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OZET

RATLARDA DENEYSEL TESTIS iSKEMI REPERFUZYON MODELINDE,
KARVAKROLUN OLASI ETKILERININ HISTOLOJIK VE BIYOKIMYASAL
OLARAK INCELENMESI

Testis torsiyonu geng erkeklerde ve yeni doganlarda subfertiliteye ve testis
hasarina sebep olan {irolojik bir sorundur. Testis torsiyonunu takiben detorsiyon
uygulamasi testiste iskemi reperfiizyon hasarint meydana getirir. Testis iskemi
reperfiizyon hasar1 Reaktif oksijen tiirleri ile birlikte oksidatif stres ve germ hiicre
apoptozuna sebep olmaktadir. ATP bagimli potasyum kanallarinin agilmasi ise iskemi
reperfiizyon hasarma karst dokuyu korumaktadir. Bu calismamizda Testis iskemi
reperfiizyon hasarina kars1 karvakroliin olas1 koruyucu etkisi ile ATP bagimli potasyum
kanal1 olan Kir6.2 kanallar iizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Calismada 36 adet 2-4 aylik erkek Albino Wistar ratlar kullanildi. Deney
gruplari; Sham, Kontrol+DMSO, Kontrol+Karvakrol, IR, IR+DMSO ve tedavi grubu
olmak tizere toplam 6 grup olarak belirlendi. Deneysel testis iskemi reperfiizyon modeli
olusturmak igin sol testis saat yoniiniin tersine 720° dondiiriilerek 2 saat boyunca
torsiyon, torsiyonu takiben 2 saat boyunca detorsiyon yapildi. Tedavi grubunda
karvakrol, detorsiyon yapilmadan yarim saat once 73mg/kg dozunda %5’lik DMSO
icinde ¢oziilerek 0.2 ml intraperitoneal olarak verildi.

Histolojik olarak, intertiibiiler alanlarda konjesyon, 6dem, seminifer tiibiillerde
yapisal bozukluk ve hiicre dokiintiileri IR grubunda ¢ok iken, tedavi gubunda minimal
diizeyde gozlemlendi. Apoptotik hiicre sayilar1 ve serum MDA degerlerinde, Tedavi
grubunda IR grubuna gére anlamli azalma (p<0.05), Kir6.2 aktivasyonunda ise anlamli
bir artis (p<0.05) oldugu goriildii.

Caligmanin sonucunda, Kkarvakrolin testis iskemi reperfiizyon hasarinda
koruyucu etkisi oldugu, apoptozu engelledigi ve Kir6.2 kanallarin1 aktive ettigi
anlasilmstir.

Anahtar Kelimeler: Karvakrol, Testis, Iskemi-reperfiizyon hasari, Kir6.2, Kaspaz-3



ABSTRACT

HISTOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INVESTIGATION OF POSSIBLE
EFFECTS OF CARVACROL ON EXPERIMENTAL TESTIS ISCHEMIA
REPERFUSION MODEL IN RATS

Testicular torsion is a urological problem that causes subfertility and testicular
damage in young males and newborns. Following the testis torsion, detorsion leads to
ischemia reperfusion injury in the testis. Testicular ischemia reperfusion injury causes
increase of reactive oxygen species, oxidative stress and germ cell apoptosis. The
opening of ATP-dependent potassium channels protects the tissue against ischemia
reperfusion injury. In this study, it was aimed to investigate the possible protective
effects of carvacrol against the testicular ischemia reperfusion injury and effects on
Kir6.2 channels which is a member of ATP-dependent potassium channels.

In this study 36 male 2-4 months old male Albino Wistar rats were used.
Experimental groups were determined as Sham, Control+DMSO, Control+Carvacrol,
IR, IR+DMSO and Treatment groups. The left testis was rotated counter-clockwise at
720° for testicular torsion for 2 hours, and detorsion for 2 hours following torsion were
performed for experimental testicular ischemia reperfusion model. In treatment group,
carvacrol was dissolved in 5% DMSO at a dose of 73 mg/kg and half hour before
detorsion, and 0.2 ml dose was administered intraperitoneally.

Histologically, congestion, edema, structural disturbance in seminiferous tubules
and cell debris were very common in the IR group, but minimal in the treatment group.
Apoptotic cell counts and serum MDA levels were significantly decreased (p<0.05) and
Kir6.2 activation was significantly increased in the treatment group when compared to
IR group (p<0.05).

As a result of the study, it was understood that carvacrol has a protective effect
of testicular ischemia reperfusion injury, activates Kir6.2 channels and inhibits
apoptosis.

Key words: Carvacrol, Testis, Ischemia-reperfusion injury, Kir6.2, Caspase-3
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1.GIRiS

Testis torsiyonu, testisin testis damarlart ve spermatik kordonun etrafinda
donerek kan akiminin engellenmesiyle, testis hasarina yol acan ve subfertiliteye
sebep olan iirolojik bir sorundur (1,2). Cocukluk ¢aginda olusan testis torsiyonu akut
skrotuma sebep olur (3). Torsiyon iskemik hasara yol acarken, detorsiyon ise
reperfiizyon hasarina neden olarak testis dokusunda patolojik degisikliklere sebep
olur. Bu degisikliklere reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yol a¢tig1 diisiiniilmektedir
(4,5). Serbest oksijen tiirleri, proteinleri bozarak hiicre harabiyetine neden olur (6).
Yapilan ¢alismalarda farkli dokularda iskemi reperfiizyon hasarlarinin antioksidan
tedavileri ile azaltildigi goriilmistiir (7). Daha ¢ok gen¢ erkeklerde goriilen testis
torsiyonu, miidahale edilmedigi zaman gonad kaybina neden olur (8). Deneysel
olusturulan testis iskemi modelinde en ¢ok spematosit ve spermatogonyum gibi germ
hiicrelerinin kaybi gdzlenmistir (9,10). Iskemi sirasinda diisen oksijen seviyesi,
metabolik ihtiyaclarin azalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesiyle hiicre 6liimleri
gerceklesir (11). Dokularda olusan hasara ek olarak peroksidasyonun artmasi
antioksidan akvitenin azalmasi ve hiicre i¢inde metal iyonlarinin artarak serbest hale
gelmesi ile hiicre lipidlerinin oksidasyonu gergeklesir. Peroksidasyon sirasinda agiga
cikan metabolitlerden olan Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonunun bir
belirtegi olarak kabul edilir (12). Calismalar, antioksidanlarin spermatozoayi
ROS’tan koruyarak anormal spermatozoa iretimini engelledigini, 106kositler
tarafindan Tretilen ROS'n siipiirlip DNA fragmantasyonunu Onledigini, sperm
kalitesini iyilestirdigini, prematiire sperm olgunlagmasini engelledigini ve sonuglari
tyilestirdigini gostermistir (13). Ayn1 zamanda iskemi reperfiizyon hasarinda ortaya
c¢ikan metabolik stresi inhibe etmede ATP’ye duyarli potasyum kanallarinin (KATP)
gorevi oldugu bilinmektedir. KATP kanallari, voltaja bagimli olmayan, potasyum-
secici kanallardir ve ATP ve ADP hiicre i¢i niikleotidleri tarafindan kaplidir. Ug tip
KATP kanali vardir: sarkolemmal (sarcKATP), mitokondriyal (mitoKATP) ve
nuklear (nucKATP) (14). ATP’ye duyarli potasyum kanallariin dokuyu iskemik
hasardan korudugu tespit edilmistir (15). KATP kanallar1 gézenek olusturan ve
diizenleyici alt birimlerden olusmaktadir. Bu alt birimlerden Kir6.1, Kir6.2, SURI,
SUR2A ve SUR2B nin testiste bulundugu tespit edilmistir (16). ATP’ye duyarli
potasyum kanallari, germ hiicrelerinin zar potansiyellerini korumakla sorumludur.
Farkli KATP kanallar1 farkli evrelerdeki germ hiicrelerinde lokalize olur (17). Kir6.2
altbirimi spermatogonyum, spermatosit ve ge¢ evre spermlerde bulunmaktadir (16).
Bir¢ok  testis  iskemi-reperflizyon  modeli  caligmasinda  spermatogenez
aktivasyonunun azaldig1 gosterilmistir. Spermatogenezdeki bu kayip, testisteki diger
hiicrelerin etkilenmeden kaldigi germ hiicre o6zellikli apoptozu (GCA) olarak
tanimlanmistir (18,19). Yapilan bir ¢aligmada iskemi reperfiizyon yapilan testis



dokusunda acilan KATP kanallariin kaspaz bagimli apoptozu engelledigi
goriilmiistiir (20).

Bu ¢alismada kullanilacak olan karvakrol 2-Methyl-5-(1-methylethyl) phenol,
Origanum, Thymus ve Corydothymus tiirleri de dahil olmak {izere Labiatea ailesinin
bircok ugucu yaginda bulunan baskin monoterpenik fenoldir (21). Yapilan
caligmalarda karvakroliin antitimdr, antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan gibi
etkilerinin oldugu belirlenmistir (22).

Calismamizda ratlarda olusturulan testis iskemi reperfiizyon hasari iizerinde
karvakroliin etkileri incelenmistir. Gruplara ait testis dokularinda Kaspaz-3, Kir6.2
ekspresyonu lzerindeki etkileri immiinohistokimyasal olarak incelenmistir.
Biyokimyasal olarak serum MDA ve Testosteron hormonu Ol¢iilmiistiir. Histolojik
degerlendirmede, testis dokulari 11k mikroskobu ile incelenmis, Seminifer tiibiil
caplar1 6l¢iilmiis, spermatogenez degisikliklerini saptamak i¢in Johnsen skorlamasi
yapilmistir. Epididimisten alinan sperm 6rnekleri sayilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Anatomisi

Testisler, sperm ve testosteron iiretiminden sorumlu organlardir. Erigkin
bireylerde 4-5 c¢cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde, 3-4 cm c¢apindadir (23).
Testislerin agirliklar1 12-20 gram arasinda degismektedir. Ortalama bir testisin hacmi
15 ile 25 ml arasinda degisir (24,25). Testisler skrotumun iginde spermatik
kordonlarla asili halde bulunur. Genelde sol testis sag testise gore daha asagidadir.
Her iki testis de oblik olarak yerlesiktir. Boylece {ist kutup anterolateral olarak
egilirken alt kutup anteromedial egilir. Testisler skrotumda, testikiiler pampiniform
pleksusun ters akim 1s1 degistirme mekanizmasi ile birlikte viicut sicakligindan 3-4
°C daha az bir sicaklikta tutulmaktadir (26).

Testisler li¢ tabakadan olusan sert bir kapsiil i¢cine alinmistir: Kapsiiliin i¢
tarafinda tunika vaskiiloza, arada tunika albuginea ve disinda tunika wvajinalis
bulunmaktadir. Testisin arka yoniine epididimis baglanir ve bu nedenle, kismen
serozayla kaplidir. Tunika albuginea mediastinum testisi olusturmak igin igeriye
uzanir Ve tunika vaginalis epididimi ortmek i¢in disa dogru uzanir. Skrotumda
testisler fibroz orta septum ile ayrilir. Testis arteri, abdominal aortadan kdken alir ve
inguinal kanaldaki spermatik kordon ile skrotum igine girer. Testis arteri testis
boyunca, bir ya da daha fazla internal spermatik arter, bir inferior testikiiler arter ve
epididimisin kaput, korpus ve kaudasini destekleyen dallar verir (26).

Tunika Vaskiiloza: Tunika vaskiiloza kan damarlarin1 igeren gevsek bir bag
dokudur. Tunika albugineanin i¢ kisminda bulunmaktadir ve testis i¢indeki tiim
ylizeyleri ve septasyonlar1 kaplar (26).

Tunika Albuginea: Tunika albuginea, yogun mavi-beyaz bir tabaka olup kollajen
liflerden olusmaktadir. Tunika vaskiilozay1r kaplar ve tunika vajinalisin visseral
tabakasi tarafindan sarilidir. Testisin posterior yoniinde, testisin iist kutbundan alt
kutbuna kadar uzanan, kalin fakat tamamlanmamis bir fibréz septum olan
mediastinum testis seklinde igeriye dogru uzanir (26).

Tunika Vaginalis: Tunika vaginalis, periton boslugunun devamidir. Tunika
vaginalis testisin yiizeyinden, sktorumun i¢ tabakasina dogru uzanir ve testisin her iki
kutbunda visseral ve pariyetal tabakalar olusturur. Visseral tabaka, parietal tabaka ile
stireklilik kazanmadan 6nce, epididime dogru arka harig testisin tiim yonlerini sarar.
Pariyetal tabakanin i¢ ylizeyi diiz mezotelyumdur. Visseral ve pariyetal tabakalarinin
arasinda bulunan tunika vajinalis boslugunda, ince bir s1v1 tabakas1 bulunur (26).

2.1.1. Epididimis
Epididimis, testisin posteriorunda ve hafif lateralinde yer alir. Kaput (bas),
korpus (govde) ve kauda (kuyruk) olarak ii¢ boliimden olusmaktadir. Efferent



kanallar 8-10 adettir ve testisin list kutbundan igeriye dogru girerek kaput epididimi
olustururlar. Epididimisin kauda bolgesi distalde vas deferensin kivrik kismi ile
kesintisiz hale gelir (26).

2.1.2. Spermatik kordon

Spermatik kordon, inguinal halkadan baslar, inguinal kanalin uzunlugu
boyunca devam eder. Yiizeysel veya dis inguinal kanaldan ¢ikar ve testisin
skrotumda asili kalmasii saglar. Spermatik kordon i¢inde testikiiler damar ve
sinirler, ilioinguinal sinir, genitofemoral sinirin genital dali, kremasterik damarlar ile
duktus deferens bulunur. Bu fasiyal katmanlar karmn duvarmin katmanlariyla
devamlilik gosterir. Internal spermatik fasiyal, transversalis fasyadan tiiremistir ve
spermatik kordon cevresinde ince, gevsek bir tabaka olusturur. Kremaster kasini
olusturan iskelet kasi liflerini i¢eren kremaster fasiyal, i¢ oblikden koken alir. Dig
spermatik fasiyal dis oblik aponevrozu ile kesintisiz devam eder (26).

2.1.3. Skrotum

Skrotum deri, dartos kasi, dis spermatik, kremasterik ve internal spermatik
fasya dahil olmak iizere bir ¢ok doku katmanindan olusur. Skrotal deri ince,
pigmentli ve ter bezleri bakimmdan zengin bir yapidadir. Orta hat raphesi iiretral
meatustan, ventral penil saftin altindan aniise uzanir ve genital tiiberkiillerin hattinda
kaynasma gosterir. Raphenin derinliginde skrotum deri harig, skrotal duvarin tiim
katmanlarindan olusan bir septum ile iki bolmeye ayrilir. Testisler, bu bolmelerde
spermatik kordonlarla asili bulunmaktadir. Diiz kaslarin dartos tabakasi, Colles,
Scarpa ve perinedeki dartos fasyasi ile kesintisiz devam eder. Skrotumun dis
spermatik, kremasterik ve i¢ spermatik katmanlar1 sirasiyla spermatik kordonlardaki
katmanlarla kesisir. Daha sonra sirasiyla dis ve i¢ oblik aponevrozlardan ve karin
duvarinin transversalis fasyasindan ortaya ¢ikar. Testis ayn1 zamanda alt kutbundaki
skrotal duvara, gubernakulum olarak bilinen lifli bir doku bandiyla sabitlenir (26).
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Sekil 2.1. Testis anatomisi. (26, 27)
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Sekil 2.2. Testis ve epididimisin vertikal kesiti. (26, 27)



panpiniform pleksus
testikuler arter

epididimis bagi

duktuli efferents
tunika albuginea

vas deferens

septa

inferior aberrant
duktul

epididimis kuyrugu

Sekil 2.3. Testis kanallarinin diizenlenmesi ve vaz deferens olusum sekli. (26,27)

2.2. Testis Embriyolojisi

2.2.1. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii

Primordiyal germ hiicreleri allontois orijinine yakin olan yolk kesesinin endodermal
hiicrelerinden kdken alir (28). 4. haftada primordiyal germ hiicreleri mezenterin
dorsali boyunca ilerler ve 5. haftada primitif gonadlara ulagir. Daha sonra 6. haftada
ise genital kabartilara yerlesirler (29). Primordiyal germ hiicreleri, primitif gonadlara
ulagmadan 6nce ve ulastiginda genital kabartinin endodermal hiicreleri ve ¢dlomik
mezotelyum hiicreleri ¢ogalarak mezensime gomiiliirler ve primitif cinsiyet
kordonlarinin olusumunu indiikler (29,30).

2.2.2. Testis olusumu

Genetik cinsiyet, Y kromozomun varligi ve yoklugu ile dollenme sirasinda
belirlenir. Testisler gelisimin 7. haftasina kadar gelismez. Gonadal cinsiyet, Y
kromozomun kisa kolunun cinsiyet belirleyici bolgesinde bulunan SRY geninin
varligi ile belirlenir. SRY geni tarafindan kodlanan testis belirleyici faktoriin (TDF)
molekiiler bolgesi, DNA’nin spesifik bolgesine baglanir ve bu da DNA’nin yapisini
degistirir. Yapisi degisen DNA halka seklini alarak diger transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasina da olanak saglar. Bu baglanan transkripsiyon faktorler de testis ve
diger erkek cinsiyet organlariin gelisiminde rol alir (30). Testis belirleyici faktoriin
kodlanmas1 ile primitif cinsiyet kordonlar1 prolifere olarak medullanin i¢ine dogru
ilerler. Cogalan kordonlar, ag olusturarak hilusa dagilir ve rete testis tiibiillerini
olusturur. Ilerleyen evrelerde fibréoz bag dokusu olan tunika albuginea, testis



kordonlar ile yiizey epiteli arasina girerek birbirinden ayirir. Gelisimin 4. aymnda
kordonlar at nali seklini alarak uglar1 rete testis ile birlesir. Testis kordonlari
farklilagsmaya basladigi zaman kordonlarin arasinda bulunan ve mezensimden koken
alan Leydig hiicreleri de gelisir. 8. haftada gelisen Leydig hiicreleri testosteron
tiretmeye baslarlar. Eksprese olan testosteron, genital kanal ve dis genital organlarin
gelisimini etkiler. Liimeni olmayan testis kordonlar1 pubertede liimene sahip olarak
seminifer tiibiillere doniisirler. Seminifer tiibiller, rete testis ile birleserek duktuli
efferentese baglanir. Daha sonra duktuli efferentes, mezonefrik kanallar1 birbirine
baglayarak duktus deferensi olusturur (29).
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Sekil 2.4. Testis gelisim evreleri sematik diyagramlar. (29)



2.3. Testis Histolojisi

Kalin, yogun bir bag dokusu kapsiilii olan tunika albugenia testisi sarar.
Kapsiiliin i¢ kisminda tunika vaskulosa ad1 verilen kan damarlari igeren gevsek bag
dokusu vardir. Her testis, kapsiill mediastunumdan i¢ kisma dogru uzanan
tamamlanmamis bag doku septalari ile yaklasik 250 lobiile boliintir. Her bir lobiil,
¢ok kivrintili birka¢ seminifer tiibiilden olusmaktadir. Testisin her lobiilii, bir ila dort
seminifer tiibiil bulundurur (30,31). Seminifer tiibiillerin ¢aplar1 yaklasik 250 um
uzunluklar1 ise yaklasik 80 cm dir. Seminifer tiibiillerin ug¢lart ‘U’ seklinde rete
testislere acilirlar (31). Seminifer tiibiiller seminifer epitelyum ile doseli olup bir
limene sahiplerdir. Seminifer epitelyum Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicrelerden olusmaktadir. Seminifer epitelyumu, kollajen lifler, fibroblastlar ve
miyoid hiicrelerden olusan bir duvar sarar. Miyoid hiicreler ritmik kasilma
hareketleri ile seminifer tiibiilde bulunan hareketsiz spermleri rete testise dogru iter.
Seminifer tiibiillerin arasinda kan damarlari, lenfatik kanallar, makrofajlar ve Leydig
hiicrelerini igeren ince bag doku bulunmaktadir (31).

2.3.1. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri, destekleyici hiicreler veya sustentakiiler hiicreler olarak da
bilinirler. Bu hiicreler ergenlik ¢agindan sonra g¢ogalmazlar. Sertoli hiicreleri,
spermatogenik hiicreleri saran ve aralarindaki bosluklar1 kaplayan genis apikal ve
lateral yiizeylere sahip hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri, seminifer epitelin tam kalinlig
boyunca uzandigi i¢in tiiplere yapisal bir diizenleme saglar (30). Seminifer tiibiillerin
bazal laminasina oturan Sertoli hiicreleri, uzun prizmatik epitel hiicreleridir.
Spermatogenik hiicreler Sertoli hiicrelerinin yiizeyi boyunca ilerleyerek metabolik ve
fiziksel destek alir (32). Sertoli hiicrelerin g¢ekirdekleri oluklu, oval veya iiggen
seklinde olup 6kromotik boyanmaktadir. Cekirdekgikleri ise heterokromatinler ile
iligkili ve belirgindir. Sitoplazmalarinda bol miktarda graniilsiiz, az miktarda graniillii
endoplazmik retikulum bulunmaktadir. Bunun yaninda Golgi kompleksleri iyi
gelismis olup, mitokondri ve lizozom igerir (31,32). Sertoli hiicreleri bazolateral
kisimlarinda okludens baglantilar1 olusturarak seminifer epiteli bazal ve adluminal
olarak boliimlere ayirarak Kan testis bariyerini olusturur. Ayrica Sertoli hiicreleri
spermiyogenez esnasinda olusan artik cisimcikleri fagosite etmekle sorumludur (31).
Sertoli hiicreleri spermatogonyumlarin spermatozoaya basarili bir sekilde ilerlemesi
icin kritik faktorler tiretmektedir. Bu hiicreler, 90 kDa androjen baglayici protein
(ABP) salgilarlar. ABP, gelismekte olan spermlerin normal olgunlasmasi i¢in sart
olan testosteronu konsantre hale getirir. Folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve
testosteron reseptorleri Sertoli hiicrelerinde bulunur. Sertoli hiicrelerinin sekresyon
fonksiyonlart FSH ve testosteron tarafindan diizenlenir. Sertoli hiicreleri, inhibin gibi
endokrin maddeleri salgilayarak FSH’in sekresyonunu geribildirim ile baskilar.
Sertoli hiicreleri plazminojeni aktif proteolitik hormon plasmine doniistiiren,
transferrin ve seriiloplazmin gibi plasminojen etkinlestiricileri sentezler. Ayrica,
Miillerian inhibe edici faktor (MIF), kok hiicre faktorii (SCF) ve glial hiicre hattindan



tiiretilen norotrofik faktér (GDNF) gibi biiylime faktorlerini veya parakrin faktorler
olarak iglev goren diger glikoproteinleri salgilarlar (30).

2.3.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri lipid damlaciklart igeren biiyiik, c¢ekirdekleri merkezde,
eozinofilik sitoplazmasi olan hiicrelerdir (30,32). Leydig hiicreleri graniilsiiz
endoplazmik retikiilum igerir. Bu graniilsiiz endoplazmik retikiilumlar testosteronun
sentezi i¢in gerekli olan enzimleri tretir. Leydig hiicreleri, erken fetal yasam
stiresince testosteronu salgilamaya baslarlar (30). Leydig hiirelerinin testosteron
salgilamas1 hipofizden salgilanan Luteinizan Hormon (LH) tarafindan indiiklenir
(31,32). Testosteron embriyonik gelisme, cinsel olgunlasma ve iireme fonksiyonu
sirasinda gereklidir. Testosteron salgilanmasi embriyonik gelisimde, erkek fetusdaki
gonadlarin normal gelisimi i¢in dnemlidir. Ergenlik doneminde ise, sperm iiretimi,
cinsiyet bezlerinin salgist ve sekonder cinsiyet 6zellikleri iizerinde 6nemli bir rolii
vardir. Yetiskinlerde ise spermatogenez, sekonder cinsiyet ozellikleri, genital dis
kanallar ve aksesuar seks bezlerinin bakimi i¢in gereklidir (30).

2.3.3. Spermatogenik hiicreler ve spermatogenez

Primordiyal germ hiicrelerinden kdken alan spermatogenik hiicreler ¢ogalip
farklilagsarak olgun spermleri meydana getirir. Bu hiicreler seminifer epitelyumda
siralt halde bulunur (30). Seminifer tiibiiliin bazal laminasinin hemen altinda diploid
yapida spermatogonyum hiicreleri vardir (31). Caplari 12 mikrometre olan kiigiik
yuvarlak hiicrelerdir (32). Bu hiicreler Sertoli hiicrelerinin siki baglantilar1 altinda
oldugu i¢in kan testis bariyerinin digindadir. Spermatogonyumlar ergenlik
doneminde mitoz ile bolinmeye baslayarak Tip A ve Tip B spermatogonyumlari
olustururlar (31). Spermatogonyumlarin proliferasyonu spermatogenezi baslatir (32).
Spermatogonyum B hiicreleri mitoz bdoliinme gegirerek primer spermatositleri
olusturur (30). Primer spermatositler yuvarlak, 6kromotik ¢ekirdekli hiicrelerdir (32).
Spermatositler Sertoli hiicrelerinin okludensleri iizerinde oldugu i¢in kan testis
bariyerinin i¢inde bulunur. Primer spermatositler spermatogonyumlardan 2 kat daha
fazla DNA miktarina sahiptir (31). Primer spermatositler spermatogenik hiicreler
arasmnda en biiyiik hiicrelerdir ve kromozomlari siki paketlenmistir. {lk olarak primer
spermatositler sekonder spermatositleri olusturmak i¢in birinci mayozu
gergeklestirirler. Daha sonra sekonder spermatositler ikinci mayozu gerceklestirerek
kardes kromatidleri birbirinden ayirir ve spermatidleri olusturur. Sekonder
spermatositler ¢ok hizli bir sekilde ikinci mayozu gerceklestirdigi icin kisa omiirlii
olarak tamimlanir (32). ikinci mayozdan sonra kardes kromatidlerin ayrilmasiyla
haploid yapida bulunan spermatidler, Sertoli hiicrelerinin kriptalar1 i¢inde gomiilii
halde bulunurlar ve spermiyogenez olarak adlandirilan farklilasma ile spermiyumlari
olustururlar (31,32).

2.3.4. Spermiyogenez
Spermatogenezin son asamasi olan spermiyogenez 4 ana yol ile gerceklesir:
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Golgi Faz1: Glikoproteinler bakimindan zengin olan proakrozom graniilleri ¢ekirdek
zar1 bitisigindeki akrozomal vezikiildeki membrana bagli bir vezikiil halinde birlesir.
Vezikiil biliylir ve icerigi artar. Akrozomal vezikiiliin yeri, spermin 6n kutbunu
belirler. Bu asamada, olgun sentriyoller spermatidin arka kutbuna go¢ eder. Distal
sentriyol, sperm kuyrugunun aksonemini olusturan dokuz periferik mikrotiibiil
ciftleri ve iki merkezi mikrotiibiil montajin1 baslatir (30).

Kep Fazi: Bu fazda, akrosomal vezikiil ¢ekirdegin 6n yarisi iizerine yayilir. Yeniden
sekillendirilen yapiya akrozomal baslik adi verilir. Cekirdek zarmin akrozomal
bashgin altindaki kismi, gozeneklerini kaybeder ve daha kalin hale gelir ve niikleer
icerik de yogunlagsmaya baslar (30).

Akrozom Fazi: Bu evrede spermatid kendiliginden yon degistirir ve bas kismi
Sertoli hiicresine gomiilir ve bazal tabakaya dogru bakar. Gelisen flagellum,
seminifer tiibiiliin limenine kadar uzanir. Spermatidin yogunlasan ¢ekirdegi diizlesir
yasst bir hal alir. Cekirdek ve iitsiineki akrozomu 6n plazma membraninin hemen
yaninda bir konuma hareket eder ve sitoplazma posterior olarak yer degistirir.
Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka kenarindan spermatidin arka kutbuna
dogru uzanan silindirik bir kilif halinde manseti olusturmak i¢in organize olurlar.
Flagelumun gelisimini daha 6nce baslatan sentriyoller, artik ¢ekirdekteki posterior
ylizeye, yani olgunlagsmamis sentriyole ¢ekirdegin si1g bir oluguna baglanmaya baslar.
Daha sonra, gelismekte olan spermlerin baglanti pargasini veya boyun bolgesini
olusturmak tizere modifiye edilir. Dokuz kalin lif ¢ekirdege baglanan sentriyollerden
gelisir ve aksonem mikrotiibiilleri ¢evresindeki dis yogun lifler kuyruga dogru
uzanir. Bu lifler niikleusu flagellum ile birlestirir. Plazma membran, biiyliyen
kamciyr oOrtmek i¢in posterior olarak hareket ettiginde, manset kaybolur ve
mitokondri, boyun bodlgesindeki kaba liflerin etrafinda ve hemen arka uzantisinda
sik1, sarmal sargili bir kilif olusturmak i¢in sitoplazmanin geri kalanindan gb¢ eder.
Bu bolge, sperm kuyrugunun orta pargasidir. Orta parcaya uzakta, iki uzunlamasina
kolondan ve sayisiz baglant1 yivinden neredeyse sonuna kadar uzanir. Fibroz kilifin
distalindeki kisa kuyruk kismi son parga olarak adlandirilir (30).

Olgunlasma Fazi: Spermatid farkilasmasinin son fazidir. Olgun spermatozoon
olusturmak i¢in Spermatidin ¢evresindeki asir1 sitoplazma azaltilir. Sertoli hiicreleri
daha sonra fazladan sitoplazmay1 fagosite eder. Spermatidler artik birbirine bagh
halde olmaz ve Sertoli hiicrelerinden ayrilirlar (30).

2.3.5. Spermin yapasi

Olgun bir sperm bas ve kuyruk olmak iizere iki kisimdan olugsmaktadir. Bas
ve kuyrugu baglant1 pargasi olarak adlandirilan boyun baglamaktadir. Bas ve kuyruk
kisimlarini bir plazma membrani ¢evreler. Kuyruk orta parga esas parca ve son parca
olmak tizere 3 bolmeye ayrilmistir. Spermin basi akrozom baglikla sarilmis olan bir
cekirdekten olusmaktadir. Cekirdek akrozomdan dolayi yassi bir haldedir. Spermin
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boynunda ¢ift sentriyol bulunmaktadir. Kuyrugun orta parcasinda sarmal sekilde
dizilen mitokondiyonlarin yani sira aksonemden uzanan 9 adet kolon bulunmaktadir.
Esas parcasinda ise 7 adet yogun lif ile sarilmig aksonem ve fibroz kiliftan
olusmaktadir(30).Esas par¢a kuyrugun en uzun kismudir, fibréz kilif kolonlardan
¢ikan iskelet tarafindan olusturulur ve bu iskelet keratin icerir (31). Kuyrugun son
pargasi ise sadece aksonemal kompleksi igerir (30).

2.3.6. Epididimis Histolojisi

Epididimis, testisin iist ve arka ylizeyleri boyunca uzanan hilal seklindeki bir
yapidir. Epididimisin uzunlugu yaklasik 7,5 cm kadardir. Duktuli eferentes, duktus
epididimis, damarlar, diiz kaslar ve bag dokusu ortiisiinden olusur. Epididimis kanali,
4-6 cm uzunlugunda bir tiiptiir. Epididimis; kaput (bas), korpus (govde) ve kauda
(kuyruk) olarak ti¢ kisma ayrilir. Efferent kanallar basi, epididimis kanallari ise viicut
ve kuyruk kismini Kkaplar. Seminifer tiibiillerde {iretilen spermler, epididim
kanalindan gegerken dolleme yetenegi kazanir. Androjene bagimli olgunlagma siireci
boyunca spermin basi, ylizey iliskili dekapasitasyon faktorii igeren epididimal sivinin
eklenmesi ile modifiye edilir. Bosaltim kanallar1 gibi epididimis kanali da yalanci
cok katli prizmatik epitel ile doselidir. Bu epitelde esas ve bazal hiicreler olmak
tizere iKki tip hiicre bulunmaktadir. Epididimisin bas kisminda esas hiicreler 80
mikrometre, kuyruk kisminda ise 40 mikrometre uzunlugunda bulunmaktadir. Esas
hiicrelerin ylizeyinde ¢ok sayida sterosilyumlar vardir. Bunlar ise bag kisminda 25
mikrometre, kuyrukta ise 10 mikrometre uzunlugundadir. Kiigiik ve yuvarlak yapida
olan bazal hiicreler bazal laminanin tizerinde yer alir. Bazal hiicreler kok hiicre
olarak da bilinmektedir (30).
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2.4. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu, testisin testis damarlar1 ve spermatik kordon etrafinda
donerek kan akimini engellemesiyle testis hasarina yol acan ve subfertiliteye sebep
olan tirolojik bir sorundur (1,2). Testikiiler torsiyon veya spermatik kordon torsiyonu
karsilasilan en ciddi {rolojik acillerdendir ve genellikle yenidogan ve geng
erkeklerde saptanir (6). Testis torsiyonu testikiiler hasara sebep olmaktadir. Yanlis
teshis edildiginde veya uygun olmayan sekilde tedavi edildiginde erkek
subfertilitesinin gelismesine yol agar (39). Ani baslangich tek tarafli skrotal agri,
yaygin olarak akut testis torsiyonuna baglidir. Testis aniden skrotumda donerek kan
damarlarint ice dogru biliker ve kan akisini durdurur. Testis torsiyonu igin siire
onemlidir, 4-8 saatten uzun siire miidahale edilmediginde; siddetli agriya yol agar ve
testis nekrozu olusur. Her yil 25 yasin altindaki 100.000 erkek i¢inde yaklasik 5
erkekte testis torsiyonu gozlemlenir (40). Sol spermatik kordon sag spermatik
kordondan daha uzun oldugu igin testis torsiyonu daha ¢ok sol testiste olusur (2).
Spermatik kordonun ve spermatik yapilarin kendi etrafinda ¢evrilmesi ile
biyokimyasal, histolojik degisiklikler ve testikiiler fonksiyon bozuklugu meydana
gelir (41). Testis torsiyonunda kan akisinin kesilmesi ile birlikte, enerji zengini
fosfatlarin tiikendigi ve hipoksantin gibi iriinlerin seviyesinin yiikseldigi durumda
iskemi meydana gelir (42,43). Testis detorsiyonundan sonra, testis dokusu iskemiden
daha ciddi hasara sebep olan reperfiizyona girer (44). Detorsiyon sonrasi, serbest
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oksijen tiirlerinin ve nétrofillerin artisi ile reperfiizyon hasari meydana gelmektedir
(45).

2.4.1. Testis iskemi reperfiizyon hasari

Iskemi reperfiizyon hasar1 (IR), akut iskemi doneminden sonra kan dolasimi
iyilestiginde ortaya cikan, zararli bir klinik olaydir. Baslangicta, metabolik acidan
aktif dokularin hasar gormesine neden olan, kan dolasimimin Kkesilmesidir ancak
olaylarin devamini baslatan kan akisinin restorasyonudur (46). Testis torsiyonunda,
testikiiler nekroza sebep olan iki olay vardir. Birincisi torsiyon boyunca olusan
iskemik hasar, ikincisi ise detorsiyon boyunca olusan reperfiizyon hasaridir (47).
Iskemi reperfiizyon hasari, serbest radikal tiirlerinin olusmasi, proinflamatuar
sitokinler, adezyon molekiilleri, lipid peroksidasyonu, apoptoz, anoksi ve
mikrovaskiiler kan akisinin degismesiyle birlikte hiicresel hasara sebep olur. Bu
olaylar zinciri, testiste atrofiye neden olur (45). Reaktif oksijen tiirlerinin asir
tretilmesi ile iligskili olan oksidatif stres, iskemi-reperfiizyon hasarinda temel
patofizyolojik siireci olusturur (46,48).

2.4.1.1. iskemik hasar

Iskemi boyunca laktik asit, protonlar ve NAD birikmesi hiicrenin pH’mni1
diistirtir. Bu degisikligi dengede tutabilmek i¢in hiicre, Na*/H" degisim sistemi ile H+
iyonunu disar1 atmaya zorlar (49). Daha sonra Na* iyonlar1 Ca?* ile plasmalemmal
Na*/Ca®" degisim sistemiyle yer degistirerek, reperfiizyon sirasinda Ca®* iyonunun
artmasina neden olur. Ca%* iyonundaki bu biiyiik degisiklikler hiicre 6liimiine katkida
bulunan bir dizi sistemi uyarir (49-51). Artan Ca®" iyonu mitokondrial proteinler
aracilig1 ile mitokondrionlara girerek, oliimciil Ca?" konsantrasyonunu arttirir. IR
sirasinda Ca?*’un sitosolik yiikselmesi, Ca®*/kalmodulin bagimli protein kinazlari
tetikleyebilir ve boylelikle hiicre 6liimiine, doku islev bozukluguna sebep olur (52).
Ek olarak, Ca?* artis1 ile bir sistein proteaz ailesinden olan kalpainlerin aktivasyonu,
hiicre iskelet sistemi, endoplazmik retikulum ve mitokondriyal proteinler de dahil
olmak iizere hiicre ici proteinlerin bir grubunu pargalamaktadir (53). Ayrica, Ca®",
inflamazom adi verilen bir protein kompleksine baglanan kalsiyum pirofosfat
yapilar1 ve lrik asit olusumunu zorlar; bu da, IL-1p ve TNF-a’nin {iretimini
arttirarak, iskemi reperfiizyon hasarinin daha siddetli olmasina neden olur (52).

2.4.1.2. Repertfiizyon hasari
Calismalarda reperfiizyon esnasinda, geri donen oksijenlenmis kanin ATP

tiretimini eski haline getirdigini fakat ayni zamanda hiicrelerde bulunan her
biyomolekiile modifiye olabilen ROS {iretimine yol agarak daha fazla hiicre islev
bozukluguna neden oldugu gosterilmistir (54,55). Reaktif azot tiirleri (RNS) olarak
adlandirilan nitrik oksitten (NO) tiireyen redoks molekiilleri, ROS ile etkilesime girer
ve makro molekiillerin zararli hasarindan sorumlu peroksinitrit gibi reaktif nitrik
oksit tlirlerinin (RNOS) {iretimine, endotelyal ve parankim hiicre Oliimiiniin
baglatilmasina, c¢esitli hiicre gruplar tarafindan proinflamatuar mediatorlerin
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uyarilmasma ve salinmasina, 16kosit/lenfosit-endotel hiicre etkilesimlerini
destekleyen adezyon molekiillerinin indiiksiyonu ve koruyucu NO'nun azaltilmasina
neden olur (54-56).

#/’ e

Torsiyon
derecesi

Spermatik kordun

Spermatik kordun eski
kendi etrafinda

haline donmesi

doénmesi
iskemi reperfuzyon
hasan
ﬂ Anoksi
53 Nétrofil gogi
Reaktif Oksijen Turleri Proinflamatér AdEzgoR MGk KallgH
Sitokinler
L
°
o ° '
o o°Q%
) o
Q°
09
Apoptoz Mikrovaskujfar_ kan
l aklglndaldeglﬂklik
infertilite

Sekil 2.10. Testis torsiyonunun patofizyolojisi. (57)
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2.5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Dis orbitallerinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron tasiyan
molekiiller, serbest radikaller olarak adlandirilir (58-60). Serbest radikaller, oksijen
ve nitrojen kaynagi bakimindan ikiye ayrilmaktadir. Oksijen kaynakli olan serbest
radikallere reaktif oksijen tiirleri denmektedir (61,62). Reaktif oksijen tiirleri, radikal
(hidroksil iyon stiperoksit, NO, peroksil vb.), radikal olmayan (ozon, singlet oksijen,
lipid peroksit, hidrojen peroksit) ve oksijen tiirevlerini igeren genis bir molekiil
kategorisini temsil eder (63). ROS, aerobik metabolizmanin yan iiriinleridir. ROS,
stiperoksit anyonu (O2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikallerini (OH,)
icerir; bunlarin hepsi, farklt biyolojik hedeflere tepki veren dogal kimyasal
ozelliklere sahiptir. ROS siklikla oksidatif stres ile iligkilidir ve lipidlere, proteinlere
ve DNA'ya zarar vererek patolojik olaylara yol agarlar (64). Oksidatif stres, hiicre i¢i
bilesenlerindeki prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten
kaynaklanir (65). Organizmaya, oksidatif denge boyunca reaktif oksijen tiirlerinin
olumsuz bir etkisi bulunmamaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin hizli artis1 veya
azalmas1 oksidatif dengeyi bozarak oksidatif stresi olusturmaktadir (66). iskemi
reperfiizyon hasar1 sirasinda H2O» gibi kesintisiz radikal olmayan oksidanlar,
molekiiler aglar araciligi ile diizenleyici proteinlerin oksidatif ve nitrosatif
modifikasyonlari, oksidant radikallerin DNA, proteinler, lipidler ve karbonhidratlara
hasar vermesi gibi oksidatif stres mekanizmalar: olusur (52,67).

2.5.1. Lipid peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri, hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerine
saldirarak lipid peroksidasyonu olarak adlandirilan bir dizi zincirleme kimyasal
reaksiyonlara sebep olur (13). Hiicre membanindaki lipid peroksidasyonu, hiicre
zarinin akigkanligini ve gegirgenligini bozarak hiicrelere zarar verir. Baska bir
deyisle hiicre membrani, serbest radikaller tarafindan hasar aldig1 zaman tiim hiicre
risk altina girer (68). Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller ile yapmis
oldugu oksidasyon reaksiyonu sonucunda birincil metabolitlerden olan lipid
hidroperoksitler, daha 1ileri oksidasyon reaksiyonlarinda ise ikincil lipid
peroksidasyon metabolitlerinden siklik peroksitler olusmaktadir (69). Lipid
peroksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan iriinlerden biri olan malondialdehit (MDA),
cesitli biyokimyasal tahliller ile spermatozoadaki peroksidatif hasarin belirtegi olarak
kullanilir (70,71). MDA molekiilleri, hiicre membrani yapilarina penetre olarak, lipid
membran bilesenlerinde asimetrik bozukluklara sebep olur (68). Lipid
peroksidasyonunun neden oldugu hasarin, testikiiler fonksiyon bozukluguna sebep
olan en 6nemli faktor oldugu bilinir (72). Bu hasar, spermin orta kisminda bozukluga
ve fertilizasyon sirasinda akrozom kapasitasyonunun azalmasina neden olur (68).

2.5.2. Oksidatif stres ve antioksidanlar

Antioksidanlar, bir hedef molekiilde oksidatif hasar1 geciktiren, dnleyen veya
ortadan kaldiran maddeler olarak tanimlanmistir (73). Antioksidanlar reaktif oksijen
tirlerini temizleyen, antioksidan savunmalar1 diizenleyen ve ROS {iretimini
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engelleyen maddelerdir. Antioksidan aktivitesi, serbest radikal oksidasyon
reaksiyonlariin Onleyicileri olarak serbest lipid radikallerinin olusumunu inhibe
eder; otomatik oksidasyon zincir reaksiyonunun c¢ogalmasini  durdurur,
hidroperoksitleri kararli bilesikler haline doniistiiriir, metal prooksidantlart kararli
tirtinlere doniistiiren metal selatorleri olarak gorev alir ve prooksidatif enzimlerin
inhibitorleri olarak rol oynar (74).

Calismalar, antioksidanlarin spermatozoayr ROS'dan koruyarak anormal
spermatozoa iiretiminin engelledigini, I0kositler tarafindan {iretilen ROS'u
temizledigini, DNA parcalanmalarin1 6nledigini, semen kalitesini arttirdigini ve
yardimer iireme tekniklerinin sonucunu olumlu yonde gelistirdiklerini gostermistir
(13). Antioksidanlar endojen ve eksojen olarak siniflandirilabilir (75). Endojen
antioksidanlar, sitoplazmada sunulan cesitli enzimatik molekiilleri icerir. Mevcut
yaygin endojen antioksidan enzimler arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
peroksidazlar bulunur (75,76). Eksojen antioksidanlar bitki {irtinleri gibi dogal tiirevi
bilesenleri (77,78), vitaminleri (79,80), selenyumu (81), hormonlar: (82,83), hormon
reseptorlerini (84,85), vaskiiler ajanlar1 (86,87), fosfodiesteraz inhibitorlerini (88,89),
anestetik ve non-steroid anti-inflamatuar ilaglar1 (90,91), mukolitik ajanlar1 (92) ve
hiperbarik oksijen terapilerini icerir (93). Tiimii, IR hasarindaki oksidatif stresin
sonuglarini 6nlemek amaciyla kullanilmistir (94).

2.5.3. Oksidatif stres ve apoptoz

Gelisme ve yaslanma sirasinda, dokulardaki hiicre popiilasyonunu korumak
icin homeostatik bir mekanizma olarak apoptoz veya programli hiicre Oliimi
meydana gelir. Apoptoz, bagisiklik reaksiyonlarinda oldugu gibi, hiicrelerin hastalik
veya zararli maddelerle hasar gérmesi sonucunda savunma mekanizmasi olarak
ortaya ¢ikar (95). Testisteki iskemi reperfiizyon hasarimin germ hiicre apoptozuna yol
actigr bilinmektedir (96). Yiiksek ROS seviyeleri i¢ ve dis mitokondriyal
membranlari bozarak sitokrom C proteininin serbest birakilmasina sebep olarak
kaspaz aktivasyonunu ve apoptozu indiikler. Spermdeki apoptoz, hiicre yiizeyi
protein Fas' igeren ROS'dan bagimsiz yollarla da baslatilabilir (97). Infertil olan
erkek hastalarda, ROS ile artmis sperm hasarmin, sitokrom c, kaspaz 9 ve 3'lin
yiiksek seviyeleri ile arasinda apoptozu isaret eden Korelasyon oldugu gosterilmistir
(98).

2.5.3.1. Kaspaz-3
Apoptoz mekanizmalar1 son derece kompleks ve sofistike olup, enerjiye bagh

bir molekiiler olaylar kaskadi igerir (99). Memelilerde, kaspaz kaskadinin
aktivasyonu i¢in, hiicre ylizey reseptorleri gerektiren ekstrinsik hiicre 6liim yolag ve
i¢c hiicre 6liim yolag1 olarak iki ana yol gelismistir (100,101). Kaspazlar proteolitik
aktiviteye sahiptir ve farkli kaspazlarin komsu amino asitlerin tanimlanmasini igeren
proteinleri aspartik asit kalintilartyla pargalayabilirler. Kaspazlar baslangicta
harekete gectiginde, hiicre olimii geri dondiiriilemez. Bugiine kadar, baslatici
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kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10), efektor veya uygulayici kaspazlar (kaspaz-3, -6, -
7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5) olarak on temel kaspaz tanimlanmistir
(102,103). Apoptoz ile iliskili Bcl-2 (B hiicre lenfoma 2) protein ailesi proapoptotik
(Bax, Bak gibi iiyeleri iceren) ve antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-XL gibi) olarak iki alt
gruba ayrilir. Proapoptotik proteinler, apoptotik uyaranlara bagli olarak yapisal
degisiklikler gecirir ve oligomer olusturur, mitokondriyal dis zarinda gozenekler
olusturarak mitokondriyal dis zar gegirgenligine (MOMP) neden olur (104,105).
Proapoptotik proteinlerin aktivitesi, sitozoldan sitokrom ¢ salinmasina sebep olarak
sitoplazmada apoptozom olarak adlandirilan makromolekiiler kompleksi olan
Apoptotik proteaz aktive edici faktdr 1’1 (Apafl) indiikler. Apoptozom olustuktan
sonra, Kaspaz Aktive edici domain (CARD) etkilesimleri yoluyla prokaspaz-9'u
gorevlendirir (106). Bu, prokaspaz-9 igin yerlestirme motifi gibi davranir ve Apafl-
kaspaz-9 apoptozom kompleksi olusarak prokaspaz-3'i goérevlendirir (107).
Ekstrinsik ve intrinsik hiicre 6liim yollar1, diger efektor kaspazlariyla birlikte spesifik
substratlarin béliinmesiyle hiicre yapisinin bozulmasini diizenleyen kaspaz-3'ii aktive
eder (108). Kaspaz-3'in aktivasyonu, apoptotik hiicre Sliimiiniin uygulanmasi i¢in
gerekli fakat yetersiz bir olaydir ve bazen, spesifik substratlari hedefleyerek ilgisiz
hiicre olim rolleri gosterebilir (109). Kaspaz-3 Sisteinil aspartik asit-proteaz-3,
kaspaz-6 ve kaspaz-7, sitokeratinler, PARP (poli [ADP-riboz] polimeraz), plazma
membrani sitoskeletal proteini ALFA fordin, niikleer protein NuMA (Niikleer
mitotik aparat proteini) ve digerleri gibi ¢esitli substratlar1 parcalayan efektor veya
"uygulayict" kaspazlar olarak islev gorerek, apoptotik hiicrelerde goriilen morfolojik
ve biyokimyasal degisikliklere neden olur (110). Kaspaz-3, uygulayici kaspazlarin en
onemlisi olarak kabul edilir ve baglatici kaspazlarindan herhangi biri tarafindan
aktive edilir (kaspaz-8, kaspaz-9 veya kaspaz-10). Kaspaz-3 6zellikle endonukleaz
CAD'yi aktive eder. Proliferatif hiicrelerde CAD, inhibitorii olan ICAD (Caspase
Activated DNAse Inhibitérii) ile komplekslesmistir. Aktif kaspaz-3, apoptotik
hiicrelerde CAD'yi serbest birakmak i¢in ICAD'y1 parcalamaktadir (111). CAD
(Caspase-Activated DNAse) ¢ekirdeklerin igindeki kromozomal DNA'y1 pargalayip
kromatin yogunlasmasina neden olur. Kaspaz-3 ayn zamanda hiicre iskelet
sisteminin yeniden diizenlenmesine ve hiicrenin apoptotik cisimlere ayrilmasina
neden olur (99).
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Sekil 2.11. Kaspaz-3 ve programlanmis hiicre liimiiniin diizenlenmesi. (112)

2.6. ATP Bagimh Potasyum Kanallar:

ATP'ye duyarli potasyum (KATP) kanallari, i¢ dogrultucu potasyum kanali
ailesinden, KIRG6.x-tipi altbirimlerden ve siilfoniliire reseptéric (SUR) alt
birimlerinden olusan heterooktamerik proteindir (113,14). KATP kanallari
sarkolemma, i¢ mitokondriyal membran ve niiklear membranin yiizeyinde bulunur
(113,114,14). KATP kanal altbirimleri hiicre zarinda, spermatogenik hiicrelerin
membranli organellerinde, fare ve rat testisindeki Sertoli hiicrelerinde bulundugu
anlasilmigtir (115,16). Potasyum kanallari, germ hiicrelerinin zar potansiyellerini
korumakla sorumludur. Farkli K* kanallari, farkli agsamalardaki germ hiicrelerinde
lokalizedir (17). ATP bagimli potasyum kanallari ilk olarak kardiyomiyositlerde
kesfedilen hetero-oktamerik komplekslerdir (116,117). KATP kanalinin agilmasi,
hiicre i¢i ATP seviyesi veya ATP/ADP orani ile dogrudan diizenlenir ve bdylece
kanal, hiicrenin metabolik durumunu membran potansiyeli ile birlestirir (118). Kalp
kasinda bulunan ATP'ye duyarli potasyum (KATP) kanallar1 voltaja bagli olmayan,
ATP ve ADP hiicre i¢i niikleotidleri tarafindan kapatilan potasyum segici kanallardir
(116). Ug tip KATP kanali vardir; sarkolemmal (sarcKATP), mitokondrial
(mitoKATP) ve niikleer (nukKATP) (14). Yapilan bir calismada, KATP kanallarinin
iskemik korumay1 sagladig goriilmiistiir (15).
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2.6.1. Kir6.2
ATP bagimli potasyum kanallari, gozenek olusturan bir altbirim molekiilii

Kir6.x ve bir diizenleyici altbirim molekiili SUR olmak iizere iki tiir molekiil
tarafindan olusturulur: Kir6.x (Kir6.1 ve Kir6.2), i¢ dogrultucu K* kanal ailesine
aittir (119). SUR (SURI1, SUR2A ve SUR2B), ATP'ye baglanan kaset proteini iist
familyasina aittir (120,121). KATP kanal altbirimleri Kir6.1, Kir6.2 ve SUR2B,
yuvarlak spermatidlerde, SUR2A'nin ise uzun spermatidlerde yiiksek oranda
bulundugu ifade edilmistir. Kir6.2'nin spermatidlerde SUR2B ile birlikte lokalize
oldugu bilinmektedir. Kir6.1, Kir6.2, SUR1, SUR2A ve SUR2B KATP kanal
altbirimlerinin  hiicre membranindaki ve spermatogenik hiicrelerin ve Sertoli
hiicrelerinin membran6z organellerinde farkli lokalizasyonlari tanimlanmigtir (16).
Ayrica KATP kanal altbirimleri, Kir6.1, Kir6.2, SUR1 ve SUR2, fare spermatogenik
hiicrelerinde ve spermlerde yer almaktadir. Bu kanallarin kapasiteyle iligkili sperm
hiperpolarizasyonunda bir rol oynadigin1 disiinilmektedir (115). Kir6.2
spermatogonyum, spermatosit ve geg¢ evre spermlerde bulunmaktadir (16). KATP
kanallarinin agilmasinin IR hasarina karst dokunun korunmasini saglayabilecegi

saptanmustir (14).

2.7. Karvakrol

Karvakrol (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol), kekik, biber ve yabani bergamot
gibi aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan ve karakteristik kekik kokusu
bulunan monoterpenoid bir bilesiktir (122). Dogal iiriinler arasinda ugucu yaglarin
kullanimi, kanitlanmus terapétik eylem nedeniyle umut verici bir segenektir (123). In
vitro ve in vivo c¢aligmalarin bazilari, antibakteriyel, antioksidan, antiseptik,
antispazmodik, biiylime diizenleyici, antifungal, antiviral, anti-inflamatuar, balgam
soktiirtict, antitussif, immiin modiilator ve kimyasal onleyici gibi rumen mikrobiyal
fermantasyon modifikatorii, metan emisyonunun azaltilmasi da dahil olmak iizere
karvakroliin farkli biyoaktiviteleri tamimlanmistir (124-127). Karvakrol, hiicresel
membranlarin oksidatif yikimina yol acan lipid peroksidasyonunun azaltilmasinda
dogal antioksidan olarak kritik bir rol oynar (128).
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Sekil 2.12. Karvakroliin kimyasal yapisi. a(129) b(130)

Karvakroliin Kimyasal Ozellikleri

Bilinen Adlar: 2-methyl-5-(1-methylethyl)phenol
CAS kayit no 499-75-2
Kapah Formiilii C10H140
Molekiil Agirhgr | 150.22 g/mol
Erime Sicakhg1 | 0°C
Kaynama Sicakhig: 236-237°C
Yogunlugu 0.976 g/cm3
Suda Coziiniirliigii | 1.25 g/ (25°C)
Fiziksel Durumu | Sivi
Renk Agik Sari
Rat oral LD50 810 mg/kg
Rati.p. LD50 73 mg/kg
Rat s.c. LD50 680 mg/kg
Rat i.v. LD50 80 mg/kg
Safhik diizeyi 98%

Tablo 2.1. Karvakroliin ézellikleri. (131)
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Metabolik enzimleri
modile eder

1

Keneilac i
Antibakteriyel H Antiinflamatuar

iC -CHs Anti-obezi
Antikanser i-obezite
; / Anioksidant
Antiplatelet

i \

Antifungal
Antidepresant
arvacrol
C 9 Anksiyolitik

e
o

Spazmolitik

Antiosiseptif
Vazorelaksan l

Hasarlanmig organlan koruma / yenileme

Sekil 2.13. Karvakroliin biyolojik yararlari. (122)
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismaya baglamadan 6nce 22.02.2017 tarihinde 2017.08 karar no’lu Abant
Izzet Baysal Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Yerel Etik Kurulu Onay alinmustir.

3.1. Deney Hayvanlar: Temini ve Bakim

Calisma deneysel olarak Wistar albino cinsi 2-4 aylik erkek ratlar {izerinde
yapilmistir. Deney hayvanlar;, AIBU Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilmistir. Hayvanlar ¢alisma dncesi ve ¢alisma siiresince
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, 12 saat aydinlik/karanlik,
nispi nemi %60-70 olan ortamda tutularak ad libitum beslenmistir.

3.2. Deney Gruplan

Calismada Sham, Kontrol+Karvakrol, Kontrol+DMSO IR, IR+DMSO ve
Tedavi grubu olmak iizere toplamda 6 grup ile ¢alisilmistir. Gruplardaki bireyler
rastgele secilmistir.

Sham grubu (grupl n:6): Ratlarda skrotum agilip testise herhangi bir islem
yapilmadan kapatildi.

Kontrol+Karvakrol grubu (grup2 n:6): Ratlara karvakrol, 73mg/kg dozunda (149)
%35 DMSO ig¢inde ¢oziilerek 0,2 ml intraperitoneal (ip) olarak verildi.

Kontrol+DMSO grubu (grup3 n:6): Ratlara %5 lik DMSO, 0,2 ml ip olarak
verildi.

Iskemi-reperfiizyon grubu (grup4 n:6): Ratlarda iki saat testis torsiyon ve iki saat
detorsiyon yapilarak testis iskemi reperfiizyon modeli olusturuldu.

Iskemi-reperfiizyon+DMSO grubu (grup5 n:6): iki saat testis torsiyonu yapilan
ratlara detorsiyon yapilmadan yarim saat dnce %5 lik DMSO 0,2 ml ip olarak
verildi.

Tedavi grubu (grup6 n:6): iki saat testis torsiyonu yapilan ratlara detorsiyon
yapilmadan yarim saat once karvakrol, 73mg/kg dozunda %5 lik DMSO ig¢inde
¢oziilerek 0,2 ml ip olarak verildi.

3.3. Testis iskemi Reperfiizyon Modeli Olusturma

2-4 aylik Wistar albino cinsi erkek ratlarda, sol testis ve spermatik kordon
skrotum disina alinarak saat yoniiniin tersine 720° ¢evrilerek, torsiyon yapildi. 2 saat
boyunca iskemik hasar olusturulduktan sonra torsiyonu takiben detorsiyon yapilarak
sol testis skrotum igine alinip dikilmistir. 2 saat boyunca reperfiizyon hasari
olusturulmustur (132).
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Sekil 3.1. Testis Iskemi reperfiizyon modeli olusturma. A: Anestezi altindaki ratlarm skrotumu
tiraglanip batikon ile dezenfekte edildi. B: Sol testis skrotum digsina alindi ve 720° saat yoniiniin
tersine dondiiriilerek torsiyon yapildi, iskemik hasar bagslatildi. C: 2 saat sonra torsiyon yapilan testisi
eski haline dondiirerek detorsiyon yapildi, reperfiizyon baslatildi. D: Torsiyon ve detorsiyon yapilmis
testis. E: Detorsiyon sonrasi testis skrotum igine alindi. F: Skrotum dikilerek kapatildi, reperfiizyon
hasar1 olusturmak i¢in 2 saat bekletildi.

3.4. Deney Asamasi
Deneye baglamadan 6nce deney hayvanlari tartildiktan sonra, Her hayvana 0,1ml
ksilasin+ 0,25 ml ketamin ip enjekte edilerek anesteziye alindi.

Sham grubu (n:6): Anestezi altinda ratlarin skrotumlar1 agilarak sol testise ulagildi
ve disar1 ¢ikarildi. Bir islem yapilmadan testisler tekrar skrotum igine alindi ve
skrotum dikildi. iskemi reperfiizyon siiresi baz alinarak 4 saat bekledikten sonra sag
ve sol testis dokulari alindi ve %10’luk nétral formalin igine koyuldu. Sol
epididimisler ise spermiyogram yapilmak iizere PBS soliisyonu i¢ine alindi. Her
hayvandan yaklasik 3 ml kan kalpten alinarak kan tiiplerine koyuldu. Kan tiipleri 10
dk boyunca 9000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen serumlar ependorf tiiplere
alinip -80 oC’de biyokimyasal analiz igin bekletildi.

Kontrol+Karvakrol grubu (n:6): Anestezi altindaki ratlara, %5’lik DMSO iginde
¢oziinen karvakrol 0,2 ml ip olarak enjekte edildi. Reperfiizyondan yarim saat dnce
verildigi var sayilarak 2.5 saat sonra sag ve Sol testis dokulart alindi ve %10’luk
noétral formalin i¢ine koyuldu. Sol epididimisler ise spermiyogram yapilmak iizere
PBS soliisyonu i¢ine alindi. Her hayvandan yaklasik 3 ml kan kalpten alinarak kan

26



tiiplerine koyuldu. Kan tiipleri 10 dk boyunca 9000 rpm’de santrifiij edildi. Elde
edilen serumlar ependorf tiiplere alinip -80 °C’de biyokimyasal analiz igin bekletildi.

Kontrol+DMSO grubu (n:6): Anestezi altindaki ratlara 0,2 ml %5’lik DMSO ip
olarak enjekte edildi. Reperfiizyondan yarim saat once verildigi var sayilarak 2.5
saat sonra sag ve sol testis dokular1 alindi ve %10’luk nétral formalin i¢ine koyuldu.
Sol epididimisler ise spermiyogram yapilmak iizere PBS soliisyonu i¢ine alindi. Her
hayvandan yaklasik 3 ml kan kalpten alinarak kan tiiplerine koyuldu. Kan tiipleri 10
dk boyunca 9000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen serumlar ependorf tiiplere
alinip -80 °C’de biyokimyasal analiz i¢in bekletildi.

Iskemi-reperfiizyon grubu (n:6): Anestezi altinda olan ratlarin skrotumlari agilarak
sol testisleri disar1 ¢ikartildi. Sol testisler, saat yoniiniin tersinde 720° spermatik
kordon etrafinda ¢evrilerek torsiyon yapildi ve iskemi baslatildi. Disarda bekletilen
testislerin iizeri gazli bez ile ortiilerek kurumasini dnlemek i¢in iizerlerine serum
fizyolojik sikildi. 2 saat torsiyone olan sol testis eski haline getirilerek detorsiyon
yapild1 ve reperflizyon hasari olusturuldu. Detorsiyondan sonra testisler skrotum
igine alind1 ve skrotumlar dikildi. 2 saat reperfiizyon hasar1 olusturduktan sonra sonra
sag ve sol testis dokular1 alindi ve % 10’luk nétral formalin i¢ine koyuldu. Sol
epididimisler ise spermiyogram yapilmak iizere PBS soliisyonu i¢ine alindi. Her
hayvandan yaklasik 3 ml kan kalpten alinarak kan tiiplerine koyuldu. Kan tiipleri 10
dk. boyunca 9000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen serumlar ependorf tiiplere
alinip -80 °C’de biyokimyasal analiz i¢in bekletildi.

Iskemi-reperfiizyon+DMSO grubu (n:6): Anestezi altinda olan ratlarin skrotumlari
acilarak sol testisleri disari ¢ikartildi. Sol testisler, saat yoniiniin tersinde 720°
spermatik kordon etrafinda gevrilerek torsiyon yapildi ve iskemik hasar baglatildi.
Disarda bekletilen testislerin iizeri gazli bez ile Ortiilerek kurumasini 6nlemek icin
tizerlerine serum fizyolojik sikildi. Detorsiyon yapilmadan yarim saat oOnce
hayvanlara 0,2 ml %5’lik DMSO ip olarak enjekte edildi. 2 saat torsiyone olan sol
testis eski haline getirilerek detorsiyon yapildi. Detorsiyondan sonra testisler skrotum
igine alind1 ve skrotumlar dikildi. ve 2 saat reperfiizyon hasar1 olusturulduktan sonra
sag ve sol testis dokulari alindi ve % 10’luk nétral formalin i¢ine koyuldu. Sol
epididimisler ise spermiyogram yapilmak tizere PBS soliisyonu igine alindi. Her
hayvandan yaklagik 3 ml kan kalpten alinarak kan tiiplerine koyuldu. Kan tiipleri 10
dk boyunca 9000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen serumlar ependorf tiiplere
alinip -80 °C’de biyokimyasal analiz i¢in bekletildi.

Tedavi grubu (n:6): Anestezi altinda olan ratlarin skrotumlari agilarak sol testisleri
disar1 ¢ikartildi. Sol testisler, saat yoniiniin tersinde 720° spermatik kordon etrafinda
cevrilerek torsiyon yapildi ve iskemik hasar baslatildi. Disarda bekletilen testislerin
tizeri gazli bez ile ortiillerek kurumasini 6nlemek igin iizerlerine serum fizyolojik
sikildi. Detorsiyon yapilmadan yarim saat 6nce hayvanlara 0,2 ml %5’lik DMSO
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icinde ¢oziinen karvakrol ip olarak enjekte edildi. 2 saat torsiyone olan sol testis eski
haline getirilerek detorsiyon yapildi. Detorsiyondan sonra testisler skrotum igine
alind1 ve skrotumlar dikildi. 2 saat reperflizyon hasari olusturduktan sonra sag ve sol
testis dokulart alind1 ve %10’luk nétral formalin igine koyuldu. Sol epididimisler ise
spermiyogram yapilmak iizere PBS soliisyonu i¢ine alindi. Her hayvandan yaklasik 3
ml kan kalpten alinarak kan tiiplerine koyuldu. Kan tiipleri 10 dk boyunca 9000
rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen serumlar ependorf tiiplere almip -80°C’de
biyokimyasal analiz i¢in bekletildi.

Iskemik Hasar / Torsiyon Reperfiizyon Hasar1 / Detorsiyon

SHAM

K+Karvakrol

K+DMSO

iR

IR+DMSO

Tedavi

sireDk | 30 | 60 | 90 | 120 150 | 180 | 210 240

Tablo 3.1. Deney siireci Sham grubu:Sol testis skrotum digina alinip hi¢ bir miidahele yapilmadan
tekrar skrotum igine alinir. Hayvanlar 4 saat sonunda sakrifiye edilir. K+Karvakrol grubu: Hayvanlara
sakrifiye edilmeden 2.5 saat 6nce karvakrol uygulamasi (mavi) yapilir. K+DMSO grubu: Hayvanlara
sakrifiye edilmeden 2.5 saat dnce DMSO uygulamas: (sar1) yapilir. IR grubu: Sol testislere torsiyon
yapilip 2 saat boyunca iskemik hasar ,detorsiyon yapilip 2 saat reperflizyon hasari olusturulduktan
sonra hayvanlar sakrifiye edilir. IR+DMSO grubu: Sol testisler torsiyon halindeyken detorsiyondan
yarim saat once yani sakrifikasyondan 2.5 saat dnce DMSO uygulamasi (sar1) yapilir. Tedavi grubu:
Sol testisler torsiyon halindeyken detorsiyondan yarim saat 6nce yani sakrifikasyondan 2.5 saat 6nce
karvakrol uygulamasi (mavi) yapilir.

3.5. Spermiyogram

Sol epididimislerin kauda kism1 PBS i¢inde tiftiklenerek, hareketlik kazanmis
olan spermler agiga ¢ikartildi. Elde edilen sprem 6rnekleri Makler Chamber iizerine
damlatilarak 151k mikroskobu (Olympus CX21) altinda sayildi. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi. Spermler Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO)
kriterine gore,

a) Ileri hareketli
b) Yavas hareketli
¢) Yerinde hareketli

d) Hareketsiz  olmak iizere siiflandirildi.
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3.6.Doku Takip Asamasi

%10’luk formaldehit i¢inde fikse olan dokular takip asamasindan once
yikanarak fiksasyon soliisyonu dokulardan uzaklastirildi. Doku takip asamasinda,
dokular dehidratasyon ig¢in alkol serilerinde, seffaflandirmak i¢in ksilolde bekletildi.
Gomme i¢in s1vi parafin kullanilarak parafin bloklar hazirlandi. Doku takip asamasi
asagidaki gibidir;

Asama Siire
%70’lik Alkol 1 saat
%380’lik Alkol 1 saat
%96’1lik Alkol 1 saat
%100’lik Alkol 1 saat

Alkol + Ksilol 1 saat
Ksilol 1 saat
Ksilol + Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

Parafin ile GOmme

3.7. Isik Mikroskobik inceleme

Isik mikroskobunda incelenmek iizere parafin bloklardan mikrotom (Leica
RM 2125 RT) ile 5 mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Hematoksilen Eozin
boyamasi ve Masson’un liglii boyamas: i¢in kesitler rodajli lamlara (Patolab Ref.
No0:165014) alindi. Kaspaz-3, Kir6.2 ve TUNEL immiinohistokimyasal boyamalar
icin ise kesitler pozitif sarjli lamlara (Patolab Ref:165013) alindi.

3.7.1.Hematoksilen-eozin boyamasi

Hazirlanan kesitlere hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak 1sik mikroskobu
altinda histolojik olarak incelenmesi i¢in hazir hale getirildi. Kesitler boyanmadan
once etiiv i¢ine alinarak 60 °C’de 30 dakika bekletildi. Hematoksilen Eosin boyama
prosediirii su sekildedir;

Asama Siire
1 Kasilenl 2 dakika
2 Kasilenll 2 dakika
3 %100’lik Alkol 1 dakika
4 %100’luk Alkol II 1 dakika
5 %96’lik Alkol I 1 dakika

29



6 %96’lik Alkol II 1 dakika

7  Distile suda yikama 3 kez

8 Mayer Hematoksilen 5 dakika

9 Distile suda yikama 3 kez

10 Asit Alkol 10 saniye
11 Distile suda yikama 3 kez

12 Amonyum 10 saniye
13 Distile suda yikama 3 kez

14 %80’lik Alkol 2 dakika

15 Eozin 2 dakika

16 %96’lik Alkol I 2 dakika

17 %96’lik Alkol II 2 dakika

18 %100’lik Alkol I 2 dakika

19 %100’lik Alkol IT 2 dakika

20 Ksilol 2 dakika

21 Ksilol Il 2 dakika

22 Entellan ile kapatma

3.7.2.Masson’un iiclii boyamasi

Kesitlerde bag doku degisikligi incelenmek i¢in 6zel bag dokusu boyast olan
Masson’un iglii boyamasi yapildi. Kesitler boyanmadan 6nce etiiv igine alinarak
60°C’de 30 dakika bekletildi. Masson’un ti¢lii boyamasi prosediirii su sekildedir;

Asama Siire
1 Ksilenl 2 dakika
2 Ksilen Il 2 dakika
3 %1001k Alkol 1 dakika
4 %100’lik Alkol 1T 1 dakika
5  %96’lik Alkol I 1 dakika
6  %96’lik Alkol 1T 1 dakika
7 Distile suda yikama 2 kez
8 A+B soliisyon karisimi 20 dakika
9 Dislite suda yikama 2 dakika
10 Asit alkol 10 saniye
11 Distile suda yikama 2 kez
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

Panceau Fuchsin 4 dakika

Distile suda yikama 2 dakika
Phosphotungstic asit 7 dakika
Methyl blue 7 dakika
Distile suda yikama 2 dakika
%96’lik Alkol I 2 dakika
%96’lik Alkol II 2 dakika
%100’lik Alkol I 2 dakika
%100’lik Alkol II 2 dakika
Ksilol | 2 dakika
Ksilol 11 2 dakika

Entellan ile kapatma

3.7.3.Immiinohistokimyasal isaretleme

gece boyunca 37°C’lik etiivde bekletildi.

Immiinohistokimyasal isaretleme igin pozitif sarjli lamlara alinan kesitler bir

Kaspaz-3 boyamasi i¢in Thermo

Scientific™ Caspase 3 (CPP32) Ab-4, Rabbit Polyclonal Antibody; Kir6.2 boyamasi
icin Santa Cruz KIR6.2 (B-9): sc-390104 Mouse Monoclonal Antibody; sekonder
olarak ise Thermo Scientific™ Lab Vision™ UltraVision™ Detection System (TP-
015-HD) anti-Polyvalent HRP/DAB kit kullanildi. Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) boyama i¢in ise Milipore
apoptag plus peroxidase in situ apoptosis detection kit(cat no: S7101) kullanildu.
Kaspaz-3 ve Kir6.2 immunohistokimyasal boyama prosediirii asagidaki gibi
uygulanmaistir;

© 0O N o O A WO DN P

Asama

Ksilen |

Ksilen 11

%100’1ik Alkol

%96’l1ik Alkol

%70’lik Alkol

%350’lik Alkol

Distile suda yikama

PBS ile yikama

pH:6.00 sitrat tampon iginde 360Watt’ta kaynatma

10 Sogutma
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Siire

5 dakika
5 dakika
5 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
10 dakika
20-30 dakika



11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

TUNEL boyama prosediirii asagidaki gibi uygulanmistir;
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10
11
12

Hidrojen peroksidaz
PBS ile yikama
Serum block

Primer antikor (Kaspaz-3 1:50, Kir6.2 1:50) uygulamasi

Kesitler bir gece +4°C'de inkiibe ediliir
PBS ile yikama

Sekonder antibody

PBS ile yikama

HRP Streptavidin

PBS ile yikama

DAB kromojen
Hematoksilen ile zit boyama
%50’lik Alkol

%70’lik Alkol

%96’lik Alkol

%100’lik Alkol

Ksilen |

Ksilen 11

Entellan ile kapama

Asama

Ksilen |

Ksilen 11

%100’ lik Alkol

%9611k Alkol

%7011k Alkol

%50’1ik Alkol

Distile suda yikama

PBS ile yikama

pH:6.00 sitrat tampon i¢inde 360Watt’ta kaynatma
H202

Dengeliyici tampon

Tdt ile 37 °C'de inkiibasyon
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10 dakika
3 dakika
15 dakika

3 dakika
40 dakika
3 dakika
15 dakika
3 dakika
15-25 saniye
15 saniye
30 saniye
30 saniye
30 saniyen
1 dakika

1 dakika

1 dakika

Siire

5 dakika
5 dakika
5 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
10 dakika
5 dakika
30 saniye
1 saat



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

Durdurma, yikama tamponu 10 dakika

PBS ile yikama 3 kez
Anti-Digoxigenin-Peroksit 30 dakika
DAB kromojen 1 dakika
Distile su ile yitkama 3 kez
Hematoksilen ile zit boyama 45 saniye
%350’1ik Alkol 30 saniye
%70'lik Alkol 30 saniye
%96’l1ik Alkol 30 saniye
%100’lik Alkol 1 dakika
Ksilen | 1 dakika
Ksilen Il 1 dakika
Entellan ile kapama

3.8. Johnsen Skorlamasi

Hematoksilen-eozin ile boyanan kesitlere, seminifer tiibiil ve spermatogenez
degisikligini saptamak icin Johnsen skorlamasi yapildi. Her 6rnekten 20 tiibiil
rastgele secilip 1’den 10’a kadar puan verildi. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi. Johnsen skorlamasi asagidaki puan sistemine gére yapilmistir;

Mo RE

o o

10.

Hig hiicre bulunmayan tiibiiller

Germ hiicresi bulunmayan ama Sertoli hiicresi igeren tiibiiller

Germ hiicre olarak sadece spermatogonyum igeren tiibiiller

Spermatozoa ve spermatid igermeyen, spermatositlerin ise 5’den az sayida
bulundugu tiibiiller

Spermatosit i¢eren ancak spermatozoa ve spermatid icermeyen tiibiiller
Spermatozoa icermeyen, spermatidlerin ise 10°dan az sayida bulundugu
tibiiller

Cok sayida spermatidi olan ancak spermatozoa icermeyen tiibiiller
Germinal epiteli ¢cok sirali olan fakat liimeninde 10°dan az spermatoza
igeren tiibiiller

Spermatozoa igeren ancak germinal epitelinin diizeni bozulmus ve liimene
dogru y1g81lma goriilen tiibiiller

Cok sayida spermatozoa iceren germinal epiteli ¢ok sirali ve diizgiin olan
tibiiller
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3.9. Biyokimyasal Analiz

Kan serumlar1 -80°C’de muhafaza edildikten sonra -20°C’ye alinip bir gece
bekletilip +4°C’ye alinarak kademeli bir sekilde 1sis1 arttirildi. Biyokimyasal
analizler Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma
Laboratuari’nda yapilip, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi
kullanild1. Testosteron (Elabscience E-EL-R0640) i¢in 0.31-20 ng/mL, MDA
(Elabscience E-EL-R0391) i¢in 31.25-2000 ng/mL referans araliklar1 kullanildu.
Olgiimler BioRad ELISA okuyucu cihazinda yapildi. Elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.10. Istatistiksel Bulgular

Istatistiksel inceleme SPSS Istatistics 20 programi kullamlarak yapildi.
Degiskenlerin ortalama, ortanca degerleri ve standart sapmalar1 hesaplanilarak,
Kolmogorov —Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile dagilimlarin normal olup
olmadig saptandi. Gruplar arasi dagilimlar One Way ANOVA ve Mann-Whitney U
testleri ile belirlendi. Gruplar arasi iliskiler Post Hoc testler ile belirlendi. Elde edilen
sonuglarin anlamlilig1 p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Biyokimyasal Bulgular

Deney gruplarinda serum MDA ve testosteron diizeyleri ELISA yontemi ile
belirlenmis olup, elde edilen bulgular asagidaki Tablo 4.1, Tablo 4.2, Sekil4.1 ve
Sekil4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Serum MDA degerleri

Sham K+DMSO | K+KAR R IR+DMSO | Tedavi

Grp | isp) | (=SD) (+SD) (SD) (+SD) (£SD)

MDA
(ng/ml) | 125,38+30,69 | 138,56+35,88 | 127,24+53,08 | 269,81+86,87 | 130,41+42,43 | 122,53+69,09

MDA (ng/ml)
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Sekil4.1. Tiim gruplarin serum MDA degerleri

MDA degerlerine bakildiginda Sham ve IR grubu arasinda anlamli bir fark vardi (p=0.001). IR grubu
ve Tedavi grubu arasinda da anlamli bir fark vard: (p=0.001). Tedavi ve IR+DMSO grubu arasinda
anlaml bir fark yoktu. IR+DMSO ve IR grubu arasinda anlamli bir fark vardi (p=0.002) IR grubunda
MDA degerlerinin Sham grubuna gore artis gostermesi, iskemi reperfiizyon hasarinin beklendigi gibi
lipid peroksidasyonuna sebep oldugunu géstermistir. Tedavi grubunda MDA degerlerinin azalma
gostermesi ise karvakrol ile tedavinin lipid peroksidasyonunu azalttigini gostermistir. Ayn1 zamanda
IR+DMSO grubunda MDA seviyesinin IR grubua kiyasla anlamli azalmasi, DMSO uygulamasinin
iskemi reperfiizyon hasari sirasinda lipid peroksidasyonunu engelleyebildigini gostermistir.
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Tablo 4.2 Serum Testosteron degerleri

Grup Sham |K+DMSO| K+KAR IR IR+DMSO| Tedavi
(+SD) | (#SD) | (+SD) (+SD) (+SD) | (+SD)
Testosteron
(ng/ml) |5,71£2,23|4,37+1,73 | 6,83+2,06 | 3,38+1,98 | 3,53+2,32 |4,27+2,28
Testosteron (ng/ml)
10
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: |
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Sekil4.2. Tiim gruplarin serum Testosteron degerleri

Testosteron degerlerine gore sadece Kontrol+Karvakrol grubu ile IR ve IR+DMSO arasinda anlamli
bir fark vardi (p=0.025 ve p=0.037). IR gruplarindaki testosteron seviyelerindeki azalma, iskemi
reperfiizyon hasarmin testosteron seviyesini diisiirdiigiinii gostermistir. IR grubu ile Tedavi grubu
arasinda anlamli bir fark yoktu.

4.2.Spermiyogram Bulgular::

Epididimisin kauda bolgesinden elde edilen sperm Orneklerinin sayimi
sonucuna gore gruplarin sperm konsantrasyonu ve toplam hareketli sperm yiizdeleri
asagidaki Tablo 4.3, Tablo 4.4, Sekil4.3 ve Sekil4.4’de verilmistir.

Tablo 4.3. Sperm konsantrasyon degerleri

Grup Sham |K+DMSO| K+KAR R [R+DMSO | Tedavi
(£SD) (£SD) (£SD) (£SD) (£SD) (£SD)
Toplam
sperm
(x106/ml) 28,66+4,45 | 28,16+7,05 | 35,33+£5,78 | 33,66+3,72 |32,66+4,50 |32,5+3,72
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Sekil4.3. Tiim gruplardaki sperm konsantrasyon degerleri.

IR+DMSO TEDAVi

Gruplar arasinda sperm konsantrasyon degerlerine bakildiginda anlamli bir fark yoktu.

Tablo 4.4. Toplam hareketli sperm yiizdesi

Grup Sham | K+DMSO | K+KAR IR IR+DMSO | Tedavi
(xSD) (£SD) (£SD) (+SD) (+SD) (£SD)

Toplam

hareketli

sperm 91,16+£6,58 | 97,00+2,68 | 97,33+2,33 | 5,16£2,56 | 7,50+3,39 8,00+3,22

(%)
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Sekil4.4. Tiim gruplardaki toplam hareketli sperm yiizdeleri

Toplam hareketli sperm yiizdelerine baktigimizda Sham ile IR grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark vardi (p<0.001). iR grubunda toplam hareketli sperm sayisinin Sham grubuna
kiyasla azaligi, iskemi reperfiizyon hasarinin hareketli sperm sayisinin azalmasina sebep oldugunu
gosterdi. IR grubu ve Tedavi grubu arasinda anlamli bir fark yoktu (p=0.779) ancak Tedavi grubunda
toplam sperm hareketliligi IR grubuna kiyasla minimal bir artis gdsterdi.

4.3.Is1k Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Histolojik bulgular
Sham grubuna ait testis dokularinda histopatolojik bir degisiklik gdzlenmedi.
Ayni sekilde Kontrol+DMSO ve Kontrol+Karvakrol gruplarinin testis dokularinda
da yapisal bir bozukluk yoktu. IR grubuna ait testis dokularinda ise intertiibiiler
alanlarda konjesyon, kalinlasma, 6dem, seminifer tiibiil yapilarinda bozukluk,
germinal epitellerde diizensizlik ve liimenlerinde hiicre dokiintiileri mevcuttu. Tedavi
grubundaki yapisal bir bozukluk ve konjesyon, IR grubuna gore daha minimaldi.
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Sekil 4.6. Sham grubuna ait hemotoksilen-eozin boyamasi, 20x
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Sekil 4.8. K+DMSO grubuna ait hematoksilen-eozin boyamasi, 20x
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Sekil 4.10. K+Karvakrol grubuna ait hematoksilen-eozin boyamasi, 20x
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Sekil 4.11. iR grubuna ait hematoksilen-eozin boyamas, intertiibiiler alanlarda konjesyon (ok
ucu), seminifer tiibiillerde hiicre dékiintiileri (*), 10x

Sekil 4.12. iR grubuna ait hematoksilen-eozin boyamas, intertiibiiler alanda konjesyon (ok
ucu), diizeni bozulmus ve hiicre kaybi olan seminifer tiibiiller (*), 10x
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Sekil 4.13. iR grubuna ait hematoksilen-eozin boyamas, intertiibiiler alanda kahnlasma, 6dem
(ok ucu), seminifer tiibiillerde hiicre dokiintiileri (*), 10x

Sekil 4.14. iR grubuna ait hematoksilen-e0zin boyamasi, seminifer tiibiilde vakoul (0k ucu), 20x
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Sekil 4.15. iIR+DMSO grubuna ait hematoksilen-eozin boyamasi, intertiibiiler alanda konjesyon
(ok ucu ), seminifer tiibiillerde hiicre dokiintiileri (*), 10x

Sekil 4.16. IR+DMSO grubuna ait hematoksilen-eozin boyamasi, intertiibiiler alanda konjesyon
ve 6dem (ok ucu), 20x
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Sekil 4.17. Tedavi grubuna ait hematoksilen-eozin boyamasi, 10x

Sekil 4.18. Tedavi grubuna ait hematoksilen-eozin boyamasi, intertiibiiler alanlarda minimal
konjesyon, 20x
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Sekil 4.20. K+DMSO grubuna ait Masson’un iiclii boyamasi, 10x
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Sekil 4.21. K+Karvakrol grubuna ait Masson’un ii¢lii boyamasi, 10x
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Sekil 4.22. iR grubuna ait Masson’un iiclii boyamasi, 10x, intertiibiiler alanlarda konjesyon,

kalinlasma, 6dem ve lilmende hiicre dokiintiileri mevcut.
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L.
Sekil 4.23. iR+DMSO grubuna ait Masson’un iiclii boyamasi, 10x, intertiibiiler alanlarda
konjesyon, 6dem ve liilmende hiicre dokiintiileri mevcut.
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Sekil 4.24. Tedavi grubuna ait Masson’un ii¢lii boyamasi, 10x
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4.3.2. Seminifer tiibiil cap1 ve johnsen skorlama bulgulari
Tim gruplarda tiibiil ¢ap1 6l¢iimii ve Johnsen skorlamasi yapilmistir. Elde
edilen sonuglar asagidaki Tablo 4.5 Tablo 4.6 Sekild.25 ve Sekil4.26’da
gosterilmistir.

Tablo 4.5. Tiibiil cap: degerleri

Sham K+DMSO K+KAR R [R+DMSO Tedavi

Grp | Lgp) (+SD) (£SD) (+SD) (+SD) (+SD)

Tiibiil

?;11311) 353,72429,30 | 356,33+21,52 | 366,44+18,07 | 319,56+14,92 | 321,19+18,77 | 343,42+26,97

Tubil Cap1 (um)
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Sekil4.25. Tiim gruplarin tiibiil ¢ap: degerleri

Tiibiil ¢ap1 degerlerine gére Sham ve IR grubu arasinda anlamli bir fark yoktu (p=0.112).
Aym sekilde IR ve Tedavi grubu arasinda da anlamli bir fark bulunamadi (p=0.443).
Kontrol+Karvakrol ve IR grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0.011). IR
grubunda kontrol grubuna kiyasla tiibiil capinda azalma goriildii. Testis iskemi reperfiizyon hasarinin
seminifer tiibiil yapisina hasar verdigi tespit edildi.

Tablo 4.6. Johnsen skorlamasi de@erleri

Gru Sham K+DMSO | K+KAR R [R+DMSO Tedavi
Pl (isp) (+SD) (+SD) (+SD) (+SD) (+SD)
Skor 9,78+0,06 9,77+0,05 9,84+0,08 7,40+0,34 7,47+0,30 8,16+0,31
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Sekil4.26. Tiim gruplarin Johnsen skorlama degerleri

Johnsen skorlamasi yapilarak elde edilen verilere gére, Sham ve IR grubu arasinda anlamli
bir fark bulundu (p=0.001). IR ve Tedavi grubu arasinda da anlamh bir fark vardi (p=0.001). Sham
grubuna kiyasla IR grubunun Johnsen skorundaki azalma, iskemi reperfiizyon hasari sirasinda
seminifer tiibiillerin yapisin1 bozdugunu gostermistir. IR grubuna kiyasla Tedavi grubunun Johnsen
skorundaki artis, tedavinin seminifer tiibiillerdeki hasar1 engelleyebildigini gostermistir.

4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Kaspaz-3 immiin Isaretleme

Testis dokusundaki apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in Kaspaz-3 immiin
isaretleme yapilmustir. Isaretlenen apoptotik hiicreler sayilarak, elde edilen degerler
asagidaki Tablo 4.7 ve Sekil4.27’de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Kaspaz-3 ile pozitif boyanan hiicre sayilar

Gru Sham | K+DMSO| K+KAR iR [R*DMSO | Tedavi
P (+SD) (+SD) (+SD) (+SD) (+SD) (+SD)
Kaspaz-3 | 17,83+1,47 14+1,89 12,66+1,96 | 212,16+3,54 | 205,66+3,50 | 170,5+3,08
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Sekil4.27. Tiim gruplarim Kaspaz-3 pozitif hiicre sayisi

Kaspaz-3 ile pozitif boyanan hiicre sayilari degerlerine gére Sham ile IR grubu arasinda
anlamh bir fark vardi (p=0.001). IR grubundaki boyanan hiicre sayisindaki anlamli artis, iskemi
reperfiizyon hasarinin apoptozu indiikledigini gostermistir. IR grubu ile Tedavi grubu arasinda da
anlamh bir fark vardi (p=0.001) Tedavi grubunda boyanan hiicre sayisindaki IR grubuna kiyasla
anlaml bir sekilde azalmasi, kKarvakrol uygulamasinin iskemi reperfiizyon hasar1 sirasinda apoptozu
engelledigi anlagilmistir.

Sekil 4.28. Sham grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (0k ucu) Kaspaz-3 immiin
isaretleme, 20x

o1



Sekil 4.29. K+DMSO grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kaspaz-3
immiin isaretleme, 20x

Sekil 4.30. K+Karvakrol grubuna ait testis dokusu. Kaspaz-3 immiin isaretleme, 20x
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Sekil 4.31. K+Karvakrol grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kaspaz-3
immiin isaretleme, 40x

Sekil 4.32. IR grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (0k ucu) Kaspaz-3 immiin
isaretleme, 20x
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Sekil 4.33. IR+DMSO grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kaspaz-3
immiin isaretleme, 20X

Sekil 4.34. Tedavi grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (0k ucu) Kaspaz-3 immiin
isaretleme 20x
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4.4.2. Kir6.2 immiin isaretleme

Testis dokularinda acilmig olan ATP bagimli potasyum kanallarim
altbirimlerinden Kir6.2 kanallarini belirleme amaci ile immiin isaretleme yapilmistir.
Pozitif boyanan hiicreler koyu kahverengi renkte olup sayilmistir. Elde edilen
degerler asagidaki Tablo 4.8 ve Sekil4.35’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Kir6.2 ile pozitif boyanan hiicre sayilar

Grup Sham K+DMSO | K+KAR IR [R+DMSO | Tedavi
(+SD) (+SD) (+SD) (+SD) (+SD) | (+SD)
KIG.2 | gus3es77 | 85166231 | 83336206 | 131334273 | 139334175 | 1494745
Kir6.2
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Sekil4.35. Tiim gruplarin Kir6.2 pozitif hiicre sayim degerleri

Kir6.2 pozitif boyanan hiicre sayrmi degerlerine gére Sham ile IR grubu arasinda anlamli bir
fark vardi (p<0.001) IR grubunda boyanan hiicrelerin anlamli artigi, iskemi reperfiizyon hasar
sirasinda Kir6.2 ATP bagimli potasyum kanalinin agildigii géstermistir. IR ile Tedavi grubu arasinda
da anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.001). Tedavi grubunda Kir6.2 pozitif boyanan hiicrelerin iR
grubuna kiyasla daha ¢ok agilmasi, karvakrolin iskemi reperflizyon hasari sirasinda bu kanallart

acarak hasar1 engelleyebildigini gdstermistir.
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Sekil 4.36. Sham grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kir6.2 immiin

isaretleme, 20x

K+DMSO grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kir6.2

Sekil 4.37.

Immiin isaretleme, 20x
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Sekil 4.38. K+Karvakrol grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kir6.2
Immiin isaretleme, 20x

Sekil 4.39. iR grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kir6.2 immiin
isaretleme, 20x
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Sekil 4.40. iR+DMSO grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler (ok ucu) Kir6.2

immiin isaretleme, 20x

Sekil 4.41. Tedavi grubuna ait testis dokusu. Pozitif boyanan hiicreler ( ok ucu) Kir6.2

isaretleme, 20x
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4.43. TUNEL immiin isaretleme

Testis dokularinda apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in TUNEL uygulamasi
yapilmigtir. Kahverengi boyanan hiicreler pozitif sayilmistir. Elde edilen degerler
asagidaki Tablo 4.9 ve Sekil4.42’de gosterilmistir.

Tablo 4.9. TUNEL ile boyanan hiicre sayilari

Grup Sham K+DMSO | K+KAR IR [R+DMSO | Tedavi
@SD) | (4SD) | (4SD) | (+SD) | (#SD) | (+SD)
TUNEL 1114189 | 9,331,75 | 6,66£1,21 | 1124521 | 100,5:4,50 79’3?)*3’2
TUNEL
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Sekil4.42. Tiim Gruplarin TUNEL pozitif hiicre sayim degerleri

TUNEL ile pozitif boyanan apoptotik hiicre sayimi1 degerlerine gére Sham ile IR grubunda
anlamh bir fark vardi (p=0.001) iR grubunda apoptotik hiicre sayimindaki anlamli artis, iskemi
reperflizyon hasarinin apoptozu indiikledigini gostermistir. IR grubu ile Tedavi grubu arasinda da
anlamli bir fark vardi (p=0.001). Tedavi grubundaki apoptotik hiicre sayisinin anlamli azalisi,
karvakroliin iskemi reperfiizyon hasari sirasinda apoptozu engelleyebildigini gostermistir.
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Sekil 4.43. Sham grubuna ait testis dokusu. TUNEL boyamasi, 20X

Sekil 4.44. K+DMSO grubuna ait testis dokusu. TUNEL boyamasi, 20x
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Sekil 4.45. K+Karvakrol grubuna ait testis dokusu. TUNEL boyamasi, 20x

Sekil 4.46. IR grubuna ait testis dokusu. TUNEL boyamasi, 20x
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Sekil 4.47. iR+DMSO grubuna ait testis dokusu. TUNEL boyamasi, 20x

Sekil 4.48. Tedavi grubuna ait testis dokusu. TUNEL boyama, 20x
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu; doku hasarina ve subfertiliteye sebep olan iirolojik bir
sorundur. Testisin spermatik kordon ve damarlarinin etrafinda donmesiyle kan akimi
durur, boylelikle doku hasar1 baglar (1,2). Testikiiler hasara sebep olan torsiyon
boyunca olusana iskemik hasar ve detorsiyon sonucunda baslayana ise reperfiizyon
hasar1 denir (47). Olusan iskemi reperfiizyon hasar1 dokuda ROS artisina, lipid
peroksidasyonuna ve apoptoza sebep olur (45).

ROS, ¢oklu doymamis yag asitlerine saldirarak hiicre membraninda lipid
peroksidasyonunu baslatir (13). Lipid peroksidasyonu; testikiiler fonksiyon
bozukluguna, sperm anomalilerine ve kapasitasyonun azalmasina neden olur (68,72).
MDA, lipid peroksidasyonu sirasinda agiga ¢ikmakta olup, 6nemli bir belirtecidir
(70,71).

Oksidatif strese sebep olan ROS, mitokondriyal membranlari bozarak
sitokrom-c saliniminit  hizlandirir.  Sitokrom-C’nin  serbest kalmasi ile kaspaz
aktivasyonu baglar ve bunun sonucunda apoptoz meydana gelir (97).

KATP kanallar1 ilk olarak kardiyomiyositlerde kesfedilmistir (116,117). Bu
kanallarin agilmasi hiicrenin metabolik durumu ve ATP seviyesi ile iliskilidir
(118).KATP alt biriminden olan Kir6.2 spermatogonyum, spermatosit ve geg¢ evre
spermlerde bulunmaktadir (16). ATP’ye bagimli potasyum kanallarmin agilmasi
dokuyu iskemi reperfiizyon hasarina karsi korur (14).

Karvakrol ¢esitli aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan monoterpenoid
bir bilesiktir (122). Antioksidan, antiseptik, anti bakteriyel anti fungal gibi gesitli
koruyucu biyoaktiviteleri vardir (124-127). Karvakrol antioksidan 6zelligi ile lipid
peroksidasyonunu azaltir (128).

Yapilan kaynak arastirmalarinda testis iskemi reperfiizyon modeli iizerinde
karvakrol uygulamasinin etkisi ile ilgili ¢alismalar bulunamamistir. Ancak
karvakroliin bagka modellerde koruyucu etkisi arastirtlmistir.

Romeo ve arkadaslari (80) ratlarda olusturduklari testis iskemi reperfiizyon
hasarinda torsiyon yapilan sol testiste, intertiibiiler alanlarda dilatasyon, 6dem ve
hemoraji oldugunu belirtmislerdir. Daglar ve arkadaslar1 (133) torsiyon yapilan testis
dokusunda diizensizlik, germinal epitel tabakalarinda incelme, germ hiicrelerinde
dejenerasyon ve tiibiillerde spermatogenezin olmadigini gézlemlemislerdir. Aydiner
ve arkadaglart (134), torsiyone olan testis dokularinda seminifer tiibiiller ve
intertiibiiler alanlarda hasarlanma oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
bu ¢aligmalar ile ayn1 sonuclar elde edilmis olup, testis iskemi reperfiizyon hasarinin
intertiibiiler alanlarda konjesyon, kalinlasma, 6dem, seminifer tiibiil yapilarinda
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bozukluk, germinal epitellerde diizensizlik ve liimenlerinde hiicre dokiintiilerine
sebep oldugu goriilmiistir. Bu ¢alismalardan farkli olarak ¢alismamizda
spermatogonyal hiicreler arasinda vakuol yapilart gézlenmistir.

Johnsen skorlamasi, seminifer tiibiillerin morfolojik hasarini1 degerlendirmek
icin kullamlmustir (5). Ozcan ve arkadaslar1 (135) ¢alismalarinda, testis torsiyon
grubunda seminifer tiibiil Johnsen skorlamasinda (5.38+1.86) anlamli bir diisiis
saptamislardir (p<0.05). Azizollahi ve arkadaslar1 (136) yaptiklar1 ¢alismada, testis
iskemi reperflizyon hasar1 grubunda kontrol grubuna kiyasla Johnsen skorlamasinda
(2.90+0.37) anlamli bir diisiis oldugunu gostermislerdir. (p<0.05). Mete ve
arkadaglar1 (137) testis torsiyonu grubunda Johnsen skorunun diisiik oldugunu
(1.2+£0.4) belirtmislerdir. Kemahli ve arkadaslar1 (138), testis iskemi reperfiizyon
grubunun Johnsen skorlamasinda kontrol grubuna gore anlamli diislis gosterdigini
calismalarinda rapor etmislerdir (p=0.001). Testis torsiyonunun testis dokusunda
olusturdugu hasar1 anlamak i¢in seminifer tiibiil ¢aplarin1 6lgen Taati ve arkadaslari
(139) torsiyon grubunda kontrol grubuna kiyasla germinal epitel kalinlig1 ve tiibiil
caplarmin azaldigin1 gostermislerdir (p<0.05). Andiran ve arkadaslar1 (140)
caligmalarinda testis torsiyonunun seminifer tiibiil c¢aplarini azalttigimi rapor
etmiglerdir. Dokucu ve arkadaslar1 (141), torsiyon grubunun seminifer tiibiil ¢ap
ortalamalarinin (245 pm) kontrol grubuna gore (303 um) azaldigini rapor etmislerdir.
Kemahli ve arkadaslart da (138) testis iskemi reperfiizyon hasarinin seminifer tiibiil
capinda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gosterdigini bildirmislerdir
(p=0.002). Bizim calismamizda ise Johnsen skorlama ve seminifer tiibiil gaplar
degerlerine bakildiginda dnceki ¢aligmalarda oldugu gibi Johnsen skorlamasinda, IR
grubunda Sham grubuna kiyasla anlamli bir azalma goriilmistir (p=0.001). Tedavi
grubunda ise IR grubuna gore Johnsen skorunda anlamli bir artis (p=0.001) tespit
edilerek karvakroliin IR hasarina kars1 spermatogenik hiicreleri ve seminifer tiibiil
yapism korudugu tespit edilmistir. Calismamizda IR grubunda Kontrol+Karvakrol
grubuna gore tiibiil ¢ap1 degerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir (p=0.011).
Fakat Tedavi grubu ve IR grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (p=0.443).

Taati ve arkadaglari (142) yaptiklart ¢alismada 1 saat torsiyonu takiben 30
giin reperfiizyon yapilan IR grubunda toplam sperm motilitesinin (%8.8+5.05) ve
sperm konsantrasyonunun (28.5+2.1x10°) kontrol grubunun toplam sperm motilitesi
(% 66.5£1.93) ve sperm konsantrasyonuna (28.5+2.1x10°) gére azaldigimi tespit
etmislerdir. Azizollahi ve arkadaslar1 (136) ¢alismalarinda testis torsiyonu grubunda
reperfiizyondan iki hafta sonra sperm motilite (1.00+2.24) ve sperm
konsantrasyonunda (0.10+0.00 x10°)  kontrol grubu motilite (52.80+2.77) ve
konsantrasyonuna (5.72+0.48 x10°) gore anlamli bir azalma oldugunu
bildirmislerdir. Hekimoglu ve arkadaslar1 (143) testis IR grubunda toplam sperm
hareketliliginin (%23,9+4,23) ve konsantrasyonunun (41.0 £6.72 x10%  Sham
grubuna (%66.0+1.15, 65.2£1.19 x10° gore azaldigim gdstermislerdir. Yine
Hekimoglu ve arkadagslarinin (144) yaptiklar1 bagka bir ¢alismada da testis torsiyonu
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yapilan IR grubunun Sham grubuna gore sperm motilitesi ve konsantrasyonunun
azaldigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da diger ¢alismalar gibi toplam sperm
hareketliligi yiizdesinde IR grubunda kontrol gruplarma gére anlamli bir azalma
(p=0.001) olmustur fakat sperm konsantrasyonunda gruplar arasi anlamli bir fark
bulunamamustir (p=0.121). Karvakrol uygulamasi yapilan Tedavi grubu toplam
hareketli sperm yiizdesi (%8,00+3,22) ile IR grubunun toplam hareketli sperm
yiizdesi (%5,16+2,56) arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Ghasemnejad ve arkadaslar1 (145) calismalarinda testis iskemi reperfiizyon
hasarinda lipid peroksidasyonunun olustugunu ve MDA seviyesinde kontrol grubuna
gore anlamli bir artis oldugunu rapor etmistir (p<0.001). Jiang ve arkadaslar1 (146)
yaptiklart ¢alismada Sham grubuna kiyasla testis torsiyonu grubunda MDA
seviyesinde anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir (p<0.01). Raju ve arkadaslari
(147) iskemi reperfiizyon hasari olusturulan testis dokusunda MDA seviyesinin
anlamli bir artis gosterdigini belirtmislerdir. Yu ve arkadaslar1 (148) akut
miyokardiyal enfarktiis modelinde MDA seviyesinin Sham kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir artis gosterdigini (p<0.01), karvakroliin ise MDA seviyesini anlamli bir
sekilde diisiirdiigiinii bildirmislerdir (p<0.01). Samarghandian ve arkadaslar1 (149)
yasa bagli oksidatif stresin karacigerde olusturdugu hasarda MDA seviyesinin
anlaml1 bir sekilde arttigin1 (p<0.001), karvakrol tedavisinin ise MDA seviyelerini
anlamli bir sekilde dislirdiigiinii (p<0.001) rapor etmislerdir. Canbek ve arkadaslar
(150) hepatik iskemi reperfiizyon modelinde karvakrol uygulamasinda MDA
seviyesinin (5.1+0.34) tedavi edilmemis iskemi reperfiizyon grubuna (6.80+0.36)
gore anlamli bir azalma gosterdigini bildirmislerdir (p<0.05). Suo ve arkadaslarinin
(151) olusturduklar1 karaciger iskemi reperfiizyon modelinde IR grubu MDA
seviyesinin (8.43+0.56nmol/mg protein) Sham grubuna (5.10+£0.38 nmol/mg protein)
gdre anlaml bir artis1 oldugunu, karvakrol uygulamas: yapilan IR grubunun MDA
seviyesinde (6.21+0.45nmol/mg protein) ise IR grubuna gore anlamli bir azalma
olugunu rapor etmislerdir. Cetik ve arkadaslar1 (152) olusturduklar kardiyotoksisite
modelinde MDA seviyesinin karvakrol uygulamasindan sonra anlamli bir azalma
oldugunu bildirmislerdir Bizim ¢alismamizda da benzer bulgulara rastlayip, testis
iskemi reperfiizyon hasarmin lipid peroksidasyonuna sebep oldugu ve Karvakrol
tedavisinin iskemi reperfiizyon hasarina karsi koruyup lipid peroksidasyonunu
engelledigi ve MDA seviyesini diiglirdiigii anlasilmistir. Calismamizda MDA
seviyesinde IR grubunda (269,81+86,87) Sham grubuna (125,38+30,69) gére anlaml
bir artig oldugu (p=0.001) saptanmustir. Karvakrol ile tedavi edilen grubun MDA
seviyesinde (122,53+69,09) ise IR grubuna goére anlamli bir diisiis oldugu
goriilmistiir (p=0.001). Calismamizda ¢6ziicii olarak kullandigimiz DMSO’nun
MDA seviyesini diisiirdiigii goriilmiistiir IR+DMSO grubunun MDA seviyesinde
(130,41+42,43) IR grubuna kiyasla anlaml bir diisiis saptanmustir (p=0.002). Sahin
ve arkadaglar1 (153) karaciger iskemi reperfiizyon hasarinda DMSO’nun MDA
seviyesini (8.11+2.52) tedavi edilmemis IR grubuna goére (14.41+2.47) diisiirdiigiinii
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belirtmiglerdir. Tamjidipoor ve arkadaslar1 (154) overoktomi sonrast MDA seviyesi
artisgtnin (1.251+0.30) DMSO uygulamasindan sonra (0.720+0.038) anlamli bir
sekilde distiigiinii rapor etmiglerdir. Li ve arkadaglar1 (155) ise intestinal
inflamasyon modelinde zymosol enjeksiyonunun MDA seviyesini arttirdigin
DMSO’nun ise MDA artisin1 baskiladigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismalar bizim
calismamizdaki bulgular1 desteklemekte olup, karvakrol ve DMSO’nun lipid
peroksidasyonunu engelledigi anlasilmistir. Calismamizda Tedavi ve IR+DMSO
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamakla birlikte tedavi grubu MDA seviyesinde
minimal bir azalma goriilmesi karvakroliin ek olarak diisiiriicii etkisine baglanmistir.
Gruptaki bir hayvana ait yiilksek MDA degeri ortalamay: etkilemis ve ortalama
degeri negatif etkiledigi diisiiniilmektedir.

Zhang ve arkadaslari (156) testis dokusunda 1 saat iskemi ve 3 giin
reperfiizyon sonucunda serum testosteron seviyesinin anlamli olarak azaldigini
bildirmislerdir. Gholami ve arkadaslar1 (157) olusturduklar1 testis iskemi reperfiizyon
modelinde reperfiizyondan 50 giin sonra IR grubu testosteron seviyesinde anlamli bir
diisiis, Tedavi grubunda ise IR grubuna kiyasla anlamli bir artis oldugunu rapor
etmiglerdir. Tsounapi ve arkadaglar1 (158) testis detorsiyonundan 2 giin sonra serum
testosteron seviyesinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azaldiginmi
belirtmislerdir. Ghasemnezhad ve arkadaslarinin (159) yaptigi calismada testis
iskemi reperfiizyon hasari modelinde 2 saat iskemi ve 1 saat reperflizyon yapilmis
olup kontrol, iR ve Tedavi grubu arasinda anlamli bir sonu¢ bulunmadigini rapor
etmiglerdir. Araghi ve arkadaslar1 (160) ketamin ile testis hasar1 olusturulmus
ratlarda 2 hafta boyunca karvakrol 50mg/kg uygulamasi yapilan Tedavi grubunda
serum testosteron seviyesinin anlamli bir sekilde arttigini bildirmislerdir (p<0.05).
Bizim c¢aligmamizda ise testosteron degerlerine gore sadece Kontrol+Karvakrol
grubu ile IR ve IR+DMSO arasinda anlaml bir fark vardi (p=0.025) ve (p=0.037). 2
saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon sonucunda IR ve karvakrol ile Tedavi grubu
arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (p=0.337). IR gruplarindaki testosteron
seviyelerindeki azalma, iskemi reperfiizyon hasarinin testosteron seviyesini
diistirdligiinii gostermistir.

Maghrebi ve Renno (161), testis iskemi reperfiizyon hasar1 grubunda TUNEL
ile pozitif boyanan hiicre sayist (70.0£5.0) ile Kaspaz-3 aktivasyonunun
(17.75+£0.65) Sham grubuna kiyasla (3.0+1.0, 9.93+0.47) anlamli bir sekilde artis
gosterdigini bildirmislerdir (p<0.0001). Ayan ve arkadaslar1 (162) TUNEL pozitif
hiicrelerin testis torsiyonu grubunda (18.5+0.9%) kontrol grubuna (1.5+0.5) kiyasla
arttigmi, IR hasarinin Kaspaz-3 aktivasyonunu anlamli bir sekilde arttirdigim
belirtmistir (p<0.05). Al-Ajmi ve arkadaglar1 (163) TUNEL ile pozitif boyanan
hiicrelerin Testis torsiyonu grubunda Sham grubuna kiyasla anlamli bir sekilde
arttigin1 belirtmiglerdir (37+£5.1 vs. 8.9+0.94, p<0.05). Li ve arkadaslar1 (164)
olusturduklar1 traumatik noéronal hasari modelinde karvakrol tedavisinin TUNEL
pozitif ve Kaspaz-3 aktivasyonunun hasar grubuna kiyasla anlamli olarak diistiigiinii
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rapor etmislerdir (p<0.05). Suo ve arkadaslar1 (151) olusturduklar1 karaciger iskemi
reperfiizyon hasari modelinde karvakrol tedavisinin TUNEL pozitif hiicre sayilar1 ve
Kaspaz-3 aktivasyonunu anlamli bir sekilde diisiirdiigiinii bildirmislerdir (p<0.05).
Potocnjak ve Domitrovic (165) cisplatin ile hasar olusturduklari bébrek dokularinda
karvakrol tedavisinin TUNEL pozitif hiicre sayisini anlamli olarak diisiirdiigiinii
rapor etmislerdir (p<0.05). Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismalara benzer sonuglar
elde edilmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore Kaspaz-3 ve TUNEL pozitif hiicre
sayilarinda Sham grubuna kiyasla IR grubunda anlamli bir artis oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Calismamizda karvakrol ile tedavi edilen iskemi reperfiizyon
hasar1 grubunda ise Kaspaz-3 ve TUNEL pozitif hiicre sayilarinda IR grubuna
kiyasla anlamli bir diisiis goriilmistiir (p<0.05). Calismamizda Testis iskemi
reperfiizyon hasarmin apoptozu baslattigi, karvakroliin ise IR hasar1 sirasinda
apoptozu engelledigi belirlenmistir.

Teshima ve arkadaslar1 (166) c¢alismalarinda diazoxide ile agtiklari
mitoKATP kanallarinin apoptozu engelleyerek noroprotektif bir rol oynadigim
bildirmislerdir. Shimizu ve arkadaslar1 (167) ise olusturduklar1 testis iskemi
reperfiizyon modelinde KATP kanal agici cromakalim ile MDA seviyesi ve
apoptozun minimal diizeyde diistiigiinii fakat KATP kanal blokeri Glibenclamide ile
bu degerlerin anlamli olarak diistiigiinii rapor etmislerdir Wojtovich ve arkadaslar
(168) iskemik on kosullanmada Kir6.2 aktivasyonunun kardiyoprotektif ozelligi
oldugunu rapor etmislerdir. Tsounapi ve arkadaslar1 (20) testis iskemi reperfiizyon
modelinde KATP kanallarin1 acan cromakalim uygulamasinda Kir6.2 kanallarini
acarak apoptozu engellediklerini ve KATP kanali aktivasyonunun iskemi
reperfiizyon hasarinda koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir. Zhang ve
arkadaslar1 (169) ¢alismalarinda sarcKATP agic1 olan P-1075’in lipopolisakkarit ile
indiiklenen apoptozu azalttigini, sarcKATP bloke edici olan HMR-1098’in ise
kiiltiirlenmis neonatal rat kardiyomiyosit hiicrelerinde lipopolisakkarit ile indiiklenen
apoptozu arttirdigini bildirmiglerdir. Oliveira ve arkadaslar1 (170) deneysel gastrik
lezyon modelinde karvakrolin endojen prostaglandinlerin  salinimina aracilik
ettigine, mukus iiretiminin artisina, KATP kanallarinin agilmasina, NO sentaz
aktivasyonuna yol agarak gastroprotektif bir rolii oldugunu rapor etmislerdir. Bizim
calsmamizda ise Kir6.2 pozitif boyanan hiicre sayisinda IR grubunda anlamli bir artis
oldugu (p<0.05), karvakrol ile Tedavi grubunda ise IR grubuna kiyasla Kir6.2 ile
isaretlenmis hiicre sayisinda anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir. Yaptigimiz
immiinohistokimyasal boyama sonucu elde edilen bulgular Tsounapi ve arkadaslar
ve Oliveira ve arkadaslarmin bulgularini destekler niteliktedir. Kir6.2 KATP
kanalinin IR hasarinda agildig1 ve karvakrol uygulamasiin, bu kanallarmn agilmasini
daha fazla aktive ederek iskemi reperfiizyon hasarindan korunmada yardimci oldugu
tahmin edilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Testis iskemi reperfiizyon hasarinda karvakroliin antioksidan rolii ile MDA
seviyesini anlamli bir sekilde azaltip oksidatif stresi engelledigi goriilmiistiir.

2. Tedavi grubunda serum testosteron degerlerinde minimal bir artig
gozlemlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir.
Karvakroliin testosteron seviyesi iizerindeki etkisinin anlasilabilmesi i¢in hormon
seviyesi dokuda veya uzun siireli tedavi sonunda bakilmalidir.

3. Testis iskemi reperfiizyon hasarinda Kaspaz-3 aktivasyonunda anlamli bir
artig, Tedavi grubunda ise anlamli bir azalma tespit edilmistir. Bu durumda
karvakroliin iskemi reperfiizyon hasarinda anti-apoptotik etkisi anlagilmustir.

4. IR grubunda TUNEL isaretleme yapilan apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir
artig, Tedavi grubunda ise anlamli bir azalma goriilmiistiir. Karvakroliin germ
hiicre apoptozuna karst koruyucu 6zelligi bulundugu anlasilmistir.

5. Toplam hareketli sperm yiizdesinde IR grubunda anlamli bir azalma
goriilmiistir. IR grubu ve Tedavi grubu arasinda anlamli bir sonug elde
edilmemistir fakat Tedavi grubundaki hareketli sperm oraninda %3’e yakin bir
artisa yol agmasi, yardimci tireme teknikleri agisindan 6nemli bir degere sahiptir.
Sperm konsantrasyonunda gruplar arasi anlamli bir fark bulunamamigtir. Sperm
konsantrasyonu ve motiliteye etkisinin anlasilabilmesi i¢in karvakrol tedavisinin
ve reperflizyon siiresinin Uzatilmasi ile pozitif etkilerin goriilebilecegi
diistiniilmektedir.

6. IR grubunda Kir6.2 aktivasyonunda anlamli bir artig saptanmistir. Tedavi
grubunda ise Kir6.2 aktivasyonunda IR grubuna kiyasla anlamli bir artis
gozlenmistir. Bunun sonucunda karvakrolin KATP kanal agici etkisi oldugu
gorilmiistiir.
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. Sayin Yrd.Dog.Dr.Tiilin FIRAT
AIBU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
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Deney Hayvanlari Etik Kuruluna bagvurusu yapilip onay almig 2017/08 no’lu “Ratlarda deneysel testis
iskemi reperfizyon modelinde,karvakroliin olas etkilerinin histolojik ve biyokimyasal olarak incelenmesi” isimli daha
6nce etik onay almis 2017/08 no’lu ¢alismada, materyal ve metot bslimiindeki “Potasyum kanallarini isaretlemek igin
kullanilacak olan SUR2A immunohistokimyasal antikorunun temin edilememesinden dolayi ayni isaretleme igin
Kir6.2 antikoru kullanilmis Anahtar kelimeler de bu degisiklige uygun olarak SUR2A yerine Kir6.2 olarak
degistirilmis Ayrica deneysel yontem kisminda, testistorsiyonu sehven saat yoniinde yazilmis psup saat yoniinde
tersine uygulanmis ve histoloji laboratuvarinda mevcutta bulunan TUNEL kiti ile apoptozis igin imnun isaretleme
yapilmistir” seklindeki degisiklik talebinizin etik olarak uygun olduguna mevcudun oy birligi/oy goklugu ile karar

verilmistir.
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ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITEST
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA / YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI
ORIJINALLIK RAPORU

- 224212012
AIBU Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine
Ogrencinin Adi Soyadi:  Cemre Nur BALCI
Numarasi: 27296111234
Anabilim Dali:  Histoloji ve Embriyoloji
Lisansiistii Egitim Yiiksek Lisans |
Diizeyi:
Doktora O
Tez RATLARDA DENEYSEL TESTIS ISKEMI REPF,RFUZYON MODELINDE,
Baslig:: KARVAKROLUN OLASI ETKILERININ HISTOLOJIK VE BIYOKIMYASAL
OLARAK INCELENMESI

Yukarida bashg: yazili olan tez caligmasinin kapak sayfasi. giris, ana bélimler ve sonug bdliimlerinden olusar
; ..96...sayfalik kismina iliskin 28./12/2017 tarihinde tarafimdan/tez damismanimea Turnitin intihal tespit programindar
[psagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak almmis olan orijinallik raporuna gére, tezimin benzerlik orani “alintilar harig”
kaplldlgmda % 8, “alintilar dahil” yapildiinda ise % 8 olarak tespit edilmistir.

Uygulanan Filtrelemeler:

I- Kaynakga Harig,
2- Almtilar Haric / Dahil
3- 3 kelimeden daha az értiisme iceren metin kisimlar: harig.

“AIBU Saglhk Bilimleri Enstitiisi Tez Caligmasi Orijinallik Raporu Alinmasi Ve Kullanilmas: U)gulamL
Fsaslan” nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamn herhangi bir intihal igermedigini, aksinin tespi

pdilecegi durumda her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunt
Wpeyan ederim,

Bilgilerinize arz ederim. Corere Wo ALy
C\:QJ.(, _
Ogrencinin Ad Soyad ve imza

EK: [ adet tezin tam bagligimi dgrencinin ad soyad bilgisini ve tezin toplam sayfa savisini gisterecek sekilde raporlama iglemi bittikten sonra
alinnug ekran gorintisi eklenecektir

TEZ DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR

29) 1422047
e Doc. b Téln. FIRAT
(Unvan, Ad Soyad, Tarih, imza)
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83



