0 ipek siitur ile tespit edildi. Siganlar 3 saatlik torsiyon
stiresinden sonra sakrifiye edildi (Sekil 10).

3. Grup: Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu (TT/D): Torsiyon grubundaki
islemler ayn1 sekilde uygulanip, 3 saatlik torsiyonun ardindan cilt siitiirleri agildi, tespit
dikisleri alindiktan sonra testis saat yoniiniin tersine dondiiriilerek diizeltildi. Insizyon
tekrar 4/0 ipek siitiir ile kapatilip reperfiizyon saglanan siganlar 3 saat boyunca normal
laboratuvar sartlarinda yasatildi. Siganlar 3. saatin sonunda sakrifiye edildi (Sekil 11).

4. Grup: Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup (TT/N):
Torsiyon grubundaki islemler aynmi sekilde uygulanip, 3 saatlik torsiyon siiresinden 2,5
saat sonra 1 mg/kg nimodipin intraperitoneal (i.p) yolla uygulandi. Bu islemden yarim

saat sonra sicanlar sakrifiye edildi.
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5. Grup: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup
(TT/D/N): T/D grubundaki islemler ayni sekilde uygulandi ve 3 saatlik torsiyon
isleminden 2,5 saat sonra 1 mg/kg nimodipin i.p. yolla uygulandi. Bu islemden yarim saat
sonra detorsiyon islemi gerceklestirildi. Detorsiyon isleminden 3 saat sonra siganlar
sakrifiye edildi.

Biitiin cerrahi islemler intramuskiiler uygulanan 2 mg/kg xylazine ve 12,5 mg/kg
ketamin anestezisi altinda gergeklestirildi. Anestezi altinda siganlardan biyokimyasal
incelemeler icin intrakardiyak kan ornekleri alindi. Sakrifiye edilen siganlardan elde
edilen testis doku Ornekleri 151k mikroskobik, immiinohistokimyasal ve elektron
mikroskobik incelemeler icin doku hazirlama yontemlerine uygun olarak hazirlandi ve
mikrograflar1 elde edildi. Elde edilen veriler uygun istatistiksel yontemlerle

degerlendirildi.

Sekil 10. Torsiyon uygulanmis testis goriinimii. Sekil 11. Detorsiyon uygulanmis testis goriiniimii.

3.2. Isik Mikroskobik Doku Hazirlama Yontemi

Bouin soliisyonuna alinan testis doku 6rnekleri 8 saatlik tespitin ardindan, 6 saat
boyunca % 50°lik alkolde bekletilip % 70’lik alkole alindi. Daha sonra dokularin Leica
TP 1020 (Leica Biosystems, Germany) ototeknikon cihazi ile Tablo 1’de belirtilen rutin
doku takipleri yapildi.
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Tablo 1. Isik mikroskobik doku takip yontemi.

Oda sicakliginda % 70’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda % 80’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda % 90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika

Oda sicakliginda Saf alkol+Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C Parafin 1 saat
60°C Parafin 1 saat 30 dakika

Doku takibi bittikten sonra dokular parafin i¢ine gomiilerek blok haline getirildi.

Elden edilen bloklardan mikrotom ile 5 pm kalinhiginda parafin kesitler alinarak,

Hematoksilen & Eozin boyama yontemi ile boyandi. Olympus BX53 (Tokyo, 29

Japonya) 151k mikroskobunda incelenerek fotograflar ¢ekildi.

3.3. Johnsen Tiibiiler Biyopsi Skorlamasi

Johnsen tiibiiler biyopsi skorlamasi (JTBS), seminiferoz tiibiiller boyunca

karsilagilan hiicrelerin profiline gore spermatogenezisi 6lgmek icin on puanlik bir

puanlama sistemi igerir. JTBS’nin 10 olmasi maksimum spermatogenezis aktivitesini

gosterirken, 1 skoru germ hiicrelerinin tamamen yoklugunu gosterir. Y 6ntem pratiktir ve

uygulanmasi kolaydir ve seminal analizlerin sonuglari ile testis biyopsilerinin sonuglari

arasinda bir baglant1 saglar. Her gruptan 10 farkli kesitten 20’ser seminiferdz tiibiil

incelendi. Her grup i¢in ayr1 ayr1 200 adet tiibiil degerlendirildi ve her birine Tablo 2°deki

kriterlere gore 1’den 10’a kadar puan verildi.

155,156

Tablo 2. Johnsen Tiibiiler Biyopsi Skoru.

Tibiiler kesitlerde hiicre yok

Germ hiicreleri yok, sadece Sertoli hiicreleri var

Sadece spermatogonyum mevcut

Sadece birka¢ spermatosit mevcut

(VN ISR S R

Spermatozoa yok, spermatid yok ama birka¢ veya birgok
spermatosit bulunur

Sadece birkag¢ spermatid mevcut

Spermatozoa yok ama ¢ok sayida spermatid var

Sadece birka¢ sperm mevcut

N=Ri-“NEN § i)

Cok sayida sperm mevcut ancak diizensiz germinal epitel

o
<

Tam spermatogenezis ve normal diizenli tiibiiller
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3.4. Immiinohistokimyasal Inceleme Yontemleri

Apopitozin gostergelerinden birisi olan kaspaz-3, apopitozin hem intriksik hem
de ekstrinksik yollarinda 6nemli bir aracidir. TNF-a proinflamatuvar bir sitokin olmakla
beraber testis yaralanmalarindaki patojenik siiregte degisiklik gosterir. Sakrifiye edilen
sicanlarda kaspaz-3 ve TNF-a immiinreaktivite incelemeleri i¢in testis doku 6rnekleri %
10’luk noétral formalin igerisine alinarak 72 saat siireyle tespit edildi. Tespit edilen doku
ornekleri Leica TP 1020 (Leica Biosystems, Germany) ototeknikon cihazi ile Tablo 1’de
belirtilen rutin doku takipleri yapildi. Daha sonra parafine gomiilen 6rneklerden, polilizin
kapli lamlara 4 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler ilk olarak fon makinesi ile
kurutularak 15 dakika buzdolabinda bekletildi ve ardindan 60°C’de etiivde ksilol
icerisinde 15 dakika deparafinize edildi. Daha sonra oda 1sisindaki ksilol igerisinde 3
dakika daha bekletilen testis doku kesitleri, derecesi giderek azalan alkol serileri ile
hidrate edildi. Distile suyun ardindan sitrat soliisyonu (pH: 6) igerisine alinan kesitler
95°C’lik su banyosunda, 30 dakika bekletilerek antijenlerin agiga ¢ikmasi saglandi.
Ardindan oda 1sisinda 45 dakika sogutulan kesitler, distile suda yikanarak endojen
peroksitlerin bloklanmasi i¢in % 3’liik hidrojen peroksit icerisine alind1 ve 15 dakika
bekletildikten sonra, distile su ve fosfat tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4) gecirildi. Her
bir kesitin etrafi dikkatlice kurulandiktan sonra {iizerine nonspesifik baglanmayi
engellemek icin blocking soliisyonu (ab93705, abcam, USA) damlatildi. Oda 1sisinda 20
dakika bekletildikten sonra kesitler distile su ve fosfat tamponundan gecirildi ve
dokularin etrafi kurutma kagidi ile kurulandi. 1/100 oraninda dilue edilen Anti-TNF-a
(STJ97489, St. John’s Laboratory) ve 1/100 oraninda dilue edilen Anti-CASP3
(STJ97448, St. John’s Laboratory) primer antikorlari damlatildi. Primer antikor
damlatilan tiim kesitler +4°C’de, nemli ortamda 1 gece bekletildi. Ertesi giin oda 1sisina
alinan kesitler 1 saat daha primer antikor ile muamele edildi. Bir saatin sonunda distile su
ile PBS’den gegirilen kesitlerin etrafi kurulandi1. Uzerilerine Biyotinlenmis Kegi Anti-
Polivalan (ab93705, abcam, USA) damlatilarak 15 dakika bekletildi. On bes dakika sonra
distile su ve PBS ile yikanan kesitlerin etrafi kurulanip Streptavidin Peroksidaz
(ab93705, abcam, USA) damlatilarak, 20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Distile su ve
PBS’den gegcirilen kesitlerin iizerine, aminoetilkarbazol (AEC, ab93705, abcam, USA)
sollisyonu damlatild1 ve 5 dakika bekletildi, cesme suyu ile yikandi ve doku kesitleri zit

boyama i¢in hematoksilen soliisyonunda 30 saniye boyandi. Boyama isleminden sonra
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kesitler, ¢esme suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su bazli kapama maddesi
damlatilarak dokular lamel ile kapatildi. Olimpus BXS53 151k mikroskobu (Japan) ile

incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.4.1. Immiinohistokimyasal Skorlama Yéntemi

Testis doku orneklerinde TNF-o ve kaspaz-3 ekspresyonlarinin yaygimlik ve
siddetini semi-kantitatif olarak degerlendirmek i¢in “Histoskor (H-skor) Sistemi”
kullanildi. Bu amagcla her bir testiste x40’lik objektifte rastgele secilen 10 alanda
immiinpozitif hiicre yiizdesiyle birlikte dort farkli boyanma yogunluklarinin ¢arpimlari

toplanarak her grup icin bir H-skoru elde edildi.'’

Boyanma derecesi = 0 (Boyanma yok)
=1 (Zay1f boyanma)
= 2 (Orta derecede boyanma)
= 3 (Siddetli boyanma) seklinde degerlendirildi.

H-skor degerini hesaplamak i¢in “ZPi(I + 1)” formiili kullanildi.
I: Intensity (Yogunluk)

PC: Percentage of stained cells for each intensity (Her derecede boyanan hiicre yiizdesi)

Gruplara ait her bir testiste x40’lik objektifte rastgele secilen 10 alanda boyanma

farklilig1 gézetmeksizin TNF-a ve kaspaz-3 pozitif hiicre sayis1 hesaplandi.

3.5. Elektron Mikroskobi Doku Hazirlama Y 6ntemi

Elekron mikroskobik doku takibi i¢in Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %
5°lik glutaraldehit soliisyonuna alian testis doku drnekleri, 1 saatin sonunda 1mm?*’liik
pargalara ayrildi. Ayrilan doku pargalari tekrar % 5°lik glutaraldehit soliisyonuna alinarak
3 saat siiresince tespit edildi. Boylece dokular toplamda 4 saat siireyle glutaraldehit
soliisyonunda tespit edilmis oldu. Birinci tespit isleminden sonra dokular Millonig fosfat
tamponunda 2 kez 10’ar dakika siireyle yikandi. Ardindan Millonig fosfat tamponu ile
hazirlanmis ikinci tespit soliisyonu olan % 1°lik osmium tetraoksit soliisyonunda 2 saat

bekletildi. ikinci tespitten sonra dokular tekrar Millonig fosfat tampunu ile 2 kez 10’ar
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dakika siireyle yikandi. Daha sonra dokular Tablo 3’de belirtilen siraya gore derecesi

artan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.

Tablo 3. Elektron mikroskobik doku takip yontemi.

% 50’lik etil alkol +4°C 15 dakika

% 70’lik etil alkol +4°C 15 dakika

% 86°lik etil alkol +4°C 15 dakika

% 96°lik etil alkol +4°C 15 dakika

% 100’lik etil alkol +4°C 15 dakika

% 100’lik etil alkol +4°C 15 dakika

% 100’lik etil alkol +4°C 15 dakika
Propilen oksit Oda sicakliginda 15 dakika

Propilen oksit Oda sicakliginda 15 dakika

Propilen oksit+Gomme materyali Oda sicakliginda 30 dakika
Propilen oksit+Gomme materyali Oda sicakliginda 30 dakika

Bu islemlerden sonra doku pargalar1 Tablo 4’de belirtilen sekilde hazirlanan rezin
icerisine alinarak 1 gece boyunca rotatorda dondiiriilerek karistirildi. Bu sekilde rezinin

doku pargalari igerisine daha iyi niifuz etmesi saglandi.

Tablo 4. Gomme materyalinin hazirlanisi.

Aralaldehit (CY 212) 20 ml

Sertlestirici (HY 964) 20 ml

Hizlandiric1 (DY 064) 0,6 ml
Plastiklestirici-Dibiiitil Fitalat 1 ml

Bir giin sonra rotatordan alinan doku pargalari, taze hazirlanmig gdmme materyali
kullanilarak beem kapsiillere gomiilerek 60°C etiivde 48 saat polimerize edildi. Daha
sonra bloklar etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Elde edilen bloklardan Ultracult S
ultramikrotomu ile 1 pum kalinliginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile
boyandi ve bloklardan uygun alanlarin se¢imi yapildi. Belirlenen alanlardan
ultramikrotom ile 50 nm kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 gbézenekli
bakir gridler iizerinde toplanarak % 70’lik etil alkolde hazirlanan doymus uranyum asetat
ve Reynolds’un kursun nitrat soliisyonu ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400

Transmisyon Elektron Mikroskobu (Japonya) ile incelenerek mikrograftlari elde edildi.
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3.6. Biyokimyasal Analizlerin Yapilis1

Anestezi altindaki siganlardan biyokimyasal analizler i¢in enjektdr yardimiyla
intrakardiyak kan alindi ve serum seperator tiiplerine konuldu. Kanlar 3000 rpm’de 10
dakika stireyle santrifiij edilerek serum kismi ayrildi. Ayrilan serum kismi eppendorf
tiiplerine alinarak -80°C’de muhafaza edildi. Deneylerin tamam bittikten sonra serum
ornekleri oda 1s1sinda bekletilerek ¢alisma periyoduna getirildi. Serum 6rneklerinde SOD
(Sun Red, 201-11-0169, China), MDA (Sun Red, 201-11-0157, China), testosteron (Sun
Red, 201-11-5126, China) degerleri Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda CHROMATE marka yari otomatize mikro-ELISA cihazinda kit

prosediiriine uygun olarak analiz edildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Immiinohistokimyasal skorlamalarin, Johnsen tiibiiler biyopsi skorlamalarinin ve
biyokimyasal verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5 (Gradpad Software Inc.
USA) Programi kullanildi.  Verilerin normal dagilimli olup olmadiklar
“D’Agostino&pearson omnibiis normality test” ile degerlendirildi. Immiinreaktivite
skorlart ile pozitif boyanan hiicre sayilari, Johnsen tiibiiler biyopsi skor puanlar1 ve
biyokimyasal verilerin, kontrol gruplar ile arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek igin
“Mann Whitney U testi” kullanildi. Hasar ve hasar sonrasi tedavi gruplarinin
biyokimyasal verilerinin kontrol grubu ile kiyaslamada ise Unpaired t-testi uygulandi.

0,05’ten kiiciik degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular
Sham grubu ve deney gruplarindan elde edilen testis doku 6rneklerinin

Hematoksilen & Eozin ile boyanmis kesitleri 1s1k mikroskobuyla incelendi.

4.1.1. Grup 1: Sham Grubu

Sham grubu sicanlardan elde edilen testis doku Orneklerinin 151k mikroskobik
olarak incelenmesinde, testisin en distan fibroelastik bag dokusu yapisindaki tunika
albuginea ile sarili oldugu goriildii. Testis parankimast normal goriiniimlii ¢cok sayida
seminiferdz tiibiil ve bunlarin aralarimi dolduran interstisyumdan olusmaktaydi.
Membrana propria ile ¢evrilmis seminiferdz tiibiiller spermatojenik hiicreler ve Sertoli
hiicreleri ile déseliydi. Seminiferdz tiibiil epiteli bazal laminasi lizerine oturan, prizmatik
sekilli Sertoli hiicreleri bazalden seminiferdz limenine kadar uzanmaktaydi. Sertoli
hiicrelerinin bazal sitoplazmasi igerisine yerlesmis, oval veya iiggen sekilli ¢ekirdekleri
bulunmaktaydi. Sertoli hiicrelerinin arasinda, bazal lamina {izerinde bulunan
spermatogonyumlar kondanse kromatinden zengin oval ¢ekirdekleriyle belirgin olarak
ayirt edildiler. Seminiferdz tiibiil epitelinin en biiyiik hiicreleri olan primer spermatositler
genis sitoplazmaya ve oval bir ¢ekirdege sahipti. Tiibiil liimenine yakin kiiciik
spermatidler ve uzun ig sekilli ¢ekirdekleriyle karakterize spermatozoonlar seminiferéz
tiibiil liimenine yakin yerlesimde bulunmaktaydi. Seminiferdz tiibiiller arasinda bulunan
gevsek bag dokusundan olusan interstisyum icerisinde kan damarlari, lenfatikler,
makrofajlar ve fibroblastlar ile birlikte poligonal sekilli, eozinofilik sitoplazmali, biliylik
ve kromatinden fakir ¢ekirdekleriyle karakterize Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler)

bulunmaktaydi (Sekil 12).
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Sekil 12. Sham grubu 151k mikroskobik goriiniimii. Normal goriiniimlii tunika albuginea (TA), seminifer6z

tiibiiller (ST) ve interstisyum (siyah ok) izlenmektedir. H&E. Bar = 100 um.
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4.1.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT)

Ug saatlik torsiyon uygulanan sicanlardan alinan testislerde makroskobik olarak
hiperemi, koyu mor renk degisimi, 6deme bagli sisme ve testis boyutlarinda artis oldugu
izlendi (Sekil 10). Isik mikroskobik incelemede, tunika albugineanin kalinlastig1 ve bazi
alanlarda testis parankiminden ayrildig: dikkati ¢ekti. Tunika vaskiilozada bulunan kan
damarlarinda dilatasyon ve kanama alanlar1 oldugu gozlendi (Sekil 13). Seminifer6z
tiibiil epitel diizeninin bozuldugu, yaygin dejenerasyon oldugu, seminiferdz epitelin bazal
laminadan ayrildig1 ve hiicreler arasi alanlarda genisleme oldugu izlendi (Sekil 14). Bazi
seminiferdz tiibiillerde epitelde dokiilmeye bagli olarak tiibiillerin liimeninde immatiir
spermatojenik hiicre varligina rastlanildi (Sekil 15). Seminiferoz tiibiilde piknotik
cekirdege sahip hiicreler (Sekil 16) ve apopitotik cisimcikler gozlendi (Sekil 17).
Interstisyel alanda 6demi temsil eden genisleme, yaygin hemoraji ve damarlarda

konjesyon oldugu izlendi (Sekil 13 ve 15).
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Sekil 13. Testis Torsiyon grubu 1s1k mikroskobik gériiniimii. Tunika albugineanin (TA) kalinlastig1, tunika

vaskiilozada bulunan kan damarlarinda dilatasyon ve konjesyon oldugu (ok baslar1), interstisyel
alanda 6demi temsil eden genisleme (yildiz) ile kanama alanlarinin (siyah ok) varlig

izlenmektedir. H&E. Bar = 100 pm.
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Sekil 14. Testis Torsiyon grubu 15tk mikroskobik goriiniimii. Seminiferdz tiibiil epitel diizeninin
bozuldugu, yaygin dejenerasyon oldugu (siyah ok), seminiferéz epitelin bazal laminadan
ayrildig1 ve seminiferéz epitelde hiicreler arasi alanlarda genisleme (*) olustugu izlenmektedir.

H&E. Bar = 100 pm.
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Sekil 15. Testis Torsiyon grubu 1sik mikroskobik goriiniimii. Seminiferdz tiibiil epitelinde dokiilmeye

bagli olarak olusan tiibiillerin limeninde immatiir spermatojenik hiicrelerin varligi (beyaz ok)
goriilmektedir. Interstisyel alanda yaygm kanama alanlari (siya ok) izlenmektedir. H&E. Bar =

100 pm.
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Sekil 16. Testis Torsiyon grubu 15tk mikroskobik goriiniimii. Seminiferdz tiibiil epitel diizeninin
bozuldugu, seminiferdz epitelin bazal laminadan ayrildigi (*), seminiferdz tiibiilde piknotik

¢ekirdege sahip hiicrelerin (beyaz ok) varligi goriilmektedir. H&E. Bar = 50 pm.
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Sekil 17. Testis Torsiyon grubu 151tk mikroskobik goriiniimii. Seminiferdz tiibiil epitel diizeninin

bozuldugu, seminiferdz epitelin bazal laminadan ayrildigi (*) ve apopitotik cisimciklerin varlig

(beyaz oklar) izlenmektedir. H&E. Bar = 50 pm.
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4.1.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detorsiyon Grubu (TT/D)

Testise 3 saatlik torsiyondan sonra detorsiyon uygulanan sicanlara ait testis doku
orneklerinde makroskobik olarak hafif bir hiperemi, pembe-mor arasi renk degisikligi ve
hafif 6dem varligi gozlendi (Sekil 11). Isik mikroskobik incelemede seminiferdz
tiibiillerde epitel diizeninin bozuldugu, seminiferdz epitelin bazal laminadan ayrildig
(Sekil 18), tiibiil limeninde olgunlagmamis spermatojenik seri hiicrelerinin bulundugu
(Sekil 19 ve 20), bazi alanlarda ise epitel diizeni bozulmus seminiferdz tiibiillerde
apopitotik cisimciklerin varligi izlendi (Sekil 21). Bunlarin yam sira bazi alanlarda
seminiferdz tiibiillerin normal morfolojik yaprya sahip oldugu goriildii. Interstisyel alanda
kapiller dilatasyon, yer yer hemoraji ve ddemi temsil eden hiicreler arasi alanda
genislemeler gdzlendi. Interstisyel alanda inflamatuvar hiicre yogunlugunda artis dikkati

cekti (Sekil 18 ve 19).
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Sekil 18. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 1sik mikroskobik goriiniimii. Seminiferdz epitelin bazal

laminadan ayrildig1 (*) izlenmektedir. Interstisyel alanda 6demi temsil eden hiicrelerarasi alanda
genislemeler (yildiz) ve inflamatuvar hiicre varlig1 (siyah ok) goriilmektedir. H&E. Bar = 100

pm.
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Sekil 19. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 1s1k mikroskobik goriiniimii. Seminiferdz tiibiil liimenlerinde
olgunlasmamis spermatojenik seri hiicreleri (beyaz ok) ve interstisyel alanda kapiller dilatasyon,
konjesyon (ok basi), hemorajinin (siyah ok) varligi, 6demi temsil eden hiicreler arasi alanda

artma (yildiz) izlenmektedir. H&E. Bar = 100 um.
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Sekil 20.  Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 1g1k mikroskobik goriiniimii. Seminiferdz tiibiil liimeninde
olgunlasmamis spermatojenik seri hiicrelerinin varligi (siyah ok) izlenmektedir. H&E. Bar =

50 pm.
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Sekil 21. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu 1sik mikroskobik goriinimii. Seminiferdz epitel diizeninin

bozuldugu, seminiferdz tiibiil hiicrelerinin bazal laminadan ayrildigi (*) ve seminifer6z

tiibiillerde apopitotik cisimciklerin (siyah oklar) varlig1 goriilmektedir. H&E. Bar = 100 pm.

54



4.1.4. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan Grup
(TT/N)

Testislere uygulanan torsiyondan 2,5 saat sonra nimodipin verilen ve bu
uygulamadan yarim saat sonra sakrifiye edilen siganlardan alinan testis kesitlerinin 151k
mikroskobik incelemesinde, TT grubu ile karsilagtirildiginda tunika albugineadaki
kalinlagsmanin azaldig1, seminiferdz tiibiil yapilarinin daha iyi korunmus oldugu dikkat
cekti. Seminiferdz tiibiil epitelindeki dokiilmelerin daha az oldugu ve tiibiil limeninde
olgunlasmamis spermatojenik hiicrelerin bulunmadig: izlendi. Interstisyel alanda 6dem

ve hemorajinin azaldig1 gézlendi (Sekil 22 ve 23).
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Sekil 22. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 151k mikroskobik goériiniimii. Tunika
albugineadaki (TA) kalinlasmanin azaldigi, seminifer6z tiibiillerin (ST) normal yapida oldugu
goriilmektedir. Interstisyel alanda 6dem ve kanamanin azaldig1 (siyah ok) izlenmektedir. H&E.

Bar =100 pm.
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Sekil 23. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 1gik mikroskobik goériiniimii. Tunika
albuginea (TA), seminiferoz tiibiiller (ST) ve interstisyel alan (siyah ok) normal yapida
izlenmektedir. H&E. Bar = 100 pm.

57



4.1.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan
Grup (TT/D/N)

Testislere torsiyon yapilan ve torsiyondan 2,5 saat sonra nimodipin verilerek
yarim saat sonra detorsiyon uygulanan siganlarin testislerinden alinan kesitlerin 11k
mikroskobik incelemesinde, tunika albuginea ile tunika vaskiilozanin, seminifer6z
tiibiillerin normal yapida oldugu, Sertoli hiicreleri ve spermatojenik seri hiicrelerinin
normal olarak gorildiigli, interstisyel alanda 6dem ve kanamanin minimal diizeyde

oldugu izlendi (Sekil 24 ve 25).
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Sekil 24. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 11k mikroskobik goriiniimii.

Tunika albuginea (TA), seminiferdz tiibiiller (ST), interstisyel alan (siyah oklar) normal olarak

goriilmektedir. H&E. Bar = 100 um.
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Sekil 25.  Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup 151k mikroskobik

goriiniimii. Seminiferdz tibiiller (ST), interstisyel alan (siyah oklar) normal olarak

goriilmektedir. H&E. Bar = 100 um.

60



4.2. Johnsen Tiibiiler Biyopsi Skoru (JTBS)

Testis dokusunda hasar degerlendirmesi i¢in tiim gruplara JTBS yapild1 ve
istatistiksel olarak degerlendirildi. Johnsen tiibiiler biyopsi skoru, sham grubu ile
karsilastirildiginda biitiin deney gruplarinda istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistt. Sham grubu ile karsilastirilarak elde edilen JTBS azalmasinin, TT (p<0.0001)
ve TT/D (p<0.0001) gruplarinda, TT/N (p<0.001) ve TT/D/N (p<0.01) gruplarina kiyasla
daha fazla oldugu goriildii. TT ve TT/D gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamaktaydi (p>0.01). TT/N ve TT/D/N gruplarinda JTBS’nin, TT ve TT/D
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildi (p<0.0001). TT/N
ve TT/D/N gruplar1 arasinda anlamli bir fark gériilmedi (p>0.01) (Tablo 5 ve Sekil 26).
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Tablo 5. Johnsen Tiibiiler Biyopsi Skoru (JTBS) (ortalama+standart sapma).

Gruplar JTBS
Sham 9,70+0,05
TT 6,53+0,26
TT/D 6,90+0,05
TT/N 8,46=0,17
TT/D/N 8,90+0,05

Johnsen Skoru
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Sekil 26. Johnsen Tiibiiler Biyopsi Skoru. *p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001.
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.3.1. Kaspaz-3 Immiinreaktivitesi

4.3.1.1. Grup 1: Sham Grubu

Skrotal kesi yapilan ve sadece testisleri disar1 ¢ikarilip tekrar yerine konulan sham
grubu si¢anlardan elde edilen testis doku orneklerinde apopitotik hiicre markir1 olarak
kullanilan kaspaz-3 ekspresyonlarini arastirmak i¢in immiinohistokimyasal yontemler
uygulandi. Bu grupta seminiferdz tiibiillerde ve interstisyel alanda minimal

immiinreaktivite oldugu goriildii (Sekil 27).
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Sekil 27. Sham grubu, kaspaz-3 immiinreaktivitesi. Bar= 50 pm.
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4.3.1.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT)

Ug saatlik torsiyondan sonra sakrifiye edilen sicanlarin testis doku &rneklerinde
kaspaz-3 ekspresyonlarini arastirmak amaciyla immiinohistokimyasal boyama yapildi.
Seminiferoz tiibiil igerisinde 6zellikle primer spermotositlerde ve spermatidlerde belirgin
bir sekilde kaspaz-3 ekspresyonunun oldugu gozlendi. Spermatogonyumlar ve Sertoli

hiicrelerinde kaspaz-3 immiinreaktivitesinin daha az oldugu izlendi. Interstisyel alanda

bulunan Leydig hiicrelerinde ise immiinreaktivitenin minimal diizeyde oldugu goriildii

(Sekil 28).

Sekil 28. Testis Torsiyon grubu, kaspaz-3 immiinreaktivitesi. Seminiferdz tiibiil icerisinde primer
spermotositlerde (PSt) ve spermatidlerde (Sd) belirgin kaspaz-3 immiinreaktivitesi
goriilmektedir. Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde (siyah ok) ise

immiinreaktivitenin minimal diizeyde oldugu izlenmektedir. Bar= 50 pm.
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4.3.1.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detorsiyon Grubu (T/D)

Ug saatlik torsiyon ve ardindan 3 saatlik detorsiyondan sonra sakrifiye edilen
sicanlarin testis doku Orneklerinde kaspaz-3 ekspresyon bulgulari torsiyon grubuyla
benzer oOzellikteydi. Primer spermatositlerde ve spermatidlerde ¢ok yogun
immiinreaktivite izlendi. Spermatogonyumlar ve Sertoli hiicrelerinde kaspaz-3
immiinreaktivitesi minimal diizeyde oldugu goriiliirken torsiyon grubundan farkli olarak

interstisyel alanda Leydig hiicre immiinreaktivitesine artig goriildi (Sekil 29).

Sekil 29.  Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu, kaspaz-3 immiinreaktivitesi. Seminiferoz tiibiil igerisinde

primer spermotositlerde (PSt) ve spermatidlerde (Sd) belirgin kaspaz-3 immiinreaktivitesi
izlenmektedir. Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde (siyah ok) belirgin kaspaz-3

immiinreaktivitesi gorillmektedir. Bar= 50 pm.
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4.3.1.4. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan Grup
(TT/N)

Testis dokusuna uygulanan torsiyondan 2,5 saat sonra nimodipin uygulanan
sicanlarin testis doku Orneklerinde kaspaz-3 ekspresyonlarini aragtirmak amaciyla
immiinohistokimyasal yontemler uygulandi. Nimodipin tedavisi uygulanmayan TT ve
TT/D gruplartyla kiyaslandiginda ¢ogu seminiferdz tiibiilde kaspaz-3 ekspresyonunun
azaldigi gozlendi. Primer spermatositlerde ve spermatidlerde minimal kaspaz-3
immiinreaktivitesi gortildii. Yine interstisyel alanda Leydig hiicrelerinde minimal kaspaz-

3 immiinreaktivitesi izlendi (Sekil 30).

L soum

Sekil 30. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, kaspaz-3 immiinreaktivitesi. Bar= 50

pm.
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4.3.1.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi
Uygulanan Grup (TT/D/N)

Testis torsiyonundan 2,5 saat sonra nimodipin tedavisi uygulanan si¢anlara bu
islemden yarim saat sonra detorsiyon uygulandi ve 3 saat detorsiyonda kalan siganlarin
doku orneklerinde kaspaz-3 ekspresyonlar1 incelendi. Seminiferz tiibiillerde ¢ogu
hiicrede kaspaz-3 immiinreaktivitesinin azaldigi gozlenmekle birlikte primer
spermatositlerde orta diizeyde immiinreaktivite izlendi. Spermatidlerde, Sertoli
hiicrelerinde ve spermatogonyumlarda minimal diizeyde kaspaz-3 immiinreaktivitesi

goriildlii. Yine interstisyel alanda Leydig hiicrelerinde minimal diizeyde kaspaz-3

immiinreaktivitesi izlendi (Sekil 31).

———
L

Sekil 31.  Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, kaspaz-3

immiinreaktivitesi. Bar= 50 pm.
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4.3.2. TNF-o immiinoreaktivitesi

4.3.2.1. Grup 1: Sham Grubu

Skrotal kesi yapilip testisleri disar1 ¢ikarilip tekrar yerine konulan sham grubu
sicanlardan elde edilen testis doku oOrneklerinde inflamatuvar hiicre markir1 olarak
kullanilan TNF-o ekspresyonlarin1 arastirmak i¢in immiinohistokimyasal boyama
yapildi. Bu grupta seminiferéz tiibiillerde ve interstisyel alanda TNF-a

immiinreaktivitesinin minimal oldugu goriildii (Sekil 32).

Sekil 32. Sham grubu, TNF-o immiinreaktivitesi. Bar= 50 um.
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4.3.2.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT)

Ug saatlik torsiyondan sonra sakrifiye edilen sicanlarin testis doku &rneklerinde
TNF-o immiinohistokimyasal boyama yapildi. Seminiferdz tiibiil icerisinde 6zellikle
primer spermotositlerde ve spermatidlerde TNF-o immiinreaktivitesinin ¢ok yogun
oldugu gozlenirken spermatogonyumlar ve Sertoli hiicrelerinde TNF-a ile boyanmanin

daha az oldugu goriildii. Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde TNF-a

immiinreaktivitesinin spermatositlerden ¢ok daha az oldugu izlendi (Sekil 33).

Sekil 33. Testis Torsiyon grubu, TNF-a immiinreaktivitesi. Seminifer6z tiibiil icerisinde primer
spermotositlerde (PSt) ve spermatidlerde (Sd) belirgin TNF-a immiinreaktivitesi goriilmektedir.
Interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde (siyah ok) TNF-o immiinreaktivitesinin

spermatositlerden daha az oldugu izlenmektedir. Bar= 50 um.
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4.3.2.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detorsiyon Grubu (TT/D)

Uc saatlik torsiyon ve 3 saatlik detorsiyondan sonra sakrifikasyon islemiyle
sicanlardan elde edilen testis doku oOrneklerinde TNF-a ekspresyonlarinin
immiinreaktivite bulgular1 torsiyon grubuyla benzer nitelikteydi. Primer spermatositlerde
ve spermatidlerde belirgin immiinreaktivite izlendi. Spermatogonyumlar ve Sertoli
hiicrelerinde minimal TNF-o immiinreaktivitesi gézlenirken, torsiyon grubundan farkli
olarak interstisyel alanda Leydig hiicrelerinde TNF-a immiinreaktivitesinde artma fark

edildi (Sekil 34).

Sekil 34. Testis Torsiyon/Detorsiyon grubu, TNF-a immiinreaktivitesi. Seminiferoz tiibiillerdeki primer

spermotositlerde (PSt) ile spermatidlerde (Sd), interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinde

(siyah ok) belirgin TNF-a immiinreaktivitesi izlenmektedir. Bar= 50 um.
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4.3.2.4. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan Grup
(TT/N)

Testis dokusuna uygulanan 3 saatlik torsiyon siiresinin 2,5 saatini doldurduktan
sonra nimodipin uygulanan si¢anlarin testis doku orneklerinde TNF-a ekspresyonlarini
aragtirmak amaciyla immiinohistokimyasal boyama yapildi. Seminifer6z tiibiillerin
cogunda TNF-o immiinreaktivitesinin azaldigi gozlendi. Primer spermatositlerde ve
spermatidlerde minimal TNF-o immiinreaktivitesi goriildii. Interstisyel alanda Leydig

hiicrelerinde de TNF-a immiinreaktivitesi minimal diizeydeydi (Sekil 35).

Sekil 35. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, TNF-o immiinreaktivitesi. Bar= 50

pm.
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4.3.2.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi
Uygulanan Grup (TT/D/N).

Testis dokusuna uygulanan 3 saatlik torsiyon isleminin 2,5 saatini dolduran
sicanlara nimodipin uygulandi ve bu islemden yarim saat sonra detorsiyon
gerceklestirildi. Ug saat detorsiyonda kalan sicanlarm testis doku &rneklerinde TNF-a
ekspresyonlarinin  immiinreaktivitesi incelendiginde, seminiferéz tiibiillerde ¢ogu
hiicrede TNF-a ekspresyonlarinin minimal diizeyde oldugu gozlenirken primer
spermatositlerde boyanmanin diger hiicrelere kiyasla daha fazla oldugu dikkati ¢ekti.
Intersisyel alanda Leydig hiicrelerinde TNF-0, immiinreaktivitesinin minimal diizeyde

oldugu goriildii (Sekil 36).

Sekil 36. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup, TNF-o immiinreaktivitesi.

Bar= 50 pm.
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4.3.3. Immiinohistokimyasal Skorlama

Immiinohistokimyasal skorlama sonuglarina gére TT ve TT/D gruplarindaki
siganlarin testis doku kesitlerinde kaspaz-3 ve TNF-a immiinreaktiviteleri sham grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. TT ve TT/D kendi icinde
degerlendirildiginde immiinohistokimyasal skorlama sonuglarinda anlamli bir fark
bulunmamasina ragmen TT/D’deki artigin bir miktar yiiksek oldugu dikkati ¢ekti. Sadece
torsiyon ve torsiyon/detorsiyon islemleriyle beraber tedavi ajan1 olarak nimodipin verilen
TT/N ve TT/D/N gruplarinda kaspaz-3 ve TNF-a immiinohistokimyasal skorlama
sonuglari, sham grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulunurken hasar gruplaria (TT
ve TT/D) kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu dikkati ¢ekti. TT/N ve TT/D/N kendi
aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gostermezken TT/N’deki azalmanin bir

miktar fazla oldugu goriildii (Sekil 37 ve 38).
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Sekil 37. Deney gruplarinin testis doku kesitlerinde kaspaz-3 immiinreaktivitelerinin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi. ***p<0.0001.
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Sekil 38. Deney gruplarinin testis doku kesitlerinde TNF-a immiinreaktivitelerinin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi. ***p<0.0001.
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4.4. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.4.1. Grup 1: Sham Grubu

Skrotal kesi yapilan ve sadece testisleri disar1 ¢ikarilip tekrar yerine konulan sham
grubu sicanlara ait testis doku Ornekleri ince yapi diizeyinde degerlendirildi. Bazal
lamina, miyoid hiicreler ve membrana proprianin diizenli bir yap1 sergiledigi goriildii
(Sekil 39). Yasst sekilli, periferal kromatin igeren g¢ekirdekleri olan miyoid hiicreler
normal elektron densiteye sahipti. Miyoid hiicrelerin sitoplazmalarinda az sayida
mitokondriyon ve mikropinositotik vezikiiller yer almaktayd: (Sekil 40). Ucgen ya da
oval sekilli, indentasyonlu ¢ekirdege ve bir ¢ekirdekgige sahip olan Sertoli hiicreleri,
bazalden liimene kadar uzanmaktaydi. Sertoli hiicrelerin sitoplazmasinda ¢ok iyi gelismis
SER, belirgin Golgi kompleksi ve az gelismis GER ve lizozomlar gozlendi.
Mitokondriyonlar tiibiiler yapidaydi. Komsu Sertoli hiicreleri arasinda siki baglanti
kompleksleri yer almaktaydi (Sekil 39 ve 40). Bazal lamina {izerinde bulunan
spermatogonyumlarin sferikal ve merkezi yerlesim gosteren cekirdege sahip oldugu
gozlendi (Sekil 39 ve 40). Primer spermatositler oval bir ¢ekirdege ve genis sitoplazmaya
sahipti. Mitokondriyonlar1 sitoplazma igerisinde kiimeler halinde yerlesmis haldeydi
(Sekil 39). Primer spermatositlerin iizerinde, llimene yakin konumda, spermatidler
izlendi. Spermatid sitoplazmasi igerisinde mitokondriyonlarin periferde tek sira
olusturacak sekilde diizenlendigi goriildii (Sekil 41 ve 42). interstisyumda, diizensiz,
poligonal sekilli Leydig hiicreleri, biiyiilk eksantrik ve kromatinden fakir g¢ekirdek
icermekteydi. Sitoplazmada gelismis SER sisternalari, tiibiiler krista iceren
mitokondriyonlar, lizozomlar ve c¢ok sayida lipid damlaciklar1 belirgin olarak
izlenmekteydi (Sekil 43). Gevsek bag dokusu yapisinda olan interstisyum, kan ve lenf

damarlarindan zengindi (Sekil 43).
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Sekil 39. Sham grubu elektronmikrografi. Bazal lamina (Bl), miyoid hiicreler (My) ve membrana propria

(MP) normal olarak goriilmektedir. Sertoli hiicreleri (S) arasindaki okludens tipi baglantilar
(siyah ok baslar1), sitoplazmalar igerisindeki mitokondriyonlar1 (Mt), lipid damlaciklar1 (L) ve
lizozomlar1 (beyaz ok), spermatogonyum (Sg) ve primer spermatosit (Pst) normal yapida

izlenmektedir. Cekirdek (C). Bar=2 pm.
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Sekil 40. Sham grubu elektronmikrografi. Bazal lamina (Bl), miyoid hiicreler (My) ve membrana propria

(MP) normal olarak goriilmektedir. Miyoid hiicrelerin yass1 sekilli, periferal kromatin igeren
¢ekirdekleri (C), sitoplazmalari igerisinde yer alan mitokondriyonlar (Mt) ve mikropinositotik
vezikiiller (beyaz ok baglar1) normal olarak izlenmektedir. Sertoli hiicreleri (S) arasindaki
okludens tipi baglantilar (siyah ok baslar1) normal olarak gériilmektedir. Sertoli hiicresinin bazal
sitoplazmas: igerisinde yer alan, indentasyonlar gdsteren, belirgin bir ¢ekirdekgik (beyaz ok)
iceren ¢ekirdegi (C) ve mitokondriyonlar1 (Mt) gériilmektedir. Spermatogonyum (Sg) normal

yapida izlenmektedir. Bar=1 pm.
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Sekil 41. Sham grubu elektronmikrografi. Seminiferdz tiibiilde liimene yakin konumda spermatidler (Spd)

izlenmektedir. Spermatid sitoplazmasi igerisinde ¢ekirdegi (C) ve mitokondriyonlar1 (Mt)

normal yapida goriilmektedir. Bar= 2 pm.
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Sekil 42. Sham grubu elektronmikrografi. Spermatidlerin (Spd) ¢ekirdegi (C) ve mitokondriyonlar: (Mt)

normal yapida goriilmektedir. Rezidiiel cisimcikler (*). Bar=5 pm.
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Sekil 43. Sham grubu elektronmikrografi. Interstisyumda diizensiz, poligonal sekilli Leydig hiicresinin

(LH) sitoplazmasi igerisinde kromatinden fakir gekirdegi (C), SER sisternalar1 (SER), tiibiiler
yapida krista igeren mitokondriyonlar1 (Mt) izlenmektedir. Interstisyel alanda kan damar1 (beyaz

ok) goriilmektedir. Bar=2 pm.
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4.4.2. Grup 2: Testis Torsiyon Grubu (TT)

Uc saat torsiyon uygulanan sicanlara ait testis doku oOrneklerinin elektron
mikroskopik incelenmesinde, membrana proprianin kalinlagtifi ve diizensizlestigi,
seminiferdz tiiblil bazal laminasinin kalinlastigi, diizensiz ve kivrintili bir hal aldig
goriildi (Sekil 44). Seminiferoz tiibilil hiicrelerinin bazal laminadan ayrildigi, Sertoli
hiicreleri ve spermatojenik hiicreler arasinda genis bosluklar olustugu izlendi (Sekil 45 ve
46). Sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarinda bozulma oldugu goriildi.
Sertoli hiicrelerinde sitoplazma igerisinde mitokondriyonlarda ve SER sisternalarinda
sisme, vakuol olusumu, lipid damlacig1r ve lizozomlarda artig, dejeneratif ve litik
degisiklikler goriildii (Sekil 45 ve 46). Spermatojenik seri hiicre diziliminde diizensizlik
gorildii. Spermatojenik hiicrelerin ¢ekirdeginde kromatin dagilmasi, sitoplazmasinda
vakuolizasyonlar, mitokondiyonlarda sisme dikkati ¢ekti (Sekil 46). Seminiferdz tiibiil
icerisinde hasara bagli olarak Sertoli hiicreleri ve spermatojenik seri hiicreleri arasinda
apopitotik cisimcikler goriildii (Sekil 47). Interstisyumda bazi kan damarlarinda damar
biitlinliigiiniin bozuldugu ve hiicreler aras1 alanda kanama oldugu gozlendi (Sekil 48).
Interstisyel alandaki hiicrelerde hiicre biitiinliigiinde bozulma, hiicrelerde litik
degisiklikler ve apopitotik cisimcikler dikkat cekti (Sekil 48). Leydig hiicrelerinde
hiicresel biitiinliigiin bozuldugu, litik ve dejeneratif degisiklikler olustugu; sitoplazmik
organellerin yapisinin bozuldugu, mitokondriyon ve SER sisternalarinda sisme olustugu
gorildii. Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda lipid damlaciklarinin azaldigi izlendi (Sekil

43).
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Sekil 44. Testis Torsiyon grubu elektronmikrografi. Bazal laminanin (Bl) kalinlastigi, diizensiz ve

kivrintili bir hal aldigi, membrana proprianin (MP) diizensizlestigi (siyah oklar) goriilmektedir.
Miyoid hiicrelerin yassi sekilli, periferal heterokromatin igeren ¢ekirdekleri (C) izlenmektedir.
Miyoid hiicrelerin  sitoplazmalar1 igerisinde yer alan mitokondriyonlarin (Mt) ve
mikropinositotik vezikiillerin (beyaz ok basi) genisledigi izlenmektedir. Interstisyel alanda kan

damari (iki uclu beyaz ok) goriilmektedir. Bar=2 pm.
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Sekil 45. Testis Torsiyon grubu elektronmikrografi. Bazal laminanin (Bl) ve membrana proprianin (MP)

diizensizlestigi goriilmektedir. Miyoid hiicrelerin (My) yasst sekilli, periferal yerlesimli
heterokromatin igeren ¢ekirdekleri (C), sitoplazmalari igerisindeki vakuoller (beyaz ok)
izlenmektedir. Seminiferdz tiibiil epitel hiicrelerinin bazal laminadan ayrildigi, hiicreler arasi
alanda genis bosluklar (yildiz) olustugu goriilmektedir. Sertoli hiicrelerinin (S) sitoplazmik
organellerinde, mitokondriyonlarinda (Mt) sisme ve litik degisiklikler olustugu, Sertoli hiicreleri
(S1-S2) arasindaki okludens tipi baglantilarin (siyah ok basi) yapisinda bozulmalar olustugu
dikkati ¢cekmektedir. Primer spermatositin (Pst) sitoplazmasinda mitokondriyonlarda (Mt) ve

SER sisternalarinda (SER) genislemeler izlenmektedir. Cekirdek (C). Bar=2 pm.
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Testis Torsiyon grubu elektronmikrografi. Sertoli hiicreleri (S) ile spermatogonyumlarm bazal

laminadan (BI) ayrildigi, seminiferdz tiibiil epitelinde hiicreler arasinda genislemeler (yildiz)
olustugu goriilmektedir. Sertoli hiicrelerinde (S) litik ve dejeneratif degisiklikler olustugu,
sitoplazmalarinda lipid damlaciginin (L) arttigi, Sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi
baglantilarda bozulmalar olustugu (siyah ok basi) izlenmektedir. Spermatogonyum (Sg)
sitoplazmasmin elektron densitesinin arttigi, cekirdekte (C) heterokromatin artisi dikkat
¢cekmektedir. Primer spermatosit (Pst) ¢ekirdek (C) yapisinda diizensizlik ve sitoplazmada

mitokondriyonlarda (Mt) sisme ve krista yapisinda bozulmalar izlenmektedir. Bar=2 pm.
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Sekil 47. Testis Torsiyon grubu elektronmikrografi. Seminiferdz tiibiil epitel hiicreleri arasinda apopitotik

cisimcikler (beyaz ok) izlenmektedir. Sertoli hiicresi (S), primer spermatosit (Pst), ¢ekirdek (C).
Bar=2 pm.

85



Sekil 48.

Testis Torsiyon grubu elektronmikrografi. interstisyel alandaki kan damarinin biitiinliigiiniin
bozuldugu (beyaz oklar) ve interstisyel alanda eritrositlerin (*) varligr dikkati ¢ekmektedir.
Leydig hiicrelerinde (LH) litik ve dejeneratif degisiklikler gdzlenmektedir. Interstisyel alanda
apopitotik cisimciklerin (siyah ok) varlig1 dikkat ¢ekmektedir. Mitokondriyon (Mt). Bar=2 pm.
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4.4.3. Grup 3: Testis Torsiyon/Detosiyon Grubu (TT/D)

Ug saatlik torsiyonun ardindan {i¢ saat detorsiyon uygulanan sicanlarin testis doku
orneklerinde, membrana proprianin kalinlasip diizensizlestigi, kollajen liflerin arttii
dikkati ¢ekti. Miyoid hiicrelerde periniiklear sisternada ve sitoplazma igerisindeki
pinositotik vezikiillerinde genisleme goriildii (Sekil 49). Seminiferdz tiibiil epitel
hiicrelerinin bazal laminadan ayrildigi, hiicreler arasi alanda genislemeler olustugu
dikkati c¢ekti (Sekil 50). Sertoli hiicresinin ¢ekirdeginde heterokromatin artis1 ile litik
degisiklikler, sitoplazmasinda vakuolizasyonlar, mitokondriyonlar ~ve SER
sisternalarinda genigleme, lipid damlaciklar1 ve lizozomlarda artis izlendi (Sekil 49, 50
ve 51). Primer spermatositlerin c¢ekirdekleri anormal kromatin yogunlagsmasi
gostermekteydi (Sekil 51). Seminiferdz tiibiil icerisinde apopitotik cisimciklerin varligi
goriildii (Sekil 52). Interstisyumda yaygm kanama (cok sayida ve dagmik vaziyette
eritrositler) goriildii (Sekil 51 ve 53). Interstisyel alanda inflamatuvar hiicre sayisinda artis
(nétrofil infiltrasyonu, makrofaj sayisinda artig, eozinofili), bazi hiicrelerde litik
degisiklikler ve hiicre biitiinliigiinde bozulmalar dikkati ¢ekti (Sekil 51 ve 53). Leydig
hiicresinde periniiklear sisternalarda genisleme, ¢ekirdekte periferal yerlesimli
heterokromatin artisi, ¢gekirdegin indentasyonlu bir hal aldig1 ayn1 zamanda sitoplazmada
krista yapis1 bozulmus mitokondriyonlar, SER sisternalarinda genisleme dikkati ¢ekti
(Sekil 54). Genel olarak tiim Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda lipid damlacik

sayisinda belirgin bir azalmanin oldugu goriildii.
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Sekil 49. Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi. Membrana prropriyada (MP) kalinlagsma

ve diizensizlesme, kollajen liflerde (*) artma g6zlenmektedir. Miyoid hiicre (My) ¢ekirdeginde
(C) periniiklear sisternalarda (siyah ok) ve sitoplazmasinda mikropinositik vezikiillerde (ok bast)
genisleme izlenmektedir. Sertoli hiicre (S) sitoplazmasinda mitokondriyonlarda (Mt) sisme,

lizozom (beyaz ok) sayisinda artig, vakuolizasyonlar (v) goriilmektedir. Bar=2 pm.
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Sekil 50. Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi. Bazal lamina (Bl) ve membrana proprianin
(MP) diizensizlestigi (siyah oklar) gézlenmektedir. Sertoli hiicreleri (S) ve spermatonyumlarin
(Sg) bazal laminadan ayrildigi, seminiferdz tiibiil epitel hiicreleri arasinda bosluklar (yildiz)
olustugu izlenmektedir. Sertoli hiicresi sitoplazmasinda elektron densite artigt ve dev lipid
damlaciklarinin (L) varligi dikkati ¢ekmektedir. Cekirdek (C), Primer Spermatosit (Pst). Bar= 2

pm.
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Sekil 51. Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi. Seminiferdz tiibiil epitelinin bazal

laminadan (Bl) ayrildig1 gézlenmektedir. Seminiferdz epitel hiicreleri arasinda vakuolizasyonlar
(v) dikkati ¢ekmektedir. Sertoli hiicre (S) yapisinda bozulma, mitokondriyon (Mt) krista
yapisinda bozulma ve Sertoli hiicreleri arasinda bulunan okludens tipi baglantilarda bozulma (ok
basi) dikkati ¢ekmektedir. Primer spermatosit (Pst) g¢ekirdeklerinde (C) anormal kromatin
yogunlasmasi izlenmektedir. Interstisyel alanda kanama (*) ve bazi hiicrelerin biitiinliigiinde

bozulmalar (siyah ok) gézlenmektedir. Bar=2 pm.
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Sekil 52. Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi. Seminiferdz tiibiil epiteli icerisinde
apopitotik cisimcik (beyaz ok) izlenmektedir. Sertoli hiicresi (S), primer spermatosit (Pst),

¢ekirdek (C). Bar=2 um.

91



Sekil 53. Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi. Seminiferoz tiibiil epitelinde

vakuolizasyonlar (v) izlenmektedir. Sertoli hiicre (S) sitoplazmasi igerisinde indentasyonlu
¢ekirdegi (C), sismis ve krista yapilart bozulmus mitokondriyonlar (Mt) ve dev lipid (L)
damlaciklar1 dikkati ¢ekmektedir. Interstisyumda kanama varligini gosteren eritrositler (*)

goriilmektedir. Notrofil (N). Bar= 2 pm.
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Sekil 54. Testis Torsiyon/Detosiyon grubu elektronmikrografi. Interstisyel alanda Leydig hiicresinin (LH)

¢ekirdeginde (C) periferal yerlesimli heterokromatin ve periniiklear sisternalarinda (beyaz ok)
genislemeler dikkati ¢ekmektedir. Sitoplazmada densite artigi, SER sisternalari (SER) ve

mitokondriyonlarinda (Mt) sisme izlenmektedir. Bar=1 pm.
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4.4.4. Grup 4: Testis Torsiyonu ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan Grup
(TT/N)

Testis dokusuna uygulanan torsiyondan 2,5 saat sonra nimodipin uygulanan
siganlarin doku 6rneklerinin elektron mikroskopik incelenmesinde seminiferdz tiibiillerin
bazal laminas1 ve membrana propria ¢ogunlukla normal yapida olmakla birlikte yer yer
hafif diizensizlikler oldugu izlendi (Sekil 55 ve 56). Miyoid hiicreler mikropinositik
vezikiillerinde hafif genislemeler izlenmekle birlikte ¢ogunlukla normal goériinlimdeydi
(Sekil 56). Seminiferdz tiibiil epiteli icerisinde hiicreler arasinda hasar gruplarina gore
cok daha az vakuolizasyon izlendi. Baz1 Sertoli hiicre sitoplazmasi, hasar gruplarina
kiyasla daha az olmak {izere elektron dens hale gelmisti. Sertoli hiicre sitoplazmasinda
belirgin ¢ekirdekeige sahip cekirdek, az miktarda lipid artisi, SER sisternalarinda ve
mitokondriyonlarda hafif genisleme olmakla birlikte c¢ogunlukla normal yapisini
korumaktaydi. Sferikal cekirdekleriyle ve organel yoniinden fakir sitoplazmalariyla
karakterize spermatogonyumlarin ¢evrelerinde yer yer diizensiz bosluklar bulunmaktaydi
(Sekil 56). Yuvarlak ¢ekirdekli primer spermatositlerde sitoplazma igerisinde gruplagmis
mitokondriyonlarda hafif genisleme olmakla birlikte normal elektron dens yapisindaydi.
Spermatidler ¢ekirdekleri ve hiicre periferine sira sira yerlesmis mitokondriyonlart ile
normal bir yap1 sergilemekteydi (Sekil 55 ve 56). Interstisyel alanda normal elektron
denslige sahip Leydig hiicre sitoplazmasinda diizensiz sinirlt periferal kromatin iceren
cekirdek ve hafif genislemis SER sisternalari, farkli biiyiikliiklerde yer yer lipid
damlaciklar1 ve tiibiiler krista yapisina sahip normal goriiniimlii mitokondriyonlar
izlenmekteydi (Sekil 57). Leydig hiicrelerinde hafif hasar olmakla birlikte litik yapilar

bulunmamaktaydi.

94



Sekil 55. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi. Bazal lamina (Bl)

normal goriinmekle beraber membrana propriada (MP) hafif diizensizlik (siyak ok)
izlenmektedir. Sertoli hiicreleri (S), primer spermatosit (Pst), spermatid (Spd) normal yapida

izlenmektedir. Cekirdek (C). Bar=5 pm.
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Sekil 56. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi. Bazal lamina (BI)

normal yapida izlenmektedir. Membrana propria (MP) ¢ogunlukla normal goriinmekle birlikte,
miyoid hiicre (My) sitoplazmasi igerisindeki mikropinositik vezikiillerde yer yer genislemeler
(ok bas1) goriilmektedir. Seminiferoz tiibiil epitel hiicreleri arasinda hafif vakuolizasyonlar (v)
dikkat c¢ekmektedir. Sertoli hiicresi (S) sitoplazmasinda elektron densite artisi, SER
sisternalarinda (SER) genislemeler izlenmektedir. Sertoli hiicre ¢ekirdegi (C), ¢ekirdekgik (*),
mitokondriyon (Mt), lipid damlaciklar1 (L), lizozomlar (beyaz ok), spermatogonyum (Sg),
primer spermatosit (Pst) normal yapida izlenmektedir. Cekirdek (C). Bar=2 um.
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Sekil 57. Testis Torsiyonu ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi. interstisyel alanda

Leydig hiicre (LH) sitoplazmasinda mitokondriyonlar (Mt), SER sisternalar1 (SER) ve lipid
damlaciklar1 (L) normal yapida goézlenmektedir. Interstisyumda kan damari (siyah ok)

izlenmekdir. Bar=2 pm.
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4.4.5. Grup 5: Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin Tedavisi Uygulanan
Grup (TT/D/N)

Testis dokusuna uygulanan torsiyondan 2,5 saat sonra nimodipin uygulanan
siganlara bu islemden yarim saat sonra detorsiyon uygulandi ve 3 saat detorsiyonda kalan
sicanlarin testis doku drnekleri ince yap1 diizeyinde incelendi. Membrana propria sham
grubuna benzer Ozelliklerde ve normal goriinlimdeydi. Seminiferdz tiibiil epitel
hiicrelerinin bazal laminadan az miktarda ayrildig1 alanlar bulunmakla birlikte bu durum
hasar grubuna kiyasla olduk¢a azalmist1 (Sekil 58). Sertoli hiicrelerinin belirgin ¢ekirdek
ve derin invaginasyonlar iceren ¢ekirdeklerinde az miktarda heterokromatin artisi, hasar
grubuna kiyasla sitoplazmalarinda daha az densite artis1 ve sitoplazmada normal yapida
tiibiiler mitokondriyonlar ve lizozomlar gozlendi (Sekil 58 ve 59). Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilar normal yapilarimi korumaktayd: (Sekil 59). Bazal lamina
lizerine yer alan spermatogonyumlar, kromatin yamalarina sahip oval sekilli ¢ekirdek ve
sitoplazma igerisinde kii¢lik ve az miktarda vakuol igermekle birlikte cogunlukla normal
yapida izlendi (Sekil 58). Primer spermatosit sitoplazmasinda yuvarlak sekilli ¢ekirdek
ve gruplar halinde diizenlenmis mitokondriyonlarin bazilarinda hafif genislemeler
olmakla birlikte normal yapisin1 korumaktaydi. Spermatid sitoplazmasinda ¢ekirdek ve
sira sira hiicre periferine yerlesmis mitokondriyonlar normal goriiniimdeydi (Sekil 58 ve
59). Interstisyumda diizensiz sinirli heterokromatin yamalar1 sergileyen ¢ekirdege sahip
Leydig hiicreleri sitoplazmalarinda normal yapida SER sisternalari, tiibiiler kristal

mitokondriyonlar ve lipid damlaciklar1 icermekteydi (Sekil 60).
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Sekil 58. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi. Bazal

lamina (Bl), miyoid hiicreler (My) ve membrana propria (MP) normal olarak goriilmektedir.
Sertoli hiicreleri (S) sitoplazmalar: igerisindeki mitokondriyonlari (Mt) ve lizozomlar1 (beyaz
ok) normal yapida gozlenmektedir. Spermatogonyum (Sg) ve primer spermatosit (Pst) ve
spermatidler (Spd) normal yapida izlenmektedir. Seminiferdz tiibiil epitel hiicreleri arasinda yer

yer vakuolizasyonlar (v) gézlenmektedir. Cekirdek (C), mitokondriyon (Mt). Bar=2 um.
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Sekil 59. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi. Bazal
lamina (Bl), miyoid hiicreler (My) ve membrana propria (MP) normal yapida izlenmektedir.
Sertoli hiicreleri (S1-S2) arasindaki okludens tipi baglantilar (siyak ok basi) normal olarak
goriilmektedir. Sertoli hiicreleri bazal sitoplazmasi igerisinde yer alan belirgin ¢ekirdekgik (*)
iceren ¢ekirdekleri (C), mitokondriyonlar1 (Mt) ve lizozomlar1 (beyaz ok) normal yapida
goriilmektedir. Primer spermatosit (Pst), spermatid (Spd) normal yapida izlenmektedir.
Spermatojenik hiicreler arasinda bazi alanlarda vakuolizasyonlar (v) goriilmektedir. Cekirdek

(C), mitokondriyon (Mt). Bar=1 pm.
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Sekil 60. Testis Torsiyon/Detorsiyon ve Nimodipin tedavisi uygulanan grup elektronmikrografi.
Interstisyel alanda diizensiz, poligonal sekilli Leydig hiicresinin (LH) sitoplazmas igerisinde
cekirdegi (C), tiibiiler yapida krista iceren mitokondriyonlar: (Mt) ve lipid damlaciklari (L)

izlenmektedir. Interstisyumda kan damar1 (beyaz ok) gozlenmektedir. Bar= 0,5 pm.
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4.5. Biyokimyasal Bulgular

4.5.1. Siiperoksit Dismutaz ve Malondialdehit Bulgular:

Deney sonunda anestezi altindaki sicanlardan alinan intrakardiyak kan
orneklerinde, oksidatif hasar1 belirlemek icin antioksidan savunma sistemi enzimlerinden
SOD aktivitesi ve lipid peroksidasyonu sonucu olusan serum MDA konsantrasyonlari
6lciildi. Elde edilen sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sicanlardan elde edilen serum MDA konsantrasyonlari, sham grubunda en diisiik
seviyede bulundu. Sham grubu ile karsilastirildiginda, TT ve TT/D gruplarinda serum
MDA konsantrasyonlarinin istatistiksel anlamli olarak arttig1 (p<0,01), TT/N ve TT/D/N
gruplarinda ise bir miktar yiikseklik olmakla birlikte farkin anlamli olmadig1 (p>0.01)
goriildii. TT/N ve TT/D/N gruplarinda serum MDA konsantrasyonlarinin TT ve TT/D
gruplarina kiyasla anlamli olarak azaldig goriildii (p<0.01). TT ve TT/D gruplar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmemesine ragmen MDA degerlerinin
TT/D grubunda TT grubuna gore bir miktar azalmis oldugu izlendi. TT/N ile TT/D/N
gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmemesine ragmen
MDA degerlerinin TT/D/N grubunda TT/N’e gore daha fazla azaldig1 gozlendi (Tablo 6
ve Sekil 61).

Bir diger biyokimyasal parametre olan SOD aktiviteleri incelendiginde, en yliksek
degerler sham grubuna aitti. TT ve TT/D uygulanan gruplardaki siganlar sham grubuna
kiyasla daha diisiik SOD aktivitesine sahipken (p<0.01), TT/N ve TT/D/N gruplarindaki
SOD aktivitesi degerleri sham grubuna yakin bulundu (p>0.01). TT ve TT/D
gruplarindaki SOD aktiviteleri TT/N ve TT/D/N gruplarina kiyasla anlamli olarak daha
diistik degerlerdeydi (p<0.01). TT ve TT/D gruplar1 arasindaki SOD degerleri istatistiksel
olarak anlaml bir fark gostermemekteydi (p>0.01). Ancak TT/D grubunda TT grubuna
gore bir miktar artis oldugu dikkati ¢ekti. TT/D/N grubunda TT/N’ye goére SOD
degerlerinde daha fazla artis dikkati ¢gekmekle birlikte bu iki grup karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 6 ve Sekil 61).
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Tablo 6. Serum MDA konsantrasyonlar1 ve SOD aktiviteleri (ortalama+standart sapma).

Gruplar MDA (nmol/ml) SOD (ng/ml)
Sham 4,35+0,15 11,60+0,17
TT 5,80+0,17 8,97+0,27
TT/D 5,59+0,17 9,37+0,08
TT/N 4,79+0,32 10,60+0,24
TT/D/N 4,70+0,24 10,97+0,21
MDA SOD
8 L : :
3 t : i 15+ P ;
* ’_‘
" * *i | I S—
- .,
o = 10- * *
gr—
5
: 0 .
Sham TT TT/D TT/N TT/D/N Sham TT TT/D TT/N TT/D/N

Sekil 61. Serum MDA konsantrasyonlar1 ve SOD aktivitelerinin istatistiksel degerlendirilmesi. *p<0.01.
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4.5.2. Testosteron Bulgular:

Deney sonunda genel anestezi altinda siganlardan alinan intrakardiyak kan
orneklerinde serum testosteron konsantrasyonlarina bakildi. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Sicanlardan elde edilen serum testosteron konsantrasyonlart sham grubuyla
kiyaslandiginda TT ve TT/D gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oranda diistiigii
(p<0.001), TT/N ile TT/D/N gruplarinda ise sham grubuyla karsilastirildiginda bir miktar
daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi (p>0.01)
goriildi. Tedavi gruplart (TT/N ve TT/D/N) ile hasar gruplarn (TT ve TT/D)
karsilagtirildiginda serum testosteron seviyesinin tedavi gruplarinda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde arttigi goriildii (p<0.01). TT ve TT/D gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda TT/D grubunun serum testosteron konsantrasyonu TT grubuna gore
bir miktar daha fazla olmasina ragmen, bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunamadi (p>0.01). TT/D/N grubundaki testosteron seviyesi TT/N grubuna
kiyasla bir miktar fazla olmakla birlikte bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farka rastlanilmadi (p>0.01) (Tablo 7 ve Sekil 62).
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Tablo 7. Serum Testosteron konsantrasyonlari (ortalama+standart sapma).

Gruplar Testosteron (pg/ml)
Sham 1516+74,94
TT 1088+47,98
TT/D 1111£53.29
TT/N 1334+40,03
TT/D/N 1379+51,04
Testosteron
2000+ : * ,
I * L}
} - i x|
) L}
1500- —
e ok e e
1000+ ]
500- I-I-I-I .l
0- o I.I-I:I-I. :

Sham TT TI/D TIT/N TT/D/N

Sekil 62. Serum Testosteron konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi. *p<0.01

#%p<0.001.
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5. TARTISMA

Deneysel testikiiler torsiyon ve detorsiyon modelinde nimodipin tedavisinin
etkilerinin incelendigi bu calismada, 151k mikroskobik ve elektron mikroskobik
incelemelerde TT ve TT/D gruplarinda seminiferdz tiibiillerde dejeneratif degisiklikler ve
apopitoz varlig1 ile membrana propria ve bazal laminada kalinlagma, interstisyel alanda
06dem, kanama, hiicrelerde yapisal bozulma, biyokimyasal incelemelerde SOD aktivitesi
ile serum MDA ve testosteron konsantrasyonlarinda farkliliklar bulundu. Nimodipin
tedavisi verilen TT/N ve TT/D/N gruplarinda ise testiste olusan hasarin azaldigi ve
biyokimyasal sonuglarda diizelme oldugu belirlendi.

Akut skrotum patolojisinin en sik sebeplerinden birisi olan TT, spermatik kordun
kendi etrafinda donmesi sonucunda testise kan akisinin kesilmesiyle karakterize iirolojik
acil bir durumdur. TT, testiste kan dolasiminin engellenmesi sonucu iskemik hasara
neden olur. Doku iskemisi hipoksiye ve hiicresel enerji depolarinin azalmasina neden
olur, anaerobik metabolizma sonucu agiga ¢ikan metabolitler daha ileri doku hipoksisine
ve mikrovaskiiler disfonksiyon ile hiicre 6liimiine neden olur. Sonug olarak TT doku
hipoksisine neden olarak testiste hasara, spermatogenezisin bozulmasina, dogurganligin
azalmasina ve infertiliteye neden olabilir.!%15

Klinikte TT nin tedavisi cerrahi olarak ya da el ile manuel olarak torsiyone testisin
detorsiyone hale getirilmesi ve boylece dolasimin tekrar baglatilmasidir. Ancak
detorsiyon islemi, iyilestirici etkileri olan cerrahi bir miidahale olmasinin yani sira bazi
yan etkilere de sahiptir."*® Detorsiyon sonucu reperfiizyonun baslamasi dokuya gelen
oksijeni artirir ve oksijen ROS olusmasina yol acar. ROS nétrofiller i¢in kemotaktik
aktive gostererek lokal inflamasyonu artirir. Ayrica lipidler, proteinler ve niikleik asitler
gibi hiicresel bilesenler reperfiizyonda artan ROS nedeniyle yapisal bozulmalar gosterir,
sonu¢ olarak hiicresel hasar ve hatta hiicre 6liimii olusur. Artan inflamatuvar etki ile
bolgeye gelen notrofiller endotele yapisarak proteolitik enzimlerin, elastazin
salgilanmasina neden olur. Endotel hiicrelerinin de katkisiyla mikrovaskiiler permeabilite
artist ve 6dem goriiliir. Endotel hiicrelerinde ve makrofajlarda interlokin ve sitokin
ekspresyonu artar. Adezyon molekiillerinin ekspresyonu ile nétrofil ve trombosit
agregasyonu olusur, parankim ve dokuda revaskiilarizasyon engellenir. Uzun siireli I/R

hasar1 nekroz, apopitoz ve nekropitoz gibi hiicre 6liim mekanizmalarin aktive olmasina
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yola acar.”>7 Testiste kan dolasiminin yeniden baslamasi ile olusan endotel hasari,
mikrovaskiiler disfonksiyona, sonug¢ olarak spermatogenezisin bozulmasina ve germ
hiicre kaybina neden olabilir.!*®

Klinikte TT, basarili cerrahi miidaheleye ragmen, iireme sagligini olumsuz
etkileyen acil bir durumdur.'>® Giiniimiizde deneysel ¢aligmalar TT’de cerrahiye yardimci
olabilecek terapétik ajanlar lizerine yogunlagmistir. Yapilan ¢aligsmalarda birgok ajanin
oksidatif stres, inflamasyon veya apopitozi inhibe ederek, testisleri reperfiizyon hasarina
kars1 korudugu gésterilmistir.'>® Bunlar arasinda C vitamini,'® asetilsalisilik asit (anti-

) 162
b

trombotik),'®! papaverin (alkoloid tiirevi melatonin,'®* roflumilast (fosfodiesteraz 4

164 164
) )

inhibitorii) > ve ibuprofen (antinlamatuvar-analjezik)** yer alir. Calismamizda erkek
siganlarda olusturulan deneysel testikiiler I/R hasarinda kalsiyum kanal blokérii olan
nimodipinin tedavi edici etkileri 1s1k-elektron mikroskobik, immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal yontemler kullanilarak arastiriimistir.

TT’de hasarin biiyiikliigii torsiyonun siiresine ve derecesine baglidir.!%>! Turner
ve arkadaglari, torsiyon derecelerini ve siiresini karsilastirmak icin g¢alismalarinda
torsiyonu 180°, 360° ve 720° uygulayip 1, 2 ve 4 saatlik deneysel TT ve TT/D modelleri
olusturmuslardir. Calismalarinda 1 saatlik ve 360° TT’de sadece akut vaskiiler
degisiklikler gozlenmis, buna karsin 720° ve 4 saatlik TT de ise tam iskemi olustugu
sonucuna varmislardir.'” Sicanlarda yapilan deneysel farkli bir calismada ise sol testise
3 saat torsiyon ve ardindan 3 saat detorsiyon yapilarak testis hasar1 gosterilmis ve bu
hasarin bir flavonoid tiirevi olan milrinon tedavisiyle diizeldigi rapor edilmistir.'®®
Literatiir bilgilerinin 15181nda, biz de ¢alismamizda etkili bir torsiyon olusturmak ve ayni
zamanda testis hiicrelerine kalict hasar vermeden reperfiizyona izin vermek i¢in torsiyonu

720° ve siireyi 3 saat olarak tanimladik.

Literatiirde TT ile ilgili pek ¢ok ¢aligma bulunmasina ragmen; I/R hasari klinik
olarak ciddi bir sorun olmaya devam etmektedir.'®® TT ve TT/D sirasinda olusan ciddi
histolojik hasarlarn infertiliteye neden oldugu bildirilmektedir.!” TT ve TT/D sonras1
membrana propria ve seminiferdz tiibiil epitel hiicrelerindeki hasar1 raporlayan bir¢ok
calisma bulunmaktadir.!”"!”? Maha Abo Gazia, 2 saatlik TT/D sican modelinde tedavi
olarak trombositten zengin plazma (PRP) uygulayarak yaptiklar1 karsilastirmali
caligmalarinda hasar grubunda histopatolojik olarak seminiferéz tiibiil epitelinde

diizensizlik ve spermatozoa sayisinda azalma ile birlikte, elektron mikroskobik diizeyde
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diizensiz membrana propria, spermatogonyumlarda heterokromatin artis1  ve
spermatidlerde mitokondriyal dejenerasyon rapor etmislerdir. PRP tedavisiyle hasar
bulgularinda iyilesmeyi gdstermislerdir.'” Sunulan calismamizda 151k mikroskobik
incelemede TT ve TT/D gruplarinda TA nin kalinlastig1, tunika vaskiilozada bulunan kan
damarlarinda dilatasyon ve konjesyon oldugu, seminiferdz tiibiil epitelinin bazal
laminadan ayrildigi, seminiferdz tiibiil epitelinde dejeneratif degisiklikler ve apopitotik
cisimcikler bulundugu, tiibiillerin liimeninde immatiir spermatojenik hiicrelerin varligi
izlendi. Interstisyel alanda yaygin ddem, hemoraji ve damarlarda konjesyon gdzlendi.
Yapilan birgok caligmada membrana propria ve bazal laminada kalinlagsmanin
seminiferdz epitel hiicrelerinin beslenmesinde bozukluk olusturarak spermatogenezis
kaybina yol actig1 bildirilmektedir.!”*!”> Calismamizda elektron mikroskobik incelemede
TT ve TT/D gruplarinda bazal lamina ve membrana propriada kalinlasma ve diizensizlik
izlendi. Seminiferdz tiibiil epitelinin bazal laminadan ayrildigy, tiibiil i¢erisindeki hiicreler
aras1 mesafede genisleme ve apopitotik cisimcikler bulundugu dikkati c¢ekti. Sertoli
hiicrelerinde litik ve dejeneratif degisikliklerin olustugu, Sertoli hiicreleri arasindaki
okludens tipi baglantilarin yapisinin bozularak kan-testis bariyerinin bozuldugu,
cekirdekte kromatin artis1, mitokondriyonlarda ve SER sisternalarinda genisleme, lipid
damlaciklarinda ve lizozom sayisinda artis oldugu gozlendi. Spermatojenik seri
hiicrelerinde de c¢ekirdekte hiperkromatin artisi, mitokondriyonlarinda ve SER
sisternalarinda genisleme goriildii. Interstisyel alanda kanamay1 gosteren ekstravaskiiler
eritrosit varligi, 6demi gosteren hiicrelerarast alanlarda genisleme, Leydig hiicre
yapisinda litik ve dejeneratif degisiklikler, hiicre sitoplazmasinda artmis elektrodens
goriiniim, SER sisternalarinda genisleme ile beraber mitokondriyonlarin tiibiiler krista
yapisinda bozulmalar ve lipid damlaciklarmin sayisinda azalma izlendi. TT/D grubunda
daha fazla olmak iizere, inflamatuvar hiicre (makrofaj, nétrofil) artis1 dikkati ¢ekti. Tim
bu bulgular TT ve TT/D gruplarindaki hiicresel hasar1 gostermekteydi. Caligmamizda
rapor ettigimiz 151k ve elektron mikroskobik diizeyde elde edilen bu bulgular, literatiirde
yapilan TT ve TT/D c¢alismalarinda belirtilen histopatolojik bulgular1 destekler

niteliktedir.!76-178

Histopatolojik  degerlendirme ve smiflandirma yontemleri, gelecekteki
spermatogenezis durumunu degerlendirebilmek icin yaygim olarak kullanilmaktadir.!”™

Bu yontemlerden biri de spermatogenezis kapasitesini dlgmek ve degerlendirmek igin
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kullanilan JTBS’dir.'® Shokoohi ve ark. olusturduklari 4 saatlik TT modelinde, ROS
tiretimindeki artisin, spermatogenezisi olumsuz etkiledigini ve bunun da spermatozoon
sayisi, kalitesi ve dogurganlik oraninda azalmaya neden oldugunu kanitlamiglardir.
Arastirmada JTBS’nin TT/D grubunda olduk¢a diisiik oldugunu gdstermislerdir.'®!
Benzer sekilde Rezakhaniha ve ark. da, yaptiklart ¢aligmada torsiyon siiresini 2 saat,
detorsiyon siiresini ise 24 saat olarak belirlemislerdir. Yirmi dort saatlik detorsiyonun
sonunda dokulardan elde edilen 151k mikroskobik kesitlerde JTBS degerlendirilmis ve
TT/D grubunda sham grubuna gore anlamli diizeyde diisiik oldugunu, ancak bir
antioksidan madde olan sitral enjeksiyonu sonrasinda JTBS’de artis gergeklestigini rapor
etmislerdir.!®? Ayrica Ameli ve ark. sican testislerine 4 saat torsiyon ve torsiyonun
ardindan 24 saat detorsiyon uygulayarak yaptiklar1 ¢alismada JTBS’nin sham grubuna
kiyasla TT/D grubunda oldukg¢a diisiik oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢alismada tedavi
ajani olarak verapamil (kalsiyum kanal blokorii) ve tadalafil (fosfodiesteraz-5 inhibitorii)
kullandiklar1 gruplarda ise hasar grubuna gore JTBS’de anlamli bir artisin gerceklestigini,
sham grubuna kiyasla JTBS nin hala 6nemli diizeyde diisiik seviyelerde olduguna dikkat
cekmislerdir.'®® Sunulan ¢alismada da spermatogenezisi degerlendirmek amaciyla JTBS
kullanilmistir. Calismamiz da TT ve TT/D hasar gruplarinda JTBS’nin sham grubuna
kiyasla anlaml diizeyde azaldigi, nimodipin ile tedavi edilen grupta ise JTBS’ nin hasar
gruplarina oranla anlamli diizeyde artis gosterdigi tespit edildi. Tedavi ile sham gruplart
arasinda JTBS degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmis olsa da, nimodipin
verilen grupta spermatojenik hiicrelerin nispeten daha iyi korundugu ve JTBS’nin TT ve
TT/D grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu gozlendi. Bu durum testis
torsiyonu hasarinda dokunun saglikli hale gelebilmesi i¢in reperfiizyondan sonra belirli
bir siire gegmesinin ve ayni zamanda nimodipin tedavisinde gilinliilk doz ayarlamalarinin
gerekli oldugunu diisiindiirmektedir.

I/R hasarmin patofizyolojik mekanizmasi ¢ok fazla etkene bagl ve oldukga
karmagik bir siiregtir. Bu mekanizmalardan en dnemlisinin hiicrede olusan ROS oldugu
rapor edilmistir.'® Normal sartlarda ROS miktar1 enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar sayesinde denge halindedir ve diisiik miktarlarda ROS spermatogenezis
icin de gereklidir.!® TT’de olusan iskemik hasarm yaninda detorsiyon sonrast ROS’un
asir1 miktarda artmasindan dolay1 koruyucu mekanizmalar yetersiz kalir ve ROS hiicre

i¢ine salinir.!% ROS miktarindaki dengesizlik oksidatif strese neden olur. ROS miktarinin
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artmasiin, mitokondriyonlarin hasarma ve spermatozoonlara zarar vererek
spermatozoon hareketliligini diislirdiigli bildirilmistir. Bunlarin yaninda dogrudan
spermatozoon DNA'smna da zarar vererek embriyonun genetik yapisini da olumsuz
etkiledigi rapor edilmistir.'3¢ ROS’un, testis I/R hasarinda temel rolii oynadig1 bilinmekle
birlikte, ROS kaynakli iskemi hasarinin nedeni olan hiicresel ve molekiiler siiregler heniiz
tam olarak anlasilamamustir ve bu konu deneysel ¢alismalar icin hala merak konusudur.??
Hiicrede biriken ROS, proteinler ve DNA’nin yani sira lipidler ve ¢oklu doymamis yag
asitlerini de etkileyerek bu maddelerin peroksidasyonuna neden olur. Lipid
peroksidasyonunun ve oksidatif stresin en Onemli belirteglerinden biri olan MDA,
Ozellikle hiicre membranindaki lipidlerin ¢apraz baglanmasina neden olarak iyon
gecirgenligini bozar ve enzim aktivitesinde degisikliklere neden olur. Ayni1 zamanda
MDA, DNA ve proteinlerle reaksiyona girer. Bunun sonucunda protein denatiirasyonu ve
DNA fragmantasyonuna neden olarak hiicreye geri donilisii olmayan hasarlar
verebilir.!6¢187 SOD, CAT ve glutatyon peroksidaz gibi endojen antioksidan enzimler
sayesinde asir1 iretilen ROS notralize edilir ve bodylece erkek iireme sisteminde
spermatozoon oksidatif stresin zararli etkilerinden korunmus olur.!®® I/R hasar1 ROS
seviyelerinde artisa neden olurken bu antioksidan enzimlerin azalmasina yol agar.
Literatirde /R hasarmnin arastirilmasinda dokuda ve/veya serumda oksidan ve
antioksidan maddelerin &lgiilmesiyle ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.!8-"! Un
ve ark. sicanlarda 2 saatlik TT ve TT/D modeli olusturarak, aliskirenin I/R hasar
tizerindeki etkilerini arastirmislar ve testis dokusunda SOD aktivitesi ve MDA
diizeylerini incelemislerdir. TT ve TT/D hasar gruplarinda MDA seviyelerinde kontrol
grubuna gore artig, SOD aktivitelerinde ise azalma rapor etmislerdir. Aliskren ile tedavi
sonrasinda MDA diizeyleri hasar grubuna kiyasla azalmis ve SOD aktivitesi artmistir.!?
Yapilan bir diger ¢alismada, gii¢lii antioksidan 6zelligi bilinen ve bir kalsiyum kanal
blokérii olan amlodipinin testis I/R hasari iizerine olan etkileri incelenmistir; 2 saatlik TT
ve TT/D gruplar1 olusturulmus ve amlodipinin 5 ve 10 mg’lik dozlarda tedavi etkinligi
arastirilmistir. Sham grubuna kiyasla TT ve TT/D gruplarinda SOD aktiviteleri azalirken,
MDA degerlerinde anlamli oranda artis bildirmislerdir. Amlodipin ile tedavi gruplarinda
hasar gruplarina gore SOD aktivitesi anlamli olarak artarken, MDA seviyelerinde anlamli
bir azalma raporlamislardir.’® Mestrovic ve ark. deneysel TT modelinde 3 saat torsiyon

ve 3 saat detorsiyon gerceklestirmis ve tedavi ajami olarak bagka bir kalsiyum kanal
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blokdrii olan nifedipin uygulamislardir. MDA seviyesi TT/D grubunda sham grubuna
kiyasla anlaml diizeyde yiikselmis ve SOD degeri ise anlamli olarak azalmistir. Nifedipin
verilen tedavi grubunda MDA degerleri TT/D grubuna gore anlamli olarak azalmis ve
SOD aktivitesinde artis bulunmustur.?> Calismamizda oksidan kapasiteyi belirlemek igin
MDA diizeylerini ve antioksidan kapasiteyi degerlendirmek i¢in SOD aktivitelerini
biyokimyasal olarak analiz ettik. Calismamiz sonucunda, sicanlarda olusturulan TT ve
TT/D hasar gruplarinda sham grubuna kiyasla, serum MDA diizeylerinin yiiksek, SOD
aktivitelerinin ise diisiik oldugu tespit edildi. Nimodipin tedavisi verilen gruplarda ise
hasar gruplarina gére MDA seviyelerinde anlamli azalma ve SOD aktivitelerinde anlaml1
bir artis gbzlendi. Mevcut veriler esliginde sunulan ¢alismada SOD ve MDA diizeylerinin
I/R hasarmi destekledigi bulundu. Diger taraftan nimodipinin I/R hasarma karst
antioksidan tedavi edici etkileri de belirgin olarak gdsterilmistir.

Spermatogenezisin saglikli bir sekilde tamamlanabilmesi i¢in gerekli olan bir
diger parametre ise testisin endokrin fonksiyonunu gosteren testosteron seviyeleridir.
Testosteron sentezi, LH etkisiyle Leydig hiicreleri tarafindan gerceklestirilir.'®* Leydig
hiicreleri oksidatif strese karsi ¢ok hassastir ve TT sonrasinda Leydig hiicrelerinin hasara
ugramasi serum testosteron seviyelerinde azalmaya neden olur. Ancak literatiirde tek
tarafli torsiyon durumunda serum testosteron seviyesi ile ilgili celiskili ¢aligmalar
bulunmaktadir. Yapilan bazi calismalarda tek tarafli torsiyonda ipsilateral testis
etkilenirken, kontralateral saglikli testisin normal sekilde testosteron iiretmesi sayesinde
serum testosteronunda Onemsiz bir azalmanin gergeklestigi rapor edilmistir. Diger
taraftan baz1 calismalarda ise tek taraf testisin etkilenmesinin bile serum testosteron
seviyesinde dikkate deger bir azalmaya yol agtig1 bildirilmistir.!3? Sangodele ve ark.
tarafindan yapilan 1 saatlik torsiyon ile ayr1 ayr1 4 saat ve 7 giin uygulanan detorsiyondan
sonra LH ve testosteron seviyeleri degerlendirilmis, kontrol grubuna goére hasar
gruplarinda LH ve testosteron diizeylerinde anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir.'*?
Yapilan bir bagka caligmada da 2,5 saat torsiyon ve 3 giin reperfiizyon uygulamasi
sonrasinda testosteron diizeylerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Aymi calismada
Leydig hiicreleri degerlendirilmis ve TT/D grubunda sham grubuna gére anlamli diizeyde
azaldig1 gosterilmistir. Caligmada 3 giin boyunca uygulanan glutamin tedavisiyle dokuda
iyilesme saglandigi ve testosteron diizeylerinin hasar grubuna gore dikkate deger bir

sekilde yiikseldigi gdzlenmistir.'®* TT sonrasinda bu sekilde testosteron diizeylerinde
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anlamli azalma benzer bir¢ok ¢alismada gosterilmistir.'®>!*® Sunulan ¢alismada TT ve
TT/D sonrast serum testosteron seviyelerinin sham grubuna kiyasla énemli diizeyde
azaldig1 saptandi. Nimodipin ile tedavi edilen gruplarda ise testosteron diizeylerinde hasar
gruplarina kiyasla anlamli bir artisin gergeklestigi dikkati c¢ekti. TT deki testosteron
seviyelerinde bu azalmanin Leydig hiicre hasariyla iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Testosteronun Leydig hiicrelerinde sentezlendigi, bu siirecte Leydig hiicre sitoplazmasi
icerisindeki SER sisternalarinin, tiibiiler krista yapisina sahip mitokondriyonlarin ve lipid
damlaciklarmin gérev aldig1 bilinmektedir.>*%° Calismamiz da Leydig hiicrelerinde lipid
damlaciklarinin miktarindaki azalma ve hiicre hasar ultrastriiktiirel diizeyde gosterildi.
Bu nedenle ¢aligmamizda izledigimiz TT ve TT/D’deki diisiik testosteron seviyelerinin
Leydig hiicre hasar ile iliskili oldugu sonucuna varildi. Diger taraftan nimodipin ile
tedavi uygulanan gruplardan 6zellikle TT/D/N grubunda Leydig hiicrelerindeki hiicresel
hasarin nispeten diizeldigi elektron mikroskobik bulgularla gosterildi. Bu durum
nimodipinin testis I/R hasarma karsi spermatogenezis ve hormon diizeylerini
tyilestirdiginin bir gostergesi olarak degerlendiriidi.

Iskemi de ortam pH’inin diismesiyle beraber ATP sentezinde azalma meydana
gelir ve bu durum ATP bagimli iyon pompalarmin bozulmasina neden olur. Iyon
pompalarinin bozulmasiyla K hiicre disma atilir ve Ca'? iyonlar1 hiicre iginde birikir.
Dokuda Ca*? iyonlarindaki bu artis ROS olusumunun artmasina ve apopitoze neden

olarak testiste hasar meydana getirir.!3%!°7 Ca*?’

un bu etkilerinden dolay1 yapilan son
calismalarda, I/R hasarma karsi tedavi amacli Ca™ kanal blokorlerinin roliine
odaklanilmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda verapamil, amlodipin, nifedipin gibi
kalsiyum kanal blokorleri deneysel TT/D modellerinde kullanilmis ve yararli etkileri
gosterilmistir,2>26:183

Nimodipin, dihidropiridin grubu bir Ca*? kanal blokériidiir.'”® Lipofilik bir ilag
olan nimodipin, kan-beyin bariyerini gegerek ndronlara Ca*? akisin1 azaltir. Nimodipinin
ayrica, ROS olusumunu azaltir ve vaskiiler diiz kaslarin gevsemesini saglayarak
vazospazmi engeller.'”>?®® Bu etkileri nedeniyle, SAK tedavisinde hem semptomlari
tyilestirdigi, hem de serebral damarlarda kanamaya engel olarak mortaliteyi diistrdigii
icin esas ilag roliinii iistlenmistir.?®® Lipofilitesinden dolay1 nimodipinin, cesitli sinir
sistemi hastaliklar {izerindeki etkisine iliskin ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir,20!-2%2

Sinir sistemi disinda nimodipinin diger sistemler ve hastaliklar {izerine olan etkileri de
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merak konusudur. Behroozi-Lak ve ark. yaptiklar1 over torsiyonu caligmasinda tedavi
ajant olarak nimodipin kullanmig ve over torsiyonunda iyilestirici etkileri 11k
mikroskobik, biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle gosterilmistir. Ayrica, nimodipin
uygulamasinin potansiyel bir antioksidan tedavi edici ajan oldugu rapor edilmistir.*® Yine
baska bir calismada karaciger I/R hasarinda nimodipinin etkinligi arastirilmis ve ilacin
karaciger hasarini azalttig1 bildirilmistir.>?> Calismamizda deneysel TT/D modelinde
nimodipinin testis lizerine olan etkilerini 15tk ve elektron mikroskobik,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle inceledik. Nimodipinin uygulama

33 olusturduklart over I/R modeli referans

dozu (1 mg/kg) Behroozi-Lak ve ark.nin
alinarak ayarlandi. Nimodipin ile tedavi edilen gruplarda membra propria kalinliginin TT
ve TT/D grubuna kiyasla azalmis oldugu ve seminiferéz tiibiil epitelinin ve bazal
laminanin sham grubuna benzer oldugu saptandi. Bunlara ilaveten seminiferdz tiibiil
icerisindeki hiicreler arasindaki genis bosluklarin nispeten azaldig: dikkati ¢ekti. Ayrica
Sertoli hiicrelerinde SER sisternalarinda geniglemenin azaldig1 ve mitokondriyonlarin
normal yapida oldugu izlendi. Spermatojenik seri hiicrelerindeki hasarin azaldigi ve
seminiferdz tiibiil igerisindeki dizilimlerinin normal yapida oldugu goriildii. Biitiin
bulgular birlikte degerlendirildiginde TT/D/N grubunda TT/N grubuna kiyasla
diizelmenin daha belirgin oldugu, nimodipin tedavisi uyguladigimiz gruplara ait testis
doku Orneklerinin 151k ve elektron mikroskobik diizeyde sham grubu ile benzerlik
gosterdigi belirlendi. Elde edilen tiim bulgular 1s18inda nimodipinin 151k ve elektron
mikroskobik diizeyde o6zellikle TT/D sonrasinda olumlu etkilerinin oldugunu ve
nimodipinin testiste I/R hasarmin diizeltilmesinde yararl olabilecegi diisiiniildii.
Kalsiyum kanal blokorlerinin erkek tlireme sistemi iizerine yararli etkilerinin
olabileceginin yam sira zararli etkilere de sebep oldugunu savunan c¢aligmalar
bulunmaktadir. Morakinyo ve ark. verapamil, diltiazem ve nifedipinin (kalsiyum kanal
blokorleri) testis ilizerine kronik kullanimda (30 giin) geri doniisiimlii olumsuz etkileri
olabilecegini bildirmislerdir. Kalsiyum kanal blokoérleri verilen gruplarda sperm sayisi ve
hareketliliginde azalmanin meydana geldigini, testosteron seviyelerinin kontrol grubuna
gore anlaml bir fark gdstermedigini rapor etmislerdir.?** Bir baska calismada ise farkli
dozlarda 20, 40 ve 80 mg/kg nimodipin 30 giin boyunca uygulanmis ve doz bagimli olarak
205

testiste doku hasar1 ve spermatogenezis siirecinde azalma oldugu dikkati ¢ekmistir.

Sunulan calismada ise, nimodipin tedavisinin TT de doku hasarini, spermatogenezis
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slirecini ve testosteron seviyesini iyilestirdigi belirlendi. Literatiirdeki bir¢ok ¢alismadan
farkli olarak, testikiiler parametrelerdeki bu diizelmenin nimodipin tedavisinin tek ve
diisik dozda uygulanmasindan kaynaklandig1 disiiniildii. Ancak TT tedavisinde
nimodipin uygulamasinin kesin dozu ve giinlik doz aralift heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Konunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in, testis I/R hasarinda nimodipin
tedavisinin farkli doz ve siirelerde uygulanarak yapilacak ileri deneysel ve klinik
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Iskemi sonucu dokuda pH’mn diismesiyle olusan asidik ortam, cesitli

mekanizmalarla hiicre icerisine Ca'™ akisina neden olur. Hiicre i¢i Ca™

seviyesinin
artmasiin, Ozellikle mitokondriyal yetmezlik sonucu, inflamatuvar yollarin aktive
olmasina ve hiicre 6liimiiniin tetiklenmesine yol a¢tig1 bildirilmistir.!%® Iskemi sonrasi
reperfiizyon ile birlikte hiicre sitoplazmasinda ROS iiretimindeki artis mitokondriyon
bagimli apopitoz siirecini baglatir. Mitokondriyal apopitotik yol boyunca, MPTP agilmasi
sitokrom C ve apopitoz indiikleyici faktoriin (AIF) salinmasina neden olur. AIF
saliniminin, kaspazdan bagimsiz DNA hasarina yol agarken, sitokrom C, Apaf-1 ve dATP
ile birlesip apopitozom kompleksini olusturarak kaspaz-9'u ve ardindan kaspaz-3, 6 ve
7'nin aktivasyonunu saglayarak hiicre 6liimiine neden oldugu rapor edilmistir.?°® Sagik U.
ve ark. yaptiklart calismalarinda 2 saatlik TT ve TT/D sonrasinda kaspaz-3
immiinreaktivitesinde anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir.!”! Bizim ¢alismamizda
apopitoz  belirteglerinden biri  olan kaspaz-3 immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Calismamizda kaspaz-3 immiinreaktivitesi TT ve TT/D gruplarinda
sham grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Ayni1 zamanda apopitoz varligi 151k
ve elektron mikroskobik diizeyde de gosterildi. Reperflizyon siirecinin, apopitozun
tamamlanmasi i¢in gerekli olan enerjiyi saglayarak apopitotik siireci hizlandirdig rapor
edilmistir.?> Bizim ¢alismamizda da TT/D grubundaki kaspaz-3 immiinreaktivitesi TT
grubuna kiyasla anlamli olmasa da, daha yliksek oranda goriilmiistiir. Ayrica her iki
grupta da kaspaz-3 immiin boyanmasinin 6zellikle primer spermotositlerde yogunlastigi,
spermatogonyumlarda ise daha az yogunlukta oldugu dikkati ¢ekmistir. Yash erkeklerle
yapilan bir ¢alismada yasa bagli germ hiicre kayb1 nedeninin primer spermatositlerdeki
artan apopitoz oldugu bildirilmistir. Diger taraftan yasli erkeklerde azalan proliferatif
potansiyellerine karsilik spermatogonyumlardaki apopitoz baskilanmasinin telafi edici

bir rol oynayabilecegi rapor edilmistir.?’” Buna bagli olarak TT/D sonrasi kaspaz-3
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immiinreaktivitesinin ~ spermatogonyumlarda primer spermatositlerden daha az
gozlenmesinin sebebinin testislerde spermatogenezisin devamliligi i¢in spermatogonyal
kok hiicrelerini  korumaya yonelik 6nemli bir mekanizma olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica, primer spermatositlerde kaspaz-3 immiinreaktivitesinin
spermatogonyumlardan daha fazla olusunun, primer spermatositlerin mayoz boliinme
stirecine baglayan spermatojenik hiicreler olmasiyla iliskili oldugunu ve bu nedenle
hiicresel hasara daha duyarli hale geldiklerini sOylenebilir. Literatiirde TT ve TT/D
sirasinda meydana gelen kaspaz-3 aktivitesinin nifedipin (kalsiyum kanal blokorii),
ferulik asit (hidroksisinnamik asit tiirevi bir antioksidan), gallik asit (fenolik asit tlirevi
antioksidan), pioglitazon (antidiyabetik) gibi ¢esitli maddeler tarafindan azaltildig
gosterilmistir.?>!71298.29 Qunulan calismada da kalsiyum kanal bloké&rii olan nimodipinin
hem TT hem de TT/D hasarinda kaspaz-3 immiinreaktivitesinde azalma gergeklestirdigi
ve apopitozi azalttig1 belirlenmistir.

Iskemi sirasinda rol oynayan mekanizmalardan bir digeri ise inflamatuvar kaskad
ve pro-inflamatuvar sitokinlerdir. Deneysel I/R modellerinde inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunun, doku hasarii artirip, inflamasyonu daha da siddetlendirerek coklu
organ yetmezligine yol a¢tif1 rapor edilmistir.'”> Endotel hiicrelerinin inflamatuvar
hiicrelerle etkilesime girerek dokudaki ROS {iretiminin daha fazla artmasimna neden
oldugu bildirilmektedir. iskemi sirasinda ilk olarak artan nétrofil aktivasyonunun,
mikrovaskiiler gecirgenligin artmasina neden oldugu, noétrofillerle beraber artan
makrofajlardan da TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin salindig1, sitokin
salimimmindaki artigin lokal oksidatif stresi artirarak uzak organ hasarma ve apopitozun
artmasina neden oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.2!%2!! Abdelzher ve
ark. sican testislerinde 2 saat torsiyon ve 4 saat detorsiyon olusturarak antioksidan bir
madde olan idebenonun (sentetik kinon grubu) TT/D hasar1 lizerine olan etkilerini
incelemislerdir. Deney sonunda TNF-a diizeylerinin TT/D grubunda sham grubuna gore
yiikseldigini ve idebenon ile tedavi grubunda ise TT/D grubuna gore azaldigini
bildirmislerdir.?'> Sunulan ¢alismada TT ve TT/D durumlarinda inflamasyonu gostermek
ve nimodipinin iyilestirici etkisini arastirmak i¢in TNF-a diizeyleri immiinohistokimyasal
olarak incelenmistir. Bulgularimizda, TT ve TT/D gruplarinda sham grubuna gére TNF-
o immiinreaktivitesinde 6nemli bir artis saptanirken, nimodipin ile tedavi gruplarinda

hasar gruplarina gore TNF-o immiinreaktivitesinde anlamli bir azalmanin gercgeklestigi
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dikkati ¢ekmistir. Ancak sham grubuna kiyasla nimodipin ile tedavi gruplarinda TNF-a
immiinreaktivitesi yine de anlamli oranda yiiksekti. Taheri ve ark. yaptiklar1 2 saatlik
TT/D modelinde verapamil ve Salvia miltiorrhiza (antioksidan, antinflamatuvar bitkisel
ilag) kombine tedavisinin etkilerini incelemislerdir. Sonuglarina goére tek basina
verapamil tedavisi ile karsilastirdiklarinda kombine tedavinin histopatolojik
parametreleri ve doku nekrozunu daha ok iyilestirdigini rapor etmislerdir.?'* Nimodipin
TNF-o immiinreaktivitesinde 6nemli bir azalma saglamis, ancak inflamasyonun aktif bir
sekilde devam etmesinin Oniine gecemedigi goriilmiistiir. Bu nedenle ileri de yapilacak
TT calismalarinda nimodipin tedavisinin yanina ek bir antinflamatuvar tedavi ile daha
etkin sonuglar elde edilebilecegini ongdrmekteyiz.

Sunulan ¢alismada nimodipin tedavisinin TT ve TT/D’ye baglh doku hasarini,
spermatogenezisi ve Johnsen skorunu iyilestirdigi tespit edildi. Yapilan biyokimyasal
analizlerde nimodipin verilen gruplarda bir antioksidan belirteci olan SOD aktivitesi
anlamli sekilde artarken, lipid peroksidasyonunun ana belirteci olan MDA degerlerinde
ise anlamli bir azalma goriildii. Bunlara ek olarak apopitoz ve inflamasyon degerlerdirme
sonuglara gore sirasiyla kaspaz-3 ve TNF-a immiinreaktivite skorlarinin nimodipin ile
anlaml sekilde azaldig1 belirlendi.

Sonug olarak, TT ve TT/D sonrasi olusan I/R hasarinin patofizyolojik sonuglarinin
en aza indirilmesi ve testis fonksiyonunun korunmasi i¢in nimodipin uygulamasinin
cerrahi tedavinin yaninda, tedavi edici alternatif bir ajan olarak kullanilabilecegi
diisiiniildii. Bununla birlikte Nimodipin tedavisinde doz ve siire ayarlanmasi ile etki
mekanizmasinin molekiiler diizeyde arastirilmast icin ileri c¢alismalarin yapilmasi

gerektigi kanaatine varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sicanlarda deneysel olarak olusturulan testikiiler torsiyon/detorsiyon modelinde

nimodipinin etkilerinin 151k ve elektron mikroskobik diizeyde, immiinohistokimyasal ve

biyokimyasal analizlerle karsilastirmali olarak degerlendirildigi bu ¢alismanin

sonucunda;

1.

5.

Sham grubunun 151k ve elektron mikroskobik incelemesinde normal morfolojik
yapida oldugu,

TT ve TT/D gruplarinda tunika albugineada kalinlagsma, kanama ve o&dem,
seminiferoz tiibiillerde dejeneratif, litik ve apopitotik degisiklikler, tiibiil
liimeninde immatiir spermatojenik seriye ait hiicreler, interstisyel alanda 6dem ve
kanama alanlar1 oldugu,

Spermatogenezisin degerlendirilmesi icin yapilan JTBS’de TT ve TT/D
gruplarinda azalma oldugu ve spermatogenezisin bozuldugu, nimodipin tedavisi
uygulanan gruplarda (TT/N ve TT/D/N) JTBS’de hasar grubuplarina gore anlamli
bir artis oldugu ve spermatogenezisin daha saglikli oldugu,

Elektron mikroskobik incelemelerde, TT ve TT/D gruplarinda bazal lamina ile
membrana propriada kalinlasma ve diizensizlik, miyoid hiicre igerisinde
vakuolizasyonlar, seminiferdz tiibiil epitelinde bazal laminadan ayrilma, hiicreler
arast mesafede genisleme ve apopitotik cisimcikler, Sertoli hiicrelerinde litik ve
dejeneratif degisiklikler, okludens tipi baglantilarin yapisinda bozulmalar,
mitokondriyonlarda ve endoplazmik retikiilim sisternalarinda genisleme, lipid
damlaciklarinda ve lizozom sayisinda artis oldugu, spermatojenik seri
hiicrelerinde de mitokondriyonlarinda ve endoplazmik retikiiliim sisternalarinda
genisleme oldugu, interstisyel alanda ekstravaskiiler eritrosit varligi, hiicreler
arasi1 alanlarda genisleme, Leydig hiicre yapisinda litik, dejeneratif degisiklikler
oldugu ve lipid damlaciklarinin azaldigi, T/D grubunda daha fazla olmak {izere
inflamatuvar hiicre artis1 oldugu,

Nimodipin tedavisi uygulanan gruplarda (TT/N ve TT/D/N) ise, 151k ve elektron

mikroskobik diizeyde nispeten normale yakin bir morfoloji oldugu,
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6. TT ve TT/D gruplarinda, kaspaz-3 ve TNF-a immiinreaktivitelerinde artig, TT/N
ve TT/D/N gruplarinda ise azalma oldugu,

7. TTve TT/D gruplarinda serum MDA konsantrasyonlarinda artis, SOD aktiviteleri
ve serum testosteron konsantrasyonlarinda azalma oldugu, TT/N ve TT/D/N
gruplarinda ise SOD aktiviteleri ve serum testosteron seviyelerinde hasar grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artma gozlenirken, serum MDA

konsantrasyonlarinda azalma oldugu goriildii.

Sonug¢ olarak bu c¢alismada sigan testislerinde deneysel olarak uygulanan testis
torsiyon/detorsiyon modelinde nimodipin tedavisinin, antioksidatif, antiapopitotik ve
antiinflamatuvar etkileri arastirildi. Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
nimodipinin TT ve TT/D gruplarinda hasar1 azalttii, spermatogenezisi iyilestirdigi,
apopitozi ve inflamasyonu azalttig1 ve bununla birlikte hormon diizeylerini olumlu yonde
etkiledigi sonucuna varildi. Buna bagli olarak testis torsiyonunda uygulanan cerrahi
detorsiyon tedavisine ek olarak, detorsiyonda olusacak I/R hasarinin iyilestirilmesinde

nimodipin tedavisinin alternatif bir tedavi yaklagimi olabilecegi diisiiniildii.

Bu ¢aligmada, nimodipinin farkli dozlarda ve/veya farkli uygulama zamanlarinda,
testis I/R hasar1 iizerindeki etkileri arastirlmadi. Bu tedavinin doz ve siire diizenlemeleri
yapilabilmesi i¢in, ayrica molekiiler mekanizmalart ile ilgili daha fazla bilgi edinmek i¢in,

ileri deneysel ve klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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