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OZET

DENEYSEL TESTIS TORSiYON MODELINDE ANNE SUTU
EKSOZOMUNUN ETKINLIiGININ DEGERLENDIRILMESI

Amag: Calismamizda, testis torsiyonunun tedavisinde anne siitii eksozomunun
etkinliginin incelenmesi ve gelecekte yapilacak c¢alismalar ig¢in anne siitii
eksozomunun 6nemini ortaya koymak amaglanmstir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 8 er adet agirliklar1 250-350 gr arasinda
degisen Sprague Dawley cinsi erkek ratlarla 3 grup seklinde ¢alisma yapildi. Grup
1’deki ratlara skrotal insizyon yapilip baska bir islem yapilmaksizin kapatildi. Grup
2’deki ratlara skrotal insizyon yapildiktan sonra sol testis saatin aksi yoniinde 720
derece dondiiriiliip kari 6n duvaria 3/0 ipek dikisle tespit edildi; bu islemden 4 saat
sonra tekrar insizyon yapildiktan sonra detorsiyon yapildi. Grup 3’deki ratlara skrotal
insizyon yapilip sonra sol testis saatin aksi yoniinde 720 derece dondiiriiliip karin 6n
duvarina 3/0 ipek dikisle tespit edildi; bu islemden 4 saat sonra yapilacak
detorsiyondan 30dk 6nce sol testise intraperitoneal (ip) lcc eksozom yapilip 2 saat
daha beklendi. ilk ameliyattan 6 saat sonra tiim ratlara skrotal insizyon yapilip sol
testisleri ¢ikarilip biyokimyasal ve histopatolojik inceleme i¢in ikiye boliiniip uygun
sartlarda laboratuvara gonderildi. Tiim deneklere kansizlagtirma yontemi ile Otenazi
uygulandi. Testis torsiyonunda reperfiizyon hasarinin 6nlenmesinde eksozomun etkisi
biyokimyasal olarak, doku malondialdehit (MDA), superoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) diizeylerine bakildi. Ayrica histopatolojik etkisini gostermek igin
Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi1 (JTBS) ile degerlendirildi.

Bulgular: Grup 3 MDA degerlerinde Grup 2’ye kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu gosterilmistir(p<0.05). Grup 3 ile Grup 2 SOD ve CAT
degerleri karsilastirildiginda, bu degerlerin Grup 3’ te yiiksek oldugu goriildii. Ancak
bu degerlerin istatistiksel olarak incelenmesinde SOD degeri anlamhi ¢ikarken CAT
degerinde anlamli bir farklilik gosterilemedi(p=0.012 ve p=0.071). Histopatolojik
incelemede ise Grup 3’ te meydana gelen iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarinda Grup 1
ve Grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
Eksozom uygulamasimnin testis dokusundaki hasar1 torsiyon grubuna gore
histopatolojik agidan anlaml1 derecede azalttig1 ancak kontrol grubuna yakin degerlere
ulagamadig1 goriildii.

Sonug: Testis torsiyonunda detorsiyonundan yarim saat dnce verilen diisiik doz
eksozomun, reperflizyon hasarim1 tam Onlemedigi ama anlamli derecede testis
dokusunu korudugunu gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Testis torsiyonu, iskemi/reperfiizyon hasari, anne siitii
eksozomu.



SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF MOTHER MILK EXOSOME
IN EXPERIMENTAL TESTICULAR TORSION-DETORSION INJURY
MODEL

Aim: In our study, it was aimed to examine the effectiveness of breast milk
exosome in the treatment of testicular torsion and to reveal the importance of breast
milk exosome for future studies.

Materials and Methods: In our study, 8 Sprague dawley male rats, each
weighing between 250-350 gr, were studied in 3 groups. A scrotal incision was made
in the rats in Group 1 and closed without any other procedure. After the scrotal incision
was made in the rats in Group 2, the left testis was rotated 720 degrees
counterclockwise and fixed to the anterior abdominal wall with 3/0 silk sutures;
Detorsion was performed after the incision was made again 4 hours after this
procedure. A scrotal incision was made in the rats in group 3, and then the left testis
was rotated 720 degrees counterclockwise and fixed to the anterior abdominal wall
with 3/0 silk sutures; 30 minutes before the detorsion to be made 4 hours after this
procedure, 1cc exosome was applied to the left testis and waited for another 2 hours.
Six hours after the first operation, scrotal incision was made in all rats, their left
testicles were removed, and they were divided into two for biochemical and
histopathological examination and sent to the laboratory under appropriate conditions.
All subjects were euthanized by anemia method. The effect of exosome on the
prevention of reperfusion injury in testicular torsion was evaluated biochemically,
tissue MDA, SOD, CAT levels. It was also evaluated with JTBS to show its
histopathological effect.

Results: It was shown that there was a statistically significant decrease in
Group 3 MDA values compared to Group 2 (p<0.05). When Group 3 and Group 2
SOD and CAT values were compared, it was seen that these values were higher in
Group 3. However, in the statistical analysis of these values, while the SOD value was
significant, no significant difference could be found in the CAT value (p=0.012 and
p=0.071). In the histopathological examination, there was a statistically significant
difference in ischemia/reperfusion (I/R) injury in Group 3 compared to Group 1 and
Group 2 (p<0.05). It was observed that exosome application reduced the damage in
testicular tissue histopathologically significantly compared to the torsion group, but it
could not reach values close to the control group.

Conclusion: We have shown that low dose exosome given half an hour before
detorsion in testicular torsion does not completely prevent reperfusion injury, but
significantly preserves testicular tissue.

Key Words: Testicular torsion, ischemia/reperfusion injury, breast milk
exosome.
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1. GIRIS VE AMAC

Testis torsiyonu; yenidoganlar, ¢ocuklar ve addlesanlarda spermatik kordun
vertikal eksende donmesine bagli olarak testis ve etrafindaki yapilara giden kan
akiminin kesilmesine neden olan acil bir durumdur(1). Infertilite ve subfertiliteyi
onlemek i¢in erken tan1 ve cerrahi miidahale gerekir(2). 25 yas alt1 erkeklerde goriilme
sikligr 1/4000°dir (3). Hastalarin yaklasik %61°i 21 yas altinda olup bimodal yas
dagilim1 mevcuttur. Yenidogan peryodunda ve 13 yas civarinda olmak iizere iki ayri
doénemde pik yapar(4).

Testis torsiyonu tanisi ilk 4-6 saat icerisinde konulmalidir. Ozellikle komplet
spermatik kord torsiyonu varsa, yani 720 derecelik donme mevcutsa testiste geri
doniisii olmayan iskemik hasara ve gonad kaybina neden olur(5). Basaril1 bir cerrahi
miidahaleye ragmen testikiiler atrofi ve sonraki yillarda hastalarin %40-60’1nda
infertilite gelisebilir(6).

Testis torsiyonunda vendz doniisiin bozulmasma bagl olarak 6dem ve
hemoraji meydana gelmesi sonrasinda ilerleyen siiregte vendz konjesyon arteryel
dolasimi da bozarak arteryel obstriiksiyon bulgulariin da meydana gelmesine neden
olur. Bu siiregte kan akimi azalmasi sonucu testiste hipoksi ve devaminda iskemi
meydana gelir. Yapilan deneysel ¢aligmalar sonucunda testis dokusunda iskemiye en
duyarli hiicrelerin baslica germ hiicreleri oldugu saptanmistir(7). Testis torsiyonu
sirasinda olusan iskemik hasar reaktif oksijen radikallerine (ROS) bagl olarak
oksidatif stres ve inflamasyon sonucu meydana gelmektedir. Iskemik hasar déneminde
testikiiler hasarin primer nedeni oksijen desteginin azalmasi ile iliskilidir(8). Iskemi
meydan gelmis dokularin canliligini koruyabilmek i¢in en kisa siirede doku
reperfiizyonun saglanmasi gerekmektedir. Testisin detorsiyone edilmesi sonrasinda
reperfiizyonun da hiicresel hasara neden oldugu bu hasarin ROS iiretiminde artis ve
notrofil infiltrasyonu ile baglantili oldugu bilinmektedir. Bu siirecte meydana gelen
radikaller hiicre membraninda bulunan lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin
denaturasyonuna ve DNA hasarina neden olur(9).

Son yillarda, kapsamli arastirma gabalari testis iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasarmi en aza indirmek veya hatta 6nlemek icin etkili stratejiler ve ilaglar bulmay1

amaclamistir. Ancak, skrotumun 1sisinin azaltilmaya c¢alisilmasindan baska, klinik



pratikte bugiline kadar baska higbir yontem basariyla uygulanmadi(10). Bu nedenle
morbidite oranlarini azaltmak igin yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesine ve standart
bir tedavi protokoliine acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Eksozomlar, gesitli hiicre tiirlerinden salgilanan ve biyoaktif bilesenler igerdigi
tespit edilen nano 6lgekli hiicre kaynakli ekstraseliiler vezikiillerdir(11). Tikiirik,
idrar, plazma, anne siitii ve daha pek ¢ok viicut sivilarindan elde edilebilen eksozom
adindaki keseciklerin genetik malzeme aktarimi, bagisiklig1 diizenleyici rolleri ve
hiicreler arasi iletisimi saglamalari, tedavi amacli kullanimlarinin miimkiin oldugunu
gostermektedir. Eksozomlar dogaldirlar ve ¢ok kiigiik olmalari sayesinde de her tiirlii
viicut bariyerinden kolaylikla gecebilmektedirler. Bu faydalar1 g6z 6niine alindiginda
eksozomlarin tedavi amagh kullanimlar1 kaginilmazdir(12).

Son yillardaki ¢aligmalarda anne siitinde de yiiksek konsantrasyonda
eksozomlarin oldugu kanitlanmis olup literatiirde g¢esitli deneysel g¢aligmalarda
kullanilmistir. Biz de bu ¢alismamizda eksozomun testis torsiyonunda I/R hasaria
kars1 koruyucu etkisini ve bir tedavi sekli olarak kullanilabilirliginin arastirilmasini

amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Embriyolojisi

Gonadlar, gelisimin 7. haftasina kadar erkek veya disi olarak farklilasmamuistir
(13). Fertilizasyondaki spermin kromozomal yapisina bagli olarak (xx veya xy) gonad
tizerindeki erkek veya disi ilk farklilasma 7. haftada gézlenir (14).

Altinc1 haftada Y kromozomunun kisa kolundaki seks belirleyici bolge (SRY)
geni ve SOX9, FGF9 ve DAX1 gibi diger testis belirleyici genlerin birlikte gerceklesen
aktivasyonu sonucunda gonadin korteks dokusu gerileyerek testis veya medullar
kordonlari olusturulur (15). SRY geni testisin, mezonefrik kanal tubiillerinin gonadal
sirta penetre olabilmesini ve testislerin gelisiminde etkili olan kemotaktik ajan
salgilamasini uyarir. 6. haftada testis gelisiminde temel rolii olan Sertoli hiicrelerinden
salgilanan miilleryan inhibe edici faktor (MIF) miilleryan (paramezonefrik) kanallarin
regresyonuna neden olur. Interstisyel leydig hiicreleri 8. haftada ortaya ¢ikar ve
testosteron salgilayarak, 5-alfa rediiktaz enzimi vasitasiyla dihidrotestosterona
dontistiirir.  Testosteron wolfian (mezonefrik) kanallarin  virilizasyonundan,

dihidrotestosteron ise erkek dig genital yapilarinin farklilagmasindan sorumludur (13).

2.2. Testis Anatomisi

Testis skrotum icerisinde yerlesmis, sperm {iretiminden sorumlu bir ¢ift
gonaddir (16). Ortalama 15-20 ml hacminde, oval yapida ve 4x3%x2,5 cm
boyutlarindadir. Genellikle sol testis sagdakine gore 1 cm daha asagida yer alir (17,
18). Testisin 2/3 anterolateral kismi serbest olarak bulunurken, posterolateral yiizii
epididim, bag dokusu ve damarlarla sarilidir. Kranioposterior kismi mediastinum testis
olarak adlandirilir ve buradan seminal tasiyicilar ¢ikar. Testis distan i¢ce dogru tunika
vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa adlar1 verilen 3 yapinin olusturdugu
sert bir kapsiil ile kaplidir. Peritondan kaynaklanan tunika vaginalis, visseral ve
parietal 2 tabakadan olusur. Bu iki tabaka arasinda testisin etrafin1 saran az miktarda
serdz stvi bulunur, bu sivinin artist ile hidrosel meydana gelir. Ekstravaginal testis

torsiyonu bu boslukta olusur (19).



Embriyonel kokeni nedeniyle, testisin kanlanmas1 bobrekle yakin iligkilidir.
Insan testikiiler parankimi i¢in kan akimi1 100 mg doku icin yaklasik 9 ml/dk’dur.
Testisin kanlanmasindan sorumlu ana arter olan internal testikiiler arter aortadan renal
arterin altindan anterolateral ylizeyden ¢ikar ve testis kan akiminin yaklasik 2/3’linii
saglar (20, 21). Eksternal spermatik (kremasterik) arter, arteria iliaka eksternanin dali
olan arteria epigastrika inferior’dan internal inguinal ring i¢inde ayrilir. Esas olarak
tunika vajinalisi kanlandiran bu arter, ayn1 zamanda testis kan akiminin da yaklasik
%15-20’sini saglar. Deferensiyel (vazal) arter, arteria iliaka interna’nin ug dallar1 olan
arteria vezikalis superior veya inferiordan ¢ikarak, testis kan akiminin 1/6’sin1 saglar.
Vaz deferens ve epididimisin globus minor’unu besler. Ug arter de testikiiler
mediastinumda anastomoz yaparak, testisin kanlanmasini saglar. Testikiiler arter,
testise posteriordan girer. Tunika albuginea’y1 geger ve anteriorda testis parankimi
tizerinde dallanir, ardindan testisin posterior ve inferior bolgelerine dogru ilerler.
Testisin anterior ve inferior bolgeleri, medial ve lateral bolgelerine kiyasla daha iyi
kanlanir (18, 19, 22).

Testikiiler vendz drenaj; internal spermatik (testikiiler) ven, eksternal
spermatik (kremasterik) ven, deferensiyel (vazal) ven ve gubernakuler ven ile saglanir
(19, 23). Internal spermatik ven, internal spermatik arterle birlikte seyrederek; solda
renal vene dik bir sekilde, sagda ise vena cava inferiora oblik olarak acilir (24). Sol
testisin daha konumlanmasi nedeniyle, sol internal spermatik ven sagdakinden 8-10
cm daha uzundur. Eksternal spermatik ven, spermatik kordun posteriorunda uzanir ve
eksternal inguinal ring bolgesinde ylizeyel ve derin inferior epigastrik venlere ve
eksternal iliak vene agilir. Deferensiyel ven, vas deferens’e eslik eder ve siiperior-
inferior vezikal venler araciligiyla internal iliak ven’e dokiiliir. Gubernakular ven,
eksternal iliak vene drene olur (24, 25). Testis ve epididimden kaynaklanan venler,
mediastinumdan ¢ikar ve duktus deferens’ in Onii ve testikiiler arter ¢evresinde 8-12
venden olusarak anastomoz yaparak pampiniform pleksusu olusturur (26). inguinal
ring hizasinda pleksus pampiniformis ile skrotum ve epididimin vendz doniisiinii
saglayan kremasterik pleksus ve vazal ven sistemi, anastomoz olusturur. Pleksuslar
yukarida ise gonadal veni meydana getirir. Boylelikle testikiiler venin ligasyonu
sonrasinda deferansiyel ve kremasterik venoz yapilar ile kollateral dolasim ag1 olusur

(19, 27).



Testisin innervasyonundan T5-T12 seviyesinden ¢ikan torasik ve splanknik
sinirler sorumludur. Bununla birlikte, genitofemoral sinirin genital dali (L1-L2) ve
iliolinguinal sinir (L1) inguinal kanala girerek innervasyonda goérev alir.
Genitofemoral sinirin genital dali (L1-L2), kremasterik kasin inervasyonunu
saglarken; ilioinguinal sinir (L1), penis kokiiniin derisinin, skrotum’un iist kisminin ve

uylugun iist medial boliimiiniin innervasyonundan sorumludur (26, 28).

2.3. Testis Histolojisi

Testisler; embriyonik gelisimi diizenleyen, seksiiel olgunlasmay1 ve tireme
fonksiyonlar1 iizerinde etkileri olan ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip bir ¢ift
organdir. Skrotumda yer alir ve distan i¢e dogru tunika vajinalis, tunika albuginea ve
tunika vaskiiloza olarak adlandirilan ii¢ tabakali bir kapsiil ile c¢evrilidir (29).
Kapsiiliin en kalin ve belirgin tabakasi olan, yogun bir fibroelastik bag dokusundan
meydana gelen tunika albuginea, posterioda kalinlagarak mediyastinum testisi
olusturur. Mediyastenden tunika albugineaya dogru radyal olarak uzanan testikiiler
septa organi piramidal lobiillere ayirir. Testis lobiilleri, son derece kivrimli kan damart,
sinir ve intersitisyel hiicrelerden meydana gelen seminifer tiibiilleri olusturur (29-31).
Seminifer tubiiller mediyastinumda epitelle doseli olan rete testis ile birlesir; rete testis
ise sirastyla duktuli efferentes ve epididim ile devam eder (30, 32). Histolojik olarak
seminifer tiibiiller {i¢ bilesenden olusur. Bunlar; lamina propria, sertoli hiicreleri ve
spermatojenik hiicrelerdir (31, 33). Spermatojenik hiicreler sertoli hiicrelerinin
lateralinde bulunur. Kan-testis bariyerini bu iki hiicre grubu arasindaki siki baglanti

kompleksi olusturur (34).

2.4, Testis Fizyolojisi

Testisler interstisyel aralik ve seminifer tiibiillerden olusur. Interstisyel aralik,
testis hacminin %20-40"m1 olusturur ve Leydig hiicrelerini igerir. Leydig hiicreleri,
spermatojenik hiicrelerin iiretimi ve olgunlasmasi i¢in gerekli olan testesteronun

salintmindan sorumludur (35). Interstisyel aralik Leydig hiicrelerine ek olarak, kan ve



lenf hiicrelerini, sinir liflerini, fibroblastlari, gevsek bag dokusunu, makrofajlar1 ve
lenfositleri igerir.

Testis hacminin %60-80'ini olusturan seminifer tiibiiller, peritiibiiler hiicreler
ve Sertoli hiicrelerini icerir. Peritiibiiler hiicreler, seminifer tiibiillerin etrafinda
konsantrik tabakalar olusturur ve spermatogenez icin gerekli kosullart saglar. Sertoli
hiicreleri, protein, sitokin, biiylime faktorleri, opioid, steroid ve prostaglandin
sentezleyen ve salgilayan destek hiicrelerdir. Spermatogenezi koordine eder ve siki
baglantilar ile kan- testis bariyerini olustururlar.

Testisler iki ana islevden sorumludur: Spermatogenez ve testesteron ve diger

erkek cinsiyet hormonlarinin salinmasi (36).

2.4.1. Spermatogenez

Spermatogenez, progenitér germ hiicrelerinin olgun spermlere farklilasma
stirecidir. Bu siire¢ dort asamadan olusur: Diploid spermatogonia hiicrelerinin mitoz
boliinmesi, ikincil spermatositlerin ve spermatidlerin mayoz bdliinmesi,
spermatidlerin testikiiler sperme doniismesi ve spermin olgun spermatozoa formunda

seminifer tiibiillerinin germinal epitelinden tiibiiler limene salinmasi (37).

2.4.2. Testosteron ve Diger Erkek Cinsiyet Hormonlari

Testisler, testosteron, dihidrotestosteron, androstenedion gibi androjenler
olarak tanimlanan pek ¢ok seks hormonlarini salgilar. Testosteron, en dnemli testis
hormonu olarak kabul edilebilir fakat biiyiikk bir kismi hedef dokularda
dihidrotestosterona doniigiir. Testosteron, interstisyel Leydig hiicreleri tarafindan
uiretilir. Androjenler, steroid yapida bilesikler olup hem testislerde hem de andrenal
bezlerde kolesterolden veya dogrudan asetil koenzim A’dan sentezlenir. Erkekte
testosterona ek olarak az miktarda éstrojen de sentezlenir. Ostrojen olusumu sertoli
hiicrelerinde testosteronun Ostradiole doniistiiriilmesi sonucu gergeklesir. Testosteron
genel olarak viicuttaki belirgin erkek 6zelliklerinin olusumundan sorumludur. Testisler
genellikle gebeligin son 2-3 ayinda yeterli diizeyde testosteron salgilanmasiyla

skrotuma iner (38).



2.5. Testis Torsiyonu Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

Testis torsiyonu 1800°1i yillarda Hunter tarafindan tanimlanmistir (39).
Spermatik kord yapilarinin vertikal eksende rotasyonu nedeniyle etkilenen testisin
(Sekil 1) ve eklerinin kanlanmasinin bozulmasina ve buna bagli olarak kalic1 iskemik
yaralanmaya sebep olabilen acil bir durumdur (39, 40). Testis torsiyonunun
baslangicinda vendz tikaniklik sorumludur buna bagli olarak testiste 6dem ve agri
meydana gelir. Testisin tunikasi elastik degildir ve vendz konjesyon arteriel dolagimin
bozulmasina neden olur. Tlk olarak vendz tromboz, daha sonra da arteriel tromboz ve

testikiiler infarkt meydana gelir.

Sekil 1. Torsiyone Testis ve Donmiis Spermatik Kord (41).

Yapilan ¢aligmalarda basta spermatogonia ve spermatositler olmak iizere germ
hiicrelerinin iskemiye kars1 yiliksek duyarliliga sahip oldugu, testosteron iiretiminden
sorumlu Leydig hiicrelerinin ise germ hiicrelerine kiyasla iskemiye daha direncli
oldugu gosterilmistir (42). Torsiyon sonucunda gelisen testikiiler hasarin miktari,
torsiyonun derecesi ve siiresi ile yakindan iliskilidir (42, 43). Etkilenen testisin
nekrozunu 6nlemek i¢in yapilan acil miidahalenin basar1 orani ilk 6 saat iginde %90-
100 iken, 6-12 saat i¢inde %20-50'ye diiser ve 12 saatten sonra %10'dan daha azdir
(41, 44). Basaril1 bir cerrahiye ragmen bu hastalarin %40-60’1nda testikiiler atrofi ve
infertilite gelismektedir (45).

Testis torsiyonunun en dnemli etiyolojik faktorii can tokmagi deformitesidir

(Bell-clapper deformitesi) ve mevcut tiim testis torsiyonu vakalarinin %90'inda



goriiliir. Torsiyonun gelismesinde etkili olan diger faktorlerden biri de kremasterik kas
aktivitesidir. Kremasterik kas spazmi soguk hava, travma veya spor ile tetiklenebilir.
Gece ereksiyonlari da kremasterik refleksi tetikleyerek uyku sirasinda testis
torsiyonuna neden olabilir. Ek olarak, 12-18 yaslarinda testisler spermatik kordda
genigler ve dolaysiyla testis torsiyonu riski artar (46, 47). Testis torsiyonu,
ekstravajinal testis torsiyonu, intravajinal testis torsiyonu ve testis eklerinin torsiyonu
(appendiks testis ve epididim torsiyonu) olarak alt bdliimlere ayrilabilir. Intravajinal

testis torsiyonu en sik goriilen tiptir (46).

2.5.1. Ekstravajinal Testis Torsiyonu

Ekstravajinal testis torsiyonu, spermatik kord torsiyonu vakalarmin yaklasik
%10'unu olusturur ve yenidoganlarda tipiktir (48, 49) . Testis ve epididim tunika
vajinalis ile birlikte spermatik kordun iist seviyesinde torsiyone olur ve spermatik kord,
tunika vajinalis lizerinde biikiiliir (44). Yenidogan torsiyonu her zaman herhangi bir
anatomik anormallikle ilgili olmamakla birlikte, testisin skrotuma inisi veya skrotuma
yapigmasi sirasindaki anomaliler torsiyona neden olabilir. Testikiiler atrofi veya
inmemis testis yenidogan torsiyonuna bagli olarak ortaya ¢ikabilir (50, 51). Torsiyon
inguinal kanal diizeyinde olabilecegi gibi daha distalde de olusabilir. Ekstravajinal
torsiyon, prenatal veya postnatal ilk bir ayda gelisir, tan1 ancak dogum sonrasi
donemde konabildigi i¢in intrauterin torsiyonlarda testisin kurtarilabilmesi miimkiin
degildir (21). Dogum sonrasi testis torsiyonu ise genelde agrisiz olur ve skrotal sislik

ile gozlenir (52).

2.5.2. intravajinal Testis Torsiyonu

Testis torsiyonlarinin yaklasik %90°1 intravajinaldir. Anatomik yapilarin
intravajinal torsiyonu spermatik kordun tunika vajinalise yapistigi yerin distal
kisminda ti¢ farkli seviyede yerlesim gosterir; vajinal spermatik kordun torsiyonu,
testis ve epididim arasindaki mezorkiumun torsiyonu ve epididimin kendi i¢inde
torsiyonu (46). Siklikla ergenlik doneminde goriilen Bell-clapper deformitesi

intravajinal torsiyondan sorumlu tutulur. Tunika vajinalis spermatik korda daha



proksimalinden tutundugunda, Bell-clapper deformitesi (Sekil 2) ortaya c¢ikar ve
torsiyon i¢in temel predispozan faktor olarak kabul edilir. Bell-clapper deformitesi
siklikla bilateral olarak izlenir ve spermatik kordun hareketlerle veya kremasterik
kontraksiyonlarla rahat¢a donmesine ve bodylece skrotal kesede horizontal olarak
konumlanmasina neden olur (53). Torsiyon genellikle tek tarafli ve mediale dogrudur.

Spermatik kord sol tarafta daha uzun oldugu i¢in sol taraf daha sik etkilenir (54).
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Sekil 2. a. Normal Testis Anatomisi b. Tunika Vajinalisin Testise Anormal Fiksasyonu
ile Birlikte Can Tokmag Deformitesi c. Torsiyone Testis (41).

Spermatik kord torsiyonunun etiyolojik faktorii tam olarak agiklanmasa da
kremasterik kas aktivitesi de etkili oldugu disiniilmistiir (55). Kasin travmaya,
fiziksel egzersize, ereksiyona veya ani 1s1 diisiisline sekonder olarak kasilmasi venoz
damarlarin ve dolayisiyla testisin tikanmasina neden olur, daha sonra arter tikanir ve
testiste iskemi gelisir. Notrofil sayisinin artmasi ve oksidatif stres ise hemorajik nekroz
ve hiicre apopitozuna yol agar (56). Testikiiler fonksiyon kaybi, torsiyonun siiresi ve

derecesi ile dogrudan iligkilidir (57).

2.5.3. Testis Eklerinin Torsiyonu (Appendiks Testis ve Epididimis

Torsiyonlari)

Appendiks testis ve epididimislerin iistlinde bulunan embriyolojik kalintilarin
torsiyonudur. Siklikla 16 yas sonrasindaki déonemde goriiliir. Aniden ortaya ¢ikan

siddetli agr1 nedeniyle yapilan muayenede testisin veya epididimisin list kisminda ele



gelen kitle tanida patognomoniktir (58). Appendiks testis torsiyonuna sahip vakalarin
%14 ila 22' sinde skrotum cildinde mavi-nokta bulgusu (blue-dot sign) gozlenir (59).
Palpasyonda appendiks testis 6demli ve sis iken, geri kalan testis dokusu normaldir.

Tedavisinde agr1 kesici ve skrotal elevasyon 6nerilmektedir.

2.5.4. Klinik ve Tan

Testis torsiyonunun tipik belirtisi, ani baslayan siddetli agridir (60). Agri,
skrotum bdlgesinden kaynaklanir ve kasik ve karnin alt ¢eyregine yayilir. Skrotal
sislik, 6dem ve kizariklik da siklikla agriya eslik eder ve bazi vakalarda bulant1 ve
kusma da goriilebilir. Ancak yiiksek ates alisildik bir durum degildir (16, 59).

Puberte doneminde 6zellikle kis aylarinda ve geceleri testis torsiyonu goriilme
sikligi artmigtir (61). Torsiyon genellikle sol testiste goriiliir. Etkilenen testis genellikle
retrakte yiiksek skrotal yerlesimli ve horizontal konumdadir (62). Testis heniiz nekroze
degilse lokal palpasyonda siddetli agr1 vardir. Koyu ve mavimsi renkte cilt ve
hemiskrotumun siddetli olarak iltihaplanmasi ise nekroza isaret eder(63). Kremasterik
refleksin kaybolmasi testis torsiyonunun tanisinda oldukga belirleyicidir (60, 64).
Epididimit ve orsitle ayrici tamisinda Prehn bulgusu kullanilabilir. Testis eleve
edildiginde torsiyonda agrinin siddetlendigi goriiliirken, epididimit ve orsitte agri
azalir (64).

Anamnez ve fizik muayene elde edilen bulgular testis torsiyonuna giiclii bir
sekilde isaret ediyorsa ultrasonografi ve diger tetkiklerle zaman kaybedilmemeli,
acilen cerrahi skrotal eksplorasyon yapilmalidir.  Tamida siiphe mevcut ise
goriintiileme yontemlerine bagvurulmalidir (65). Renkli doppler ultrasonografi non-
invazif olmasi ve testis tosiyonunun teshisinde sintigrafiyle neredeyse esdeger
giivenilirlige sahip olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen goriintiileme yontemidir.
Renkli dopplerin en 6nemli 6zelligi skrotum duvarindaki ve testis icindeki kan akimini
ayirt edebilmesidir. Kan akiminin azalmis veya kaybolmus olmasi testis torsiyonunu
gosterir. Epididimit-orsitte ise kan akimi aksine artmistir (16, 66). Testis torsiyonu
tanisinda manyetik rezonans (MR) da kullanilabilir, ancak klinik uygulamada
cocuklarda anestezi gerekliligi nedeniyle tercih edilmemektedir (67). Ek olarak, akut

skrotumlu hastalarda rutin olarak kan ornekleri almir. Enfeksiyon veya doku hasari
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sirasinda, yiikselmis beyaz kan hiicresi sayis1 (WBC), C-reaktif protein (CRP) ve
eritrosit sedimantasyon hizi (ESR), ¢esitli serum proteinlerinin konsantrasyonlarindaki
degisikliklere eslik eder. Bu belirtecler, akut skrotumun enflamatuvar nedenlerini,

enflamatuvar olmayan nedenlerinden ayirmada yardimeci olabilir (68).

2.5.5. Tedavi

Testis torsiyonu vakalarinda iskemik testise kan akisinin hizli bir sekilde
saglanmas1 kritik bir Oneme sahiptir. Iskemik hasar testikiiler histopatolojide
morfolojik degisikliklere neden olur ve spermatogenezi olumsuz etkiler(69).
Semptomlarin baslamasindan sonraki ilk 6 saat i¢inde cerrahi eksplorasyon yapilirsa,
testisin kurtarilma oran1 %90-100'diir, semptomlar 12 saatten uzun siiredir mevcutsa
bu oran %50'ye diiserken, semptom siiresi 24 saat veya daha uzunsa %10'dan daha
azdir(4, 62, 70). Testis torsiyonun tedavisi cerrahi explorasyondur(71).

Eksplorasyonda testis torsiyonu tanis1 dogrulandiktan sonra testis ve spermatik
kord detorsiyone edilir ve testisin reperflizyonu degerlendirilir. Testise sicak serum
fizyolojik ile gazli bezlerle kompres yapilir. Etkilenen testisin reperfiizyonu iyiyse ve
testis dogal rengine dondiiyse testis fiksasyonu (orsiopeksi) uygulanir(72, 73).
Operasyon esnasinda kars1 scrotumda degerledirilmelidir. Ciinkii testis hareketliligini
arttiran ‘Bell clapper’ deformitesi siklikla bilateral goriildiigii i¢in sonrasinda da kars1
testiste de torsiyon olma ihtimali yaklagik olarak %80 oldugundan fiksasyon bilateral
yapilmalidir(70, 74-76). Eger etkilenen testis nekrotik ise orsiektominin yani sira karsi
testiste de torsiyon gelisimini Onlemek igin profilaktik olarak bilateral fiksasyon
yapilir. Testisin canliligini degerlendirmek i¢in tunika albuginea iizerine insizyon
yapilarak kanama olup olmadigina bakilabilir (72, 73).

Iskeminin kan-testis bariyerinde hasara neden oldugu ve ¢ocuk yas grubunda
kendi spermatogoniasina karsi otoimmiinizasyon riski olusturdugu bilinmektedir.
Addlesan donemde iskemik testisin fiksasyonunun erigkin donemde spermatogenesis
ile ilgili sorunlara neden oldugu saptanmistir (77, 78). Yas faktorii orsiektomi karari
icin belirleyicidir (76). On yasindan kiiciik cocuklarda, spermatogenesis tam

olusmadigindan ve kan-testis bariyeri olmadigindan stlipheli testis eksize
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edilmeyebilir. On yasindan biiyiik iskemik testis saptanan ¢ocuklarda ise orsiektomi

yapilmasi onerilir (77, 78).

2.6. Iskemi/Reperfiizyon Hasar

Testis torsiyonu sonrasinda testikiiler hasarin meydana gelmesinden torsiyon
sirasindaki iskemi ve bunu takiben detorsiyon ile saglanan reperfiizyon sirasinda
ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri sorumludur (79, 80). Iskemik dokuda kan
akimi, hiicresel fonksiyonlarini karsilayamayacak kadar diiser (81). Oksijen
yetersizligi sonucunda oksidatif fosforilasyon mekanizmasi bozulur ve adenozin
trifosfat (ATP) gibi fosfat depolarinda yetersizlik meydana gelir ve gereken enerji
saglanamaz. Hiicre membranindaki ATP bagimli sodyum-potasyum (Na+/K+)
pompasi inhibe olur, bunun sonucunda iyon dengesizligine bagli olarak hiicre i¢inde
iz0-ozmotik su birikir ve hiicreler siser. Anaerobik glikolizin neden oldugu asidoz,
karbondioksit (CO2) birikimi sonucunda olusan karbonik asit (H2CO3) ile daha da artar
(82). ATP olmadigindan hiicre ici kalsiyum (Ca?) dengesi saglanamaz. (Ca?)’ un
artmast sonucunda proteolitik enzimler, fosfolipazlar aktive olur ve sitotoksik etki
gosterir. Fosfolipazlarin aktivasyonu ile olusan arasidonik asit, mitokondriyal
enzimleri inhibe ederek serbest radikallerin olusumunu hizlandirir ve hiicre lizise ugrar
(83, 84).

Iskemi siirecinde ATP hipoksantin’den ATP elde edilir. Bu indirgenme
olayinda ilk ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin meydana gelmektedir.
Adenozin inozine ve hipoksantine ayrisir. iskemi sirasinda hiicrelerde artan Ca*?,
proteazlar1 aktiflestirip hipoksantinin ksantine oksitlenmesini saglayan ksantin
dehidrogenazin ksantin oksidaza doniisiimiine neden olur ve dokularda asiri
hipoksantin birikir. Reperfiizyon ile dokuya giren oksijen ve ksantin oksidaz,
hipoksantin ile reaksiyona girerek serbest oksijen radikallerini olusturur (85, 86).
Olusan serbest oksijen radikallerine ve aktive edilmis kan hiicrelerine bagl olarak
“reperflizyon hasar1” olusur. Reaktif oksijen radikalleri, hiicre membranlarinda
olusturdugu lipid peroksidasyonu sonucunda protein denatiirasyonuna ve niikleik asit

hasarina yol agar (87, 88).
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Iskemi sonrasinda saglanan reperfiizyon, dokuyu daha fazla zarara ugratir.
Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif fosforilasyonun mekanizmalarinin zarar
gormesi ile mitokondriyal oksijen radikallerinin {iretimi artar. Iskemi hiicrenin
antioksidan savunma sistemlerini de olumsuz etkilediginden, serbest radikallerin

birikimi kolaylasir (89, 90).

2.6.1. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Fizyolojik ve patolojik reaksiyonlarda baska molekiillerle kolayca elektron
aligverisine girerek onlarin yapisin1 bozan molekiillere serbest radikaller denir (91).
Viicutta serbest radikaller oksidatif fosforilasyon, iirik asit metabolizmasi ve
prostoglandin sentezi gibi biyokimyasal olaylar sonucu siirekli olarak olusur (92).
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusanlardir ve bunlara
serbest oksijen radikalleri adi1 verilir. Bunlarin arasinda en onemlileri ise siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleridir. Serbest radikaller hiicrelerdeki
protein, DNA, karbonhidrat, lipidler ve diger molekiillerle reaksiyona girerek
metabolizmalarint  etkilerler (93). Serbest oksijen radikalleri (SOR), lipit
peroksidasyon iiriinii olan malondialdehitin (MDA) artigina neden olur (91).

Fizyolojik olarak serbest oksijen radikalleri enerji liretim siireclerinin dogal bir
yan Uriiniidiir. Yiiksek diizeyde reaktif olan radikaller ayn1 zamanda potansiyel olarak
zararlidir (94). Antioksidanlar tarafindan saglanan savunma sistemi sayesinde serbest
oksijen radikallerinin olusumu ve bu radikallerin olusturdugu hasar onlenir. Serbest
radikallerin olusum hiz1 ve bunlarin antioksidanlarla notralize edilme hizi arasinda bir
denge olmasi gereklidir. Reaktif oksijen radikalleri ile antioksidan defans sistemi
arasinda denge serbest radikaller lehine bozulursa, hiicre igerisinde serbest radikaller
artar. Artan serbest radikallerin hiicrede ve fonksiyonlar1 iizerinde yapmis oldugu
olumsuz etkiye “oksidatif stres” adi verilir. Reaktif oksijen radikalleri, hiicrelerde
ozellikle lipid peroksidasyonuna yol acarak membran gegirgenligini bozup hiicrenin
canliligini kaybetmesine neden olmaktadir. Oksidatif stres, hiicresel antioksidan
sistemi olusturan siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve melatonin tarafindan giderilir (95, 96).

2.6.2. Antioksidan Sistemler
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Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana
getirdigi hasarlar1 dnlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gorev yapan
savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi
verilir (86). Antioksidanlar, hiicre zarindaki lipidleri peroksidasyona karsi korur,
serbest oksijen radikallerini zayif bir molekiile ¢evirerek etkisiz hale getirir, metal
iyonlar1 baglayarak radikal olusumunun engeller, serbest radikallerin olusturduklari
hasar1 onarir ve hasarli hiicreleri ortamdan temizler (97). Antioksidanlar, endojen ve

eksojen olmak tiizere siniflandirilabilir (98).

2.7. Testiste Iskemi/Reperfiizyon Hasar

Testis torsiyonunda venodz kan akisi azalir, 6dem, hemoraji ve daha sonraki
siiregte arteriyel tikaniklik baslar ve iskemi gelisir (45). Torsiyonun neden oldugu
iskemi ve detorsiyonun sonrasinda olusan reperfiizyonla birlikte aciga ¢ikan serbest
oksijen radikalleri (SOR) testis dokusunda hasara neden olur (80, 99, 100).

Viicuttaki antioksidan sistemler ve serbest oksijen radikalleri arasindaki
dengenin SOR lehine bozulmasinin sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stres, spermlere
zarar verir ve infertiliteye neden olabilir. Oksidatif strese bagli ortaya ¢ikan hasarin
derecesi; SOR miktarina, SOR maruziyet siiresine ve hiicre dis1 faktorlere baglidir.
Oksidatif stres; yaglar, proteinler, niikleik asitler ve sekerler gibi tiim hiicresel
bilesenleri hedef alir. Yaglar sperm plazma zarinda doymamis yag asitleri seklinde
bulunur ve oksidasyona en hassas molekiillerdir. SOR, lipit peroksidasyonu denilen
kimyasal bir zinciri baslatir. Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan malondialdehit,
spermatozoanin peroksizomal hasarini gosteren biyokimyasal testlerde kullanilir
(101). Bu testler bozuk sperm fonksiyonlari, hareket bozukluklar1 ve sperm-00sit
fiizyon kapasitesi ile ilgili degerli bilgiler sunar (102).

Artmig SOR seviyelerinin, azalmig sperm motilitesi ile ilgili oldugu
bilinmektedir ancak etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir (103). Bir hipoteze
gore, H202 hiicre membranin1 gecer ve heksoz monofosfat sant1 yolu ile glukoz-6-
fosfat dehidrojenaz gibi bazi vital enzimlerin iglevini engeller (104). Diger bir hipotez

ise aksonemal proteinlerin fosforilasyonunda ve sperm hareketliliginde azalma ile
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sonuglanan bir olay dizisine dayanir ki, her ikisi de sperm-00sit fiizyonu i¢in gerekli
olan membran akigkanliginin azalmasina neden olur (105).

Germ hiicrelerindeki DNA hasari; disik fertilizasyon, implantasyon
bozukluklari, yiiksek abort oranlar1 ve gelisme gerilikleri ile iligkilidir. SOR nokta
mutasyonlar, polimorfizm gibi semen kalitesini disiiren mutasyonlara da neden
olabilir (106). DNA hasari kiigiik ise spermatozoa kendini tamir edebilir ayrica oositin
de hasarli spermatozoay1 tamir yetenegi mevcuttur. Ancak hasar biiyiik ise apopitoz
ve embriyo harabiyetine neden olabilir (107). Y kromozomundaki DNA hasar1 gen

delesyonuna sebep olarak yeni kusaklarda infertiliteye yol acabilir (108).

2.7.1. Testisin iskemik Hasarlanmalarinda Antioksidan Tedavi

Antioksidanlarin gorevi, oksidatif stres sonucunda ortaya ¢ikan serbest
radikallerden dokuyu korumaktir (109). Antioksidanlar, hiicre zarindaki lipidleri
peroksidasyona kars1 korur, serbest oksijen radikallerini zayif bir molekiile ¢evirerek
etkisiz hale getirir. Ayrica metal iyonlar1 baglayarak radikal olusumunu engeller,
serbest radikallerin olusturduklar1 hasari onarir ve hasarli hiicreleri ortamdan temizler.
Seminal plazmada siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaza ilaveten askorbat, iirat, vitamin E, piruvat, glutatyon, albumin, vitamin A,

ubikinol ve hipotaurin gibi enzimatik olmayan antioksidanlar bulunur (97, 110).

2.8. Eksozom

Eksozomlar bilinen tim hiicreler tarafindan ortama salinir ve ekstarselliiler
vezikiillerin, en kii¢lik grubudur (167). Cift lipit tabakal1 bir membranla ¢evrili 50-100
nm ¢apinda olan eksozomlar (endozom kokenli vezikiiller) araciligiyla proteinler,
DNA, mRNA, kodlamayan RNA’lar gibi molekiiller bir hiicreden digerine
gonderilerek genetik bilgi aligverisi ve alici hiicrelerin yeniden programlanmasi
saglanir. Farkli hiicre kokenine sahip eksozomlar, fosfolipid tabaka, endoplazmik
retikulum, sitozol ve golgi kompleksinden kaynaklanan proteinleri, 1s1 sok
proteinlerini, tetraspanin aile proteinlerini, hiicre iskelet proteinlerini ve lipit ile iligkili

proteinleri, MRNA, miRNA ve DNA fragmenlerini barindirir (168). Kendilerine 6zgii
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biyogenez yolaklarina ve lipid kompozisyonlarina sahip olmalart ve tasidiklar kargo
ve boyutlari gibi 6zellikleri onlar1 diger hiicre dis1 keseciklerden ayirir (169).
Eksozomlarin immiin diizenlenleyici 6zellikleri sayesinde kanser, otoyangisal
ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanimlar1 her gecen giin yayginlasmaktadir
(173, 174). Eksozomlar ayn1 zamanda, lipid i¢inde c¢oziinen ilaglar ve genetik
materyaller i¢in tasiyict kesecik ve antijen ile adjuvanin birlikte taginabildigi asi
tastyicilar olarak da kullanilir. Dogal olmalari, hiicre dis1 ortama salinan eksozomlarin
serum (111), plazma (112), idrar (113), amniyotik sivi (114), anne siitii (115) ve
tikiiriik (115) gibi viicut sivilarindan toplanabilmeleri, ¢ok kiigiik olmalar1 sayesinde

her tiirlii viicut engelinden gecebilmeleri en biiyiik avantajlaridir.

2.8.1. Eksozomlarin Biyogenezi, Yapisi, Salinimi ve Hedef Hiicreye Alimi

Eksozomlar, plazma membranindan i¢e dogru tomurcuklanma ile olusan erken
endozomun farklilagmasi1 sonucunda meydana gelir. Erken endozomlar
tomurcuklanarak ¢ok sayida intraliiminal vezikiilleri (ILV) olusturur. ILV iceren erken
endozomlar, multivezikiiler cisimcik (MVC) veya ge¢ endozom olarak adlandirilir.
MVC’ler, lizozomda ortadan kaldirilabilir veya plazma membraninda ekzositoz ile

eksozom adini alarak hiicre disina salgilanabilir (Sekil 3) (116).

Sekil 3. Eksozomlarin Olusumu ve Hiicreden Salimmm (117).

16



Eksozomlar, hedef aldig1 hiicreler tarafindan membranlarinda bulunan serin
membran lipidleri, kolesterol, sfingolipid, gliserofosfolipid, sifingomyelin, seramid
gibi membran lipidleri araciligla taninir. Ayrica koken aldigi hiicrenin plazma
membraninda bulunan 6zgiin proteinler, tetraspaninler ve reseptorleri de iizerlerinde
tagimalar1 sayesinde diger hiicrelerce taninmalari ve hiicre igine alinmalari
kolaylasir(118). Kanda, idrarda, agiz i¢i salgida, amniyotik sivida, beyin-omurilik
stvisinda, eklem sivisinda, nasal salgilarda, anne siitiinde, serum ve plazma dahil,
biitiin viicut stvilarinda bulunurlar (119, 120).

Eksozom igeriginin hiicreye alinmasi; reseptor araciligiyla, eksozomun hedef
hiicre membrani ile flizyonuyla ve fagositozla olmak iizere tli¢ farkli sekilde gergeklesir
(Sekil 4) (121). Reseptor aracili alimda, eksozomlar ve hedef hiicreleri arasinda ii¢
asamal1 etkilesim s6z konusudur. ik olarak eksozomlarin transmembran proteinleri
hedef hiicrelerin reseptorlerine baglanir. Ardindan eksozomlar hedef hiicrelerin
plazma membrani ile birlesir ve igeriklerini sitoplazmaya bosaltir. Daha sonra da
eksozomlar endozomlarla birlesir (122, 123). Dogrudan fiizyonda, hiicre zari ve
eksozom membraninin dogrudan fiizyonu sonucunda eksozom igerigi sitoplazmaya

alimirken (124), fagositozda ise eksozom biitiin olarak hiicre igerisine alinir (125).

f b) Dogrudan fiizyon

a) Reseptor etkilegimi

<) Fagositoz ‘_

Sekil 4. Eksozomlarin Hedef HiiCreye Alinim Yollar: (125).

2.8.2. Eksozomlarin Fizyolojik Gorevleri

Eksozomlar; hiicreler arasi sinyal iletimi, antiviral aktivite, mikrobiyal

patogenezin diizenlenmesi, programli hiicre 6liimii, anjiyogenez, immun cevabin
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diizenlenmesi ve koagulasyonda rol oynar (126, 127). Semende bulunan eksozomlarin
erkek fertilitesinde de 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (128, 129).

Eksozomlar immiin yanitlarda dnemli gorevler tstlenir. Yapilan ¢alismalarda
farkli hiicre kokenli eksozomlarin bagisiklik hiicreleri tizerinde hem baskilayict hem

de etkinlestirici etki gosterdigi saptanmistir (130).

2.8.3. Eksozomlarin Tami ve Tedavideki Onemi

Eksozomlar koken aldiklari hiicrelere gore pleiotropik etki gosterirler. Bu
ozellikleri nedeniyle farkli biyomedikal uygulamalarda kullanimlar1 yayginlagmistir.
Immiin kararli dengenin saglanmasinda etkili olan eksozomlar, otoimmiin ve immiin
yetmezlik durumlarinda tedavi amagh kullanilmaktadir ve immiin hiicrelerini etkiliyor
olmalar1 asilarin gelistirilmesinin de o6niinti agmaktadir. Eksozomlarin fizyolojik
gorevlerine ek olarak patolojik mekanizmalarda da var olmalari, eksozom tabanli tani
yontemlerinin olusmasini saglamaktadir (131).

Eksozomlar, kanser de dahil olmak {izere bir¢ok hastaligin tan1 ve tedavisinde
kullanilir. Tasidiklar1 kargo iceriklerinin (6zellikle mRNA ve miRNA igerigi)
hastaliklarin tanisinda avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir. Eksozomlarin ultra-
santrifiij ve izolasyon kitleri ile tiim viicut sivilaridan elde edilebiliyor olmasi,
aragtirmalarin yapilmasini kolaylastirmigtir (132).

Eksozomlar, dogal lipozom olduklari i¢in tedaviye yonelik aragtirmalarda da
Ooneme sahiptir. Nano boyutta olmalar1 ve membranlarindaki protein ve lipid icerikleri
sayesinde kanda rahatca dolagarak kan beyin bariyerini de gegebilirler (133).

Glinlimiizde yapilan c¢alismalar, eksozomun oksidatif stres hasarim
hafifletebilecegini gostermistir. Sun ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢aligmada deneysel
karaciger iskemik hasarina karsi eksozom ve melatoninin birlikte kullanilmasinin
etkili oldugunu bildirmislerdir (134). Zahran ve ark. (2020), si¢anlar tizerinde
yaptiklar1 bir calismada renal iskemi-reperfiizyon hasarin1 en aza indirmek igin
melatonin, mezenkimal kok hiicreler ve bunlarin eksozomlarinin birlikte
kullanilmasini 6nermislerdir (135). Lin ve ark.” da (2016), adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicre ve eksozomun kombine olarak kullanilmasinin si¢canlarda akut

iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruma sagladigini bildirmiglerdir (136).
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Angoulvant ve ark. (2011), kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreden

eksozomlarinin, miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasarini azalttig1 bildirmistir (137).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma KTU Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan
planlanip 2021/10 protokol numarali etik kurul izni alindiktan sonra Biyokimya ve
Patoloji Anabilim Dallarinin katkilartyla yapilmistir. Calismada KTU Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma Merkezi tarafindan saglanan agirliklar1 250-300 gram arasinda olan
24 adet Sprague Dawley cinsi ratlar kullanildi. Ameliyatlar KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Laboratuvarinda yapildi. Calismamiz Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi (BAP) tarafindan desteklenmistir.
3.1. Deney Hazirhig: ve Yapihsi

Arastirmada 8’er adet, agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen, Sprague Dawley
cinsi ratlardan olusan 3 grup kullanildi. Deney siiresi 1 giin olarak belirlendi. Calisma
giinline kadar ratlar 22 + 2 °C sabit oda sicakligi, %60 nem orani, 12 saat aydinlik/12
saat karanlik standart laboratuvar sartlarinda kafeslerde 8‘er adet ve altlarinda talas
olacak sekilde barndirildi. Ratlar ameliyat dncesinde 24 saat siireyle a¢ birakildi ve
bu siire icerisinde sadece su verildi. Her grupta 8 adet rat olmak iizere 3 grup

olusturuldu. Olusturulan gruplar Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Her Grupta 8 Adet Rat Olmak Uzere 3 Grup Olusturuldu.

Grupl Sham grubu
Grup 2 \ Torsiyon-Detorsiyon grubu
Torsiyon yapilip Detorsiyondan 30 dk dnce Img/kg ip eksozom verilen

Grup 3 grup

Anestezi: Tim cerrahi islemlerde anestezi uygulamasi intraperitoneal 10
mg/kg ksilazin hidroklorid ve 50 mg/kg ketamin verilerek yapildi. Cerrahi Teknik:
Ameliyat bolgesi trag edilip daha sonra betadin soliisyonuyla temizlendi.
Ameliyatlarda skrotal orta hattan yapilan insizyon kullanildi. Torsiyon/detorsiyon
modeli; sol testis digar1 alinarak, saatin aksi yoniinde 720 derece dondiiriildii. Daha
sonra testis tekrar detorsiyone olmasin diye tunika albugineaya 6/0 monoflaman ile

stitlire edilip skrotuma tespit edildi. Skrotum 4/0 ipekle kapatilip torsiyon isleminden
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4 saat sonra testis detorsiyone edilerek beklendi. Detorsiyon isleminden 2 saat sonra
sol testise orsiektomi yapildi.

Grup 1: Anestezi sonrasi skrotal orta hattan vertikal kesi yapilip sol testis
gubernakulum kesilerek disar1 alindi1 ve daha sonra torsiyon yapilmaksizin skrotuma
anatomik pozisyonda yerlestirildi. Katlar 4/0 ipekle kapatilip 4 saat sonra sol
orsiektomi yapildi.

Grup 2: Bu gruptaki ratlara torsiyon/detorsiyon modeli olusturulup
detorsiyondan 2 saat sonra sol testise orsiektomi yapildi.

Grup 3: Bu gruptaki ratlara torsiyon/detorsiyon modeli olusturulup
detorsiyondan 30 dakika dnce 1mg/kg ip eksozom verildi. Detorsiyondan 2 saat sonra
sol orsiektomi yapildi. Orsiektomi materyali 2 parcaya boliindii. Elde edilen testis
dokusunun yaris1 derhal sivi nitrojen ile islem edilerek donduruldu ve biyokimyasal
incelemeler yapilana kadar -80 derecede saklandi. Diger yarist ise patolojik

incelemeler i¢in ayrildi.

3.2. Anne Siitii Eksozomunun Uretimi

3.2.1. Anne Siitiiniin Toplanmasi ve Eksozom izolasyonu

KTU Tip Fakiiltesi ¢ocuk cerrahisi poliklinigine basvuran géniillii saglikli
annelerden (onam formu imzalatilip) yaklagik 200-300 mL anne siitii alinacaktir.
Alinan anne siitii 6rnekleri laboratuvarda analiz edilene kadar -80 °C'de saklanacaktir.
Depolanan ham anne siitii 6rnekleri (yaklasik 200-300 mL) buz lizerinde ¢oziildii.
Anne siitiinden eksozom izolasyonu diferansiyel santrifiij ve ultrasantrifiij
yontemleriyle yapildi. Anne siitii 6rnekleri santrifiij tiipiine aktarildiktan sonra, siit lipit
tabakasini ayirmak i¢in +4°C, 10 dakika, 3,000xg’de (F0650 rotor, Beckman Coulter
Instruments, USA) santrifiij edildi. Ardindan, biiyiik hiicresel kalintilar1 ve kalan
lipitleri uzaklastirmak i¢in +4°C, 30 dakika, 5,000xg’de (F0650 rotor, Beckman
Coulter Instruments, USA) santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siit slipernatan1 yeni bir
tiipe alinarak +4°C, 10 dakika, 12,000xg’de (F0650 rotor, Beckman Coulter
Instruments, USA) daha kiiciik hiicresel kalintilar1 ve apoptotik hiicreleri

uzaklastirmak icin santrifiij edildi. Santrifiij edilen siit siipernatan1 ham eksozom izole
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etmek i¢in JS 24.15 rotorunda (Beckman Coulter Instruments, USA) +4°C, 2 saat,
110,000xg’de ultrasantrifiij edildi. Ham eksozom pelleti fosfat tamponlu salin (PBS)
(pH 7.4) igerisinde siispanse edildi ve izole edile eksozomlar hem deney asamalarinda
kullanilmak tizere hem de dogrulanmasi i¢in -80°C'de saklandi. Deneyde kullanilacak
olan anne siitii eksozomlarinin protein konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA)

yontemiyle 1 pg/mL olacak sekilde ayarlandi.

3.2.2. Anne Siitii Eksozomunun Iimmiinoblot Yéntemiyle Dogrulanmasi

Anne siitii eksozom proteinlerinin eldesi i¢in proteaz ve fosfataz inhibitor
kokteyli (PPC1010, SIGMA) igeren RIPA lizis soliisyonu (SE3924401, SERVA)
eklenerek eksozomlar 15 dk buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda 15,000xg, +4°C 15
dk santrifiij edilerek protein elde edildi ve konsantrasyonlart BCA kiti (LOT:
UD282967, Thermo Scientific, USA) kullanilarak analiz edildi. Bu yontem, alkali

Z*nin Cu'*’e indirgenmesi esasina dayanir.

ortamda mevcut proteinler tarafindan Cu
Olusan bakir katyonunun (Cu'l*) BCA ile reaksiyona girmesiyle kolorimetrik tayin
gerceklestirilir. Calismada standart olarak 2 mg/mL konsantrasyonda sigir serum
albiimini (BSA) kullanildi. Anne siitii eksozom proteinlerinden elde edilen protein
fazlarin konsantrasyonlar1 sirasiyla Sekil 5’teki standart grafigine gore pug/mL

cinsinden hesaplanda.
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Sekil 5. Anne Siitii Eksozomlarinda Protein Miktarim Hesaplamak I¢in Kullanilan
Standart Grafigi
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3.2.2.1. SDS-PAGE Asamasi

Anne siitii eksozomlarindan elde edilen total proteinlerle SDS-PAGE asamasi,
Laemmli tarafindan belirtilen yontemle gergeklestirildi(138).

Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 8.8): 44.2 g Tris HCI 180 mL
deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.8’e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye
tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Yiikleme Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCI pH 6.8): 22.1 g Tris HCI 90 mL
deiyonize suda ¢oziildii, pH 6.8’¢ ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 100
mL’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

%10 (w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS): 2 g SDS 20 mL deiyonize suda
coziilerek oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE Tank Tamponu (10 X): 30.3 g Tris HCI, 144 g glisin ve 10 g
SDS (%0,1 w/v) 1 L deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi. Calisma
¢ozeltisi deiyonize su ile 1X olacak sekilde sulandirildi.

%10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS): 100 mg APS 1 mL deiyonize suda
¢Oziildii ve 4 °C’de saklandi.

SDS PAGE Numune Yiikleme Tamponu (5X): 0.67 mL yiikleme tamponu,
5 mL gliserol, 0.5 g SDS, 5 mg bromfenol mavisi, 0.5 mL 2-merkaptoetanol, 3.8 mL
deiyonize su igerisinde ¢6ziildii ve aligotlanarak -20 °C’de saklanda.

Sabitleme Cozeltisi: %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su igerecek
sekilde hazirlandi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilir.

Renklendirme Cozeltisi: 0.66 g Coomassie Brillant Blue R-250, 120 mL
metanol, 24 mL asetik asit ve 120 mL saf su ilavesi ile hazirlandi.

Renksizlestirme Cozeltisi: %7,5 asetik asit, %5 metanol ve %87,5 saf su
igerecek sekilde hazirland.

SDS- PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Calismalarda %8’lik ayirma jeli ve %15°lik yiikleme jeli kullanildi.
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Tablo 2. % 5-12°lik (2x1mm) SDS Poliakrilamid Jelinin Hazirlamsi

%35’lik Yiikleme Jeli %12’lik Ayirma Jeli

Kimyasallar (mL) (mL)
ddH20 3,08 mi 4,34 ml
Acrylamid (%40 mix) 0,56 ml 3,00 ml
0.5M Tris-HCI pH: 6.8 1,25 ml -
1.5 M Tris-HCI pH: 8.8 - 2,50 ml
%10 SDS 0,05 ml 0,10 ml
%10 APS 0,05 mi 0,10 ml
TEMED 3ul 10 pl

Camlar kontaminasyonlari veya jel kalintilarin1 engellemek icin dnce saf su ile
ardindan %70’lik etil alkol ile temizlendi. Temizlenen camlar pegete ile kurulandi.
Uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi. Bu sirada jelin
alt kisimdan sizmamasma dikkat edildi. Oncelikle ayirma jeli yiiklenmektedir.
Gereksinim duyulan ayirma jeli ylizdesine gore jellerin hazirlanmasi igin gerekli olan
kimyasallar kabin igerisine yerlestirildi. Kimyasallar yukarida Tablo 2’de verilen
siraya ve miktarlara gore 50 mL falkonda karistirildi istenilen yiizdeye gore hazirland.
SDS ve APS ekledikten sonra karisimin homojen hale gelmesi i¢in dairesel bicimde
bir hareket yapilarak karistirildi. Polimerlesmeyi saglayacak olan TEMED
eklenmeden once jeli dokmek i¢in kullanilacak pipet 1 mL’e ayarlandi. TEMED
eklendikten sonra birka¢ kez pipetaj yapilarak TEMED’in homojen bir bi¢imde
yayilmasi saglandu. Ilk olarak ayirma jeli hazirlandi. Hazirlanan karisim camlar arasina
hava kabarciglr birakmadan aktarildi. Jel kisa camin iist kismindan 1 cm asagisina
kadar eklendi. Bu kisma soguk izopropanal eklenerek iist kismin diiz bir sekilde
polimerlesmesi saglandi. Falkonda arta kalan jel baz alinarak polimerizasyonun
tamamlanip tamamlanmadig kontrol edildi (Polimerlesme yaklagik 30-60 dk).

Ayirma jeli polimerlestikten sonra, jelin iizerindeki izopropanol (biitanol su
karisimi da olabilir) dokiilerek uzaklastirildi. Geriye kalan az miktardaki izopropanol
kagit mendile emdirilerek jelin lizerinden alindi. Ayirma jeline benzer sekilde Tablo
5’da verilen siraya ve miktarlara gore hazirlanan yiikleme jeli hizli bicimde camlar
arasinda kalan 1 cm’lik bosluga aktarildi. Alkolle dezenfekte edilen tarak dikkatlice
camlar arasina yerlestirildi. Polimerizasyon i¢in beklendi (Polimerlesme yaklasik 30-
60 dk). Bu sekilde hazirlanan jel hemen kullanilacag: gibi 1slak bir peceteye ardindan

stre¢ filme sarilip kurumasina izin verilmezse bir haftaya kadar 4 °C’de saklanabilir.
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SDS-PAGE

Polimerizasyonun tamamlanmasindan ardindan camlar tanktaki haznesine
dikkatlice yerlestirildi. Tank tamponu tank iizerinde belirtilen noktalara kadar
dolduruldu. Tarak tanka tampon doldurulduktan sonra kuyucuklara zarar vermeden
cikartildi. Kuyucuklara tamponla birkag kez pipetaj yapildi. Bu sekilde jel, 6rneklerin
yiiklenmesi i¢in hazir hale getirildi.

Yiiriitiilecek proteinlerin (6rneklerin) lizerine uygun miktarda yiikleme boyasi
eklendi [1:4 (yiikleme boyasi (5x): numune)]. Ornek-yiikleme boyasi karisimi 95
°C’de 5 dk kaynatildi1 (denatiirasyon i¢in). Kuyucuklara maksimum 35 pg 6rnek ve
ayni sekilde markir yiiklendi. Tanka bir buz akiisii atilarak asir1 1sinma engellendi.
Ornekler 70 Voltta 15 dk ardindan 100 Voltta yaklasik 1-1.5 saat (60-90 dk) yiiriitiildii.
Yiiriime, markirin yiirlime hiz1 kontrol edilerek ayarlandi.

Yiiriitme islemi biten jel tanktan cikarildi. Saf suyla yikandi. iki cam arasina
spatula sokularak camlar birbirinden dikkatlice ayrildi. Jelin artik kisimlart (yiikleme
jeli, jelin kenar kisimlar1 gibi) spatula ile kesilip atildi. Jel sabitlestirme ¢ozeltisine
alind1 bu ¢ozeltide 30-40 dakika calkalanarak proteinlerin jele sabitlenmesi saglandi.
Ardindan jel bagka bir kaba alinip iizerini 6rtecek kadar renklendirme ¢ozeltisi ilave
edilip 1-2 saat galkalayici tizerinde birakildi. Daha sonra renklendirme ¢ozeltisinden
cikartilip renksizlestirme ¢ozeltisine alindi. Belirli araliklarla ¢ozelti degistirilip jelin
zemin rengi agilip protein bantlari belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti igerisinde

calkalandi. Son olarak jel saf su i¢ine alinip goriintiilendi.

3.2.2.2. Western Blot

Kullanilan Cozeltiler

Transfer Tamponu: 3 g Tris ve 14.4 g glisin 700 mL deiyonize su igerisinde
¢oziildii 200 mL metanol eklendi ve hacmi 1L’ye tamamlandi. Oda sicakliginda
saklandi.

TBS (10X): 31.52 g Tris HCI ve 80 g NaCl ¢oziilerek toplam hacim deiyonize
su ile 900 ml’ye tamamlandi pH 7.6’ya ayarlanarak son hacim 1L’ye tamamlandi.

TBST: 100 mL 10X TBS ve 1 mL Tween-20 1 L deiyonize suda dilue edildi.
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Bloklama Cozeltisi (%5 BSA-TBST / Siit Tozu-TBST): 5 g BSA veya siit
tozu 100 mL 1X TBST igerisinde ¢oziilerek 4 °C’de saklanir. Gerekli durumda BSA
ve siit tozu birlikte kullanilabilir.

Primer Antikor: Bloklama tamponu ile primer antikor i¢in iiretici firmanin
tavsiye ettigi oranda seyreltilerek hazirlandi.

Sekonder Antikor: Bloklama tamponu ile sekonder antikor i¢in tavsiye edilen
oranlarda seyreltilerek hazirlandi.

Deneyin Yapihisi:

Yukarida anlatildigi gibi SDS-PAGE islemi aymi sekilde gergeklestirildi.
Yiiriitiilecek proteinlerin miktarlar1 primer antikorun dlgebilecegi ve liretici firma
tarafindan tavsiye edilen konsantrasyon degerleri kontrol edilerek belirlendi.
Orneklerin iizerine uygun miktarda yiikleme boyasi eklenerek yiiriitiildii. Fakat
sabitlestirme ¢ozeltisine alinmadan membrana transfer edildi. Kaset acilip kasetin
siyah kismindan baglayarak iizerine transfer tamponu ile 1slatilan siyah silinger
yerlestirilildi. Iki cam arasina spatula sokularak camlar birbirinden dikkatlice ayrilip,
jelin artik kisimlari (yiikleme jeli, jelin kenar kisimlar1 gibi) spatula ile kesilip atildi.
Jelin sag alt tarafinda isaretlemek amaciyla hafifce kesildi. Transfer tamponu ile
slatilan 2 tane ince Whatman kagidi siyah siinger lizerine yerlestirildi. Jel uygun
bicimde Whatman kagitlarinin iizerine yerlestirildi. Nitroselilloz membran jelin
tizerine yerlestirildi (membran ile jel arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat
edilir). Son olarak transfer tamponu ile 1slatilmig 2 tane ince Whatman k&gidi membran
lizerine hava kabarcig1i kalmayacak sekilde yerlestirilerek sandvi¢ olusturuldu.
Sandvi¢ olusturulduktan sonra tiim hava bogluklarinin giderilmesi i¢in yuvarlak bir
silindir ile hafif basing uygulanarak sandvig lizerinde yuvarlandi. Siyah siinger en iiste
konularak kaset kapatildi. Kutuplara dikkat edilerek bu kaset tanka yerlestirildi. Tank
transfer tamponu ile doldurulup i¢ine 1sinmay1 engellemek i¢in bir buz akiisti konuldu.

Transfer isleminin gerceklesmesi i¢in 100 Voltta 1 saat 15 dk yiirtitildii.

3.2.2.3. Membranmn Bloklanmasi ve Proteinin Immiinokimya ile
Goriintiilenmesi

Blotlama islemi bittikten sonra membran, bloklama i¢in hazirlanan 10 mL

bloklama ¢6zeltisi 50 mL’lik falkon igerisine yerlestirilip, oda sicakliginda 1 saat roller
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mikserde inkiibasyona birakildi. Bloklanan membran, taze olarak iiretici firmanin
onerdigi gibi bloklama ¢ozeltisinde seyreltilerek hazirlanan primer antikor ¢ozeltileri
(pozitif eksozom membran belirteci olarak anti-CD63 ve negatif belirteg olarak ise
anti-kalneksin antikor ¢6zeltisi) igerisinde roller mikserde 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Primer antikorla inkiibasyonun ardindan membran 3 defa 10’ar dk TBST
icerisinde ¢alkalayici {izerinde yikandi. Daha sonra membran primer antikora uygun
bloklama tamponuyla {iretici firmanin 6nerdigi gibi bloklama tamponuyla 10000 kat
seyreltilerek hazirlanan sekonder antikor ¢ozeltisi ile roller mikserde 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Bu inkiibasyondan sonra membran tekrar 3 defa 10’ar dk
TBST igerisinde ¢alkalayici iizerinde yikandi. Ugiincii yikamadan sonra membran
pens ile kenarindan tutularak bir kurulama kagidi iizerinde kenarindan degdirilerek
kurumas: saglandi ve temiz bir kaba aktarildi. Immiinokimya ile saptamak igin
hazirlanan 1 mL ECL soliisyonu ile muamele edildi (3 dk). Uzeri seffaf plastik bir
membranla kapatilarak ve hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek kemiliinesans

goriintiileme yapildi.

3.3. Biyokimyasal Inceleme

Yaklagik 70-100 mg testis dokusu 2 mL soguk homojenizasyon tamponu ile
deney tiipiinde dokular tamamen parcgalanincaya kadar yaklagik 20 sn buz igerisinde
homojenize edildikten sonra 3,000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi. 1,5 mL’lik ependorfa
750 pL siipernatan koyuldu. Uzerine 600 pL etanol- kloroform (2:3) olan karisimdan
ilave edildi. +4 °C’de 10,000xg'de 30 dk santrifiij edildi.  Santrifiij sonrasinda
ependorfun iist kismindaki protein fazlarda protein tayini, stiperoksit dismutaz (SOD)

ve katalaz (CAT) aktivitesi dl¢iildii.
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3.3.1. Testis Dokusunda MDA Diizeyinin Ol¢iilmesi

Testis dokularinin homojenizasyonu i¢in yaklasik 100 mg testis dokusu 2 mL
soguk homojenizasyon tamponu ile deney tlipiinde dokular tamamen pargalanincaya
kadar yaklagik 30 sn buz igerisinde homojenize edildikten sonra 3,000 rpm'de 10 dk
santrifiij edildi. Siipernatan alindi ve MDA seviyesi belirlendi. Bu yontem MDA nin
asidik ortamda tiyobarbitiirik asit ile olusturdugu kompleksin renginin 532 nm’deki

absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanan metod modifiye edilerek yapildi(139).

Kullanmilan Cozeltiler

1. Doku homojenizasyon tamponu: 1.15 g KCI hassas terazide tartild1 ve son
hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Olusan ¢dzeltinin iizerine 0.5 mL Triton X-
100 eklendi.

2. %1’°lik H3PO4 ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 2.94 mL %85°lik H3PO4
alind1 ve son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3. Tiyobarbiturik asit (TBA) ¢6zeltisi: 0.67 g TBA tartildi ve 50 mL distile suda
magnetik bar yardimiyla 10 dk karistirildi. Ardindan iizerine 50 mL asetik asit ilave
edilerek ¢ozildii.

4. Standart ¢ozeltiler: 8.3 pL tetrametoksipropan 0.01 M HCI c¢ozeltisine
eklendi ve 50 oC’de 1 saat inkiibe edildi. Bu olugan 10 umol/mL’lik ara stok ¢ozeltiden
diliisyonlar yapilarak 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/mL’lik standart ¢6zeltiler hazirlandi.

Tablo 3. Doku MDA Seviyesi Olciimii i¢in Yapilan Reaksiyon Karisimi

Reaktifler Eklenen Miktar (mL)
Doku homojenati 0.5

H3PO4 3
Tiyobarbiturik asit 1

Tablo 3’te verilen karisim vortekslendi. Ardindan 100°C de etiivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi.
Stipernatanlar ELISA pleytine pipetlendikten sonra 532 nm’de spektrofotometrik
olarak dl¢tim yapildi. Sekil 6’daki standart grafik kullanilarak MDA konsantrasyonu

hesaplandi. Sonuglar ise nmol/g doku olarak hesaplandi.
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Sekil 6. Doku MDA Seviyesi Ol¢iimii I¢in Standart Grafigi

3.3.2. Testis Dokusunda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontemin modifiye
edilmesi sonucu yapildi (140). Bu metod, ksantin-ksantin oksidaz ile olusan
stiperoksitlerin SOD tarafindan kullanilarak, nitroblue tetrazolium (NBT)’dan mor
renkli formazan boyasi olusumunun engellenmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD
aktivitesi ne kadar yiiksek ise ortamdan o kadar ¢ok O2™ kullanacagi i¢in reaksiyondan
sonra olusan rengin siddetinde azalma gozlenir. Reaksiyon sonucu olusan renkli
bilesigin absorbans1 560 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.

Kullanmilan Cozeltiler

1. 0.3 mM Ksantin Cozeltisi: 3.65 mg ksantin alindi ve 80 mL deiyonize
sudag¢oziildii.

2. 0.6 mM EDTA Cozeltisi: 8.93 mg EDTA alindi ve 40 mL deiyonize
sudagozildii.

3. 150 uM NBT Cozeltisi: 4.9 mg NBT alindi ve 40 mL deiyonize suda
¢0zildi.NBT ¢ozeltisi SOD reaktif karisimina en son eklendi.

4. 400 mM Na2CO3 ¢ozeltisi: 1.01 g Na2CO3 alind1 ve 24 mL deiyonize
sudagozildii.

5. % 0.1’lik Bovin Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisi: 12 mg BSA’dan alindi
vel2 mL deiyonize suda ¢oziildii.

6. Yukaridaki bes ¢ozelti karistirilarak SOD reaksiyon karigimi elde edildi.
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7.2 M Amonyum Siilfat Cozeltisi: 2.64 g amonyum siilfat 10 mL deiyonize
sudacdziildii. Ksantin oksidaz enziminin diliisyonunda kullanildi.

8. 0,8 mM CuCl2 Cozeltisi: 5.37 g CuCl2 alindi ve 50 mL deiyonize suda
¢oOziildii. Spektrofotometrik 6l¢iimden hemen 6nce olusan reaksiyonu durdurmak igin
kullanilir.

9. 167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3,3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL
alimip 2 mL’ye amonyum siilfat ¢dzeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi
giinliikhazirlandi. 100, 50, 25, 12.5, 5, 4, 3, 2, 0.5, 0.25 U/mL’lik SOD standartlar1
kullanildi. SOD standartlar1 pH’s1 7.4 olan 50 mM’lik Tris-HCI ¢ozeltisi ile dilue
edilerek hazirlandi. Standart vekoreetanol/kloroform asamasi uygulanmadi. SOD

aktivitesi 6l¢limii i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 4’e gore hazirlandi.

Tablo 4. SOD Aktivitesi Ol¢iimii I¢in Hazirlanan Reaksiyon Karisim

Reaktifler Miktar (mL)
Standart /Dilue Numune 0.25
SOD reaksiyon karigimi 1.25
Ksantin oksidaz (25 0C’de 20 dakika karanlikta inkiibasyon 0.25
Bakir Klortir (560 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim) 0.5

Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmasi
belirlenerek Sekil 7°de gosterildigi gibi cizildi. Standart grafiginde belirlenen denklem
kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarina karsilik gelen SOD konsantrasyonlarinin
logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti logaritmalar1 alinarak
numunelerin  SOD konsantrasyonu hesaplandi. Seyreltme faktorii ile carpildi.
Belirlenen SOD konsantrasyonu, toplam protein miktarina boliinerek SOD aktivitesi
belirlendi. Sonuglar U/mg protein olarak hesaplandi.

Esitlik 1: % inhibisyon = (Abs Kor — Abs Numune) + (Abs Kor) x 100

30



100

80 ......-.
g 60 --------------------
> J— e
2 40 R~ 0.9956
£ 20
X 0
0 05 X .

Log SOD Aktivitesi (U/mL)
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Inhibisyon Grafigi

3.3.3. Testis Dokusunda Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi yontemi kullanildi.(141). Bu
yontemin temeli H2O2’nin enzimatik bozulmasi sonucu 240 nm’de absorbanstaki
diisiisiin takip edilmesine dayanur.

Kullanilan Cozeltiler

1. Fosfat Tamponu (pH=7.0; 50 mM): 6.81 g KH2POA4deiyonize suda
coOziilerek son hacmi 1 L’ye tamamlandi. 8.9 g Na2HPO4.2H20 deiyonize suda
coziilerek son hacmi 1 L’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirastyla 1:1,5 oraninda
karistirildi ve gerektiginde asit veya baz ilavesi yapilarak pH=7,0"ye ayarlandu.

2. Hidrojen Peroksit: 240 pL %30’luk H20,’den alinarak son hacim fosfat
tamponu ile 50 mL’ye tamamland: (giinliik hazirlandi). Doku homojenatlar1 fosfat
tamponu ile 25 kat seyreltilerek Olgim yapilacak numuneler olusturuldu. Kuartz

kiivetlere Tablo 6’ya gore pipetlemeler kor ve numune karisimlart igin ayri ayri

yapildi.

Tablo 6. Katalaz Aktivite Tayini i¢in Yapilan Reaksiyon Karisim

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 0.75 -
Numune 1.5 1.5
H20, - 0.75
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H20: eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 s siireyle
her 10 s’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen disiisler izlendi.
Absorbanslardaki diisiisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi.
Eger bu aralikta diislis olmazsa numune diliisyonlar1 yeniden ayarlanmalidir. CAT
aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanild.
Absorbanslardaki 10 s’lik diisiis i¢in asagidaki formiile gore hesaplamalar yapildi

k = (2.3/10) x log(A1/A2) s (2)

Burada; A 1= Baglangi¢ absorbansi, A2= 10 s sonraki absorbanstir.

Es. 1’e gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile carpildi. Ardindan testis
dokularinda g protein bagina CAT aktivitesi hesaplandi. Sonuglar k /g protein olarak

verildi.
3.3.4. Protein Miktar Tayini

Testis dokusunda protein konsantrasyonlar1 BCA kiti (LOT: UD282967,
Thermo Scientific, USA) kullanilarak analiz edildi. Testis dokusu proteinlerinden elde
edilen protein fazlarin konsantrasyonlari sirasiyla Sekil 8 ve 9’daki standart grafigine

gore mg/mL cinsinden ifade edildi.
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Sekil 7. SOD ve CAT Seviyesini Belirlemek i¢in Yapilan Protein Miktarim Hesaplamada
Kullanilan Standart Grafigi
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3.4. Histopatolojik inceleme

Testis dokulart histopatolojik olarak degerlendirmek {iizere takibe alindi.
Takibe alinan dokular Bovin soliisyonu i¢inde 72 saat fikse edildi. Fikse edilen doku
pargalar1 %70, %90, %96 ve %100 liik dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildi. Daha sonra ksilen soliisyonundan gecirilerek seffaflastirildi. Dokularin parafin
bloklar1 hazirlandiktan sonra tam otomatik mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Kesitler deparafinizasyon isleminden sonra hematoksileneozin (H&E) ile
boyandi. Hazirlanan preparatlar Isik mikroskopik ( Olympus BX 51; Olympus Optical
Co, Ltd, Tokyo, Japan) olarak degerlendirildi. Histopatolojik degerlendirme galisma
gruplarindan habersiz bu konuda deneyimli bir patolog tarafindan yapildi. Testis
dokularindaki hasar Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi (JTBS) ile
derecelendirildi. Bu skorlamada 151k mikroskopisinde yiiksek biiylitmede (200X) 5
farkli alanda testis dokular yari kantitatif olarak degerlendirildi. Tablo 7°’de JTBS

verilmistir.
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Tablo 7. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Skor1  Seminifer tiibiillerde hig hiicre olmamasi

Skor 2 Sadece Sertoli hiicreleri olmasi

Skor 3  Germ hiicresi olarak sadece spermatogonia olmasi

Skor 4 Hig¢ spermatozoa veya spermatid olmamasi ve 5’den az sayida spermatosit
olmasi

Skor5  Spermatozoa veya spermatid olmamasi, sadece spermatositlerin olmasi,

Skor 6  Spermatozoa olmamasi ve 10’dan az sayida spermatid olmasi

Skor 7 Spermatozoa olmamasi, ¢ok sayida spermatid olmasi

Skor 8 Germinal epitelin ¢ok tabakali olmasi ancak liimende 10’dan az sayida
spermatozoa bulunmasi
Germinal epitel goriilmekle birlikte liimeni tikayabilecek Onemsiz

Skor9  miktarda dokiintii, tikali liimende spermatozoa ve dokiintii epitel

goriilmesi

Germinal epitelin santral liimen cevresinde c¢ok katli yapida olmasi,

Skor10 " . : ;
liimenin agik ve ¢ok sayida spermatozoa i¢ermesi

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analiz asamasinda SPSS 23,0 istatistik paket programi kullanildi.
Degerlendirme sonuglarinin tanimlayicr istatistikleri ortalama, standart sapma olarak
verildi. Elde edilen veriler 6l¢iimsel ve normal dagilima uymadig igin istatistiksel
analizinde iki farkli yontem kullanildi. 3 grubun karsilastiriimasinda, Kruskal Wallis
varyans analizi; gruplarin ikiserli karsilagtirilmasinda ise Mann Whitney-U testi
kullanilds. Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi Kruskal Wallis testinde p< 0.05 olarak
alindi. Mann Whitney-U testinde Bonferroni diizeltmesi kullanilarak p< 0.05 olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Anne Siitiinden Elde Edilen Eksozomlarin Dogrulanmasi

Anne siitiinden elde edilen eksozomlarin varligi, eksozom membran belirtegleri

CD63 ve negatif marker kalneksin Western Blot yontemi ile dogrulandi (Sekil 9).

Eksozom
Siipernatan

Sekil 9. Anne Siitii Eksozomlarinin Western Blot ile Dogrulanmasi

4.2. Testis Hasarinin Biyokimyasal Olarak Degerlendirilmesi
Yapilan deneysel ¢alismada olusturulan 3 grubun doku MDA, SOD ve CAT
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Degerler Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 8. Gruplara Gore Doku Parametrelerinin Ortalama Degerleri

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 p
29,8249,71 72,71+34,3  20,95+2,8  <0,001"

Ortalama MDA kons/agirlik
(nmol/g doku)
Ortalama SOD (U/mg
protein doku)
Ortalama CAT (k/g protein
doku)

10,2742,31  7,9¢1,35  11,45%2,66  0,012"

6,47+1,93 3,2+0,81 5,41+1,62 0,007"

*

p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir. Kruskal-Wallis testi kullanilmistir.

Gruplarin ikiserli MDA degerleri karsilastirildiginda Grup1-Grup2, Grup2-
Grup3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p< 0.05). Grup1- Grup3
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arasinda anlamli fark bulunmamaistir. Doku MDA degerlerinin ikiserli karsilagtirilmasi

Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Gruplarin MDA Degerlerinin Ikiserli Karsilastiriimasi

Ortalama MDA kons/agirhk (nmol/g doku) p
GRUP 1-GRUP 2 29,82+9,71 - 72,71+34,3 0,044"
GRUP 1- GRUP 3 29,82+9,71 - 20,95+2,8 0,413
GRUP 2- GRUP 3 72,71£34,3 - 20,95+£2,8 <0,001"

*Bonferonni diizeltmesi yapilmistir. Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

Gruplarin ikiserli SOD degerleri karsilastirildiginda Grup2-Grup3 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p< 0.05). Grup1-Grup2 ve Grupl- Grup3
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Doku SOD degerlerinin ikiserli karsilagtirilmasi

Tablo 9’de verilmistir.

Tablo 9. Gruplarin SOD Degerlerinin Ikiserli Karsilastirilmas:

SOD(U/mg protein doku) p
GRUP 1-GRUP 2 10+2,31 - 7,9+1,35 0,102
GRUP 1- GRUP 3 10+2,31 - 11,45+2,66 1
GRUP 2- GRUP 3 7,9+1,35- 11,45+2,66 0,013"

*“Bonferonni diizeltmesi yapilmistir. Mann-Whitney U testi kullanilmustir.

Gruplarin ikiserli CAT degerleri karsilastirildiginda Grupl-Grup2 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p< 0.05). Grup1-Grup3 ve Grup2- Grup3
arasinda anlamli fark bulunmamistir. Doku CAT degerlerinin ikiserli karsilagtirilmasi

Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Gruplarin CAT Degerlerinin ikiserli Karsilastiriimasi

CAT (k/g protein doku ) p
GRUP 1-GRUP 2 6,47+1,93 - 3,2+0,81 0,004*
GRUP 1- GRUP 3 6,47+1,93 - 5,41£1,62 1
GRUP 2- GRUP 3 3,2+0,81 - 5,41+1,62 0,071

*“Bonferonni diizeltmesi yapilmistir. Mann-Whitney U testi kullanilmustir.
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4.3. Testis Hasarinin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

Deney gruplariin 11k mikroskobik degerlendirilmesinde, kontrol grubundaki

ratlarin testislerinde normal histolojik yapi izlendi (Sekil 10).

R
\ . o WE"

'
- ‘x

Sekil 10. Kontrol Grubuna Ait Testisteki Sertoli hiicresi, Spermatogonia (1) ve
Spermatosit (A)

Grup 2’ye ait testis seminifer tiibiil epitellerinde torsiyona sekonder
rejenerasyon bulgusu ve artmis mitottik aktivite izlendi. Yaygin deniidasyon,
deskuamasyon, fokal nekroz goriiniimii mevcuttu. Tibiil limeninde az sayida hayalet

germinal epitel hiicreleri izlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. Torsiyon/Detorsiyon Grubuna Ait interstisyel Alanda Yaygin Taze Kanama ve
Seminifer Tiibiil Liimenlerinde Eksfoliye Nekrotik Hiicreler, Sol Testis Tiibiil
Liimeninde Az Sayida Hayalet Germinal Epitel Hiicreleri izlendi (A).
(H&EXx100)

Grup 3’teki testis dokusuna ait spermatid ve spermatozoonlar gdsterilmistir

(Sekil 12).
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Sekil 12. Grup 3’e ait Testisteki Spermatid (1) ve Spermatozoonlar (A)

4.3.1. Testisteki Histopatolojik Hasarm Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Gruplara ait sol testis preparatlarinin histopatolojik incelenmesi sonucu elde
edilen JTBS’lan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
Degerler Tablo 11°da verilmistir.

Tablo 11. Gruplara Gore JTBS’larinin Ortalama Degerleri

JTBS ortalama degerleri

Grup 1 9,38+0,74

Grup 2 3,38+0,52

Grup 3 7,75+0,71
p <0,001"

*p< 0.05
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Gruplarin JTBS degerlerinin ikiserli karsilastirilmasinda Grupl-Grup2 ve
Grup2-Grup3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Grupl-Grup3

arasinda anlamli fark bulunmamistir. (p< 0.05). Degerler Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Gruplarin JTBS Degerlerinin ikiserli Karsilastiriimasi

JTBS ortalama degerleri p
Grupl-Grup2 9,38+0,74 - 3,38+0,52 <0,001*
Grupl- Grup3 9,38+0,74 - 7,75+0,71 0,145
Grup2- Grup3 3,38+0,52 - 7,75+0,71 0,042

* Bonferonni diizeltmesi yapilmistir. Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu, akut tedavi edilmemesi halinde germinal hiicre nekrozu ve
infertilite ile sonuglanabilen acil bir durumdur. Torsiyonun derecesi ve siiresine bagl
olarak testis hasarinin derecesi degismektedir(142). Testis torsiyonda ana patoloji
testiste 0deme ve agriya yol agan vendz tikanikliktir. Ancak bu vendz tikaniklik
testisin tunikasi elastik olmadigindan arteriyel dolagimi bozarak tipki diger dokularda
oldugu gibi testiste de hipoksiye neden olur. Vendz, arteriyel ve kapiller diizeyde
olusan trombiisler testikiiler iskemi ve devaminda nekroza neden olur. (143).

Spermatik kord torsiyonu, doku hipoksisi ve bunun sonucunda germinal hiicre
nekrozu ile karakterize olup yapilan bir deneysel hayvan ¢aligmasinda 90 derecelik
testis torsiyonunun testis dolasimini etkilemedigi, 180 derecelik torsiyonun 3-4.
giinlerde; 360 derece torsiyonun 12-24 saat icerisinde ve 720 derece torsiyonun ise 2
saat icerisinde testisin canliligin1 kalici olarak kaybetmesine neden oldugu
gosterilmigtir. Torsiyone testis opere edilmesine ragmen torsiyon olayindan 12 yil
sonra dahi infertilite ve subfertiliteye neden oldugu icin acil cerrahi miidahale
gerektirmektedir(99).

Testis torsiyonunda meydana gelen iskemik hasarin temelinde fazla miktarda
uiretilen reaktif oksijen metabolitlerine bagli oksidatif stres ve inflamasyon siireci yer
almaktadir. Iskemik hasar dénemi olarak adlandirilan bu siirecte testiste meydana
gelen hasar oncelikli olarak oksijen desteginin azalmasi sonucunda gelisen hipoksiye
baghdir. Iskemiye ugramis dokularin canliligm koruyabilmesi igin en kisa siirede
doku reperflizyonunun saglanmasi gerekir(144). Reperflizyon gergeklestiginde ise
notrofil infiltrasyonu, reaktif oksijen ve nitrojen lriinlerinin olusmasi sonucu doku
hasar1 meydana gelir(145).

Reperfiizyonda iskemiye sebep olan etkenin ortadan kaldirilmasi sonucu
iskemik organa kan akiminin tekrar saglanmasi ile geri donilisiimsiiz hasarin oniine
gecilip, kaybolan fonksiyonlar geri kazanilabilir. Ancak olusan serbest oksijen
radikallerine ve kandaki aktive edilmis kan hiicrelerine bagli olarak “reperfiizyon
hasar1” olusur. Iskemi sonrasinda meydana gelen reperfiizyon, dokuyu iskemi

hasarindan daha fazla zarara ugratir(87, 88).
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Testis torsiyonu iizerine yapilan deneysel calismalarda testisin 720°
torsiyonunda kan akiminin tam olarak kesildigi ve geri doniisiimsiiz sekilde iskemi
meydana geldigi saptanmistir(142). Turner ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
ratlarda testise 180°, 360°, 720° torsiyon uygulamis ve sonrasinda torsiyone testisleri
sirast ile 1, 2, 4 saat sonra detorsiyone etmistir. Sonu¢ olarak 360° ve 1 saatlik
torsiyonun yalnizca akut vaskiiler degisikliklere yol actigini, 720° ve dort saatlik
torsiyonun ise tam iskemi ile sonuglandigini saptamislardir. Torsiyon sonucu olusan
hasar torsiyonun derecesi yaninda siiresine de baglidir (43). Torsiyon ve detorsiyon
stirelerinin, torsiyon derecesinin, iskemi reperfiizyon hasarina etkilerinin aragtirildigi
literatlir calismalarindan elde ettigimiz bilgiler dogrultusunda, yaptigimiz ¢alismada
testislere 4 saatlik 720° torsiyon uygulanmustir.

Testis torsiyonu tedavisine yonelik alternatif medikal tedavi yontemleri
arastirilmasina ragmen acil cerrahi halen gecerliligini koruyan ve yaygin olarak
uygulanan tedavi seklidir. Testis dokusunun torsiyondan etkilenmesi torsiyonun
stiresi, derecesiyle iligkili olmasina ragmen, asil 6nlenebilir doku hasar1 detorsiyon
sonrast reperflizyon déneminde meydana geldigi i¢in yapilan hayvan modellerinde
testis reperfiizyon hasarini dnlemek amach sayisiz farmakolojik ajan ve tedavinin
etkinligi degerlendirilmis(146). Bu nedenle yapilan deneysel ¢alismalarda allopiirinol,
katalaz, heparin, verapamil, anti-inflamatuar ilaglar, asetilsistein, ozon ve hiperbarik
oksijen gibi ajanlar kullanilmis. Bu ajanlarin bazilarinin etkisinin yetersizligi,
bazilarinin kullanim giivenilirligi ve dozaji hakkinda yeterli bilgi olmamas1 ve yan
etkilerinin belirsizligi yiiziinden rutin klinik kullanima girememistir (147).

Eksozomlar, gesitli hiicre tiirlerinden salgilanan ve biyoaktif bilesenler i¢erdigi
gosterilen nano 6lgekli hiicre kaynakl ekstraseliiler vezikiillerdir(11). Ciddi bir hiicre
hiicre iletisim habercisi olup, hiicreler arasi iletisime ve immun cevaba aracilik etmek
icin hiicreler arasinda tasimabilen proteinler, lipitler ve genetik materyaller
icermektedirler(148). Dogal tasiyici olarak var olmalari, biyodagilimlarinin ve
plazmadaki kararliliklariin yiiksek olmasi, olduk¢a da kii¢lik olmalar1 sayesinde her
tirlii viicut engelinden gegebilecek olmalart onlart tedavi edici uygulamalar igin
oldukga uygun bir aday haline getirmektedir(12). Tiikiiriik, idrar, plazma ve anne siitii
gibi pek ¢ok sayida viicut sivisinda bulunurlar. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma

anne siitiinden tiretilen eksozomlarin oksidatif stresi azalttig1 ve bagisiklik sisteminin
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gelisimini destekleyebilecegini 6ne slirmiistiir(149). Bu da bizi ¢aligmamizda anne
siitli eksozomu kullanmaya tesvik etmistir.

Yapmis oldugumuz deneysel ¢alismada oncelikle KTU Biyokimya Anabilim
Dalinda iiretilen anne siitii eksozomunun varligi, CD63 olmasi ve kalneksin olmamasi
ile Western Blot yontemi kullanilarak dogrulanmustir.

Admyr ve ark. (2007) yaptiklar1 bir calismada insan anne siitiindeki
eksozomlarin bebegin bagisiklik sistemini etkileme potansiyeline sahip oldugunu
gostermislerdir(150).

Torsiyon ve detorsiyon nedeniyle olusan testis hasari, diger dokularda
gbzlenen /R hasari fenomeniyle benzerlik gostermektedir(l). Angoulvant ve ark.
(2011), kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicre eksozomlarinin, miyokardiyal
iskemi/reperflizyon hasarini azalttigi bildirmistir(137). Biz de burdan yola ¢ikarak
eksozomun testiste iskemi/reperfiizyon hasarini azaltacagini 6ngordiik.

Sun ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada deneysel karaciger iskemik hasarina
kars1 eksozom ve melatoninin birlikte kullanilmasinin etkili oldugunu bildirmisler.
Ayrica eksozomlarin sadece anti-inflamatuar etkiye sahip olmadigini, ayn1 zamanda
immiinomodiilator ve anti-apoptotik 6zellikleri de oldugunu gostermislerdir (134).

Zahran ve ark. (2020), siganlar {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada renal iskemi-
reperflizyon hasarin1 en aza indirmek i¢in melatonin, mezenkimal kok hiicreler ve
bunlarin eksozomlarinin birlikte kullanilmasini 6nermislerdir(135). Lin ve ark.” da
(2016), adipoz doku kaynaklt mezenkimal kok hiicre ve eksozomun kombine olarak
kullanilmasmin sicanlarda akut renal iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruma
sagladigimi bildirmislerdir(136).

Eksozomun yukarida sayilan reperfiizyon hasarindaki koruyucu etkileri, ayrica
sperm motilitesi ve viabilitesi {iizerindeki olumlu etkilerinden dolay1 testis
torsiyonunda I/R hasarma kars1 etkisini arastirmak ic¢in daha &nce literatiirde
denenmemis olan anne siitiinden elde edilen eksozom kullandik. Torsiyon yapilan
testise detorsiyondan 30 dk dnce ip diisiik doz(1cc) eksozom uygulandi. Hasarli testise
yapilan lokal enjeksiyonunun karsi testis tizerinde hicbir olumsuz etkisinin olmadigini
gosteren ¢aligmalarda literatiirde mevcuttur(151, 153).

Yapmis oldugumuz deneysel ¢alismada, Grup 2 MDA degerlerinin Grup 1’e
gore yiiksek oldugu goriildii. Istatistiksel olarak bu iki grup karsilastirildiginda anlaml
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bir farklilik oldugu gosterildi. Grup 1 ile Grup 2 arasindaki SOD ve CAT degerleri
karsilastirildiginda Grup 2’deki SOD ve CAT degerlerinin Grup 1’e gore diisiik oldugu
goriildi. Bu iki grup arasindaki SOD degerlerinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda sonuglarin anlamli oldugu ama CAT degerlerinin istatistiksel
olarak karsilagtirllmasinda anlamli bir fark olmadigi gosterildi. Elde ettigimiz bu
sonuglar bize testiste I/R hasarmin meydana geldigini, testis dokusunda nekrozun
olustugunu gostermektedir. Yani olusturulan bu modelin uygun oldugunu kanitlamis
olduk.

Keivan ve ark. (2022), sicanlarin kendi kan serumundan tiiretilen
eksozomlarin, testis torsiyonunu takiben olusan yiiksek NO ve MDA seviyeleri
nedeniyle seminifer tiibiil dejenerasyonu ve interstisyel dokunun kaybolmasi dahil
testis hasarimi engelledigini; NO, MDA ve apoptotik gen ekspresyonu seviyeleri
azaltip saglikli sperm iretimi sagladigini gostermistir(152) . Benzer sekide bizim
calismamizda da Grup 2 ile Grup 3 MDA degerleri karsilastirildiginda iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu tespit ettik. Grup 3’in MDA
degerleri belirgin olarak diisiiktii. Eksozomun doku hasarini azaltic1 etkisinden dolay1
MDA degerinin yiikselmedigini diistinmekteyiz. Ayrica Grup 1 ve Grup 3’iin MDA
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi.

Deneysel c¢alismamizda Grup 2 ile Grup 3’tin SOD ve CAT degerleri
karsilastirildiginda; Grup 3’te SOD ve CAT degerlerinin Grup 2’ye gore yiiksek
oldugu goriildii. Ancak bu degerlerin istatistiksel olarak incelenmesinde SOD
degerlerinde anlamli bir farklilhik varken, CAT degerlerinde anlamli bir farklilik
gosterilemedi. Bunun sebebinin hayvan haklar1 nedeniyle olusturulan gruplardaki rat
sayisinin minimalde tutulmus olmasina bagli oldugunu diistinmekteyiz. Ayrica Grupl
ve Grup 3’iin SOD ve CAT degerlerinin karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik bulunmadi. Bu da bize antioksidan enzimlerin Grup 3’te daha az
tikketildigi ve bunun yerine eksozomun antioksidan olarak kullanildigini
diistindiirmektedir.

Bu verilerin sonucunda MDA ve SOD degerlerinin anlamli sekilde farkl
olmasi, CAT degerlerinin istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmamis olmasina ragmen
Grup 2’ye oranla yiiksek olmasi nedeniyle eksozomun I/R hasarinda biyokimyasal

olarak etkili oldugunu diistinmekteyiz.
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Histopatolojik acidan Grup 2 ile Grup 1 karsilagtirildiginda, Grupl’in
testisinde normale yakin histoloji izlenirken Grup 2’nin I/R hasarma bagli olarak agir
hasar bulgusu gdsteren histopatolojiye sahip oldugu goriildii. Istatistiksel olarak bu iki
grup incelendiginde aralarinda anlamli bir fark oldugu, yani I/R hasarinin oldugu
gosterildi.

Liu ve ark. (2022), testis torsiyon hasarindan sonra kaspaz bagimli apoptoz
yolaklarinin aktive oldugunu ve spermatojenik hiicrelerin biiyiik olglide apoptotik
oldugunu, oysa eksozom ile tedavinin spermatojenik hiicrelerde apoptoz derecesini
Oonemli Olclide azalttigini gOstermistir. Ayrica eksozomun spermatojenik hiicreler
tizerindeki proliferatif etkisinin birincil spermatositlerle sinirli  kalmadigini,
spermatojenik hiicre apoptozunu inhibe edebilecegini ve testis torsiyone-detorsiyon
yaralanmasindan sonra proliferasyonunu tesvik edebilecegini histopatolojik olarak
gostermistir(151). Bizim ¢alismamizda da Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda Grup
3’e ait testislerde Grup 2’ye gore daha az hasarlanma belirtileri oldugu gosterildi ve
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi. Grup 1 ile Grup 3 karsilastirildiginda
histopatolojik olarak farkliliklar olsa da, istatistiksel anlamli bir fark olmadig1 goriildii.
Eksozom uygulamasinin testis dokusundaki reperfiizyon hasarini torsiyon grubuna
gore histopatolojik agidan anlamli derecede azalttig1 igin istatistiksel olarak anlamli
c¢tkmamasi beklenen sonug olarak goriildii. Grup 3’te spermatid ve spermatozoalarin
normali kadar olmasa da korundugu; Grup 2’ye oranla anlamli derecede fark oldugu
gosterilmistir.

Eksozomlar, dogal lipozom olduklar1 i¢in tan1t ve tedaviye yonelik
arastirmalarda Ooneme sahiptir. Son yillarda anne siitiinden elde edilen eksozom
calismalar1 basarili olup giderek artsa da heniiz insanlarda klinik olarak kullanimi
bulunmamaktadir. Eksozomun testisteki I/R hasarina tam olarak &nleyici etkisi
olmamasina ragmen torsiyon grubuna gore anlamli dlgiide testis dokusunu ve germ
hiicrelerini korudugunu ¢alismamizda gosterdik. Bu etkisinin kalict olup olmadigim

anlamak i¢in uzun siireli farkli dozlarda yeni bir deneysel ¢calismaya gerek vardir.
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6. SONUC

Testis torsiyonu en ¢ok calisilan deneysel modellerden biri olmasina ragmen,
hala rutin bir medikal tedavi protokolii maalesef yoktur. Eksozomlarin dogal olmalari,
plazmadaki biyodagiliminin ve kararliliginin yiiksek olmasi, oldukga kii¢iik boyutta
olup her tiirlii viicut engelinden gecebilmeleri, tasidiklart kargo ve bagisikligi
diizenleyici rolleri bu nanokeseciklerin tedavi amacl kullanimlarinin miimkiin
oldugunu ortaya koymaktadir. Pek ¢ok viicut sivisindan iiretilen eksozomlarin anne
stitinden de iretilerek testis torsiyonu tedavisine umut kaynagi olabilecegini
diisiindiik. Anne siitii eksozomu pek ¢ok alanda kullanilmis olsa da testis torsiyon
modelinde ilk defa kullanilmis olup yiiz giildiiriicii sonuglar ortaya koyulmustur.

1. Eksozomun, reperfiizyon hasari sonucu testis dokusunda artan MDA
diizeyini azalttigini tespit ettik. Ayrica histopatolojik olarak da torsiyon
grubuna gore dokuda daha az hasar olusturdugunu gosterdik.

2. Spermatid ve spermatozoalarin korunmus olmasi mevcut testisin eksozom
sonrast sperm canliliginin korundugunu diistindiirmektedir.

3. Sonug olarak bu deneysel calismamizda testis torsiyonundaki I/R hasarini
onlemede eksozomun olumlu etkisini gosterdik. Bu etkisinin uzun siireli
kalic1 olup olmadigini arastirmak icin yeni ¢alismalar 6nermekteyiz.

4. Anne siiti eksozomunun pek c¢ok alanda kullanilmaya baglanmasi ve
Olumlu sonuglarin alinmasina dayanarak ileriye doniik yeni calismalarin

yapilmasi gerektigi diislincesindeyiz.
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