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OZET

Tek tarafli spermatik kord torsiyonunun ayni ve karsi taraf testiste neden oldugu
erken ve ge¢ donem, biyokimyasal, histopatolojik, apoptotik degisiklikleri ortaya
koymak ve bu degisikliklere Poli(ADP-ribos)polymeraz (PARP) inhibitoriiniin erken ve
gee donem etkilerini incelemek amaglandi.

Calismada, denek olarak agirliklar1 190-210 gr arasinda degisen 47 adet Wistar
albino rat kullanildi. Denekler erken ve ge¢ olmak lizere 2 ana gruba ayrildi. Her grup
kendi i¢inde kontrol, sham, torsiyon-detorsiyon, torsiyon-detorsiyon SF verilen ve
torsiyon-detorsiyon nicotinamide verilen ratlar olmak iizere alt gruplara ayrildi. Sol
spermatik kord ve testis serbestlestirildikten sonra kontrol ve sham gruplar1 hari¢ tiim
gruplarda sol testisler 4 saat siire ile 720 derece torsiyone edildi. Detorsiyondan 30
dakika once erken torsiyon-detorsiyon SF ve ge¢ torsiyon-detorsiyon SF gruplarina
intraperitoneal 0.2 cc salin, erken torsiyon-detorsiyon nicotinamide. ve ge¢ torsiyon-
detorsiyon nicotinamide gruplarina 10 mg/kg dozda poli polimeraz enzim inhibitorii
(nicotinamide) intraperitoneal yoldan verildi. Erken gruptaki ratlara detorsiyonun 4.
saatinde bilateral orsiektomi yapildi. Orsiektomiden hemen once intra kardiak
biyokimyasal inceleme amaglt 5’er cc kan alindi. Ge¢ donem gruba dabhil ratlar ise 2 ay
takip edilip ayn1 islemler uygulandi. Spesmenlerde TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP-biotin nick end-lebeling) yontemi ile germ hiicrelerinde
apoptozisi, Johnson Tubiiler Biyopsi Skoru ve seminifer tubiil ¢aplart hesaplanip
histopatolojik degisiklikleri, rat serumunda malondialdehit (MDA) ve total ve serbest
glutatyon seviyeleri Olciilerek iskemi-reperfiizyon hasarina bagh degisiklikleri
gbstermeyi amacladik.

Calismamizda torsiyon detorsiyon uygulanan gruplarda serum MDA, total
glutatyon ve serbest glutatyon seviyelerinde kontrol ve sham gruplarima gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Erken donem ayni ve karsi taraf PARP
inhibitorii verilmeyen gruplarin testislerinde seminifer tubiildeki spermatogonialarin
azaldigi, PARP inhibitorii verilen gruplardaysa, PARP inhibitorii verilmeyen gruplara
gore seminifer tubiildeki spermatogonialarin anlamli olacak sekilde daha fazla oldugu
tesbit edildi. Ge¢ grupta da durum PARP inhibitorii verilen gruplarin lehine olarak
anlaml olarak farkliydi. Ancak erken ve ge¢ gruplar arasinda JTBS acgisindan istatiksel

olarak anlamli fark bulunmadi. Erken dénem ayni ve karsi taraf PARP inhibitorii



verilmeyen testislerde seminifer tubiil ¢ap ortalamalarimin azaldigit PARP inhibitori
verilen gruplardaysa, PARP inhibitorii verilmeyen gruplara gore seminifer tubiil cap
ortalamalarinin anlamli olarak ytiksek oldugu tesbit edildi. Ge¢ grupta da durum PARP
inhibitdrii verilen gruplarin lehine anlamli olarak farkliydi. Ancak erken ve gec gruplar
arasinda seminifer tubiil ¢aplari agisindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi.
Calismamizda ge¢ donem ayni1 ve karsi taraf nicotinamide verilmeyen gruplarda germ
hiicrelerinde apoptozisin kontrol ve sham gruplarina gore anlamli derecede arttigi,
nicotinamide verilen gruplarda ise nicotinamide verilmeyen gruplara gore anlamli
derecede azaldig tespit edildi. Erken donemde ise sol testisler i¢in nicotinamide verilen
grup ile diger nicotinamide verilmeyen grup arasinda apoptoziste azalma saptanmasina
ragmen istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Yine sol testiste ge¢ gruplarda ise
nicotinamide verilen gruptaki apoptozis orani, verilmeyen gruplara gore anlamli
derecede azalmis tesbit edildi. Sag ve sol testisler icin erken gruplara gore ge¢ donem
aleyhine zamanla artan fakat istatiksel olarak anlamli olmayan (p>0.05) bir apoptozis
artis1 bulundu.

Sonug olarak testiste iskemi reperfiizyon sonucu olusan ve ileride olugabilmesi
muhtemel hasarlar i¢cin PARP inhibitorlerinin bu hasar1 erken ve ge¢ donemde ayn1 ve

kars1 taraf testiste azaltilabilecegini gosterdik.

Anahtar kelimeler; Programli hiicre 6liimii, TUNEL yontemi, sprematik kord

torsiyonu, nicotinamide
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ABSTRACT

In this study we aimed to show the early and late biochemical, histopathological and
apoptotic changes caused by unilateral spermatic cord torsion on ipsilateral and
contralateral testicles, as well as the effect of the Poly (ADP-ribose) polymerase
(PARP) inhibitor (nicotinamide) on these changes either in the early and late periods.

Forty-seven Wistar albino rats weighing between 190-210 gr were used. Rats
were divided into two major groups as the early and late periods. Subsequently each
group were divided into subgroups as the control, sham operation, torsion-detorsion,
torsion-detorsion treated with normal saline and torsion-detorsion treated with
nicotinamide. All left testicles excluding the control and the sham operation groups
were subjected to 720 degrees of spermatic cord torsion for 4 hours. Thirty minutes
prior to detorsion 0.2 cc of normal saline was administered intraperitonealy to early
torsion-detorsion treated with normal saline and late torsion-detorsion treated with
normal saline groups. Similarly 10 mg/kg of nicotinamide was administered
intraperitonealy to the early torsion-detorsion treated with nicotinamide and late torsion-
detorsion treated with nicotinamide groups. Bilateral orchidectomy was performed by
the end of fourth hour in the early group of rats and they were sacrificed. Just prior to
orchidectomy 5 cc of cardiac blood samples were collected for biochemical evaluation.
For the late groups of rats same procedures were performed after they were followed for
2 months. While apoptosis in the germ cells were shown by Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP-biotin nick end-lebeling (TUNEL) method, Johnson
Tubular Biopsy Score (JTBS) and seminiferous tubule diameters (STD) were used to
evaluate the histopathological changes in the rat’s testis tissue. Ischaemia-reperfusion
injury related changes were assessed by the levels of malondialdehite (MDA), total and
free glutathione in the rat serum.

There was no statistical significance between torsion-detorsion groups and the
control-sham operation groups in terms of serum MDA, total and free glutathione
levels. While there was a significant decrease in the number of spermatogonia in the
seminiferous tubules of both the contaralateral and ipsilateral testicles was observed in
the early torsion-detorsion groups which did not receive the PARP inhibitor

nicotinamide. The subjects which received nicotinamide in the early period had a
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significantly higher number of spermatogonia in the seminiferous tubules when
compared to subjects which did not receive nicotinamide. Similarly in the late torsion-
detorsion groups the number of spermatogonia were better on behalf of subjects which
received nicotinamide. Interestingly there was no statistical significance was observed
in terms of JTBS between the early and the late groups. While there was a decreased
mean STD value on the contralateral and ipsilateral testicles of the early torsion-
detorsion groups which did not receive nicotinamide, the mean STD values were
significantly higher in the subjects which received nicotinamide when compared to
subjects who did not receive nicotinamide. In the late groups there were similar results
on behalf of PARP inhibitor nicotinamide. But no significant difference was observed in
terms of STD between the early and the late groups. In our study also we observed that
there was a significant increase in apoptosis of the germ cells of the contralateral and
ipsilateral testicles of the late torsion-detorsion groups which did not receive
nicotinamide when compared to control and sham operation groups. The late groups
which were treated with nicotinamide significantly had less apoptosis when compared
to untreated groups. In the early groups although there was a decrease in the number of
apoptotic cells of the ipsilateral testicle which were treated with nicotinamide, it was not
statistically significant. In the late group for the ipsilateral testicle which was treated
with nicotinamide had a significant lower number of apoptotic cells when compared to
untreated group. An insignificant increase (p>0.05) was observed for the late groups
between the right and left testicles when compared to early groups.

As a conclusion we showed that PARP inhibitors may successfully decrease the
ischemia reperfusion injury derived tissue damage in the early and late periods both in

the ipsilateral and contralateral testicles.

Key Words: Apoptosis, spermatic cord torsion, nicotinamide, TUNEL methode
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1. GIRIS VE AMAC

Spermatik kord torsiyonu, testis ve spermatik kordun tunika vajinalis ile birlikte veya
tunika vajinalis i¢cinde donmesidir. Acil cerrahi girisim gerektiren {irolojik hastaliklar
arasinda onemli bir yer tutan spermatik kord torsiyonu, sonraki donemde de fertiliteyi
etkilemesinden dolayr onemini korumaktadir (1). Pediatrik yas grubunda ise akut
skrotumun % 25-35’ini olusturmaktadir. Testiste hasar, torsiyonun olustugu andan itibaren
baslamakta olup semptomlarin baslangici ile cerrahi girisime gitme arasindaki zaman ne
kadar kisa ise testisin korunma orani o derece artmaktadir. Tedavide gecikme testikiiler
atrofiyle sonuglanmakta, gec takiplerde subfertilite veya infertiliteye kadar uzanabilen
klinik tablolarin gelisebildigi bilinmektedir.

Spermatik kord torsiyonunda, spermatik kord ve yapilarinin kendi etrafinda donmesi
sonucu baslangi¢cta vendz tikaniklik olugsmakta, vendz tikanikligin ilerlemesi ile arteriyal
dolagim bozulmaktadir. Buna bagli olarak olusan iskemi, bir takim kimyasal reaksiyonlarin
baslamasina yol agmakta, bu da sonugta hiicresel disfonksiyona ve nekroza yol agmaktadir.
Iskemi sonucu olusan bu durumun nedeni tek bir reaksiyon ve olay ile agiklanamamakla
beraber, enerji depolarinin tilkenmesi ve toksik metabolitlerin birikmesinin hiicre dliimiine
yol agtig1 bilinmektedir (2). Bununla birlikte, iskemik dokularin tekrar kanlanmasi, reaktif
oksijen radikallerinin ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu radikaller, DNA iplik
kiriklarinin olugmasina yol acgip ¢esitli mekanizmalarla hiicre canliliginin kaybma yol
acmaktadir. Reaktif oksijen radikallerinin DNA’da yaptig1 iplik kirikliklarinin, DNA tamir
mekanizmalarinda goérevli olan ve bol miktarda enerji tiikketen, poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) enzimini aktive ettigi gosterilmistir (3). PARP nin DNA tamiri i¢in ¢ok dnemli bir
role sahip oldugu bilinmektedir. Hiicre, DNA hasarin1 onarmak icin hiicresel enerji
kulanilimin1 arttirmak zorundadir. PARP ile c¢ekirdek proteinlerinin masif ADP-
ribozilasyonun, hiicresel enerji tliketimine ve hiicre Oliimiine sebep olabilecegi
gosterilmistir (4-7). PARP’nin yogun aktivasyonunun, dokularda iskemi-reperfiizyon
hasarina bagli oldugu bilinmektedir. Cesitli organlarda PARP inhibitorlerinin

uygulanmasinin, iskemi-reperflizyon hasarinda azalmaya yol agtig1 gosterilmistir (8-11).



Bazi kars1 goriislere ragmen, tek tarafli spermatik kord torsiyonun karsi testiste de
hemodinamik ve histolojik degisikliklere yol agtig1 artik kabul edilmektedir (12—-14). Klinik
caligmalarda tek tarafli spermatik kord torsiyonlu olgularinin uzun siire izlemlerinde, % 25
oraninda infertilite, %40’tan %90’a varan oranlarda anormal semen analizi sonuglariyla
karsilagilmistir (15). Bu durum hasarin yalnizca torsiyon olan tarafta olmadigini, karsi taraf
testisin de olaydan etkilendigini diisiindiirmektedir. Ozellikle germ hiicrelerinde belirgin
hasarlanma kars1 testisin énemli bulgularindandir (16). Karsi testis hasarini 6nlemeye
yonelik olarak E vitamini, pentoksifilin, verapamil, hiperbarik oksijen, steroidler, immun
baskilayicilar kullanilmigtir (17-19). Fakat bu ve benzeri ¢alismalarda elde edilen sonuglar
tam tatmin edici olmamis ve klinik pratige aktarilamamustir.

Programlanmis hiicre 6liimii (PHO) olarak bilinen apoptozis, son yillarda biyoloji
alaninda oldugu kadar temel ve klinik bilimlerde de yogun ilgi odagi haline gelmistir. Kerr
ve arkadaslan tarafindan 30 yil Once tanimlanan ve hiicre Oliimiine yol agan iki ana
mekanizmadan biri olan PHO, hasar goren hiicrenin uzun siire ortamda kalmasinin
cikarabilecegi sorunlari ¢oziimleyebilen bir mekanizmadir (20).

1996 yilinda yapilan bir klinik calismada, tek tarafli spermatik kord torsiyonu
sonras1 karst testiste PHO indeksinde artis saptanmistir (21). PHO indeksindeki artistan,
kan-testis bariyerindeki bozulmay1 takiben dolasima gegen sitokinlerin PHO’yii
indiiklemelerinin sorumlu olabilecegi One siirilmiistiir.

Bozlu ve arkadaglari detorsiyon oOncesi verilen PARP inhibit6riintin iskemi-
repefiizyon hasarindaki biyokimyasal degisiklikleri azalttigin1 gostermislerdir (22). Yine
ayni ekip tarafindan detorsiyon oncesi verilen PARP inhibitoriiniin iskemi-repefiizyon
hasarindaki biyokimyasal degisiklikleri uzun déonemde de ayni taraf testiste olusan hasari
azalttig1 gdsterilmistir (23). Ancak bu ¢alismalarda PHO deki artis degerlendirilmemistir.
Biz calismamizda, tek tarafli testis torsiyonu sonrasinda ayn1 ve kars taraf testiste, erken ve
ge¢ dénemde biyokimyasal, histopatolojik, apopitotik degisiklikleri degerlendirmek ve bu

degisikliklere PARP inhibitoriiniin erken ve ge¢ donem etkilerini incelemek istedik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Embriyolojisi

Urogenital sistem ¢dlom boslugunun arka duvarinda, dorsal mezenterin her iki
yaninda embriyonun dorsal duvari boyunca uzanan mezodermal kabarikliktan (intermediate
mezoderm) gelisir. Intermediate mezoderm, embriyonun horizantal diizlemde katlanmas:
ile somitlerle olan iligkisini kaybeder ve ¢6lom boslugunun arka duvarinda, primitif
aortanin her iki tarafinda longitudinal mezodermal sislikler olarak belirir. Bu sisliklere
iirogenital kabariklik ad1 verilir. Urogenital kabarikligin medialinde ise genital kabariklik
bulunur.

Gelisimin altinc1 haftasina kadar genital kabariklik i¢inde germ hiicreleri mevcut
degildir. Primordial germ hiicreleri yolk kesesinin allantoise yakin endodermal
hiicrelerinden olusur ve altinc1 haftada ameboik hareketlerle son barsagin dorsal mezenteri
boyunca ilerleyerek genital kabarikliga gelirler. Primordial germ hiicrelerinin genital
kabarikliga ulagmalarindan hemen 6nce genital kabarikligin ¢6lomik epiteli prolifere olarak
altindaki mezensim igine girmeye baslar. Célomik epitel hiicreleri burada primitif cinsiyet
kordonlar1 denilen irregiiler sekilli kordonlari olustururlar. Bu evrede erkek ve disi
gonadlarin birbirinden farklar1 yoktur. Genital kabarikliklar primordial germ hiicrelerinin
indiikleyici etkileri ile over veya testise farklilagirlar.

Eger embriyo erkek ise primordial germ hiicreleri XY kromozomunu tasirlar. Y
kromozomu {izerindeki testis belirleyici faktoriin (TBF) etkisiyle primitif cinsiyet
kordonlar1 ¢ogalmaya devam eder ve testisin mediiller kordonlarini olusturmak iizere
medullanin i¢ kesimlerine dogru ilerler. Kordonlar daha sonra bezin hilusuna dogru ince
hiicre siralarindan ibaret bir ag olusturur. Bu agdan testis tubiilleri meydana gelir.

Gelisimin daha ileri evrelerinde testis kordonlar1 yiizey epiteli ile olan iligkisini
kaybeder ve testisin ylizeyi tunika albuginea denen yogun fibréz bir bag dokusuyla
epitelden ayrilir. Dordiincii ayda ise testis kordonlar1 at nali seklini alir ve kordonlarin
uclar rete testis olarak devam eder. Bu donemde testis kordonlar1 germ hiicreleri ve bezin

ylizey epitelinden koken alan Sertoli hiicrelerinden meydana gelmistir.



Testis kordonlar1 arasinda bulunan interstisyel Leydig hiicreleri gonadal
kabarikligin orijinal mezensimden koken alarak kordonlarin farklilasmaya baslamasindan
hemen sonra ortaya cikarlar. Gestasyonun sekizinci haftasinda Leydig hiicrelerinde
testosteron tiiretimi baslar ve bdylece testisler dis genital organlarin farklilagsmasinda rol
oynar.

Puberteye kadar testis kordonlari solid halde kalir ancak puberteden sonra liimenleri
acilarak seminifer tubiilleri olustururlar. Seminifer tubiiller kanalize olarak rete testis
tubiillerine katilir ve daha sonra duktuli eferenteslere girerler. Duktus eferentes olarak
bilinen kanallar rete testis ile mezonefrik kanal (Wolffian kanallari) arasinda bir baglanti
kurar.

Mezonefroz gerilerken epigenital tubiiller adi verilen birka¢ bosaltim kanali rete
testis kordonlar1 ile birleserck testise ait duktus eferentesleri olustururlar. Testis ve
mezonefroz ikinci ayin sonunda iirogenital mezenter adi verilen bir yapi ile karin arka
duvarina baglhidir. Mezonefrozun dejenerasyonu sonucu bu mezenter sadece testisin
mezenteri halini alir. Takiben kaudaldeki parcasindan kaudal genital ligament gelisir.
Testisin kaudal kutbundan uzanan ekstraselliller matriksten zengin yogun mezensimal
yapiya gubernakiilum adi verilir. Testis asagtya inmeden Once bu yap: inguinal bolgede
internal ve eksternal abdominal oblik kaslar1 arasinda sonlanir. Testisin inmeye baglamasi
ile gubernakiilumun ekstraabdominal pargasi olusur ve inguinal bdlgeden skrotal sislige
dogru biiylir. Testis inguinal kanaldan gecerken gubernakiilumun ekstraabdominal parcasi
skrotum tabanina tutunur.

Testisin karin i¢ine dogru geliserek, hamileligin 28. haftasinda skrotuma indigi
ylizyillardir biliniyor olmasina ragmen, testisin inigini kontrol eden faktorler tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle de testisin inisi ile ilgili 200’{in {izerinde teori ortaya
atilmistir. Filogenetik acidan yaklasan yazarlar, asil inmesi gerekenin epididim oldugu,
testisinde buna pasif olarak eslik ettigini ileri siirmektedir. Testisin inisi ile ilgili teorilerden
biri de intraabdominal goc¢iin gubernakuliimun ekstraabdominal pargasinin uzamasiyla
gergeklestigi, organlarin biiylimesinin intraabdominal basinci arttirarak inguinal kanaldan
gecisi sagladigi ve gubernakuliimiin ekstraabdominal parcasinin regresyonunun da testisin

skrotum icine dogru inisinde rol oynadig1 seklindedir. Bu siiregte, hipotalamik-pitiiiter-



gonadal aksin etkisindeki androjen hormonu ve Y kromozomunda bulunan miillerian inhibe

edici faktoriin etkilerinin de oldugu bilinmektedir (24).

2.2- Testisin Anatomisi

Testisler skrotumda yerlesmis simetrik bir ¢ift oval glandiiler organdir. Yetigkinde
yaklasik 4 cm uzunlugunda, 3.5 cm genisliginde ve 3 cm kalinliginda olup ortalama 15-25
ml hacme sahiptirler.

Posterolateral kisimlart harig testisler tamamiyle tunika vajinalisin visseral tabakasi
ile sarilmistir. Oldukga ince olan bu periteoneal yapinin altinda testise lastiksi kivamini
veren beyaz renkli fibroz bag dokusundan olusan tunika albuginea bulunur. Tunika
albuginea ve tunika vajinalisin viseral tabasi birbirindan kolayca ayrilamadig i¢in bu iki
tabaka cerrahi agidan tek tabaka gibi diisliniiliir. Bu yapilarin altinda ise tunika vaskiiloza
diye adlandirilan damarlardan zengin bir tabaka daha bulunur. Bu ii¢ tabaka birden testisin
kapsiiliinii yapar.

Mediastinum testis, testise ait damar ve sinirlerin organa girdigi yerdir. Tunika albuginea
arka tarafta vertikal olarak mediastenum testisteki yapilari sarar ve testis i¢ine dogru uzanan
trabekiiler yapida septalar verir. Bu septalar testisi lobiillere boler. Her bir testis yaklasik
200300 adet lobtilden olusur ve her lobiil i¢inde bir veya iki adet seminifer tubiil bulunur.
Seminifer tiibuller bir biri ile anastomoz yaparak 20-30 adet tubiili rektiyi meydana
getirirler. Tubiili rektiler ise birbiri ile birleserek rete testisi yaparlar. Mediastinumun {ist
ucundaki rete testislerden de eferent duktuslar olusur. Eferent duktuslar kivrimli ve genis
bir yap1 halini alirlar. Her biri epididimal lobiilleri meydana getirir. Lobiillerde bir araya
gelerek epididim basini yaparlar. Epididim basindan sonra gévde ve kuyruk kismi olusur.
Kuyruk kismindan tek bir kanal halinde vas deferens ¢ikar. Vas deferens kalin duvarl, kas
yapisindan zengin ve ejakiilat1 iletme 0zelligine sahip bir yapidadir. Vasdeferens epididim
kuyruk kismindan ayrilarak i¢ inguinal halkadan karina girer, {ireteri onden caprazladiktan
sonra mesane ve median umblikal ligamentin arkasina gecer. Prostat bezine dokiilmeden

once genisleyerek vas ampullay1 yapar, sonra ince bir yap1 halinde prostat i¢ine dokiiliir.



2.2 - Testisin Vaskularizasyonu

Testis ve epididimin arteriyel kanlanmasi internal spermatik arter, deferensiyel arter
ve eksternal spermatik ya da kremasterik arterlerle saglanir. Spermatik arter, renal arterin
hemen altinda abdominal aortadan ¢ikar, i¢ inguinal halka {izerinde spermatik kordun bir
parcast olur ve sonugta pleksus pampiniformisi olusturan venlerin anastomoz agiyla yakin
iligki i¢inde bulunur. Pampiniform pleksustan ayrilan ve testisin mediastinal yiiziine yayilan
spermatik arter testise girmeden once asir1 kivrimli bir hal alir ve dallanir. Ozellikle internal
spermatik arter ile deferensiyel arter arasindaki yogun baglantilar internal spermatik arterin
kesilmesinden sonra bile testisin canliligin1 devam ettirmesine izin verir.

Testiste arter, testikiiler parankimi penetre eden santrifugal arter serilerine ayrilir.
Sonraki dallar 6zel olarak intertubiiler kapilleri besleyen bir ¢ift arteriole ayrilir. Seminifer
tubiiller yaninda ip merdiveni seklinde uzanan kapillerler, peritubiiler kapillerler olarak
adlandirilirken, interstisyum kolonlar1 i¢ginde uzanan kapillerler intertubiiler kapillerler
olarak adlandirilir.

Testis venlerinin, uygun intratestikiiler arterler ile birlikte seyretmemesi siktir.
Parankimdeki kii¢lik venler testisin ylizeyel venlerine ya da rete bdlgesine dogru ilerleyen
mediastinuma yakin bir grup ven igine dokiiliir. Bu iki grup ven pampiniform pleksusu
olusturmak iizere deferensiyel venler ile birlesir. Sag testikiiler ven inferior vena kavaya,
sol testikiiler ven ise sol renal vene dokiiliir.

Testiste spermatik kord icinde &nemli lenfatik kanallar vardir. Intertubiiler
araliklardan orjin alan bu lenfatik kanallar lenfatik kapillerleri olustururlar fakat seminifer
tubiillere gegmezler. Lomber ve paraaorik lenf nodiillerine dokiilerek sistemik dolasima

katilir.



2.3 - Testis Histolojisi

Testis, tunika albuginea adi verilen beyaz, sert ve fibréz bir bag doku ile sarilidir.
Seminifer tubiiller elastik liflerden zengin bag dokusundan yapilmis bazal membran ile
bunun i¢ yiiziinii doseyen germinatif epitel ve sertoli hiicreleri bazal membrana oturmus ve
birbirine siki baglarla tutunmustur. Bu hiicrelerin sayis1 yasam boyunca sabit olup ¢cogalma
yetenegi olmayan hiicrelerdir. Bazal membran, peritubiiler kontraktil hiicreler (myoid
hiicreler) ve birbirine sikica baglanmis Sertoli hiicreleri bir arada kan-testis bariyerini
olustururlar. Bu bariyer spermatogenetik hiicrelerin immun sistem hiicreleri ile
karsilagmasini engelleyerek immunolojik infertiliteyi dnler.

Sertoli hiicreleri tubiil liimenine dogru filamentdz sitoplazmik dallanmalar
gosterirler, germ hiicreleri bu filamentdz dallanmalar arasinda bulunur. Sertoli hiicreleri
germ hiicrelerinin enerji ihtiyacimi karsiladiklar1 gibi, gelisimin ¢esitli evrelerinde olusan
germ hiicrelerin atiklarini1 fagosite ederler ve folikiiler uyarict hormon (FSH) reseptorleri
tagirlar. Salgiladiklar iiriinlerle liimen icinde spermatogenezi kolaylastirici kimyasal ortam
olustururlar.

Seminifer tubiil i¢inde yer alan ikinci 6nemli yapi1 ise germ hiicreleridir. Bunlar
bazalden llimene kadar degisik olgunlagsma asamalarinda bulunurlar.

Interstisyum ise kan damarlari, lenfatik kanallar, fibroblastik destek hiicreleri,
makrofajlar, mast hiicreleri ve leydig hiicrelerinden meydana gelmistir. Leydig hiicreleri

liiteinizan hormon (LH) etkisi ile kolesterolden testosteron sentezlerler (25,26).

2.4 - Spermatik Kord Torsiyonu

Literatiirde, akut skrotum nedeniyle acil servise basvuran 0-17 yaslar arasindaki
hastalarda spermatik kord torsiyonu goriilme insidansi %35-38 olarak belirtilmistir. Testis
torsiyonun daha sik goriildiigii iki donem vardir. En sik peripubertal donemde, yani 10—16
yaslar arasinda, daha az siklikta da perinatal donemde goriiliir (27). Olgularin  %10’u

yenidogandir (28). Sag testise oranla, solda biraz daha fazla izlenmektedir (29,30).



Spermatik kord torsiyonu ekstravaginal ve intravajinal olmak iizere iki sekilde olur.
Estravaginal torsiyon daha ¢ok yenidogan doneminde goriiliirken, geri kalan olgularin
cogunlugu intravaginaldir. Intravaginal torsiyon, spermatik kordun tunika vaginalis
bileskesinin distalinde donmesidir. Testis tunika vaginalis i¢inde epididime, epididim de
posteriordan skrotuma tutunur. Testisin tunika vaginalis i¢indeki stabilizasyonu bu sekilde
saglanmis olur. Tunika vaginalis normalde sadece testisi ve epididim anterior yiizlinii sarar
ve boylece epididimin postreriordan skrotuma tutunmasina izin verir. Eger tunika vajinalis,
testis ve epididimi tiimiiyle sararsa testis, kord ve elemanlar1 ucunda skrotumda serbest bir
sekilde asili kalir. Buna Bell-Clapper deformitesi denir. Intravaginal torsiyona neden olan
bu anatomik anormallik genelde iki taraflidir (2).

Ekstravaginal torsiyon ise spermatik kordun tunika vaginalisin proksimalinde
donmesidir. Genelde testikiiler fiksasyonun olugmadigi perinatal donemde ve inmemis
testisi olan hastalarda goriiliir. Tunika vaginalis ile skrotum duvari arasindaki yapigsma
postnatal 7-10 giinlerde gerceklesir (31,32). Bu donemden oOnce bebek ekstravaginal
torsiyona daha yatkindir. Yenidogan bebekleri igeren bir ¢alismada spermatik kord
torsiyonlarinin % 72’sinin prenatal, % 28’inin ise postnatal donemde oldugu saptanmistir
(28).

Spematik kord torsiyonun olusmasi ile beraber testisin vendz doniisii engellenir ve
vendz konjesyon olusur. Vendz konjesyon sonunda testiste hemorajik infark alanlari
meydana gelir. Testis 6dem nedeniyle siser ve bu durum testiste agriya yol agar. Vendz
konjesyonun olusmasi ve testisin sigsmesi testiste basing artigina sebep olur. Sonugta
arteriyal dolasim da bozularak testiste iskemik nekroz meydana gelir (33).

Testiste olugsan hasar, spermatik kordun torsiyone kalma siiresi ve derecesi ile
iliskilidir. Torsiyon ne kadar erken taninir ve miidahale edilirse testisin kurtarilma sanst da
o kadar fazladir (34).

Spermatik kord torsiyonuna neden olabilecek etiyolojik faktorler arasinda, travma,
asir1 hareketlilik, pubertede testiste meydana gelen degisiklikler, inguinal bolge ameliyatlari
esnasinda iyatrojenik torsiyon, hiperaktif kremasterik refleks ve inmemis testis sayilabilir

(35).



2.4.A - Klinik Bulgular

Spermatik kord torsiyonu goriilen yenidoganlar iri, miadinda dogmus bebekler olup
genelde dogum kilolar1 3000 gramin iizerindedir. Yenidoganda spermatik kord torsiyonu
dogum Oncesi veya dogumdan hemen sonra goriiliir. Fizik muayenede hemiskrotum 6demli
ve hiperemiktir. Bazen skrotum derisi mavi-siyah bir renk almis olabilir. Etkilenmis testisin
oldugu skrotum normalden biiyiiktiir. Genelde yenidogan doneminde goriilen testis
torsiyonunda belirgin bir hassasiyet izlenmediginden tan1 genellikle gecikir (28,36).

Daha biiytik ¢ocuklarda ise, ani baslayan skrotal agr1 vardir, bazen bu agr1 karnin alt
kadranlarina da vurabilir. Bulant1 kusma da goriilebilir. Fizik muayenede 6demli, sis bir
testis ve eritemli bir skrotum dikkati ¢eker. Ancak torsiyonun ilk saatlerinde herhangibi bir
fizik muayne bulgusu olmayabilir. Genelde normalden yukar1 yerlesimli, aks1 degismis,
O0demli bir testisin varlig1 torsiyonu diisiindiiriir. Fizik muayenede kars1 testisin de mutlaka
degerlendirilmesi gerekir. Bu muayene de en iyi ¢ocuk ayaktayken yapilir. Kremasterik
reflekslere de bakilmalidir. Kremasterik reflesin yoklugu spermatik kord torsiyonu
acisindan degerli bir bulgudur (28,37).

Spermatik kord torsiyonunun ayirici tanisinda apendiks testis torsiyonu, idiopatik
skrotal 6dem, epididimoorsit, inkarsere inguinal herni, skrotal yag nekrozu, Henoch-

Schonlein purpurasi gibi akut skrotum nedeni olabilecek hastaliklar sayilabilir.

2.4.B -Kars1 Testisin Etkilenme Mekanizmasi

Bazi kars1 goriislere ragmen, tek tarafli spermatik kord torsiyonunun karsi testiste
de histolojik ve hemodinamik degisiklikler yaptig1 kabul edilmektedir. Kars1 testisteki
histolojik bozukluk ve fertilite azalmasini arastiran bir¢ok deneysel ve klinik c¢aligma
yapilmistir (38—41).

Nagler ve White (36), tek tarafli spermatik kord torsiyonunun, karsi testiste atrofiye
yol actigini bildirmislerdir.

Immunite ile ilgili yapilan arastirmalarda, IgG tarzinda antisperm antikorlar

arastirilmis ama kontrol gruplariyla deney gruplar arasinda bir fark saptanmamistir.



Sonugta kars1 testis hasarlanmasinda antisperm antikorlarin etkisi olmadigi kabul edilmistir.
Krarup yaptig1 calismada, spermatik kord torsiyonu saptanan ve detorsiyone edilen 19
hastanin sadece birinde semen analizini normal bulmustur (42). Bu hastalardan ilk 4 saatte
miidahale edilenlerde daha az oranda testis atrofisi izlenmistir. Miidahale i¢in 24 saati
gecen olgularin ¢ogunda testis atrofisi izlenmistir. Bir bagka calismada, tek tarafli torsiyon
saptanan prepubertal ve pubertal yas grubundaki 42 hastaya detorsiyon ve fiksasyon
uygulanmis ve 30 olgudaki testikiiler endokrin ve ekzokrin fonksiyonlar incelenmistir.
Miidahale i¢in 8 saati gegen olgularda testis boyutlarinda ciddi azalma izlenmistir.
Olgulardan 4 saat i¢inde miidahale edilenlerin % 50’sinde semen analizi normal
bulunmustur. Semptomlari 24 saati gegen ve orsiektomi yapilan 3 olgunun semen analizleri
normalken, ayni siirede testisleri birakilan 4 olguda semen analizi patolojik olarak
saptanmustir (38). James ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada, tek tarafli spermatik kord
torsiyonu sonrasinda antisperm antikorlarin olusmamasina ragmen, germinal epitelyuma ve
testise kars1 hem hiimoral hem de hiicresel bir reaksiyon gelistigi gosterilmistir (43).

Cesarano, spermatik damarlar1 baglanan hayvanlarda bir ay sonra kars1 testiste hasar
olusmadigini bildirmistir (44). Bu durum, karsi tarafta hasar olusmasi igin torsiyone
testisten, minimalde olsa sirkiilasyona katilan bir kan akiminin olmasi gerekliligini ortaya
koymustur.

Baz1 ¢alismalarda karsi testis hasarlanmasinda torsiyone olmus taraftaki skrotal
o6dem ve 1s1 artig1 gibi artifisyel faktorlerin de rolii arastirilmistir. Fakat abdominal torsiyon
ile skrotal torsiyon arasinda, hasarlanmada bir farklilik bulunamamustir (31,45).

Melikoglu ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, torsiyon sirasinda karsi testiste
de kan akiminda azalma, detorsiyon sonrasinda ise karsi testis kan akiminda da yeniden
artma meydana geldigini saptamislar (46). Bu ve benzeri bir¢ok calismanin ortak sonucu,
kars1 testiste de iskemi-reperflizyon hasarinin oldugu seklindedir (21,47). Bununla birlikte
yapilan bazi ¢aligmalarda ise testis gibi global iskemiye toleransi olmayan organlarda,
hasarin reperfiizyondan ¢ok iskemiye bagli oldugu da one siiriilmiistiir (48). Iskemi-
reperflizyon hasarini dnleyen ajanlarla karsi testis hasarlanmasinin azaltildigini iddia eden

yayinlar da mevcuttur (49,50).
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Spermatik kord torsiyonunda siire ile ilgili bir ¢ok ¢alismada ortak olan bulgu; 2
saatin altinda kars1 testiste hasarlanma olmadig, 3 saatte hasarlanmanin bagladigi, belirgin
olarak hasarlanma bulgularinin ise 68 saatlik torsiyon siiresinde oldugudur (51-53).
Yapilan caligmalarda alinan sonuglarla, 6 saatten sonra karsi testiste hasarlanmanin
belirginlestigi, 24 saatte ise, hasarin inceleme icin yeterli diizeye ulastigi zaman olarak

kabul edilmektedir (1).

2.4.C- Tanmisal Calismalar

Spermatik kord torsiyonu tanisinda halen en 6nemli yontemler ayrintili dyki ve
uygun fizik muayene olarak goriilmektedir. Tanida en 6nemli kriter zamanlamanin uygun
yapilmasi ve hasta i¢in gegerli tedavi planin ¢izilmesidir (31).

Tiim hastalarda rutin hemogram ve idrar analizi yapilmalidir. Idrar mikroskopisinde
pytiri varligi epididimiti destelemektedir.

Renkli doppler ultrasonografisi ile % 90’ nin iizerinde dogru tani1 konulabilir ve bu
yontem Ozellikle timor diistinlilen olgularda ayirict tamida yararlidir. Puberte Oncesi
donemde, testis hacminin ve vaskiiler yapilarin kii¢iikliigli nedeniyle giivenirliligi ve klinik
kullanilim1 sinirhdir.

Diger bir tan1 yontemi ise Tc99m sintigrafisidir. Torsiyonda kan akimi azaldigindan
sintigrafide avaskiilarite, orsitte ise inflamasyon nedeniyle vaskiilaritenin arttig1 goriilebilir.
Ancak sintigrafi ile de % 95 oraninda dogru tani konulabilmektedir. Buna karsilik, kiiciik
cocuklarda testis boyutlarinin kii¢iik olmasi sintigrafinin de giivenirliligini azaltmaktadir

(54).

2.4.D — Tedavi

Spermatik kord torsiyonunun tedavisi acil cerrahi eksplorasyondur. Cerrahi
uygulamanin gecikecegi durumlarda lokal anestezi ile manuel rediiksiyon denenebilir.

Rediiksiyon basaris1 doppler ultrasonografi ile teyid edilmeli ve detorsiyonun basarisiz

oldugu durumlarda, en kisa zamanda cerrahi girisim yapilmalidir.
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Cerrahi eksplorasyon, intravaginal torsiyonlarda skrotal, ekstravaginal torsiyonlarda
ise inguinal yoldan yapilmalidir. Detorsiyonu takiben 15-20 dakika izlenen testislerin
canliligi hakkinda karar verilir ve eger cikarilmayacak ise iki tarafli skrotal fiksasyon

yapilir. En iyi sonuglar genellikle ilk 6 saatte bagvuran olgularda alinmaktadir (34).

2.5 - Programlanmus Hiicre Oliimii (Apoptozis)

PHO, biyoloji alaninda oldugu kadar temel ve klinik bilimlerde de yogun ilgi odag1
olan bir konu olarak dikkati cekmektedir. PHO, Kherr ve arkadaslarinin otuz yil dnce
tanimladig1 ve hiicre dliimiine yol agan iki ana mekanizmadan biridir. Hiicrelerin kendi
kendini yok ettikleri, aktif RNA/protein sentezine ve enerjiye gereksinim gdsteren bu dliim
formu, patolojik hiicre 6liimii olan nekrozdan tamamen farklidir. Organizmada yapim
(mitoz) ve PHO arasinda bir denge mevcuttur. Bu dengenin herhangi bir taraf lehine
bozulmasi1 énemli sorunlara yol acabilir. PHO, tek bir hiicrede hiicrenin birden biiziismesi
ve cevre hiicrelerle olan temasin kaybolmasi ile karakterizedir. Nekrozda, hiicrede sisme
olurken PHO’ deki hiicrede biiziisme ilk mikroskopik bulgudur. Wyllie yaptig1 deneysel bir
calismada, PHO niin, hiicrenin endoniikleaz sisteminin aktive olmas1 sonucu oldugunu éne
siirmiistiir (55). Boylece DNA parcalanmasinin PHO’niin en belirgin 6zelligi oldugu ortaya
¢ikmustir.

Robert B. ve arkadaglar ise hiicre 6liimiiniin baglamasiyla birlikte, ¢ekirdek zarmin
yaninda yarim ay seklinde uniform ve koyu renkli kitleciklerin olusumuyla karakterize
kromatin yogunlasmasi oldugunu tariflemislerdir (56). Parcalanan ¢ekirdek kromatinin,
sitoplazma icerigi ile birlikte c¢ekirdek zarinca porsiyonlar halinde sarmalandigin
belirtmislerdir.

PHO, cok hiicreli organizmalarda hasar goren hiicrenin uzun siire ortamda
kalmasinin ¢ikarabilecegi sorunlar ¢dziimleyen bir mekanizmadir. PHO asagida belirtilen
fizyolojik ve patolojik olaylarda etkin rol oynamaktadir.

I- Embriyogenezis ve metamorfoz siirecindeki hiicre yikimlarinda (Fetus

implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecindeki involiisyonlar).
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2- Eriskinde, hormona bagl involiisyonlarda (menstriiel siklus ve laktasyon
sonrast meme bezlerinin regresyonu).

3- Siirekli ¢cogalan hiicre gruplarinda hiicre azaltilmasinda (Barsak kripta epitelleri
vb.)

4- Immun hiicrelerin secimi (timus gelisimi sirasinda otorektif T hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasi).

5- Tiimdrlerde hiicre 6liimlerinde (hem biiyiime hem de regresyon asamasinda)

6- Hormona bagimli dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat atrofisi).
Germ hiicrelerindeki yasam sikluslar1 da, hormona bagmli olarak PHO ile kontrol
altindadir.

7- Parankimat6z organlarda duktus tikanmalar1 sonrasinda patolojik atrofi (pankreas
ve bobrek tubiiluslarinda)

8- Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (graft versus host reaksiyonu).

9- Bazi viral hastaliklardaki hiicre hasar1 (viral hepatitteki Counsilman cisimcikleri).

10- Cesitli etkenlerle olusan hiicre oOlimi (hipertermi, radyasyon, hipoksi,
kemoterapdtik ajanlar, timor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) salimina neden olan olaylar).
Yani nekroza yol agacak olaylarin diisiik yogunluklardaki etkisi sonucu.

PHO mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir. Bunlar; &liim reseptorleri, adaptor
proteinler, proteolitik enzimler olan kaspazlardir (57).

PHO, klasik olarak 6liim reseptdrleri olarak bilinen Fas ve tiimdr nekroz faktor
reseptorleri (TNFR—1) ile uyarilir. Fas reseptorlerine baglanan ilgili uyaricisina Fasligand
(FasL) denir. Bu 6liim bdlgeleri, kaspazlar1 aktive ederek PHO yii baslatir.

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan proteazlardir.
Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmis olup, selale tarzi reaksiyon dizisi ile birbirlerini aktive
ederek PHO’ye yol acarlar. PHO sirasinda DNA’y1 kesen, kaspazlar ile aktive edilen
deoksiriboniikleaz hakkindaki son bulgular, kaspazlarin diger enzimleri aktive edici
etkilerinin yaninda, 6limii gerceklestiren enzimler de olduguna isaret etmektedir (58,59).

Cothan 1994 yilinda gelistirdigi deneysel modelde, PHO’niin aktif ve enerji
gerektiren, genlerle diizenlenen bir olay oldugunu gostermistir (60). Bu genlerden biri olan

tiimor siipresdr gen p53, PHO niin baslamasinda énemli bir faktdrdiir. Normal hiicrelerde,
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hiicre zedeleyici (ultraviyole, radyasyon vb.) etkilerden sonra p53 protein diizeyinde artis
olur ve hiicre mitozdan sonra, DNA sentezinden 6nce (G1 fazinda) durarak DNA onarimi
baslar. S6z konusu onarim gergeklesmezse PHO’ye giden yol acilir ve hiicre 6liir. Kisaca
P53 genomik biitiinliigiin sigortasidir. PHO’de etkili olan genlerden biri de Bcl-2 ailesidir
(Bax, Bad, Bid, Bcl-xs). Bcl-2; B cell lymphoma/leukomia—2 geninin kisa adidir. En
belirgin 6zelligi PHO yii engellemesidir. Ama bu aileye ait iiyelerden bir kisminin da
PHO’yii indiikledigi saptanmistir. PHO yii indiikleyenlere Bax ve Bcl-xs, engelleyenlere de
Bcl-2 ve Bcl-x1 o6rnek olarak verilebilir. Bel-2nin bir ilging 6zelligi de reaktif oksijen
diizeylerinin PHO {izerindeki etkilerini pro-oksidan gibi davranarak kontrol etmesidir
(45,61).

Bazi ¢aligmalarda, hiicrenin yasamasi ya da 6liimii konusunda dikkatler mitokondri
iizerinde yogunlasmis ve TNF-a ile uyarty1 takiben mitokondri zarinin gegirgenliginin
artmas1 sonucu kaspazlarin aktive oldugu gosterilmistir (62,63).

PHO’de mitokondri zarlarinda olusan kanallarin etkinligini kontrol eden adenin
niikleotid traslokator’un islevinin ise Bcl-2 ve Bax tarafindan diizenlendigi gosterilmistir
(64,65).

PHO’niin baz1 antioksidan enzimler tarafindan engellendigi de saptanmustir (66,67).
Reaktif oksijen radikallerinin mitokondri, plazma zar1 ve genom iizerinde olusturdugu hasar
PHO’yii baslatabilmektedir. Lysiac ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, glukokortikoit
hormonlarinin rat testisindeki germ hiicrelerinde PHO yii engelledigi 6ne siiriilmiistiir (57).
Diger bir calisgmada da testiste 4 saatlik torsiyon sonrasinda olusturulan reperfiizyonda
PMNL’lerin subtunikal veniillerde adezyonu ve reaktif oksijen monekiillerinin neden
oldugu lipid peroksidasyonunun artistyla, PHO niin dogru orantili oldugu saptanmustir.
Iskemi-reperfiizyon sonrast PMNL’nin veniillere adezyonunu takiben interlokin-1 (IL-1) ve
TNF-a saliniminin arttig1 saptanmistir (68).

Yazawa yaptigi bir deneysel g¢alismada, germ hiicrelerine spesifik PHO’niin
mitokondri iizerinden Bax, Bcl-Xs’in ve sitoplazmik sitokromun artmasi sonucu, Fas/FasL
yolunun aktive olmasiyla gerceklestigini saptanmistir (69). Koji ve arkadaglarinin yaptigi

calismada ise, Fas/FasL sisteminin testisteki iskemi-reperfiizyon sonrasi PHO’ye gidiste

14



etkisi oldugu, ancak normal testisteki hormonal etkiyle olusan PHO ile iliskisi olmadig1

gosterilmistir.
PHO’niin seyri ;

I- Uyaric1 etkinin alinmasini takiben ani olarak baglar, 3-9 saat sonra dokuda
saptanabilir.

2- Baslangicta hiicre voliimiiniin yarisina diiser, su ve elektrolitini kaybeder ve daha
yogun yapisal molekiiller kalir. Tomurcuklanma ve pargalara ayrilmada transglutaminaz
enzimi etkili olmaktadir.

3- Kromatin kondansasyonuna yol agan mekanizma tam olarak aydmlatilmistir.
Kromatin niikleozomlar arasindaki baglanti bolgelerinden ayrilmasi ile karakterizedir. 180—
200 baz ciftlerinden olusan bir dizi parga olusur, bunlar elektrofrezdeki tipik ‘ladder’
gorlintiisiinden sorumludur. Bu goriiniim nekrozdaki rastgele pargalanmaya baglh diffiiz
DNA paterninden tamamen farklidir. PHO’de olusan DNA parcalanmasi kalsiyum duyarl
endoniikleazlar ile olmaktadir. Endoniikleazlar, notral pH’da aktiftir ve sitozolik serbest Ca
ve Mg’a bagimlidir, Zn ile inhibe edilebilirler.

4- PHO cisimciklerinin fagositler tarafindan taninmasi nonimmunolojik bir

mekanizma ile olmaktadir.
2.6 - Poli(ADP-Riboz) Polimerazlar ve Iskemi-reperfiizyon Hasar

2.6.A - Poli(ADP-Riboz) Polimerazlar

Poli (ADP-Riboz) polimerazlar (PARP), bir enzim ailesidir. Poli(ADP-Riboz)
Polimerazlar (PARP) ADP riboz finitelerinin NAD’den bazi alic1 proteinlere transferini
katalize eden hiicre sinyal enzimleri olarak tanimlanmiglardir. PARP’ler DNA onarimi, gen
transkripsiyonu, hiicre siklusu ilerlemesi, hiicre 6liimii, kromatin fonksiyonlar1 ve genomik
denge gibi pek cok hiicresel siirecin dlizenlenmesinde yer almaktadir (70-73).

PARP ailesinin Su an alt1 {iyesi tanimlanmustir.
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PARP-1: Dort ana bolgeden olusan 116 kDa’lik bir ¢ekirdek proteinidir. Enzim,
alkilleyici ajanlar, iyonize radyasyon veya serbest radikaller tarafindan tetiklenen DNA
hasarina cevap olarak aktive olur. PARP-1 delik tarayicisi gibi davranir. Hiicresel
proteinlerin PARP—1 aracilikli translasyon sonrast modifikasyonlari, transkripsiyonu ve
DNA replikasyonunu durdurmak i¢in hizli sinyaller iiretebilir ve hasar bolgesinde DNA
onarim sistemlerini yeniden ¢aligtirabilir (73).

PARP-1 hem nekroz hem de apoptoziste dnemli rol oynar. Masif DNA hasari
durumunda PARP-1" in yogun aktivasyonu, NAD’yi yeniden sentezleme girisimlerinde,
ATP havuzlarin1 bosaltabilir ve bu siiregte nekroz ile hiicre liimiine sebep olabilir. Ote
yandan hiicreler apoptozis uyarimina maruz kaldiginda PARP-1 kaspazlar tarafindan
kesilir. DNA baglanma bolgesinde proteoliz meydana gelir. Boylece PARP’nin katalitik
etkisi ortadan kaldirilir. Bu hiicrenin yasamasi i¢in gerekli olan enerji  havuzlarinin
tilkketilmesini engeller (74).

PARP-2: PARP-2, PARP-1’in katalitik alani ile en yiiksek homolojiyi gosteren
enzimdir. Bu iki enzimin birbirinden bagimsiz diizenleme ve destek rolleri mevcuttur.

PARP-3: PARP-3 tanimlanan en kiigiik PARP dir. Kisa bir PARP-1’e benzer.
Fakat hem DNA baglanma hem de otomodifikasyon alanindan yoksundur. PARP nin hiicre
icerisindeki yerlesimi ve aktivitesi heniiz bilinmemektedir (75,76).

PARP—4: 193 kDa’lik bir proteindir. Hiicresel tasinimda rol almaktadir (77).

Tankilazlar (Tankilaz—1, PARP-5 ve Tankilaz-2, PARP-6): PARP-5 proteini,
PARP-6 ile %85 aminoasit benzerligi gosterir. Yakin zamanda belirlenmis olan bu

enzimlerin fonksiyonlar1 heniiz net bilinmemektedir (78).
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Sekil 1: Masif PARP aktivasyonunun neden oldugu enerji kaybina bagl hiicre 6liimii

2.6.B - Poli(ADP-Riboz) Polimeraz inhibitérlerinin Potansiyel Uygulamalar

PARP inhibitorlerinin iskemi-reperfiizyon sonrasi kullanilimin pek ¢ok organda
faydas1 gosterilmistir (78-81). PARP inhibitorlerinin uygulanmasi, tavsanlarda kalp ve
iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasarinda azalmaya, fokal serebral iskemi modelinde
beyin infark hacminde azalmaya, retinada iskemi-reperfiizyon hasarinda azalmaya yol
actig1 gosterilmistir (82,83). Farelerde de bobreklerin oksidatif stresten korunmasinda

etkili oldugu gosterilmistir (84).

17



L] Ly i

; [':f_ N, : ,f_ﬁé—ﬂ-ii ijtff—.\'lll

NH, Ny

@ @ ©)

NH; OH
. I ~
N—O—CH,— CH— CHy;— ™ I
™ N

@ &

(Trends in Pharmacological Sciences- 1998)

VAN

Sekil 2: PARP inhibitorleri (1. 3 — aminobenzamide 2. 3—aminobenzoic acid

3.Nicotinamide 4. BGP — 15 3. 4 — Hydroxyquinazoline )

2.6.C — Nicotinamide

En sik kullanilan PARP inhibitorlerinden biri olan nicotinamide, benzamide
analoglariin bir ¢ok 6zelligini paylagmaktadir. DNA hasar tamirindeki rolii diger PARP
inhibitorlerine benzerdir. Nicotinamide de diger benzamid analoglar1 gibi oksiradikal ¢opcii
gibi davranabilir. Nonspesifik 6zellikleri sadece yiiksek konsantrasyonlarda bildirilmistir.
Iyi biyoyararlaniliminin yani sira diisiik toksisiteye sahiptir. Diabetes mellitusla ilgili klinik

caligsmalar dikkat ¢ekici 6nciil sonuglara ulagsmistir ( 85).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi 18.07.2006 tarih ve 163
nolu Etik Kurul onay1 alindiktan sonra Ondokuz Mayis Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma laboratuvarlari’nda yapildi. Deneysel c¢alismalar i¢in, T.C. Ondokuz Mayis
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanhigi’nin (Proje no: T-546)
maddi destegi alindi. Histopatolojik inceleme ve TUNEL uygulamalar1 Ondokuzmayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda, rat serumlari Ondokuzmayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda degerlendirildi.

Calismada Ondokuz Mayis Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuvarlari’nda yetistirilen agirliklar1 190-210 gr arasinda degisen 47 adet Wistar
albino erkek rat kullanildi. Ratlara ¢alisma boyunca standart beslenme rejimi uygulandi. Su
serbest olmak iizere ratlar deney oncesi 12 saat a¢ birakildilar. Denekler degisik sayilarda
10 gruba ayrildi. Deneklerde anestezi, 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir ve 40 mg/kg ketamin
intra muskuler injeksiyonu kombinasyonu ile saglandi. Testis torsiyonu, sol skrotal
insizyonla girilip, testisin bulunmasi ve saat yoniinde 720 derece ¢evrilmesi ile olusturuldu.
Testisler kendiliginden detorsiyonu 6nlemek igin, skrotum cildine 4.0 ipekle tesbit edildi.
Testisler, torsiyon siirelerinin bitiminde yeniden ayni anestezik maddelerin etkisi altinda,
ayni insizyondan girilerek detorsiyone edildi. Her cerrahi islem sonrasi skrotum cildi 4.0
ipekle kapatildi. Deney siireleri bitiminde, ratlardan 5 cc kan alinip servikal dislokasyonla
sakrifiye edilerek iki tarafli orsiektomi yapildi.

Spesmenlerde histopatolojik inceleme ile germ hiicre apoptozisi, Johnson Tubiiler
Biyopsi Skoru, seminifer tubiil ¢aplar1 hesaplanip, rat serumunda malondialdehit (MDA) ve

total, serbest glutatyon seviyeleri bakilarak sonuglar istatistiki yontemlerle degerlendirildi.
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3.1- Deney Gruplan

1- Erken Kontrol Grubu (KNTE)

Bu grup 3 adet rattan olugmaktaydi. Normal histopatolojik, apoptozis ve
biyokimyasal degerlerinin incelenmesi amaciyla intrakardiak 5 cc kan alinip iki tarafli
orsiektomi yapildi.

2- Erken Sham Grubu (ShamE)

Bu grup 3 adet rattan olugsmaktaydi. Sol testis eksplore edildikten sonra kapatildi.
Sham operasyonundan 4 saat sonra intrakardiak 5 cc kan alinip iki tarafli orsiektomi
yapildi.

3- Erken Torsiyon-detorsiyon Grubu (TDE)

Bu grupta 5 adet rat mevcut olup sol inguinoskrotal kesi ile funikulus spermatikusa
ulasildi, sol spermatik kord ve testis serbestlestirildikten sonra sol testisler 4 saat siire ile
720 derece torsiyone edildi. Detorsiyondan 4 saat sonra intrakardiak 5 cc kan alinip iki
tarafl orsiektomi yapildi.

4- Erken Grup Torsiyon-detorsiyon SF Grubu (TDSFE)

Bu grupta 5 adet rat mevcut olup sol inguinoskrotal kesi ile funikulus spermatikusa
ulasildi, sol spermatik kord ve testis serbestlestirildikten sonra sol testisler 4 saat siire ile
720 derece torsiyone edildi. Detorsiyondan yarim saat once intraperitoneal 0.2 cc saline
verildi. Detorsiyondan 4 saat sonra 5 cc kan alinip iki tarafli orsiektomi yapildi.

5- Erken Grup Torsiyon-detorsiyon Nicotinamide Grubu (TDNIE)

Bu grupta 5 adet rat mevcut olup sol inguinoskrotal kesi ile funikulus spermatikusa
ulasildi, sol spermatik kord ve testis serbestlestirildikten sonra sol testisler 4 saat siire ile
720 derece torsiyone edildi. Detorsiyondan yarim saat Once intraperitoneal 10 mg/kg
PARP inhibitorii ( nicotinamide ) verildi. Detorsiyondan 4 saat sonra 5 cc kan alinip iki
tarafli orsiektomi yapildi.

6- Gec¢ Kontrol Grubu (KNTG)

Bu grup 4 adet rattan olugmaktaydi. Normal histopatolojik, apoptozis ve
biyokimyasal degerlerinin incelenmesi amaciyla intrakardiak 5 cc kan alinip iki tarafl

orsiektomi yapildi.
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7- Ge¢c Sham Grubu (ShamG)

Bu grup 4 adet rattan olugsmaktaydi. Sol testis eksplore edildikten sonra kapatildi.
Sham operasyonundan 2 ay sonra intrakardiak 5 cc kan alinip iki tarafli orsiektomi yapildi.

8- Ge¢ Torsiyon-detorsiyon Grubu (TDG)

Bu grupta 6 adet rat mevcut olup sol inguinoskrotal kesi ile funikulus spermatikusa
ulagildi, sol spermatik kord ve testis serbestlestirildikten sonra sol testisler 4 saat siire ile
720 derece torsiyone edildi. Detorsiyondan 2 ay sonra 5 cc kan alinip iki tarafli orsiektomi
yapildi.

9- Ge¢ Grup Torsiyon-detorsiyon SF Grubu (TDSFG)

Bu grupta 6 adet rat mevcut olup sol inguinoskrotal kesi ile funikulus spermatikusa
ulasildi, sol spermatik kord ve testis serbestlestirildikten sonra sol testisler 4 saat siire ile
720 derece torsiyone edildi. Detorsiyondan yarim saat once intraperitoneal 0.2 cc saline
verildi. Detorsiyondan 2 ay sonra intrakardiak 5 cc kan alinip iki tarafli orsiektomi yapildi.

10- Ge¢ Grup Torsiyon-detorsiyon Nicotinamide Grubu (TDNiG)

Bu grupta 6 adet rat mevcut olup sol inguinoskrotal kesi ile funikulus spermatikusa
ulasildi, sol spermatik kord ve testis serbestlestirildikten sonra sol testisler 4 saat siire ile
720 derece torsiyone edildi. Detorsiyondan yarim saat Once intraperitoneal 10 mg/kg
PARP inhibitérii ( nicotinamide ) verildi. Detorsiyondan 2 ay sonra intrakardiak 5 cc kan

almip iki tarafli orsiektomi yapildi.

3.2- Johnson Tubiiler Biyopsi Skoru (JTBS)

Spermatogenezin kantitatif sekilde degerlendirilmesi amactyla JTBS kullanildi. Bu
skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay sonrasinda, tubiiliin iginde
hiicrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek progresif olarak kaybolur. En olgun hiicre tipi
olan spermatidler, spermatositler, spermatogoniumlar ve en sonda sertoli hiicrelerinin kayb1
izler. Biyopsi materyalinin her kesitinde 25 adet tubiil asagida belirtilen kriterlere gore

derecelendirildi ve bulunan degerlerin ortalamasi hesaplanarak Modifiye JTBS elde edildi.
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Tablo 1: Johnson Tubiiler Biyopsi Skoru

3.3- Histopatolojik Degerlendirme

1. Testisler, uzun eksene paralel kesilerek pargalar %10’luk tamponlanmis notral
formolinde 24 saat tesbit edildi.

2. Tesbit eldilen testislerden 3—4 cm kalinliginda pargalar alindi.

3. Rutin doku takip isleminden sonra 4-6 mikrometre kalinhiginda iki kesit
Hematoksilen Eozin (HE) ile boyandi.

4. Isik mikroskobu ile incelenerek, okiiler mikrometre ile her biyopsi spesmeninde
rastgele yirmibes adet yuvarlak seminifer tubiil ¢apr Olciilerek ortalama seminifer tubiil
caplar1 hesaplandi (Tablo 3), (Sekil 9), (Sekil 10). Modifiye Johnson Tubiiler Skorlama
sistemine gore rastgele yirmibes tubiil degerlendirilip ortalamasi hesaplandi (Tablo 2),

(Sekil 3), (Sekil 4).
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Birer adet 3 mikrometre kalinligindaki doku kesiti sialize lam iizerine alindi.
PHO’niin incelenmesi apoptozis kiti (In Situ Cell Death Detection Kit, POD 11684817910)
kullanilarak TUNEL metoduyla yapildi. Bu yontemde;

1. Doku kesitleri 3 (triethoxysilyl) propylamine (APES) (Merck) ile hazirlanan adheziv
lamlara alind1.

2. Gece boyu (12 saat) 56 derecelik etiivde bekletildikten sonra ksilen ve alkolden
gecirilerek deparafinize edildi.

3. Distile su ile yikanan preparatlar antijen retrieval soliisyonu ic¢inde (0.1 M pH 6.0 sitrat
buffer) mikrodalgada 5 dakika 350 watt’ta bekletildi.

4. Oda sicakliginda sogumasi beklendi ve sonra distile suda iyice yikandi.

5. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in metanol igerisinde hazirlanan %3
liik hidrojen peroksit soliisyonu ile 5 dakika muamele edildi.

6. Takiben distile suya alinip iyice yikandi.

7. Her bir lama dokunun tiimiine temas edecek sekilde TUNEL reaksiyon karigimi
damlatildi.

8. Lamlar 37 derecelik etiivde bir saat bekletildi ve distile su ile iyice yikandi.

9. Sonra lamlar kenarlar1 kurulanarak ve blok antikor damlatilarak 5 dakika bekletildi ve
iizerine POD (conjugated with horse-radish peroxidase) damlatildi.

10. Preparatlar 37°C lik etiivde 30 dakika bekletildikten sonra distile su ile iyice yikandu.
11. Renklendirici ajan olarak 3,3’-diamino benzidin (DAB) i¢eren kit (DAKO, Carpinteria,
USA) kullanild:.

12. Lamlar 2-5 dakika arasinda kromojende beklerken, mikroskop ile yapilan kontrollerde
boyanma gozlenenler distile suya alinip 10-15 saniye Mayers-Hematoksilen ile muamele
edildi.

13. Takiben alkol ve ksilenden gecirilerek kapatildi.

PHO’ vyii belirlemede 30 seminifer tubiil degerlendirildi. Tubiil basina diisen apoptotik
hiicre sayis1 belirlendi (Tablo 4), (Sekil 11), (Sekil 12).
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3.4- Biyokimyasal Degerlendirme

Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya A.D.
Laboratuvarinda yapildi. Erken donem rat plazmalar 2 ay -20 derecede saklandi.

Rat serumunda malodialdehit seviyesini hesaplamak i¢in Choromosystem Kat no:
67000 malondialdehit tayin kiti, total ve serbest glutatyon seviyeleri icin Choromosystem
kat no: 66000 Glutatyon tayin kiti kullanildi. Sirasiyla su islemler uygulandi.

Malondialdehit i¢in; 1s1ktan korumali vialeye:

1. 100 pl plazma, 500 pl precipitation reaktif eklendi.

2. 10 saniye vortexlendi.

3. 5 dakika 13000x rpm de santrifiij edildi.

4. 500 pl Supernatant yeni bir kapakli viale alind1.

5. 100 pl reaktif eklendi.

6. Vialin i¢inde karistirilip 60 dakika 95 derecede inkiibe edildi.

7. Sogutulan karigima 250 pl neutralisation buffer eklendi.

Agilent 1100 HPLC cihaz1 kullanilarak fluorescence dedektor kullanilarak
degerlendirildi.

Serbest glutatyon i¢in 1s1ktan korumali vialeye :

1. 150 pl internal standart eklendi.

10 pl numune eklendi.

. 400 pl precipitation reaktif eklendi.

2.
3
4. 30 sn vortexlenip, 10 dakika 9000xrpm de santrifiij edildi.

5. Yukaridaki karigtmdan 50 pl alinda.

6. 100 pl derivatization mix eklenip karigtirildi.

7. 50-55 derecede su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

Agilent 1100 HPLC cihazi kullanilarak fluorescence dedektdr yardimiyla
degerlendirildi.

Total Glutatyon i¢in 1siktan korumali vialeye :

1. 150 pl internal standart eklendi.

2. 10 pl numune eklendi.
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3. 400 pl precipitation reaktif eklendi.

4. 30 sn vortexlenip, 10 dakika 9000xrpm de santrifiij edildi.

5. Yukaridaki karisimdan 50 pl alindi.

6. 10 pl rediction reaktif eklendi.

7. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

8. 100 pl derivatization mix eklenip karistirildi.

9. 50-55 decede su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

Agilent 1100 HPLC cihaz1 kullanilarak fluorescence dedektor yardimiyla
degerlendirildi (Tablo 5), (Sekil 18), (Sekil 19), (Sekil 20).

3.5- Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizin verileri Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Halk Saglhig
Anabilim Dal1 tarafindan SPSS (ver.15.0) programina yiiklendi. Niceliksel veriler ortalama
+ standart sapma seklinde ifade edildi. Gruplarin karsilagtirllmasinda Kruskall-Wallis
Varyans Analizi kullanildi, gruplar arasi fark tesbit edilen parametrelerde iki grubun
karsilastirilmasinda Mann Whitney U Testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p< 0.05 olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda sol spermatik kordlarma 4 saatlik torsiyon uygulanan ratlar
detorsiyon islemi sirasinda incelendiginde, testislerin 6demli, ¢evresinde serohemorajik sivi
oldugu saptandi. Karsi testislere yapilan orsiektomi islemi sirasinda yapilan incelemede
biitiin gruplarin testislerinde makroskobik olarak herhangibir degisiklige rastlanmadi. 2. ay
orsiektomi yapilan gruplarda ise erken donem gruptakilere goére nisbeten daha az
serohemorajik sivi varlig1 ve 6dem olmasi dikkati ¢ekti. Fakat kars: taraf testislerde erken

gruptakilerde oldugu gibi belirgin dikkati ¢eken makroskobik degisiklik gézlenmedi.

4.1- JOHNSON TUBULER BiOPSi SKORLARI

JTBS yoniinden gruplar karsilastirildiginda hem erken hem gec¢ gruplar arasindaki
fark 6nemli bulundu (p<0,05).

Gruplara ait JTBS sonuglar1 erken grup sol testisler karsilastirildiginda, PARP
verilen deney grublari lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu. Gruplara ait
JTBS sonuglart erken grup sol testisler i¢in ikiserli olarak karsilastirildiginda; Kont(E)
grubu ile TD(E), TDSF(E), TDNi(E) gruplart arasindaki fark énemli (p<0,05), Sham(E)
grubu ile TD(E), TDSF(E), TDNi(E) gruplar1 arasindaki fark énemli (p<0,05). TDNi(E),
TD(E) ile TDNi(E), TDSF(E) gruplar1 arasindaki fark énemli bulundu (p<0,05). TD(E) ile
TDSF(E), Sham(E) ile Kont(E) gruplar arasinda ise anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Geg grup sol testisler karsilastirildiginda Kont(G) grubu ile TD(G), TDSF(G),
TDNi(G) gruplan arasindaki fark énemli (p<0,05), Sham(G) grubu ile TD(G), TDSF(G),
TD(Ni) gruplart arasindaki fark &nemli (p<0,05), TD(G) ile TDNi(G), TDSF(G) ile
TDNi(G) gruplar arasindaki fark énemli bulundu (p<0,05). TD(G) ile TDSF(G), Sham(G)
ile Kont(G) gruplar1 arasinda ise anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Sol testisler i¢in, hem erken hemde ge¢ Kont gruplar ile sham gruplarindaki
ratlarin testis kesitlerinde, seminifer tubiil igerisinde olgun spermatazoa hiicreleri yeteri
kadar bulunurken, hem erken hemde ge¢ TD ve TDSF gruplarinda bu spermatazoa

sayilarinda anlamli dlgiide azalma ve hem erken hemde ge¢ TDNi gruplarinda ise seminifer
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tubiil icerisinde TD ve TDSF gruplarina gore daha fazla olgun spermatazoa bulundugu
tesbit edildi.

Gruplara ait JTBS sonuglar1 erken grup sag testisler karsilastirildiginda, PARP
inhibitorii verilen deney gruplar lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu. JTBS
yoniinden gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda, Kont(E) grubu ile TD(E), TDSF(E),
TDNIi(E) arasindaki fark onemli (p<0,05), Sham(E) grubu ile TD(E), TDSF(E), TDNi(E)
arasindaki fark onemli bulundu (p<0,05). TD(E) ile TDNi(E), TDSF(E) ile TDNi(E)
gruplart arasindaki fark onemli bulundu (p<0,05). TD(E) ile TDSF(E), Kont(E) ile
Sham(E) gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Gruplara ait JTBS sonuglart ge¢ grup sag testisler karsilastirildiginda, PARP
inhibitorii verilen deney gruplari lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu. Geg
grup sag testisler ikiserli olarak karsilastirildiginda Kont(G) grubu ile TD(G), TDSF(QG),
arasindaki fark onemli (p<0,05), Sham(G) grubu ile TD(G), TDSF(G), TDNi(G) arasindaki
fark 6nemli bulundu (p<0,05). TD(G) ile TDNi(G), TDSF(G) ile TDNi(G) arasindaki fark
onemli (p<0,05) bulundu. TD(G) ile TDSF(G), Kont(G) ile TD(Ni) gruplar1 arasinda fark
bulunmadi (p>0,05).

JTBS yoénilinden ayni taraf testisler erken ve ge¢ donem es grublar
karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmadi (p>0,05).

Sag testisler icin, hem erken hemde ge¢ Kont gruplari ile sham gruplarindaki
ratlarin testis kesitlerinde, seminifer tubiil icerisinde olgun spermatazoa hiicreleri yeteri
kadar bulunurken, hem erken hemde ge¢ TD ve TDSF gruplarinda bu spermatazoalarin
sayilarinda anlamli 6lclide azaldigt ve hem erken hemde ge¢ TDNi gruplarinda ise
seminifer tubiil icerisinde TD ve TDSF gruplarina gore daha fazla olgun spermatazoa

bulundugu tesbit edildi.
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Johnson Tubiiler Biyopsi Skoru
Ayni Taraf / Kars1 Taraf
KNT(E) 9.240.10 / 9.1+0.10
SHAM(E) 9.1£0.10 / 9.0+0.10
TDSF(E) 5.20+0.24 / 6.96+0.26
TD(E) 5.10€1.2 / 7.02+0.43
TDNI(E) 6.74£0.37 / 7.78+0.19
KNT(G) 9.12+0.95 / 9.05+0.12
SHAM(G) 9.12+0.25 / 9.05+0.21
TDSF(G) 5.2840.36 / 6.35+0.20
TD(G) 5.08+1.12 / 6.51+0.37
TDNI(G) 7.29+0.18 / 7.85+0.36

Tablo 2 : Gruplarin Johnson Tubiiler Biopsi Skor ortalamalari

KNT(E) SHM(E) TD(E) TDSF(E) TDNi(E) KNT(G) SHM(G) TD(G) TDSF(G) TDNi(G)

Gruplar

* p<0.04, ** p<0.009

Sekil 3: Gruplarm sol testis Johnson Tubiiler Biopsi Skorlar1 Ortalamalari
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KNT (E) SHM(E) TD(E) TDSF(E) TDNi(E) KNT(G) SHM(G) TD(G) TDSF( G) TDNi( G)

Gruplar

* p<0.04, ** p<0.009

Sekil 4: Gruplarin sag testis Johnson Tubiiler Biopsi Skorlar1 Ortalamalari

Sekil 5: Kontrol grubundan bir rata ait HE boyali testis kesiti (HEx200)

29



Sekil 7: TD grubundaki rata ait HE boyal1 testis kesiti (HEx200)
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Sekil 8: TD grubundaki rata ait HE boyali testis kesiti (HEx400)

4.2- SEMINIFER TUBUL CAPLARI

STC agisindan gruplar karsilastirildiginda, gruplar arasindaki fark anlamli bulundu
(p<0,05).

Gruplara ait STC sonuglart erken grup sol testisler i¢in karsilastirildiginda, PARP
inhibitorii verilen deney gruplart lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,05). Gruplara ait STC sonuglar1 erken grup sol testisler icin ikiserli olarak
karsilastirildiginda; Kont(E) grubu ile TD(E), TDSF(E), TDNi(E) arasindaki fark énemli
(p<0,05), Sham(E) grubu ile TD(E), TDSF(E) ile TDNi(E), arasindaki fark onemli
(p<0,05), TD(E) ile TDNi(E), TDSF(E) ile TDNi(E) gruplar1 arasindaki fark onemli
bulundu (p<0,05). TD(E) ile TDSF(E), Sham(E) ile Kont(E) gruplar1 arasinda ise anlaml
fark (p>0,05) bulunmada.

Gruplara ait STC sonuglar1 ge¢ grup sol testisler icin karsilastirildiginda Kont(G)
grubu ile TD(G), TDSF(G), TDNi(G) gruplar arasindaki fark énemli (p<0,05), Sham(G)
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grubu ile TD(G), TDSF(G), TD(Ni) gruplar1 arasindaki fark énemli, TD(G) ile TDNi(G),
TDSF(G) ile TDNi(G) gruplan arasindaki fark onemli, bulundu (p<0,05). TD(G) ile
TDSF(G), Sham(G) ile Kont(G) gruplar arasinda ise anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Gruplara ait STC sonuglart erken grup sag testisler i¢in karsilastirildiginda, PARP
inhibitori verilen deney gruplar lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu. STC
yoniinden gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda, Kont(E) grubu ile TD(E), TDSF(E),
TDNI(E) gruplarn arasindaki fark énemli (p<0,05), Sham(E) grubu ile TD(E), TDSF(E),
TDNI(E) gruplart arasindaki fark 6nemli bulundu (p<0,05). TD(E) ile TDNi(E), TDSF(E)
ile TDNi(E) arasindaki fark 6nemli (p<0,05) bulundu. TD(E) ile TDSF(E), Kont(E) ile
Sham(E) gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Gruplara ait STC sonuglart ge¢ grup sag testisler karsilastirildiginda, PARP
inhibitérii  verilen deney gruplar1 lehine istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu(p<0,05). Ge¢ grup sag testisler ikiserli olarak karsilastirildiginda Kont(G) grubu
ile TD(G), TDSF(G), TD(Ni) gruplar1 arasindaki fark énemli (p<0,05), Sham(G) grubu ile
TD(G), TDSF(G), TDNi(G) gruplar1 arasindaki fark énemli (p<0,05) bulundu. TD(G) ile
TDNi(G), TDSF(G) ile TDNi(G) arasindaki fark énemli (p<0,05) bulundu. TD(G) ile
TDSF(G), Kont(G) ile Sham(G) gruplart arasinda fark anlamli (p>0,05) bulunmadi.

STC yoniinden aynmi taraf testisler erken ve ge¢ donem es grublari

karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmadi (p>0,05).
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Seminifer Tubiil Caplar:
Ayni Taraf / Kars1 Taraf
KNT(E) 293.00+10.0 / 292.6+14.17
SHAM(E) 285.0£9.50 / 286.66+3.0
TDSF(E) 231.0+4.11 / 234.60+7.29
TD(E) 235.4+21.38 / 229.40+4.20
TDNI(E) 269.80+4.14 / 267.40+5.16
KNT(G) 282.25+5.17 / 291.25+2.57
SHAM(G) 287.50+3.86 / 287.50+9.32
TDSF(G) 208.16+5.48 / 229.83+4.81
TD(G) 209.00+3.74 / 230.50+4.20
TDNI(G) 246.66+5.40 / 254.16+5.70

Tablo 3: Gruplarin STC ortalamalar1 (mikrometre olarak)

500+
4501
4001
350-

kk

KNT (E) SHM( E) TD(E) TDSF(E) TDNi( E) KNT (G) SHM(G) TD(G) TDSF( G) TDNi( G)

* p<0.009, ** p<0.004 Gruplar
Sekil 9: Gruplarin sol STC ortalamalar
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500+
450
400
350 . -
300
250+
200
150
100
50

KNT (E) SHM(E) TD(E) TDSRE)  TDNi(E) KNT (G) SHM(G) TD(G) TDSKG)  TDNi(G)

Gruplar
* P<0.009, ** P<0.004

Sekil 10: Gruplarin sag STC ortalamalari

4.3- PHO ORANLARI

PHO ortalamalar1 karsilastirildiginda geg¢ gruplar arasindaki fark anlamli
bulunmustur (p<0.05).

Gruplara ait PHO sonuglar1 erken grup sol testisler i¢in karsilastirildiginda, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Gruplara ait PHO sonuglar1 gec grup sol testisler icin karsilastirildiginda Kont(G)
grubu ile TD(G), TDSF(G), TDNi(G) gruplart arasindaki fark énemli (p<0,05), Sham(G)
grubu ile TD(G), TDSF(G), TD(Ni) gruplar1 arasindaki fark énemli, TD(G) ile TDNi(G),
TDSF(G) ile TDNi(G) gruplan arasindaki fark onemli, (p<0,05) bulundu. TD(G) ile
TDSF(G), Sham(G) ile Kont(G) gruplar arasinda ise fark bulunmadi (p>0,05).

Gruplara ait PHO sonuglar1 erken grup sag testisler i¢in karsilastirildiginda, PARP
inhibitorii verilen deney gruplari lehine istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. PHO
yoniinden gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda, Kont(E) grubu ile TD(E), TDSF(E),
TDNIi(E) arasindaki fark énemli (p<0,05), Sham(E) grubu ile TD(E), TDSF(E), TDNi(E)
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gruplar1 arasindaki fark onemli bulundu (p<0,05). TD(E) ile TDNi(E), TDSF(E) ile
TDNI(E) gruplan arasindaki fark énemli (p<0,05) bulundu. TD(E) ile TDSF(E), Kont(E)
ile Sham(E) gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Gruplara ait PHO sonuglar1 ge¢ grup sag testisler icin karsilastirildiginda, PARP
inhbitorii verilen deney gruplar lehine istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Geg grup
sag testisler ikiserli olarak karsilastirildiginda Kont(G) grubu ile TD(G), TDSF(G), TD(N1)
gruplar arasindaki fark onemli (p<0,05), Sham(G) grubu ile TD(G), TDSF(G), TDNi(G)
gruplan arasindaki fark onemli bulundu (p<0,05). TD(G) ile TDNi(G), TDSF(G) ile
TDNi(G) gruplar arasindaki fark 6nemli (p<0,05) bulundu. TD(G) ile TDSF(G), Kont(G)
ile Sham(G) gruplar arasinda fark (p>0,05) bulunamadi.

PHO yoniinden ayni taraf testisler erken ve ge¢ dénem es grublar

karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark 6nemli bulundu (p<0,05).

Apoptozis
Ayni Taraf / Kars1 Taraf
KNT(E) 1.56+0.32/0.66+0.27
SHAM(E) 1.46+0.32/0.63+0.25
TDSF(E) 2.10+1.14 /7 2.50+1.2
TD(E) 2.20+0.10/ 2.66+0.85
TDNI(E) 1.88+0.26 / 1.6+0.43
KNT(G) 0.97+0.21 /0.77+0.22
SHAM(G) 1.05+0.50/ 0.75+0.28
TDSF(G) 3.40+1.41/3.20+0.98
TD(G) 3.08+0.67 / 3.5+ 0.42
TDNI(G) 2.40+0.34/2.16+0.75

Tablo 4- Gruplarda tubiil basma diisen PHO ortalamalari
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KNT (E) SHM(E) TD(E) TDSF(E) TDNi( E) KNT (G) SHM(G) TD(G) TDSF( G) TDNi( G)

*p>0.05, ** p<0.008 Gruplar

Sekil 11: Gruplarin sol testislerinde apoptozis ortalamalari

10+
9 4
8 i
7 m
6 i
5 i
4
3
2
1
0 KNT (E) SHM(E) TD(E) TDSR E) TDNi(E) KNT (G) SHM(G) TD(G) TDSK G) TDNi( G)
* p<0.015, ** p<0.004 Gruplar

Sekil 12: Gruplarin sag testislerinde apoptozis ortalamalari



Sekil 13: Kontrol grubundan bir rata ait testis kesitinde TUNEL ydntemi

(Immiinperoksidaz x 400)

Sekil 14: Kontrol grubundan bir rata ait testis kesitinde TUNEL yontemi

(Immiinperoksidaz x 200)
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Sekil 15: Ge¢ donem TD grubundan bir rata ait testis kesitinde TUNEL pozitif

hiicreler (Immiinperoksidaz x 200)

Sekil 16: Erken donem TDNi grubundan bir rata ait testis kesitinde TUNEL pozitif

(Immiinperoksidaz x 400)
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Sekil 17: Ge¢ donem TDNi grubundan bir rata ait testis kesitinde TUNEL pozitif

hiicreler (Immiinperoksidaz x 200)

4.4- SERUM TOTAL GLUTATYON, SERBEST GLUTATYON VE
MALONDIALDEHIT (MDA) DUZEYLERI

Gruplar total glutatyon yoniinden karsilastirildiginda gruplar aras1 fark Onemsiz
bulunmustur (p>0.05).

Gruplar serbest glutatyon yoniinden karsilagtirildiginda gruplar arasi fark dnemsiz
bulunmustur (p>0.05).

Gruplar malondialdehit yoniinden karsilastirildiginda gruplar arasi fark onemsiz
bulunmustur (p>0.05).

Erken ve ge¢ donem es gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda gruplar arasi

fark 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).
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Total Glutatyon | SerbestGlutatyon | Malondialdehi
KNT(E) 436.34+115.6 mg/lL | 387.56+158.7mg/L | 0.18+0.60 umol/L
SHAM(E) 415.65+81.28 mg/lL | 386.41+66.12mg/L | 0.16+0.50 umoliL
TDSF(E) 455.50+56.85 mg/L | 426.56+73.30 mg/L | 0.21+0.32 umol/L
TD(E) 439.67 +75.30mg/L | 445.82+80.15mg/L | 0.15+0.33 umol/L
TDNI(E) 456.43+86.18 mg/lL | 438.59+97.47 mg/L | 0.310.35 umoliL
KNT(G) 389.81+65.74 mg/lL | 339.46+85.68 mg/L | 0.18+0.06 umol/L
SHAM(G) 371.20+47.13mg/L | 349.90+41.87mg/L | 0.18+0.30 umoliL
TDSF(G) 402.476+82.31 mg/L | 407.47+99.71mg/L | 0.22+0.07 umoliL
TD(G) 417.55:33.19 mg/L | 421.51+38.77 mg/L | 0.22+0.05 umoliL
TDNI(G) 410.25+116.51 mg/L | 397.74+120.13mg/L | 0.19+0.02 umol/L

Tablo 5: Gruplarin MDA, total glutatyon ve serbest glutatyon diizey ortalamalari

900

800+

700

600-

500+

400
300
200
100

KNT (E)

SHM( E) TI(E) TDSF( E)

TDNi( E)

KNT (G) SHM(G)

TG)

TDSF( G) TDNi( G)

Gruplar

Sekil 18: Gruplarin total glutatyon diizey ortalamalari
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800

700+

600

500+

KNT(E) SHM(E) TD(E) TDSF(E) TDNi(E) KNT(G) SHM(G) TD(G) TDSF(G) TDNi(G)

Gruplar
Sekil 19: Gruplarin serbest glutatyon diizey ortalamalari

KNT (E) SHM( E) TD(E) TDSF(E) TDNi( E) KNT (G) SHM(G) TD(G) TDSF( G) TDNi( G)

Grunlar

Sekil 20: Gruplarin malondialdehit diizey ortalamalari




5. TARTISMA

Spermatik kord torsiyonu, acil iirolojik bir klinik tablodur. Pediatrik yas grubunda
akut skrotumun % 25-35’ini olusturmaktadir (15). Sonraki donemde fertiliteyi
etkilemesinden dolay1 6nem kazanmustir. Torsiyone testiste kan akimini saglayan testikiiler
arter, vazdeferens ve venoz doniisli gergeklestiren testikiiler venlerde tama yakin okliizyon
olusmaktadir. Spermatik kord torsiyonu sirasinda ilk basamak hasar iskemi ve doku
hipoksisine bagl olarak gelismekte ve bu sirada iskemik dokularda akut donemde goriilen
vaskiiler yanit gerceklesmektedir. Damar gegcirgenligi giderek artmakta, bunun yaninda
ekstravazasyon ve 0dem belirginlesmektedir. Artan 6dem sonucunda dolasim tamamen
bozulmakta ve hipoksik kalan testiste oksidatif metabolizma yerine yavas yavas hipoksik
metabolizma gelismektedir. Azalan ATP depolar1 sonucunda hiicrelerde enerji agigi
meydana gelmekte ve asidoz olugsmaktadir. Bu sirada ATP hipoksantine kadar katabolize
olur normoksik durumda olmasi gerektigi gibi {irik aside metabolize olamaz ve iskemik
dokuda birikir. Bu olaylar iskemiye ugrayan oksidatif her dokuda gelismektedir. Asil
arastirilan ve tartisma konusu olay ise torsiyonu takiben tedavi amaciyla yapilan detorsiyon
islemi sonucunda olusan reperfiizyon hasaridir.

Iskemi-reperfiizyon hasar1 sitokinlerin ve reaktif oksijen radikallerinin salmimi ile
patolojik siireci baslatir (79). Detorsiyon sonucu gelisen reperflizyon ile dokuya molekiiler
oksijen gelmekte ve hipoksantin, ksantin oksidaz enzimi ile hidrojen perokside ¢evrilirken
stiperoksid radikali olusmaktadir. Siiperoksit radikali stabil olmayan ve dokuya fazla zarari
olmayan bir radikaldir. Siiperoksid radikali Haber-weis reaksiyonu ile hidroksil radikalini
olusturmaktadir. Bu radikal dokular i¢in sitotoksik etkilere sahiptir. Giincel kaynaklar
reaktif oksijen radikallerinin DNA’da delikler acarak hiicresel hasar1 baslattigina isaret
etmektedir. (79-82). Yakin zamanda hiicre hasarinin bir mekanizmasi olarak gdsterilen
PARP yolagi, pek ¢ok iskemi reperfiizyon hasar1 ¢esitlerinin patogenezinde yer almaktadir.
Bu yolak reaktif oksijen radikallerinin DNA’da zincir kiriklar1 iretmesini ve daha sonra bir
cekirdek enzimi olan PARP aktivasyonunu igerir. Bunun yaninda iskemi reperfiizyon hasari
durumundaki siddetli DNA hasari, adenozin 5’trifosfat tiikketimi ile sonuglanan, biiytlik

boyutlarda hiicresel nikotinamid adenin diniikleotit tiiketen siddetli PARP aktivasyonuna
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sebep olabilir. Orta derecede PARP aktivasyonu, hiicresel genom biitiinliigiinii saglar. Fakat
siddetli PARP aktivasyonu, masif adenozin 5’ trifosfat tiikketimine bagli hiicre 6liimiine
sebep olur. Bu olay ‘poli (ADP-riboz) polimeraz intihar hipotezi’ olarak
isimlendirilmektedir (87).

Cesitli deney modellerinde ekstravajinal torsiyonlarda en az 540 derecelik
torsiyonda iskemi olusmas1 ve klinikte genelde 720 derecelik torsiyon goriilmesi sebebiyle
biz ¢alismamizda 720 derecelik torsiyon uyguladik. Literatiirde 1, 2, 3, 4 hatta 6 saat gibi
cesitli iskemi siireleri olmasi ve standart bir model olmadigindan biz kabul edilebilir bir
iskemi olmas1 fakat agir bir nekroz gelismemesi i¢in, klinige de uygun olan 4 saatlik iskemi
ve 4 saatlik reperflizyon modelini uyguladik.

PARP inhibitorlerinin, iskemi reperfiizyon hasari sonrasit kullaniliminin pek ¢ok
organda hasar1 azalttigin1 gdsteren ¢alismalar mevcuttur (79-82). PARP inhibit6rlerinin
uygulanmasi, tavsanlarda kalp ve iskelet kasinda iskemi-reperfiizyon hasarinda azalmaya,
fokal serebral iskemi modelinde beyin infark hacminde azalmaya, retinada iskemi-
reperfiizyon hasarinda azalmaya yol agtigi gosterilmistir (83,84). Farelerde bobreklerin
oksidatif stresten korunmasinda da etkili oldugu gosterilmistir (86). Biz de bu
calismamizda testiste iskemi-reperfiizyon modeli olusturarak, hem torsiyone edilen testiste
hem de kars1 testiste olusan histopatolojik degisiklikleri degerlendirdik.

Johnson ve arkadaglar1 tek tarafli spermatik kord torsiyonunda testislerdeki iskemi
reperflizyon hasarina bagli spermatogenezdeki degisiklikleri arastirmislardir (87).
Arastirmalarindaki degisiklikleri belli kriterlere gére derecelendirmisler, bulunan degerlerin
ortalamalarini hesaplayarak hasar arttik¢a spermatogoniumlarin sayilarinin azaldig: tubiiler
biyopsi skorunu elde etmislerdir. Calismamizda tek tarafli spermatik kord torsiyonun
neden oldugu iskemi reperfiizyon hasarin1 Hematoksilen Eozin ile boyayarak Modifiye
Johnson Tubiiler Biyopsi Skorlama sistemine gore degerlendirdik. Erken donem ayni ve
kars1 taraf PARP inhibitorii verilmeyen testislerde seminifer tubiildeki spermatogonialarin
azaldigi, PARP inhibitorii verilen gruplardaysa, PARP verilmeyen gruplara gore seminifer
tubiildeki spermatogonialarin anlamli olarak daha fazla oldugunu tesbit ettik. Geg grupta da
durum PARP inhibitorii verilen gruplarin lehine olarak anlamli olarak farkliydi. Bizim

calismamizin sonuglar1 da Hadziselimovich ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismanin
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sonuglartyla uyumluydu. Calismamizda erken ve gec¢ gruplar arasinda JTBS agisindan
istatiksel olarak anlamli fark bulunmada.

Erken donem ayni ve karsi taraf PARP inhibitorii verilmeyen testislerde seminifer
tubiil cap ortalamalarinin azaldigit PARP inhibitorii verilen gruplardaysa, PARP inhibitorii
verilmeyen gruplara gore seminifer tubiil cap ortalamalarinin anlamli olarak yiiksek
oldugunu tesbit ettik. Ge¢ grupta da durum PARP inhibitorii verilen gruplarin lehine
anlamli olarak farkliydi. Ancak erken ve ge¢ gruplar arasinda seminifer tubiil c¢aplari
acisindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Bozlu ve arkadaslari rat testisinde tek tarafli 2 saatlik torsiyon, 4 saatlik detorsiyon
sonras1 karst ve ayn taraf testiste PARP inhibitorii verilen gruplarda seminifer tubiil
caplarinda ve biyokimyasal degisikliklerde diizelme bildirmislerdir (22). Bozlu ve
arkadaslar testiste iskemi-reperfiizyon hasarinda erken evrelerdeki PARP inhibitori ile
elde ettikleri basarili sonuglardan sonra PARP inhibitorlerinin uzun dénem histolojik
hasardaki etkilerini de degerlendirmislerdir (23). Torsiyon-detorsiyon sonrasi olusan
iskemi-reperfiizyon hasarinin iki ay sonra degerlendirildigi ¢aligmalarinda, PARP
inhibitorlerinin seminifer tubiil caplar1 iizerinde de olumlu etkilerini gostermislerdir.
Ancak bu ¢aligmalarda apoptozis incelenmemistir. Biz ¢alismamizda erken ve ge¢ donemde
germ hiicrelerinde TUNEL metoduyla germ hiicrelerinde apoptozisi de degerlendirdik.

Calismamizda ge¢ donem ayni ve karsi taraf PARP inhibitorii (nicotinamide)
verilmeyen gruplarda germ hiicrelerinde apoptozisin kontrol ve sham gruplarina gore
anlamli derecede arttig1, nicotinamide verilen gruplarda ise nicotinamide verilmeyen
gruplara gore anlamli derecede azaldig: tesbit edildi. Erken donemde ise sol testisler i¢in
nicotinamide verilen grup ile diger nicotinamide verilmeyen torsiyon-detorsiyon gruplarina
kiyasla apoptoziste azalma saptanmasina ragmen istatiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05). Yine sol testiste erken gruplarda ise nicotinamide verilen gruptaki apoptozis
orani, verilmeyen gruplara gore anlamli derecede azalmis tesbit edildi. Hem sag hem de sol
testisler i¢in erken gruplara gore ge¢ donem aleyhine zamanla artan fakat istatiksel olarak
anlamli olmayan (p>0.05) bir apoptozis artis1 bulundu.

Jeffry J. ve arkadaglarmin yapmis olduklari bir ¢alismada fare testislerinde iskemi-

reperflizyon hasar1 sonrasi degisik zamanlarda germ hiicrelerinin apoptozis hizlarini
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incelenmis, apopitozisin torsiyonun diizeltilmesinden sonra 4. saatte hizlandigin1 ve 24.
saatte en yiliksek hale geldigi gosterilmistir (88). Bizim c¢aligmamizda da torsiyon
detorsiyon uygulanan ayn1 ve kars1 testislerde erken ve ge¢ donemde de germ hiicrelerinde
artmis apoptozis tesbit ettik. Istatiksel olarak anlamli fark olmamasina ragmen geg
donemde, erken donem es gruplara gore artmis germ hiicre apoptozisi tesbit ettik. Elde
ettigimiz bu sonuglar Jeffry J. ve arkadaslarinin calismalariyla uyumlu goriinmektedir.
Ayrica biz bu c¢alismadan farkli olarak germ hiicrelerindeki apoptozisi inhibe edebilmek
amactyla PARP inhibitorii de kullandik.

Nicotinamide verilen tim gruplarda torsiyon detorsiyon gruplarina gore erken

donem sol testisler hari¢ anlamli olarak apoptoziste azalma saptadik. Fakat hi¢bir grupta
sham veya kontrol gruplarinin ortalama degerleri kadar diisiik bulamadik.
Tiim bu veriler goz ontine alindiginda testiste iskemi-reperfiizyon sonucu olusan ve ileride
olusabilmesi muhtemel hasarlar i¢gin PARP inhibit6rlerinin bu hasar1 erken ve ge¢ donemde
aynt ve Kkarsi taraf testiste azaltilabilecegini gosterdik. Szijarto ve arkadaslarinin rat
karacigerinde iskemi-reperfiizyon sonrast PARP inhibitorii tedavisi uyguladiklart modelde
karaciger hiicrelerinde apoptozisin azaldigi gosterilmistir (89). Koh ve arkadaslar da
ratlarda orta cerebral arterin okliize edilmesiyle olusturduklar1 iskemi-reperfiizyon
hasarinda PARP inhibitorleri ile tedavinin beyin hiicrelerinde apoptozisi azalttigini
gostermiglerdir (90). Fakat literatiirde PARP inhibitorlerinin apoptozisi arttirdigini gésteren
yayinlar da mevcuttur. Maier ve arkadaslar1 domuzlarda spinal kordtaki iskemi-reperfiizyon
hasarinda PARP inhibitorlerinin apoptozisi azalttigini gostermislerdir (91).

Kars1 taraf testis hasariin olus mekanizmasini agiklamak iizere otoimmunizasyon,
sempatik orsiopati ve kan akiminda azalma olabilecegi diisiiniilmiis ve ¢aligmalar buna
yonelik devam etmistir. Yilmaz ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 deneysel ¢alismada kars1
testiste seminifer tubiil caplarinin ve spermatogenetik aktivitenin azaldigini gostermislerdir.
Bu azalmada otoimmunitenin yeri oldugu gosterilememistir (92). Testislerin normal
spermatogetik fonksiyonlarni yiiriitebilmeleri i¢in en onemli faktoriin diizenli bir kan
akimi oldugu bilinmektedir. Tek tarafl1 testis patolojilerinde karsi testisteki kan akiminin
azalmig olarak bulundugunu gosteren bazi ¢alismalar mevcuttur. Tanyel ve arkadaslarini

tavsanlarda tek tarafli spermatik kord torsiyonu uygulayarak yaptiklari ¢calismada karsi
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testisteki kan akiminda azalma oldugunu saptayarak bunun karsi testiste de hasara yol
actigini savunmuslardir (93).

York ve arkadaglar1 tek tarafli spermatik kord torsiyonu uyguladiklar1 ve sonrasinda
orsiektomi yaptiklar1 ¢caligmada karsi testisi normal bulmuslardir. Bunun sonucunda diger
testisteki hasarin immunolojik mekanizma ile oldugunu, torsiyone edilen spermatik kordun
detorsiyone edilmesiyle antijenlerin dolagima gegerek diger testisi etkiledigini
belirtmiglerdir (94). Nagler ve arkadaglar1 tek tarafli spermatik kord torsiyonunda,
splenektomi veya immunusiipresif tedavi vererek diger testis hasarlanmasinda otoimmun
mekanizmalar1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda seminifer tubiil ¢apr ve seminifer tubiildeki
spermatozoalar1 degerlendirerek immun siipresif tedavi ile kars1 testisteki hasarin azaldigini
gostermiglerdir (95). Bu sonuglar ile karsi testisteki etkilenme mekanizmasinin
immunolojik nedenler oldugunu ileri siirmiislerdir. Sade ve arkadaglar1 uyguladiklar1 tek
tarafli spermatik kord torsiyonu sonucu olusan karsi testisteki hasari, kortizon kullanarak
olusturulan immunsiipresif etkiyle hasarin azaldigini bildirmislerdir (96). Dominquez C. ve
arkadaglarmin tek tarafli spermatik kord torsiyonu ile ilgili klinik ¢alismalarinda karsi
testiste olusan hasarin subfertiliteye hatta infertiliteye yol agabilecegi rapor etmislerdir (97).
Hadziselimovich ve arkadaslar1 spermatik kord torsiyonu tanist alan 17 hastada diger
testisten biyopsi alip, germ hiicrelerinde apoptosis degerlendirmislerdir (98). Tiim
hastalarda kars1 testislerde artmis nekrotik degisiklikler ve apoptosis tesbit etmislerdir

Kars1 testisteki hasarin varligina yonelik bir ¢cok ¢alismaya karsilik tek tarafli testis
torsiyonunda karsi testiste herhangi bir degisiklik olmadigini ve fertilitenin etkilenmedigini
gosteren ¢alismalar da vardir (99). Ryan ve arkadaslarinin ratlarda yaptiklar1 ¢aligmada tek
tarafli testis torsiyonu modelinde diger testiste immunolojik ya da herhangi bir
mekanizmaya bagli olarak gelisen hasar saptamamigslardir (100). Ayrica Turner ve
arkadaslar1 da yaptiklar1 deneysel tek tarafli spermatik kord torsiyonunda karsi tarafta hasar
tesbit edememislerdir (101).

Tek tarafli spermatik kord torsiyonunda serbest oksijen radikallerinin dmiirleri ¢ok
kisa oldugundan direkt olarak tesbitleri cok zordur. Serbest oksijen radikallerinin en temel
ozelligi hiicre memranindaki doymamis yag asitlerinden metilen hidrojen atomunu

ayirmaktir (19). Bu reaksiyon hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu baslatmakta ve
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ortaya konjuge dienler, lipidhidroksiperoksid radikalleri gibi lipid tiirevi radikaller
cikmasina sebep olmaktadir. Lipid peroksidasyonun son iiriinleri malondialdehit (MDA) ve
diger aldehitler, hidrokarbon gazlar1 ve konjuge dienlerdir. Bunlar i¢inde iskemi-
reperflizyon hasar1 sonrasi en ¢ok ortaya c¢ikan ve miktar1 Olgiilebilen biyokimyasal
belirleyiciler MDA ve glutatyon seviyeleridir.

Biz calismamizda spermatik kord torsiyonu ve detorsiyon sonucu olusan iskemi
reperflizyon hasarini gosterebilmek icin rat serumunda MDA, total glutatyon ve serbest
glutatyon seviyelerinin rat serumunda 6l¢iimiinii yaptik.

Bizim ¢aligmamizda torsiyon detorsiyon uygulanan gruplarda serum MDA, total
glutatyon ve serbest glutatyon seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamadi (p>0.05). Bu da literatiirdeki bazi ¢aligsmalarla uyumludur.

Barlas ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir calismada ¢esitli dokulardaki streslerden
sonra MDA seviyesindeki doku ile plazma artis diizeylerinin korele oldugu gosterilmistir
(102). Bunun disinda Koksal ve arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir caligmada da
Serum MDA ve glutatyon seviyelerinin testiste iskemi-reperflizyon hasarinin tesbitinde
giivenilir bir belirleyici oldugu 6ne siiriilmiistiir (103).

Ozkutan ve arkadaslar1 4 saatlik iskemi ve 4 saatlik reperfiizyon uyguladiklari
ratlarda dokudaki MDA seviyelerinde ayni taraf testiste anlamli bir yiikselis tesbit
etmelerine ragmen, kars1 testiste anlamli bir yiikselis bulamamiglar (104). Savas ve
arkadaslar1 ince bagirsaklarda iskemi reperfiizyon modelindeki serum MDA seviyelerinde
ylikselis tesbit etmelerine ragmen istatiksel olarak anlamli bulamamuislar (105).

Spermatik kord torsiyonunda yapilan arastirmalar, kars: testis hasar1 ve nedenleri ile
iskemi-reperfiizyon siireleri ve hasara etkili maddelere yogunlagmistir. Calismalar goz
Ontline alindiginda tek tarafli spermatik kord torsiyonunda kars1 testisteki hasarin, dnceden
var olan primer bir soruna m1 yoksa otoimmun, vaskiiler ya da ndronal etkiler gibi sekonder
bir sebebe mi bagl oldugu konusundaki tartismalar devam etmektedir.

Bir baska {izerinde diistliniilmesi gereken bir diger konu ise PARP enzim ailesi DNA
onarimi, gen transkripsiyonu, hiicre siklusu ilerlemesi, hiicre 6liimii, kromatin fonksiyonlar1
ve genomik sabitlik icin pek cok hiicresel mekanizmanin diizenlenmesinde rol alir (4-7).

Bu calismada PARP inhibisyonun testiste iskemi reperflizyon hasari sonrasi goriilen
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histolojik bozulmay1 azalttigin1 gosterdik. Fakat biz bu ¢alismamizda kurtarilmis germ
hiicrelerinin DNA’larin1 degerlendirmedik. DNA onarimi i¢in PARP temel enzimlerden
oldugu igin, ¢alismamizdaki kurtarilmis germ hiicrelerinin pek ¢ogunun, DNA yapisinin
hasarli olmasinin miimkiin olabilecegini diisiinmekteyiz. Bizim ¢alismamiz arastirmacilar
gelecekteki calismalarda kurtarilmis germ hiicrelerinin  DNA’larin1  degerlendirmeye

yonlendirmektedir.
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6. SONUCLAR

Deneysel tek tarafli spermatik kord torsiyonunda ayni ve karsi taraf testislerdeki

histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklerin degerlendirilmesi ve bu degisikliklere PARP

inhibitoriiniin erken ve ge¢ donem etkileri isimli calismamizda su sonuglari elde ettik.

1-

Malondialdehit, Total Glutatyon, Serbest Glutatyon degerleri agisindan gruplar
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.

Calismamizda tek tarafli Torsiyon-detorsiyon sonrasi karsi testislerde de erken ve
gec donemde artmis apoptozis, azalmis STC c¢aplari, JTBS elde edildi.

JTBS degerleri acisindan erken ve ge¢ gruplarda ayni ve kars testisler icin, PARP
inhibitori verilen gruplarin lehine JTBS ortalamalart TD ve TDSF gruplarina gore
anlaml olarak ytiksek saptandi.

STC degerleri agisindan erken ve gec gruplarda ayni ve karsi testisler i¢in, PARP
inhibitorii verilen gruplarin lehine STC ortalamalar1 TD ve TDSF gruplarina gore
anlaml olarak yiiksek saptandi.

PHO degerleri acisindan erken dénem sol testisler hari¢ tiim gruplarda PARP
inhibitdrii verilen gruplarin lehine PHO ortalamalar: TD ve TDSF gruplarina gore
anlamli olarak azalmis saptandi.

Erken donem sol testislerde PHO ortalamalar;, PARP inhibitorii verilen gruplarin
lehine azalmis olmasina ragmen istatistiki olarak anlamli fark saptanmadi.

Erken ve ge¢ donem gruplar kendi aralarmda STC, JTBS ve PHO agisindan

karsilastirildiginda anlamli fark bulunmad.
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