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OZET

GIRIS VE AMAC: Testis torsiyonu ani gelisen, tan1 aldiginda acil miidahale edilmesi
gereken iirolojinin gergek acillerindendir. Zamaninda yapilan detorsiyon tedavise
ragmen testiste iskemi/reperfiizyon (I/R) hasart meydana gelmektedir. Son yillarda I/R
hasarinda plateletten zengin plazma (PRP) ile yapilan ¢aligmalar umut vadedicidir.
Calismamizin amaci PRP’nin, testikiiler I/R hasarinda sperm fonksiyonlarima etkisini
in vitro olarak degerlendirmektir.

YONTEM: 12 haftalik 50 adet Wistar Albino erkek sigan; randomize sekilde kontrol
(Sham), Sham+PRP uygulamas1 (Sham+PRP), iskemi (1), 4 saatlik iskemi sonras1 PRP
uygulanmas1 (I+PRP), torsiyon/detorsiyon (I/R) ve torsiyon/detorsiyon sonrasi PRP
uygulanmas1 (I/R+PRP) gruplarma ayrildi. PRP hazirlig1 icin 2 erkek, oosit temini
iginse 12 adet disi si¢an kullanildi. Torsiyon sag testise 720° derece uygulandi. 4 saatlik
torsiyon siiresinden sonra intratestikiiler 20 pul PRP enjeksiyonu yapildi. 28 giin sonra
tim siganlar sakrifiye edilerek sperm Ornekleri toplandi ve testisler histopatolojik
incelemeye alindi. Kontrollii overyan stimiilasyon ve 0strus senkronizasyonu yapilan
disi ratlardan oosit toplanarak inseminasyonun ardindan kiiltiirize edildi. 5 giine kadar
kiiltiirize edilen ornekler, fertilize oosit sayist ve boliinmiis oosit sayilar1 agisindan
incelendi.

BULGULAR: Testis agirhiginda en belirgin azalma I ve I/R gruplarindaydi. Johnsen
testikiiler biyopsi skoru I/R grubunda en diisik bulundu ve I/R+PRP grubuyla
arasindaki fark anlaml saptandi. (p<0,05). Sham ve Sham+PRP gruplar1 arasinda fark
izlenmedi (p<0,05). Semen parametreleri Sham ve Sham+PRP grubu arasinda fark
gdstermezken, I/R+PRP grubunda I/R grubuna kiyasla tiim parametrelerde iistiindii
(p<0,05). Fertilize oosit sayist Sham ve Sham+PRP grubunda fark goéstermedi
(p>0,05) ancak I/R+PRP grubunda I/R grubundan yiiksek bulundu (p<0,05). Boliinen
oosit sayilarina bakildiginda, PRP uygulanan gruplarla uygulanmayan kontrolleri
arasinda anlaml fark saptanmadi (p>0,05).

SONUC: 20 ul’lik PRP uygulamasinin testis hasar1 meydana getirmeden reperfiizyon
hasarina karsi olumlu etkisinin oldugunu, sperm parametrelerine ve histopatolojik
olarak reperflizyon hasaria kars1 olumlu etki gdstermesine ragmen klinik fertilite
sonuglarina etkisinin sinirl kaldigin1 gostermistir.

Anahtar Kelimeler: In vitro fertilizasyon, Iskemi-reperfiizyon hasari, Testis
torsiyonu, Trombositten zengin plazma
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ABSTRACT

IN VITRO INVESTIiGATION OF THE EFFECT OF PRP ON SPERM
FUNCTIONS BY ISCHEMIA-REPERFUSION INJURY IN RATS

INTRODUCTION AND AIM: Testicular torsion is one of the real emergencies of
urology, which develops suddenly and requires immediate intervention when
diagnosed. Despite the timely detorsion treatment, testicular ischemia/reperfusion
(I/R) damage occurs. In recent years, studies with platelet-rich plasma (PRP) in I/R
injury are promising. The aim of our study is to evaluate the effect of PRP on sperm
functions in testicular I/R damage in vitro.

MATERIALS AND METHODS: 12-week-old fifty Wistar Albino male rats;
randomized control(Sham), Sham+PRP administration(Sham+PRP), ischemia(l), PRP
administration after 4 hours of ischemia(l+PRP), torsion/detorsion(l/R) and PRP
administration after torsion/detorsion(I/R+PRP) groups. 2 male rats were used for PRP
preparation and 12 female rats were used for oocyte retrieval. Torsion was applied to
the right testis at 720 degrees. After a 4-hour torsion period, intratesticular 20 ul PRP
injection was performed. After 28 days, all rats were sacrificed, sperm samples were
collected and testicles were taken for histopathological examination. Oocytes were
collected from female rats with controlled ovarian stimulation and oestrus
synchronization and cultured after insemination. Samples cultured for up to 5 days
were examined for the number of fertilized oocytes and the number of divided oocytes.

RESULTS: The most significant reduction in testicular weight was in the | and I/R
groups. The Johnsen testicular biopsy score was the lowest in the I/R group and the
difference between the I/R+PRP group was significant. (p<0.05). No difference was
observed between Sham and Sham+PRP groups (p<0.05). While semen parameters
did not differ between Sham and Sham+PRP groups, they were good in all parameters
in the I/R+PRP group compared to the I/R group (p<0.05). The number of fertilized
oocytes did not differ in the Sham and Sham+PRP groups (p>0.05), but it was higher
in the I/R+PRP group than in the I/R group (p<0.05). Considering the number of
dividing oocytes, no significant difference was found between the groups that were
administered PRP and their controls (p>0.05).

CONCLUSION: 20 ul PRP application may protects the testis against reperfusion
injury without causing testicular damage, and although it has a positive effect on sperm
parameters and histopathologically against reperfusion damage, its effect on clinical
fertility results is limited.

Keywords: In vitro fertilization, Ischemia-reperfusion injury, Platelet-rich plasma,
Testicular torsion
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1. GIRIS VE AMAC

Testis torsiyonu (TT), spermatik kordun donmesi sonucu testise giden kan akiminin

bozulmasiyla meydana gelen klinik tablodur.

25 yas ve altindaki erkeklerde testis torsiyonu, testis kanserinden ii¢ kat daha yaygindir
ve tahmini insidans yilda 100.000'de 4.5 vakadir (Mansbach ve ark., 2005; Mellick,
2012). Testis torsiyonu sonrasi erkeklerin %36 ila %39'unun sperm konsantrasyonun
20 milyon/mL' nin altinda oldugu gosterilmistir (Visser ve Heyns, 2003). Testisin
zamaninda ve yeterli sekilde detorsiyonu ve fiksasyonuna ragmen, intraoperatif olarak
uygun olarak degerlendirilse bile hastalarin yaris1 kadarinda testis atrofisi

gelisebilmektedir (Lian ve ark., 2016).

Detorsiyon, testise normal kan akisini saglamak i¢in kritik dneme sahiptir.
Ilging bir sekilde, testisin kisa siirede detorsiyonu her zaman yardimci olmaz ve yine
de sorunlara neden olabilir; bunun nedeni reperfiizyon hasaridir (Mogilner ve ark.,
2006). Kan akigini geri dondiirmek igin detorsiyon gerekli olsa da, iskemide kalan
dokulara olan reperfiizyon hasar1 artirabilir. Bu nedenle, birgok ¢alisma
iskemi/reperflizyon hasarmin torsiyon/detorsiyonda serbest radikal siipiiriiciiler
(edaravone), antioksidan ilaglar (E vitamini, raxofelast, taurin, alfa-lipoik asit,
simvastatin, resveratrol, edaravone, melatonin ve apocynin), antiinflamatuar ilaglar
(melatonin, apocynin, taurin, resveratrol, simvastatin, ebselen, askorbik asit), steroid
yapida olmayan antienflamatuar ilaglar (ibuprofen, deksketoprofen gibi), NO
donorleri (L-arginin), notrofil elastaz inhibitorleri (sivelestat), PDE5 inhibitorleri
(sildenafil, tadalafil) ve glibenklamid gibi potansiyel terapdtik ajanlarla tedavisinin
etkinligini incelemistir (Shimizu ve ark., 2016). I/R'nin neden oldugu oksidatif stresi
azaltmaya yonelik farmasotik yaklasimlar, birka¢ potansiyel farmasotik ajan
onermektedir. Ideal olarak, bu ajanlarin miidahaleden hemen &nce ve/veya ameliyattan
hemen sonra uygulanmasi, her iki testise yonelik reperfiizyon hasarinin daha iyi
kontrol edilmesini saglayabilir. Ne yazik ki, ¢aligmalar hem detorsiyon hem de tedavi

i¢in farkli zaman araliklari isaret etmektedir (Shimizu ve ark., 2016).

Trombositten zengin plazma (PRP), biiylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar

acisindan zengin insan ve hayvan kanindan elde edilen benzersiz bir otolog ajan



olmakla birlikte oksidatif stresi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azalttig1 ve
cesitli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir (Martins ve ark.,
2016). PRP tedavisinin, bobrek, kalp ve ekstremite kasinin in-vivo iskemi/reperfiizyon
organ modellerinde faydali oldugu bulunmustur (Mishra ve ark., 2011; Bakacak ve
ark., 2016; Hargrave ve ark., 2016; Martin-Sole ve ark., 2016). Bu c¢alismalarda,
iskemi/reperflizyon hasar1 sirasinda koruyucu amacla epidermal biiylime faktorii
(EGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), doniistiiriicii biiyiime faktorii beta 1
(TGF-B1) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi biiyiime faktorlerinin
salinmmi  oldugu  i¢in  iskemi/reperfiizyon  organ  modellerinde  PRP
degerlendirilmistir.PRP, hiicre tedavisinde ¢esitli klinik uygulamalarda kullaniimakla
birlikte yapilan calismalarda PRP’nin testisin I/R hasarina karsi doku diizeyinde
olumlu etkileri gosterilmistir (Sagnak Akilli, 2018; Samy ve ark., 2020; Sekerci ve
ark., 2017).

Yapilan ¢alismalarda kontrol, torsiyon, torsiyon-detorsiyon, ilag+torsiyon, ilag +
torsiyon-detorsiyon gruplarinin karsilastirildigi ve testis dokusunun histopatolojik
olarak, biyokimyasal malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) konsantrasyonlar1 ve
siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, oksidan ve antioksidan durumu degerlendiren
oksidatif stres indeksi (OSI), toplam antioksidan durum (TAS), toplam oksidan durum
(TOS) degerlendirilmelerinin yapildigi goériilmektedir (Gokge ve ark., 2010). Bazi
caligmalarda ise testis dokusu degerlendirmesi i¢in yine patolojik Johnsen testikiiler
biyopsi skorlar1 ve Cosentino siniflamasi gibi yontemler kullanilmistir (Aydoggu ve

ark., 2021; Sagnak Akilli, 2018; Samy ve ark., 2020; Sekerci ve ark., 2017).

Son donemde spermatogonial kok hiicre kiiltiirlerinde PRP’nin etkisini
aragtiran bir calismada PRP’nin proliferasyonu artirdigi gosterilmis ve infertilite
tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Khadivi ve ark., 2020). Bununla birlikte
bahsedilen ¢alisma ornekleri eldeki testis dokusunun gelecekteki fertilite basarisini
objektif olarak gdstermede yeterli olmaylp sadece deney sonu histolojik ve

biyokimyasal durumunu ortaya koyabilmistir.

Bu ¢alismada benzer sekilde; kontrol, torsiyon, torsiyon-detorsiyon, kontrol
+PRP, torsiyon+PRP, torsiyon-detorsiyon+PRP gruplarini degerlendirmeyle birlikte

farkli olarak uygulama sonrasi yeni spermatogenez sonucu olusan sperm hiicreleriyle



invitro fertilizasyon islemi uygulayarak tedavinin klinik fertilite sonuglarina etkisini
degerlendirmeyi amagladik. Boylece bireylerde torsiyon detorsiyonda kullanilabilecek
PRP tedavisinin uzun dénemde fertiliteye olan koruyucu etkisinin ve bu hastalarda
uygulanabilecek  yardimci {ireme tekniklerinin  basarisindaki  etkinliginin

degerlendirmesini amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis

2.1.1. Embriyolojisi

Embriyonun genetik cinsiyeti sekonder oositi délleyen sperm hiicresinin tagidig seks
kromozomu g¢esidine bagl olarak fertilizasyon asamasinda belirlenir (Seftalioglu,
1998). Cinsiyet farklilasmasi kimisi otozomal da olan birgok farkli genin rol aldig1 bir
stire¢ olsa da anahtar rol Y kromozomunun kisa kolunda bulunan, seks belirleyici gen
olarak adlandirilan SRY genindedir (Ypll). Bu gene ait protein iriinii olan bir
transkripsiyon faktorii downstream genlerinin kaskadini baglatir ve rudimenter seksiiel
organlarin kaderini belirler. Bu faktoriin yoklugunda kadin gelisimi meydana gelir
(Kaplan ve ark., 2023; Moore, 2008).

2.1.1.1. Gonadlarin gelisimi

Cinsiyet fertilizasyon sirasinda belirlenmesine karsin, gonadlar gelisimin 7. haftasina
kadar disi ya da erkek yonde morfolojik 6zellik gostermezler (Sadler, 2012). Gonadlar
mezonefrozun hemen bitisiginde longitudinal olarak uzanan bir ¢ift gonadal veya
genital sirt (¢ikint1) seklinde ortaya ¢ikar (Sekil 2.1). Epitel ve altindaki mezensimden

olusan gonadal sirtlar i¢inde 6. haftaya kadar germ hiicreleri bulunmaz.
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Sekil 2.1. Genital ve gonadal ¢ikintinin sematik gosterimi (B. A’daki sekilde isaretle
gosterilen kismin transvers kesiti) (Sadler, 2012°den degistirilerek kullanilmistir)

Gelisimin 3. haftasinda epiblasttan kokenl alan primordiyal germ hiicreleri, primitif

cizgiyi takip ederek yolk kesesinin allantoise komsu duvarinda bulunan endoderm



hiicrelerinin arasina yerlesirler. 4. haftada ise ameboid hareketle son barsagin
mezenterinin sirt kismi1 boyunca ilerlerler ve 5. haftanin ilk yarisinda primitif
gonadlara ulasirlar. Altinc1 haftada ise gonadal sirtlar1 isgal ederek gonadal
farklilasmay1 saglarlar. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadal sirtlara ulagsmamalari
durumunda gonadal gelisim tamamlanamaz. Gonadlarin testis veya overe
farklilagsmalarinda primordiyal germ hiicreleri indiikleyici etkiye sahiptir (Sadler,
2012).

Germ hiicrelerinin gonadal sirta gelisi sirasinda gonadal ¢ikintida bulunan yiizey
epiteli gogalarak altindaki mezensime gomiiliir. Diizensiz sekilli bu yap1 primitif seks

kordonlarini olusturur (Sadler, 2012)(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Primitif seks kordonlarinin olusumu (Sadler, 2012’den degistirilerek
kullanilmustir.)

Tim embriyolarda bu kordonlarin yiizey epiteline bagli bulunmalar1 nedeniyle disi
veya erkek gonad ayrimi bu donemde yapilamaz. Dolayisiyla bu evrede bulunan

gonadlara farklanmamis gonad ad1 verilir.

2.1.1.2. Testislerin gelisimi

Genetik olarak XY kromozom kompleksine sahip erkek embriyo, Y kromozomu
tizerinde bulunan SRY genin etkisiyle testis belirleyici faktorii (TDF) kodlar. Primitif
seks kordonlari, TDF etkisiyle ¢ogalmaya devam ederek medullanin derinliklerine
ilerlerler. Bu sayede testis veya mediiller kordonlar olusur. Bu kordonlar bir ag yapisi
seklinde rete testisi olusturmak {iizere bezin hiler bolgesine dagilirlar. Gelisimin
sonraki donemlerinde yogun fibréz bag dokusuyla tunika albuginea yiizey epitelinden

testis kordonlarini ayirir.



4. ayda testis kordonlar1 at nali seklindedir ve nalin ug kismi rete testis ile devamlidir.
Artik testis kordonlarni bezin yiizey epitelinden ve primitif germ hiicrelerinden

gelisen Sertoli hiicreleri olusturur.

Testis kordonlar1 arasinda genital ¢ikinti mezensiminden koken alan Leydig hiicreleri
bulunur. Kordonlarin farklilasmaya baslamasiyla Leydig hiicreleri de gelismeye baslar
ve gestasyonun 8. haftasina gelindiginde bu hiicrelerde testosteron tiretimi goriiliir.
Ayrica sertoli hiicrelerinden 8. haftadan itibaren AMH (anti-Miillerian hormon, MIS)
da salgilanmaya baslar. AMH’nin etkisiyle paramezonefrik kanallar regresyona
ugrarlar. Testosteron iiretimi 8-12 haftalar arasinda maksimum seviyeye ulasir ve
testisler testosteron iretimi ile dis genital organlarin ve genital kanallarin erkek
fenotipte gelismesine etki gosterir (Sadler, 2012). Testosteron etkisiyle mezonefrik

kanallardan seminal vezikiil, vas deferens ve epididim gelisir.

Testis kordonlar1 puberteye kadar solid halde bulunurlar. Puberteyle birlikte
kordonlarda liimen olusur ve seminifer tiibiillere doniisiirler. Hemen ardindan tiibiil
kanallari rete testis ile birlesir ve onlar da duktuli efferentes ile devam ederler. Eferent
duktuslar mezonefrik sistemin bosaltim kanallarinin geri kalan kisimlart olup, rete
testisi ve Wolffian (mezonefrik) kanallarini birbirine baglayarak duktus deferens’i

meydana getirirler (Sadler, 2012) (Sekil 2. 3).
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Sekil 2.3. Gelisimin 8. haftasindaki genital kanallar ve testis (Sadler, 2012’den
degistirilerek kullanilmistir.)

Testislerin skrotuma inislerini kontrol eden mekanizmalar heniiz tam olarak belli

olmamakla birlikte slire¢ androjenler, AMH, ligamentoz yapilarla birlikte organlarin



biiyiimesi ve intraabdominal basing artis1 etkisi altindadir (Sadler, 2012). Gelisimin 8.
haftasinin sonunda mezonefroz ve testis karin arka duvarina tutunmus haldedir.
Mezonefrozun dejenerasyonuyla bu yapi1 gonadin mezenteri halini alir. Ardindan
kaudale dogru uzayarak yine testisin kaudaliyle iliskili gubernakulum adi verilen
ligament halini alir. Bu mezensimal yapi testisin asagi1 iniginden dnce, inguinal bolgede
internal ve eksternal oblik kaslarin arasinda sonlanir. Gubernakulumun
ekstraabdominal pargasi, testis inguinal bolgeye inmeye baslarken inguinal bélgeden
skrotal sislige dogru ilerlemeye baslar. Intraabdominal go¢ siiresince meydana gelen
gubernakulumdaki sisme reaksiyonu, embriyonun bilylimesiyle zit olarak
gubernakulumun kisa kalmasina yol agar. Bu durum testislerin 12. haftaya kadar
bobrek alt poliinden inguinal bolgeye gelmesiyle sonuglanir (Buraundi ve ark., 2011;
Agras, 2012). 28. haftada inguinal kanali gecen testisler 33. haftada skrotuma

ulasirlar.
2.1.2. Anatomisi

Testisler skrotum icerisinde, endokrin ve tireme sisteminde gorevli bir ¢ift ovoid sekilli
beyaz renkli organdir. Yetiskinlerde ortalama 15-25 ml hacminde ve 20 gr agirhginda
olup, yaklasik 3 cm genisliginde, 2,5 cm derinliginde ve 4-5 cm uzunlugundadir
(Prader, 1966; Tishler, 1971).

Erkeklerin yaklasik olarak %85’inde sag testis sol testisten daha asagida konumlanur.
Testisler skrotumdaki konumlari, pleksus pampiniformisin 1s1 diizenleme mekanizmasi ve
skrotal derinin 6zgilin yapisiyla viicut sicakligindan yaklagik 3-4° C daha diisiik 1sida

tutulur.

Testislerin margo posterior ve margo anterior denilen iki kenari, facies medialis ve facies
lateralis olmak iizere iki yiizl, extremitas inferior ile extremitas siiperior olmak iizere iki
ucu bulunmaktadir (Arinci ve Elhan, 2016). Testislerin iist ucunda Appendix testis denilen
bir yap1 bulunur. Bu yap1 miillerian (paramezonefrik) kanal artig1 olup kadinlardaki tuba
uterinanin  abdominal kisminin karsiligidir. Epididimis testisin arka yiiziiniin dig
kismindadir ve medialinde funiculus spermaticus yer alir (Paulsen, 2018)(Sekil 2.4).

Testisin margo posterior’'unun medial kismi1 hari¢ geri kalan tamami viseral periton ile



kaplidir. Peritonsuz medial kisminda epididimis ve testisin damar-sinir, kanal yapilari
bunur (Sargon, 2016).
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Sekil 2.4. Testis ve ekleri (Paulsen, 2018’den degistirilerek kullanilmistir)

2.1.2.1. Mikroanatomik yap1

Testisler en igte tunika vaskiiloza, ara tabakada tunika albuginea ve en dis kisimda ise
tunika vajinalisin viseral tabakalarindan meydana gelen kapsiil yapisina sahiptir. Bu
kapsiil testisin posterolateral kisminda, tist ug ile alt ug arasinda uzanan boliimde kalin
fibroz bir yapi1 halinde olup tizerinde Epididimis bulunur. Bu yap1 mediastinum testis
denilen, kan damarlarinin, duktuslarin ve tunika albugineanin testis kapsiiliinii gectigi
bir yapidir (Sekil 2.5). Mediastenin devaminda tunika albugineanin i¢ yiiziine tutunan,
her biri kivrimli tiibiil igeren, sayilar1 200-300° i bulan, koni sekilli lobiiller olusturan
septula testis bulunur (Ozdiler ve Aydos, 2000). Bu septal yapi ile testis parankimi
lobuli testis isminde koni seklinde bolmelere ayrilir. Her lobiiliin bir sentrifugal arteri
bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller kivrimli ve uzun bir yapidadir ve her iki u¢ kismi
da rete testiste sonlanir. Lobiillerin tepe kismina dogru seminer tiibiillerin kordonlar
diizleserek tubuli rekti adin1 alir. Tubuli rektilerin mediyastende birlesmesiyle olusan

Rete testisten ise 12 ila 20 arasinda duktuli efferentes ¢ikar ve epididim basina ilerler.



Her bir lobiiliin kanali tek bir epididim kanalina agilir. Epididim igerisindeki kanallarin

cap1 ve kalinligi kuyruk kismina dogru artar ve vas deferensi meydana gelir.
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Sekil 2.5. Mediastinum testisin bulundugu seviyeden skrotum ve testisin transvers
kesiti ve testis i¢ yapisinin sematik gosterimi (Schuenke ve ark., 2019’dan
degistirilerek kullanilmustir.)

Seminifer tiibiiller gelismekte olan germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri, fibrositler ve
bazal membranda bulunan miyoid hiicreler gibi destek hiicrelerini barindirir
(Kavoussi, 2021). Tibiillerin gevresindeki intersitisyel doku ise testosteron iireteren
Leydig hiicrelerini, makrofajlari, mast hiicrelerini, lenfatikleri, kan damarlarini ve
sinirleri igerir. Interstisyel doku toplam testis hacminin %20 ila %30 unu olusturur

(Setchell ve Brooks, 1988).

2.1.2.2. Testisin arteriyal dolasimi

Testisler, temel olarak internal spermatik (a. testicularis) arter, eksternal spermatik (a.
cremasterica) arter ve deferensiyel (a. ductus deferentis) arter olmak {izere 3 arteriyel
sistem tarafindan beslenirler. Testikiiler kan akiminin iigte ikisini tek basina a.
testicularis saglarken, deferensiyel ve kremasterik arterler birlikte kan akiminin
yaklasik 1/3’1inii saglamaktadir (Harrison ve Barclay, 1948; Raman ve Goldstein, 2004).
A. testicularis aortanin, renal arterlerin ¢ikis yerinin altindan baslayarak
retroperitonda, psoas major’un Oniinde pelvise ilerler. Her iki tarafta da pelvise
ulastiklarinda genitofemoral sinirin, iireterin ve eksternal iliyak arterin 6n tarafinda
bulunurlar. Ardindan anulus inguinalis profundus’a girerek funiculus spermaticus

igerisine katilir ve inguinal kanaldan skrotuma gecerler. Testikdiler arter seyri sirasinda



birkag dala ayrilabilir ki olgularin % 31-88’inde bu dallanma inguinal kanalda olusur
(Beck ve ark., 1992; Jarrow 1991). inferior testikiiler arter, internal arter ve caput
epididimis’in basma giden capital arter ayrilan arter dallardir. Testisin alt poliinde
kremasterik ve deferensiyel arterlerle, iist poliinde ise defensiyel arterle rr.
epididymales’ler araciligiyla anastomoz yapar (Jarow, 1990; Fowler, 1959).
Deferensiyel arter, internal iliak arterin umblikal arter dalindan koken alan siiperior
vezikal arterinin bir dalidir. Kimi zaman inferior vezikal arterden de kdken alir.
Eksternal spermatik (kremasterik) arter, a. epigastrica inferior’dan koken alarak m.

cremaster ve spermatik kordu ¢evreleyen yapilari besler (Balci ve ark., 2021).

2.1.2.3. Testisin venoz drenaji

Testikiiler kan akimi internal spermatik (testikiiler) ven, eksternal spermatik
(kremasterik) ven, deferensiyel (vasal) ven ve gubernakuler ven olmak lizere 4 ayri
vendz sisteme drene olmaktadir. Gubernakuler ven yiizeyel vendz ag ile

baglantiliyken, diger ti¢ ven ise derin venoz ag ile baglantilidir (MacLennan, 2012).

Derin vendz agin anterior kompartmanini, testis ve epididimin 6n yiiziinii orten
yiizeyel pleksustan ¢ikan damarlar olusturur. Bu damarlar onlarca daldan olusan bir ag
kompleksi yaparak pampiniform pleksusu olusturur. Bu pleksus testikiiler arterin
cevresinde, spermatik kordda vas deferensin oniinde seyreder. Eksternal inguinal ring
seviyesinde testikiiler arterin kivrimli yapisiyla yakin iligkisi, 1s1  degisim
mekanizmasiyla iliskilidir. Pampiniform pleksus damarlar1 nihayetinde birleserek
pelvisten yukari tek bir ven seklinde ilerler. Sag testikiiler ven inferior vena cavaya
acilirken, sol testikiiler ven sol renal vene agilir (MacLennan, 2012). Orta
kompartmanin vendz drenajini epididimin arka kismini drene eden funikiiler venler ve
deferensiyel (vasal) venler saglar. Funikiiler venler eksternal iliyak vene bosalirken;
vasal venler spermatik kordun pleksusuna, prostatik pleksusa ve vezikal pleksusa
drene olur. Arka kompartmaninin vendz drenajini saglayan eksternal spermatik
(kremasterik) ven ise eksternal inguinal ring seviyesinde korddan ayrilarak internal
safen ya da inferior epigastrik vene bosalir. Yiizeyel ven6z agda bulunan gubernakuler
(skrotal) damarlar ise internal safen veya yiizeyel perineal damarlar araciligiyla

internal pudental vene agilir.
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2.1.2.4. Testisin lenfatik drenaji

Testislerin lenfatik drenaji derin ve ylizeyel lenfatikleri olmak iizere iki bdliimde
incelenebilir. Yiizeyel lenfatik damarlar1 tunika vajinalis’ten, derin lenfatik damarlar
ise testis ve epididimden baslar. Testikiiler arterler ile birlikte spermatik kord iginde
seyrederler. Testikiiler arterin iireteri ¢caprazladigi seviyeye kadar psoas kasmin 6n
kisminda uzanirlar. Testikiiler venleri takip ederek aortik ve preaortik lenf bezlerine

acilirlar.

2.1.2.5. Testisin inervasyonu

Testis inervasyonu, renal arter seviyesindeki aortik pleksus, siiperior mezenterik
pleksuslar ve kollateral ganglionlarin iliskide oldugu sempatik lifler ve genel viseral
duyu lifleri ile saglanir (Rauchenwald ve ark., 1995). Bu lifler testikiiler arterler ile
birlikte seyrederek testise ulasirlar ve testise duyusal ve sempatik inervasyonu tasirlar.
Splanknik ve torasik sinirlerin de ¢iktigi T5-T12 seviyesi agri iletimiyle iliskili spinal
kord seviyesidir. Genitofemoral sinirin genital dali, internal inguinal halkadan kanala
girerek kremasterik kasi innerve eder. Ayrica tunika vajinalis’in her iki yapraginin ve
skrotumun duyarliligini saglar.

Pelvik pleksusta bazi afferent ve efferent lifler karsi tarafin pleksusu ile ¢apraz
yapmaktadir. Bu iligski testis patolojilerinin kontralateral testis fonksiyonlarini

etkileyebilecegini agiklamaktadir (Taguchi ve ark., 1999).
2.1.3. Testis histolojisi ve spermiyogenez

Testisler, hormon {iretimi ve spermatozoon tretimi ile embriyonel gelisim, seksiiel
olgunlagsma ve iireme islevlerini etkeleyen organlardir. Spermatozoon iiretimi ve
atilimi ile ekzokrin; interstisyal hiicrelerin salgilartyla holokrin, testosteron tliretimiyle
de endokrin fonksiyonlar1 bulunur. Leydig hiicrelerinden iiretilen testosteron ile
embriyonel donemde erkek fetiis yoniinde gelisimin ilerlemesi saglanirken, pubertede
sekonder cinsiyet karakterlerinin olugmasi saglanir. Eriskin donemde ise sekonder
cinsiyet karakterlerinin devami ve spermatozoon iiretimi yine testisin islevine baglidir

(Esrefoglu, 2009)

Mediastinum testis’te, kapsiilden testis icerisine uzanan septum adi verilen fibroz

uzantilar, testisi lobiil ad1 verilen ve sayilar1 250’yi bulan piramidal bolmeye ayirir. Bu
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lobiiller izole degildir ve ¢ogunlukla birbirleriyle baglantilidir. Her bir lobiilde Leydig
ad1 verilen intersitisyel hiicreler, sinir, kan ve lenf damarlari igeren gevsek bag dokusu
ve bu bag dokusuyla gevrili yaklasik 1-4 adet seminifer tiibiil bulunur. Tibiil yapisi
mediastinum testis’e dogru kisalarak kivrimli yapisin1 kaybederek diizlesir ve tubuli
rekti adin1 alir. Tubuli recti’ler de rete testis olarak devam ederler. Ardindan ductuli
efferentes araciligiyla rete testis caput epididimis’e baglanir (Junqueira ve Carneiro,
2009).

2.1.3.1. Seminifer tiibiiller

Eriskin erkek testisinde yaklasik olarak 250-1000 adet seminifer tiibiil bulunur ve
giinde ortalama 2x108 adet spermatozoid iiretir. Tiibiiller ¢evresini saran gevsek bag
dokusu, bazal lamina ve seminifer ya da germinal epitel ile sarilmistir (Sekil 2.6).
Tibiiliin ¢evresini saran fibroz tunika propria igerisinde birkag fibroblast katmani
bulunmaktadir. Bazal laminaya komsu en i¢ katman, diiz kas fonksiyonu gdsteren
yasst sekilli miyoid hiicreleri bulundurur. Bu hiicreler tiibiillerin kasilmasinda rol
oynar. Seminifer epitel spermatogenez serisinin farkli asamalardaki hiicreleri ve

destek hiicreleri de denilen Sertoli hiicreleri olmak tizere iki tiir hiicre igerir.
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Sekil 2.6. Seminifer tiibiil ve ¢evre bag dokusunda yerlesmis hiicrelerin sematik
goriiniimii (Junqueira ve Carneiro, 2009’dan degistirilerek kullanilmustir.)

Sertoli hiicreleri bazal laminadan tiibiillere dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir.
Folikiiler stimiilan hormon (FSH) icin hiicre membranlarinin bazal kisminda

reseptorler bulunur. Seminifer tiibiil limeni zonula okludens (sik1 baglant1) ile bazal
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ve liminal olmak ftizere iki kompartmana ayrilir. Bu yap1 kan-testis bariyerini
olusturarak spermatozoonlar1 otoimmiin reaksiyonlardan korur. Sertoli hiicreleri,
spermatidlerin olgunlagsmasinda fazla sitoplazmik tiriinlerin fagosite edilmesinde,
spermatozoonlarin beslenmesi ve desteklenmesinde gorev alir. Fetal donemde
salgiladigt AMH ile miiller kanalinin regresyonu saglanir. Urettigi fruktozca zengin
salgiyla spermatozoonlarin duktal yapilar icerisinde hareketini kolaylastirir. Ayrica
sertoli hiicrelerinde 6n hipofizden salinan FSH etkisiyle aktivin ve inhibin sekresyonu
yapilir ve Androjen baglayici protein (ABP) sentezlenir. ABP ile spermatogenezin
normal ilerleyisi igin gerekli tiibiiler testosteron konsantrasyon diizeyi saglanir.

(Junquerra ve Carneiro, 2009).

Spermatogenez serisinin hiicreleri bazal membranin iizerinde 4-8 tabaka halinde
kiimelenmis hiicre grubu seklinde yer alir. Temel amag spermatozoon iiretmek olup
bazal membrana en yakin hiicre grubu primitif ana Thiicreler olan
spermatogonyumlardir. Liimene en yakin bulunanlar ise i¢lerinde en olgunlasmis
hiicreler olan spermatidlerdir. Liimen igerisinde ise spermiyumlar bulunur. Primitif
ana hiicrelerden olgun sperm hiicresinin olusumuna kadar gegen siire yaklasik olarak

10 haftadir (Junquerra ve Carneiro, 2009).

2.1.3.2. Spermatogenez

Spermatogenez primitif bir hiicre olan spermatogonyumdan mayoz ve mitoz
boliinmeler sonucu spermatid olusum siirecidir. Bu siire¢ tiim tiibiillerde ayn1 anda
senkronize ger¢eklesmek yerine, germinal epitelde farkli olgunlagma evrelerinde ard

arda meydana gelir.

Spermatogonyumlar, seminifer epitelin bazal laminasina komsu olan, yaklagik 12
mikrometre gapli diploid (2N; N:haploid) germ hiicrelerdir (Junqueira, 2009). Mitoz
bolinmeyle meydana gelen spermatogonyumlar tip A ya da tip B spermatogonyum
olmak {izere 2 hiicreden birine doniisiir. Tip A kok hiicre olarak boliinmeyi
strdirebilir. Tip B spermatogonyumlar ise gegirdikleri mitoz bdliinmelerle
farklilagarak primer spermatositlere doniisen, kromatini yuvarlak niikleusunun
periferinde yogunlagsmis, belirgin niikleoluslu, progenitor hiicrelerdir. (Junqueira ve

Carneiro, 2009).
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Tip B spermatogonyumlardan mitoz béliinmeyle olusan primer spermatositler serinin
en biiylik ve iri hiicresi olup 46 kromozoma (44 + XY) ve 4N (N:haploid) DNA’ ya
sahiptir. Primer spermatositler meydana gelmelerinin hemen ardindan 22 giin siirecek
birinci mayozun profaz asamasina girerler (Junqueira, 2009). Birinci mayoz boliinme
sonrasi olusan sekonder spermatositlerin 23 kromozomu (22 + X/Y) ve 2N DNA’ s1
bulunur (Esrefoglu, 2009). Sekonder spermatositler daha kiigiik hiicrelerdir ve ikinci
mayoz boliinmeye girerler. Her iki mayoz bdliinme arasinda DNA sentezi (S fazi)
olmadigindan ikinci bolinmeden sonra sekonder spermatositlerden meydana gelen
spermatidlerin DNA miktari yartya inerek haploid (1N) hiicreler olusur (Junqueira ve
Carneiro, 2009).

2.1.3.3. Spermiyogenez

Spermatidlerin hiicre yapisinin degiserek hareketli spermatozoonlara doniisiimiine
spermiyogenez ad1 verilir (Esrefoglu, 2009). Spermatozoon liretiminin son asamasidir
ve slire¢ sonunda spermatidler, hi¢ béliinmeden DNA’larin1 ovuma aktarabilmek i¢in
0zellesmis hiicrelere doniistirler. Bu siirecte spermatidlerin ¢ekirdekleri yogunlasarak
uzar, kamgilar1 gelisir, akrozom olusur ve sitoplazmalarinin bir boliimii kaybolur
(Junquerra ve Carnerro, 2009). Sonugta seminifer tiibiiliin ltimen kismina yerlesen

olgun spermatozoon olusur. Spermiyogenez 3 asamada gerceklesir.

2.1.3.3.1 Golgi fan

Spermatidler stoplazmalarinda ¢ekirdeklerinin yakininda bulunan bir golgi kompleksi,
bir ¢ift sentriyol, mitokondriler, diiz endoplazmik retikulum ve serbest ribozomlar1
igerir. Kiiclik PAS pozitif graniiller olan proakrozomal graniiller golgi kompleksinde
birikirler. Ardindan birlesir ve zarla sinirli bir akrozomal vezikiil igerisinde bulunan
tek bir akrozomal graniile doniisiirler. Sentriyoller ise bulunduklart yeri terk ederek
akrozomun kars1 tarafinda hiicre membranina yakin bir yere yerlesir ve kamgi
aksonemini olusturmaya baslarlar. Sentriyoller tekrar cekirdege dogru goécerken

aksonem bilesenleri ¢evresine sarilir (Junqueira ve Carnetro, 2009).

2.1.3.3.2 Akrozomal faz
Akrozomal graniil ¢ekirdegin 6n yarisini kapsayacak sekilde ¢evreler ve akrozom adini
alir. Akrozom, hiyeliironidaz, asit fosfataz, nérominidaz ve tripsin benzeri etkisi olan

proteaz 6zellikli hidrolitik enzimler igerir. Bu Ozellikleriyle akrozom 6zellesmis bir
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lizozom gorevi goriir. Bu enzimler araciligiyla oositlerin ¢evresinde bulunan korona
radyata hiicreleri birbirinden ayrilir ve zona pellusida sindirilir. Olgun sperm hiicreleri
bir oosit ile karsilagtiginda, akrozom dis membrani sperm hiicresinin plazma zariyla
kaynasir ve akrozomal enzimler hiicre disina bosalir. Bu reaksiyona akrozom
reaksiyonu adi verilir ve déllenmenin ilk asamalarindan biridir. Akrozomal fazda
cekirdek uzayarak yogunlasir. Sentriollerden biri geliserek flagellumu olusturur.
Mitokondriler ise flagellumun proksimal kismina go¢ ederek spermatozoon
hareketlerinin enreji ihtiyacini karsilayan kalinlasmis orta pargay1 olusturur (Junqueira
ve Carnerro, 2009).

2.1.3.3.3 Maturasyon (olgunlasma) fazi
Geriye kalan fazlalik sitoplazma sertoli hiicreleri tarafindan fagositoza ugrar ve

spermatozoonlar tiibiil limenine geger (Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.1.3.4. interstisyel doku

Seminifer tiibiiller arasinda kan damarlari, lenfatikler ve sinirlerce zengin gevsek bir
bag dokusu bulunur. Bu doku icerisinde mast hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve
farklanmamis bag dokusu hiicreleri yer alir. Puberteyle birlikte bu hiicrelere poligonal
ve yuvarlak sekilli, asidofilik sitoplazmali, yuvarlak niikleuslu Leydig veya interstisyel
hiicreler olarak adlandirilan hiicreler eklenir. Bu hiicreler bag dokusunda gruplar
halinde veya tek tek bulunur. Sentezledikleri testosteronu beraber bulunduklar1 kan
veya lenf damarlarina gondererek endokrin sekresyon yaparlar. Steroid yapida hormon
salgiladiklarindan  stoplazmalarinda  vakuoller bulunur (Esrefoglu, 2009).
Salgiladiklar1 testosteronun spermatogenezde, gonadotropin salgisinin kontroliinde,
embriyonel ve fotal hayatta cinsiyet farklilasmasinda 6nemli etkisi bulunur. Bazi
dokularda testosteronun enzimatik doniisiimyle dihidrotestosteron (DHT) iiretilir.
DHT, pubertede ve eriskinde sekonder seks karakterlerinin (killanma, kas ve kil

dagilimi, ses kalinlasmasi) olusmasinda etki gosterir.

2.2. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu (TT), spermatik kord ve igerisindeki yapilarin kendi ekseni etrafinda
dénmesi sonucu vendz konjesyon ve arteryel akimda azalmaya yol acgarak iskemiyle

sonuglanan tirolojik bir acildir (Lacy ve ark., 2023). Bilinen ilk olgu, Hunter tarafindan
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1776 yilinda sol testis torsiyonu olgusu olarak bildirilmistir (Caman ve ark., 2014).
Skrotum duvarina tutunan tunika vajinalisin arkada epididime yapisik olmasi ve
gubernakulumun testisi posterio-inferiorundan sabitlemesi normalde testisin
hareketini kisitlamaktadir. Bu yapilarin zayiflig1 ya da eksligi durumunda testis kendi
cevresinde donerek vaskiiler yapilari sikigtirabilir ve sonucunda kan akiminin

bozulmasiyla karakterize testis torsiyonu meydana gelir.

Torsiyon sebepleri arasinda; kremaster kontraksiyonlari, travma, asir1 aktivite,
pubertedeki testis dokusundaki degisim, soguk hava, inmemis testis ve inguinal cerrahi
sirasinda meydana gelen iatrojenik torsiyon yer almaktadir. Tunika albugineanin
elastik olmayan yapisi, vendz konjesyon gelismesiyle arteryel dolasimin da
bozulmasina neden olur. Vendz tromboz ile baslayan siireg, arteryel tromboza ve
ardindan da testikiiler enfarkta ilerler. Torsiyonun derecesi ve siiresi, gonad canliligin
on gérmede en 6nemli degiskenlerdir. ilk 4-8 saat ¢ok énemli olsa da, siire kisiden
kisiye degisebilmektedir. 24 saati asan olgularda testisin canliligi %18 civarindadir
(Mellick ve ark., 2019). Torsiyon derecesinin artmasiyla gonad canliliginin azaldig
gosterilmistir. Ozellikle 360 derecenin iizerindeki torsiyonlarda, arteryel akimin
tamamen kesilebilmesi nedeniyle iskemik hasar daha erken ortaya ¢ikabilmektedir

(Docimo ve ark., 2013).

Testis torsiyonu ¢ogunlukla unilateral olsa da, bilateral testikiiler hasara yol agabildigi
ve sperm kalitesinde bozulmaya neden olarak fertiliteyi etkiledigi ¢esitli hayvan
caligmalarinda gosterilmistir (Cosentino ve ark., 1984; Cosentino ve ark., 1985).
Bilateral testikiiler hasar refleks vazokonstriiksiyon, konjenital displazi veya

immiinolojik reaksiyonlar gibi mekanizmalar ile agiklanmaya ¢aligilmistir.

Torsiyon ile meydana gelen iskemi sonucunda kan-testis bariyeri bozulur. Testisten
aciga cikan antijenler nedeniyle kisi spermatogonialaria karsi antikor olusturur ve

otoimmiinize olur (Docimo ve ark., 2013; Basaklar, 2006).
2.2.1. Epidemiyoloji

25 yasin altindaki erkeklerde insidansi 1/4000 olup yeterli ve zamaninda yapilan

cerrahi detorsiyona ragmen hastalarin %50°’sinde testikiiler disfonksiyon ve atrofi
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gelismektedir (Sharp ve ark., 2013). Yenidogan ve addlesan yas donemlerinde olmak
tizere iki donemde pik yapmaktadir (Sauvat ve ark., 2002). Literatiirde testis torsiyonu
olan hastalarin yaklasitk %61’ inin 21 yasin alti oldugu oldugu bildirilmistir
(Cummings et al., 2002). Baska bir ¢alismada ise 18 yas altinda yillik insidans
100.000’de 3,8 olarak bulunmustur (Zhao ve ark., 2011). Eriskin yas grubu ise tiim
vakalarin yaklasik %14’ {inii olusturmaktadir (Rosenberg ve ark., 2021).

2.2.2. Smiflandirma

Testis torsiyonu ekstravajinal, intravajinal ve testis eklerinin torsiyonu olmak {izere 3

baglikta siniflandirilmistir (Favorito ve ark., 2004)(Sekil 2.7).

2.2.2.1. Ekstravajinal testis torsiyonu

Ekstravajinal testis torsiyonunda testis, kord yapilar1 ve tunika vajinalis ile birlikte
doner. Sebebi gonadlarin intrauterin donemde skrotuma gogii siirecinde, yapilarin
heniiz tam olarak tutunamamasi, gubernakulumun skrotum duvarina sabitlenmemesi
olarak gosterilmektedir (Backhouse, 1982). Ortak bir kilif igerisinde olmalar1 tiim

yapilarin birlikte torsiyone olmasina neden olur.

Yenidoganlarda (vakalarin %92’s1) ve inmemis testis 0ykiisii olanlarda en sik goriilen
tiptir (Docimo ve ark., 2013; Das ve ark., 1990). Tiim TT’lerin igerisinde %5-10
oraninda goriliir. Vakalarin %72’si prenatal donemde saptanirken, %281 ise postnatal
donemde tan1 almaktadir. Literatiirde vakalarin %5’inin bilateral oldugu bildirilmistir

(Djahangirian ve ark., 2010; Baglaj ve Carachi, 2007).

Multiparite, giiclii kremaster kasilmalar1 ve uterusun asir1 baskisinin etyolojide rol
aldigi bildirilmistir. Klinik bagvuru genellikle skrotumda veya kasikta agrisiz, sert kitle

ile olmaktadir. Skrotum cildinde 6dem veya ekimoz goriilebilir.

Ekstravajinal TT sonucunda siklikla testikiiler atrofi gelismektedir. “Vanishing testis”
sendromunun en Onemli nedenlerinden birinin ekstravajinal TT oldugu
distiniilmektedir (Basaklar, 2006; Docimo ve ark., 2013). Tedavisi cerrahi olup,
kontralateral testiste de olusabilecek torsiyon riskini onlemek igin kontralateral

testikiiler fiksasyon yapilmasi dnerilmektedir (Hutson, 1998).
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intravajinal torsiyon Ekstravajin Testis-epididim arasinda

torsiyon olusan intravajinal torsiyon

Sekil 2.7. Testis torsiyonunun siniflandirmasi (Favorito ve ark, 2004’ten degistirilerek
kullanilmustir.)

2.2.2.2. Intravajinal testis torsiyonu
Intravajinal TT’u tunika vajinalisin korda tutundugu yerin distalinde torsiyon
gelismesi sonucu meydana gelir. Testis, tunika vajinalis i¢erisinde gorece daha serbest

bir konumda asili bulunur ve boylece testisin torsiyone olmasi kolaylagir.

Tunika vajinalisin bir poset gibi testisi yukaridan sarmasi ve testisin asili halde
bulunmasina ¢an tokmagi (Bell-clapper) deformitesi ad1 verilir ve testisin horizontal
diizlemde durmasina yol acar (Docimo, 2013). Bu deformitenin intravajinal testis
torsiyonunun en onemli sebeplerinden biridir. Kremasterik kasilmalar ve ergenlikle
birlikte testis hacminin gérece hizli artisi, testisin donme riskini artirir (Basaklar, 2006;
Docimo ve ark., 2013).

Intravajinal torsiyon, testis ile epididim arasindaki baglantinin yetersiz olmasi
durumunda izole olarak sadece epididimde veya testiste gelisebilir (Murphy,
2003)(Sekil 2.7).

2.2.2.3. Testis kalintilarimin torsiyonu

Epididim iizerindeki embriyolojik kalintilarin ve appendiks testisin torsiyone
olmastyla meydana gelen klinik tablodur. Cogunlukla 16 yasindan kii¢iik ¢ocuklarda
izlenir (Hutson, 1998). Tanida yardimca olan klinik bulgular ani baglangigh siddetli

agr1 sonrasi epididimin veya testisin iist kisminda ele gelen sert kitledir.
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2.2.3. Tam

Testis torsiyonunda ilk bulgu ani baslayan siddetli skrotal agri1 olarak karsimiza
cikmaktadir. Agr1 genellikle tek tarafli olup, karin alt kadranlarina ve inguinal bolgeye
yayilabildigi gibi, bulanti/kusma da eslik edebilir (Ciftci ve ark., 2004). Fizik
muayenede etkilenen testis hassas, biiylimiis,sert ve torsiyon sonucu spermatik kordun
kisalmasina bagli olarak eleve ve horizontal konumda bulunur (Srinivasan ve ark.,
2011). Kremasterik refleks kaybi olgularin yaklasik %90-100’tinde goriiliir ve %100
duyarliliga ve %66 6zgiillige sahiptir (Oh ve ark., 2015; Van Glabeke ve ark., 1999).

Testis torsiyonunda énemli fizik muayene bulgularindan birisi de testisin elevasyonu
ile agrinin siddet gosterdigi Prehn bulgusudur. Torsiyone olmus spermatik kordda
elevasyon ile vaskiiler okliizyon artis gosterir. Akut skrotumun diger nedenlerinden
olan epididimit ve orsitte ise tam tersine elevasyon ile agrida azalma gozlenir

(Karmazyn ve ark., 2005).

Testis torsiyonu sol testiste, sag testise gore daha sik izlenmektedir. Sol spermatik
kordun sag tarafa gore daha uzun olmasinin bu duruma yol agtigi diisiiniilmektedir
(Fonkalsrud, 1987). Hastalarin yaklasik yarisinda daha once gegirilmis skrotal agri
anamnezi bulunmaktadir (Bourne ve Lee, 1975; Stillwell ve Kramer, 1986). Testis
torsiyonu uyurken meydana gelebilirken, aktivite, egzersiz ve travma sonrasi da
goriilebilmektedir (Noske ve ark., 1998).

Fizik muayene bulgulari ve klinik anamnezde torsiyon siiphesi olan hastalarda yine
muayene bulgularma dayalt TWIST (Testicular Workup for Ischemia and Suspected
Torsion) skoru kullanilabilir. Skorlamada testikiiler siglik (2 puan), sert testis (2 puan),
kremasterik refleksin olmayisi (1 puan), bulnati/kusma (1 puan) ve yiiksek yerlesimli
testisten (1 puan) olusan muayene bulgulari kullanilir. Torsiyon agisindan (0-2) puan
diistik riski, (3-4) puan orta riski ve (5-7) puan ise yiiksek riski ifade eder. Literatiirde
bu skorlamayla vakalarin %80’ine tan1 konulabildigi bildirilmistir (Barbosa ve ark.,
2013).

Akut skrotum ile hastaneye bagvuran hastalarda Oncelikle testis torsiyonu

dislanmalidir. Testis torsiyonu tanist klinik siipheye dayanmakla birlikte taniya
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yardimct olarak en sik kullanilan non-invaziv, hizli ve ekonomik test doppler
ultrasonografidir (Melloul ve ark., 1995). Torsiyone olmus testisteki ultrasonografik
bulgular torsiyonun derecesi ve siiresi ile iligkilidir (Dalili ve ark., 2021). Erken
donemde vaskiiler tikanikliktan sadece vendz drenaj etkilenmesi nedeniyle arteriyel
akim normal saptanabilir. ilerleyen siiregte ise testisin genislemesi ve heterojenite
kazanmasiyla 6demat6z degisiklikler ve arteriyel obstriiksiyon izlenir (Kiihn ve ark.,
2016). Akut skrotal agrimin ayirict tanisinda torsiyonu saptamada renkli doppler
ultrasonografinin %98 6zgiilliikk ve %88 duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir (Baker
ve ark., 2000).

Magnetik rezonans (MR) goriintiileme tanida kullanilabilecek tetkiklerden biridir.
Ancak hasta grubunun yas ortalamasi géz Oniinde bulunduruldugunda pediatrik

hastalarda anestezi ihtiyacindan dolayi tercih edilmemektedir (Wu ve ark., 2002).

Teknesyum-99m perteknetat radyoniiklid sintigrafisi tanida kullanilabilecek bir diger
yontemdir. Torsiyone testiste iskemiye bagli olarak radyoniiklid tutulumu azalir ve
fotopenik goriiniim izlenir. Radyoniiklid izotoplarin tutulumundaki bu azalma
iskeminin siiresine bagli olarak degismekle birlikte, sintigrafik kan akimi ilk 6 saatte
normal izlenebilir (Noseworthy, 2000). Skrotal agrinin diger nedenlerinden
inflamasyon ve enfeksiyonda ise perflizyonda artig gortliir. Sintigrafi testis torsiyonu
i¢in yaklasik olarak %100 duyarliliga sahip olsa da nobet sartlarina uygun olmamasi,
ultrasonografinin daha hizli ve kolay bir tetkik olmasi1 nedeniyle tercih edilmemektedir
(Ringdahl ve Teague, 2006).

2.2.4. Tedavi

Testis torsiyonu acil miidahale gerektiren iirolojik bir acildir. Cerrahi miidahale
kacinilmaz olup tedavi basarisi erken tani ile iliskilidir. TT i¢in klinik sliphe olmasi
halinde cerrahi eksplorasyon yapilmali ve taniya yardimci tetkikler tedavinin

gecikmesine neden olmamalidir (Van Glabeke ve ark., 1999).

Testislerin canliligini etkileyen en onemli iki parametreden birinin iskemi siiresi
oldugundan, manuel detorsiyonun denenmesi Onerilir (Dias Filho ve ark., 2017).

Manuel detorsiyon anestezi altinda veya anestezisiz igtan disa dogru, kitap agar sekilde
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yapilir. Eger agr1 siddetlenirse diger yone detorsiyon yapilmasi degerlendirilmelidir.
Basarili detorsiyon, agrinin aniden ortadan kalkmasiyla kendini gosterse de doppler
ultrasonografide kan akiminin diizeldiginin saptanmasiyla kesinlesir (Kiesling ve ark.,
1984). Torsiyonun her zaman ayn1 yonde olmayacagi ve torsiyon derecesinin ne kadar
oldugunun bilinememesi gibi nedenlerden 6tiirii, hastanin agrisinda azalma olsa dahi

cerrahi ekplorasyon ve orsiopeksi yapilmasi gerektigi unutulmamalidir.

Agri baglangicini takip eden ilk 4-6 saatlik siirecteki miidahale 6nemli olup atrofi nadir
goriliirken, 13 saate kadar olan erken miidahalede fertilitenin korundugu bulunmustur
(Anderson ve ark., 1992). Semptomlarin baglangicindan itibaren 24 saati gegen
olgularda ise cerrahi eksplorasyonun semi-elektif uygulanabilicegi gosterilmistir
(Tryfonas ve ark., 1994; Visser ve Heyns, 2003). Leydig hiicrelerinin germ hiicrelerine
kiyasla iskemiye daha toleransli olmasi nedeniyle, son yillarda atrofik testislerin de
hormonal fonksiyonlarini devam ettirebilecegi goriisii 6n plana ¢ikmis ve orsiektomi

uygulamalari azalmaya baslamistir (Turner ve ark., 2005).

Cerrahi miidahalenin temel amaci; torsiyone testisi detorsiyone ederek orsiopeksi
yapmaktir. Sadece inguinal veya skrotal (6zellikle intravajinal torsiyonda) orta hat
kesisi ile yapilabilecegi gibi her ikisi birlikte de uygulanabilir. Cerrahi detorsiyon
sonrasi testis sicak komprese sarilarak yaklagik 20 dakika beklenir ve testikiiler kan
dolagiminin geri donmesi gozlenir. Gerekirse tunika albuginea’ya yapilan kiigiik bir
insizyon ile baski altindaki 6demli testis kompartman sendromu gelismemesi igin
rahatlatilabilir (Figueroa ve ark., 2012). Etkilenen testiste reperfiizyon bulgular
izlenmez, berlirgin sekilde nekroz gelismisse orsiektomi yapilir (Anderson ve

Williamson, 1988).

Orsiopeksi, tunika vajinalise birkac adet separe sekilde siitiir konularak yapilabilir.
Bazi cerrahlar ise tunika vajinalisin insizyonu sonrasi everte edilmesi ve tunika
albugineanin 3/0 emilebilir siitiir ile skrotum i¢ duvarina tespit edilmesi yontemini
kullanabilmektedir (Basaklar, 2006; Docimo Ve ark., 2013). Testikiiler fiksasyon i¢in
hangi teknik veya siitiir materyalinin kullanilmas1 gerektigi hakkinda fikir birligi

bulunmamaktadir (Mor ve ark., 2006).
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Yenidoganlarda torsiyon belirtilerinin siiresi net olmadigindan, ¢ocugun genel
durumuna bagl olarak acil cerrahi eksplorasyon degerlendirilir. Eger belirtiler yeni
baslamigsa beklemeksizin daha biiylik cocuklarda oldugu gibi kontralateral fiksasyonu

da iceren orsidopeksi ve eksplorasyon yapilmalidir.

2.3. Iskemi/Reperfiizyon Hasari, Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

2.3.1. iskemi ve Hipoksi

Iskemi, vaskiiler perfiizyonun azalmasi ya da tamamen ortadan kaybolmasiyla; basta
oksijen ve glikoz olmak iizere diger besin maddelerinin hiicrelere gegisinin ve

metabolizma yikim {riinlerinin uzaklastirilmasinin azalmasi durumudur (Wu ve ark.,

2018).

Hipoksi, herhangi bir nedenle periferal dokuda yetersiz diizeyde oksijen
konsantrasyonu bulunmasidir. Arteryel kan akisi engellendiginde dokuda hipoksi
meydana gelir ve perfliizyonun bozulmasi nedeniyle de hiicre i¢in gerekli metabolitlere
erisim saglanamaz. Oksijen diizeyinin hiicrelerin metabolik ihtiyaglarim
karsilayamayacak kadar azalmasi, enerji depolarmin azalmasma ve toksik
metabolizma triinlerinin birikmesiyle sonunda hiicre 6liimiine yol agar (Krarup,
1978).

Iskemide intraselliiller oksijen konsantrasyonundaki azalmaya baglh olarak
mitokondriyal oksidatif fosforilasyon bozulur ve neticesinde adenozin trifosfat (ATP)
tiretiminde azalma meydana gelir. Hiicredeki enerji bakimindan zengin fosfat depolari
(ATP gibi) tikkenir ve ATPaz aktivitesi azalir. Hiicrelere ulasan substrat miktarindaki
azalma ve hiicreden atilmasi gereken metabolitlerin birikimi nedeniyle glikoliz inhibe
olur. Hiicre membranindaki ATP bagimli sodyum-potasyum pompalarinda (Na-K-
ATPaz) islev bozuklugu ortaya ¢ikar ve ribozomlarin ayrilmasi (Ca2-ATPaz pompasi
nedeniyle) tetiklenir (Ornellas ve ark., 2017). Hiicre igerisinde sodyum birikirken,
hiicre disina potasyum atilmi olur. Sodyum birikimi nedeniyle hiicre igerisine su girisi
olur ve akut hiicresel sisme gozlenir. Oksidatif fosforilasyon olmadigindan bu siirecte
glikojen depolar1 harcanir ve laktik asit birikimi nedeniyle de hiicre iginde asidoz
meydana gelir. Hiicreden uzaklastirilamayan karbondioksit (CO.) birikerek

karbonikasit (H2COz) olusturur ve asidoz tablosunu derinlestirir (Kumar ve ark.,
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2007). Azalan ATP nedeniyle kalsiyum pompalarindaki bozulma hiicre i¢i kalsiyum
(Ca*?) seviyesinde artisa neden olur. Graniillii endoplazmik retikulumdan (GER)
ribozomlar ayrismaya baslar ve protein sentezi de azalir. Ca*? artis1 proteolitik
enzimleri ve fosfolipazlar1 aktive eder. Fosfolipaz aktivasyonuyla meydana gelen
aragidonik asitin serbest radikal olusumunda direkt etkisi bulunur. Hiicre membran

gecirgenligi bozulur ve hiicre igine giren Ca*? miktar: artar.

Hiicre i¢i pH’1n diiserek asidiklesmesi, lizozom memebranlarinin hasar gorerek hiicre
icine proteolitik enzimlerin salinmasina, nihayetinde sitoplazmik yapilarin ve

cekirdegin lizisine neden olur (Kumar ve ark., 2007).
2.3.2. Iskemi/Reperfiizyon Hasar

Iskemi ile meydana gelen doku hasarina reperfiizyon ile birlikte daha fazla hasar
eklenir. Reperfiizyon ile birlikte oksijenin hasarli dokuya ulagsmasiyla buradaki
endotel, parankim hiicreleri ve notrofillerce iiretilen reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve
lokal inflamasyon ikincil hasarlara neden olur. ROS hiicre membraninda lipid
peroksidasyonuna neden olarak, protein denatiirasyonu Ve hiicre yikimina neden olur
(Unsal ve ark., 2004).

Toplam doku hasarinin siddetine gore hiicre yaniti degisiklik gosterir (Lopez-Neblina
ve ark., 2005). Iskemi/reperfiizyon siiresi uzadiginda hiicrede otofaji, apopitoz, nekroz
veya nekroptoz goriilebilir (Ling ve ark., 2017). Siire daha kisa oldugunda ise hiicre
onarim ve koruma mekanizmalarinin devreye girmesiyle ROS olusumu ve hiicre

hasar1 control edilebilir (McCully ve ark., 2004).
2.3.3. Oksidatif Stres

Viicutta iiretilen serbest radikaller ve zararl etkilerinin ortadan kaldirilmasi, oksidatif
denge adi1 verilen denge i¢indedir (Serafini ve Del Rio, 2004). Bu denge oldugu
middetce, serbest radikallerin olumsuz etkilerinin viicutta goriilmesi engellenir.
Serbest radikallerin lehine dengenin bozulmasi halinde doku hasari ortaya ¢ikar ve bu

duruma oksidatif stres ad1 verilir (Yan ve ark., 2009).
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Oksidatif hasar ile dokuda meydana gelen patolojik ve mekanik degisimler, aciga
¢ikan nitrojen ve oksijen iirlinleri hiicrede sinyal degisikliklerine neden olur. Serbest
radikaller, nitrik oksit ve zararli iiriinleri, hidrojen peroksit, siiperoksit anyonlar1 ve
hidroksil radikalleri olusumuna yol agar. Hiicre membrani ve mitokondriyel
membranlardaki lipid yapilarin peroksidasyonu sonucu membran yapisi bozulur ve
gecirgenligi degisir. Lizozomal enzimlerin de etkisiyle protein denatiirasyonu ile

baslayan siire¢ DNA hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanir (Wilhelm Filho ve ark.,
2004).

Reperfiizyon, iskemik dokuya gelen arteriyollerde fonksiyon bozukluguna neden olur.
Endotel bagimli dilatasyon mekanizmasinin hasar gormesine, kapiller tikaglarinin
olusumuna ve buna bagli olarak sivi filtrasyonunda artisa neden olur. Postkapiller
veniillerde plazma proteinlerinin damar disina sizmasiyla mikrovaskiiler denge

bozulmaya baslar (Zimmerman ve Granger, 1992).
2.3.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron (e)
cifti bulunduran, bu nedenle oldukca kararsiz olan yiiksek enerjili atom ya da
molekiillerdir. D1s yoriingelerindeki elektronu esleyebilmek icin diger molekiillerle
tepkimeye girme yaris1 igerisinde bulunurlar (Heys ve Dormandy, 1981).
Elektronlarimi yoriingelerinde ¢iftler halinde bulunduran molekiil veya atomlar ise
nispeten daha kararli halde bulunurlar ve diger molekiil veya atomlarla serbest
radikaller ile kiyasla daha az reaksiyona girme egilimi gosterirler. Bu nedenle kararl
yapida, eslenmemis elektronu bulunmayan, diger molekiillerle serbest radikallerden
daha zayif bir sekilde reaksiyone giren molekiiller nonradikaller olarak adlandirilir

(Valko ve ark., 2007).

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (Valko ve ark., 2007°den kullanilmigtir)

Radikaller Nonradikaller

Stiperoksit 07 Hidrojen peroksit H.0,
Hidroksil OH~ Hipoklordz asit HOCI
Peroksil ROO™ Hipobroméz asit HOBr
Alkoksil RO~ Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO, Ozon O3
Lipid peroksil LOO
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Tablo 2.2. Reaktif nitrojen tiirleri (Valko ve ark., 2007’den kullanilmistir)

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO~ Nitrik asit HNO;

Nitrojen dioksit NO2~ Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO™
Dinitrojen tetroksid N204
Dinitrojen trioksid N203
Peroksinitrit ONOO™
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,*
Nitril klorid NOCI
AlKil peroksinitrit ROONO

Serbest radikallerin kaynagi oksijen ya da nitrojen olabilir. Oksijen kaynakli ise ROS
ve nitrojen kaynakli ise reaktif nitrojen tiirleri (RNS) seklinde adlandirilir (Valko ve
ark., 2007) (Tablo 2.1 ve Tablo 2.2).

Serbest radikaller insan viicudunda metabolizmanin normal isleyisinde stres, ¢evresel
faktorler ve radyasyon etkisiyle meydana gelebilir (Poprac ve ark., 2017)(Tablo 2.3).
Diisiik yogunlukta bulunduklarinda yararli etkilerinden bahsetmek miimkiindiir.
Birtakim hiicresel yanita karst fizyolojik olarak hiicresel fonksiyonun yerine
getirilmesinde, hiicrede H202, NO ve Oz iiretimi meydana gelebilir. ROS ve
RNS’lerin fagositoz aracili enfeksiyoz etkenlere karsi savunma, kanser hiicrelerinin
sitotoksik lenfositler ve makrofajlar araciligiyla oOldiiriilmesi, ksenobiyotiklerin
sitokrom p450 ile detoksifikasyonu, mitokondriyel ATP iiretimi, hiicre bilylimesi ve
diisiik titrelerde mitojenik yanitlara neden olmasi yararli/fizyolojik etkileri olarak

gosterilebilir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Tablo 2.3. Serbest radikallerin eksojen ve endojen kaynaklari (Poprac ve ark.,
2017°den kullanilmistir.)

Endojen Kaynaklar Ekzojen kaynaklar
e  Arasidonik asid dongiistiniin e  Anestezikler
e Egzersiz e  (Coziciiler
e Endojen bilesiklerin otooksidasyon e  Egzoz gazlan
e  Fagositik hiicreler e Glutatyonu okside eden
e Kiloroplast elektron transport zinciri e  Giines 15181 (UV)
e  Mikrozomal elektron transport zinciri e Isisoku
e Mitokondriyel elektron transport e flaclar
e  Oksidan enzimler e TIyonize radyasyon
e  Oksidatif stres e Kirleticiler
e Plazma membrani e  Metal iyonlari
e Peroksizomlar e Ozon
e Proteinler e  Sigara dumani
e Transizyon metalleri o X-i1smi
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Serbest radikaller zararli etkilerini hiicre i¢in hayati 6neme sahip birden ¢ok
mekanizma tizerinden gosterebilir. Oksidatif stres hallerinde, serbest oksijen radikali
(SOR) olusumu artarak antioksidan kapasiteyi asar. Yapisi itibariyle serbest
radikallere en duyarli molekiiller lipidlerdir. Lipid peroksidasyonuyla, kolesterol ve
poliansatiire yag asitlerince zengin hiicre membran yapisi, membran akiskanlig1 ve
gecirgenligi bozulur. Karbon radikalleri meydana getirir ve ardindan oksijen ile
reaksiyona girmesiyle lipit peroksil radikallerini (LOO") olusturur. Olusan radikaller
daha fazla lipit ile reaksiyona girerek lipit peroksit sayisini artirir (Sarma ve ark., 2010;
Valko ve ark., 2007). Bu reaksiyonlar sonucu meydana gelen toksik etkili son
tirtinlerden biri de malondialdehit (MDA) olup, zarlar1 gegebilmesi ve uzun omiirlii
olmasiyla hedef organ hasarinda anahtar rol oynar. Yiiksek konastrasyonlarda
bulundugunda monooksijenaz sistemi, solunum ve mitokondriyal islevler, protein
sentezi gibi fonksiyonlar inhibisyona ugrar ve hiicre 6liimiine sebep olur (Diindar ve
Aslan, 1999; Valko ve ark., 2007). MDA diizeyi, uzun 6miirlii ve zarlar1 gegebilmesi
nedeniyle lipid peroksit seyivesini saptamada kullanilir (Buege ve Aust, 1978).

ROS ve RNS’ler DNA ile etkilesim gostererek oksidatif hasara neden olur. DNA’nin
molekiiler yapist OH™ gibi radikallere olduk¢a duyarlidir. Serbest radikaller girdikleri
reaksiyon sonucunda DNA yapisinda bulunan seker pargalarindan H" kaybina ya da
eklenmesine yol acabilir. Primidin yapisindaki C4-C5 c¢ift bagi OH™ radikaline kars:
cok hassastir. Benzer hassasiyet piirinlerde de goriilmektedir. Serbest radikaller ayrica
poli sentetaz enzimini (ADP-riboz) aktive eder. Aktive olan poli senteteaz DNA
pargalanmasina ve programli hiicre 6liimiine yol acar (Devesagayam ve ark., 2003;
Karabulut ve Giilay, 2016; Sarma ve ark., 2010).

2.3.5. Antioksidanlar

ROS olusumunu engellemek ya da var olan oksijen radikallerinin olusturdugu
hasarlar1 6nlemek veya detoksifikasyonunu saglamak amaciyla gorev alan maddelere
antioksidan ad1 verilir. Endojen (enzimatik ve non-enzimatik) ve eksojen (ilaglar ve
vitaminler) olarak iki ana gruptan olusan antioksandanlar etkilerini baslica dort farkli

sekilde gosterirler (Dogan, 2014)(Li, 2022)(Tablo 2.4):
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e Onarict etki: Serbest radikallerin etkisiyle meydana gelen hasarin onarilmasi
(Virag ve Szabd, 2002; Xu ve ark., 2022)(Orn; PRP, hyaliironik asit)

e Toplayici etki: SOR’larin tutulmasi veya yeni bir molekiile donistiiriilerek
etkilerinin zayiflatilmas: (Orn; Trakeobronsial mukus) (Karihtala ve Saini,
2007).

e Uyaric1 etki: Serbest radikallerle girdikleri reaksiyon sonucu serbest
radikallere H* iyonu vererek inaktif bilesiklere doniistiirme veya aktivitelerini
azaltma ydntemidir (Orn; vitaminler) (Cherubini ve ark., 2008).

e Zincir kiric1 etki: Serbest oksijen radikalinin baglanmasi sonucu zincirlerinin
kirilmasi ve fonksiyonlarinin engellenmesi (Orn; seruloplazmin, hemoglobin)

(Mickle ve Weisel, 1993).

Tablo 2.4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Karabulut ve Giilay, 2016; Sen ve
Chakraborty, 2011’den kullanilmuistir.)

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatikler Nonenzimatikler

Siiperoksit distmutaz (SOD) Glutatyon Koenzim-Q 10

Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum

Glutatyon peroksidaz (GPx) Urikasit a- lipoik asit

Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albumin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

Vitaminler ila¢ olarak kullamilanlar

a-Tokoferol (Vit. E) Ksantin oksidaz inhibitorleri

B-karoten (Vit. A) 'NADPH oksidaz inhibitérleri (fokél anestezikler, adenozin,

Askorbik asit (Vit. C) "Rekombinant ‘sﬁiaéroksif dismutaz

Folik asit (Vit. B9) Trolox-C (Vit. E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx akt. artiran
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (albiimin, mannitol)
Demir redoks dongiisii inhibitérleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (IL-1 ve TNF)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

2.4. Plateletten Zengin Plazma

Plateletler, kemik iliginde onciil hiicreleri olan megakaryositler tarafindan iiretilir ve
plazma konsantrasyonu saglikli bir insanda 150.000- 400.000 / ul’dir (Wroblewski ve

ark., 2010). Matiir megakaryositlerin stoplazmik uzantilar1 gibi olusan proplateletler,
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megakaryositten ayrilarak  ¢ekirdekleri olmadan dolagima katilirlar. Bir
megakaryositten ortalama 5000-10000 platelet meydana gelebilir. insan kaninda
ortalama 150- 400 x 10°/ L oraninda bulunur (Ghoshal ve ark., 2015). Plateletlerin
omrii 5-9 giin olup, kan dolasiminda tiim plateletlerin 2/3°1 bulunurken, dalakta 1/3’i

bulunur (Freynhofer ve ark., 2015).

Koagiilasyon kaskadinda nemli yere sahip olan plateletler, ayn1 zamanda vaskiiler
diizenleme, doku hasar1 tamiri ve organ rejenerasyonunda gorev alan sitokinler ve
biiyiime faktdrlerini de icerir. I¢lerinde yer alan alfa graniiller, 30 ¢eside yakin inaktif
biiyiime faktorii yaninda sitokinlerin de deposudur. Ayrica osteokalsin, osteonektin,
fibrin, vitronektin, fibronektin ve trombospondin gibi ekstraselliiller matriks
elemanlarin1 da igerirler (Nurden ve ark., 2008; Grageda, 2004). Trombin benzeri
proteinlerin etkisiyle plateletler ayrisir ve bu faktorler agiga cikarlar (Carter ve ark.,
2003).

PRP, otolog bir kan iiriinii olup hayvan veya insan tam kanindan elde edilir. 1970’1
yillarda birden fazla bileseni olan kan {iriinlerinin bir yan iirlinii olarak gelistirilmistir.
1990’ I1 y1llarda ise igerdigi bazi tirinlerin iyilesmede rol aldigi, yara iizerine konsatre
edilerek uygulandiginda iyilesmenin normalden daha hizli gergeklestigi fark edilmistir
(Nisbet, 2007). Klinikte kullanim amaci, normal fizyolojik konsantrasyonun iizerinde
biiylime faktorii salinimi elde edilerek, doku hasarmi indirekt ve direkt yollarlar
hizlandirmaktir. Bunlara ek olarak, farkli tiirlerde antioksidan enzimlerin salinimi
tizerinde etki gostererek, oksidatif stresi ve reaktif oksijen iriinlerinin olusumunu

azaltir (Sekerci ve ark., 2017; Martins ve ark., 2016).
2.4.1. PRP igerigi ve etki mekanizmalari

Platelet Kékenli Biiyiime Faktorii (PDGF): Yara iyilesmesi, embriyonel donemde
hiicre farklilagmasi ve proliferasyonu, migrasyon ve anjiyogenez i¢in 6énemli bir role
sahiptir (Heldin ve ark., 1999). Bag dokusu hiicreleri (gliya, fibroblast, diiz kas
hiicreleri) iizerinde mitojenik etkisi bulunur (Andrae ve ark., 2008; Heldin et al.,
1999). Son donemlerde 4 farkli izotipi bulunmus ve farkli hiicre tiplerindeki lokal
etkileri gosterilmistir (Kazlauskas, 2017).
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Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF): Bilinen 23 farkli FGF izotipinden biridir
ve FGF2 olarak da bilinmektedir. Hiicre go¢ii ve hiicre proliferasyonunda gorev alarak
anjiyogenezde etkilidir (Yun ve ark., 2010). Diiz kas ve makrofajlar basta olmak tizere

bir¢cok farkli hiicre tipi igin ekstraselliiler mitojenik etkisi bulunmaktadir (Parma ve

ark., 2020).

Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF): Fibroblastlar ve epitel hiicreleri {izerinde
mitojenik etkileri olup, proliferasyonu uyararak reepitelizasyonda etki gosterir. Satellit
hiicrelerde proliferasyon fazinda antiapoptotik etkileri oldugu gosterilmistir (Golding
ve ark., 2007). Bunun yaninda bazi ¢alismalarda EGF’nin kas tiirevi kok hiicrelerin

mitotik aktivitesini artirdigini gosterilmistir (Deasy ve ark., 2002).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF): Endotel hiicrelere karst mitojenik
etkisi bulunur. Inflamasyon, hipoksi veya biiyiime faktdrleri gibi fizyolojik uyaranlarin
etkisiyle salmarak anjiyogenezi baslatir (Ferrara N, 2004). in vitro calismalarda
myoblast hiicrelerinin migrasyonu ve sag kalimi iizerinde etkili oldugu, myojenik

hiicrelerde apoptotize karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Germani ve ark.,

2004).

Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta 1 ve 2 (TGF-p1 ve TGF-f2): Yara
iyilesmesinde goriilen tiim evrelerde, reepitelizasyonda ve anjiyogenezde etkilidir
(Barrientos ve ark., 2008). Hiicre dis1 matriks iiretimini stimiile eder ve mezenkimal
kok hiicre proliferasyonunu uyarir. PDGF ve diger biiyiime faktorlerinin etkilerine
yardimct olur. Endotelyal kemotaksisi uyarir ancak lenfosit ve makrofaj

proliferasyonunu inhibe eder (Roberts ve ark., 1985).

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1 ve 2 (IGF-1 ve 1GF-2): Cocukluk doneminde
biiyiime ilgili esas rol oynamakla birlikte yetiskinlik doneminde anabolik metabolizma
tizerine etkilidir (Haugk ve ark., 1995). Osteblastlar iizerinde etki gostererek biiylime
ve farklilagsmasini saglamakla birlikte kondroblastik metabolizmay1 diizenler (Grageda

ve ark., 2004).
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Bahsedilen trombosit biiyiime faktorleri, 6zgiin etkilerinin yaninda diger biiyiime
faktorleriyle de iliski i¢indedir ve gen ekspresyonunu stimiile etmek ve protein

tiretimini artirmak tizere de etki gosterirler (Khadivi ve ark., 2020).
2.4.2. PRP hazirlama yontemleri

PRP, otolog bir kan iirlinii olup hastanin kendi kanindan hazirlanmaktadir. PRP
icerisinde bulunmasi gereken platelet adedi hususunda net bir fikir birligi bulunmasa
da, tedavi etkinligi agisindan konsantrasyonunun yaklasik olarak 1,000,000 / pul ‘nin
tizerinde olmasi gerektigi belirtilmektedir (Marx, 2001; Weibrich ve ark., 2002)

PRP elde etmek i¢in kullanilabilecekler metodlar (Sagnak Akilli, 2018):

v’ Laboratuvarda kanin santirfiij edilmesinin ardindan manuel olarak PRP’nin
aynigtirilabildigi tek ¢evirmeli konvansiyonel metod

v Otomasyon makineler ve ticari kitler aracihigiyla hazirlanan cift ¢evirmeli
metod

v" Ticari teknolojilerle kanin filtre edilmesi metodu

Tek cevirmeli yontem ile platelet konsantrasyonu normalin 1-3 kati kadar elde
edilebilirken, ¢ift ¢evirmeli yontemde normal platelet konsantrasyonunun 5-8 katina
ulagilabilmektedir. Ayrica istenilen miktarda PRP elde etmek i¢in ¢ift ¢evirmeli
yontemde tek c¢evirmeli yonteme gore daha miktarda kana ihtiya¢ duyulur. Cift
cevirmeli yontem ile tam kanin 1/10°u kadar PRP elde edilebilmektedir (Mei-Dan ve
ark., 2010).

PRP hazirlamak i¢in uygulanmasi gereken santrifiij siiresi ve hiz1 hakkinda ortak bir
goriis bulunmamaktadir. Arastirmacilar tarafindan fikir birligi saglanan nokta,
koagiilasyonun 6nlenmesi amaciyla sodyum sitrat (Samy ve ark., 2020) ve sitrat
dekstroz fosfat (ACD-A) (Carter ve ark., 2003) bulunan tiiplere tam kanin alinmasi ve
ilk olarak diisiik devirde uzun siire, ardindan yiiksek devirde kisa siire santrifiij
uygulanmasidir. i1k santrifiij eritrositleri ayirmak igindir ve geri kalan tiim plazma ve
buffy-coat toplanip ayri bir tiipe alinir. Ardindan ikinci santrifiij yapilir ve tstte kalan
plateletten fakir plazma uzaklastirilarak PRP elde edilir (Sahin ve ark., 2004).

Uygulama oncesi aktivasyon amaciyla otolog trombin veya %10’luk kalsiyum klorit
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kullanimin1 6neren ¢alismalar olsa da standart bir uygulama bulunmamaktadir

(Wasterlain ve ark., 2012).

2.4.3.

>

PRP kullanim alanlari

Norosirurji: Intrakraniyel cerrahilerde duramater biitiinliigiiniin bozuldugu
operasyonlarda duranin kaptilmasi sirasinda sizdirmazlik saglar (Buza, 2005).
Oral ve maksillofasiyel cerrahi: PRP’nin jel formu g¢elitli implantlarin
uygulanabilmesi i¢in kemik gelisimini hizlandir, dental implantlarda kullanilir
(Buza, 2005; Lecovic ve ark., 2003).

Plastik cerrahi: Deri greftlerinin verici ve alict bolgelerine, kemik greftlerinde,
doku genisletilmesinde, mammoplastide, metal implantlarda ve
rekonstriksiyonlarda, kronik diabetik {ilser tedavilerinde PRP jel formu
kullanilir (Buza, 2005; Man ve ark., 2001).

Uroloji: Retropubik radikal prostatektomi sonrasi erektil disfonksiyon ve
inkontinans tedavisinde, kadin stres inkontinansinda, iiretral patoloji ve
cerrahilerinde, testikiiler  patolojilerin  tedavisinde, agrili  mesane
sendromlarinda (Khadivi ve ark., 2020; Lee ve ark., 2021; Rezaei ve ark., 2019;
Trama ve ark., 2021).

Ortopedi ve travmatoloji: Kalgca ve diz protez operasyonlari, el ve ayak
cerrahisi, acik ve internal fiksasyon cerrahileri, laminektomi, spinal fiizyon ve
disk operasyonlarinda doku rejenerasyonunu hizlandirmak ve postoperatif

kanamayi azaltmak i¢in kullanilir (Buza, 2005).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini, Bakimi ve Deney Gruplari

3.1.1. Deney hayvanlarinin temin edilmesi

Calismamiz Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)
tarafindan 01/06/2022 tarih ve 33 sayili etik kurul karar1 sonucunda gergeklestirildi.
Deneysel testis torsiyon modeli ve IVF igin deney hayvanlar1 Sakarya Universitesi
Deneysel Tip Uygulamalar1 ve Arastirma Merkezi’ nden (SUDETAM) temin edildi.
Cerrahi islemler i¢in SUDETAM laboratuvari kullanildi. IVF islemleri ve
histopatolojik incelemeler ise Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda yapildu.
3.1.2. Deney hayvanlari ve bakim

Deney gruplart i¢in fertilizasyon yetenegi kazandig bilinen on iki hafta yasinda, 253
—308 gr agirliginda 48 adet erkek, PRP hazirlanmasi i¢in ayn1 6zelliklerde 2 adet erkek
ve IVF igin gerekli oosit temininde kullanilmak {izere yirmi dort hafta yasinda, 322 —

358 gragirliginda 12 adet disi Wistar Albino si¢an kullanildi (Ghasemi ve ark., 2021).

Tiim deney hayvanlari, operasyon dncesi ve sonrasi donemlerde Sakarya Universitesi
Hayvan Laboratuvarinda, 12 saatlik gece/glindiiz dongiisiinde, 22 + 2°C oda
sicakliginda ve %50 + 5 nemli ortamda ad libitum yem ve su ile gruplar halinde
barindirildi (Budak ve ark., 2022).

3.1.3. Deney gruplan

Calismada kullanilan erken siganlar her grupta 8 adet olmak iizere rastgele 6 gruba
ayrildi. 2 erkek sican PRP hazirlamak amaciyla ayirildi. Fertilizasyon yetenegi
kazandig bilinen 12 adet disi si¢an ise cerrahi prosediirler sonrasi elde edilen spermler
ile IVF yapilmasi amaciyla oosit toplamak {iizere ayrildi. IVF yapilmasi igin
gruplardaki her bir erkek rat basina 5 adet oosit kullanilmasi planlandi. Tiim cerrahi

uygulamalar genel anestezi altinda yapildi.
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e Grup 1-Sham grubu ( S, n=8)

e Grup 2 — Iskemi grubu (I, n=8)

e Grup 3 — 4 saatlik Iskemi/Reperfiizyon (I/R, n=8)

e Grup 4 —Sham + PRP grubu (S + PRP, n=8)

e Grup 5 — Iskemi + PRP grubu (I + PRP, n=8)

e Grup 6 — 4 saatlik Iskemi/Reperfiizyon + PRP grubu (I/R + PRP, n=8)
e PRP hazirlama grubu (n=2)

e Disi rat grubu — IVF i¢in gerekli oosit temini (n=12)

3.2. Anestezi

Deney siiresince tiim cerrahi islemler genel anestezi altinda gergeklestirildi. Cerrahi
anestezi derinligini saglamak amaciyla disosiyatif anestezik ila¢ olan 50 mg / kg% 10
ketamin hidrokloriir (Ketalar; Eczacibast Warner- Lambert ilag Sanayi, Levent,
Istanbul, Tiirkiye) intraperitoneal (i.p.) yoldan, sedatif ve diiz kas gevsetici olarak 7
mg / kg % 2 ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer Sisli, Istanbul, Tiirkiye) i.p. yoldan
uygulandi (ilgen ve ark., 2020; Sekerci ve ark., 2017). Postoperatif analjezi i¢in 0,2-
1 mg/kg butorphanol (Butomidor, Richter Pharma AG) subkiitan (s.c) olarak 4 giin
boyunca giinde 4 kez uygulandi.

3.3. PRP Hazrlanis1 ve Platelet Konsantrasyonu

PRP, insanlarda otolog olarak hazirlanip kullanilan bir kan iiriiniidiir. Ancak deney
gruplarindaki her bir si¢an i¢in kuyruk veninden alinacak kan miktar1t PRP hazirlamak
icin yetersiz olacagindan Sekerci ve arkadaslarinin (Sekerci ve ark., 2017) uyguladigi
yontem kullanildi. Ayni cins, yas ve cinsiyet grubunda farkli siganlardan intrakardiyak
yol ile alman 20 ml kanin 2 ml’si tam kan sayimi yapilmasi amaciyla etilen
diamintetraasetik asit (EDTA)’l1 tiipe alindi. Geriye kalan 18 ml kan ise PRP

hazirlanmasi1 amaciyla ayrildi.

33



e = iy

Resim 3.1. PRP hazirlig1 i¢i kullanilan ticari kit

PRP i¢in ayrilan 18 ml kan, ticari PRP kitinin (Easy-PRP Kit 10, Neotec Biyoteknoloji
San. ve Dis Tic. Ltd. Sti., Tiirkiye) icerdigi tek kullanimlik PRP hazirlama tiipiine
alind1 (Resim 3.1). Ticari kitin hazirlama talimatina uygun olarak iki ayrt PRP kitine
oncesinde pihtilasmayi 6nlemek i¢in 1,5 cc %3.2’lik sodyum sitrat (Merck, Darmstadt,
Germany) eklenerek her bir tiip 10 cc’ye tamamlandi. Ticari kitin talimatlarina uygun
olarak uygun cihazda (Nuve, NF-800-R Model, Ankara, Tiirkiye) 5 dakika 1200
rpm’de santrifiij edildi (Resim 3.2). Eritrosit rezervuari olan alt hazne ¢ikarildi ve sifir
cizgisine kadar kirmizi kan hiicleri bosaltildi. Ardindan talimatlara uygun olarak ikinci
kez 1200 rpm 10 dk santrifiij uygulandi. Plateletten fakir plazma (PPP), plateletten
zengin plazma ve buff coat olmak tizere ii¢c kisma ayrilan kanin alt 1/3” liik kismu ticari
kitin uygulama enjektdriine alindi (Sekil 3.1). PRP igerisindeki 1950x10°
platelet/ul’lik platelet konsantrasyonu, tam kandaki platelet konsantrasyonundan
(580.000 platelet/ul) 3,3 kat yiiksek saptandi. Hazirlanan PRP, bekletilmeden sham +
PRP grubuna, iskemi + PRP grubuna 4 saatlik iskemi sonras1 ve I/R + PRP grubuna

detorsiyondan hemen sonra intratestikiiler uygulandi.
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Sekil 3.1. Ikinci santrifiij sonrasi elde edilen PRP konsantrasyonlariin sematik
gosterimi (Easy-PRP tiraci kitinin kullanim klavuzundan degistirilerek kullanilmistir.)
3.4. Deney Modeli

3.4.1. Cerrahi islem

Anestezi altina alinan siganlar skrotal bolge tiiyleri tras edilerek supin pozisyonuna
alindi. Tras edilen bolgeleri %10“luk Povidon iyot (Konix, Turkuaz Salglik
Hizmetleri, Medikal, Temizlik, Kimyasal Uriinler San. ve Tic. A.S., Tiirkiye)
dezenfekte edildi (Resim 3.3). Sag hemiskrotum vertikal 1 cm’lik insizyon ile agilarak

testise ulasildi. Sag testis, epididim ve kord disar1 alindi. Testis cevresindeki
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yapisikliklar diseke edilerek testis serbestlestirildi. Ardindan kontrol gruplarinda (grup
1 ve 4) bu yapilarin 1 dk gozlemlenmesinin ardindan batin katlart non-travmatik 4/0
nylon ile kapatildi. Gruplardan iskemi yapilacaklara (2, 3,5 ve 6. Gruplar), tek tarath
(sag) testis iskemisi yapiladi. Bu prosediir sag testis ve spermatik kord biikiilerek saat
yoniinde 720 derece dondiiriilmesi ve ardindan 4/0 nylon siitiirlerle iki noktadan
subkiitan dokuya sabitlenmesi seklinde yapildi. Skrotum cildi kapatilarak 4 saatlik
bekleme siiresi sonrasi ek anestezi dozlari uygulanarak belirlenen prosediirler
uygulandi1 ve testisler aanatomik pozisyonuna tekrar yerlestirilerek skrotum cildi 4/0

nylon siitiir ile devaml1 kapatildi.

28 giinliik bekleme siiresi sona erdikten sonra, ratlarin yast on alt1 haftalik oldugunda
anestezi altindaki ratlarin eski insizyon bolgelerinden girilerek sag testis ve sag

epididim eksize edildi.

Resim 3.3. Anestezi altina alinan ratlarin cerrahi islem i¢in hazirlanis

Grup 1 (Sham grubu): Bu gruptaki siganlarin sag hemiskrotumdan yapilan cilt
insizyonu sonrasi sag testisi disar1 alindi. Yapilarin bir dakika gézlenmesinin ardindan
katlar 4/0 nylon ile kapatilarak ameliyat sonlandirildi. 28 giin sonra siganlara sag

orsiektomi uygulandi.

Grup 2 (iskemi grubu): Iskemi grubundaki siganlarin skrotum cildi acilarak sag
testis, epididim, spermatik kord ve elemanlar1 serbestlestirildi. Sag testisleri saat

yoniinde 720° dondiiriilerek torsiyone edildiktikten sonra skrotal kese igerisine 4/0
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nylon siitiir ile tespit edildi. 28 giin sonra cilt insizyonu agilarak sag orsiektomi

uygulandi.

Grup 3 (iskemi/Reperfiizyon grubu): Bu gruptaki siganlarin da sag testisleri 720°
saat yoniinde torsiyone edildiktikten sonra skrotal kese igerisine 4/0 nylon siitiir ile
tespit edildi. Skrotum cildi 4/0 nylon siitiir ile gegici olarak kapatilarak 4 saatlik iskemi
stiresi boyunca ek anestezi dozlariyla sicanlar uyutuldu. 4 saatlik iskemi sonrasi tespit
dikisi alindi ve detorsiyon islemi uygulandi (Resim 3.4). Yapilar anatomik
pozisyonuna yerlestirilerek skrotum katlar1 tekrar 4/0 nylon ile kapatildi. 28 giin sonra
sag orsiektomi uygulandi.
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Resim 3.4. Sag testisin torsiyone edildikten sonra detorsiyon islemi amaciyla
skrotumun yeniden agilmas1 (Ok ile gosterilen yerde tespit siitiirii izlenmekte)

Grup 4 (Sham + PRP): Bu gruptaki siganlarin sag hemiskrotumdan yapilan cilt
insizyonu sonrasi sag testisi disar1 alindi. Yapilarin bir dakika gézlenmesinin ardindan
skrotum cildi 4/0 nylon siitiir ile gegici olarak kapatildi. 4 saat sonra skrotum tekrar
acilarak intratestikiiler 20 pl PRP uygulandi. Skrotum katlar1 tekrar 4/0 nylon ile

kapatilarak 28 giin sonra sag orsiektomi uygulandi.
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Grup 5 (Iskemi + PRP): Iskemi + PRP grubundaki sicanlarin sag testisleri saat
yoniinde 720° dondiiriilerek torsiyone edildiktikten sonra skrotal kese icerisine 4/0
nylon siitiir ile tespit edildi. Skrotum cildi 4/0 nylon siitiir ile gegici olarak kapatilarak
4 saat iskemi sonrasi cilt tekrar agild1 ve intratestikiiler 20 pul PRP uygulandi. Skrotum

katlar1 tekrar 4/0 nylon ile kapatilarak 28 giin sonra sag orsiektomi uygulandi.

Grup 6 (Iskemi/Reperfiizyon + PRP): Iskemi/reperfiizyon + PRP grubundaki
siganlarin da sag testisleri 720° saat yoniinde torsiyone edildiktikten sonra skrotal kese
igerisine 4/0 nylon siitiir ile tespit edildi. Skrotum cildi 4/0 nylon siitiir ile gegici olarak
kapatilarak 4 saatlik iskemi siiresi boyunca ek anestezi dozlariyla siganlar uyutuldu. 4
saatlik iskemi sonrasi detorsiyon islemi igin tekrar cilt agild1 ve detorsiyon sonrasi
intratestikiiler 20 pl PRP uygulandi. Yapilar anatomik pozisyonuna yerlestirilerek
skrotum katlar1 tekrar 4/0 nylon ile kapatildi. 28 giin sonra sag orsiektomi uygulandi.

PRP hazirlama grubu: Randomize olarak secilen ayn1 cins ve yastaki 2 adet erkek
sigan, uygulamanin yapilacagi giin anestezi altina alinarak intrakardiyak kan alinmasi
sonucu eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi. Elde edilen 20 ml kanin 2 ml’si
tam kan sayimi1 yapilmasi1 amaciyla etilen diamintetraasetik asit (EDTA)’l1 tiipe alindi.
Platelet konsantrasyonu beklenen degere yakin olarak 580.000 / pul olarak saptandi.
Geriye kalan 18 ml kan ise PRP hazirlanmasi amaciyla ayrildi.

Disi rat grubu: En az ii¢ ardisik 4 giinliik 6strus siklusuna sahip oldugu belirlenen 12
adet disi rat oosit toplanmasi1 amactyla cerrahi prosediir i¢in hazirlandi. Cerrahi alan
tiras edilerek ve povidon-iyot soliisyonu ile dezenfekte edildi. Alt abdomene 3 cm’lik

vertikal kesi yapilarak bilateral uterus boynuzlar1 ve overler belirlendi.
3.4.2. Kontrollii overyan hiperstimiilasyon ve oosit toplanmasi

Kontrollii overya hiperstimiilasyon (KOH) olusturmak icin McGill Universitesi
Jinekoloji ve Obstetrik Departman1 Reprodiiktiif Biyoloji Boliimii, Ri — Cheng Chian,
PhD tarafindan gelistirilmis indiiksiyon protokolii kullanildu.
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3.4.2.1. Ostrus senkronizasyonu

Disi ratlarin menstriiel sikluslarini esleyerek ayni zamanda olgunlasmis oosit elde
edebilmek amaciyla 6strus senkronizasyonu yapildi. Bunun igin ratlara intraperitoneal
(i.p) olarak 3 giin arayla 2 doz 0,5 ug kloprostenol sodyum (PGS 250 ug/ml, ALKE
SAGLIK URUNLERI SAN. VE TIC. A.S, Istanbul) uygulandi. Buna ek olarak ikinci
kloprostenol dozu ile birlikte subkiitan 3 pug progesteron (Perlutex 5 mg, Topkim)
verildi (Pallarez ve Gonzales-Bulnes, 2009). Senkronizasyonun degerlendirilmesi

vajinal tika¢ olusumu goézlenerek yapildi.
3.4.2.2. Kontrollii overyan stimiilasyon

En az ii¢ ardigik 4 gilinliik Ostrus siklusuna sahip oldugu belirlenen siganlar oviilasyon
indiiksiyonuna alindi. Ostrus senkronizasyonu yapilan disi sicanlar her iki over igin
intraperitoneal (i.p) yolla uyarild1. Ilk enjeksiyonda saat 16.00- 18.00 arasinda, 5.0 1U
hamile kisrak serum gonadotropini (Chronogest / PMSG, Intervet, Istanbul, Tiirkiye)
ve yaklasik 48 saat sonra ise 5.0 IU insan koryonik gonadotropin (hCG; Gonatropin) ,
Chorulon ® Intervet, Istanbul, Tiirkiye) enjekte edildi. Olgunlasan oositler hCG

enjeksiyonundan 12- 14 saat sonra toplandi (Hino ve ark., 2020).

3.4.2.3. Oosit toplanmasi

Tiim si¢anlara intraperitoneal 50 mg / kg ketamin hidroklorik asit (Ketalar; Eczacibasi
Warner- Lambert Ilag Sanayi, Levent, istanbul, Tiirkiye) ve 7 mg / kg ksilazin
hidroklorik asit (Rompun, Bayer Sisli, Istanbul, Tiirkiye) ile anestezi uyguland: (llgen
ve ark., 2020).

hCG enjeksiyonundan 16 — 18 saat sonra disi sicanlar sakrifiye edildi.
Ovidukt ve ovaryumlar g¢ikartilarak toplama medyumu olan kiiltiir disine aktarildu.
Ampulla bolgesinden oosit- kiimiiliis kompleksi toplandi. Toplam 12 disi rattan,

gruplardaki erkek ratlarin her biri igin 5 adet olmak iizere toplam 240 yumurta temin
edildi.
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3.5. In-Vitro Fertilizasyon (IVF) Protokolii

KOH yapilmis disi siganlar hCG enjeksiyonunu takip eden 13 — 15 saat sonra sakrifiye
edilerek, ovidukt ve ovaryum disseksiyonlar1 yapildi. Aymi giin erkek siganlar da

sakrifiye edilip, epididimis ve vas deferans disseksiyolart yapildi.
3.5.1. Erkek ratlardan sperm toplanmasi

Torsiyon, torsion/detorsiyon cerrahilerinden 28 giin sonra tiim erkek ratlar disi ratlarin
sakrifiye edilmesinden 1 saat Once, anestezi altinda eksanguinasyon + servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Anestezi i¢in 50 mg / kg% 10 ketamin hidrokloriir
(Ketalar; Eczacibasi Warner- Lambert Ilag Sanayi, Levent, Istanbul, Tiirkiye)
intraperitoneal (i.p.) yoldan, sedatif ve diiz kas gevsetici olarak 7 mg / kg % 2 ksilazin
hidrokloriir (Rompun, Bayer Sisli, Istanbul, Tiirkiye) i.p. yoldan uyguland: (Ilgen ve
ark., 2020; Sekerci ve ark., 2017). Sirtiistii yatirilan ratlarin batimi tiras edilip,
povidone-iodine soliisyonu ile silindi ve sonrasinda steril kosullarda, median
laparatomi ile acildi. Alt abdominal bolgeleri insize edilerek sag orsiektomi uygulandi.
Testislerin toplam agirhik oOlgiimleri alindi. Epididimis ve ductus deferens
diseksiyonunun ardindan forceps yardimiyla sperm oOrnekleri kapasitasyon

medyumuna aktarildi.
3.5.2. Sperm kapasitasyonu

Spermler, sperm kapasitasyon medyumunda en az 45- 60 dakika, karbondioksit
kontrollii inkiibatérde (IncuSafe Multigas Incubators, Model MCO-5M-PE) bekletildi
(Resim 3.5). Motil spermler, kapasitasyon medyumunda sperm pelletinin kenarlarina

dogru yiizerler. Calisma grubumuzda bu spermlerin kullanmasina gayret edildi.

40



Resim 3.5. Korbondioksit kontrollii inkiibator (IncuSafe Multigas Incubators, Model
MCO-5M-PE)

3.5.3. Inseminasyon
Sperm konsantrasyonu sayist IVF i¢in dnemli goziikkmese de sayis1 ml’de yaklasik 1-

25 x 10° olmalidir. Pipet ile 10 pl sperm, kapasitasyon drobunun kenarmdan aliarak

yumurta olan droba aktarildi.
3.5.4. Zigot yikama ve embriyo Kkiiltiirii

Inseminasyon isleminin iizerinden 16-18 saat gectikten sonra, yumurtalar sperm
fazlaliklar1 ve kiimiiliisten dikkatlice uzaklastirildi ve fertilizasyon medyumundan
alinarak kiiltiir dislerine (Nunc, Cat. N0.63754, Denmark) aktarilarak tizerleri jelatinle

kaplandi.

Zigotlar 2 hiicreli embriyo safhasina inseminasyondan 24 saat sonra girmektedir.

Calismamizda embriyolar 5 giine kadar kiiltiirize edildi.
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3.5.5. Fertilizasyon ve kapasitasyon medyumlari

Sperm preinkiibasyonu, fertilizasyon ve embriyo transferi i¢cin Human Tubal Fluid
(HTF) medyumu (Cat. No. 90166, Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) kullanildi.
Fertilizasyon Medyumu: m-HTF buffer (Global ® Total ® LP) + 4 mg BSA/ml
Kapasitasyon Medyumu: m-HTF buffer (Global ® Total ® LP) + 9 mg BSA/ml 200

ml.

Tablo 3.1. Fertilizasyon ve kapasitasyon i¢in kullanilan soliisyonlarin igerigi

Soliisyondaki Maddeler Miktar
CaCI2+2H20 0,0600 g
MgSO4+7H20 0,0099 g
NaCl 1,1875 g
Glukoz 0,1000 g
Penisilin 0,0750 g
Streptomisin 0,0100 g
Fenol Kirmizisi ( % 1) 0,0400 ml

3.6. Histopatolojik inceleme

3.6.1. Sperm parametreleri

Deney sonunda fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBS) igine alinan epididimal sperm
siispansiyonundan 10 pl alindi ve Makler sayim kamarasinda sperm sayimi yapildi.
Sayimlar seyreltme orani ile ¢arpilarak konsantrasyonlar kaydedildi. Ornekler Makler
sayim kamarasinda 10 karede ileri hareketli, yerinde hareketli, hareketsiz
parametreleri agisindan degerlendirme yapildi. Gruplar arasinda hareketli sperm
yiizdesi ve sperm konsantrasyonu agisindan fark olup olmadigi karsilastirildi. Isik
mikroskobunda 40X biiylitmede incelenen alti gruptaki her sicana ait 6rneklerin
boyamalarinda 200 adet spermde normal morfoloji ve anormal morfolojileri

degerlendirilerek yiizdeleri hesaplandi.
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3.6.2. Testislerin doku takibi

Testisler +4°C’de Bouin’s fiksatifinde 20 saat boyunca bekletildikten sonra vertikal
diizlemde ikiye boliindii ve tespitleri 24 saate tamamlandi. Tespit isleminin ardindan
testisler yikamaya alinmadan sirasiyla %70, %80, %90, %100 etil alkol serilerinde
dehidratasyon yapilmasi amaciyla 24’er saat tutuldu. Dehidratasyonun ardindan iiglii
ksilen serisinin her birinde 15’er dakika tutulmak iizere seffaflagtirma yapildi.
Seffaflagtirma isleminden sonra 60°C etiivde tiglii parafin serisinin her birinde 1’er saat
tutulmak {izere infiltrasyon islemi yapildi. Orneklerin erimis parafine gémiilmesinin

ardindan ise bloklama islemi ger¢eklestirildi.
3.6.3. Testislerden kesit alinmasi ve degerlendirilmesi

Ornekler kesit alma islemine hazirlanmak iizere -20°C°de bekletildi. Thermo Scientific
Microm HMA40E (Otto-Hahn-Strassela 69190 Walldorf, Germany) marka mikrotom
ile 3-5 um kalinliginda alinan kesitler jelatinli (Gelatine, Foodland, Ewald-Gelatine
GmbH, Meddersheimer Str. 50, 55566 Bad Sobernheim, Germany) sicak su
banyosunda agilmalar1 saglanarak lamlara alindi. Kesitler, histolojik yapilarinin
incelemesi amaciyla Hematoksilen-Eosin (Merck KGaA 64271 Darmstadt, Germany)
boyandi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Hematoksilen- Eozin boyama protokolii

Kimyasal Madde

Uygulama Siiresi

Deparafinizasyon
Ksilol |
Ksilol 1
%100 Alkol 1
% 100 Alkol 11
%96 Alkol |
%96 Alkol I
Cesme suyunda yikama
Hematoksilen
Cesme suyunda yikama
Asit alkol
Cesme suyunda yikama
%80 Alkol
Eosin
%96 Alkol |
%96 Alkol Il
%100 Alkol
%100 Alkol
Ksilol |
Ksilol 11

Lamlarin kapatilmasi

30 dakika(Etiivde)
2 dakika
2 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika

2*2 saniye
3 dakika
1.5 dakika
20 saniye
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika

Boyama isleminin ardindan lameller ile kapatilan lamlar 151k mikroskobu altinda
incelendi. Histolojik degerlendirme Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi sistemi
kullanildi (Tablo 3.3). Testikiiler biyopsinin bir boliimiindeki tiim seminifer tiibiil
kesitleri sistematik olarak degerlendirildi ve her birine Tablo 3.3’te verilen kriterlere
gore 1-10 arasinda bir puan verildi. Ortalama skoru hesaplamak i¢in, her bir skorda

kaydedilen tiibiil sayisi, skor ile ¢arpildi ve tim 10 ¢arpimin toplami, kaydedilen

toplam tiibiil sayisina boliindii (Johnsen, 1970).
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Tablo 3.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi (Sagnak Akilli, 2018’den
degistirilerek kullanilmustir.)

Skor 1
Skor 2

Skor 3
Skor 4
Skor 5
Skor 6
Skor 7
Skor 8
Skor 9
Skor 10

Tiibiiler yapilarda hi¢ hiicre yok

Germ hiicresi yok, yalnizca Sertoli hiicreleri var

Germ hiicrelerinden sadece spermatogonia hiicreleri var

5’ten az sayida spermatosit var, ancak spermatozoa veya spermatid yok
Spermatozoa veya spermatid yok fakat ¢ok sayida spermatosit var

Spermatozoa yok, <5-10 spermatid, ¢ok sayida spermatosit ve spermatogonia var
Spermatozoa yok ancak cok sayida spermatid var

Sadece birkag adet spermatozoa (<5-10) var.

Cok sayida spermatozoa, organize olmayan germinal epitel, oblitere tiibiiler liimen

Cok sayida spermatozoa ile birlikte komplet spermatogenez, organize germinal epitel,

3.7. Ilstatistiksel Analiz

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en diisiik, en

yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanildi. Degiskenlerin normal dagilima

uygunlugu Kolmogorov Simirnov testi ile 6l¢iildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde
Kruskal-wallis testi kullanildi. Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 28.0 (IBM, NY,

ABD) programi kullanildi ve p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gros Bulgular

Sham ve sham+PRP gruplarinda festis agirligi iskemi, 1/R, i+PRP, 1/R+PRP
gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Sham ve sham+PRP gruplar
arasinda testis agirligi anlamh (p>0.05) farklilk gostermedi. I/R ve I/R+PRP
gruplarinda testis agirligr iskemi, I+PRP gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha
yiiksekti. I/R+PRP grubunda testis agirligi /R grubundan anlamli (p<0.05) olarak
daha yiiksekti. [+PRP grubunda festis agirhigi iskemi, grubundan anlamli (p<0.05)
olarak daha yiiksekti (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Gruplarin “Testis Agirligi” agisindan karsilastirma sonuglari

Testis Agirligi (gr)

Min- Mak Medyan Ort.£ SS P
! Sham - 3,26 3,11 3,00 + 0,11 632
2 {skemi 1,12 - 1,34 1,26 1,25 + 0,08 ¢4
3I/R 246 - 2,71 2,58 2,58 + 0,08 ¢+
0,000 X

4 Sham+PRP 3,01 - 3,34 3,15 3,17 £ 0,116
5 [+PRP 1,23 - 1,42 1,34 1,34 + 0,07°¢

6 [/R+PRP 2,55 - 2,80 2,66 2,67 + 0,08

KKruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 Iskemi grubu ile fark p<0,05
3 I/R grubu ile fark p<0,05 / 4 Sham+PRP grubu ile fark p<0,05

s [+PRP grubu ile fark p<0,05 / ¢ I/R+PRP grubu ile fark p<0,05
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Sham Iskemi Iskemi/ Reperfiizyon

Sham + PRP Iskemi + PRP Iskemi/ Reperfiizyon + PRP

Resim 4.1. Seminifer tiibiillerin histolojik yapis1 (H.E., x200)

Sham grubunda seminifer tiibiillerin normal yapisi goriildii. Iskemi grubunda
seminifer tlibiillerde bazi alanlarda vakuolizasyon ve spermatogenetik tabakalarda
parcalanma Ve tiiblil yapsinda atrofi izlendi. Bu durum neticesinde az sayida
spermatozoa goriildii. Iskemi/reperfiizyon (I/R) grubunda seminfer tiibiillerde sperm
tiretiminin yok denecek kadar azaldigi, liimende ¢ok az sperm bulundugu goriildii.
Iskemi/reperfiizyon+ PRP grubunda seminifer tiibiillerde atrofinin ve tiibiiller aras
alanm azalmis oldugu, genel olarak histolojik yapida diizelme oldugu goriildii. iskemi
+ PRP grubunda ise sham grubuna benzer spermatogenetik tabakalar ve seminfer tiibiil
limeninde birikmis spermatozoalar goriildi. Sham+ PRP grubunda seminifer
tiibiillerin sham grubuna benzer normal bir histolojik yapiya sahip olduklar: goriildii.
[+PRP grubunda seminifer tiibiillerde atrofinin, tiibiiller aras1 vakuolizasyonun
azalmis oldugu, Iskemi grubuna gére genel olarak histolojik yapida diizelmenin
oldugu goriildii. I/R+PRP grubunda sham grubuna benzer spermatogenetik tabakalar

ve seminfer tiibiil liimeninde birikmis spermatozoalar izlendi (Resim 4.1).
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Sham ve sham+PRP gruplarinda johnsen skoru iskemi, I/R, I/R+PRP gruplarindan
anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti. Sham grubu ile sham+PRP ve I+PRP gruplari
arasinda johnsen skoru anlamli (p>0,05) farklilik gdstermedi. Sham+PRP ve [+PRP
gruplar1 arasinda johnsen skoru anlamli (p>0,05) farklilik gostermedi. I+PRP
grubunda johnsen skoru iskemi, I/R, I/R+PRP gruplarindan anlamli (p<0,05) olarak
daha yiiksekti. I/R+PRP grubunda johnsen skoru I/R grubundan anlamli (p<0,05)
olarak daha yiiksekti ancak Iskemi ve I/R+PRP grubu arasinda anlaml (p>0,05)
farklilik gostermedi. (Tablo 4.2)

Tablo 4.2. Gruplarin “Johnsen testikiiler biyopsi skoru” agisindan karsilagtirma
sonugclari

Johnsen Skoru

Min- Mak Medyan Ort.£ SS P
! Sham 8,0 - 10,0 9,0 8,8 + 0,72
2 {skemi 70 - 80 7,0 7,3 £ 0,5%%
3I/R 50 - 7,0 6,0 59 + 0,6 0.000 K
4 Sham+PRP 8,0 - 10,0 8,5 86 = 0,7°¢
5 [+PRP 70 - 90 8,0 81 + 0,6°¢
¢ [/R+PRP 6,0 - 8,0 7,0 70 + 05

KKruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 Iskemi grubu ile fark p<0,05
3 I/R grubu ile fark p<0,05 / * Sham+PRP grubu ile fark p<0,05

s [+PRP grubu ile fark p<0,05 / ¢ I/R+PRP grubu ile fark p<0,05

4.3. Semen Analizi Sonuclari

Sham ve sham+PRP gruplarinda sperm konsantrasyonu iskemi, i/R, I+PRP, I/R+PRP
gruplarindan anlamhi (p<0,05) olarak daha yiiksekti. Sham ve sham+PRP gruplar
arasinda sperm konsantrasyonu anlamli (p>0,05) farklilik gostermedi. Iskemi ve
[+PRP gruplarinda sperm konsantrasyonu I/R, I/R+PRP gruplarindan anlaml
(p<0,05) olarak daha yiiksekti. Iskemi grubunda sperm konsantrasyonu i+PRP
grubundan anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti. I/R+PRP grubunda sperm
konsantrasyonu I/R grubundan anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti. (Tablo
4.3)(Sekil 4.1)
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Tablo 4.3. Gruplarin “Sperm Konsantrasyonu” agisindan karsilastirmasi

Sperm Konsantrasyonu

Min- Mak Medyan  Ort= SS P
' Sham 26,0 - 350 295 305 + 340
2 fskemi 150 - 18,0 16,5 165 = 1,26
SR 30 - 60 5,0 48 + 1,06 0.000 X
4 Sham+PRP 230 - 330 30,0 200 + 3,5
S{+PRP 9,0 - 14,0 11,5 115 = 1,6°
s [/R+PRP 6,0 - 11,0 8,0 80 + 15

K Kruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 iskemi grubu ile fark p<0,05
3 I/R grubu ile fark p<0,05 / * Sham+PRP grubu ile fark p<0,05
s [+PRP grubu ile fark p<0,05 / ¢ I/R+PRP grubu ile fark p<0,05

Sperm Konsantrasyonu

35,0
30,0
25,0

20,0
15,0
10,0

0,0

! Sham

2 {skemi
SR

+ Sham+PRP
s [+PRP

¢ [/R+PRP

Sekil 4.1. Gruplarin sperm konstrasyonlari

Sham ve sham+PRP gruplarinda hareketli sperm yiizdesi iskemi, I/R, I+PRP, i/R+PRP
gruplarindan anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti. Sham ve sham+PRP gruplar
arasinda hareketli sperm yiizdesi anlamli (p>0,05) farkliik gostermedi. [+PRP
grubunda hareketli sperm yiizdesi iskemi, I/R, I/R+PRP gruplarindan anlamli (p<0,05)
olarak daha yiiksekti. Iskemi ve I/R+PRP gruplarinda hareketli sperm yiizdesi 1/R
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grubundan anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti ancak iskemi ve I/R+PRP gruplar
arasinda anlaml (p>0,05) farklilik gostermedi (Tablo 4.4)(Sekil 4.2).

Tablo 4.4. Gruplarin semen parametrelerinin “Hareketli Sperm Yiizdesi” agisindan
karsilastirilmast

Hareketli Sperm Yiizdesi

Min- Mak Medyan Ort+SS P
! Sham 40,0 - 60,0 475 488 + 7,462
2 fskemi 20,0 - 250 225 225 + 2,75
TR 10,0 - 12,0 10,0 105 + 0,9 ¢ 0000 ¥
4 Sham+PRP 350 - 60,0 50,0 494 + 78
5 [+PRP 28,0 - 42,0 33,5 340 + 4,5¢
s [/R+PRP 150 - 24,0 19,0 189 + 36

KKruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 Iskemi grubu ile fark p<0,05
3 1/R grubu ile fark p<0,05 /4 Sham+PRP grubu ile fark p<0,05

5 [+PRP grubu ile fark p<0,05 / ¢ I/R+PRP grubu ile fark p<0,05

Hareketli Sperm Yiizdesi

50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

=l
Jd
M

ER

! Sham
2 fskemi

&
o
o

4 Sham+PRP
6 [/R+PRP

Sekil 4.2. Hareketli sperm yiizdelerinin sematik gosterimi

Sham ve sham+PRP gruplarinda morfoloji degeri iskemi, I/R, 1+PRP, i/R+PRP
gruplarindan anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksek olmasina ragmen, Sham ve
sham+PRP gruplar1 arasinda ise anlamli (p>0,05) farklilik gdstermemistir. Iskemi ve
[+PRP gruplarinda morfoloji degeri 1/R, I/R+PRP gruplarmdan anlamli (p<0,05)
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olarak daha yiiksekti. I+PRP grubunda morfoloji degeri iskemi grubundan anlamli
(p<0,05) olarak daha yiiksekti. I/R+PRP grubunda morfoloji degeri I/R grubundan
anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4.5)(Sekil 4.3).

Tablo 4.5. Semen parametrelerinin “Morfoloji” agisindan karsilastirilmasi

Morfoloji
Min- Mak Medyan Ort.£ SS P
! Sham 20,0 - 30,0 25,0 244 + 3262
2 Iskemi 13,0 - 17,0 15,5 154 + 1264
SI/R 20 - 30 3,0 2,6 = 0,504
0,000 K
4 Sham+PRP 21,0 - 28,0 23,5 241 + 2,6%
5 [+PRP 16,0 - 21,0 19,0 189 + 16°
¢ [/R+PRP 70 - 90 8,0 78 £ 0,7
KKruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 Iskemi grubu ile fark p<0,05
3 I/R grubu ile fark p<0,05 / * Sham+PRP grubu ile fark p<0,05
s [+PRP grubu ile fark p<0,05 /¢ I/R+PRP grubu ile fark p<0,05
Morfoloji
25,0
20,0
15,0
10,0
50 H
0,0
g E & & ~
< v/ “ o A~ =
A Z + + +
— — =) - &
< —
-= ©
A

Sekil 4.3. Morfoloji sonuglarinin sematik gdsterimi
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4.4. 1VF Sonuglan

S ve S+PRP gruplarinda ikinci giin embriyo sayilari, diger gruplara gore oldukea iyi
durumdaydi. I/R ve I/R+PRP gruplarinda ise ikinci giin embriyo sayilari oldukca
diistiktii. PRP uygulamasi sonrasi sham grubu harig tiim gruplarda ikinci giin embriyo

sayist ve Kalitesinde olumlu gelisim goriildi (Resim 4.2).

S i i/R
S+ PRP i + PRP i/R + PRP

Resim 4.2. Gruplara ait ikinci giin embriyo goriintiileri (X100, yesil ok bas:: Ikinci giin
boliinmiis embriyolar; mavi ok basi: Fertilize olmayan oositler)

Sham ve sham+PRP grubunda fertilize oosit sayisi iskemi, /R, I+PRP, I/R+PRP
gruplarindan anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti. Sham ve sham+PRP gruplar
arasinda fertilize oosit sayist anlamli (p>0,05) farklilik gostermedi. [+PRP grubunda
fertilize oosit sayist I/R, I/R+PRP gruplarindan anlamli (p<0,05) olarak daha yiiksekti.
Iskemi ve I/R+PRP grubunda fertilize oosit sayisi I/R grubundan anlamli (p<0,05)
olarak daha yiiksekti. iskemi grubu ile [+PRP ve I/R+PRP gruplar1 arasinda fertilize
oosit sayist anlaml (p>0,05) farklilik gostermedi (Tablo 4.6)(Resim 4.2).
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Tablo 4.6. Gruplarin “Fertilize Oosit Sayis1” agisindan karsilastiriimasi

Fertilize Oosit Sayist

Min- Mak Medyan Ort.£+ SS i
! Sham 3,00 - 4,00 3,50 3,50 + 0,53 0652
2 {skemi 1,00 - 2,00 1,50 1,50 + 0,534
SI/R 0,00 - 1,00 1,00 0,63 + 0,526 0,000 K
4 Sham+PRP 3,00 - 4,00 3,00 3,38 £ 0,526
s [+PRP 1,00 - 3,00 2,00 2,00 + 0,536
¢ {/R+PRP 1,00 - 2,00 1,00 1,38 + 0,52

K Kruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 iskemi grubu ile fark p<0,05
3 I/R grubu ile fark p<0,05 / * Sham+PRP grubu ile fark p<0,05

s [+PRP grubu ile fark p<0,05 / ¢ I/R+PRP grubu ile fark p<0,05

Sham ve sham+PRP grubunda béliinen oosit sayist iskemi, I/R, I+PRP, I/R+PRP
gruplarindan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Sham ve sham+PRP gruplar
arasinda béliinen oosit sayist anlamh (p>0.05) farklilik géstermedi. i+PRP grubunda
béliinen oosit sayist I/R grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti. Iskemi
grubu ile /R, I+PRP, I/R+PRP gruplar1 arasinda anlamli (p>0.05) farklilik
saptanmadi. I/R ve I/R+PRP gruplari arasinda béliinen oosit sayisi anlaml (p>0.05)
farklilik gostermedi (Tablo 4.7)(Resim 4.2).

Tablo 4.7. Gruplarin “Boliinen Oosit Sayist (2. giin embriyo sayilar)” agisindan
karsilastirilmasi

Boliinen Oosit Sayisi

Min-Mak Medyan Ort.= SS P
! Sham 1,00 - 3,00 2,00 2,00 + 0,76 9652
2 [skemi 0,00 - 2,00 1,00 0,75 + 0,71 ¢
SI/R 0,00 - 1,00 0,00 0,38 + 0,523 0,000 K
4 Sham+PRP 1,00 - 2,00 2,00 1,75 £ 0,46
s [+PRP 1,00 - 2,00 1,00 1,13 £ 0,35
¢ [/R+PRP 0,00 - 2,00 1,00 0,88 + 0,64

KKruskal-wallis (Mann-whitney u test) / 2 Iskemi grubu ile fark p<0,05
3 /R grubu ile fark p<0,05 / * Sham+PRP grubu ile fark p<0,05

5 [+PRP grubu ile fark p<0,05 / ¢ I/R+PRP grubu ile fark p<0,05
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5. TARTISMA VE SONUC

Testis torsiyonu, ani gelisen, tani aldiginda acil miidahale edilmesi gereken tirolojinin
gercek acillerindendir. Manuel ya da cerrahi detorsiyon uygulanmasina ragmen,
isleme kadar gecen siirede meydana gelen iskemik hasar ve islem sonrasi reperflizyon
hasarmin etkisiyle testiste kalic1 hasar meydana gelebilmektedir. Bu gelisen hasari
azaltmaya yonelik cerrahi sonrasi uygulanabilecek medikal tedavi arayisi glinlimiizde
halen devam etmektedir. Bircok tedavi sekli arastirilmig olsa da genel kabul gormiis,
klavuzlara girmis bir tedavi bulunamamustir. Son yillarda intratestikiiler PRP
uygulamasi ile yapilan ¢alismalarla, PRP’nin testis dokusunda TT sonrasi gelisen
iskemi/reperflizyon hasari lizerinde gerek biyokimyasal gerekse histopatolojik olumlu
etkileri gosterilmistir. Ancak bu etkinin klinik fertilite sonuclarini ne derecede
etkiledigi bilinmemektedir. Biz de bu ¢alismayla, TT sonrasi PRP tedavisinin klinik

fertilite iizerindeki etkinligini aragtirmayi planladik.

Testis torsiyonu modeli i¢in literatiirde farkli yaklasimlar tanimlanmistir. Aragtirilmasi
planlanan konuya gore degisiklik gostermesi, tek ve kesin bir metod olmamasi
sebebiyle literatiirde tanimlanan yontemtemlerden calismamiza uygun olanlar sectik.
Deneysel aragtirmalarda torsiyon derecesi 360° (Akgora ve ark., 2008; Turner, 1985),
720° (Gazia, 2020; Sagnak Akilli, 2018; Sumii ve ark., 2016; Sekerci ve ark., 2017;
Wei ve Huang, 2022) ve 1080° (Lorenzini ve ark., 2012) olmak iizere ¢esitli modeller
bulunsa da, ¢aligmamizda genellikle kullanilan sag testis i¢in saat yoniinde 720°’lik
torsiyon derecesi kullanildi. Literatiirde testise ulasmak i¢in kullanilan skrotal kesi
yontemi orta hat vertikal (Aydiner ve ark., 2012), subinguinal skrotal (Sekerci ve ark.,
2017) veya hemiskrotal vertikal insizyon (Kostakis ve ark., 2017) tariflenmisken
calismamizda kontralateral orsiektomi planlanmadigindan ve sag testis icin yeterli
goriis alan1 sunmasi nedeniyle sag hemiskrotal vertikal insizyon kullanilmistir. Testis,
torsiyon uygulandiktan sonra bazi ¢alismalarda ¢ift yerden (Koku ve ark., 2002),
bazilarinda ise tek yerden (Sekerci ve ark., 2017) tespit edilmistir. Calismamizda
torsiyon sonrasi ratlar bir ay kadar uzun bir siire takip edildiginden, testislerin takip
stiresince torsiyone/detrosiyone olmamasi1 gozetilerek cift yerden tespit yOntemi
kullanilmistir. Literatiirde 1,5 saat (Koku ve ark., 2002; Sukhotnik ve ark., 2007), 2
saat (Dogan, 2014; Gazia, 2020; Tu ve ark., 2013), 2,5 saat (Samy ve artk., 2020), 3
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saat (Cosentino ve ark., 1985; Sagnak Akilli, 2018; Vakili-Sadeghi ve ark., 2023), 4
saat (Aydmer ve ark., 2012; Sekerci ve ark., 2017; Taati ve ark., 2015), 5 saat
(Cosentino ve ark., 1984; Lee ve ark., 2018), 9 saat (Cosentino ve ark., 1984) gibi
cesitli torsiyon siireleri uygulanmustir. 720°’1ik torsiyon siiresi 4 saati astiginda fokal
enfarktiislerin gelisebileceginin gdsterilmesi, geri doniisiimsiiz hasar icin esik deger
kabul edilmesi nedeniyle calismamizda 4 saatlik torsiyon siiresi uygulanmistir
(Cosentino ve ark., 1985). Teorimize uygun olarak tiim gruplarda testislerden sperm
elde edilerek IVF gerceklestirildi.

Literatiirde erkek ratlarin 70-80 giinliik iken fertilizasyon yetenegi kazandigi
bildirilmektedir (Short ve Woodnott, 1969). Sexiiel fizyolojik ¢alismalar i¢in ise tam
matilireasyonun gerceklestigi kabul edildigi 100 giin ve iizeri yastaki erkek ratlarin
kullanimini 6neren ¢alismalar mevcuttur (Robb ve ark., 1978). Literatiire uygun olarak
calismamizda 12 haftalik (yaklasik 80-84 giin) ratlarin deneye alinmasi, gegirdikleri
takip stireleri de gdz oniine alindiginda (4 hafta) 16 haftalik (yaklasik 108-112 giinliik)

olduklarinda IVF islemine alinmalar1 saglanmustir.

Testis torsiyonunda, PRP tedavisi i¢in skrotal (Valeriy ve ark., 2014) ve intratestikiiler
(Samy ve ark., 2020; Sekerci ve ark., 2017) enjeksiyon olmak iizere c¢esitli
uygulamalar olsa da birbirlerine iistiinliikleri gosterilmemistir. Kesin doz araligini
gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Gazia, TT’de PRP’nin histolojik etkilerini
arastirdig1 bir ¢aligmada intratestikiiler enjeksiyon i¢in 10 pl hacminde PRP kullanmis
ve apoptozisin baskilandigini, sitoprotektif etkilerinin oldugunu bulmustur (Gazia,
2020). Sekerci ve ark, yine intratestikiiler 10 pul hacminde PRP kullanmis ve TT de
PRP tedavisinin iskemi/reperfiizyon hasarma karst olumlu etkileri oldugunu
bulmuslardir. Russel ve ark, cesitli tedavi yontemlerinde 50 pl’nin {izerindeki
hacimlerde intratestikiiler enjeksiyonun kullanilabilecegini raporlamis, fakat sivilarin
geri akis mekanizmasini uyarabilecegi diisiiniilerek optimal hacmin < 50 pul olmasi
gerektigi sonucuna varmiglardir (Russel ve ark., 1987). Valeriy ve ark. ise, testis
toksisitesi tizerinde PRP’nin etkilerini arastirdiklar: bir ¢alismada, 2 haftalik aralarla
intraskrotal 3 kez 100 pl hacminde PRP enjeksiyonu uygulamislar ve olumlu netice
almiglardir (Valeriy ve ark., 2014). Sagnak Akilli’nin TT ye bagli hasarda kisa ve uzun
donemde PRP’nin etkinligini arastirdigi bir calismada intratestikiiler 100 ul PRP
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uygulamasinin etkin olmadigi, bunun sebebinin yiiksek dozdaki enjeksiyona bagl
kapsiil iginde basing artsinin doku hasarini artirabilecegi bildirilmistir. Biz de
calismamizda intratestikiiler basinci artirmamak ve sivi geri akisina yol agmamak
amaciyla 50 pul’den az, literatiirde etkinligi tanimlanan minimum doz olan 10 ul’den

fazla olmak iizere, giivenli aralikta oldugunu diisiindiigiimiiz 20 pl hacmini tercih ettik.

PRP hazirlanmasi amaciyla literatiirde farkli yontemler tarif edilmis olsa da heniiz
ortak bir yontem uygulanmamaktadir. Farkli santrifiij siireleri ve hizlarinda, ticari kit
(Sekerci ve ark., 2017), tek santrifiij (Sagnak Akilli, 2018), ¢ift santrifiij (Samy ve ark.,
2020) uygulanmis ¢alismalar bununmaktadir. Ayrica, homolog (Sekerci ve ark., 2017)
ve otolog (Oztan ve ark., 2018) kandan hazirlanan PRP uygulamalari da mevcuttur.
Sekerci ve ark, calismamizdaki gibi intrakardiyak yoldan alinan kan ile ¢ift cevirmeli
yontemle hazirlanan homolog PRP kullanmis ve sonuglarini olumlu bulmuslardir.
Hazirlanan PRP ve tam kandaki platelet konsantrasyonunu 2000x10° platelet/pl olarak
raporlamiglardir. Bizim c¢alismamizda ise farkli olarak PRP hazirliginda ticari kit

kullanilms ve platelet konsantrasyonu 1950x10° platelet/ul olarak bulunmustur.

Literatiirde, ila¢ etkinliginin degerlendirildigi deneysel TT modellerinin bir kisminda,
sham gruplarina, tedavi gruplarina uygulanan esit hacimde ilag veya serum fizyolojik
verildigi goriilmektedir. Valeriy ve ark, kontrol gruplarindaki farelere, PRP grubunda
bulunan farelere verikleri dozda serum fizyolik enjekte etmislerdir (Valeriy ve ark.,
2014). Baz1 ¢alismalarda ise kontrol (sham) gruplarina sadece cerrahi uygulanmus,
herhangi bir medikasyon yapilmamistir (Sagnak Akilli, 2018; Sekerci ve ark., 2017).
Calismamizda, sadece cerrahi yapilan sham grubu ve sham + PRP uygulamasi yapilan
grup olmak tiizere iki farkli kontrol grubu kullanilmigtir. Cikan sonuglarda, sham grubu
ile sham + PRP grubu arasinda higbir parametrede anlamli fark saptanmamigtir
(p>0,05). Bu sonug intratestikiiler 20 ul’lik PRP uygulamasmin giivenli oldugunu
diistindiirmiistiir. Ancak fertilize oosit sayisi ve béliinen oosit sayisisi agisindan
aralarinda fark olmamasi nedeniyle, saglikli erkeklerde IVF basarisii artirmaya

yonelik kullanilmasinin uygun olmadigini diisiinmekteyiz.

IVF protokolii ve disi ratlarin hazirlig: icin, Budak ve arkadaslarinmn siklofosfamidin
neden oldugu yumurtalik yetmezligi olan sicanlarin IVE’si icin PRP’nin koruyucu
etkisini arastirdiklar1 ¢alismada uyguladiklari teknik kullanildi (Budak ve ark., 2022).
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Ancak farkli olarak, erkek ratlardan sperm elde edilmesi ayni giin olacagindan taze
ornekleri kullanabilmek i¢in, yumurtalarin es zamanli ve istenilen siirede hazir olmasi

amaciyla Ostrus senkronizasyonu uygulandi (Pallares ve Gonzales-Bulnes, 2009).

Testis torsiyonunda, torsiyonun siiresi ve derecesine bagli olarak seminifer tiibiiller
arasinda vendz yapilarda tikaniklik, 6dem ve kanama ve ardindan germinal hiicrelerde
nekroz meydana gelir (Ozturk ve ark., 2014). Bizim ¢alismamiz da benzer sekilde I/R
hasar1 nedeniyle tiibiiller arasinda vakuolizasyonda artis, seminifer tiibiillerde atrofi
gozlenmistir. Sagnak Akilli’'nmin, TT’de PRP’nin kisa ve uzun dénem etkinligini
degerlendirdigi ¢aligmada gruplar arasinda tiibiil basina diisen sertoli hiicre sayisi ve
tiibiil cap1 parametreleri acisindan anlamli fark bulunmamistir (Sagnak Akilli, 2018).
Calismamizda histopatolojik inceleme Johnsen skorlama sistemi kullanilmis olup
Sagnak Akill’'nin calismasinda oldugu gibi ayrintili histopatolojik inceleme

yapilmamigtir.

Verilerimiz Johnsen skorlama sistemine gore degerlendirildiginde, Sham (medyan
skor 9),Sham + PRP (medyan skor 8.5) ve I + PRP (medyan skor 8) gruplar1 arasinda
anlaml fark bulunmamustir (p>0,05). Bu 3 grubun skorlar ise istatistiksel agidan I
(medyan skor 7), /R + PRP (medyan skor 8.5) ve I/R (medyan skor 6) gruplarindan
anlaml olarak yiiksek saptanmustir (p<0,05). Iskemi grubunda I/R + PRP grubundan
yiiksek skor olsa da aradaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir (p>0,05).
Sagnak Akilli'nin c¢aligmasinda, 5 saatlik torsiyon siiresinde Johnsen skorunun
medyan skorunun 1,5 olmasi, genel kabul goéren geridoniisiimsiiz hasar baslangicinin
4 saatte basladig goriistiyle uyumludur. Ayni ¢alismada, 3 saatlik iskemi/reperfiizyon
hasarinda PRP uygulanan grup ile uygulanmayan grup arasinda istatistiksel fark
saptanmamustir. Bizim ¢alismamizda ise /R + PRP grubu, I/R grubundan anlaml
olarak yiiksek bulundu (p<0,05). Bu farkli sonucun yiiksek hacimde intratestikiiler

enjeksiyona bagli basing hasarina bagli oldugunu diisiiniiyoruz.

Johnsen skorlama sistemini kullanildig1, floprost ve metotreksatin testis torsiyonu
lizerindeki etkilerinin arastirildig1 bir calismada, I/R + metotreksat ve I/R + iloprost
gruplariyla I/R grubu arasinda anlamli fark raporlanmamustir. Fakat histopatolojik
hicbir fark bulunmamasina karsin, tiim biyokimyasal parametrelerde farkin anlamh

oldugunu bulmuglardir. Bu sonug, biyokimyasal parametrelerin, histolojik

57



parametrelere gore daha hasas mi oldugu, ayrintili histopatolojik inceleme yapilsaydi

ayni sonuglara ulasilir miyd: sorularini akla getirmektedir.

Sekerci ve ark, I/R grubu ile /R + PRP grubunu biyokimyasal parametrelerle
karsilastirdiklarinda, PRP grubunda TGF-B, MDA, MPO ve kaspaz-3 aktivitesi,
liiteinize edici hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) diizeylerini diistik,
testosteron ve GSH diizeyiyle birlikte SOD aktivitesinin ise yiiksek oldugunu
bildirmiglerdir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise MDO ve kaspaz-3
aktivitesini, TGF-B, MDA ve FSH diizeylerini ise yiiksek bulmuslardir. Ayrica SOD
aktivitesi, LH ve testosteron seviyelerinin kontrol grubuna benzer oldugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglarin, PRP’nin apoptozisi smirladigint ve leydig hiicre

fonksiyonunu muhafaza ettigini bildirmislerdir (Sekerci ve ark., 2017).

Sperm parametreleri incelendiginde sperm konsantrasyonu ve morfoloji Sham
grubuna kiyasla Sham + PRP grubunda daha diisiik bulunmus, hareketli sperm ytizdesi
(ileri hareketli ve yerinde hareketli toplami) ise daha yiiksek bulunmustur. Ancak
aradaki farklar anlamli saptanmamustir (p>0,05). /R + PRP grubunda ise, tim
parametreler IR grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001). i + PRP
grubunda ise ilging bir sekilde sperm konsantrasyonu harig, diger sperm
parametrelerinin Iskemi grubundan yiiksek oldugu gériilmiistiir (p<0,05). Bu
sonuglarin, germ hiicrelerinin destek hiicrelerine gore reperfiizyon hasarina daha
duyarli olmastyla uyumlu oldugunu diisiiniiyoruz. Iskemi gruplarindaki yiiksek
degerlere ise gruplar igerisinde bazi ratlarin tespit siitiirlerinin agilmis olmasinin neden

oldugunu diisiiniiyoruz.

IVF sonuglari, Budak ve arkadaslarinin siklofosfamit etkisiyle yumurtalik yetmezligi
olan siganlarda PRP’nin koruyucu etkilerini arastirdigi ¢alismaya benzer sekilde
degerlendirilmistir (Budak ve ark.i 2022). Fertilize oosit sayilart Sham grubunda
(medyan 3.5) Sham + PRP grubundan (medyan 3) yiiksek bulunmus, ancak
aralarindaki fark anlamli bulunmamustir (p>0,05). I/R + PRP grubunda (medyan 1) ise
I/R (medyan 1) grubuna gore fertilize oosit sayilarinin anlamli olarak yiiksek oldugu
gdriilmiistiir (p<0,05). 1 + PRP grubunda (medyan 2) ise Iskemi grubundan (medyan
1,5) anlaml1 olarak yiiksek saptanmistir (p<0,05).
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Sham grubunda (medyan 2) béliinmiis oosit sayilari, Sham + PRP grubundan (medyan
2) yiiksek bulunmasina ragmen, aralarindaki fark anlamli saptanmamustir (p>0,05). I/R
+ PRP grubunda (medyan 1) béliinmiis oosit sayilar1 /R grubundan (medyan 0)
yiikksek olmasma ragmen aradaki fark anlamli bulunmamistir (p>0,05). I + PRP
grubunda (medyan 1) ise boliinmiis oosit sayilari Iskemi grubundan (medyan 1)

yiiksek bulunmasina ragmen aradaki fark anlamli saptanmamuistir (p>0,05).

Khadivi ve arkadaslari, insan spermatogonial kok hiicreleri (SSC) kullanarak 2D ve
3D kiiltiir sistemleriyle PRP’nin etkisini arastirdigi bir ¢calismada, PRP’nin uygun
dozda SSC’lerin in vitro ¢ogalmasini tesvik ettigini, kalsiyum klorid (CaCl.) ile
yapilan PRP aktivasyonunun ve ii¢ boyutlu bir PRP iskelesinin olusumunun kok hiicre
yayilimini 6nemli derecede artirdigin1 bulmuslardir (Khadivi ve ark., 2020). PRP
aktivasyonu i¢in kalsiyum klorid veya trombin kullanimi 6neren ¢alismalar olsa da
doku hasart olan bolgeye olan uygulamalarda bunun gerekli olmadigin1 savunan
goriisler de mevcuttur. Calismamizda IVF parametreleri acisindan sham gruplar
arasinda anlaml fark saptanmamasini, doku hasari olmayan sham gruplarina PRP

aktivasyonu i¢in bir madde kullanmamis olmamizin neden olabilecegini diisiinliyoruz.

Elde ettigimiz veriler 1s181inda, 20 pl’lik dozda PRP uygulamasinin testis hasari
meydana getirmeden reperfiizyon hasarina karsi olumlu etki ettigi gériilmiistiir. Sperm
parametrelerine ve histopatolojik olarak reperfiizyon hasarina karsi olumlu etki

gostermesine ragmen klinik fertilite sonuglarina etkisinin sinirh kaldig1 géstermistir.
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