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OZET

TESTIS TORSIYONUNDA TIMOKINONUN PRDX6 EKSPRESYONU
UZERINDEKI ETKIiSi

Selcan ATAS

Diizce Universitesi
Lisanstistli Egitim Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Danismani Dr. Ogr. Uyesi Kaythan KARACOR

Temmuz 2025, 62 sayfa

Testis torsiyonu spermatik kordun kendi etrafinda donmesi sonucu testisin
kanlanmasinin bozulmasi ve iskemiye gitmesi ile sonug¢lanan acil bir durumdur.
Genelde ergenlik ve cocukluk doneminde sik goriiliir. 25 yasin altindaki her
100.000 erkek icin yilda yaklasik 4,5 erkekte testis torsiyonu goriiliir. Testikiiler
torsiyon-detorsiyon (T/D) nedeniyle olusan iskemi ve reperfiizyon (I/R) testikiiler
hasara, infertiliteye(kisirliga) ve organ fonksiyon bozukluguna neden olur. Testis
torsiyonu karin alt kadrana yayilim gdsteren skrotal agri, beraberinde bulanti,
kusma gibi semptomlara sebep olabilir. Testis torsiyonu genellikle nedeni
bilinmemekle birlikte %20 oraninda travmayla meydana gelebilmektedir. Testis
torsiyonuna bagli olarak olusan iskemi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
seviyesinde artisa sebep olur. ROS iiretiminin artmasit DNA hasarina, endotel
yikimma ve testis germ hiicresi apoptozuna neden olur. Testis fonksiyon
bozukluklarint onlemek amaciyla c¢esitli antioksidanlar denenmektedir.
Peroksiredoksinler (PRDX'ler), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu
hiicre hasarini 6nleyen antioksidan enzimlerdir. Siyah tohum kabugunun (Nigella
sativa) biyoaktif bilesenlerinden biri olan timokinon (TQ), Onemli anti-
inflamatuar ve antioksidan aktivitelere sahiptir, ayrica yapilan c¢aligmalar
sonucunda timokinonun oksidatif stresi baskilayabildigi ortaya c¢ikmustir. Bu
calismamizin amaci testikiiler iskemi reperfiizyon hasarina karsi antioksidatif
ozelliklere sahip olan timokinonun Prdx6 ekspresyonu iizerinden koruyucu
etkinliginin olup olmadigimi gostermektir. Bu amagla 30 adet erkek cinsi rat;
kontrol (DMSO), sham (sadece operasyon), torsiyon/detorsiyon, timokinon ve
timokinon + torsiyon/detorsiyon gruplarina ayrildi. Timokinon ve timokinon +
torsiyon/detorsiyon gruplarma 7 giin boyunca 10 mg/kg dozunda timokinon
intraperitonel olarak uygulandi ve akabinde torsiyon/detorsiyon modeli
olusturuldu. Model olusturulduktan sonra testikiiler dokuda gomori trikrom
boyamasi ile immiinohistokimya teknigi uygulandi. Torsiyon/Detorsiyon
grubunda testis dokusunda belirgin histopatolojik hasar gozlenmis, Timokinon
tedavisi ise bu hasar1 azaltarak tiibiil biitiinliiglinii korumustur. Prdx6 ve GLP-1
ekspresyonu Torsiyon/Detorsiyon grubunda artmis, Timokinon uygulanan grupta
ise azalmistir. Bu bulgular, Timokinonun Prdx6 ve GLP-1 ekspresyonunu
diizenleyerek testis dokusunda antioksidan bir koruma sagladigini1 gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Testis, Torsiyon, Timokinon, Prdx6, Iskemi/Reperfiizyon
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ABSTRACT

THE EFFECT OF THYMOQUINONE ON PRDX6 EXPRESSION IN
TESTICULAR TORSION

Selcan ATAS

Diizce University
Institute of Graduate Education, Department of Histology and Embryology,
Master’s Thesis
Supervisor: Asisst. Prof. Dr. Kaythan KARACOR
July 2025, 62 pages

Testicular torsion is an emergency condition resulting from the twisting of the spermatic
cord around itself, which leads to impaired blood flow and subsequent ischemia of the
testis. It is most commonly seen during childhood and adolescence. Testicular torsion
affects approximately 4.5 out of every 100,000 males under the age of 25 annually.
Ischemia and reperfusion (I/R) resulting from testicular torsion-detorsion (T/D) can lead
to testicular damage, infertility, and organ dysfunction. It typically presents with scrotal
pain radiating to the lower abdomen, and may be accompanied by symptoms such as
nausea and vomiting. Although the exact cause of testicular torsion is often unknown,
trauma accounts for approximately 20% of cases. Ischemia resulting from testicular
torsion increases the levels of reactive oxygen species (ROS). Elevated ROS production
can lead to DNA damage, endothelial destruction, and apoptosis of testicular germ cells.
To prevent testicular dysfunction, various antioxidants are being investigated.
Peroxiredoxins (PRDXs) are antioxidant enzymes that prevent ROS-induced cellular
damage. One of the bioactive components of black seed (Nigella sativa), thymoquinone
(TQ), possesses significant anti-inflammatory and antioxidant activities. Studies have
shown that thymoquinone can suppress oxidative stress. The aim of our study is to
investigate whether thymoquinone, which has antioxidant properties, provides a
protective effect against testicular ischemia-reperfusion injury through the regulation of
Prdx6 expression. For this purpose, 30 male rats were divided into the following groups:
control (DMSO), sham (operation only), torsion/detorsion, thymoquinone, and
thymoquinone + torsion/detorsion. Thymoquinone was administered intraperitoneally at
a dose of 10 mg/kg daily for 7 days in the thymoquinone and thymoquinone +
torsion/detorsion groups, followed by the creation of a torsion/detorsion model. After the
model was established, Gomori trichrome staining and immunohistochemical techniques
were applied to the testicular tissue. In the Torsion/Detorsion group, significant
histopathological damage was observed in the testicular tissue, whereas thymoquinone
treatment reduced this damage and preserved tubular integrity. Prdx6 and GLP-1
expression increased in the Torsion/Detorsion group, while it decreased in the
thymoquinone-treated group. These findings indicate that thymoquinone provides
antioxidant protection in testicular tissue by regulating the expression of Prdx6 and GLP-
1.

Keywords: Testis, Torsion, Thymoquinone, Prdx6, Ischemia/Reperfusion
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1. GIRIS VE AMAC

Testikiiler torsiyon, testisin spermatik kord boyunca biikiilmesi ile tanimlanmaktadir.
Testis aniden skrotumda donerek kan damarlarini testise dogru biiker ve testis kan akigini
durdurur. Testise kan akiginin saglanamamasi iskemiye yol agmaktadir[1]. Potansiyel
infertilite riski nedeniyle testis torsiyonu iirolojik bir acil durumdur. 25 yasin altindaki
her 100.000 erkek i¢in yilda yaklasik 4,5 erkekte testis torsiyonu goriiliir[2], [3]. Bu
irolojik acil durum i¢in zaman ¢ok 6nemlidir, ¢iinkii 4-8 saatten fazla siiren agr1, herhangi
bir miidahale yapilmazsa testis hasari ile sonuglanir. Testis torsiyonu en sik geng¢ erkek
hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. Orta veya siddetli testis agrisi, yaygin testis hassasiyeti ve
sislik testis torsiyon belirtileridir. Bu belirti ve semptomlar ¢ogunlukla testislere kiigiik
bir travma veya fiziksel aktiviteden birkag saat sonra ortaya ¢ikar, ancak hastalar uykudan
siddetli agriyla uyanabilir veya istirahatte ani bir agr1 yasayabilir. Hastalarda bulanti,
kusma ve alt karin agris1 da goriilebilir[3]. Testis torsiyonu en sik puberte doneminde
goriiliir. Bu donemde artan testosteron diizeyine bagli olarak testis hacmi artar ve testisin
hareketliligi artabilir, bu da torsiyon riskini artirir. Yenidogan déneminde goriilen testis
torsiyonlar1 ise daha nadirdir ve genellikle hormonal degil, anatomik ve mekanik
faktorlere bagl olarak gelisir[4]. Testis torsiyonu genellikle ii¢ sekilde goriiliir: testis
disindaki yapinin donmesi (ekstravajinal), testisin kendi etrafinda donmesi (intravajinal)
ve testis eklerine ait yapilarin torsiyonu [5]. Testikiiler torsiyon reaktif oksijen tiirleri
(ROS) seviyesini artirir. Artan serbest radikaller DNA hasarina, protein denatiirasyonuna,
germ hiicresi apoptozuna ve lipid peroksidasyonuna neden olur[6].

Peroksiredoksinler (Prdx), bakterilerde, bitkilerde, mayalarda, hayvanlarda kisaca tiim
canli organizmalarda bulunmaktadir. Memeli Peroksiredoksinleri (Prdx'ler) ise, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarini 6nleyen antioksidan enzimlerdir[7].
PRDX'ler aktif bolgelerindeki peroksitlerle reaksiyona girecek sistein kalintilaria (Cys)
bagli olarak smiflandirilir. 1-Cys bagli ise PRDX6 olusur[8]. PRDX6, hem GSH
(Glutatyon) peroksidaz hem de fosfolipaz A2 aktivitelerine sahip, iki islevli 25 kDa'lik
bir proteindir. Ayn1 zamanda 6nemli bir antioksidan enzimdir, akcigerde yiiksek olmak
lizere birgok organda eksprese edilir[9]. PRDX6, spermatozoalarin oksidatif stres
kaynakli hasarlardan korunmasinda kritik bir antioksidan savunma mekanizmasi olarak

gorev yapmaktadir[10]. Yapilan bir ¢alismada PRDX6'nin spermatozoanin canliligini



etkileyebilecegini, oksidatif stresi ve lipit peroksidasyon seviyelerini diisiirebildigini
gozlemlemistir[11]

Timokinon, 1963 yilinda El-Dakhakhny tarafindan Nigella sativa L. (¢orek otu)
tohumlarindan izole edilen, kristalize yapida, ugucu bir monoterpendir. Sar1 renkli olan
bu bilesik, CioH120: formiiliine ve 164.2 g/mol molekiiler agirliga sahiptir[12]. Corek otu,
Akdeniz’e kiyisi olan bdlgelerde yetisen yillik otsu bir bitki olup, geleneksel tipta ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde yaygin sekilde kullanilmistir[13]. Oksidatif stresin temel nedeni
olan serbest radikaller, hiicresel yapi taslarina zarar vererek énemli biyolojik hasarlara
neden olur[14]. Timokinon (TQ), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicresel
hasar1 azaltmada etkili olan dogal bir antioksidan bilesiktir. Antioksidan etkisini hem
dogrudan serbest radikalleri temizleyerek hem de endojen antioksidan savunma
sistemlerini destekleyerek gosterir[15]. Bu savunma sistemlerinin basinda gelen
siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit anyonlarin1 (O:") hidrojen peroksite (H20:)
cevirerek toksik etkilerini azaltir. Timokinon, oksidatif stres kosullarinda SOD
aktivitesini artirarak hiicresel diizeyde savunma mekanizmalarini gili¢clendirmektedir.
Boylece timokinon hem serbest radikal olusumunu baskilayarak hem de SOD gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini destekleyerek toksisiteyi azaltma yetenegi
gostermektedir[16]. Antioksidan Ozelliginden dolayr Nigella sativada bulunan
timokinonun iskemi ve testis torsiyonu gibi hastaliklarda koruyucu etkinliginin
olabilecegi diisliniilmektedir[17].

Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1), besin alimi1 sonrasinda distal ileum ve kolon
bolgesindeki  enteroendokrin L hiicrelerinden  salgilanan  bir  inkretin
hormonudur[18].GLP-1 preproglucagon genini (Gcg) kodlayan gen dizisinin bir parcasi
olarak 1983 yilinda tanimlanmustir. Etkisi bir¢ok dokuda goriilmiistiir. En yiiksek etkisini
akciger ve pankreasta, daha azin1 ise mide, bagirsak, bobrek, kalp ve beyinde gostermistir.
Ifadesini G proteinine bagli GLP-1 reseptdrii (GLP-1R) aracilifiyla gergeklestirir[19].
GLP-1 insiilin salinimim ve daha sonra yiikselmis glikoz seviyelerinin normallesmesini
saglar, hiicre kiitlesinde esas olarak anti-apoptotik olan koruyucu bir etki gosterir. Ayrica
GLP-1, sitokin etkisine kars1 koyarak gii¢lii bir anti-inflamatuar rol oynar[20]. Ek olarak,
GLP-I1R inflamasyon ve oksidatif stresi diizenlemede kritik bir rol oynar[21]. Baz1 yakin

tarihli ¢calismalar, iireme sisteminde de 6nemli miktarda GLP-1 R tanimlamistir[22], [23]



Bu ¢alismamizin amaci testikiiler iskemi reperfiizyon hasarma karsi antioksidatif
Ozelliklere sahip olan timokinonun Prdx6 ve GLP-1 ekspresyonu iizerinden koruyucu

etkinliginin olup olmadigin1 géstermektir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. HAYVANLAR

Bu calismada, Diizce Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nden temin edilen toplam 30 adet Wistar cinsi, 2-3 aylik, 250-300 gram
agirliginda erkek siganlar kullanilmistir. Hayvanlar, laboratuvar ortaminda 23 °C sicaklik,
%60 + 5 bagil nem ve 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik olacak sekilde diizenlenmis 151k
dongiisinde, yem ve suya serbest erisim saglanarak standardize kosullarda

barmdirilmistir.

2.2. MADDELER VE DOZLARI

Calismada, torsiyon/detorsiyon uygulanacak ratlara, dimetil stilfoksit (DMSO) igerisinde
¢ozdiiriilen Timokinon, gilinliik olarak hazirlandi ve 7 giin boyunca her giin 10 mg/kg
dozunda intraperitonel yolla uygulandi. Anestezik olarak 1.25gr/kg iiretan intraperitonel
olarak kullanilmistir. Tunika vajinalis agildiktan sonra sol testis saat yoniinde 720°
dondiiriilecek skrotuma sabitlenerek torsiyon saglanamistir. 120 dakika torsiyon ve 180

dakika detorsiyon sonrasinda deney sonlandirilmistir.

2.3. CERRAHI PROSEDUR

Her gruptaki hayvanlar, iiretan kullanilarak anesteziye alindiktan sonra, skrotum
dikkatlice katman katman kesilerek testis ve epididimise erisim saglanmistir. Ardindan
testis 6zenle c¢ikarilmistir. Her grupta 6 rat olacak sekilde toplam 30 rat kullanilmistir.
Gruplar ve gruplardaki hayvanlara uygulanan prosediirler Cizelge 2.1’de detayli bir
sekilde aciklanmistir.



Sekil 2.1. Ratlara uygulanan torsiyon/detorsiyon modelinin fotograflar

2.4. DENEY GRUPLARI, MADDELER, VERILIS YOLLARI

Ratlar, her grupta 6 hayvan olacak sekilde toplamda 30 rat 5 gruba ayrilmistir. Gruplar
ve gruplardaki hayvanlara uygulanacak prosediirler Tablo 2.1’ de detayli bir sekilde

aciklanmustir.
GRUP NO GRUP ADI VERILEN VERILEN HAYVAN
MADDE MIKTAR SAYISI
1 Kontrol DMSO %1 6
Intraperitonel
2 Sham Sadece 6
operasyon =
3 Timokinon Timokinon 10 mg/kg 6
Intraperitonel
4 Torsiyon/Detorsiyon 6
5 Timokinon+ Timokinon 10 mg/kg 6
Torsiyon/Detorsiyon Intraperitonel

Tablo 2.1. Torsiyon rat moddeleri, maddeler ve veris yollari.



2.5. IZLENECEK YOL

Deney gruplarindaki hayvanlara, 7 giin siiresince her giin 08:00 ile 12:00 saatleri arasinda
Tablo 1’de yer alan maddeler uygulanmistir. Uygulama sonunda ise iiretan enjeksiyonu
ile anestezi saglanmistir. Daha sonra testiste iskemi reperfiizyon modeli olusturmak i¢in
torsiyon ve timokinon+torsiyon grubundaki ratlarin sol testisleri once 120 dakika
boyunca saat yoniinde 720° dondiiriilerek torsiyone edilmis ve bir siitur atilarak skrotuma
sabitlenmistir, daha sonra 180 dakika boyunca detorsiyone hale getirilmistir. Torsiyon/
detorsiyon islemi yapildiktan sonra testis dokusu dikkatli bir sekilde ¢ikarilmis, tartilmis,
boyutlari, rengi, dokusu gozlemlenmistir ve immiinohistokimyasal c¢alismalar igin
%4’liik bouin soliisyonuna alinmistir. Dokular 151k mikroskobik gézlem igin, 24 saat
boyunca bouin soliisyonunda sabitlenmistir, kademeli olarak etanol ve ksilen serisinde
dehidre edildikten sonra parafin igerisine gomiilmiistiir. Mikrotom sayesinde kesitler
alinmis ve cam slaytlara monte edilerek hematoksilen-eozin ile boyanarak mikroskop
altinda incelenmistir. Ayrica alinan kesitler immiinohistokimyasal c¢aligma icin de

kullanilmistir.

2.6. RUTIN PARAFIN TAKIBI

1. Fiksasyon islemi: Doku ornekleri Bouin soliisyonuna yerlestirilerek 24 saat

boyunca sabitlenmistir.

2. Yikama: Fiksasyonun ardindan dokular, artikli fiksatif kalintilarinin

uzaklagtirilmasi amaciyla 3 saat boyunca akan musluk suyunda yikanmistir.

3. Dehidratasyonun baslangici: Dokularin igerigindeki suyun uzaklastirilmasi

amaciyla sirasiyla artan konsantrasyonlarda etil alkol serisine alinmigtir.
4. Alkol serileri:
o Ik olarak 15 dakika siireyle %70’lik etil alkole konulmustur.
o Ardindan 15 dakika %80’lik etil alkolde bekletilmistir.
o Daha sonra 2 kez 30 dakika boyunca %90’lik etil alkolde tutulmustur.

o Son olarak 2 kez 30 dakika ve ilave olarak 45 dakika %96°1ik etil alkolde

bekletilerek dehidratasyon tamamlanmaistir.



5. Sertlestirme islemi: Dokular, yapilarinin daha stabil hale gelmesi i¢in 45 dakika

boyunca aseton i¢inde bekletilmistir.

6. Seffaflastirma: Dokular, 151k gecirgenligini saglamak amaciyla sirasiyla 10

dakika Ksilen 1 ve ardindan 20 dakika Ksilen 2’de tutulmustur.

7. Parafinleme islemi: Gomme Oncesi asamada, dokular 75°C sicakliktaki etiivde

once 30 dakika Parafin 1°de, ardindan 30 dakika Parafin 2’de bekletilmistir.

8. GOomme islemi: Isitilmis parafinle doymus dokular, metal kaliplar igerisinde

yerlestirilerek blok haline getirilmistir.

9. Kesit alma: Parafin bloklarindan mikrotom araciligiyla 4 mikrometre

kalinliginda doku kesitleri alinmis ve bu kesitler su banyosunda diizlestirilmistir.

10. Lam hazirlama ve boyama: Diizlestirilen kesitler uygun cam lamlar tizerine
yerlestirilmis Gomori Trikrom ile Prdx6 ve GLP-1 antikoru kullanilarak

boyanmustir.

2.7. GOMORI TRIKROM BOYAMA PROSEDURU

Parafin bloklardan alinan kesitler, 75°C’deki etiivde 40 dakika siireyle kurutuldu.
Deparafinizasyon amaciyla kesitler 20 dakika boyunca ksilende bekletildi. Ardindan
sirastyla %96, %80 ve %70’lik etil alkol serilerinden, her biri 10 daldirma olacak sekilde
gecirildi. Alkol islemi sonrasi kesitler musluk suyunda yikandi. Sabitleme i¢in kesitler
Bouin soliisyonuna alinarak 75°C’deki etiivde 35 dakika inkiibe edildi. Daha sonra, ii¢
ayr1 kaptaki bol suyla iyice yikandi. Hematoksilen ile 2 dakika boyandiktan sonra tekrar
tic ayrt kaptaki musluk suyuyla durulandi. Trikrom soliisyonuna 25 dakika siireyle
daldirildi. Boyama sonras1 %0,5°lik asetik asit ile diferansiyasyon yapildi ve kesitler
yeniden musluk suyunda yikandi. Dehidrasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’ ik
etil alkollere onar kez daldirildi. Takiben 10 dakika boyunca ksilende bekletildi. Son
olarak, 75°C’deki etiivde 2 dakika kurutuldu. Kesitlerin {izerine entellan damlatilarak

lamel ile kapatildi.



2.8. IMMUNOHISTOKIMYA TEKNiGININ UYGULANMASI

Testis ve testis dokusu hiicrelerine immiinohistokimyasal teknik uygulanarak hiicresel

dagilimlar belirlendi.

2.8.1. Immiinohistokimya Protokolii

Tim gruplara ait parafin bloklardan 4 pm kalinliginda kesitler alinarak immiin boyama
icin Ozel lamlara yerlestirildi. Bu lamlar 75°C’deki etiivde 40 dakika bekletildi.
Deparafinizasyon islemi icin kesitler sirasiyla 10 dakika Ksilen 1°de ve 5 dakika Ksilen
2’de bekletildi. Ardindan, rehidratasyon amaciyla %100, %90, %80 ve %70’lik etil alkol
serilerinden her birinde 5 dakika bekletildi. Alkol serilerinden gecirilen kesitler distile
suda 5 dakika bekletildikten sonra pH 6.0’a ayarlanmis 0.01 M sitrat tamponu iginde
mikrodalga firinda 750 Watt giiciinde 8 dakika 1sitild1 ve ardindan oda sicakliginda 20
dakika sogumaya birakildi. Bu islemin ardindan kesitler fosfat tamponlu tuzlu ¢ozeltide
(PBS, pH 7.2-7.4) 3 kez 5 dakika siireyle yikand1 ardindan %3’liik hidrojen peroksit ile
15 dakika inkiibe edilip yine PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi. Kesitlerin ¢evresi hidrofobik
kalem (Pap-pen) ile cizilerek sivi dagilmalar1 engellendi. Non-spesifik baglanmalarin
Oniine gegmek i¢cin oda sicakliginda ve nemli bir ortamda 7 dakika boyunca bloklama
serumu uygulandi. Daha sonra, Prdx6 (abcam, lot:GR3273633-1) (1\100) ve GLP-1
(Affinity, lot:46k7199) (1\300) primer antikoru kesitler iizerine damlatildi ve lamlar
+4°C’de nemli kutuda gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin, kesitler PBS ile 3 kez 5
dakika yikandiktan sonra, biyotinle isaretlenmis sekonder antikor ile oda sicakliginda 1
saat siireyle inkiibe edildi ve ardindan tekrar PBS ile 3 kez yikama yapildi. Daha sonra
kesitler HRP ile konjuge edilmis streptavidin ¢ozeltisi ile 20 dakika inkiibe edildi. Bu
asamadan sonra 3 kez PBS ile yikama islemi gerceklestirildi. Goriintiileme islemi igin
kesitler 4 dakika boyunca DAB (ScyTek, #ACKS500) kromojeni ile isleme tabi tutuldu ve
ardindan distile suyla yikandi. 1 dakika siiresince Mayer’s hematoksilen (ScyTek, #800-
729-8350) ile zit boyama yapildi. Boyama islemi tamamlanan kesitler, sirastyla %70,
%80 ve %90’lik etil alkol serilerinden her birinde 10 kez daldirilarak gegirildi ve son
olarak %100’liik alkolde 4 dakika bekletilerek dehidratasyon tamamlandi. Son agamada,
¢ikis ksileni olarak kullanilan Ksilen 1 ve Ksilen 2°de 5’er dakika bekletilen lamlar,

Entellan kapatma soliisyonu ile kapatilarak degerlendirmeye hazir héle getirildi.



2.9. COSENTINO SKORLAMA PROTOKOLU

Testislerde meydana gelen histopatolojik degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla
Cosentino skorlama yontemi uygulanmistir. Her histolojik kesitten yaklagik 10 adet
seminifer tiibiil secilmistir. Ilk tiibiil rastgele olarak belirlenmis, geri kalanlar saat
yoniinde ilerleyerek se¢ilmistir. Belirlenen her tiibiil, morfolojik 6zelliklerine gore 1 ile 4
arasinda puanlanmistir. Germ hiicre dizilimi diizenli olan ve yapisal biitiinliigii koruyan
seminifer tlibiiller 1 puan almistir. Germ hiicrelerinde minimal diizeyde kohezyon kaybi1
bulunan, ancak hala diizenli ve kompakt yapida olan tiibiiller 2 puanla degerlendirilmistir.
Germ hiicreleri biiziismiis, piknotik niikleuslara sahip, yapist bozulmus ve diizensiz
goriiniimdeki tiibiiller 3 puan olarak kaydedilmistir. Germ hiicrelerinde yaygin koagiilatif
nekroz ve belirgin hasar barindiran tiibiiller ise 4 puan ile derecelendirilmistir. Her gruba
ait tliblillerin puan ortalamalar1 hesaplanarak gruplar arasinda karsilastirma yapilmistir.
Degerlendirme, 40x biiyiitmede elde edilen mikroskobik goriintiiler iizerinden
gercgeklestirilmis olup, ¢alismanin dizaynindan haberdar olmayan iki bagimsiz uzman

tarafindan yapilmistir.

2.10. H-SCORE PROTOKOLU

Immiinohistokimyasal boyama analizi, histopatolojik yapilar1 gdzlemlemek ve pozitif
boyanan hiicreleri tespit etmek amaciyla dncelikle 10x objektif (100x biiyiitme) ile 151k
mikroskobu kullanilarak gerceklestirilir. Daha ayrintili inceleme ise 40x objektif (400x
biiyiitme) ile yapulir.

Boyama sonuglariin degerlendirilmesi, hem boyamanin yogunlugunu (i) hem de bu
yogunlukta boyanmis hiicrelerin ylizdesini (P1) dikkate alan bir skorlama sistemi olan H-
score yontemi ile yapilir. Yogunluk skorlari; 0 (boyama yok), 1 (zayif boyama), 2 (orta
diizeyde boyama) ve 3 (kuvvetli boyama) olarak siniflandirilir. Her yogunluk diizeyine

karsilik gelen hiicre ylizdesi belirlenerek formiilde yerine konur:

H-score = (0 % Po) + (1 X P1) + (2 X P2) + (3 X P3)

Bu hesaplama sonucunda elde edilen skor, 0 ile 300 arasinda bir deger alir.
Degerlendirme Kriterleri:

e Her bir 6rnek i¢in 10x biiylitmede boyama degerlendirilir.



e Boyanmus hiicrelerin ylizdesi goz 6niinde bulundurularak sayisal bir deger verilir.

o Kantitatif analizlerde yiiksek biiyiitme (40x) kullanilarak detayli degerlendirme
yapilir.

e Immiin boyama yogunlugu 0’dan (negatif) 3’e (giiclii) kadar derecelendirilir.

e Her yogunluk diizeyine karsilik gelen hiicre ylizdesi ile ¢arpilarak H-score

hesaplanir.

2.11. ISTATIKSEL ANALIZ

Elde edilen verilerin analizi GraphPad Prism 9 ile yapilmistir. Tiim immiinohistokimya
verileri one-way ANOVA takiben Holm -Sidak metodu kullanilarak analiz edildi.
Istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edildi.
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3. GENEL BILGILER

3.1. ERKEK UREME SISTEMIi

Testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penis gibi yapilarin bir araya gelmesiyle
erkek iireme sistemi olusur. Vezikiila seminalis, prostat ve bulboiiretral bezler ise
yardimci bezler arasinda yer alir. Testisler, sperm iiretiminin yani sira, erkek lireme
fizyolojisinin gelisimi i¢in gerekli olan testosteron hormonunu da salgilar[24].
Spermatogenezin, fetal ve embriyonik donemde cinsel gelisim ile gonadotropin
salimiminin diizenlenmesinde testosteronun dnemli bir rolii vardir. Testislerde tiretilen
spermatozoonlarin digartya tasinmast i¢in gerekli salgilar, genital kanallar ve yardimci
bezler tarafindan iiretilir. Bu salgilar, ayn1 zamanda spermatozoonlarin beslenmesini de
saglar. Kanallarda iiretilen salgilar ile spermatozoonlar birleserek penisten disar1 atilan

semen olusur[25].

mesane Ureter

periton

vezikila
seminalis

pubis

prostatik dretra

kave,ﬁg'z‘f}ﬁ\ ejakilatuar
kanal
korpus - \ .\ 7§ y
oD bulbofiretral bez
lan ni
PEERpEN duktus deferens
skrotum epididimis \
tunika vajinalis testis

Sekil 3.1. Erkek iireme sistemindeki yapilarin sematik diyagrami[26]

3.2. TESTIS HiSTOLOJISi

Yetigkin bireylerde testisler, viicut boslugunun disinda yer alan skrotum igerisinde

konumlanmis, c¢ift yapili oval organlardir. Embriyonal gelisim siirecinde karmn
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boslugunun arka duvarinda, retroperitoneal alanda olusurlar. Her bir testis, periton
kokenli bir serdz zar olan tunika vajinalis ile ¢evrilidir. Bu yapi; dista skrotum duvarmi
doseyen paryetal tabaka ve igte testisin On ve yan ylizlerini saran viseral tabaka olmak
tizere iki katmandan olusur [27]. Testis, ayrica tunika albuginea adi verilen yogun bag
dokusundan olusan bir kapsiille ¢evrelenmistir. Bu kapsiil, testisin arka ylizeyinde
kalinlasarak mediastinum testis adi verilen yapiyr olusturur. Testise giren ve ¢ikan
damarlar, lenfatikler ve bosaltim kanallar1 bu yapi igerisinden gecer. Her testiste,
mediastinumdan kaynaklanan bag dokusu uzantilar1 testis parenkimini yaklagik 250
lobiile ayirir[28]. Bu lobiillerin her birinde 1 ila 4 adet arasinda degisen sayilarda, kivrimli
yaptya sahip seminifer tiibiiller bulunur. Sperm iiretiminin gerceklestigi bu tiibiillerin

cevresinde ise gevsek bag dokusu igerisinde yer alan ve testosteron sentezinden sorumlu

@7 Sperm kordonu

" Kan damarlari
ve sinirler

olan Leydig hiicreleri yer alir [29].

Duktus deferens

Epididim bas!
Epididim kanali
Seminifer tabul
Duz tubul

Duktuli efferentes

Mediastinum testis
(rete testisin
bulundugu yer)

:

Epididimin kuyrugu

S . Tunika vajinalisin
Epididimin gvdesi viseral tabakasi

Tunika vajinalisin
pariyetal tabakasi

Tunika albuginea

Sekil 3.2. Testis Anatomisi[29]

3.2.1. Seminifer tiibiiller

Seminifer tiibiiller, i¢i bos, uzun ve oldukc¢a ince yapida olan mikroskobik kanallardir ve
sperm hiicrelerinin iiretildigi temel yapilardir. Her bir testiste yaklagik 250 ila 1000
arasinda degisen sayilarda seminifer tiibiil bulunur. Bu tiibiiller ortalama 50-250 um

capinda olup, uzunluklart 30-70 cm arasinda degisebilir. Tiim seminifer tiibiillerin
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birlesiminden olusan toplam uzunluk bir testiste yaklasik 250 metreyi bulabilir [30].
Seminifer tiibiillerin distal uglar1 diiz tiibiiller (tubuli recti) olarak adlandirilan yapilarla
sonlanir ve bu yapilar, olgunlagsmakta olan spermatozoonlar rete testis adi1 verilen aga
benzer bir yapiya iletir. Rete testis, yaklasik 150-250 um capinda kanalciklardan olusur
ve bu yapilar da duktuli efferentes adi verilen 15-20 adet kii¢lik kanal araciligiyla
epididimise baglanir [31]. Epididimis, spermlerin son olgunlasma siirecini ge¢irdigi,
oldukca kivrimli bir kanaldir. Her seminifer tiibiil, germinal epitel veya spermatogenik
epitel olarak bilinen 6zel bir¢ok kath epitel dokusu ile ¢evrilidir. Bu epitelin bazalinde
fibroz bag doku yer alir ve en i¢ katmanda diiz kas 6zellikleri tasiyan yassilagsmis miyoid
hiicreler bulunur. Miyoid hiicreler, tiibiillerin hafif ritmik kasilmalarla sperm hareketine
yardimci olmasini saglar. Germinal epitel, temel olarak iki hiicre tipinden olusur: Sertoli
hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreleri[32]. Sertoli hiicreleri, gelismekte olan
spermatogenik hiicrelere fiziksel, besleyici ve metabolik destek saglayan, testis i¢inde
“bakict hiicreler” olarak gorev yapan yapilardir. Spermatogenik seri hiicreleri ise 4 ila 8
katman halinde dizilmis onciil sperm hiicrelerinden olusur. Bu hiicreler yaklasik 10 hafta

sliren bir slire¢ sonunda farklilasarak olgun spermatozoonlara doniisiir [33].

3.2.1.1. Sertoli hiicresi

Sertoli hiicreleri, testiste spermatogenezi destekleyen temel somatik hiicreler olarak
tanimlanir. Puberte sonrasinda mitotik olarak boliinme yeteneklerini kaybederler ve artik
cogalmazlar. Bu hiicreler, prizmatik yapidadir ve spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen,
aralarindaki bosluklar1 dolduran apikal ve lateral yonlerde uzantilar igerir. Sertoli
hiicrelerinin bu kompleks morfolojik yapisi, rutin hematoksilen-eosin (H&E)
boyamalarinda genellikle ayrintili bigimde secilemez. Bazal kutuplar1 bazal lamina
lizerine yerlesmis olan bu hiicrelerin apikal kisimlar1 ise seminifer tiibiil limenine kadar
ulasir[34]. Sitoplazmalar 1yi gelismis organeller igerir; 6zellikle graniillii ve agraniiler
endoplazmik retikulum, mitokondri, Golgi kompleksi ve lizozomlar acgisindan
zengindirler. Sertoli hiicreleri arasinda zonula okludens tipi siki baglantilar kurularak,
seminifer tiibiil limeni etrafinda kesintisiz bir bariyer olusur. Bu yapi, kan-testis bariyeri

olarak adlandirilir ve germ hiicrelerini immiinolojik olarak korur.

Bu hiicrelerin ¢ekirdekleri genellikle iiggen seklinde uzanmis olup agik renkli (6kromatik)
boyanir ve belirgin bir niikleolus igerir. Niikleolus, siklikla heterokromatinle ¢evrilidir ve
bu durum mikroskobik olarak dikkat ¢ekici bir 6zellik olusturur[35]. Sertoli hiicrelerinin

islevleri arasinda gelismekte olan spermatogenetik hiicrelere fiziksel destek ve besin
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saglamak, ayrica heniiz tam olgunlasmamis ya da bozuk yapidaki germ hiicrelerini
ortadan kaldirmak yer alir. Bunun yaninda, androjen baglayici protein (ABP) salgilayarak
seminifer tiibiil i¢indeki testosteron konsantrasyonunun yiiksek kalmasini saglarlar. Bu
durum, spermatogenez siireci igin kritik 6neme sahiptir. Sertoli hiicreleri ayrica folikiil
stimiilan hormon (FSH) iiretimini ve salinimini negatif geri bildirim yoluyla

baskilayabilir [34], [36].

ge¢ spermatid

erken spermatid

pakitendeki
primer
spermatosit

baglanti kompleksi

bazal lamina

. Sertoli tip A acik
tip A koyu hiicresi  spermatogonyum tip B
spermatogonyum spermatogonyum

Sekil 3.3. insan seminifer epitelinin sematik ¢izimi[26]

3.2.1.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, biiylik, cokgen (poligonal) sekilli ve sitoplazmalar1 eozinofilik
boyanma 6zelligi gosteren hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 da bulunur.
Bu hiicreler, embriyonik donemde erken farklilasarak testosteron iiretimini baslatirlar.
Testosteron, erkek iireme sisteminin gelisimi, cinsel olgunlagsma ve fertilitenin
saglanmasi acisindan hayati oneme sahiptir. Leydig hiicreleri testis i¢cinde genellikle tek
tek ya da kii¢lik kiimeler halinde yerlesmistir. Seminifer tiibiillerin ¢evresindeki bag
dokuda, 6zellikle yogun kan ve lenf kilcallarinin bulundugu alanlarda gozlenirler. Hiicre

igerigi bakimindan zengindirler; 6zellikle diiz endoplazmik retikulum, mitokondri,
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Golgi aygiti, lipid damlaciklar1 ve yaslanma pigmenti olarak bilinen lipofuksin
graniillerini bol miktarda igerirler[26]. Fetal donemde bu hiicreler aktif olarak androjen
sentezlerken, gebeligin yaklasik besinci ayindan itibaren inaktif bir doneme girerler. Bu
inaktif evrede, morfolojik olarak fibroblastlara benzedikleri i¢in ayirt edilmeleri zor
olabilir. Ergenlik donemine gelindiginde, gonadotropinlerin (6zellikle LH) etkisiyle
tekrar aktiflesirler ve testosteron liretmeye baslarlar. Bu fonksiyonlarini yasam boyu

stirdiirtirler[37].
3.2.1.3. Intertisyel Doku

Testis dokusu, seminifer tiibiiller (tubuli seminiferi) ve interstisyel dokudan olusur.
Interstisyel doku ise gevsek bag dokusu yapisinda olup lenf kanallari, sinirler, Leydig

hiicreleri ve kan damarlarini igerir[38].

3.2.1.4. Kan Testis Bariyeri

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerin epitelinin tabanina yakin bir yerde, sahip olduklari
sik1 baglantilar ile kan-testis bariyerini meydana getirir. Bu bariyer suyun, elektrolitlerin,
iyonlarin, hormonlarin, parakrin faktorlerin ve diger ekzojen biyomolekiillerin
paraseliiler ve transseliiler diflizyonunu sinirlar, spermatogenez i¢in benzersiz bir mikro
ortam saglar ve testislerin normal fizyolojik islevine yardimct olur. Ayn1 zamanda bu
bariyer seminifer tiibiillere immiinglobulinlerin gegisine engel olarak spermatogenik

hiicrelerin immiin sistemden izole edilmesinde hayati rol oynar[39].

3.2.2. Testis ici Kanallar

Tubuli rekti, rete testis ve duktuli eferentes, testis i¢indeki kanallar olarak kabul edilir. Bu
kanallarin temel islevi, spermatozoonlar1 ve seminifer tiibiillerden gelen siviyr duktus

epididimise tasimaktir[25], [40].
3.2.2.1. Tubuli Rektuli

Testis lobiillerinin i¢indeki seminifer tiibiiller, lobiillerin iist (apikal) kisimlarina yakin
bolgelerde birleserek tubuli recti olarak adlandirilan kisa ve diiz tiibiilleri meydana getirir.
Bu yapilarin karakteristik 6zelligi, sadece Sertoli hiicreleriyle doseli olmalaridir; bu
bolgede germ hiicrelerine rastlanmaz. Tubuli recti’nin distal kismina dogru ilerledikce
tiibiiller daralir ve epitel dokusu tek katli kiibik epitele doniisiir. Epitel hiicreleri, ince bir
bazal lamina iizerinde yer almakta olup, bu yap1 gevsek bag dokusu ile gevrilidir. Tubuli

recti, testisin i¢ kismindaki bag dokusu olan mediastinum testis igerisinde yer alan ve
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bircok kii¢iik kanalin birbirine baglandigi bir ag yapisina sahip olan rete testis ile devam
eder. Rete testis, kiibik epitel ile dosenmis olup sik anastomozlar igeren bir kanal
sistemidir ve bu yapilar, seminifer tiibiillerden ¢ikan spermatozoonlarin daha ileri yapilara

tasinmasinda gorev alir [25], [40].

3.2.2.2. Rete Testis

Rete testis, mediastinumun vaskiiler bag dokusu icinde karmasik bir sekilde birbiriyle
baglantili kanallardan olusan bir kanal sistemidir. Rete testisin kanalarini tek kath kiibik
ya da algak prizmatik epitel doser. Bu hiicreler, bir apikal silyuma ve birkag¢ kisa apikal
mikrovillusa sahiptirler. Rete testisin liimeni yaklagik 20 duktuli efferentese agilir[25][40]

3.2.2.3. Duktuli Efferentes

Insanda yaklasik 20 adet duktuli efferentes, testisin iist (siiperior) kisminda yer alan rete
testis kanallarini, duktus epididimisin baslangi¢c (proksimal) boliimiiyle birlestirir. Bu
kanallarin i¢ yiizeyi, yiiksek ve al¢ak hiicrelerden olusan yalanci ¢cok katli prizmatik epitel
ile kaplhdir. Epiteldeki yiiksek prizmatik hiicreler silyum tasir; bu silyali hiicreler, testisten
cikan hareketsiz spermlerin epididimis yoniinde taginmasina yardimci olur. Daha kisa
yapili hiicreler ise silyum icermez, ancak yiizeylerinde ¢ok sayida mikrovillus bulundurur.
Bu hiicreler, testiste salgilanan sivinin biiyiik bir kisminin geri emilimini gerceklestirir.
Boylece seminifer tiibiillerden gelen sivi hacmi azaltilir. Epitel tabakasinin altinda yer
alan bazal lamina, ¢evresinde sirkiiler olarak dizilmis diiz kas hiicrelerinden olusan ince
bir kas tabakasi ile desteklenmistir. Bu kas tabakasi, kanallarin peristaltik hareketlerle
sperm tasinmasina katki saglamasina yardimci olur. Duktuli efferentes ilerledikce

birleserek epididimisin yapisina katilir[40]

3.2.3. Spermatagonez ve Spermiyogenez

Spermatogenez, spermatogonyumlarin olgun sperm hiicrelerine doniistimiinii kapsayan
siireci ifade eder. Spermatogonyumlar, yaklasik 12 mikrometre c¢apinda, kiiciik ve
yuvarlak hiicrelerdir ve seminifer tiibiillerin germinal epitelyumunun bazal bolgesinde
yer alirlar. Bu hiicreler iki tipe ayrilir: A tipi spermatogonyumlar, koyu renkli ve oval
sekilli ¢ekirdeklere sahiptir. Mitoz boliinmelerle ¢ogalarak ileride gelisecek germ
hiicreleri i¢in bir kok hiicre rezervi olustururlar. A tipi spermatogonyumlar, mitotik
boliinmeler sonucu B tipi spermatogonyumlart meydana getirir. B tipi

spermatogonyumlar, daha a¢ik renkli ve kiiresel ¢ekirdeklidir. Bunlar mitoz gegirerek
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diploid kromozom sayisina sahip olan primer spermatositleri olusturur. Primer
spermatositler, germinal epitelin daha merkezine dogru yerlesmis, biiylik hiicrelerdir.
Primer spermatositler birinci mayoz bdliinmeye girerek haploid kromozom tagiyan
sekonder spermatositleri olusturur. Bu hiicreler kisa siirede ikinci mayoz bdliinmeye
gectiklerinden mikroskobik kesitlerde nadiren gozlenirler. Sekonder spermatositlerin
ikinci mayoz bdliinmesi sonucunda haploid kromozom sayisina sahip spermatidler
olusur. Bu boliinmede interfaz evresinde S fazi yer almaz, bu da hiicrelerin kromozom

sayisinin yartya inmesini saglar[36][41].

tip A koyu spermatogonyumiar

tip B
spermatogonyumiar

NS DO
% primer spermatositler
' | ~ . sekonder spermatositier

/mo o o
mmmmm

erken spermatidler

ge¢ spermatidler

\ N spermatozoa

Sekil 3.4. Spermatogenik hiicre nesilierini gosteren sematik diyagram[26].

Meydana gelen spermatidler, merkezi kiiresel ¢ekirdekli, belirgin golgi aygiti, ¢ok sayida
mitokondri iceren yuvarlak hiicrelerdir. Spermiyogenez akrazom olusumunu, ¢ekirdek

yogunlasmasini ve uzamasini, flagellum(kamg1) gelisimini igeren bir siiregtir[36],[41]

Spermiyogenez 4 faza ayrilir:
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Golgi Fazi: Spermatid gelisiminin bu ilk evresinde, hiicrenin sitoplazmasinda niikleusun
cevresinde belirginlesmis Golgi aygiti, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest
ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum (dER) tiibiilleri yer alir. Golgi aygiti tarafindan
sentezlenen litik enzimler, dnce proakrozomal vezikiiller seklinde birikir; bu kiigiik
vezikiiller birleserek akrozomal vezikiilii olusturur. Ayn1 anda sentriyoller, akrozomal
vezikiilden uzaklasarak hiicrede kutupsal bir yerlesim kazanir. Bu sentriyollerden biri
bazal cisim haline gelir ve ilerleyen siiregte flagellanin aksonem yapisini olusturmaya

baslar[36],[41]

Kep Fazi: Bu asamada gelisen akrozomal vezikiil, yogunlasan spermatid niikleusunun
on kismini ortmeye baslar ve akrozom adini alir. Akrozom, sperm hiicresinin yumurtay1
dollemesini saglayacak olan onemli hidrolitik enzimleri igerir. Bu enzimler arasinda
hiyaliironidaz, néraminidaz ve asit fosfataz gibi zona pellusiday1 parcalayan molekiiller
bulunur. Bu siire¢, dollenmenin baslangicinda gergeklesen akrozomal reaksiyon igin

zemin hazirlar[36],[41]

Akrozomal Faz: Bu evrede spermatidin niikleusu belirgin sekilde uzar, yogunlasir ve bas
kisminda morfolojik degisiklikler meydana gelir. Hiicrenin bas kismi, Sertoli hiicresinin
icine gomiilerek bazal laminaya dogru yonelir. Sentriyollerden biri olgunlasarak
flagellumu olusturur. Mitokondriler ise flagellumun baslangic kisminda, yani kuyruk
bolgesinin proksimalinde spiral sekilde toplanir ve orta parca olarak adlandirilan bolgeyi
olusturur. Bu mitokondri yogunlugu, spermatozoon hareketi icin gerekli enerjinin

saglanmasinda rol oynar[36],[41]
Maturasyon Fazi

Spermatid bu evrede morfolojik olarak tam bir spermatozoon sekline ulasir. Artik islevini
yitirmis olan sitoplazmik artiklar, sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Olgunlasan
spermatozoonlar, seminifer tiibiil llimenine salinir. Ardindan, sertoli hiicreleri ile rete
testis tarafindan salgilanan testis s1vis1 araciligiyla epididimise taginirlar. Bu s1vi; steroid
hormonlar, proteinler, iyonlar ve testosteron etkisiyle sentezlenen androjen baglayici

proteinler (ABP) gibi bir¢ok 6nemli bileseni igerir[36],[41]
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Sekil 3.5 Spermiyogenez[31]

3.3. TESTiS EMBRiIYOLOJISi

Gonadal gelisim, embriyonal dénemin 5. haftasinda baslar. Bu siiregte mezonefrozun
mediyalinde yer alan yiizey epitel hiicrelerinde proliferasyon meydana gelir. Bu
proliferasyona ek olarak, epitelin altinda bulunan mezensim dokusunun yogunlagmasiyla
birlikte olusan kabariklik, gonadal kabart1 (gonadal ¢ikint1) olarak adlandirilir. Epiblast
kokenli olan primordial germ hiicreleri, 3. haftada primitif ¢izgi boyunca aktif bir gog
stireciyle ilerleyerek yolk kesesinin allantoise komsu duvarindaki endoderm hiicreleri
arasinda yer alir. 4. haftada, dorsal mezenter boyunca hareket ederek gonadal kabartiya
dogru ilerlerler ve 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasirlar. 6. haftadan itibaren ise
bu hiicreler gonadal kabartiy1 isgal ederler. Y kromozomunun kisa kolunda yer alan SRY
(Sex-determining Region Y) geni tarafindan kodlanan testis belirleyici faktér (TDF),
farklilasmamis gonadin testis yoniinde gelisiminde temel rol oynar. Primordial germ

hiicreleri gonadal ¢ikintiya ulagmadan Once, gonadin yiizey epitel hiicreleri
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proliferasyona ugrayarak medullaya dogru uzanir ve bu hiicreler mezensim igerisine
gomiilerek primitif seks kordonlarini olusturur.SRY geninin etkisiyle, bu seks kordonlari
gonadin medullasina dogru uzanarak kalinlasir ve hilusa dogru dallanarak ve anastomoz
yaparak rete testis yapisini olusturur. Gelisimin ilerleyen asamalarinda, testis kordonlari
ylizey epiteli ile olan baglantilarini kaybeder ve bu yapilar ile epitel arasinda yogun fibréz
bag dokudan olusan tunika albuginea gelisir. Testis kordonlari, ilerleyen siirecte
farklilasarak seminifer tiibiilleri, tubuli recti (diiz tiibiiller) ve rete testisi olusturur. 4.
ayda, testis kordonlar1 karakteristik olarak at nal1 seklini alir ve uglar rete testisle baglanti
kurar. Bu donemde testis kordonlari, primordial germ hiicreleri ile bunlar1 destekleyen
Sertoli hiicrelerinden olusur. Genital sirt mezensimden tiireyen interstisyel Leydig
hiicreleri ise testis kordonlar1 arasinda yer alir. Leydig hiicreleri, embriyonal gelisimin 8.
haftasindan itibaren testosteron iiretimine baglar. Testosteron, genital kanallarinin erkek
iireme yollarina doniisiimiinii ve dis genital organlarin erkek yoniinde farklilagsmasini
saglar. Dogum oOncesi donemde testis kordonlar1 solid (liimensiz) yapidadir. Ancak
puberte donemine girilmesiyle birlikte liimen kazanarak seminifer tiibiilleri olustururlar.
Kanalize olan seminifer tiibiiller, rete testis ile birlesir ve burada duktuli efferentes ile
baglant1 kurarlar. Duktuli efferentes ise, ileride duktus deferens adini alacak olan

mezonefrik kanali ile rete testis arasindaki gegisi saglar.[42].
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Sekil 3.6. Testis gelisimi sematik gdsterim[43]

3.4. TESTIS ANATOMISi

Testisler, skrotum icerisinde bulunan bir ¢ift organdir ve yaklasik 3x5x2.5 cm
boyutlarinda olup, 15-25 cc hacme sahiptir[44]. Anatomik konumlari itibariyle tist
boliimleri 6ne ve disa, alt boliimleri ise 6ne ve ice doniik sekilde yerlesmistir. Testislerin
ist kutbunda appendiks testis bulunurken, posterolateral bolgede epididim ile komsuluk
gosterirler. Testisler, icten disa dogru ii¢ tabaka ile gevrilidir: tunica vaskiilosa, tunica
albuginea ve tunica vaginalis. En i¢te bulunan tunica vaskiilosa, yogun damarsal yapilara
sahiptir[45]. Bunun iizerinde yer alan tunica albuginea, fibrin ve kollajen bakimindan
zengin bir bag dokusu tabakasidir. En dista ise periton kokenli oldugu diisiiniilen tunica
vaginalis yer alir ve bu yap1 testis ile epididimi g¢evreleyen visseral ve parietal
yapraklardan olusur.Daha dis katmanlarda skrotumu olusturan yapilar sirasiyla; fascia
spermatica interna, musculus cremasterica, fascia spermatica externa, tunica dartos ve

skrotum cildi olarak siralanir. Testisleri askida tutan bir yap1 olan funiculus spermaticus
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igcerisinde; lenf damarlari, testikiiler arter, pampiniform pleksus, kremasterik arter ve ven,
deferensiyel arter ve ven, ductus deferens, genitofemoral sinirin genital dali ve

ilioinguinal sinir gibi 6nemli anatomik yapilar yer almaktadir[46].

scrotum derisi

fascia superficialis (tunica dartos)

lobuli testis fascia spermatica externa
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(tunica dartos) Eatfy TSR T é““!'//
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lamina parietalis tunica vaginalis
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ductus deferens sinus epididymis

epididymis

Sekil 3.7. Skrotum ve testisin enine kesiti[47]

3.5. TESTIiS TORSiYONU

Testikiiler torsiyon, testisin spermatik kord boyunca biikiilmesi ile ortaya ¢ikmaktadir.
Testis aniden skrotumda donerek kan damarlarini testise dogru biiker ve testise giden kan
akisinin kesilmesine neden olur. Kan akisinin durmasi, iskemiye yol agmaktadir. Testis
torsiyonu, potansiyel infertilite riski tagidigi icin tirolojik bir acil durumdur[48]. Testis
torsiyonu vakalarinda, testisin fonksiyonunu siirdiirebilmesi agisindan cerrahi
midahalenin ilk 4-8 saat iginde gergeklestirilmesi en uygun siire araligi olarak
belirtilmektedir[49]. Testikiiler torsiyonun gelisiminde rol oynayan ¢esitli risk faktorleri
tanimlanmis olsa da her olguda belirgin bir neden saptanamayabilir. Bu duruma zemin
hazirlayan baslica etkenler arasinda kalitsal yatkinlik (testisin normalden fazla hareketli
olmast), cevresel faktorler (6zellikle soguk hava), gecirilmis skrotal cerrahiler, asir1 aktif
kremasterik refleks, inmemis testis, epididim ile testis arasindaki yapisal anomaliler ve
“can tokmag1 deformitesi” (bell clapper deformitesi) gibi anatomik varyasyonlar yer
almaktadir. Ayrica, yogun fiziksel efor ve travmatik olaylar da testikiiler torsiyon
gelisimini tetikleyebilmektedir[50]. Yilda her 18 yas altt 100000 erkekten 3.8’inde
goriiliir[51]. Ani baglayan skrotal agri, hastalarin yaklasik %80’inde genellikle bulant1 ve

kusmayla birlikte goriilen temel semptomdur[52]. Testis torsiyonuna bagli olarak olusan
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iskemi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesinde artisa sebep olur. ROS {iretiminin
artmast DNA hasarina, endotel yikimina ve testis germ hiicresi apoptozuna neden

olur[53]. Testis torsiyonu ekstravaginal ve intravaginal olarak 2 ye ayrilir.

3.5.1. intravajinal Testis Torsiyonu

Intravajinal testis torsiyonu, spermatik kordun, tunika vajinalisin distalinde yer alan
yapisma noktasindan itibaren kendi etrafinda donmesiyle meydana gelir. Bu rotasyon,
genellikle kas kasilmalariyla iliskilidir; sag testis saat yoniinde, sol testis ise saat yoniiniin
tersine dogru doner. Bu torsiyon tipinin gelisiminde, tunika vajinalisin spermatik korda
normalden daha yukar1 (proksimal) bir seviyeden yapismasmin da etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu anatomik varyasyon literatiirde Clapper Bell deformitesi olarak
adlandirlir ve intravajinal torsiyon icin risk faktdrii olusturabilir. Intravajinal torsiyon,
ekstravajinal torsiyona kiyasla daha yaygin olarak gézlemlenmektedir[54]. Cogu olgu
travmatik bir olayla iligkili olmasa da, ani baslayan kas hareketleri ya da pozisyon
degisiklikleri nedeniyle, genellikle uyku sirasinda gelistigi bildirilmektedir[55]. Bununla
birlikte, yiizme, cinsel iliski, spor aktiviteleri (6rnegin fitness) ya da bisiklet kullanimi
gibi yogun fiziksel efor gerektiren durumlar da torsiyonun tetikleyicileri arasinda yer
alabilir [56]. Her ne kadar cogunlukla ergenlik Oncesi donemde ortaya c¢iksa da

intravajinal torsiyon her yas grubunda goriilebilir[57].

3.5.2. Ekstravajinal Testis Torsiyonu

Ekstravajinal torsiyon, tunika vajinalisin spermatik korda baglandigi bdlgenin daha
proksimalinden baslayarak, kordun birden fazla kez kendi etrafinda donmesiyle ortaya
cikar. Bu torsiyon tipi genellikle dogum 6ncesi (intrauterin) ya da dogumdan sonraki ilk
30 giin i¢inde gelisir. Ancak bu déonemde tan1 ¢ogu zaman dogumdan sonra konulabildigi
i¢in, etkilenen testisin canliligini koruyarak kurtarilmasi genellikle miimkiin olmaz [58]
Klinik olarak, yeni doganlarda skrotumda belirgin sislik en dikkat ¢ekici bulgudur ve
tanida yol gostericidir. Tedavi yontemi, cerrahi eksplorasyon yani skrotal bolgenin cerrahi
olarak incelenmesidir. Eger torsiyon intrauterin donemde saptanabilirse, dogumdan
hemen sonra yapilacak cerrahi miidahale Onerilir. Bu erken girisim, karsi testisin
(kontralateral testis) yerinde sabitlenmesiyle (orsiyopeksi) torsiyon riskinin énlenmesini
amaglar. Ayn1 zamanda, karsi testiste olusabilecek ikincil hasarin azaltilmasi da hedeflenir

[54].
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Sekil 3.8. Torsiyon Cesitleri[59]

3.6. ISKEMi REPERFUZYON

Viicut dokularina ulagan kan akisinin belirli nedenlerle ciddi 6l¢iide azalmasi ya da
tamamen durmast durumunda, ilgili bolgedeki hiicreler yeterli diizeyde oksijen alamaz.
Bu duruma iskemi ad1 verilir. Iskemi siireci uzadikca, oksijen eksikligi nedeniyle hiicresel
diizeyde fonksiyon bozukluklar1 ve hatta hiicre 6liimii meydana gelebilir[60]. Kan
akiminin kesintiye ugramasindan sonra tekrar saglanmasi ise reperflizyon olarak
tanimlanir. Ancak reperfiizyon siireci, paradoksal olarak hiicre hasarin1 azaltmak yerine
artirabilir. Bu fenomene literatiirde “paradoksal oksijen etkisi” denilmektedir[61].
Reperfiizyon esnasinda oksijenin yeniden dokulara ulagsmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve diger zararli metabolitlerin birikmesine neden olur. Bu molekiiller, hiicre i¢i organeller
tizerinde toksik etkiler yaratarak cesitli stres tiirlerini tetikler. Bu baglamda; oksidatif
stres, nitrozatif stres, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve mitokondriyal stres gibi farkli
hiicresel yanitlar ortaya ¢ikar. Hiicreler, bu zararli etkilerle basa ¢ikmak amaciyla
antioksidan savunma mekanizmalarini aktive eder. Ancak bu savunma sistemleri yetersiz
kaldiginda, hiicresel biitlinliik bozulur ve apoptoz veya nekroz gibi hiicre 6liim yollar

devreye girer[62]
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3.6.1. iskemi Reperfiizyon Hasarinda Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 tiretimi ile bu tiirleri
detoksifiye eden antioksidan sistemlerin yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan ve hiicresel
yapiya zarar verebilen bir siirectir. Bu durum, hiicredeki biyomolekiillerin oksidatif
hasara ugramasma ve fizyolojik islevlerin bozulmasina neden olabilir[63] Normal
fizyolojik kosullarda ROS, hiicresel metabolizmanin yan {iriinleri olarak mitokondriyal
solunum zincirinde tiretilir ve hiicresel sinyal iletim yollarinda gorev alarak homeostazin
saglanmasinda rol oynar. ROS’un baslica kaynaklarindan biri mitokondriyal elektron
tagima zinciridir. Aerobik canlilarda, oksijenin kismi indirgenmesi sonucunda siiperoksit
anyonu (O:¢"), hidrojen peroksit (H20:), hidroksil radikali (*OH) ve c¢esitli organik
peroksitler olusur[64] Ayrica diisiik oksijen kosullarinda (hipoksi), mitokondriler nitrik
oksit (NO) aracilifiyla reaktif nitrojen tiirleri (RNS) de iiretir. Bu molekiiller, lipid
peroksidasyonunu artirarak malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi
toksik aldehitlerin olusumuna neden olur. Proteinler ve lipitler, oksidatif stresin temel
hedeflerindendir. Bu molekiillerde meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisiklikler,
hiicresel sinyal bozulmalarina ve mutasyon riskinde artisa yol agabilir. Cevresel stres
etkenlerinin (UV 1sinlari, toksinler, enfeksiyonlar vb.) siirekli varligi, ROS iiretiminin

kronik hale gelmesine neden olarak hiicre biitiinliiglinii tehdit eder[65].
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3.7. TIMOKINON

Nigella sativa L., halk arasinda yaygin olarak ¢orek otu adiyla bilinen ve Ranunculaceae
(Diigiin ¢icegigiller) familyasina ait, ¢igekli ve tek yillik otsu bir bitkidir. Genellikle 20—
30 cm boylarinda gelisen bu tiir, dogal olarak Giineybati Asya, Avrupa’nin bazi bolgeleri
ve Kuzey Afrika’da yetismektedir. Tirkiye’de ise Ozellikle Afyon, Isparta, Burdur ve
Konya ¢evresindeki bolgelerde dogal yayilim gostermekte ve sikga yetistirilmektedir
[66].

Sekil 3.9. Nigella sativa[66]

Timokinon, ilk kez 1963 yilinda El-Dakhakhny tarafindan Nigella sativa bitkisinden izole
edilmistir. Bu bitkinin en 6nemli biyoaktif bilesenleri arasinda timokinon, ditimokinon,
timohidrokimon ve timol yer alir. Timokinon, kimyasal olarak 2-izopropil-5-metil-1,4-
benzokinon yapisina sahiptir; molekiiler formiilii CioHi202, molekiiler agirlig1 ise 164.2
g/mol’diir. Sar1 renkte, ucucu oOzellik tasiyan ve kristalize yapida bir monoterpen
bilesigidir [67]. Timokinon, halk hekimliginde yiizyillardir c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde geleneksel olarak kullamlmaktadir. Ozellikle inflamasyon, hipertansiyon,
astim, bronsit, diyabet, bas agrisi, egzama ve gastrointestinal sistem rahatsizliklar1 gibi

durumlarda destekleyici tedavi olarak degerlendirilmistir[68].
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Sekil 3.10. Timokinonun kimyasal yapisi[66]

Oksidatif stres hiicre i¢inde yer alan mekanizmalarin isleyisinin diizenlemesine etki
ederek yap1 ve fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir[69]. Viicuttaki antioksidanlar
ve serbest oksijen radikalleri arasindaki dengesizlik sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres,
spermlere zarar verir ve infertiliteye sebep olabilir[70]. Timokinon, gii¢lii antioksidan
Ozelliklere sahip olup, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) etkili bir sekilde
temizleyebilmektedir. Lipit peroksidasyonunu engelleyerek oksidatif stresi azalttigi ve
farkli serbest radikalleri noétralize etme kapasitesine sahip oldugu belirtilmektedir.
Ozellikle siiperoksit anyonuna (O2") kars1 daha giiclii bir etki gosterdigi bilinmektedir.
Ayrica, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve mitokondri kaynakli apoptozun

onlenmesine katki saglayabilecegi gosterilmistir[71].

3.8. PRDX6

Peroksiredoksinler, bakterilerde, bitkilerde, mayalarda hayvanlarda kisaca tiim canl
organizmalarda bulunmaktadir. Peroksiredoksinler, hidrojen peroksit (H202), lipit
peroksitler ve peroksinitrit temizleyici olarak gorev yapmaktadir[72]. Peroksiredoksin
(Prdx) ailesi alt1 farkli izoformdan olusur. Bu izoformlar; Prdx1, Prdx2, Prdx3, Prdx4,
Prdx5 ve Prdx6 olarak adlandirilir. Siniflandirmalart ise, sahip olduklar1 katalitik
aktivitede gorev alan sistein (Cys) kalintilarinin sayisina gore yapilir[73]. Prdx1’den
Prdx6’ya kadar olan alt1 Prdx {iyesi, hiicre icerisinde genis bir dagilim gostererek cesitli
biyolojik siireclerde gorev alir. Bu iiyeler arasinda Peroksiredoksin 6 (Prdx6), 1-Cys Prx

alt grubuna dahil olan ve memelilerde tanimlanmis tek 6rnektir. Yapisal ve islevsel agidan
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diger Prdx alt tiirleriyle belirli benzerlikler tagimasina ragmen, 6zgiin Ozellikleriyle
ayrilmaktadir[74]. Memeli Peroksiredoksinleri (Prdx'ler), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
neden oldugu hiicre hasarini 6nleyen antioksidan enzimlerdir. Ayn1 zamanda ¢esitli hiicre
ve doku tiplerinde fizyolojik diizenleyiciler ve sensorler olarak gorev yaparlar [75].
PRDX6, yaklasik 25 kDa agirliginda, hem glutatyon peroksidaz (GPx) hem de
kalsiyumdan bagimsiz fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitelerine sahip iki islevli bir proteindir.
Bu enzim, bir¢ok dokuda ifade edilmekle birlikte, 6zellikle akcigerlerde yiiksek diizeyde
eksprese edilir. Prdx6’nin antioksidan 6zelligi, temel olarak peroksidaz aktivitesinden
kaynaklanir ve bu aktivite, katalitik dongiiniin tamamlanmasini saglar. Bunun yani sira,
PLA2 (Fosfolipaz A2) aktivitesi sayesinde fosfolipitlerin asil grubunun hidrolizini
gerceklestirir. Bu ¢ift fonksiyonu sayesinde PRDX6 hem oksidatif stresle miicadelede
hem de hiicresel fosfolipit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan benzersiz bir

proteindir[76].

Prdx6, peroksidaz aktivitesi sayesinde kisa zincirli hidroperoksitleri indirger ve bu yolla
oksidatif stresi sinirlandirarak antioksidan etki gosterir. Bununla birlikte, Prdx6’ya 6zgii
olan fosfolipaz A2 aktivitesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini tesvik ederek
oksidan olusumuna katki saglar. Bu nedenle, peroksidaz aktivitesi oksidatif stresin
onlenmesinde koruyucu bir rol tistlenirken, fosfolipaz A2 aktivitesi ise ROS {iretiminde
belirleyici bir islev goriir[77]. Prdx6’nin bu ¢ift yonlii ve birbirine zit biyokimyasal
ozellikleri, onun oksidatif stresin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigini
gostermektedir. Her iki enzimatik aktivite araciligiyla PRDX6, vaskiiler homeostazin
korunmasi ve hiicresel diizeyde optimal ROS dengesinin saglanmasi i¢in ROS
seviyelerini hassas bicimde diizenleyen bir molekiiler diizenleyici olarak gorev
yapmaktadir[ 78]. Dogal yaslanma siireci ya da bazi patolojik durumlar sonucunda Prdx6
ekspresyonunun azalmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina ve buna bagh
hiicresel bozukluklara yol acabilmektedir. Literatiirde yapilan cesitli arastirmalarda,
Prdx6'min farkli uyaranlar tarafindan tetiklenen oksidatif stresin etkilerini azaltmada

onemli bir rol oynadig1 ortaya konmustur[79].

Prdx6'nin sperm fizyolojisindeki rolii hem deneysel hem de klinik calismalarla
desteklenmektedir. Fare modellerinde yapilan aragtirmalarda, Prdx6 eksikligi ya da
fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitesinin baskilanmasinin in vitro fertilizasyon basarisini
olumsuz etkiledigi gdsterilmistir[80]. Insan infertilite vakalarinda ise Prdx6 diizeylerinin

diisiik oldugu saptanmis ve bu durum, Prdx6'nin insan spermatozoasinda oksidatif strese
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kars1 ilk savunma hatt1 olabilecegini diisiindiirmiistiir[81]. Her ne kadar Prdx6 yoksunu
farelerde spermatogenez devam etse de bu hayvanlar kisirlik géstermekte ve fonksiyonel
bozukluklara sahip, diisiik kalitede spermatozoa iliretmektedir. PRDX ailesinin sperm
hiicresinin biitiinliigii ve fonksiyonlar1 agisindan énemli oldugu bilinmekle birlikte, bu
proteinlerin germ hiicre gelisiminin erken evrelerinden (primordial germ hiicrelerinden)
itibaren hangi rolleri iistlendigi konusunda bilgiler simirlidir[82]. Prdx6, bu ailenin alt1
liyesinden biri olarak, spermatozoayi oksidatif hasardan koruma goérevini
iistlenmektedir[83]. O'Flaherty ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalar, Prdx6min sperm
canlilig1 tizerine etkili olabilecegini ve bu etkinin artan oksidatif stres ve lipit
peroksidasyon ile baglantilt oldugunu gostermistir[84]. Ayrica, Prdx6'nin sahip oldugu
peroksidaz ve kalsiyumdan bagimsiz fosfolipaz A2 (iPLA2) aktivitelerinin, sperm
motilitesi, dollenme kapasitesi ve embriyo gelisiminin siirdiiriilebilirligi a¢isindan kritik

oneme sahip oldugu vurgulanmistir[85].

3.9. GLUKAGON BENZERI PEPTID-1 (GLP-1)

Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1), besin alimini takiben distal ileum ve kolon
bolgelerinde bulunan enteroendokrin L hiicreleri tarafindan salgilanan bir inkretin
hormonudur. GLP-1"in temel fizyolojik etkileri arasinda glikoza kars1 normalden daha
fazla insiilin duyarlilig1, bunu takiben insiilin saliniminin artirilmasi ve kandaki yiikselmis
glikoz diizeylerinin normal sinirlarina donmesi yer almaktadir[86]. Bu glikoza bagimh
yanit, 6zellikle pankreas f hiicrelerinde yogun olarak bulunan glukagon benzeri peptid-1
reseptOriiniin (GLP-1R) aktivasyonu aracilifiyla gerceklesmektedir[87]. Son ddnem
calismalar, GLP-1R’nin yalmizca pankreasla siirli kalmadigini, ayn1 zamanda kalp,
akciger, bobrek, iskelet kasi, yag dokusu, hipotalamik cekirdekler ve hipofiz bezi gibi
birgok farkli dokuda da yer aldigin1 gdstermistir. GLP-1, bu dokularda organlarda kendine
0zgl, spesifik islevler gerceklestirir[88]. Ayrica, pankreastaki adacik hiicreleri (6zellikle
instilin salgilayan B hiicreleri) disindaki dokularda da etkili oldugu bilinmektedir. GLP-
1’in bu dokularda hiicresel diizeyde koruyucu bir etki gosterdigi, 6zellikle anti-apoptotik
ozellikleri ile hiicre Kkiitlesinin devamliligini destekledigi bilinmektedir. Ayrica,
inflamatuar siireclerde yer alan sitokinlerin etkilerini baskilayarak giiclii bir anti-
inflamatuar rol iistlendigi de gosterilmistir[89].Yapilan bir calismada GLP-1’in endotel
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini azaltarak oksidatif stres

diizeylerini diisiirdiigli rapor edilmistir[90]. GLP-1 reseptoriiniin (GLP-1R) ekspresyonu
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hem in vitro hem de in vivo kosullarda yapilan calismalarda kemirgen ve insan testis
dokularinda saptanmisti. Bu bulgular, GLP-1R'nin erkek iireme sistemi iizerinde
potansiyel bir diizenleyici rol oynayabilecegine isaret etmektedir[91]. GLP-1
reseptoriinlin  bulunmadigr (nakavt) fare modellerinde, seminal vezikiil ve testis
agirliklarinda azalma ile birlikte pubertal gelisimin gecikmeli olarak basladigi

gbzlemlenmistir[92].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR
4.1.1. Histopatolojik bulgular

Testis dokusundaki morfolojik degisiklikleri degerlendirmek amaciyla Gomori trikrom
boyama yontemi uygulanmistir. Yapilan histolojik incelemelerde kontrol, sham ve
yalnizca timokinon uygulanan gruplarda hiicresel yapinin korundugu, histolojik
mimarinin bozulmadigi ve sitoplazmada herhangi bir belirgin degisikligin olmadig:
gozlemlenmistir (Sekil 4.1.a, Sekil 4.1.b, Sekil 4.1.c). Buna karsin, torsiyon grubunda
germinal epitel tabakasinda belirgin dokiilme, hiicre sayisinda azalma ve seminifer
tiibiillerde sperm sayisinda dikkate deger bir diisiis tespit edilmistir (Sekil 4.1.d). Torsiyon
sonrasinda timokinon uygulanan grupta ise hiicre sayisindaki azalma kismen devam etse
de germinal epitel tabakasinda yapisal diizelmelerin basladig1 ve sperm sayisinda artig
gbzlendigi belirlenmistir (Sekil 4.1.e). Bu bulgular, timokinonun testikiiler doku

tizerindeki koruyucu etkilerini destekler niteliktedir.
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Kontrol

Sekil 4.1. Farkli gruplarin testis dokusunun gomori trikrom boyamasi temsili

fotograflari. TQ; Timokinon, T/D; Torsiyon/Detorsiyon. Goriintli biiylitmesi 40x’dir ve
skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 4.2. Kontrol grubu gomori trikrom boyasi. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi,
mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1
ok, gec spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiyiitmesi 400x’dir ve skala bar 20
um’dir.

Sekil 4.3. Sham grubu gomori trikrom boyasi. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi,
mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1
ok, gec spermatid’i gdstermektedir. Goriintii biiyiitmesi 400x’dir ve skala bar 20
pm’dir.

33



Sekil 4.4. Timokinon grubu gomori trikrom boyasi. Kirmizi ok; spermatogonyum
hiicresi, mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid
ve sar1 ok, gec spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiyiitmesi 400x’dir ve skala bar 20

pum’dir.

Sekil 4.5. Torsiyon/Detorsiyon grubu gomori trikrom boyasi. Kirmizi ok;
spermatogonyum hiicresi, mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok;
erken spermatid ve sar1 ok, gec spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi

400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 4.6. Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubu gomori trikrom boyasi. Kirmizi ok;
spermatogonyum hiicresi, mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok;
erken spermatid ve sar1 ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii bliylitmesi
400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.

4.1.2. Immiinohistokimyasal bulgular

Immiinohistokimyasal olarak boyanan dokularin fotograflart Olympus Cx41 mikroskopta
AxioCam Zeiss dijital kamera ilegekildi. ImageJ] programi kullanarak
immiinohistokimyasal boyanma yiizdeleri hesaplandi. Daha sonra elde edilen veriler
GraphPad Prism 8 InStat analiz programinda degerlendirildi. Elde edilen tiim veriler one-
way ANOVA’y1 takiben Holm Sidak metodu kullanilarak gruplar arasi farkliliklar
incelendi. Istatiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilerek Prdx6 ve Glp-1 antikorlar
icin analiz yapildi. Testisde Prdx6 ekspresyonu hem sitoplazmik hem de niikleard.
Kontrol ve sham gruplar1 arasinda prdx6 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli
bir fark gozlemlenmedi (p=0.7195) (Sekil 4.7.a-c, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.19)
Kontrol ve timokinon gruplar1 arasinda prdx6 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak
anlamli bir fark gdzlemlenmedi(p=0.7195) (Sekil 4.7.a-e, Sekil 4.8 ve Sekil 4.10.). Sham

ve timokinon gruplari arasinda prdx6 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli bir
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fark gozlemlenmedi(p=0.8739) (Sekil 4.7.c-e, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10.). Kontrol, sham
ve timokinon gruplar1 Prdx6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi Sertoli hiicreleri, geg
spermatidler ve Leydig hiicrelerinde zayif pozitif, spermatogonyum, primer
spermatositler ve erken spermatidlerde negatifti (Sekil 4.7.a-c-e, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10). Torsiyon/Detorsiyon grupunda Prdx6 ekspresyonu kontrol, sham ve
timokinon gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artti(p<<0.01) (Sekil 4.7.g,
Sekil 4.11 ve Sekil 4.19) Torsiyon/Detorsiyon grubunda Prdx6 ekspresyonunun hiicresel
dagilimi Sertoli hiicreleri, ge¢ spermatidler ve Leydig hiicrelerinde yogun pozitif,
spermatogonyum, primer spermatositler ve erken spermatidlerde negatifti (Sekil 4.7.g ve
Sekil 4.11). Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon  grubunda Prdx6 ekspresyonu
Torsiyon/Detorsiyon grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde azaldi(p<0.01) (Sekil
4.7.1 ve Sekil 12). Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunda Prdx6 ekspresyonunun
hiicresel dagilimi1 Sertoli hiicreleri, ge¢ spermatidler ve Leydig hiicrelerinde pozitif,
spermatogonyum, primer spermatositler ve erken spermatidlerde negatifti (Sekil 4.7.1 ve

Sekil 12).
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TQ+T/D

Sekil 4.7. Farkli gruplardaki Prdx6 immunohistokimyasal boyamasinin temsili
fotograflari. TQ; Timokinon, T/D; Torsiyon/Detorsiyon. Goriintii biiylitmesi 40x’dir ve
skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 4.8. Kontrol grubu Prdx6 ekspresyonu. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi,
mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1
ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi 400x’dir ve skala bar 20

um’dir.

Sekil 4.9. Sham grubu Prdx6 ekspresyonu. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi, mor
ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1 ok,

geg spermatid’i gostermektedir. Gorlintii biiyiitmesi 400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 4.10. Timokinon grubu Prdx6 ekspresyonu. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi,
mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1
ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi 400x’dir ve skala bar 20

pum’dir.

Sekil 4.11. Torsiyon/Detorsiyon grubu Prdx6 ekspresyonu. Kirmizi ok;
spermatogonyum hiicresi, mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok;
erken spermatid ve sar1 ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi

400x’dir ve skala bar 20 um’dir.
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Sekil 4.12. Timokinon+Torsiyon grubu Prdx6 ekspresyonu. Kirmizi ok;
spermatogonyum hiicresi, mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok;
erken spermatid ve sar1 ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiyiitmesi

400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.

Testiste Glp-1 ekspresyonu sitoplazmikti. Kontrol ve sham gruplar1 arasinda Glp-1
ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi (p=0.8392).
Kontrol ve timokinon gruplar1 arasinda Glp-1 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak
anlaml bir fark gézlemlenmedi(p=0.8080). Sham ve timokinon gruplar1 arasinda Glp-1
ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi(p=0.8392).
Kontrol, sham ve timokinon gruplari Glp-1 ekspresyonunun hiicresel dagilimi sertoli
hiicreleri, ge¢ spermatidler, spermatogonyum, primer spermatositler ve erken
spermatidlerde negatifti. Leydig hiicrelerinde ve erken spermatidlerin akrazomal keseleri
yogun pozitifti (Sekil 4.13 a-c-e, Sekil 4.14, Sekil 5.15 ve Sekil 4.16).
Torsiyon/Detorsiyon grupunda Glp-1 ekspresyonu kontrol, sham ve timokinon gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artti(p<0.01). Torsiyon/Detorsiyon grubunun Glp-
1 ekspresyonunun hiicresel dagilimi Sertoli hiicreleri ve spermatogonyum negatifti,
leydig hiicreleri, primer smermatositler, erken spermatid ve ge¢ spermatidlerde yogun
pozitifti (Sekil 4.13 g, Sekil 4.17). Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunda Glp-1
ekspresyonu Torsiyon/Detorsiyon grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde

azaldi(p<0.01). Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunda Glp-1 ekspresyonu hiicresel

40



dagilimi sertoli hiicreleri, ge¢ spermatidler, spermatogonyum ve primer spermatositler

negatifti, erken spermatid ve leydig hiicreleri pozitifti (Sekil 4.13 1, Sekil 4.18).

Glp-1

Sekil 4.13. Farkli gruplardaki Glp-1 immunohistokimyasal boyamasinin temsili
fotograflari. TQ; Timokinon, T/D; Torsiyon/Detorsiyon. Goriintii biiyiitmesi 40x’dir ve
skala bar 20 pm’dir.

41



Sekil 4.14. Kontrol grubu Glp-1 ekspresyonu. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi,
mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1
ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi 400x’dir ve skala bar 20

pum’dir.

Sekil 4.15. Sham grubu Glp-1 ekspresyonu. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi, mor
ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1 ok,

gec spermatid’i gostermektedir. Goriintii bliylitmesi 400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.
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Sekil 4.16. Timokinon grubu Glp-1 ekspresyonu. Kirmizi ok; spermatogonyum hiicresi,
mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok; erken spermatid ve sar1
ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi 400x’dir ve skala bar 20

pum’dir.

Sekil 4.17. Torsiyon/Detorsiyon grubu Glp-1 ekspresyonu. Kirmiz1 ok;
spermatogonyum hiicresi, mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok;
erken spermatid ve sar1 ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Goriintii biiylitmesi

400x’dir ve skala bar 20 pm’dir.

43



Sekil 4.18. Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubu Glp-1 ekspresyonu. Kirmiz1 ok;
spermatogonyum hiicresi, mor ok; sertoli hiicresi, mavi ok; primer spermatosit, yesil ok;
erken spermatid ve sar1 ok, ge¢ spermatid’i gostermektedir. Gorilintii biiylitmesi

400x’dir ve skala bar 20 um’dir.
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Sekil 4.19. Testiste Prdx6 ekspresyonunun Histolojik skor (H-score) sonuglari. T/D;
Torsiyon/Detorsiyon. a, Kontrol, sham ve timokinona gore anlamliligi, b ise T/D’ ye

gore anlamlilig1 gosterir.

Kontrol ve sham gruplari arasinda prdx6 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmedi (p=0.7195). Kontrol ve timokinon gruplari arasinda prdx6 ekspresyonu yoniinden
istatiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmedi(p=0.7195). Sham ve timokinon gruplar1 arasinda
prdx6 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi(p=0.8739).
Torsiyon/Detorsiyon grupunda Prdx6 ekspresyonu kontrol, sham ve timokinon gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde artti(p<0.01). Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunda
Prdx6 ekspresyonu Torsiyon/Detorsiyon grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde
azaldi(p<0.01). Gruplardaki Prdx6 ekspresyonunun hiicresel dagilimi Sertoli hiicreleri, ge¢
spermatidler ve Leydig hiicrelerinde yogun pozitif, spermatogonyum, primer spermatositler ve

erken spermatidlerde negatifti.
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Sekil 4.20. Testiste Glp-1 ekspresyonunun Histolojik skor (H-score) sonuglari. T/D;
Torsiyon/Detorsiyon. a, Kontrol, sham ve timokinona gore anlamliligi, b ise T/D’ ye

gore anlamlilig1 gosterir.

Kontrol ve sham gruplar1 arasinda Glp-1 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmedi (p=0.8392). Kontrol ve timokinon gruplar1 arasinda Glp-1 ekspresyonu yoniinden
istatiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmedi(p=0.8080). Sham ve timokinon gruplar1 arasinda
Glp-1 ekspresyonu yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark goézlemlenmedi(p=0.8392).
Torsiyon/Detorsiyon grupunda Glp-1 ekspresyonu kontrol, sham ve timokinon gruplarina gére
istatistiksel olarak anlamli sekilde artti(p<<0.01). Timokinon+Torsiyon/Detorsiyon grubunda Glp-

1 ekspresyonu Torsiyon/Detorsiyon grubuna gore istatiksel olarak anlamli sekilde azaldi(p<0.01).
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Sekil 4.21. Cosentino Skor Sonuglar1

Cosentino testikiiler skorlamasina gore testis dokusunun histolojik analizleri yapildi.
Histolojik skorlama istatiksel olarak analiz edildiginde a, kontrol, sham ve timokinona
gore anlamli artig1 gosterir. b, t/d+timokinonun, t/d grubuna kiyasla anlamli azaligini
gosterir. Sol testiste: Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda anlamli bir fark bulundu.

(p<0,01)
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4.2 TARTISMA

Testiste giden kan damarlarinin bulundugu spermatik kordun kendi ekseni etrafinda
donmesi sonucu olusan hastaliga testikiiler torsiyon denir. Testise giden kan akisini
durduran bir durumdur. Bu durum sonucunda testiste iskemi gelisir ve bu siirec,
zamaninda miidahale edilmediginde kalic1 doku hasar1 ile sonuglanabilir. Testikiiler
torsiyon potansiyel infertilite riskine yol agabileceginden dolay acil miidahale gerektiren
bir durumdur[93]. Testis torsiyonuna bagli olarak olusan iskemi, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) seviyesinde artisa sebep olur. ROS iiretiminin artmast DNA hasarina, endotel
yikimina ve testis germ hiicresi apoptozuna neden olmaktadir. Bu durum, testikiiler
yapinin ve fonksiyonlarin geri doniisiimsiiz  sekilde bozulmasina zemin
hazirlamaktadir[94].

Nigella sativa'nin baglica aktif bilesenlerinden biri olan timokinon, oksidatif stres
kaynakli hasar1 azaltmada 6nemli bir yeri vardir. CioHi202 molekiiler formiiliine sahip,
164.2 g/mol molekiiler agirliginda, sar1 renkli ve ugucu 6zellik gosteren bir kristalize
monoterpendir[95]. Timokinon, gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip olup, reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) etkili bir sekilde temizleyebilmektedir[71].

Testikiiler torsiyon/detorsiyon modelinde timokinonun koruyucu etkilerini degerlendiren
calismalardan biri de Ahmet Gokce ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilmistir. Bu
calismada, ratlarda olusturulan testis iskemisi sonrasinda 10 mg/kg dozunda
intraperitoneal olarak uygulanan timokinonun, doku hasarini azalttigi bildirilmistir.
Histopatolojik incelemelerde, timokinon uygulanan grupta seminifer tiibiil yapisinin daha
diizenli oldugu, germinal hiicre siralanmasinin korundugu ve nekrotik alanlarin daha az
oldugu gozlenmistir. Ayrica biyokimyasal olarak oksidatif stres belirteclerinde iyilesme
gézlemlenmis ve timokinonun antioksidan savunma sistemini destekledigi
belirtilmistir[96]. Bu sonuglar, timokinonun hem biyokimyasal hem de hiicresel diizeyde
testikiiler doku hasarim1 hafiflettigini ve koruyucu potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir.

Timokinon, testis disinda da cesitli dokularda iskemik reperfiizyon hasarina karsi
koruyucu etki gostermektedir. Ornegin, Karacigerde yapilan galismada ise, timokinonun
reperfiizyon sonrasit mitokondriyal hasari, endoplazmik retikulum stresini ve oksidatif
stresi azalttii, ayrica dokunun histolojik goriiniimiinii iyilestirdigi bildirilmistir[97].
Xiao ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢aligmada ise, izole rat kalbinde yapilan iskemik

reperfiizyon modelinde timokinon 6n uygulamasi ile kalp fonksiyonlarinda belirgin
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tyilesme, enfarkt boyutunda azalma, SOD aktivitesinde artig ve hiicre 6liimiinde diisiis
gozlemlemislerdir[98].

Sadece timokinonun degil antioksidan enzimlerinde viicudumuzda koruyucu rolleri
vardir. Bu antioksidan enzimlerden biri olan Peroksiredoksin 6 (PRDX6), hem glutatyon
peroksidaz benzeri peroksidaz aktivitesi hem de fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitesi
sayesinde ¢ift yonlii bir koruyucu etki gosterir. Prdx6’nin bu ¢ift yonlii koruyucu etkisi
sayesinde diger antioksidanlardan farklidir ve ¢ok fonksiyonlu kabul edilir[99]. Bu
enzim, bircok dokuda ifade edilmekle birlikte, 6zellikle akcigerlerde yiiksek diizeyde
eksprese edilir. Memeli Peroksiredoksinleri (PRDX'ler), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
neden oldugu hiicre hasarini 6nleyen antioksidan enzimlerdir. Ayn1 zamanda ¢esitli hiicre
ve doku tiplerinde fizyolojik diizenleyiciler ve sensorler olarak gorev yaparlar[75].

Shi ve arkadaslarinin insan testis, epididim ve spermatozoasinda peroksiredoksin (PRDX)
ailesinin ekspresyonunu inceledikleri calismada, PRDX1, PRDX2, PRDX4, PRDXS5 ve
ozellikle PRDX6’nin bu dokularda yaygin olarak ifade edildigi gosterilmistir. Calismada
PRDX’lerin, ozellikle spermatozoa diizeyinde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) kaynakli
hasar1 6nlemede énemli bir antioksidan savunma mekanizmas1 oldugu vurgulanmistir. in
vitro kosullarda sperm hiicrelerine H-O- uygulandiginda membran yapisinda belirgin bir
bozulma gozlenmis; ancak PRDX’lerin varligi bu oksidatif hasari anlamli diizeyde
azaltmistir. Bu durum, PRDX ailesinin 6zellikle PRDX6’nin lipid peroksidasyonunu
engelleyerek sperm hiicrelerinin canlilik ve fonksiyonlarinin korunmasinda kritik rol
oynadigin ortaya koymustur.[100].

Moawad ve arkadaslari, farelerden elde edilen sperm hiicrelerinde PRDX6 eksikliginin
ve bu enzimin fosfolipaz A2 (PLA:) aktivitesinin inhibitasyonunun, sperm fonksiyonlarini
ve dollenme yetenegini in vitro ortamda olumsuz etkiledigini gdstermistir. Prdx67/~
farelerde ve MJ33 inhibitoriiyle islenen sperm hiicrelerinde motilite, canlilik, akrozom
reaksiyonu ve blastosist olusumu anlamli sekilde azalmistir. Ayrica, bu gruplarda
oksidatif stres belirtecleri artmis ve zona pellusida’ya baglanma yetenegi azalmistir.
Calisma, PRDX6 nin 6zellikle PLA: aktivitesiyle sperm fonksiyonu ve fertilite igin kritik
oldugunu ortaya koymaktadir[101].

PRDXG6 (Peroksiredoksin 6), testis tisindada pek ¢ok dokuda eksprese edilen ve oksidatif
stresle miicadelede Onemli gorevler iistlenen bir antioksidan enzimdir. Yapilan bir
calismada ARPE-19 hiicrelerinde (retinal pigmente epitel) PRDX6, PI3K/AKT sinyal
yolunu aktive ederek H>0O. kaynakli oksidatif stresi azalttigi ve hiicre oliimiine karsi

koruma sagladigi bulunmustur[102]. 2009 yilinda yayimlanan bir ¢aligmada, farelerde
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karacigerde ischemia-reperfusion (I/R) hasar1 olusturuldugunda PRDX6’nin
mitokondriye tasmarak koruyucu rol {stlendigi gosterilmistir. PRDX6-knockout
farelerde hepatosit hasar1 belirgin sekilde artmis, mitokondrial H-O: iiretimi artmis ve
mitokondriyal fonksiyon bozulmustur. Bu veriler, PRDX6 eksikliginin oksidatif hasar1
artirdigini ortaya koymaktadir[103]. Bir diger ¢alismada PRDX6 eksikligi (knock-out),
kalpte iskemi/reperfiizyon sonrasinda sol ventrikiil fonksiyonunun azalmasina, infarkt
boyutunun biiylimesine, apoptotik hiicre sayisinin artmasina ve malondialdehit (MDA)
gibi oksidatif stres belirteglerinin yiikselmesine neden oldugu bildirilmistir[104]

Tim bu bulgular, PRDX6'nin bir¢ok dokuda iskemi reperfiizyon kaynakli oksidatif stresi
azalttigini ve hiicresel savunma mekanizmalarinda O6nemli bir yer tuttugunu
gostermektedir.

Glp-1 (Glukagon benzeri peptid-1) dogrudan antioksidan bir enzim olmamakla birlikte,
cesitli mekanizmalarla oksidatif stresi azaltma potansiyeline sahiptir. Glukagon benzeri
peptid-1 (GLP-1), besin alimini takiben distal ileum ve kolon bélgelerinde bulunan
enteroendokrin L hiicreleri tarafindan salgilanan bir inkretin hormonudur. insan aort
endotel hiicrelerinde yapilan bir calismada GLP-1, oksidatif stres kaynakli endotel
disfonksiyonunu ve asir1 uyarilmis otofajiyi engelleyerek, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirii
(ROS) seviyelerini diisiirmiistiir[105]. Baska bir ¢alismada GLP-1, travmatik beyin
yaralanmas1 sonrasi oksidatif stres ve noronal apoptozisi azaltarak, beyin dokusunda
H>0: ve ROS seviyelerini diisiirmiis ve antioksidan faktérlerin (SOD, CAT, GSH)
seviyelerini artirmistir[106]

Demir asir1 yiikii modeli iizerinde yapilan bir ¢alismada, GLP-1 analogu exenatidin
testisteki oksidatif stres belirteglerini iyilestirdigi, malondialdehit (MDA) seviyelerini
diisiirtip stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini artirdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda
apoptotik enzimler olan caspase-3 ve caspase-8’in ekspresyonunda azalma gozlenmistir;
bu da exenatidin’in testis dokusunda oksidatif hasar ve hiicre oliimiinii azalttigini
gostermektedir[107].

Bagka bir caligmada testikiiler iskemi-reperflizyon modelinde Glp-1 aganositi olan
semaglutid uygulamasi, testiste oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu azaltarak
testikiiler fonksiyonu iyilestirmistir[ 108].

Timokinonun sadece iskemi reperfiizyonda olusan oksidatif stres kaynakli artan reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) siipiirmedigi; ayn1 zamanda katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini korudugu

veya artirdigl yapilan ¢alismalarda bulunmustur[109]. Fakat timokinonun testiste prdx6
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ekspresyonunu inceleyen bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle biz aragtirmamizda
testikiiler torsiyon sonrasi iskemi reperfiizyon modeli olusturulan ratlarda timokinonun
prdx6 ekspresyon seviyelerini immiinohistokimyasal yontemler ile gdstermeyi planladik.
Bu amagla ratlar; kontrol (DMSO), sham (sadece operasyon), torsiyon/detorsiyon,
timokinon ve timokinon + torsiyon/detorsiyon gruplarina ayrildi. Timokinon ve
timokinon + torsiyon/detorsiyon gruplarina 7 giin boyunca timokinon uygulandi ve
akabinde torsiyon/detorsiyon modeli olusturuldu. Model olusturulduktan sonra testikiiler
dokuda gomori trikrom boyamasi ile immiinohistokimya teknigi uygulandi.

Gomori trikrom ile yapilan histolojik incelemelerde kontrol, sham ve yalnizca timokinon
uygulanan gruplarda hiicresel yapinin korundugu, histolojik mimarinin bozulmadigi ve
sitoplazmada herhangi bir belirgin degisikligin olmadig1r gozlemlendi. Buna karsin,
torsiyon grubunda germinal epitel tabakasinda belirgin dokiilme, hiicre sayisinda azalma
ve seminifer tilibiillerde sperm sayisinda dikkate deger bir diisiis tespit edildi. Torsiyon
sonrasinda timokinon uygulanan grupta ise hiicre sayisindaki azalma kismen devam etse
de germinal epitel tabakasinda yapisal diizelmelerin bagladig1 ve sperm sayisinda artig
gbzlendi. Bu bulgular, timokinonun testikiiler doku iizerindeki iyilestirici etkilerini
destekler nitelikteydi.

Bu calismada, testis dokusuna uygulanan torsiyon/detorsiyon modelinde PRDX6
diizeylerinin kontrol, sham ve timokinon grubuna gore anlamli sekilde arttig1
gozlemlenmistir. Bu artisin, iskemi-reperfiizyon siirecinde olusan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) birikimine karsi hiicrenin endojen antioksidan yanit1 kapsaminda
gelistigi disiintilmektedir. PRDX6 hem hidrojen peroksit hem de fosfolipid peroksitleri
detoksifiye edebilen ¢ok islevli bir antioksidan enzim olup, oksidatif hasara karsi hiicre
biitiinliiglinii korumada Onemli bir rol oynamaktadir. Torsiyon sonrasi timokinon
uygulanan grupta ise PRDX6 ekspresyon seviyesinin yalnizca torsiyon/detorsiyon
uygulanan gruba kiyasla anlamli diizeyde azaldigi tespit edilmisti. Bu durum,
timokinonun giiclii antioksidan etkisiyle oksidatif stres diizeyini azaltmasi sonucunda
hiicrenin PRDX6 iiretimine duydugu ihtiyacin azalmasiyla agiklanabilir. Elde edilen bu
bulgular, timokinonun testis dokusunda iskemi-reperfiizyon kaynakli oksidatif hasari
hafiflettigini ve buna bagli olarak PRDX6 ekspresyonunun regiile edildigini
gostermektedir.

Bu c¢alismada, testis dokusuna uygulanan torsiyon/detorsiyon modelinde Glp-1
diizeylerinin kontrol, sham ve timokinon grubuna gore anlamli sekilde arttig1

gozlemlenmistir. Bunun sebebini Glp-1’in anti-oksidan 6zelliginden kaynakli oldugunu
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diisiiniiyoruz. Torsiyon sonrasinda timokinon uygulanan grupta ise Glp-1 seviyeleri
torsiyon/detorsiyon grubuna gore anlamli azalis gosterdi. Bu azalma timokinonun

oksidatif stresteki baskilayicr etkileri ile iligkilendirilebilir.
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5. SONUC

Bu tez calismasinda, testikiiler torsiyon/detorsiyon (T/D) modelinde meydana gelen
oksidatif doku hasarma kars1 timokinonun (TQ) olas1 koruyucu etkisi, Prdx6 ve Glp-1
sinyal yollar1 {izerinden histolojik ve immiinohistokimyasal ydntemlerle
degerlendirilmistir.

Yapilan gomori trikrom boyamasi sonucunda T/D uygulanan farelerin testis dokusunda
belirgin histopatolojik hasar, germinal epitelde hiicre kayb1 ve seminifer tiibiil yapisinda
bozulmalar goézlenmistir. Timokinon tedavisi bu doku hasarlarin1 anlamli diizeyde
azaltmis, tlibiil biitiinliglinti koruyarak germ hiicre organizasyonunu desteklemistir.
Immiinohistokimyasal  analizler ~sonucunda Prdx6 ve Glp-1 ekspresyonu
torsiyon/detorsiyon grubunda artmistir. Timokinon uygulanan torsiyon/detorsiyon
grubunda ise torsiyon/detorsiyon grubuna gore diismiistiir.

Sonug olarak testis dokusunda iskemi reperfiizyondan kaynakli hasar sebebi ile Prx6 ve
Glp-1 seviyeleri artis gostermistir. Ancak timokinonun koruyucu etkilerinden dolay1
Prdx6 ve Glp-1 seviyeleri diismiistiir. Buda timokinonun testis dokusunda torsiyon
modelinde Prdx6 ve Glp-1 ekspresyon seviyeleri arttirarak antioksidan etkisini

gostermektedir.
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