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OZET

TESTIS TORSIYONUNDA TIMOKINONUN NRF2 EKSPRESYONU
UZERINDEKI ETKIiSi

Betiil MUTLU

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Kaythan KARACOR

Temmuz 2025, 70 sayfa

Testis torsiyonu, spermatik kordun kendi etrafinda donmesiyle birlikte kan akiginin ciddi
sekilde azalmasina ya da tamamen durmasina yol acan acil iirolojik durumdur. Testikiiler
torsiyon-detorsiyondan kaynaklanan iskemi ve reperfiizyon (I/R) testis hasarina neden
olur. Iskemik/reperfiizyon (i/R) hasar1 ise organa giden kan akiminin azalmas1 ve bunu
reperfiizyonun takip etmesi sonucu olusan patolojik bir olaydir. Testis dokusu,
spermatogenez slirecinin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in oksidanlara kars1 belirli
savunma mekanizmalarina sahiptir. Ancak bazi i¢ (endojen) ve dis (eksojen) faktorlerin
bu dengeyi bozarak oksidatif stres olusumuna yol agtig1 bilinmektedir. Niikleer faktor
eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2), redoks dengesinin ana diizenleyicisidir ve gesitli
hiicre streslerine yanit verir ki oksidatif stres en iyi bilinenidir. Nrf2'nin koruyucu
etkilerini gostermek ve ROS iiretimini azaltmak icin niikleer translokasyona ugramasi
gerekir. Timokinon (TQ) ¢orek otunun (Nigella sativada L.) ugucu yaginin ana etken
maddesidir. Timokinon antiinflamatuar antidiyabetik ve analjezik 6zellikler dahil olmak
iizere ¢ok yonlii farmakolojik 6zelliklere sahip dogal bir bilesiktir. Bununla birlikte
oksidatif stresin baskilanmasinda da potansiyel bir rol oynadig: bildirilmektedir. Biz de
bu calismayla, sicanlarda testikiiler iskemi reperfiizyon hasarina karsi antioksidatif
ozelliklere sahip olan timokinonun Nrf2, mTOR, PTEN ekspresyonu {izerinden koruyucu
etkinliginin olup olmadigini gostermeyi amagladik. Erigkin Wistar erkek si¢anlar 5 gruba
ayrildi. Kontrol (n=6), Sham (n=6), Timokinon (n=6), Torsiyon/Detorsiyon (n=6),
Timokinon + Torsiyon/Detorsiyon (n=6). Bu c¢alismada torsiyon/detorsiyon modeli
uygulanacak sicanlara timokinon 7 giin boyunca intraperitoneal yolla verildi. 7.giliniin
sonunda, sicanlarin sol testisleri 720° dondiiriilerek 2 saat siireyle iskemik duruma
getirildi; ardindan testisler tekrar 720° gevrilerek 3 saat boyunca reperfiizyon saglandi.
Reperfiizyon siiresinin bitiminde, tiim si¢anlarin, sag ve sol testisleri ¢ikarilarak histolojik
inceleme amaciyla degerlendirildi. Incelemelerde Johnsen skorlama sistemi ve
immiinohistokimyasal H-skor yontemi kullanilarak seminifer tiibiillerin spermatogenik
aktivitesi ve Nrf2, mTOR ekspresyon diizeyleri kantitatif olarak degerlendirildi.
Histolojik analiz sonuglarina gore torsiyon/detorsiyon grubunda, Johnsen skoru anlaml
derecede diigerken tedavi grubunda bu skorun belirgin sekilde yiikseldigi gozlendi. Ayn
sekilde Nrf2 ve mTOR boyanma yogunlugu da torsiyon grubunda artt1, tedavi uygulanan
grupta ise ekspresyon diizeyi torsiyon grubuna gore anlamli sekilde azaldi. Bu sonuglar
dogrultusunda timokinon, antioksidatif mekanizmalar {izerindeki diizenleyici rolii
sayesinde fertilitenin korunmasinda potansiyel bir tedavi ajan1 olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Sozciikler: Rat, Testis, Torsiyon/Detorsiyon, Timokinon, Nrf2

Xii



ABSTRACT

EFFECT OF THYMOQUINONE ON NRF2 EXPRESSION IN TESTICULAR
TORSION

Betiil MUTLU
Diizce University
Institute of Graduate Education, Department of Histology and Embryology
Master’s Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kaythan KARACOR

July 2025, 70 pages

Testicular torsion is a urological emergency that causes severe disruption of the spermatic
cord and its surrounding blood supply or complete amputation. Ischemia and reperfusion
(I/R) resulting from testicular torsion-detorsion causes testicular damage.
Ischemic/reperfusion (I/R) injury is a pathological event that occurs as a result of
decreased blood flow to the organ and subsequent reperfusion. Testicular tissue has
certain defense mechanisms against oxidants to maintain the spermatogenesis process in
a healthy way. However, it is known that some internal (endogenous) and external
(exogenous) factors disrupt this balance and cause oxidative stress. Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is a master regulator of redox balance and responds to
various cellular stresses, of which oxidative stress is the best known. Nrf2 must undergo
nuclear translocation to exert its protective effects and reduce ROS production.
Thymoquinone (TQ) is the main active ingredient of the essential oil of black cumin
(Nigella sativada L.). Thymoquinone is a natural compound with versatile
pharmacological properties, including anti-inflammatory, antidiabetic and analgesic
properties. However, it has also been reported to play a potential role in suppressing
oxidative stress. In this study, we aimed to demonstrate whether thymoquinone, which
has antioxidative properties, has a protective effect against testicular ischemia-
reperfusion injury in rats by inducing Nrf2, mTOR, and PTEN expression. Adult Wistar
male rats were divided into 5 groups: Control (n=6), Sham (n=6), Thymoquinone (n=6),
Torsion/Detorsion (n=6), Thymoquinone + Torsion/Detorsion (n=6). In this study,
thymoquinone was administered intraperitoneally to rats that would undergo
torsion/detorsion model for 7 days. At the end of the 7th day, the left testes of the rats
were rotated 720° and placed in an ischemic state for 2 hours; then the testes were rotated
720° again and reperfusion was achieved for 3 hours. At the end of reperfusion, the right
and left testes of all rats were removed and evaluated for histological examination. In the
examinations, spermatogenic activity of seminiferous tubules and Nrf2, mTOR
expression levels were quantitatively evaluated using the Johnsen scoring system and
immunohistochemical H-score method. According to histological analysis results, the
Johnsen score decreased significantly in the torsion/detorsion group, while this score
increased significantly in the treatment group. Likewise, Nrf2 and mTOR staining
intensity increased in the torsion group, and the expression level in the treated group
decreased significantly compared to the torsion group. In line with these results,
thymoquinone can be considered as a potential therapeutic agent for preserving fertility
thanks to its regulatory role on antioxidative mechanisms.
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1. GIRIS

Testis torsiyonu, spermatik kordun kendi ekseni etrafinda donmesi sonucu testislere giden
arteriyel kan akiginin azalmasi veya tamamen kesilmesiyle ortaya ¢ikan, acil miidahale
gerektiren iirolojik acil bir durumdur. Bu patolojik durum, kisa siirede gelisen skrotal agr1
ile karakterize olup genellikle adolesan erkeklerde goriilmektedir. Kan akiminin kesintiye
ugramasi sonucu testikiiler dokuda iskemi gelisirken, torsiyonun ¢oziilmesiyle baslayan
reperfiizyon siireci ise oksidatif stresin daha da artmasina ve doku hasarinin
derinlesmesine yol agar. Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasari, hiicrelerde ciddi yapisal ve
fonksiyonel bozulmalar meydana getirerek testikiiler atrofi ve uzun vadede fertilite
kaybina neden olabilir [1]. I/R hasarinin temelinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1
iiretimi yer almaktadir. Bu molekiiller, hiicre zarinda lipid peroksidasyonunu artirarak,
protein yapilarin1 bozarak ve DNA hasarina neden olarak hiicre 6liimiinii tetikleyebilir.
Bu siirecte endojen antioksidan savunma sistemlerinin yeterli diizeyde aktive
edilememesi, doku hasarmin ilerlemesine neden olur. Bu nedenle, oksidatif stresi
baskilayan ve hiicresel savunma mekanizmalarimi giiclendiren ajanlarin kullanimu,
testikiiler torsiyon sonrasi I/R hasarmi azaltmada onemli bir strateji olarak
degerlendirilmektedir [2] [3]. Nrf2, hiicre i¢i antioksidan savunma sistemlerinin temel
diizenleyici faktorlerinden biridir. Normal kosullarda sitoplazmada inaktif halde bulunan
Nrf2, oksidatif stres durumunda aktive olarak niikleusa taginir ve burada antioksidan yanit
elementlerini (ARE) iceren genlerin transkripsiyonunu uyarir. Bu mekanizma sayesinde
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve heme oksijenaz-1 (HO-1) gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonu artar [4] [5]. Ote yandan, hiicresel biiyiime, metabolizma ve
hayatta kalma gibi siire¢lerin 6nemli bir diizenleyicisi olan mTOR (mammalian target of
rapamycin) sinyal yolu da testikiiler dokuda iskemi-reperflizyon siirecine yanit olarak
aktive olabilmektedir [6]. mTOR’un asir1 aktivasyonu oksidatif stres, inflamasyon ve
hiicre 6limi ile iligkilendirilmistir [7]. mTOR yolunun regiilasyonu, hem hiicre
proliferasyonu hem de ototofaji mekanizmalarinin dengelenmesinde kritik rol oynar [8].
Timokinon (TQ), Nigella sativa bitkisinin temel biyolojik aktif bileseni olup, giiclii
antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir [9]. Bu calisma, testis torsiyonu sonrasi

gelisen iskemi-reperfiizyon hasarma karsi timokinonun koruyucu etkisini histolojik



diizeyde incelemeyi amaglamaktadir. Ayrica, timokinonun bu etkisinde Nrf2, PTEN ve

mTOR sinyal yollarinin roliiniin arastirilmasi da ¢alismanin 6nemli hedeflerinden biridir.



2. MATERYAL VE YONTEM

Calismaya baglamadan 6nce 21.02.2024 tarihinde 2024.02 karar numarasi ile Diizce

Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli etik onay1 alinmistir.

2.1. DENEY HAYVANLARI

Bu caligmada agirliklar1 250-300 gram arasinda degisen 30 adet Wistar cinsi erkek sican
kullanildi. Calismada kullamilacak olan hayvanlar Diizce Universitesi Deney Hayvanlar
Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nden temin edildi. Hayvanlar gruplar arasinda viicut
agirhigr acisindan homojenlik saglamak amaciyla agirliklarina gore dengeli sekilde 5
gruba ayrild1 (n=6) ve kafesler ilgili grup isimleri ile etiketlendi. Hayvanlarin deney
gruplarina atanmasinda randomizasyon yapilmadi, agirlik esitligi gozetildi. Hayvanlar,
laboratuvar ortaminda 23°C oda 1s1sinda, 60+ 5% nem ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
dongiistine uygun kosullarda tutuldu. Besin ve su tiiketimleri serbest birakildi. Deneysel
uygulamalar ve sakrifikasyon islemleri Diizce Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma

ve Uygulama Merkezinde gergeklestirildi.

2.2. DENEY GRUPLARI, MADDELER VE DOZLARI

Calismada, Timokinon ve Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubundaki ratlara %l
DMSO iginde ¢ozdiiriilen timokinon, 7 giin boyunca giinliikk 10mg/kg dozunda
intraperitoneal (i.p) yolla uygulandi. Kullanilan tiim ilag ¢ozeltileri her giin taze olarak
hazirland1 (Cizelge 2.1.). Timokinon dozu, daha 6nce farkli oksidatif stres modellerinde
terapotik etkisi gosterilmis olan ¢aligmalara dayanarak belirlendi. Timokinon ¢6zeltisinde
kullanilan %1 DMSO’nun olas1 biyolojik etkilerini kontrol edebilmek amaciyla, kontrol
grubundaki hayvanlara ayni oranda DMSO intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi.
Boylece DMSO’nun potansiyel etkileri izole edilerek yalnizca Timokinonun etkilerinin

degerlendirilmesi hedeflendi.



Cizelge 2.2. Deney gruplari, maddeler ve dozlar1

Verilen Verilen Hayvan
Grup No Grup Adi
Madde Miktar Sayis1
%01°1ik
DMSO
1 Kontrol DMSO 6
(7 glin)
2 Sham (Operasyon Grubu) 6
Timokinon |10mg/kg/giin
3 Timokinon SREE 6
(7 gtin)
4 Torsiyon/Detorsiyon 6
. _ . ‘ Timokinon |10mg/kg/gilin
5 Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon| 6
(7 giin)

2.3. CERRAHIi PROSEDUR

Hayvanlara uygulanan cerrahi miidahaleler steril kosullar altinda ve intraperitoneal yolla
uygulanan iiretan ile genel anestezi saglanarak gerceklestirildi. Anestezi derinligi
hayvanlarin refleksleri ve solunum durumu izlenerek dikkatle takip edildi. Bu ¢alismada
iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturmak amaciyla testikiiler torsiyon-detorsiyon modeli
tercih edildi. Deneysel modelde sol testis, saat yoniinde 720° dondiiriilerek 2 saat siireyle
iskemiye maruz birakildi. Bunu takiben detorsiyon islemi gerceklestirilerek 3 saat siireyle
reperfiizyon saglandi. Bu model, insanlarda acil cerrahi miidahale gerektiren testis
torsiyonu  patofizyolojisini deneysel olarak arastrmak icin yaygmn olarak

kullanilmaktadir.



2.4. IZLENEN YOL

Agirliklar 6nceden bilinen siganlar iiretan kullanilarak genel anestezi altina alindi. Genel
anestezi uygulanan hayvanlarda inguinal bolge asepsi ve antisepsi kurallarma uygun
olarak tiras edildi. Tirag edilen alana bisturi ile sol skrotal duvarda insizyon yapildi.

Tunika vajinalis tabakas1 gecildikten sonra sol testis dokusu serbestlestirildi.

Calismada toplam 30 sican, her grupta 6 hayvan olacak sekilde bes gruba ayrildi ve

gruplara gore islemler gerceklestirildi.

1-Kontrol Grubu (n:6): Bu gruba ait sicanlara 7 giin boyunca sadece DMSO
intraperitoneal olarak uygulandi. Testis dokusuna herhangi bir miidahalede bulunulmadi.
Deney sonunda orsiektomi yapilarak testis dokular1 histolojik inceleme amaciyla bouin

sollisyonuna alind.

2-Sham Grubu (n:6): Bu gruptaki siganlarin sol testisleri skrotum disina ¢ikarildi, ancak
torsiyon/detorsiyon modeli uygulanmadi. Testisler atravmatik siitiirlerle yeniden yerine

kondu ve 5 saat sonra orsiektomi yapilarak doku 6rnekleri alindi.

3-Timokinon Grubu (n:6): Grup 3 de sicanlara 7 giin boyunca sadece timokinon
intraperitoneal olarak uygulandi. 7.giiniin sonunda sag ve sol testis dokusuna hicbir sey
uygulanmadi. Orsiektomi yapilarak testis dokulari histolojik incelemeler i¢in bouin

sollisyonuna alindi.

4-Torsiyon/Detorsiyon Grubu (n:6): Bu gruptaki siganlarin sol testislerinde tunika
vajinalis agilarak testis saat yoniinde 720° dondiiriildii ve 2 saat boyunca iskemi
olusturuldu. Iskemi siiresinin sonunda, testis 720° detorsiyone edilerek 3 saat reperfiizyon
uygulandi. Sag testise torsiyon veya detorsiyon islemi uygulanmadi. Iskemi-reperfiizyon
stiresinin tamamlanmasinin ardindan, 5 saat sonunda orsiektomi yapilarak her iki testis

dokusu histolojik inceleme i¢in bouin soliisyonuna alindi.

5-Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon ~ Grubu  (n:6):  Bu  gruptaki  si¢anlara
torsiyon/detorsiyon modeli uygulanmadan dnce 7 giin stireyle giinliik 10mg/kg timokinon
intraperitoneal olarak verildi. Yedinci giiniin sonunda, sol testiste tunika vajinalis ac¢ilarak
testis saat yoniinde 720° dondiiriildii ve 2 saat iskemi olusturuldu. iskemi siiresi

tamamlandiktan sonra testis 720° detorsiyone edilerek 3 saat boyunca reperfiizyon



saglandi. Sag testise torsiyon veya detorsiyon uygulanmadi. 5 saat sonunda her iki testis

orsiektomi ile alinarak histolojik inceleme amaciyla bouin soliisyonuna alindi.

RN
Sekil 2.1. Testis iskemi reperfiizyon modelinin olusturulmasi

A: Anestezi altindaki sicanlarin skrotal bolgesi tras edilip antiseptik soliisyon ile

dezenfekte edildikten sonra sol testis skrotum disina ¢ikarildi. B: Sol testis saat yoniinde

720° dondiiriilerek torsiyon modeli olusturuldu. C: Torsiyone edilen testis yeniden

skrotuma yerlestirilerek 2 saatlik iskemi siireci baslatildi. D: 2 saatin sonunda testis,

torsiyon yOniiniin tersine ¢evrilerek detorsiyone edildi ve 3 saat reperflizyon saglandi.



2.5.DENEYIN SONLANDIRILMASI VE DOKU ORNEKLERININ
TOPLANMASI

Tiim gruptaki si¢anlar ¢aligma sonrasi servikal dislokasyon ile 6tanazi uygulanarak deney
sonlandirildi. Sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen sol ve sag testisler, bisturi ile
horizontal kesildi ve her biri esit boyutta iki parca olacak sekilde simetrik olarak ayrildi.
Testis dokusu histolojik caligsmalar i¢in bouin soliisyon dolu kaplara alindi. 24 saat

boyunca bouin soliisyonunda fikse edildi

2.6. DOKU TAKIBI VE PARAFIN BLOK HAZIRLAMA
Testis dokular1 uygun sekilde kasetlere yerlestirildikten sonra, doku takibi islemleri
bagslatildi.

Doku ornekleri, artan konsantrasyonlardaki etil alkol serilerinden gegirilerek kademeli
olarak dehidrate edildi. Ardinda asetonda bekletilerek dokularin suyunun alinmasi ve
mikrotom ile kesime uygun sertlige ulagsmasi saglandi. Dehidratasyon islemini takiben
dokular, doku seffaflagtiric1 olarak gorev yapan ksilene aktarildi. Son asamada 75°C
sicakligindaki etiivde eriyik halde bulunan parafin igerisinde belirli bir siire tutuldu ve
parafin infiltrasyonu tamamlandiktan sonra gomme islemi uygulanarak parafin bloklar

hazirlandi.
1- 15 dakika %70’lik etil alkolde bekletildi.
2- 15 dakika %80’lik etil alkolde bekletildi.
3- 30 dakika %90’lik etil alkolde bekletildi.
4- 30 dakika %90’lik etil alkolde bekletildi.
5- 30 dakika %96’lik etil alkolde bekletildi.
6- 30 dakika %96 lik etil alkolde bekletildi.
7- 45 dakika %96 lik etil alkolde bekletildi.

8- Dokular kalan suyun tamamen uzaklagtirilmasin1 saglamak amaciyla asetonda
yaklagik 45 dakika siireyle bekletildi. Bu islemin ardindan seffaflastirma

asamasina gecilerek dokular ksilene alind1.

9- Dokular, seffaflagtirma isleminin tamamlanabilmesi i¢in yaklasik 30 dakika



siireyle ksilende bekletildi. Ardindan dokular etiivdeki siv1 parafin i¢erisine alindi.

10- Parafinleme asamasinda dokular 75°C sicakliga ayarlanmis etiivde bulunan erimis

parafin icerisinde yaklasik 60 dakika siireyle bekletildi.

11- Dokiim asamasi: Dokular etiiv igerisindeki parafinde bekledikten sonra iginde

sicak parafin bulunan metal gdbmme kaplarinin igerisine yerlestirildi. Bloklarin

sertlesmesi i¢in sogumaya birakildu.

12- Asamalar sonrasinda testis dokularimiz parafin blok haline getirildi.

13- Hazirlanan parafin bloklardan Leica RM2245 model mikrotom cihaz1 ve Feather

marka metal mikrotom bicaklari kullanilarak 4 mikron kalinliginda kesitler alindx.
Elde edilen kesitler diizgiin bir sekilde agilmalari amaciyla sicak su banyosuna
yerlestirildi. Diizlestirilen kesitler daha sonra lam iizerine aktarilip kurutularak

boyama iglemi i¢in hazir hale getirildi.

2.7. ISIK MiKROSKOBIK INCELEME

Lam {izerine alinan testis dokular1 histolojik degerlendirme i¢in Hematoksilen- eozin ile

boyand1. Boyanan kesitler Olympus BX50 mikroskobu ile degerlendirildi. Zeiss Axiocam

ICc 5 kamera ile de fotograflar ¢ekildi.

2.7.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

1-

4-

Hematoksilen-eozin boyama islemine baslamadan once, kesitlerin iizerindeki
parafinin uzaklastirilmasi amaciyla lamlar, 75°C sicakliktaki etiivde yaklasik 40
dakika stireyle bekletildi. Bu islem, parafinin erimesini ve dokularin boyamaya

uygun hale gelmesini sagladi.

Etlivden bekletilen kesitler, kalan parafinin tamamen uzaklastirilabilmesi
amaciyla iki ayr ksilolde 15 dakika olmak {izere toplam 30 dakika siireyle

bekletildi. Bu islemle birlikte dokularin i¢erisindeki parafinin ¢6ziinmesi saglandu.

Kesitlerin alkol derecelerine gore yeniden hidrasyonu saglamak amaciyla sirasiyla
%96°1ik %80’lik ve %70’lik etil alkol soliisyonlarina her birinde 10 kez daldirilip
cikarilarak yikama islemi gerceklestirildi.

Ardindan kesitler akan musluk suyu altinda durulanarak boyamaya hazir hale
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10-

11-

12-

13-

14-

15-

1-
2-

getirildi.

Hematoksilen boyasi uygulanmak tiizere lamlar, boyama c¢ozeltisi icerisinde

yaklasik 2 dakika siireyle bekletildi.

Hematoksilenin fazlasini uzaklastirmak amaciyla kesitler tekrar akan su altinda

durulanda.

Boyanin agir1 tutulmasmi onlemek i¢in lamlar iki kez asit alkol soliisyonuna

daldirildi.
Tekrar akan suda yikandi.
Lamlar amonyakli suya iki kez daldirild1 ardindan tekrar akan suyla durulandi.

Lamlar, ikinci boyama ajani olan eozin ile boyanmak {izere dnce %70’lik etil

alkolde 10 defa yikanip ardindan eozin soliisyonuna 10 kez daldirilda.

Eozin fazlasin1 uzaklastirmak amaciyla kesitler kisa siireyle akan su altinda

yikandi.

Kesitlerin dehidrasyonu amaciyla sirastyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol

soliisyonlarina her birinde 10 defa daldirma islemi gerceklestirildi.

Alkolleme isleminin ardindan, lamlar 1-2 dakika siireyle etiivde bekletilerek kalan

nem uzaklastirild.
Dokularin seffaflagtirilmasi i¢in lamlar 10 dakika siireyle ksilende bekletildi.

Son agamada, preparatlar tizerine entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

2.7.2. Immiinohistokimyasal Boyama

Calismada Timokinonun testis iizerindeki etkisini detayli degerlendirmek icin Nrf2,
mTOR, PTEN antikorlar1 ile immiinohistokimyasal incelemeler yapildi. (Phospho-Nrf2
#DF7519, mTOR #AF6308, Phospho PTEN #AF4450).

Immunohistokimyasal boyama i¢in uygulanan asamalar:

Parafin bloklardan alinan kesitler, polilizin kapli lamlar lizerine yerlestirildi.
Lamlar iizerindeki parafinin uzaklastirilmasi amaciyla 75°C sicakliktaki etlivde

40 dakika bekletildi.



3- Parafin temizligi icin kesitler sirasiyla: ilk ksilen banyosunda 10 dakika, ikinci
ksilen banyosunda 5 dakika siireyle bekletildi.

4- Rehidrasyon islemi i¢in dokular; %100 etil alkolde 5 dakika, %90 etil alkolde 5
dakika, %80 etil alkolde 5 dakika, %70 etil alkolde 5 dakika bekletildi.

5- Alkolden arindirilan kesitler distile suya alinarak 5 dakika siireyle bekletildi.

Sitrik Asit Hazirlama: 2.10 gram sitrik asit, 900 ml distile su igerisinde tamamen
cozdiiriildii. Ardindan ¢ozeltinin pH degeri sodyum hidroksit ile dikkatli bir sekilde
ayarlanarak pH 6.0 olacak sekilde diizenlendi.

6- Antijen geri kazanimi i¢in hazirlanan sitrat tamponu i¢inde, kesitler mikrodalga
firinda 750 Watt da 7 dakika kaynatild.

7- Oda 1sisinda yaklasik 20 dakika siireyle sogumaya birakildi.

8- PBS soliisyonu ile 3 kez her biri 5 dakika olacak sekilde yikama yapildi.

PBS Hazirlama: 2 litre distile su icerinde 2,885 gram Di Sodyum Hidrojen Fosfat, 16
gram Sodyum Kloriir ve 0.8 gram Potasyum Dihidrofosfat tamamen ¢6ziindiiriilerek

homojen bir ¢ozelti elde edildi.

9- Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amactyla doku kesitleri %3’liik
Hidrojen Peroksit ¢cozeltisinde (63 ml Methanol+7ml Hidrojen peroksit karigimi)
15 dakika siireyle inkiibe edilerek endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.

10- PBS ¢ozeltisinde 3 kez 5 dakika yikama yapildi.

11- Dokularin etrafi kuruland1 ve sonrasinda hidrofobik kalemle (Pap-pen) dokularin
etrafi ¢izildi.

12- Lamlar humidity chambera dizildi.

13- Dokulara UV Block damlatildi. Bu agamada 7 dakika bekletildi.

14- Primer antikor hazirlandi. Phospho Nrf2 1:100, mTOR 1:100 Phospho-PTEN
1:100 oranlarinda hazirlandi. Primer antikor hazirlanirken PBS ile sulandirildu.

15- Secilen dokulara primer antikor damlatildi. Kontrol dokularina ise PBS
damlatildi. Dokular humidity chamber igerisinde Primer antikor ile +4°C’de gece
boyu inkiibe edildi.

16- Ertesi giin saleye dizilen lamlar PBS ¢ozeltisinde 3 kez 5 dakika yikandi.

17- Lamlar humidity chambera dizilerek dokulara sekonder antikor damlatildi (1:500)
1 saat beklendi.
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18- Saleye alinan lamlar PBS soliisyonu ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

19- Humidity chambera dizilen lamlara Streptavidine (HRP) soliisyonu damlatildi. 15
dakika bekletildi.

20- Lamlar salede 3 kez 5’er dakika yikandi.

21-Dokular kesitleri iizerine DAB kromojen soliisyonu damlatildi ve yaklasik 5
dakika bekletildi. Bu siire boyunca mikroskop altinda reaksiyon gelisimi gozlendi.
Istenen boyama yogunluguna ulasildiginda reaksiyon distile su ile yikama
yapilarak sonlandirildi.

22- Mayer’hematoksilen ile 3 dakika zit boyama yapildu.

23- Cesme suyunda yikanan lamlar saleye alindi.

24- Lamlar, dokularin su igeriginin uzaklastiritlmas1 amaciyla sirasiyla %70, %80 ve
%90’lik etanol c¢ozeltilerine 10 ‘ar kez daldirilarak dehidratasyon islemi
gergeklestirildi. Ardindan %100’liik etil alkolde 4 dakika siireyle bekletildi.

25-2 ayri ksilen sollisyonunda 5’er dakika bekletildi.

26-Ksilenden ¢ikarilan dokularin iizerine entellan damlatilarak lamelle kapama

islemi yapildi.

2.8. JOHNSEN SKORLAMASI

Hematoksilen eozin(H&E) ile boyanan kesitlerde, seminifer tiibiillerdeki spermatogenez
stirecine iligkin morfolojik degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla Johnsen skorlama
yontemi uygulandi. Her hayvana ait histolojik kesitlerden rastgele secilen 5 kesitte toplam
100 seminifer tiibiil incelendi. (her kesitte 20 tiibiil). Degerlendirme, 151k mikroskobunda
40x objektif biiyiitme (400x) ile gerceklestirildi. Her seminifer tiibiil, spermatogenez
kalitesine gore 1 ila 10 arasinda puanlandi. Degerlendirme sirasinda, korleme yontemiyle
analiz yapildi. Elde edilen skorlarin ortalamasi alindi. Bu sayede interobserver varyasyon

en aza indirildi. Elde edilen Johnsen skorlar istatiksel analizlere tabi tutuldu.
Skorlama asagida verilen puan sistemine gore yapildi.

1. Tubil igerisinde germ hiicresi veya diger hiicrelerin bulunmamasi.
2. Yalnizca sertoli hiicrelerinin goriilebildigi, germ hiicrelerin yer almadigi ve
yapisal biitiinliigiin bozuldugu tiibiiller.

3. Sadece spermatogonyum igeren tiibiiller.
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4. Spermatid ve ve spermatozoa bulunmayan; 5’ten az sayida spermatosit i¢eren
tiibtiller.

Spermatozoa ve spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit olan tiibiiller.
Spermatozoa goriilmeyen; sayica az (10’dan az) spermatid igeren tiibiiller.

Fazla sayida spermatid i¢eren ancak spermatozoa barindirmayan tiibiiller.

e

Germinal epitel tabakasi belirgin sekilde siralanmis ancak limeninde 10’dan az
spermatozoa bulunan tiibiiller.

9. Limende bol miktarda spermatozoa bulunan fakat yapisal organizasyonu
diizensiz olan tiibiiller.

10. Spermatogenezin tam oldugu, bol miktarda spermatozoa ve diizgiin tiibiil.

2.9. H SKORLAMASI

Immiinohistokimyasal boyama degerlendirmesi, histopatolojik goriiniimleri taramak ve
tespit etmek i¢in dnce 10x objektif (100x biiylitme) kullanilarak 1sik mikroskobunda
gerceklestirildi. Daha sonra boyama hakkinda daha detayli bilgi icin 40x objektif (400x
bliylitme) uygulandi. Her hayvana ait 5 doku kesitinden rastgele segilen toplam 100
seminifer tiibiil iizerinde degerlendirme yapildi. Analizler, korleme yontemiyle yapildi.
Sonuglar arasinda interobserver varyasyon kontrolii saglanarak, skorlarin ortalamasi

alindi.

Immiinreaktivitenin yorumlanmasi, hem boyama yogunlugunu (i) hem de her yogunluk
seviyesindeki boyali hiicrelerin yiizdesini (Pi) iceren histokimyasal puanlama (H- skoru)
degerlendirmesine dayanir. i degerleri 0 (boyanma kanit1 yok), 1 (zayif yogunlukta
boyanma), 2 (orta derecede boyanma) ve 3 (gii¢lii yogun boyanma) olarak gosterilir. Pi
degerleri %0 ile %100 arasinda degisir. Son H-skoru, asagida gosterilen denklemde
oldugu gibi i'nin Pi ile ¢arpilmasiyla elde edilir. Bu nedenle bu puan 0 ile 300 (3-5)

araligindadir.

H-score = (0 x Pg) + (1 x P1) + (2 x Pz) + (3 x P3)
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2.10. iISTATIKSEL ANALIiZLER

Tez calismamizda immiinohistokimyasal yontem ile boyanan dokularin Olympus BX50
mikroskobu ile Zeiss Axiocam ICc 5 kamera kullanilarak fotograflar1 ¢ekildi. Elde edile
verilerin gruplar arasi karsilastirmalarinda One Way ANOVA (post hoc: Tukey test)
kullanild:. Istatiksel anlamlilik seviyesi ise p<0.01 kabul edildi. Analizlerde GraphPad

Prism 9 programi kullanildi.
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3. GENEL BIiLGILER

3.1. ERKEK UREME SiSTEMIi

Erkek iireme sistemi; haploid erkek gametlerin siirekli olarak iiretilmesi, beslenmesi ve
gegici olarak depolanmasinin yani sira, erkek cinsiyet hormonlarinin sentezlenmesi ve

salgilanmasinda temel rol oynar. Bu sistem, baglica {i¢ temel bilesenden olusur.

Testisler, sperm hiicrelerinin tiretildigi ve androjen hormonlarinin (6zellikle testosteron)
salgilandig1 organlardir. Tasiyict kanallar sistemi, epididimis, ductus deferens (vas
deferens), ejekiilator kanal ve erkek iiretrasinin bir bolimiimiinii igerir. Bu yapilar
spermatozoanin testislerden dis ortama tasinmasinda gorev alir. Aksesuar bezler ise
seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulbouretral bezlerden olusur. Bu bezler, semen
stvisinin hacmini olusturan salgilar {iretir ve ejekiilasyon sirasinda sperm hiicrelerine
besin saglar. Son olarak penis, erektil doku igeren ve ¢iftlesme sirasinda islev géren erkek

iireme organidir [10].

mesane Ureter

nton
s vezikila
‘ seminalls
pubis N oo ,\
prostatik Uretra ; rektum
korpus ' 7 / ! ;f e
- y’y
‘ & 7 prostat
N 4//

m

Uretra » 7~ bulbodretral bez
glans penis y | ‘ i duktus deferens
skrotum” B o epididimis |
tunika vajinalis testis

Sekil 3.1. Erkek lireme sisteminin kisimlarini gésteren sematik diyagram [11].
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3.2. TESTIiS EMBRIYOLOJiSi

Cinsiyet genellikle Y kromozomunun spesifik bolgesinde bulunan kiigiik, tek ekzonlu bir
gen olan Sry’nin varlig1 veya yoklugu ile belirlenir [12]. Ancak testisler gelisimin yedinci
haftasina kadar olusmaz. Erken embriyonik gelisimdeki SRY geninin ekspresyonu,
gonadlarin testise cinsel farklilasmasini baslatmak icin gereklidir [13]. Y kromozomunda
bulunan genetik materyal, erkek gonadlarinin gelisimini baslatmak i¢in yeterli degildir.
Bunun yerine SRY geni, 9, 11, 17 ve 19 numarali otozomlar ve X kromozomu tizerindeki
cesitli gen aktivasyonlarinin kademesini kontrol eden bir ana anahtar olarak ¢aligir. SRY
geninin kodladigi TDF (cinsiyet belirleyici faktor) olarak adlandirilan transkripsiyon
faktorli, DNA'nin belirli bir bolgesine baglanan ve yapisini degistiren molekiiler bir alana
sahiptir. Etkilenen DNA bdlgeleri, diger transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina
olanak taniyan bir yap1 kazandiginda, bu durum yalnizca testislerin degil ayn1 zamanda
diger erkek lireme organlarinin gelisimini baglatan genlerin de ekspresyonunu tetikler.
Testisler baslangicta karin arka duvarinda gelisir ve daha sonra skrotuma dogru iner.
Karin boslugunun arka duvarinda, retroperitoneal konumda ve {iriner sistem ile yakin
iligki i¢inde gelisimlerini siirdiiriirler. Testisler (overler gibi) ii¢ farkli kaynaktan tiiretilir:

1- Ara mezoderm, karin arka duvarinda yer alan iirogenital ¢ikintilarin olusumuna
katk1 saglayarak testislerde bulunan Leydig (intertisyel) hiicreleri ile peritiibiiler
kontraktil 6zellik gosteren miyoid hiicrelerin gelisiminde énemli rol oynar.

2- Solomik mezotelyumdan kdken alan mezodermal epitel, tirogenital ¢ikintilar:
cevreleyerek ‘birincil seks kordonlar’ olarak adlandirilan parmak benzeri
epitelyal uzantilarin olusumunu tesvik eder. Bu kordonlar altlarinda yer alan ara
mezoderme dogru ilerleyerek buraya goc eden ilkel germ hiicreleri tarafindan
kolonize edilir. Olusan birincil seks kordonlar1 zamanla farklilagarak testislerin
destek hiicreleri olan Sertoli hiicrelerine doniistir.

3- llkel germ hiicreleri (PGC), yolk kesesinin etrafindaki bolgeden kaynaklanir.
PGC'ler, gebeligin yaklasik besinci haftasinda gonadlari kolonize etmeye baglar.

Gebeligin altinc1 haftasinda, PGC'ler genital ¢ikintilar1 istila etmis olur. ilkel germ
hiicreleri, yaklasik 3000 hiicreye ulasmak i¢in bdliinlir ve gametojenik genlerin
aktivasyonu ve pluripotansiyel genlerin inaktivasyonu ile daha fazla uzmanlagsmaya ugrar
[14]. Bu asamada, bu kordonlar ilkel germ hiicreleri, Sertoli dncesi hiicreler ve onu
cevreleyen miyoid hiicre katmanindan olusur. Daha sonra birincil cinsiyet kordonlari

seminifer tiibiillere, diiz tlibiillere ve rete testislere yol acan seminifer kordonlara
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farklilasir. Gelisimin ilk asamasinda, testisler karin arka duvarinda her iki cinsiyette de
ayni olan iirogenital ¢ikintilarin farkli primordialarindan gelisir. Bu kayitsiz asamada
embriyonun erkek ya da kadina donlisme potansiyeli vardir. Bununla birlikte, SRY
geninin ekspresyonu (0zellikle Sertoli 6ncesi hiicrelerde) embriyonun erkek gelisimini
diizenler [11]. Leyding hiicreleri gestasyonun 2.ayinda testosteron iiretmeye baslar.
Testosteron ayni zamanda erkek genital bosaltim kanallarmma doniisen mezonefrik
(Wolffian) kanallarin biiytimesinde ve farklilagsmasinda 6nemli rol oynar [15]. Bu erken
asamada, seminifer kordlarda gelisen Sertoli hiicreleri, Miillerian inhibe edici faktor
(MIF) ad1 verilen bir bagka 6nemli hormonal maddeyi iiretir. MIF'in molekiiler yapisi,
doniistiiriici biiyiime faktorii-P'nin (TGF-p) kine benzer. Paramezonefrik (Miillerian)
kanallarin hiicre boliinmesini engelleyen biiylik bir glikoproteindir, bu da disi iireme
organlarinin gelisimini engeller dis cinsel organlarin gelisimi ve farklilagmasi (ayni
zamanda cinsel agidan farkli olmayan asamadan itibaren) ayni anda meydana gelir ve
testosteronun  Sa-rediiktaz ~ tarafindan  doniistliriilmesinin ~ bir  {irlinli  olan
dihidrotestosteronun (DHT) etkisinden kaynaklanir. DHT olmadan, genetik ya da
gonadal cinsiyete bakilmaksizin, dis cinsel organlar disi sablonuna gore gelisecektir.
Gelismekte olan erkek embriyosunda testosteron, MIF ve DHT nin ortaya ¢ikisi, onun
hormonal cinsiyetini belirler. Gebeligin yaklasik 26. haftasinda testisler, karin boslugu ile
skrotum arasindaki dar gecit olan kasik kanalindan gegerek skrotuma inerler. Inis
sirasinda testisler kan damarlarini, lenfatik damarlarini ve sinirlerinin yani sira ana
bosaltim kanal1 sistemi olan duktus deferensi de yanlarinda tasirlar. Testisin inisi bazen
engellenir, bu da kriptoorsidizm veya inmemis testislerle sonuclanir. Testisler karin
boslugundan skrotuma inerken kan damarlarini, lenfatik damarlari, otonomik sinirleri ve
anterolateral yiizeylerini kaplayan tunika vajinalis adi verilen karin peritonunun bir
uzantisint da beraberlerinde tasirlar. Testislerin sicakligl, skrotum iginde viicut
sicakliginin 2 ila 3°C altindadir. Bu diisiik sicaklik spermatogenez icin gereklidir ancak
normal viicut sicakliginda meydana gelebilecek hormon {iretimi (steroidogenez) igin
gerekli degildir. Testisler yiiksek sicaklikta tutulursa (6rnegin ates nedeniyle) veya testis
torbasina inilmezse sperm iiretilemez. Her testis, abdominal aortun dogrudan bir dali olan
testis arteri yoluyla kan alir. Testisin yakininda oldukg¢a kivrimlidir ve testislerden karin
damarlarina kan tagiyan pampiniform vendz pleksus ile ¢evrelenmistir. Bu diizenleme
kan damarlar1 arasinda 1s1 aligverisine izin verir ve testislerin daha diistik bir sicaklikta

korunmasina yardimci olur [11].
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3.3. TESTIS ANATOMISI

Testisler funiculus spermaticusa asili olarak skrotum iginde yer alan, sagl sollu bir ¢ift
oval yapidir. Yaklasik 4-5 cm uzunluga, 2-5 cm genislige, 3 cm kalinliga sahiptir ve
agirliklar: 20-25 gr arasinda degisir [16]. Kivrimli bir deri yapisina sahip olan skrotumun
i¢ yiizeyi, ortadan bir bolme olan septum skroti ile iki bolmeye ayrilir. Testislerin skrotum
icindeki yerlesimleri vertikal yonde olmayip her bir testisin uzun ekseni yukaridan
asagiya ve onden arkaya dogru egimli bir konumda bulunur. Genellikle sol testis, sag
testise kiyasla biraz daha asagida yer alir. [17]. Testisin yapisinda iist (extremitas
superior) ve alt (extremitas inferior) olmak iizere iki u¢ yer alir. Organ ayrica medial
(facies medialis) ve lateral (facies lateralis) olmak iizere iki yiizeyle tanimlanir. Facies
medialis septum scroti’ye bakar. Testisin kenarlari ise 6n (margo anterior) ve arka (margo
posterior) olarak adlandirilir. Diiz bir yapi1 sergileyen margo posterior’dan, cesitli sayida
ayrilan kiigiik kanalciklar (ductuli efferentes testis) ¢ikar. Bu kanallar, epididimis {izerine
acilarak testisle epididimis arasinda baglanti olusturur [18].Testisin arka kenarinin
(margo posterior) orta boliimiinde, sperm tasiyici kanallarin yani sira testise ait damar ve
sinirlerin gectigi mediastinum testis adi verilen bir yap1 yer alir. Testisin iist ucu
(extremitas superior), kaput epididimis ile yakin iligkili olup bu yapinin {izerine
yerlesmistir. Buna karsilik alt ucu (extremitas inferior), kauda epididimis ile ortiiliidiir ve
bu iki yap1 birlikte testisin alt kisminda devamlilik gosterir [19]. Testislerin arteryel kan
dolagimi, biiylik oranda testikiiler arterler araciligiyla saglanir. Bu arterler, abdominal
aorta’dan koken alir ve dnemli anatomik yapilarla yakin iliskidedir. Inguinal kanal
yoluyla skrotuma ulasan testikiiler arter, testis yiizeyinde bir¢ok dala ayrilir. Bu
damarlarin yerlesim diizeni, 6zellikle damar biitiinliigliniin korunmas1 acisindan 6énem
tasir. Testislerin arteriyel kanlanmasi yalnizca testikiiler arterle sinirl degildir; buna ek
olarak diferansiyel arter (ductus deferens arteri) ve kremasterik arter de bu bolgeye kan
akigina katki saglar. Vendz drenaj, mediastinum testis igerisinden ¢ikan ve birbiriyle
baglant1 kuran kiiciik venoz yapilar aracilifiyla gerceklestirilir. Testisin arka ylizeyinden
cikan testikiiler venler, dnce bir ag yapist olusturarak plexus pampiniformis seklinde
yukar1 dogru ilerler. Bu venoz ag duktus deferensin oniinden gecerek inguinal kanal
yoluyla karin bosluguna ulasir. Abdomen igerisine girdikten sonra bu kiigiik venler
birleserek, testikiiler arterin her iki yanindan yiikselen ¢ift testikiiler ven halini alir.

Ardindan her tarafta yer alan bu ¢ift ven birleserek tek bir testikiiler ven olusturur. Vendz
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drenaj yoOniinden bakildiginda, sag testikiiler ven dogrudan vena cava inferiora sol

testikiiler ven ise sol renal vene agilmaktadir [20].

Testiste anjiogenez siirecinde temel rol oynayan yapilar lenfatik damarlardir. Bu
damarlar, testisten toplanan lenfi basta paraaortik ve interaortokaval lenf nodlarina
yonlendirerek drenaji saglar. Testis ve epididimin sinirsel innervasyonu iki farkli yolla
gergeklesmektedir. Birinci yol, renal ve aortik pleksuslardan ¢ikan sinir liflerinin gonadal
damarlar boyunca ilerleyerek ilgili yapilara ulasmasidir. Ikinci yol ise, pelvik pleksus
kokenli gonadal afferent ve efferent sinirlerin, testis ve epididime dogru innervasyon

saglamasiyla olusur [21].
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Sekil 3.2. Testis anatomisinin sematik goriiniimii [22]
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3.4. TESTIS HISTOLOJiSi

Testisler, karin boglugunun disinda yer alan hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyonlara
sahip ¢ift yapili bezlerdir. Endokrin olarak testosteron hormonu iiretirken, ekzokrin
fonksiyonuyla erkek olgun gamet hiicresi olan spermatozoon'u firetir. Normal
spermatogenez siirecinin saglikli bir sekilde gerceklesebilmesi i¢in 34-35 °C sicaklik
gereklidir. Skrotum i¢inde asili durumda bulunan testisler distan testikiiler kapsiil ile

sartlmis olup, bu kapsiil 3 tabakadan olugur [10].

a) Tunika Vaginalis: Bu tabaka iyi gelismis bir bazal membran {izerinde yer alan tek
katli yass1 mezotelyal hiicrelerden olusur. Testisler abdominal kaviteden skrotuma
inerken tunika vaginalis de beraberinde lenf damarlarini, otonom sinirleri kan
damarlarin1 ve testislerin anterolateral yiizeyini kaplayan abdominal periton

uzantisini tagir [11].

b) b) Tunika Albuginea: Testisleri saran en kalin ve belirgin tabakadir. Yogun
fibroelastik bag dokusundan olusur ve diiz kas hiicreleri igerir. Testisin arka
yiizeyinde kalinlasarak testis dokusuna giren ve ¢ikan kan damarlari, kanallar ve

lenf damarlarini igeren mediastinum testis adl1 yapiy1 olusturur.

c) Tunika Vaskiiloza: Testikiiler kapsiiliin en i¢ tabakasi olup, damardan zengin ve

gevsek bag dokusundan olusan bir yapidir [23]

Testisi ¢evreleyen fibroz yapi olan tunika albuginea, organin arka ylizeyinde kalinlagarak
mediastinum testis olarak adlandirilan yapiyr olusturur. Bu bolgeden testis kapsiiliine
dogru uzanan ince fibroz bolmeler (septalar), testis parenkimini yaklasik 250 adet
piramidal lobiile ayirarak i¢ yapinin bdliimlenmesini saglar. Bu bdlmeler lobuli testis
(testis lobiilleri) olarak adlandirilir ve her bir lobiil, 1 ila 4 seminifer tiibiil ile Leydig
hiicrelerini igeren bag dokusundan meydana gelir. Seminifer tiibiillerin mediastinum
testis icinde yer alan diiz boéliimlerine tubulus recti (diiz tiibiiller) denir. Bu yapilar
mediastinum testiste bulunan ve anastomoz olusturan reste testis kanallar sistemiyle
devam eder. Stroma i¢inde damarlar, sinirler ve biiylik oranda Leydig hiicreleri bulunur.
Leydig hiicreleri, genellikle gruplar halinde yer alan ve endokrin fonksiyona sahip genis
hiicrelerdir [22].
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Sekil 3.3. Insan testisinin sagital kesiti [11]

3.4.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller, spermatojenik germ hiicrelerinin, boliinerek olgunlagsmasi ve
spermatozoonlara doniismesi siirecinin gergeklestigi, oldukca kivrimli yapida olan
tiibtillerdir. Yaklagik 30-70 cm uzunlugunda ve 150-250 pm ¢apinda olup, ¢ok kath
germinal epitel ile dosenmistir. [22] [11]
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Sekil 3.4.Seminifer tiibiil epiteli [22]

Seminifer tiibiilleri ddseyen epitel tabakasinda iki temel hiicre tipi bulunur: Destek islevi
goren Sertoli hiicreleri ve spermatogenezin farkli evrelerinde bulunan olgun sperm

hiicresine doniisecek olan spermatojenik hiicreler [22].
Sertoli hiicreleri (besleyici ve destekleyici hiicreler):

Sertoli hiicreleri, spermatogenik serideki hiicreleri ¢evreleyen uzun piramidal sekilli
hiicrelerdir. Sayilar1 azdir ve bazal membrana tutunarak tiibiil limenine kadar uzanirlar.
Isik mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida uzantilari
nedeniyle sinirlar1 belirgin sekilde secilemez. Niikleuslar1 genellikle {iggen seklinde olup,
bazalda yer alir ve hiicre eksenine paralel konumlanir. Okromatik yapiya sahip olduklar
icin 2-3 belirgin niikleolus goriilebilir. Sitoplazmalari, bol miktarda mitokondri, graniillii
endoplazmik retikulum , iyi gelismis Golgi aygiti, lizozomlar ve salgi graniilleri igerir.
Sertoli hiicreleri, spermatogoniumlar seviyesinde birbirlerine zonkla okludens (siki
baglantilar)ile baglanmistir. Bu siki baglantilar kan- testis bariyerini olusturarak,
seminifer tiibiillerin i¢ kismi (intratiibiiler alan) ile dis ortam (ekstratiibiiler alan) arasinda
makromolekiillerin gegisini onler. Bu mekanizma, germ hiicrelerini bagisiklik sistemin

olast saldirilarindan korur, ¢iinkii kan dolasimindaki antikorlarin testis igindeki

21



proteinlere ulagsmasini engeller. Sertoli hiicreleri boliinme yetenegine sahip olmamakla

birlikte, hasar durumunda kendilerini yenileyebilme kapasitesine sahiptir [10] [22].

Sertoli hiicrelerinin goérevleri su sekilde siralanabilir;

Sertoli hiicreleri cesitli sinyal yollariyla spermatogenik hiicreleri destekler, besler ve

korur [24].

Gelisen germ hiicrelerinin ihtiya¢ duydugu lipitler, karbonhidratlar, vitaminler, amino

asitler ve metal iyonlarini salgilar [24].
Kolesterol metabolizmasini diizenleyerek spermatogenez siirecini destekler [25]

FSH salgilanmasini baskilayan inhibin B hormonunu salgilar, bdylece sperm tiretimini ve

Sertoli hiicre fonksiyonlarini diizenler [26].
Olgunlasan germ hiicrelerini limene tagir [26].

Spermiyogenezden tiiretilen apoptotik spermatositleri ve hiicresel kalintilar1 fagositoz ile

temizler [27].

3.4.2. Spermatogenik Hiicreler (Germ Hiicreleri)

Spermatogenik hiicreler, diizenli mitotik ve mayotik boliinmeler yoluyla ¢ogalan ve
sonunda olgun spermatozoonlara doniisen hiicrelerdir. Bu hiicreler, testisin embriyonik
gelisimi sirasinda, yolk kesesinden koken alip gonadal kabartiya go¢ eden primordiyal
germ hiicrelerinden tiiremektedir. Sertoli hiicreleri arasinda, gelisim evrelerine gore
organize olmus tabakalar halinde yer alirlar. Gelisim acisindan en erken evrede bulunan
spermatogonyumlar, bazal membran iizerinde konumlanirken; en olgun hiicreler olan
spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal yiizeyine tutunarak seminifer tiibiillerin liimen
smirmi olusturur. Bu tabakali yap1 sayesinde testislerde sperm fiiretimi ve olgunlasma

stireci koordineli ve diizenli bir sekilde yiiriitiiliir [11].

3.4.3. Spermatogenez

Spermatogenez, diploid spermatogonyanin testisin seminifer tiibiillerinde haploid
spermatozoaya dogru olgunlastigi ve farklilastigi, kompleks ve asamali bir olaylar
dizisidir [28]. Spermatogonyal kok hiicreler kendilerini yenileme ve farklilasma
yetenekleri sayesinde sonugta haploid yapida spermatozoa hiicresine doniisiir [29] [30].

Germ hiicreler her faz sonrasi gelistikce, seminifer tiibiillerin bazal kompartmanindan,
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luminal alana dogru ilerler ve spermatozoa halinde rete testise ulasir. Sertoli hiicreler,
yapisal ve nutrisyonel destegi spermatogenez boyunca saglar. Sertoli hiicreleri, seminifer
tiibiillerin bazal kismindan liimene dogru uzanarak germ hiicrelerinin gelisimini hem
kalitatif hem de kantitatif olarak destekleyen bir nis olustururlar [31] [32].
Spermatogenez, spermatogonyal mitotik boliinmelerin bir sonucu olarak spermatositlerin
iiretildigi birinci asama, spermatositlerin mayoz boliinmesinin bir sonucu olarak
spermatitlerin {iretildigi ikinci asama ve spermatidlerin metamorfozunun bir sonucu

olarak spermiyogenezin olustugu ii¢ilincii bir asamadan olusmaktadir [33].

S — tip A spermatogonya
O =) tip A spermatogonya

L) tip A spermatogonya
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atk cisimler

Sekil 3.5. Spermatogenik hiicre serisinin sematik gdsterimi [34]
3.4.3.1. Spermatogonyum fazi (Mitoz)

Spermatogoniyal fazda, kok hiicreler kendilerini yenileyerek spermatogonyal bir
popiilasyon olustururlar. Bu hiicreler birden fazla bolinmeye ugrayarak farkl
spermatogaonyal nesiller meydana getirir. Bu siirecte luteinize edici hormon (LH),
erkeklerde bazen interstisyel hiicre uyarict hormon (ICSH) olarak bilinir; folikiil uyarici

hormon (FSH); ve prolaktin (PRL) gibi hormonlarda etkilidir. PRL, Leydig hiicrelerinin

23



steroidojenik aktivitelerini artirarak LH ile etki gosterir. Sertoli hiicreleri FSH ve
testosteron reseptorlerine sahip olup, bu hiicreler spermatogenezin ana diizenleyicileridir.
Insan spermatogonyumlari, histolojik incelemelerde ¢ekirdek morfolojisine gére ii¢ farkli
tipe ayrilir. Tip A koyu (Ad) spermatogonia, yogun bazofilik yapida ve ince graniiler
kromatin iceren oval sekilli ¢ekirdeklere sahiptir [11]. Bu spermatogonialarin seminifer
epitelin kok hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir [35]. Rezerv kok hiicre olarak kalan bir
cift Ad tipi spermatogonyum, diizensiz araliklarla boliinerek yeni hiicreler olustutur. Tip
A soluk (Ap) spermatogonia ince graniiler kromatin iceren ve hafif lekelenmis oval
cekirdeklere sahip hiicrelerdir. Ap spermatogonyalar, spermatogeneze katilacak sekilde
farklilasmaya baslar ve bir dizi mitotik bdliinme gegcirerek sayilarinin artmasini saglar.
Bu hiicreler ayn1 zamanda yenileyici kok hiicreler olarak bilinir. Tip B spermatogonia,
merkezi bir niikleolus etrafinda yogunlagmis kromatinle ¢evrili genellikle niikleer zarf
boyunca kiimelenmis kiiresel ¢ekirdeklere sahiptir. Bir Ad spermatogoniumun iki tip Ap
spermatogoniaya boliinmesinin 6zelliklerinden biri yavru hiicrelerin ince bir sitoplazmik
kopriiyle birbirine bagh kalmasidir. Bu bag Ap spermatogonia ¢iftinin soyunun her
mitotik ve mayotik bolinmesinde devam eder. Sonu¢ olarak ilk Ap spermatogonia
ciftinin tiim yavrulari, tipki bir inci teli gibi birbirine baghdir. Bu sitoplazmik baglar
spermatid olgunlagsmasinin son agsamalarina kadar bozulmadan kalir ve her klonun orjinal
Ap hiicre ciftinden eszamanl gelisimi i¢in gereklidir. Birka¢ bdliinmeden sonra A tipi
spermatogonia, B tipi spermatogoniaya doniisiir. Tip B spermatogonia'nin olusumu,

spermatogonial fazdaki son adimi1 temsil eder [11].
3.4.3.2. Spermatosit fazi (Mayoz)

Meiosis, B tipi spermatogonyumlarin bazal membranla olan temaslari1 kaybedip
preleptoten primer spermatositleri olusturmasiyla baslar. Preleptoten primer
spermatositler DNA sentezine baglar ve kromozomlar yogunlagmaya baglar, bu siireg
sonucunda cekirdekte leptoten asamasina 6zgii ince filamentler ortaya ¢ikar [36]. Bu
evrede, her kromozom iki kromatitten olusur. Zigoten asamasina gegisle birlikte
kromatitler dahada kalinlasir ve homolog kromozomlar eslesmeye baslar. Cekirdegin
genislemesi ve homolog kromozom c¢iftlerinin yogunlasarak bivalentleri olusturmasi
pakiten asamasindaki primer spermatositin niikleer 6zelliklerini belirler. Bu siirecte anne
ve babadan gelen homolog kromozomlar arasinda genetik materyal degisimi gergeklesir
ve bu degisim gametlerin genetik cesitliligini artirir. Genetik materyalin aktarildigi

bolgeler, kiyazmalarin olugsmasiyla belirgin hale gelir ve homolog kromozomlar diploten

24



asamasina geldiginde hafif¢e ayrilarak kiasmalar goriiniir hale gelir. Genetik materyal
degisimi DNA ipliklerinde meydana gelen kirilmalarin onarilmasiyla gerceklesir [37].
Diploten asamasi, homolog kromozom ¢iftlerinin kismen ayrilmasiyla karakterizedir,
ancak bu kromozomlar kiazmalar aracilifiyla hala birbirine bagli kalir ve her biri iki
kromatitten olusmaya devam eder. Niikleer zarin pargalanmasiyla birlikte kromozomlar
ig iplikleri iizerinde hizalanir ve anafaz sirasinda homolog kromozom ¢iftlerinin her bir
iiyesi ig ipllikleri boyunca karsit kutuplara dogru hareket eder. Bu siire¢ sonunda olusan
yavru hiicreler sekonder spermatosit olarak adlandirilir ve haploid kromozom sayisina
sahiptir. Ancak her kromozom iki kromatitten olustugu icin DNA igerigi hala diploid
seviyededir. Insanda yaklasik alt1 saat siiren kisa bir ara fazin ardindan sekonder
spermatositler, ikinci mayotik bolinmeye girerek her kromozomun kardes
kromotitlerinin zit kutuplara ¢ekilmesiyle yuvarlak spermatitler olarak bilinen yavru
hiicreleri olusturur. Insanda meiotik olgunlasma, preleptoten asamasindan yuvarlak

spermatitlerin olusumuna kadar yaklasik 24 giin stirer [33].
3.4.3.3. Spermatid fazi (Spermiyogenez)

Spermatidlerin spermatozoonlara doniigebilmek i¢in gecirdigi degisimlerin timii
spermiyogenez olarak bilinir. Insanlarda bir spermatogoniumun olgun spermatozoon
haline gelmesi yaklasik 64 giin siirer. Tam olgunlagmasini tamamlayan spermatozoonlar,
seminifer tiibiillerin liimenine gegis yapar. Bu hiicreler tiibiil duvarinda bulunan kontraktil
yapilar aracilifiyla epididimise dogru yénlendirilir. ilk asamada smirli hareket
kabiliyetine sahip olan sperm hiicrelerinin motilitesi, epididim boyunca ilerledikce artar

ve en yliksek seviyesine burada ulasir [38].

Spermatid popiilasyonun olgun sperme farklilasmasi esnasinda meydana gelen

spermiyogenez dort fazdan olugmaktadir [11].

1-Golgi fazi: Bu asamada, kii¢lik vezikiiller icinde bulunan graniiller birleserek, tek ve
biliylik bir graniil olan akrozomu olusturur. Daha Once radyal olarak simetrik olan
spermatidler, bu siiregte kutuplasmaya baslar. Hiicrenin bir ucunda kafa bolgesi
gelisirken, golgi aygit1 akrozomu olusturacak enzimleri sentezler. Hiicrenin diger ucunda
ise, mitokondrilerin toplandig1 ve distal sentrioliin aksonem olusturmaya basladig:
kalinlasmis bir orta parga gelisir. Ayrica, spermatid DNA’s1 yogun bir sekilde
paketlenmeye baslar. 11k olarak DNA belirli niikleer baz proteinleri ile sarilir, ardindan

spermatidin uzama siirecinde bu proteinler protaminlerle degistirilir. Sonug olarak, sikica
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paketlenmis kromatin olusur ve bu yap1 transkripsiyonel olarak aktif degildir [39].

2-Kep fazi: Baslik faz1 sirasinda, golgi'den tiireyen proakrozomal kesecikler, spermatid
cekirdeginin uzamasina paralel olarak kaudal inigini baglatan, giderek genisleyen
akrozomal keseyle birlesmeye devam eder. Akrozom baslik benzeri bir sekil alir ve dar
inen girintisi, akroploksomun marjinal halkasi igeren dezmozom benzeri, keratin ara

filament proteini tarafindan niikleer zarfa sabitlenir [10].

3-Akrozom fazi: Bu asamada spermatid, yeniden diizenlenerek Sertoli hiicresinin igine
daha derin yerlesir ve bazal laminaya dogru yonlenir. Bu siiregte gelismekte olan
flegellum seminifer tiibiil limenine dogru uzanir. Spermatidin yogunlagan niikleusu
uzayarak yasst bir sekil alir. Niikkleus ve onu ¢evreleyen akrozom plazma zarinin 6n
bolgesine yakin bir konuma tasinirken, sitoplazma hiicrenin arka kismina dogru hareket
eder. Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka kenarindan baslayarak spermatidin arka
kutbuna dogru uzanan ve silindirik bir yapi olusturan ‘manset’ adi verilen 6zel
organizasyonu meydana getirir. Bu yap1 sperm hiicresinin sekillenmesinde ve hiicre i¢i
bilesenlerin yer degistirmesinde Onemli rol oynar. Flagelumun gelisimini 6nceden
baslatan seritriyoller, bu asamada niikleusun arka yiizeyine dogru tasinir. Burada,
immatiir sentriyol niikleustaki s1g bir oluga tutunur. Daha sonra sentriyoller, gelismekte
olan spermin baglant1 parcasini veya boyun bolgesini olusturacak sekilde doniisiime
ugrar. Niikleusa tutunan sentriyollerden koken alan dokuz kalin fibril, aksonemin
mikrotiibiil yapisinin ¢evresinde yer alarak dis yogun lifleri olusturur ve kuyruk yapisi
boyunca uzanir. Gelismekte olan flagellumun etrafin1 sarmak iizere plazma membrani
arka tarafa dogru ilerlerken, sperm hiicresinin sekillenme siirecinde gdérev alan manset
yapist kademeli olarak ortadan kalkar. Bu sirada mitokondriler boyun bolgesinde bulunan
kaba fibrillerin ¢evresine ve hemen arkasindaki bolgeye hareket ederek siki, helikal bir
yap1 olusturur. Bu yap1 spermin kuyrugunun orta parcasi olarak bilinir. Orta parcasinin
distalinde, uzunlamasina uzanan iki siitun ve ¢esitli baglantilardan olusan fibroz kilif,
flagellumun ana yapisini sarar ve neredeyse kuyrugun ucuna kadar uzanir. Bu fibroz

kilifin sonlandig1 kisa segment ise son parca olarak adlandirilir [40].

4-: Olgunlagsma (maturasyon) fazi: Spermatozoondan geride kalan artik sitoplazma ve
hiicreler arasi1 kopriiler temizlenir. Olgun ama islevsel olmayan spermatozoon tiibiil

liimenine birakilir [23].
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3.4.4. intertisyel Hiicreler (Leydig Hiicreleri)

Leydig hiicreleri, intertiibiiler boslukta belirgin sekilde bulunan hiicreleridir [41]. Bu
hiicreler kilcal damarlarin ¢evresinde gruplar halinde yerlesim gosterir. Baslica islevleri
arasinda androjenlerin, Ozellikle de testosteronun iretimi ve salgilanmasi yer alir.
Testosteron, hipofiz-testis ekseninin diizenlenmesinde, beynin ve cinsel davranisin erkek
ozellikleri kazanmasinda, spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde, erkek
genital organlariin farklilasmasinda ve ikincil cinsiyet karakterinin gelisiminde 6nemli
bir rol oynar [42]. Leydig hiicreleri, seminifer tiibiiller arasindaki intertisyel dokuda,
genellikle on hiicreye kadar gruplar halinde yerlesmis olarak bulunur. Bu hiicreler biiyiik,
yuvarlak ¢ekirdege sahip poligonal yapilariyla tanimlanir ve belirgin bir niikleolus ile
eozinofilik sitoplazmaya sahiptir. Igerdikleri yiiksek miktarda lipid nedeniyle, steroid
salgilayan hiicrelerin karakteristik ozelliklerini tasirlar. Bu 0Ozellikler arasinda, iyi
gelismis diiz endoplazmik retikulum, cok sayida lipid damlacig, tiibiilovezikiiler
kristalara sahip mitokondriler bulunur. Leydig hiicrelerinde sik¢a gozlenen bir diger yap1
ise, lizozomlarda biriken lipid damlaciklarinin olusturdugu coklu, yuvarlak ve diizensiz
sekilli lipofuscindir. Ayrica bu hiicrelere 6zgii olan Reinke kristaloidleri, soluk lekeli
sitoplazmik inkliizyonlar seklinde goriiliir. Cubuk benzeri veya silindirik yapida olan bu
kristaller genellikle dogrusal bir diizende yerlesmistir. Reinke kristaloidlerinin islevi tam
olarak bilinmemekle birlikte bazi arastirmalar bunlarin testosteron iiretimi ve steroid
metabolizmasinin yan iirtinleri ile iligkili olabilecegini 6ne siirmektedir [43] [44]. Erkek
embriyosunun gelisimi sirasinda Leydig hiicreleri, Wolffian kanalinin gelisimini
uyararak erkek tirogenital yapilarin olusumunu saglayan androjenleri iiretir. Bu siiregte,
Sertoli hiicreleri ise disi genital yapilarin gelisimini baskilayan anti-Miillerian homonu
salgilar. Yetiskinlik doneminde, embriyolojik donemde bulunan infantil Leydig hiicreleri,
yasam boyu androjen iiretimini silirdiiren yetiskin Leydig hiicreleriyle yer degistirir. Daha
once belirtildigi gibi, Leydig hiicreleri seminifer tiibiillerin disinda, intertisyel bolgede
yer alir. Urettikleri androjenler, seminifer tiibiillere difiize olarak germ hiicreleri ve Sertoli
hiicreleri tizerinde etkili olur, bdylece sperm {iiretimini baslatir ve devam ettirir. Testis
icindeki testosteron seviyesinin azalmasi, spermatogenezde bozulmalara yol acabilir ve
bu durumun, germ hiicrelerinin diizenlenmesinde goérev alan temel proteinlerin

ekspresyonunun azalmasiyla baglantili oldugu gosterilmistir [45].
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3.4.5. Genital Kanallar
3.4.5.1. Intratestikiiler Genital Kanallar

Tubuli Rekti: Her testis lobiilliniin tepe kismina yakin bir bolgede, seminifer tiibiiller
birleserek kisa ve diiz yapida olan tubuli rectiyi olusturur. Bu yapinin astar epitelinde
germ hiicreleri bulunmaz; yalnizca Sertoli hiicreleri tarafindan ddsenmistir. Basit
kolumnar epitel, ince bir bazal lamina {izerinde yer alir ve gevsek bag dokusuyla
cevrelenmigtir. Tubuli recti'nin liimeni, testisin mediasteninde yer alan ve birbirine

anastomoz yapan kanallardan olusan rete testi ile dogrudan baglantilidir [46].

Rete Testis: Seminifer tiibiiller, rete testis ad1 verilen pleksiform kanal agin1 olusturmak
iizere mediasten testis bolgesinde birlesir. Bu yapi, miyoid hiicreleri iceren oldukga
vaskiilarize kollajen destek dokusuyla ¢evrilidir. Rete testis, ylizeyinde mikrovilluslar ve
tek bir silyum bulunan diisiik kiiboidal epitel hiicreleri ile doselidir. Miyoid hiicrelerin
kasilmasi, spermatozoalarin karigmasini saglayarak epididime dogru ilerlemelerine
yardimct olur. Epitel hiicreleri ayrica, seminal sividan protein ve potasyumun geri
emiliminde rol oynar. Silyum hareketinin ise, epididimde olgunlagma siireci
tamamlanana kadar hareket edemeyen spermatozoalarin ilerlemesine katki sagladigi

distintilmektedir [47].

Duktuli Efferentes: Duktuli efferentes veya efferent duktuslar testisin arka-iist yilizeyinde
yer alan mediastenden ¢ikarak rete testisi duktus epididimise baglar. Bu yapilar bag
dokusu i¢inde yer alir ve epididimin bas kisminin olusumuna katkida bulunur. Bu
yapilarin liimeni, epitel astarinin uzun silli hiicrelerle kisa, silsiz hiicrelerin doniistimlii
olarak dizilmesinden dolay1 diizensiz bir kontur gosterir. Tiibiillerin bazal yiizeyi diizgiin
bir yapr sergiler. Bu yiizeyin altinda ince bir diiz kas tabakasi igeren ince bir bag dokusu
katman1 yer alir. Duktuli efferentes duktus epididimise acildigi icin, liimeni duktus

epididimise 6zgii psddostratifi ye kolumnar epitel ile ortiiliidiir [48].

3.5. TESTIiS TORSIiYONU

Testis torsiyonu (spermatik kord torsiyonu), testis ve spermatik kordun tunika vajinalisin
distal (intravajinal) (Sekil b) ya da proksimal (ekstravajinal) (Sekil c) boliimiinde kendi
ekseni etrafinda donmesiyle meydana gelen klinik bir durumdur. Her ne kadar bu durum
esas olarak yenidoganlarda ve ergenlik donemindeki bireylerde goriilsede, zaman zaman

40-50 yas aralifindaki erigkinlerde veya testikiiler travma gecirmis kisilerde de meydana
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gelebilir.  Ergenlerde ve eriskinlerde tunika vajinalis testisleri sabit bir sekilde
posterolateral yone tutturur. Bu yapi, spermatik kordun tunika vajinalisin iginde
donmesine olanak tanir. Bu anatomik oOzellik ‘Bell-clapper deformitesi’ olarak
adlandirilir ve genellikle intravajinal torsiyonla iliskilidir. Ote yandan, yenidoganlarda
tunika vajinalis heniliz gubernaculumla birlesmediginden hem spermatik kord hem de
tunika vajinalis birlikte donerek ekstravajinal torsiyon olusturur. Bu tip torsiyon dogum

oncesinde veya hemen sonrasinda gelisebilir [49].

™

.

Sekil 3.6.Testikiiler torsiyon [49]

Testis torsiyonu (TT), acil servise akut skrotal agri sikayetiyle bagvuran hastalarin
yaklagik %20 sini olusturmaktadir. Bu durumun goriilme siklhigi, iki belirgin yas
araliginda artig gosterir: biri bebeklik doneminde (her 100.000 dogumda yaklagik 4,35
vaka) digeri ise ergenlik ¢aginda (100.000°de 10,46 vaka). Testis torsiyonu, spermatik
kordun kendi ekseni etrafinda donmesiyle ortaya ¢ikan ve testikiiler dokuya giden kan
akimini keserek iskemiye yol agan bir patolojidir. Tedavide gecikme olmasi halinde,
testisin nekrozu gibi ciddi ve kalict sonuglar dogurabilir. Bu nedenle torsiyonun erken
donemde taninmasi ve acilen miidahale edilmesi, testisin kaybinit dnlemede kritik rol
oynar [50]. Testise gelen hasarin derecesi, torsiyonun ne kadar siddetli oldugu ve kan
akisinin ne kadar siire kesildigiyle dogrudan iliskilidir. Genellikle geri doniisii olmayan

doku hasariin gelismesinden 6nce yaklasik 4 ila 8 saatlik bir miidahale siiresi vardir. Bu

29



stirenin asilmasi halinde orsektomi gerekebilir. Torsiyon sonrast gelisen doku hasari iki
asamal1 olarak meydana gelir: Birincisi torsiyon sirasinda olusan iskemi, ikincisi ise
detorsiyon sonrasi yeniden kan akisinin saglanmasiyla meydana gelen reperflizyon
hasaridir. Bu ikinci asamada olusan iskemi/reperfiizyon hasari; nétrofillerin aktive
olmasi, inflamatuvar sitokinlerin salinimi, artmig trombojenite, hiicre i¢i kalsiyum
dengesinin bozulmasi ve reaktif oksijen (ROS) ile azot tiirlerinin (RNS) asir1 {iretimi gibi
cesitli molekiiler ve hiicresel siireglerin devreye girmesiyle kompleks bir hasar
mekanizmasina neden olur. Bu siirecte hiicre adezyon molekiillerinin aktive olmasida

hasarin ilerlemesinde rol oynar [51].

3.5.1. Iskemi Reperfiizyon Hasar1 (I/R Hasarr)

Organ ya da dokulara ulasan kan akisinin ¢esitli nedenlerle ciddi sekilde azalmasi ya da
tamamen durmasi sonucu, ilgili bolgenin yeterli sekilde oksijenlenememesi durumuna
iskemi ad1 verilir. Iskemiye maruz kalan dokular, belirli bir siire boyunca oksijensiz
kaldiginda, bu durum hiicresel diizeyde hasara veya nekroza yol acabilir. Iskeminin
ardindan kan dolagiminin yeniden saglanmasi ise reperfiizyon olarak tanimlanir ve
genellikle mevcut doku hasarinin daha da ilerlemesine neden olur. i1k olarak kan akisinin
engellenmesiyle baslayan hiicresel yanit, oksijenin tekrar dokulara ulasmasiyla birlikte
ters etki yaratabilir. Bu duruma “paradoksal oksijen etkisi” denir ve bu siiregte ortaya
cikan ¢esitli metabolitler, hiicresel hasarin derinlesmesine ve hiicrelerin stres yaniti
gelistirmesine sebep olabilir. Bu stres durumlari; ortaya ¢ikan metabolitlerin tiiriine ve
etkilenen organellere bagli olarak oksidatif stres, nitrozatif stres, endoplazmik retikulum
stresi ve mitokondriyal stres gibi farkli bagliklar altinda siniflandirilabilir. Hiicreler bu
zararl etkileri baskilamak amaciyla antioksidan savunma sistemlerini devreye sokar.
Ancak bu mekanizmalar yetersiz kalirsa, hiicresel biitiinliik bozulur ve hiicre 6liim yollar1

aktif hale gelir [52] [53].
3.5.1.1. Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 miktarda olusmasi ile hiicrenin bu
tirleri ortadan kaldirma yetisinin yetersiz kalmasi sonucu olusan ve dokulara zarar
verebilen patolojik bir siiregtir [54] [55].Bu dengenin bozulmasi, tiim organizmayi
etkileyebilecek diizeyde, hayati biyomolekiiller ve hiicrelerde hasara yol acabilir [56].
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel metabolizma sirasinda olusan ve fizyolojik

kosullarda belirli diizeylerde tiretimi dogal kabul edilen yan iirlinlerdir. Hem bitki hem de
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hayvan hiicrelerinde, hiicre i¢i ve dis1 gevresel degisimlere yanit olarak sinyal iletim
yollariin aktive edilmesinde kritik rol oynarlar [57]. ROS’larin biiyiik bir kismi
hiicrelerde mitokondriyal solunum zinciri tarafindan iiretilmektedir [58]. Aerobik
hiicreler, endojen metabolik siirecler sirasinda molekiiler oksijenin biyolojik olarak
indirgenmesi sonucunda siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
organik peroksitler gibi ¢esitli ROS tiirlerini sentezler. [59]. Ayrica hipoksik kosullarda
mitokondriyal solunum zinciri, nitrik oksit (NO) iiretimi yoluyla reaktif nitrojen tiirlerinin
RNS olusumuna da katki saglar [58].Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) asir1 lipid
peroksidasyonunu tetikleyerek reaktif aldehitler gibi ikincil zararl bilesiklerin, 6rnegin
malondialdehit ve 4-hidroksinonenal gibi molekiillerin olusumuna yol agabilir. Proteinler
ve lipitler, oksidatif hasarin baslica hedefleri arasinda yer alir ve bu molekiillerde
meydana gelen yapisal degisiklikler mutagenez riskini artirabilir [60]. Cevresel stres
faktorlerinin siirekli etkisi altinda, ROS {iretimi uzun siire devam edebilir ve bunun
sonucunda hiicresel yap1 ve islevlerde ciddi bozulmalar olusabilir [61]. Iskemi-
reperflizyon hasari (I/R) hasari, dzellikle testis gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip
organlarda, germ hiicrelerinin biitiinliiglinli bozarak spermatogenez siirecini durdurabilir
ve sonug olarak erkek infertilitesine yol acabilir. Testikiiler torsiyon gibi cerrahi acil
durumlarda kan akisimin kisa siirede yeniden saglanmasi kritik 6neme sahiptir; ancak
reperfiizyonla birlikte ortaya c¢ikan yogun oksidatif stres, testikiiler yapinin kendisine
zarar verebilmektedir. Bu nedenle hem klinik hem deneysel ¢alismalarda I/R hasarmin
erken taninmasi ve antioksidan tedavi yaklagimlarinin kullanimi cerrahi sonrasi testikiiler

fonksiyonun korunmasi agisindan 6nem arz etmektedir [55] [3] [62].

3.6. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar, serbest radikallerin hiicresel yapilarda yol acabilecegi zararli etkileri
onleyebilen savunucu molekiillerdir. Bu bilesikler, serbest radikallerle dogrudan
reaksiyona girerek onlarin kararsiz yapisini stabilize eder ve bdylece oksidatif stres

kaynakl1 hiicresel hasarin engellenmesine yardimer olurlar [63].

Antioksidanlar, hiicresel diizeyde serbest radikallerin zararl etkilerini ortadan kaldirmak
icin farkli yollarla etki gosterirler. Bu mekanizmalar genel olarak alti baghk altinda

toplanabilir.
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1. Radikal siipiiriici (toplayict etki); Serbest oksijen radikallerini dogrudan yakalayarak
veya onlart daha az reaktif molekiillere doniistiirerek etki ederler. Bu etki 6zellikle

antioksidan enzimler tarafindan gergeklestirilir.

2. Bastirici etki; Serbest radikallere hidrojen atomu ekleyerek, bu radikallerin aktivitesini
azaltir veya tamamen ainaktive ederler. Vitaminler (6rnegin C ve E vitaminleri) ile

flavonoidler bu gruba giren antioksidanlardir.

3. Zincir kiric1 etki; Serbest radikal zincir reaksiyonlarini kesintiye ugratarak
yayilmalarin1 engellerler. Hemoglobin, seriiloplazminve bazi mineraller bu etkiyi

gosteren bilesikler arasindadir.

4. Onarict etki; Serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasarlari tamir etme

kapasitesine sahiptirler.

5. Hiicresel kinaz kayiplarint 6nleme; Oksidatif reaksiyonlar1 durdurarak hiicresel sinyal

yollarinda yer alan kinaz enzimlerinin bozulmasini engellerler.

6. Enzimatik etki; Siiperoksid dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin etkisiyle,

enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezini artirarak koruyucu rol oynarlar. [64].

3.7. GUCLU BIR ANTIiOKSIDAN OLAN TIMOKINON

Timokinon (TQ) gelecek vadeden sifal bitkiler arasinda yer alan Nigella sativa (yaygin
adiyla ¢orek otu), Ranunculaceae (diiglincicegigiller) familyasma ait, tek yillik ve
ortalama 20-30 cm boyunda ¢icek acan bir bitkidir. Ozellikle Pakistan, Hindistan ve
Akdeniz havzasinda yaygin olarak yetistirilmekte olup, Tiirkiye’de ise agirlikli olarak
Afyon, Isparta, Burdur ve Konya bolgelerinde yetistirilmektedir [65] [66]. Nigella
sativa 'nin tohumlar1 ve bu tohumlardan elde edilen yag, yaklasik iki bin y1ldir geleneksel
tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Etkin bilesenler
yoniinden olduk¢a zengin olan bu tohumlar, 6zellikle Orta Dogu ve Uzak Dogu’da pek
cok farkli hastaligin dogal tedavi siirecinde 6nemli yer tutmustur. Geleneksel kullanimlar
arasinda astim, bronsit, iltihaplanma, egzama, ates, grip, hipertansiyon, Oksiiriik, bas
agrist ve bas donmesi gibi solunum ve sistemik rahatsizliklarin yani sira; diyabet,
karaciger ve bobrek fonksiyon bozukluklari, sinir sistemi hastaliklari, romatizma, kanser

ve iligkili inflamatuvar hastaliklar ile mide-bagirsak problemleri gibi ¢cok ¢esitli durumlar
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yer almaktadir [67]. Nigella sativa tohumlarinin kimyasal bilesimi, yetistirildigi bolgenin
iklimsel ozelliklerine gore degisiklik gostermekle birlikte; ugucu yaglar (%0.4-0.45),
sabit yaglar (%32-40), protein (%16-19.9), amino asitler, alkaloidler, tanenler,
saponinler, lif (%3.5), karbonhidrat (9%33.9), mineral maddeler (%1.79-3.44) ve ¢esitli
vitaminleri (askorbik asit, tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit) icermektedir. Sabit yag
fraksiyonunda oleik asit, linoleik asit, eikozadienoik asit, aragidonik asit ve linolenik asit
gibi doymamus yag asitleri bulunurken; doymus yag asitleri arasinda miristik, palmitik ve
stearik asit yer almaktadir [68] [69]. Ucucu yag bilesiminde ise nigellon, karvakrol, p-
simen, d-limonen, a- ve B-pinen’in yani sira baglica farmakolojik etkilerden sorumlu olan
timokinon (TQ), ditimokinon, timohidrokinon ve timol gibi bilesenler yer almaktadir. Her
ne kadar TQ bir antioksidan ve antiinflamatuar ajan olarak biiyiik bir potansiyele sahip
olsa da cok cesitli faydalar1 vardir. Immiin giiclendirici, antitiimdral ve antidiyabetik

ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir [70].
TQ' un Tanimi;

Timokinon, antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin yani sira; bagisiklik sistemini
destekleyici, antitlimoral ve antidiyabetik 6zellikleriyle de dikkat ¢eken ¢ok yonlii bir
bilesen olarak 6ne ¢ikmaktadir [71].
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Sekil 3.7. Nigella sativa bitkisi (a) ¢igegi (b) tohumlari(c) ve tohumlarinin biyoaktif
bileseninin kimyasal yapisi [72]

3.7.1. Antioksidan Etkisi

Glinlimiizde dogal kaynakli antioksidan bilesikler ve fitokimyasallar, 6zellikle oksidatif
stresle iligkili hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisinde dnemli bir ilgi odag1 haline gelmistir.
Bu ilginin temelinde, bu bilesiklerin serbest radikalleri etkisiz hale getirme ve oksidatif
stres kaynakli patolojik siireclere karsi hiicresel diizeyde koruyucu etki gosterme
potansiyeli yatmaktadir. Ayni1 zamanda dogal immiinomodiilatorler, bagisiklik sistemini
aktive ederek ve diizenleyerek organizmanin savunma kapasitesini artirmaktadir. Bu
baglamda dogal bir bilesik olan timokinon (TQ), giiclii antioksidan, antiinflamatuvar ve
immiin sistemi destekleyici 6zellikleri sayesinde farmakolojik arastirmalarda dikkat
ceken bir ajan olarak 6ne ¢ikmistir. Antioksidan savunma sistemi igerisinde yer alan
enzimatik yapilar, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 hiicresel diizeyde koruma saglar.

Stiperoksit anyon radikali (O2¢"), hidroksil radikali (¢*OH) ve peroksil radikali (ROO¢)
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gibi ROS tiirleri; hiicre i¢inde dogal olarak gergeklesen aerobik metabolik siirecler ile
birlikte ultraviyole (UV) 1s1nim1 ve ¢evresel kirlilik gibi dis etkenler araciligiyla da siirekli
olarak {iretilir. Bu reaktif tiirlerin agir1 iiretimi, hiicre zarindaki lipitlerin, proteinlerin ve
niikleik asitlerin oksidatif hasarina yol agarak hiicresel islev bozukluklarina neden
olabilir. Timokinon (TQ), siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi
cesitli reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karst gosterdigi etkili temizleme kapasitesiyle
dikkat ¢eken giiglii bir fitokimyasal antioksidan olarak tanimlanmaktadir. Bu &zelligi
sayesinde, ROS birikiminin neden oldugu hiicresel diizeydeki zararli etkileri azaltarak
pek cok hastalik siirecinde koruyucu bir rol {istlenebilir. TQ ile yapisal benzerlik tastyan
sentetik bir bilesik olan tert-butilhidrokinon (TBHQ) ile birlikte, demir bagiml
mikrozomal lipid peroksidasyonunun gii¢lii bir sekilde inhibe edildigi gosterilmistir.
TQ’nun antioksidan etkileri, biiyiikk Olciide kinon yapisindan kaynaklanan redoks
ozelliklerine ve fizyolojik bariyerleri ge¢gme kabiliyetine baglanmaktadir. Bu bilesigin
hiicre i¢i kompartmanlara kolay erisimi, radikal temizleyici etkinligini daha da
artirmaktadir. Literatiirde, endojen antioksidan savunma sisteminin gii¢lendirilmesinin,
oksidatif stresin yol a¢tig1 doku hasarmni ve hiicrelerin neoplastik doniisiimiinii 6nlemede
terapotik acidan kritik bir rol oynadigina dikkat ¢ekilmektedir. Bu baglamda TQ, oksidatif
hasar, otoimmiin siiregler ve ¢esitli dokularda gelisebilecek inflamatuvar
komplikasyonlara kars1 hiicre koruyucu (sitoprotektif) etkiler sunan umut verici bir tedavi

aday1 olarak degerlendirilmektedir. [67].

3.8. NRF2

Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2), hiicrelerin ¢evresel stres faktorlerine
kars1 verdigi yanitlart diizenleyen temel transkripsiyon faktorlerinden biridir [73]. Temel
bir “basic leucine zipper” (bZIP) yapisina sahip olan bu protein, 6zellikle inflamasyon ve
doku yaralanmasi gibi uyaricilar sonucunda ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerine (ROS)
karst savunma sisteminde kritik rol oynar. Nrf2, antioksidan savunmada gorev alan
enzimlerin sentezinden sorumlu genlerin ekspresyonunu diizenleyerek oksidatif stresi
dengelemeye katkida bulunur [74]. Bu koruyucu etkilerini etkinlestirebilmesi igin
Nrf2’nin sitoplazmadan niikleusa transloke olmasi gerekir. Bu translokasyon, genellikle
oksidatif stres veya iskemi/reperfiizyon (I/R) gibi patolojik durumlar sonucunda
gerceklesir. I/R hasari, belirli bir organa kan akisinin azalmasmin ardindan yeniden

kanlanma ile tetiklenen ve ciddi hiicresel hasara yol acabilen bir siirectir [5]. Yapilan
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arastirmalar, Nrf2 yolunun aktive edilmesinin akciger, karaciger, beyin, testis ve kalp gibi
bircok organda I/R kaynakli hasari azalttigini ortaya koymustur [5]. Nrf2, ROS
diizeylerini diisiirmek amaciyla antioksidan enzimlerin aktivitesini artirmakla kalmaz;
ayni zamanda proinflamatuar sitokinlerden IL-6, IL-1B ve TNF-a gibi molekiillerin
ekspresyonunu da azaltarak inflamatuar yanitlar1 baskilar. Bu 6zellikleri sayesinde Nrf2,
yalnizca oksidatif stresi baskilamakla degil, ayn1 zamanda hiicre 6liimiinii engellemek ve
hiicresel canliligt korumakla da iliskilendirilmektedir. Dahasi, Nrf2’nin otofajiyi
indiikleme yoluyla, I/R hasari sirasinda hiicrelerin apoptozdan korunmasinda etkili
oldugu gosterilmisti [5]. Nrf2, sitoplazmada yer alan ¢6ziiniir bir protein olup, Cap ‘n’
Collar (CNC) alt ailesine aittir, 605 amino asit uzunlugundadir ve yedi islevsel olarak
korunmus protein homolojisi bdlgesi (Nrf2-ECH homolojisi, Neh) icerir. Bu bolgeler,
hem Nrf2’nin stabilitesini hem de transkripsiyonel aktivitesini diizenleyen cesitli
molekiiler etkilesimlere aracilik eder. Nehl bolgesi, bir ubiquitin-konjugasyon enzimi
icermesi nedeniyle Nrf2’nin transkripsiyonel aktivitesini artirici rol oynar. Neh2 bolgesi
ise, DLG ve ETGE adi verilen iki motif aracilifiyla Keap1 (Kelch-benzeri ECH ile iligkili
protein 1) ile etkilesime girer. Keapl, fizyolojik kosullarda, Nrf2’yi ubiquitinasyon ve
proteazomal yikim yoluyla baskilayan culin-bazli bir E3 ubiquitin ligaz kompleksinin
substrat adaptoriidiir. Neh3, Neh4 ve Neh5 bolgeleri, transaktivasyon alanlar1 olarak
gorev yapar. Neh3, Nrf2’nin C-terminalinde yer alir ve CHD6 adli ATPaz/helikaz DNA
baglayici proteinle etkileserek transkripsiyonel aktivasyonu saglar. Neh4 ve NehS5 ise,
Nehl ve Neh7 arasinda konumlanir ve cAMP yanit elemant baglayici proteinin (CREB)
aktivasyonu araciligryla gen transkripsiyonunu baglatmada islev goriir. Neh6 bdlgesi,
serin agisindan zengin bir peptid dizisi barindirir ve DSGIS ile DSAPGS olarak
tanimlanan iki motif icerir. Bu alan, B-transdiisin tekrar1 iceren protein (B-TrCP) ile
etkileserek Nrf2’nin negatif diizenlenmesini saglar ve ayrica Nrf2—Keapl kompleksi
icerisinde protein stabilitesini kontrol eder. Nrf2, niikleusa gecerek endojen antioksidan
yanit elementlerine (ARE) baglanir ve NQO1, HO-1 gibi ¢esitli antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu baglatir. Neh7 bolgesi ise, retinoid X reseptorii alfa (RXRa) ile etkileserek
Neh4 ve Neh5’in aktivasyonunu baskilar ve boylece Nrf2-ARE sinyal yolunu negatif
yonde diizenler. Nrf2 ve endojen inhibitorii Keapl, oksidatif strese karsi koruma
saglayan, evrimsel agidan korunmus, hiicre i¢i bir savunma sistemi olusturur. Normal
kosullarda Keapl araciligiyla proteazomal yikima ugrayan Nrf2, oksidatif stres altinda
Keap1’den ayrilarak kiigiik muskuloapondrotik fibrosarkom (sMaf) proteinlerinden biri

ile heterodimerlesir ve niikleusa transloke olur. Bu heterodimer, transkripsiyonu
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baslatmak tizere Nrf2 hedef genlerinin promotor bolgelerinde yer alan ARE dizilerini

tantyarak baglanir [75] [76].

3.9. PTEN/mTOR

Pten bugiine kadar tanimlanan bispesifik fosfataz aktivitesine sahip ilk onkogendir [77].
Fonksiyon kaybi mutasyonundan sonra tiimorojenezi indiiklemenin yani sira, hiicre
hayatta kalma, ¢ogalmasi, yaslanma, hareketlilik ve polarite dahil olmak {izere fizyolojik
kosullar altinda bir dizi hiicresel siireci yonetir [78]. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunu
modiile etme yetenegi, kok hiicrenin kendi kendini yenilemesini, farklilagsmasini ve
hayatta kalmasini saglamak icin hayati Ooneme sahiptir [79]. Ayrica, peroksizom
proliferator aktive edici reseptéor gamma (PPARYy) ve tiimor baskilayici p53 gibi
transkripsiyon faktorleri, PTEN ekspresyonunu yukari yonlii diizenleyebilmektedir.
Bununla birlikte, PTEN gen promotoriiniin metilasyonu, transkripsiyonel olarak
susturulmasina neden olabilmektedir. Enzimatik aktivitesi ise fosforilasyon, asetilasyon
ve oksidasyon gibi cesitli posttranslasyonel modifikasyonlarla diizenlenmektedir. insan
kanserlerinde sik¢a mutasyona ugrayan veya delesyona ugrayan bu gen, nemli bir timor
baskilayici rol tistlenmektedir. Ayrica, PTEN ekspresyonundaki azalma ya da iglev kaybi,
bir¢ok tiimor tiirtinde kotii prognoz ile iliskilendirilmistir [80]. Protein, N-terminalde yer
alan bir fosfataz bolgesi ve C-terminalde bulunan C2 ile PDZ (PSD-95, DLGI ve ZO-1
ile etkilesim saglayan) baglanma bdlgelerini icermektedir. Fosfataz aktivitesi igin kritik
olan {i¢ anahtar amino asit kalintisini igceren CXsR(S/T) motifi, aktif bolgenin bir pargasi
olarak gorev yapar. Bu yapisal 6zellik, PTEN’in fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3)
gibi negatif yiiklii lipid substratlara kars1 yliksek afinite gdstermesini saglamaktadir. Lipit
fosfataz aktivitesi sayesinde PTEN, PIP3 diizeylerini dengeleyerek hiicre ¢ogalmasi,
apoptoz ve hiicre gogii gibi olaylar1 kontrol eden AKT sinyal yolunu baskilar. AKT
yolunun aktivasyonu hipoksiye yanit olarak HIF-1 (hipoksiye indiiklenebilir faktor-1)
stabilitesini artirirken; PTEN, bu siirecte HIF-1’in stabilizasyonunu azaltarak hipoksiyle
iligkili yanitlart sinirlar. HIF-1, diisiik oksijen diizeylerine adaptasyonda gorevli genlerin
transkripsiyonunu diizenlemede anahtar rol oynamaktadir [81]. Fosfatidilinozitol 3,4,5-
trifosfat (PIP3), reseptdr tirozin kinaz sinyalleri aracilifiyla aktive olan PI3K
(fosfatidilinozitol 3-kinaz) yolunun temel ikinci haberci molekiilii olarak gorev yapar.
PTEN, PIP3’i defosforile ederck fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfata (PIP2) cevirir ve
boylece PI3K/AKT yolunun asir1 aktivasyonunu baskilar. Hiicre zarinda biriken PIP3,
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Pleckstrin homoloji (PH) alani1 i¢eren proteinlerin 6zellikle AKT nin zar lokalizasyonunu
destekleyerek bu proteinlerin fosforilasyonla aktiflesmesini saglar [82]. Aktif hale gelen
AKT, hiicresel yasamu siirdiirmeye yonelik ¢esitli proteinleri fosforile eder ve bu siiregler;
hiicre dongiisii ilerlemesi, anjiyogenez, metabolizma ve apoptoza direng gibi temel
biyolojik islevleri kapsar. PTEN ise, PIP3 seviyelerini dengeleyerek bu siireclerin asirt
uyarilmasini engelleyen kritik bir diizenleyici olarak rol alir. PIP3 birikimi; hiicre
cogalmasi, hayatta kalma ve hiicresel hareketliligin artis1 gibi biyolojik etkilerle iligkilidir
ve bu etkiler, timdr olusum siirecine dogrudan katkida bulunabilir. Nitekim, PI3K/AKT
sinyal yolunun regiilasyonundaki bozukluklar pek c¢ok farkli malign kanserde rapor
edilmistir. PTEN’in tiimdr baskilayict rolli, PIP3’{in fosfat grubunu uzaklastirarak
AKT’nin aktivasyonunu 6nlemesiyle gerceklesir. Bu yolla, hiicre hayatta kalma sinyalleri
baskilanir. Yiiksek diizeyde PIP3, kanser hiicrelerine proliferatif avantaj sagladigi i¢in
PTEN geninde meydana gelen inaktif edici mutasyonlar, birgok tiimor tipinde yaygin
olarak gozlenmektedir [83]. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel sinyal yollarinda yer
alan molekiillerle dogrudan etkilesime girerek proliferasyon ve hiicre hayatta kalma gibi
cesitli biyolojik siirecleri diizenleyebilir. Ozellikle, PTEN’in Kkatalitik etkinligi ROS
tarafindan modiile edilmekte ve oksidatif stresin varliinda PTEN’in fosfataz aktivitesi
baskilanmaktadir. Bu inhibisyon, hiicre i¢i PIP3 diizeylerinde artisa yol acar; PIP3’{in
plazma zarinda birikmesi, AKT gibi hedef proteinlerin aktivasyonunu tetikler ve ROS’ un
bu stirecte islevsel bir rol iistlendigini diislindiiriir. PI3K/AKT yolunun aktive olmasi,
hiicre hayatta kalmasini destekleyen ¢ok sayida genin ekspresyonunu artirir. Antioksidan
uygulamalar1 hem PTEN’in fosforilasyonunu hem de buna bagl olarak gelisen AKT
aktivasyonunu engelleyebilir. ROS, PTEN’in inaktivasyonuna neden olurken, gen

diizeyindeki PTEN ekspresyonunu etkilememektedir [84].

mTOR:

mTOR (mammalian target of rapamycin), hiicre biiyiimesi, metabolizma, protein sentezi,
otofaji ve hiicresel yasam dongiisiiniin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan
serin/treonin kinaz yapisinda bir proteindir [85]. Raptor ve Rictor alt birimleride dahil
olmak iizere ¢esitli proteinlerle etkilesime girer ve mTOR kompleksi 1 (mTORCI) ve
mTOR kompleksi 2 (mTORC?2) protein kompleksleri olarak bilinen iki farkli kompleks
hélinde gorev yapar [86]. mTORCI1 kompleksi, temel bileseni olan Raptor sayesinde,
DNA hasar1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), amino asitlerin ve biiylime faktorlerinin

mevcudiyeti, glikoz ve diger enerji kaynaklar1 gibi ¢cevresel ve hiicresel stres faktorlerine
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kars1 yanit verir. Bu kompleks, baslica reseptor tirozin kinaz (RTK) aracili yukar1 akis
sinyalleri iizerinden protein sentezi, translasyon, otofaji, lizozomal ve mitokondriyal
biyogenez ile lipit ve niikleotid {iretimini diizenler. RTK ile iligkili bu sinyalleme yollari;
sitokinler, insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1), Wnt, fosfoinositid 3-kinaz
(PI3K)/AKT, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve 5’ adenosin monofosfatla
aktive edilen protein kinaz (AMPK) gibi kaskadlarin ¢cogunu igermekle birlikte, sinyalleri
genellikle TSC1/TSC2 (tiiber6z skleroz kompleksi) iizerinden entegre eder. mTORC2
kompleksi ise Rictor alt birimiyle tanimlanir ve baslica IGF ve PI3K/AKT sinyal yollari
aracilifiyla iyon taginimi, hiicre hayatta kalma, proliferasyon, hiicre gogii, sitoskeletal
yeniden yapilanma ve glikoz metabolizmasi gibi siirecleri kontrol eder. Ayrica, mnTORC1
ve mTORC2, mTOR sinyallemesinde yer alan c¢esitli proteinler {izerinden birbirlerini
karsilikli olarak diizenleyerek, hiicresel homeostaz ve hastaliklarin patogenezi lizerinde

etkili olan karmasik bir diizenleyici ag olusturur [87].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

4.1.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Hematoksilen-Eozin boyamas1 sonucunda, testis dokularinda grup bazli histolojik
farkliliklar gézlemlendi. Kontrol grubuna ait testikiiler dokular, fizyolojik yapiy1 yansitan
diizenli histo-morfolojik 6zellikler gdstermistir. Seminifer tiibiiller dairesel ve kompakt
bir goriiniimde olup, germinal epitel tabakalari biitiinligiinii korumaktadir.
Spermatogenik hiicre dizilimleri belirgin, Sertoli ve Leydig hiicreleri ise normal
morfolojidedir. Intertisyel alanda herhangi bir édem, inflamasyon veya dejeneratif
degisiklige rastlanmamistir (Sekil 4.1.). Sham grubunda kontrol grubuna benzer yapisal
biitiinliik korunmustur (Sekil 4.2.). Ancak cerrahi miidahaleye bagli olarak bazi
tiiblillerde hafif diizeyde hiicresel diizensizlikler saptanmistir. Buna ragmen germinal
epitel organizasyonu genel olarak saglam kalmais, belirgin doku hasarina rastlanmamastir.
Timokinon uygulanan grupta, testis dokularinda genel olarak saglikli bir histolojik
goriiniim gozlemlenmistir. Seminifer tiibiiller diizgiin dizilim gostermis, germinal epitelin
yapist korunmustur (Sekil 4.3.). Torsiyon/Detorsiyon grubunda testis dokularinda
belirgin yapisal bozulmalar ve agir histopatolojik hasarlar tespit edilmistir. Seminifer
tiibiiller deforme olmus, germinal epitelde hiicre dizilimi kaybolmus ve belirgin
spermatojenik hiicre kaybi goézlemlenmistir (Sekil 4.4.). Bu bulgular, torsiyonun
testikiiler dokuya ciddi iskemi-reperfiizyon hasar1 olusturdugunu gostermektedir.
Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunda ise Torsiyon grubuna kiyasla doku
biitiinltiglinlin biiyiikk oranda korundugu goriilmiistiir. Seminifer tiibiiller daha diizenli
goriinimde olup, germinal epiteldeki hiicresel kayiplar ve dejeneratif degisiklikler daha
smirhdir (Sekil4.5.). Bu gozlemler, Timokinonun torsiyona bagli testikiiler hasari

hafiflettigini ve doku tizerindeki iyilestirici etkisini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.1. Kontrol grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi (400x)
(Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken spermatid,

siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)

Sekil 4.2. Sham grubunun Hematoksilen-Eozin boyamas1 (400x)

(Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken spermatid,

siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)
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Sekil 4.3. Timokinon grubunun Hematoksilen-Eozin boyamas1 (400x) (Kirmiz1 ok:
spermatogonyum, sari ok: primer spermatosit, yesil ok: erken spermatid, siyah ok: gec

spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)

Sekil 4.4. Torsiyon/Detorsiyon grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi (400x)
(Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken spermatid,

siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)
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Sekil 4.5. Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunun Hematoksilen-Eozin boyamasi
(400x) (Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken

spermatid, siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)

4.1.2. Johnsen Skorlama Bulgular:

Testis dokusuna ait histolojik degerlendirme, Johnsen testikiiler skorlama sistemi esas
alinarak yapild1.

Yapilan istatiksel analizler sonucunda (Sekil 4.6.): Torsiyon/detorsiyon (T/D) grubundaki
Johnsen skorlarinin, kontrol, sham ve yalnizca timokinon uygulanan gruba kiyasla
anlamli derecede azaldigi tespit edildi (p<0.01). Bu diisiis torsiyonun spermatogenezi
ciddi dl¢iide bozdugunu gostermektedir. Ote yandan, Timokinon+T/D grubunda elde
edilen skorlarin yalnizca T/D grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.01). Bu artis Timokinonun torsiyon sonrasi testikiiler hasar1 hafiflettigini ve

spermatogenezi kismen koruyabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Sol testis dokusunun Johnsen skorlama grafigi. a: Torsiyon/Detorsiyon
grubunda Johnsen skoru, Kontrol Sham ve Timokinon gruplarina gore istatiksel olarak
anlamli derecede diistii (p<0.01). b: Timokinon+T/D grubunun yalnizca T/D grubuna

gore kiyasla anlamli sekilde yiiksek Johnsen skoru gosterdi (p<0.01).
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4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

4.2.1. Nrf2 immiinohistokimyasal Boyama

Nrf2 Negatif kontrol

Kontrol

Timokinon

T/D

TQ+T/D

Sekil 4.7. Immiinohistokimyasal boyama ve deney gruplarinin pozitif ve negatifleri

(Nrf2 x 400x)
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Nrf2 immiinohistokimyasal boyama sonuglarina gore, testis dokularinda gruplar arasinda
ekspresyon farkliliklar1 gézlemlendi. Kontrol Sham ve Timokinon gruplarinda Nrf2
boyanmasi olduk¢a zayif olup, germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinde sinirh diizeyde
sitoplazmik ve niiklear boyanma izlendi. Torsiyon grubunda, testikiiler hasarin oldugu
bolgelerde Nrf2 ekspresyonunda anlamli bir artis gozlendi (Sekil 4.11.).
Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunda ise Nrf2 ekspresyonu torsiyon grubuna gore
azdi (Sekil 4.12.). Bu da Timokinonun antioksidan etkisiyle oksidatif stresin siddetini

azaltarak Nrf2 yolunun aktivasyonunu sinirladigini gostermektedir.

bl

20 pm

Sekil 4.8. Kontrol grubunun Nrf2 antikoru ile immiinohistokimyasal boyamas1 (400x)
(Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken spermatid,

siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)
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Sekil 4.9. Sham grubunun Nrf2 antikoru ile immiinohistokimyasal boyamasi (400x)
(Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken spermatid,

siyah ok: ge¢ spermatid hiicresini gostermektedir.)

Sekil 4.10. Timokinon grubunun Nrf2 antikoru ile immiinohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken

spermatid, siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)
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Sekil 4.11. Torsiyon grubunun Nrf2 antikoru ile immiinohistokimyasal boyamasi (400x)
(Kirmizi ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, siyah ok: ge¢ spermatid

hiicresini gdstermektedir.)

Sekil 4.12. Timokinon-+torsiyon/detorsiyon grubunun Nrf2 immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok:

erken spermatid, siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)
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4.2.2. Nrf2 H Skorlama Bulgulari
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Sekil 4.13. Sol testis dokusu Nrf2 antikoru ile immiinohistokimyasal boyanma
yogunlugunun analiz grafigi. a: Kontrol sham ve timokinon grubuna gore anlamlilig1 b

ise T/D grubuna gore anlamlilig1 gosterir. T/D; torsion/detorsiyon.

Tiim gruplardaki ratlarin testis dokusu Nrf2 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama
sonrasi incelendi ve H skorlamasi yapildi. Elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.13):
Kontrol grubu ile Sham grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.418). Kontrol grubu
ile Timokinon grubu karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi
(p=0.689). Kontrol grubunun hem Torsiyon/Detorsiyon grubuna (p<0.01) hem de
T/D+Timokinon grubuna (p<0.01) gore anlamli derecede daha diisiik hasar skoruna sahip
oldugu goriildii. Kontrol ile T/D+Timokinon grubu arasindaki fark istatiksel olarak
anlamli bulunurken (p<0.01), Sham ile Timokinon grubu arasinda anlamli fark goriilmedi
(p=0.316). Sham grubunun T/D grubuna gore anlamli sekilde daha diisiik hasar skoruna
sahip oldugu goriildi (p<0.01). Sham grubu ile T/D+Timokinon grubu
karsilastirildigindada anlamli  saptandi  (p<0.01). Timokinon grubunun T/D ve
T/D+Timokinon gruplarina goére anlamli sekilde daha az histolojik hasar gosterdigi
goriildi (p<0.01). Ayrica T/D+Timokinon grubunun T/D grubuna gore anlamli derecede
diisiik histolojik hasar skoruna sahip oldugu gozlendi (p<0.01). Bu bulgular, testikiiler
torsiyon modelinde uygulana Timokinon tedavisinin histolojik diizeyde koruyucu etkiler

gosterebilecegini ve bu etkinin istatiksel olarak anlamli oldugunu ortaya koymaktadir.
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4.2.3. mTOR Immiinohistokimyasal Boyama

Timokinon

Sekil 4.14. Immiinohistokimyasal boyama ve deney gruplarinin pozitif ve negatifleri

(mTOR x 400x)
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mTOR immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 incelendiginde, testis dokularinda
gruplar arasinda ekspresyon farkliliklart gozlemlendi. Kontrol grubunda mTOR
ekspresyonu diisiik seviyede olup germinal epitelde sinirlt diizeyde sitoplazmik boyanma
izlenmigtir (Sekil 4.15.). Bu durum fizyolojik kosullarda mTOR sinyal yolunun diisiik
bazal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Sham grubunda da kontrol grubuna
benzer sekilde minimal diizeyde boyanma saptanmis, cerrahi islemin mTOR aktivasyonu
lizerinde anlamli bir etki yaratmadigi belirlendi (Sekil 4.16.). Sadece timokinon
uygulanan grupta mTOR boyanmasinin sham grubuna gore hafif diizeyde arttig1 6zellikle
Sertoli hiicrelerinde ve baz1 germ hiicrelerinde belirgin sitoplazmik boyanma gozlendigi
tespit edildi (Sekil 417.). Bu bulgu Timokinonun hiicresel metabolizma ve biiyiime ile
iligkili mTOR yolunu belirli 6l¢iide aktive edebilecegini diisiindiirmektedir. Torsiyon
grubunda ise mTOR ekspresyonunun belirgin sekilde arttig1, testikiiler dokunun birgok
bolgesinde yogun sitoplazmik boyanma gozlendigi belirlendi (Sekil 4.18.). Bu artis
torsiyonun neden oldugu hiicresel stres ve inflamatuar yanit sonucu mTOR sinyal
yolunun asir1 aktivasyonuna isaret etmektedir. Timokinon+Torsiyon grubunda ise mTOR
ekspresyonunun torsiyon grubuna gore daha diisiik diizeyde oldugu, boyanmanin orta
siddette kaldig1 ve daha sinirli alanlarda yogunlastigi gézlemlenmistir (Sekil 4.19.). Bu
bulgu Timokinonun torsiyonun tetikledigi asirt mTOR aktivasyonunu baskilayarak,

hiicre hasarini azaltic1 bir etki olusturabilecegini gostermektedir.

A % Ea
» % LT
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Sekil 4.15. Kontrol grubunun mTOR antikoru ile immiinohistokimyasal boyamasi
(400x) (Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken

spermatid, siyah ok: gec spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)
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Sekil 4.16. Sham grubunun mTOR antikoru ile immiinohistokimyasal boyamasi (400x)
(Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken spermatid,

siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)

Sekil 4.17. Timokinon grubunun mTOR antikoru ile immiinohistokimyasal boyamast
(400x) (Kirmiz1 ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok: erken

spermatid, siyah ok: gec spermatid hiicresini gostermektedir.)
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Sekil 4.18. Torsiyon grubunun mTOR antikoru ile immiinohistokimyasal boyamasi

(400x) (Yesil ok: erken spermatid, siyah ok: gec spermatid hiicresini gostermektedir.)

Sekil 4.19. Timokinon+torsiyon grubunun mTOR antikoru ile immiinohistokimyasal
boyamasi (400x) (Kirmizi ok: spermatogonyum, sar1 ok: primer spermatosit, yesil ok:

erken spermatid, siyah ok: ge¢ spermatid, mavi ok: sertoli hiicresini gostermektedir.)
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4.2.4. mTOR H Skorlama Bulgular
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Sekil 4.20. Sol testis dokusu mTOR antikoru ile immiinohistokimyasal boyanma
yogunlugunun analiz grafigi. a: Kontrol sham ve timokinon grubuna gére anlamliligi, b:
Sham grubuna gore anlamlilig1, ¢: Kontrol sham ve timokinon grubuna gore anlamlilig1

d: T/D grubuna gore anlamlilig1 gosterir. T/D: torsiyon/detorsiyon.

mTOR ekspresyonunun gruplar arasi karsilagtirilmasinda Kontrol grubu ile Sham grubu
arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0.135). Kontrol ile Timokinon grubu
karsilastirildiginda fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0.053). Kontrol grubu ile T/D
+Timokinon grubu karsilagtirildiginda anlamli fark tespit edildi (p<0.01). Sham
grubunun Timokinon grubuna goére anlamli derecede diisiik skor gdsterdigi saptandi
(p=0.002). Sham grubunun hem T/D (p<0.01) hem de T/D+Timokinon gruplarina
(p<0.01) kiyasla anlamli diizeyde daha diisik mTOR skoru gosterdigi bulundu.
Timokinon grubunun, T/D ve T/D+Timokinon gruplarina gore anlamh sekilde daha az
mTOR ekspresyonuna sahip oldugu goriildii. (p<0.01). Son olarak ise T/D+Timokinon
grubunun T/D grubuna kiyasla anlamli sekilde daha diisik mTOR skoru gdsterdigi
gozlendi (p<0.01). Bu sonuglar torsiyon/detorsiyon modelinde mTOR ekspresyonunun
anlamli sekilde arttigimi, ancak Timokinon uygulamainin bu artis1 istatiksel olarak

anlamli diizeyde azalttigin1 gostermektedir.
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4.2.5. PTEN Iimmiinohistokimyasal Boyama

PTEN antikoru ile yapilan immiin boyamalarda spesifik bir isaretlenme elde
edilememistir. Bu durum muhtemelen kullanilan antikorun dokuda yeterli diizeyde
baglanma gostermemesi, protokoliin PTEN antikoru i¢in uygun olmamasi ya da teknik
bir aksakliktan kaynaklanmis olabilecegini gdstermektedir. PTEN’in ifade edilmedigi
sonucuna varmak yerine, bu sonucun daha hassas ve dogrulayici yontemlerle yeniden

degerlendirilmesi gerekmektedir.
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4.3. TARTISMA

Testikiiler torsiyon, spermatik kordun kendi etrafinda donmesi sonucu testise giden kan
akisinin azalmasi veya tamamen durmasi sonucu gelisen ciddi bir iirolojik acil durumdur.
En sik olarak addlesan yas grubunda goriilmekle birlikte, her yasta ortaya
cikabilmektedir. Bu durum, testis dokusunda hipoksiye ve metabolik atiklarin
birikmesine yol agarak germ hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel hasara neden olur.
Literatiirde torsiyonun siiresi uzadikca testikiiler doku kaybr riskinin arttig1, dolayisiyla
zamaninda tan1 ve miidahalenin testis fonksiyonlariin korunmasinda kritik rol oynadigi

bildirilmektedir [88] [89].

Testikiiler torsiyonda, oksidatif stres dnemli rol oynamaktadir. Reperfiizyon sirasinda
olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipid peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve
DNA hasarma neden olarak hiicresel canliligin azalmasiyla sonuglanir. Bu siirece karsi
hiicresel savunma mekanizmalar1 devreye girer. Antioksidan sistemlerin baginda yer alan
Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) transkripsiyon faktorii, bu siirecte
oksidatif stresin azaltilmasinda merkezi bir rol oynar. Benzer sekilde, mTOR
(mechanistic target of rapamycin) sinyal yolunun aktivasyonu da hiicresel biiyiime,

hayatta kalma ve otofaji siire¢lerini etkileyerek doku yanitlarini belirler [90] [91] [92].

Testikiiler torsiyon modelinde yapilan bir¢cok c¢alismada, bu molekiiler belirteclerin
ekspresyon diizeylerinde anlamli degisiklikler saptanmistir. Nrf2 ekspresyonundaki
artisin, dokuya kars1 bir savunma mekanizmasi oldugu bildirilmistir [93]. Ayni sekilde,
mTOR ekspresyonunun artisi, oksidatif strese ve hiicresel strese bagli olarak aktive olan

hiicresel yanitlar1 temsil etmektedir [94].

Bu calismada, deneysel olarak olusturulan testikiiler torsiyon modelinde, Nrf2 ve mTOR
ekspresyon diizeyleri immiinohistokimyasal yontemle degerlendirildi. Elde edilen
bulgular, 6zellikle torsiyon grubunda bu belirteglerin ekspresyonunun anlamli sekilde
arttigin1 gostermistir. Ayrica, antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip olan
Timokinon (TQ) uygulamasmin bu ekspresyon diizeylerini modiile etti§i ve testis

dokusundaki yapisal biitliinliiglin korunmasina katki sagladigi gézlemlendi [95].

Testikiiler torsiyon, iskemik hasara neden olan ciddi bir klinik durumdur ve bu hasar
yalnizca oksijen yoksunlugundan degil, ayn1 zamanda reperfiizyon sonrasinda gelisen

oksidatif stres nedeniyle daha da siddetlenmektedir. Reperfiizyon siireci sirasinda oksijen
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yeniden dokulara ulastiginda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) yogun sekilde iiretilir. Bu
serbest radikaller, hiicre zarindaki lipidleri okside ederek lipid peroksidasyonuna,

proteinlerin yapisal ve fonksiyonel bozulmalarina ve DNA hasarina yol agabilir [55].

ROS’un testikiiler dokuda birikmesiyle hiicre i¢i homeostaz bozulur ve apoptoz
mekanizmalar1 aktive olur. Ayrica oksidatif stres, inflamatuvar hiicrelerin infiltre
olmasii tesvik ederek testikiiler yapinin daha da bozulmasina neden olur. Bunun
sonucunda, spermatogenezin kesintiye ugradigi ve fertilitenin azaldig: bildirilmektedir

[96].

Testis, antioksidan enzim sistemleri bakimindan zengin bir organdir. Ancak asirt ROS
iretimi, bu sistemlerin kapasitesini asarak hiicresel hasar1 ka¢inilmaz hale getirir.
Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz gibi enzimler,
oksidatif stresle savasan baslica molekiillerdir. Ancak 6zellikle reperfiizyon siirecinde bu
enzimlerin aktivitesinde azalma goriildiigii ve buna bagli olarak testikiiler yapinin hasara

ugradigi saptanmistir [97].

Nrf2, oksidatif strese karsi hiicresel adaptif yanitin en 6nemli unsurlarindan biridir.
Oksidatif stres altinda Nrf2, Keapl proteininden ayrilarak niikleusa gecer ve burada
antioksidan yanit elemanlarina (ARE) baglanarak SOD, HO-1, NQOI1 gibi koruyucu
genlerin transkripsiyonunu baslatir [98]. Dolayisiyla Nrf2 aktivasyonundaki artis,
dokunun ROS’lara  karsi  gelistirdigi  endojen  savunma  yamiti  olarak

degerlendirilmektedir.

Benzer sekilde, Sun ve ark. [99] testikiiler iskemi-reperfiizyon modelinde Nrf2’nin
ekspresyon diizeyinin antioksidan gen aktivitesiyle korelasyon gosterdigini ve apoptoz
oranini diisiirdigiinii raporlamiglardir. Bu veriler, ¢calismamizdaki Nrf2 artiginin oksidatif

stresin etkilerini azaltmaya yonelik bir yanit olduguna isaret etmektedir.

Bizim ¢aligmamizda, torsiyon grubunda Nrf2 ekspresyonu belirgin olarak artmistir. Bu
sonug, dokuya yonelen siddetli oksidatif stresin, Nrf2 aktivasyonunu tetikledigini ve doku
koruyucu mekanizmalarin devreye girdigini gostermektedir. Ayrica, Timokinon
uygulanan torsiyon grubunda Nrf2 ekspresyonunun azalmasi, Timokinon’un dogrudan
ROS olusumunu engelleyerek Nrf2 aktivasyon ihtiyacini ortadan kaldirmis olabilecegini

diisiindiirmektedir.
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Abu-Baih ve ark. (2024), farelerde indiiklenen testikiiler torsiyon modelinde Nrf2’nin
aktivasyonunun artigin1 ve bu durumun HO-1 ekspresyonunu artirarak dokuyu oksidatif
strese kars1 korudugunu bildirmistir. Nrf2 genetik olarak eksiltilmis farelerde ise dokuda

hasarin belirgin olarak arttig1 ve spermatogenezin bozuldugu gézlemlenmistir [100].

Ayrica, Abdel-Kader ve ark. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Nrf2’nin yalnizca
ROS ile degil, inflamatuvar yanitlarla da yakindan iliskili oldugu gosterilmistir. Torsiyon

modelinde inflamasyon belirte¢lerinin (TNF-a, IL-6) Nrf2 diizeyine bagli olarak degistigi

hiicre infiltrasyonunun azaldig: tespit edilmistir [2].

Calismamizda gozlenen Nrf2 artis1 da benzer sekilde ROS ve inflamasyonla miicadelede
Nrf2’nin aktif rol oynadigin1 desteklemektedir. Bu molekiiler mekanizma, testikiiler
torsiyon sonrast hiicresel savunma sistemlerinin hizla devreye girdigini ve adaptif yanitin

Nrf2 {izerinden organize edildigini gostermektedir.

mTOR (mechanistic Target of Rapamycin), hiicre biiyiimesi, metabolizmasi, otofaji ve
hayatta kalma siireglerini diizenleyen 6nemli bir serin/treonin kinazdir. mTOR sinyal
yolu, 6zellikle oksidatif stres ve inflamasyon gibi hiicresel tehditler karsisinda metabolik
yeniden yapilanma ve onarim mekanizmalarinin baslatilmasinda kritik rol oynar. mTOR,
mTORC1 ve mTORC2 olmak iizere iki farkli kompleks formunda islev goriir ve bu
kompleksler araciligiyla hiicre ¢ogalmasi, protein sentezi, otofaji ve hiicresel stres

yanitlarini diizenler [101].

Bizim ¢aligmamizda, torsiyon grubunda mTOR ekspresyonunun belirgin sekilde arttig1
tedavi grubunda ise azaldigi goriilmiistiir. Bu bulgu, literatiirdeki benzer deneysel
torsiyon modelleriyle paralellik gostermektedir. Ornegin, Javdan ve ark. (2018) yaptigi
caligmada testis torsiyonu mTOR fosforilasyonunu arttirmis ve testis doku hasarini

tetiklemistir. Kapsaisin tedavisi sonrast mTOR fosforilasyonu azalmistir [8].

Timokinon’un antioksidan etkisi ise bu noktada 6nem kazanmaktadir. Calismamizda,
torsiyon + Timokinon grubunda mTOR ekspresyonunun torsiyon grubuna gore anlamli
sekilde azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum, Timokinon’un oksidatif stresi azaltarak mTOR
aktivitesini baskilamis olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde Zhang ve ark.
(2018) Timokinon’un AMPK/mTOR yolunu aktive ederek otofajiyi artirdigini ve boylece
doku hasarin1 azalttigini bildirmistir [102].
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mTOR sinyal yolunun bu ¢alismada testis dokusunda belirgin sekilde aktive olmasi ve
Timokinon tedavisi ile bu artigin gerilemesi, mTOR’un hem tanisal hem de tedaviye yanit

acisindan 6nemli bir biyomarker olabilecegini gostermektedir.

Timokinon (TQ), Nigella sativa’min (¢orek otu) baslica biyoaktif bilesenidir ve
antioksidan, antiinflamatuar, analjezik 6zellikleri sayesinde pek ¢ok deneysel hastalik
modelinde koruyucu etkileri gosterilmistir [9]. Timokinon, 6zellikle oksidatif stresin
baskin oldugu durumlarda ROS olusumunu azaltarak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin

etkinligini artirmaktadir.

Testikiiler torsiyon modeline uygulandiginda Timokinon’un koruyucu etkisi siirlt
caligmalarda raporlanmistir. Ancak genel I/R modellerine dayanan veriler, bu bilesigin
testikiiler ~torsiyonda da benzer mekanizmalarla koruma saglayabilecegini
diisiindiirmektedir. Erol ve ark. (2017) ¢alismasinda si¢anlarda testikiiler I/R modelinde
Timokinon uygulanmasi sonucunda Malondialdehit seviyelerinde anlamli azalma,
toplam antioksidan kapasite artis1 gézlemlemis immiinohistokimyasal analizde germinal

epitel biitiinligli korunmustur [103].

Bizim ¢alismamizda, Timokinon’un torsiyon sonrasi olusan oksidatif stresi baskiladigi;
Nrf2 ve mTOR ekspresyonunu azalttifi gozlemlenmistir. Timokinon + Torsiyon
grubunda Nrf2 ve mTOR diizeylerinin yalnizca torsiyon grubuna kiyasla anlamli sekilde
diisiik olmasi, Timokinon’un oksidatif stres ve hiicresel metabolik stresi azalttigini

diisiindiirmektedir.

Timokinon’un mTOR sinyal yoluna etkisi olduk¢a dikkat ¢ekicidir. Calismamizda
torsiyon+timokinon grubunda mTOR ekspresyonunun azaldigi gézlemlenmistir. Bu
durum Timokinonun oksidatif stresi azaltarak mTOR aktivitesini baskilamig
olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde Al-Rawashde ve ark. (2022) tarafindan
yapilan in vitro calismada, timokinon tiimdr hiicrelerinde PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolunu belirgin sekilde inhibe ettigi ve PI3K/AKT/ ve mTOR gen ifade diizeylerini

anlamli oranda azalttig1 gosterilmistir [104].
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5. SONUC

Bu tez calismasinda, testikiiler torsiyon/detorsiyon (T/D) modelinde meydana gelen
oksidatif doku hasarina karsi timokinonun (TQ) olas1 koruyucu etkisi, Nrf2 ve mTOR
sinyal yollar iizerinden histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle degerlendirildi.
T/D uygulamasi sonucunda testis dokusunda belirgin histopatolojik hasar, germinal
epitelde hiicre kaybi ve seminifer tiibiil yapisinda bozulmalar gozlendi. Timokinon
tedavisi bu doku hasarlarint anlamli diizeyde azaltti, tiibiil biitiinliigiinii koruyarak germ

hiicre organizasyonunu destekledi.

Sonug olarak timokinonon testikiiler torsiyon/detorsiyon modeli iizerinde 6zellikle Nrf2
ve mTOR sinyal yollar1 aracilifiyla koruyucu etkiler gosterdigi tespit edildi. Timokinon,
bu tiir testikiiler hasar durumlarinda potansiyel bir terapdtik ajan olarak

degerlendirilebilir.
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7.

7.1. ETiK KURUL ONAYI

EKLER

DUZCE UNiIVERSITESI / DUZCE UNIVERSITY

HAYVAN DENEYLER{ YEREL ETiK KURULU BASKANLIGI
LOCAL ETHICS COMMITTEE PRESIDENCY ON ANIMAL TESTINGS
ETiK KURUL BASVURU KARARI/ ETHICS COMMITTEE’S DECISION ON APPLICATION

Dr. Ogr. Uyesi Kaythan KARAGOR tarafindan kurulumuza sunulan “Testis Torsiyonunda
Timokinonun Nrf-2 Ekspresyonu Uzerindeki Etkisi” isimli aragtirma bagvuru projesi etik yonden
degerlendirilmis olup; ynergemiz ilkelerine gore proje etigi agisindan “UYGUN OLDUGUNA" oy

birligi / ey-cokluguy ile karar verilmistir.

The research project entitled “Effect of Thymoquinone on Nrf-2 Expression in Testicular Torsion”,
submitted to our committee by Asst. Prof. Dr. Kaythan KARACOR has been evaluated. According to
the principles stated in our directive and the related ethical standards and codes, it has been decided

unanimously / by-majerity-vete that the research project is appropriate to be conducted.
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Karar No / Decisions No: 2024/02/05

Unvan / Title, Adi/ Name, Soyad1/ Karar / Decision Imza/
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Bagkan / Chairman Uygundur / Appropriate e, - K
Prof. Dr. Sengiil CANGUR 3
Uye / Me?nbesr Uygundur / Appropriate j SE—
Assoc. Prof. Dr. Merve ALPAY 11 g 7o :
Uye / Member 2% TLET
Assoc. Prof. Dr. Emel CALISKAN s
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