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OZET

Deneysel Testikiiler iskemi-Reperfiizyon Modelinde N-Asetil Serotonin'in

Histopatolojik ve Biyokimyasal Etkilerinin Arastirilmasi

Testikiiler torsiyon(TT), spermatik kordun kendi ekseni etrafinda donmesini
ifade eder. Bu torsiyon sonucunda kan akimi azalir ya da tamamen yok olur, bunun
sonucu olarak da testis iskemisi sekillenir. Testislerin kanlanmasinin bozulmasi sonucu
sekillenen iskemi neticesinde tireme hiicrelerinde nekroz sekillenir ve bu durum infertilite
ile sonuglanabilmektedir. N-Asetil Serotonin (NAS), antioksidan, antiinflamatuvar,
immune modulator, antidepresan, analjezik olarak etki ettigi bilinmektedir.
Caligmamizda 200-250 g agirliginda 32 adet yetiskin erkek Wistar Albino rat kullanildi.
Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi (n=8). Grup 1: kontrol grubu, Grup 2 (Sham grubu):
iskemi/reperfiizyon (I/R) grubu, Grup 3 (NAS grubu): Pozitif kontrol grubu Grup 4:
iskemi-reperfiizyon + NAS (I/R+NAS) (Tedavi grubu) grubu olarak belirlendi.
Histopatolojik olarak tedavi grubunda I/R grubuna gore 6dem, konjesyon ve hemorajinin
istatistiki olarak anlamli diizeyde azaldigi goriildii (p<0.05). Ayrica ortalama testis
biyopsi skoru (MTBS) skorundaki iyilesmeyle Seminifer tubiil konturlarmin
diizensizliginde azalma ve spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde iyilesmeler goriildii.
Biyokimyasal olarak TAS degeri tedavi grubunda I/R grubuna gére anlamli diizeyde artig
gostermistir (p<0.05). TOS degeri tedavi grubunda I/R grubuna gore anlamli diizeyde
azalmistir (p<0.05). PRM2 degeri tedavi grubunda I/R grubuna gore anlaml diizeyde
azalmistir (p<<0.05). ABP degeri tedavi grubunda I/R grubuna gore anlamli diizeyde
artmistir (p<0.05). Bu sonuglara gore giiglii bir antioksidan olan NAS'in, testikiiler
iskemi-reperflizyon modelinde oksidatif hasara karsi koruyuculugu oldugu

diistiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Iskemi-reperfiizyon, N-Asetil Serotonin, Rat, Testis



ABSTRACT

Investigation of the Histopathological and Biochemical Effects of N-Acetyl

Serotonin in the Experimental Testicular Ischemia-Reperfusion Model

Testicular torsion refers to the rotation of the spermatic cord around its own axis.
As a result of this torsion, blood flow decreases or becomes completely absent, and
consequently, testicular ischemia develops. As a result of the ischemia that occurs due to
the impairment of the blood supply to the testes, necrosis develops in the reproductive
cells, and this condition may result in infertility. N-Acetyl Serotonin (NAS) is known to
act as an antioxidant, anti-inflammatory, immune modulator, antidepressant, and
analgesic. In our study, 32 adult male Wistar Albino rats weighing 200-250 g were used.
The rats were randomly divided into 4 groups (n=8). Group 1: control group, Group 2
(Sham group): ischemia/reperfusion (I/R) group, Group 3 (NAS group): positive control
group, Group 4: ischemia-reperfusion + NAS (I/R+NAS) (treatment group).
Histopathologically, in the treatment group compared to the I/R group, edema,
congestion, and hemorrhage were observed to have decreased at a statistically significant
level (p<0.05). In addition, with the improvement in the MTBS score, a reduction in the
irregularity of seminiferous tubule contours and improvements in the arrangement of
spermatogenic series cells were observed. Biochemically, the TAS value showed a
statistically significant increase in the treatment group compared to the I/R group
(p<0.05). The TOS value showed a statistically significant decrease in the treatment group
compared to the I/R group (p<0.05). The PRM2 value showed a statistically significant
decrease in the treatment group compared to the I/R group (p<0.05). The ABP value
showed a statistically significant increase in the treatment group compared to the I/R
group (p<0.05). According to these results, it has been considered that NAS, which is a
strong antioxidant, has a protective effect against oxidative damage in the testicular

ischemia-reperfusion model.

Keywords: Ischemia-reperfusion, N-Acetyl Serotonin, Rat, Testis
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1. GIRIS

Testis torsiyonu, yenidogan ve ergenlik doneminde siklikla goriilen tirolojik bir
acil durumdur (Wei ve ark. 2007; Ozbal ve ark. 2012; Asghari ve ark. 2016). Testisin
pedikiiliiniin kendi etrafinda donmesi ile karakterize bir dolagim yetmezligi tablosudur
(Ozbal ve ark. 2012). Testis torsiyon-detorsiyonunun ana patofizyolojisinin testisin
iskemi-reperflizyon hasarina benzer oldugu gortilmektedir (Wei ve ark. 2007; Asghari ve
ark. 2016). Geg tan1 konulan vakalarda testislerde fonksiyon kayb1 ve hatta kalic1 kisirlik
kaginilmazdir (Ozbal ve ark. 2012; Asghari ve ark. 2016). Temel patoloji torsiyona bagl
gelisen iskemidir (Ozbal ve ark. 2012). Spermatogenez kaybiin germ hiicresine 6zgii
apoptoz nedeniyle oldugu gosterilmistir (Turner ve ark. 1997; Lysiak ve ark. 2000;
Asghari ve ark. 2016). Iskemi-reperfiizyon hasarinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) as1r1
tiretiminin, ipsilateral testikiiler spermatogenez kaybinda kritik bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Wei ve ark. 2007). Iskemik dokunun reperfiizyonu sonucunda nitrik
oksit (NO-), siiperoksit anyonlart (O2—), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
radikalleri (OH—) gibi toksik olmayan oksijen radikalleri olusur (Ozbal ve ark. 2012).
ROS, hiicre zar1 lipit peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve DNA bozulmasi yoluyla
doku hasarina neden olabilir (Wei ve ark. 2007). Iskemi-reperfiizyon hasarmin olumsuz
etkisini azaltmada cerrahi testis detorsiyonunun yaninda patofizyolojik siirecte rol
oynayan oksidatif stres olduk¢a onemlidir (Prillaman ve Turner, 1997). Bu nedenle son
zamanlarda testikiiler iskemik-reperfiizyon hasarinin medikal tedavisinde antioksidatif
ajanlarin etkinlikleri daha yogun sekilde arastirilmaktadir (Belhan ve ark. 2020; Koliikeii
ve ark. 2021). Ana niikleer sperm proteinleri, Protaminler (PRM'ler) olarak bilinir.
Protaminler iki tiire ayrilir: Tek bir gen tarafindan tiretilen Protamin 1 (PRM 1) ve tek bir
gen tarafindan iiretilen Protamin 2 (PRM 2)’dir. Erkek infertilitesinin PRM-1 ve PRM-2
ekspresyonunu degistirdigi bilinmektedir (Merges ve ark. 2022; Samawi ve ark. 2023).
Spermdeki Protamin ekspresyonundaki degisikliklerin erkeklerdeki kisirligin ana
nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir (DeRouchey ve ark. 2013; Samawi ve ark.
2023). Androjen veya androjen baglayici protein (ABP) seviyelerinin degistirilmesi
spermatositlerin apoptozunu indiiklemektedir (Tirado ve ark. 2003). Rat epididimisinde
glikoprotein yapisinda olan yliksek konsantrasyonlarda ABP bulunmaktadir (Hagenés ve

ark. 1975; Munell ve ark. 2002). Bu protein ratin sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir



(Munell ve ark. 2002). FSH uyarimi yoluyla testislerde 6zel olarak iiretilen bu protein,
testosteron ve dihidrotestosterona yiiksek baglanma afinitesi gosterir. ABP, seminifer
tiibiillerde, seminifer epiteldeki hedef hiicrelere androjen tasiyicisi olarak gorev yapabilir
ve bdylece normal spermatogenez icin gerekli androjenik hormonlar1 saglayabilir

(Hagenis ve ark. 1975).

L-triptofanin (Trp) bir metaboliti olan N-asetil serotonin (NAS), melatonin
sentezinin onciislidiir (Zhou ve ark. 2014; Liang ve ark. 2020). Melatonin onclisii olan
NAS, antioksidan ve anti-apoptoz etkileri ile 6ne ¢ikmakla beraber bir¢ok c¢alismada
iskemik hasarli dokular1 korudugu ortaya konmustur (Yu ve ark. 2013; Jiang ve ark. 2014;
Yoo ve ark. 2017; Liang ve ark. 2020; Liu ve ark. 2021; Kang ve ark. 2022). Birgok
calisma, NAS"in antioksidan stres, anti-apoptoz, otofaji disfonksiyonu, antiinflamatuar ve
diger mekanizmalar yoluyla bir¢ok hastalik {izerinde koruyucu etkiye sahip oldugunu ve
NAS'In bir antioksidan olarak melatoninden iistiin oldugunu bulmustur (Luo ve ark. 2019;
Kang ve ark. 2023). NAS, bircok iskemik hastalikla iliskili molekiiler degisiklikleri ve
organ hasarim1 Onemli Olgiide 1iyilestiren potansiyel bir terapdtik ajan olarak

diistiniilmektedir (Tosini ve ark. 2012; Luo ve ark. 2019; Kang ve ark. 2023).

Calismamizda, yiiksek antioksidan 6zelligi olan N-asetilseratonin’in, testikiiler
iskemi durumlarinda antioksidan ve androjenik etkilerinin histopatolojik ve bazi

biyokimyasal parametreler kullanilarak ortaya konmasi amaclanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Gegmisten bugiine testisler canlilar i¢in gii¢, sayginlik ve 6zgiliven belirteci olarak
nitelendirilir. Testis yeteri kadar fonksiyonel olmadiginda testesteron seviyesinde
eksiklik ve bunun sonucunda da verimlilik konusunda noksanliklar sekillenmektedir
(Rose ve ark. 2008; Bolat ve ark. 2011). Literatiirde, tipik sol testis torsiyonu olgusu ilk
olarak Hunter (1776) tarafindan tanimlanmistir. ilk neonatal testis torsiyonu ise
Delasiavue ve Taylor (1840) tarafindan bildirilmistir. Prehn (1934), New York Brooklyn
Deniz Hastanesi’nde, gonore epididimiti olan denizcilerde testis agrisinin, skrotum
elevasyonu sonrasi azaldigini gozlemlemistir. Apendiks testis, ilk kez Morgagni (1703)
tarafindan tamimlanmig, apendiks testis torsiyonu ise ilk olarak Ombredanne (1912)
tarafindan fark edilmis ve daha sonra Colt (1922) tarafindan literatiire bildirilmistir.
(Noske ve ark. 1998; Samnakay ve ark. 2003). 1776 yilinda Hunter, ilk defa testis
torsiyonu iizerinde ¢alismustir. Islevsiz testislerin yerine ilk kez 1939 yilinda metal

karigimli bir testis protezi kullanilmistir (Bodiwala ve ark. 2007; Bolat ve ark. 2011).

2.2. Anatomi

Testisler, skrotumun i¢inde yer alan ve funiculus spermaticus ile asilan bir ¢ift
erkek tireme organidir. Testisler sert bir kapsiille ¢evrilidir ve bunlar; tunica vaginalis,
tunica albuginea, tunica vasculoza’dir. Boyutlar1 canliya gore farklilik gosterir. Fetal
gelisim esnasinda karm boslugunun arka yiiziinde ve bobreklerin altinda lokalize olurlar
(Y1lmaz ve ark. 2017). Eriskin fare ve ratlarda testisler, dogum aninda karin boslugu
icerisinde yer almakta olup, dogumdan sonraraki yaklasik 4-6 haftalik siire¢ icerisinde
scrotal keseye inmektedir. Skrotum, prepisyum ile aniis arasinda konumlanmaktadir. Bu
tiirlerde canalis ingunialis yasam boyu ag¢ik kaldigindan, testislerin anatomic pozisyonu
degiskenlik gosterebilmektedir. Genellikle testisler geriye ¢ekilmis durumda olup, viicut
boslugunun arka kisminda ve idrar kesesinin her iki yaninda bulunurlar. Testislerin
lokalizasyonu; ¢evresel sicaklik, hayvanin viicut pozisyonu ve cinsel aktivite durumu gibi
faktorlere bagli olarak abdominal, inguinal veya skrotal bolgede degisiklik
gosterebilmektedir (Chiasson, 1994). Testis, anatomik olarak iki ylizeyden olugmaktadir.



Disa bakan yiizey facies lateralis, ice bakan yiizey ise facies medialis olarak
adlandirilmaktadir. Testisin iki ucu bulunmaktadir; bunlardan cauda epididymidis ile
temas eden uca extremitas caudata, caput epididymidis ile temas eden uca ise extremitas
capitata denilmektedir (Tirkmenoglu ve Abacioglu, 2021). Testis agirhigr ile viicut
agirhgr arasinda bir oran bulunmaktadir. Testis agirligr gelisim donemi, ik, tiir ve
mevsim gibi etkenlere gore degisiklik gosterir. Testis agirligr yaklasik olarak siganlarda
3-5 gram’dir (Kalkan ve Kanter, 2001; Ogbuewu ve ark., 2009). Testisler farelerde oval
sekildedir (Cooper ve Schiller, 1976; McLaughlin ve Chiasson, 1979; Tirkmenoglu ve
Abacioglu, 2021). Testisin katmanlarindan tunica testis, testisin etrafini saran en dis
katmandir (Tsunenari ve Kast, 1992). Bir sonraki katman tunica vaginalistir, serdz yapili
ve peritonun devamidir, lamina paritealis ve lamina visceralis seklinde ikiye ayrilir
(Tirkmenoglu ve Abacioglu, 2021). Dis katmandan tunica albuginea tabakasi ile
cevrelenmistir, septula testis ile loplara boliinmiistiir. Loplarin igerisinde yer alan
intersitisyumlar bolca sinir, kan ve lenf ve Leydig hiicreleri igerir. Spermatozoonlarin
tiretiminden tubuli seminiferi sorumludur. Androjen hormonlarinin salgilanmasi ise testis
interstisyumunda yer alan interstisyel hiicreler tarafindan gergeklestirilmektedir. Tunica
albuginea tabakasindan kdken alarak testisin merkezine dogru uzanan kivrimli kanallar
tubuli seminiferi contorti olarak adlandirilmaktadir. (Tiirkmenoglu ve Abacioglu, 2021).
Kanallarin duvarlart karmasik yapidadir ve cok katli epitel hiicreden meydana
gelmektedir. Testis’in merkezine dogru yol aldik¢a kanallarin liimenleri daralir,
kivrimlagma yapilarini kaybederek diiz bir yapiya biirliniir ve tubuli seminiferi recti adinm
alir ve testis’in merkezindeki mediastinum testis’e yol yapar, anastomozlasan tubuli
seminiferi recti’ler rete testisi sekillendirir (Bremner ve ark. 1994). Miillerian ve wolffian
sistemlerinin embriyolojik kalintilar1 olan apendiks testis ve epididymis de torsiyon ve
infarktiis sekillenebilir (Davenport, 1996). Spermatozoonlarin {iretiminden tubuli
seminiferi sorumludur. Androjen hormonlarinin salgilanmasi ise testis interstisyumunda
yer alan interstisyel hiicreler tarafindan gergeklestirilmektedir. Tunica albuginea
tabakasindan koken alarak testisin merkezine dogru uzanan kivrimli kanallar tubuli
seminiferi contorti olarak adlandirilmaktadir. (Tiirkmenoglu ve Abacioglu, 2021).
Skrotum, en dis katmandir ve ince bir deri, ter ve yag bezlerinden meydana gelir. Testisler

ve epididymis skrotum’un iginde bulunur, skrotumun altinda viicuda yakinlastirip



uzaklastirma hareketleri ile sicaklik dengesini saglar ve spermatogenezisin

gerceklesmesinde dnemli rol oynar (Maloney ve ark. 2005).

2.2.1. Testisin Vaskiiler Anatomisi

Testis, aorta abdominalis’ten koken alan arteria testicularis tarafindan
beslenmektedir. Arteria testicularis, rami ductus deferentis ve rami epididymidis dallarini
verdikten sonra tunica albuginea tabakasini gecerek tunica vasculosa igerisinde
dallanarak dagilir. Bu arter, testisin temel damar destegini saglayan ana besleyici
damardir. Arteria testicularis, ductus deferens ile birlikte testise dogru ilerler ve testis
kapsiiliine ulasmadan once birka¢ dala ayrilarak i¢ kisimdaki damar agini olusturur.
Testisin vendz drenaji ise vena testicularis araciligiyla saglanir. Cok sayida kiigiik venin
birlesmesiyle testislerin kapiller ag1 meydana gelir. Arteria testicularis ¢evresinde yer
alan venler, plexus pampiniformis olarak adlandirilan yapiy1 olusturur. Bu vendz pleksus,
arterler ve ductus deferens ile birlikte funiculus spermaticus (spermatik kordon) yapisini
meydana getirir. (Sekil 1). Testis ve epididymis’ten gelen toplardamarlarin olusturdugu
plexus pampiniformis, birleserek vena testicularis’i meydana getirir. Vena testicularis,
funiculus spermaticus igerisinde arteria testicularis ile birlikte seyreder ve aralarinda
arteriovendz anastomozlar olusturarak viicut bosluguna geger. Daha sonra vena cava
caudalis’e agilarak sistemik dolasima katilir. Plexus pampiniformis igerisindeki venoz
kanin sicakligy, testikiiler arterdeki kanin sicakligindan daha diisiiktiir. Bu sicaklik farki,
testislerin  viicut 1sisindan daha diisik bir sicaklikta tutulmasini saglayarak
spermatogenezin optimal kosullarda ger¢eklesmesine katkida bulunur. (Shafik ve ark.
1990; Beck ve ark. 1992; Tiirkmenoglu ve Abacioglu, 2021).
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Sekil 1.Testis’in Vaskiiler Anatomisi (Visalli ve ark., 2024)

2.3. Spermatogenezis

Spermatogenezis, diploid spermatogonyumlarin testisin seminifer tiibiillerinde
haploid spermatozoa’ya dogru olgunlastigi ve farklilastigi bir olay dizinidir (Mruk ve
Cheng, 2015). Spermatogenezis, hipotalamustan salgilanan Gonadotropin Salgilatici
Hormon’un (GnRH) etkisiyle hipofizde olusan gonadotropik hormonlarin denetimi
altindadir (Coskun ve ark. 2024). Germ hiicreleri, her gelisim evresinin ardindan tubuli
seminiferilerin bazal yiizeyinden liiminal yiizeyine dogru ilerleyerek olgunlasir ve
sonunda spermatozoa halinde rete testise ulasir. Spermatogenez siirecinde Sertoli
hiicreleri, Leydig hiicreleri, peritiibiiler hiicreler ve germ hiicreleri endokrin ve parakrin
diizenleyici mekanizmalar araciligiyla gorev yapmaktadir. Leydig hiicreleri,
liteinlestirici hormon (LH) tarafindan; Sertoli hiicreleri ise folikiil stimiilan hormon
(FSH) tarafindan uyarilmaktadir. Spermatogenezin baslamasi ve devamliligi, FSH ve
LH’nin koordineli etkisi altindadir. Bu siire¢, bazal membranda yer alan hiicrelerin
mitotik boliinmesiyle baglar. Bu hiicreler spermatogonyal kok hiicreler olarak
adlandirilmaktadir. Mitotik boliinme sonucunda iki tip hiicre olusur: A tipi hiicreler kok
hiicre havuzunu yenilerken, B tipi hiicreler spermatositlere doniisiir. Birincil
spermatositler, birinci mayoz boliinme (Mayoz I) ile iki sekonder spermatosite ayrilir.
Her sekonder spermatosit ise ikinci mayoz boliinme (Mayoz II) sonucunda iki esit haploid

spermatid olusturur. Elde edilen spermatidler, spermiogenez siireci boyunca morfolojik



farklilagsma gegirerek olgun spermatozoa (sperm) haline doniisiir. (Zhou ve ark. 2016;
Sharpe ve ark. 2003). Intratestikiiler testosteron iiretimi ve spermatogenezisin meydana
gelmesinde, FSH ve LH hormonlar1 etkilidir. Interstisyel boslukta yer alan Leydig
hiicreleri, testosteron sentezinden sorumludur. Seminifer tiibiiller igerisinde bulunan
Sertoli hiicreleri ise spermatogenezin siirekliligini saglamak amaciyla gerekli diizenleyici
molekiilleri ve besin maddelerini liretmektedir. Testosteron ve folikiil stimiilan hormon
(FSH), spermatogenezi dogrudan degil, Sertoli hiicreleri aracilifiyla dolayli olarak
diizenleyen temel hormonlardir (Kizilay ve Altay, 2019). Sertoli ve diger somatik
hiicreler, spermatogenez sliresince hem yapisal hem de besinsel destek saglayarak germ
hiicrelerinin gelisimini siirdiirtir. Somatik Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde tabandan
liimene dogru uzanir ve spermatogenezin niteliksel ve niceliksel olarak siirdiiriilebilmesi
icin germ hiicrelerinin olgunlagsma siirecinde sinir olusturan bir mikrogevre meydana
getirir(Griswold, 1998). Spermatogonyal kok hiicreler farklilasarak haploid yapidaki
spermatozoa hiicresine doniisiir. Spermatogenez ¢ok asamali bir siirectir ve otokrin,
parakrin ile endokrin hormonal uyaricilarin etkilesimiyle diizenlenir. Bu siire¢ sonunda
germ hiicreleri, olgun spermatozoa olarak da bilinen fonksiyonel sperm hiicrelerine
dontisiir. Birincil spermatositler, mayoz boliinme ile iki sekonder spermatosite ayrilir;
sekonder spermatositler ise sonraki boliinmeler sonucunda dort haploid spermatid
olusturur. Spermatogenez stireci, her bir hiicre tipine karsilik gelen birden fazla agsamaya
ayrilarak sistematik bir sekilde ilerler. (Griswold, 1998; Kizilay ve Altay, 2019). Normal
bir spermatogenez igin spermlerin 34-35°C olmasi gerekmektedir. Testislerin karin
boslugu disinda lokalize olmasi spermlerin normalden 2-3°C daha diisiik 1s1da olmalarini

saglar (Sharpe ve ark. 2003).

2.4. Fizyopatoloji

Testis torsiyonu, spermatik kordun kendi etrafinda dénmesi ile karakterizedir.
Kan akisinin engellenmesi sonucunda dolasim bozuklugu meydana gelir ve iskemi
sekillenir (Aydmer ve ark. 2012; Tirk ve ark. 2014). Hipoksi, aerobik oksidatif
metabolizmayi etkileyen ve hiicre zedelenmesi ile 6liimiinde son derece 6nemli ve yaygin
bir faktordiir. Hipoksinin baslica nedeni, arteriyel veya ven6z kan akimindaki bozukluklar
sonucu organ ve dokularin yetersiz perfiize olmasiyla ortaya c¢ikan iskemidir. Iskemi

stirasinda, hiicre enerji rezervlerinin tiilkenmesi ve toksik metabolitlerin birikmesi sonucu



hem hiicrede hem de dokuda hasar veya 6liim meydana gelir. Iskemik siire¢ sonucunda
dokularda hipoksi gelisir ve buna bagli olarak hipoksik doku hasari ortaya cikar.
Reperfiizyon, iskemiye ugramis doku veya organlarin yeniden kanlanmasi ve
oksijenlenmesini ifade eden bir siirectir. (Akkog, 2008). Reperfiizyona bagl doku
hasarinda, hiicre icerisine yeniden oksijen girmesiyle birlikte olusan serbest oksijen
radikalleri (SOR) ve diger ¢esitli mekanizmalar siirece dnemli katki saglar. (Yildizhan
ve ark. 2021). Reperfiizyon, erken ve ge¢ donemler olarak iki asamada incelenir. Adenilat
siklaz aktivitesindeki azalma ve hiicre i¢i siklik adenosin monofosfat (cAMP)
seviyelerinin diismesi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunu tetikler. Kan akiminin
yeniden saglanmasi, iskemiye ugramis dokularda nétrofil infiltrasyonu, ROS birikimi ve
hiicresel iyon dengesinin bozulmasina yol acar. Bu siireclerin devaminda, inflamatuvar
yanitlar devreye girer ve sonug olarak hiicre liimii meydana gelir. (Altavilla ve ark. 2012;
Yildizhan ve ark. 2021). Testis torsiyonu karin bolgesinin inguinal kesimine yakin
bolgelerde olusur. Klinik olarak; agri, mide bulantisi, kusma gibi semptomlar goriiliir.
Testis torsiyonunun genellikle sebebinin bilinmedigi, bununla beraber %20 oraninda
travma sonrast meydana geldigi bildirilmistir (Tiirk ve ark. 2014). Testis torsiyonu anne
karninda gelisimini tamamlamamis bebeklerde daha sik goriilmektedir. Testis torsiyonu,
intravaginal ve ekstravaginal olarak degerlendirilir (Tiirk ve ark. 2014). Iskemik
dokularin kanlanmas1 ve oksijenlenmesi cerrahi reperfiizyon ile normale doner. Testis
torsiyonu reperfiize edildikten sonra dokularin kanlanmasi ve dolagiminin devam etmeye
baslamasmna ragmen reperfiizyon hasar1 sekillenebilmektedir. Torsiyon hasari
diizeltildikten sonra bile doku hasar1 olusabilecegi akilda tutulmali ve hastanin yakindan
takip edilmesi gerekmektedir (Bektas ve ark. 2003). Detorsiyon sonrasi gelisen
patofizyolojik degisiklikler, germ hiicrelerinde apoptozu tetikler, Sertoli hiicrelerinin
fonksiyon kaybina, spermatogenezde bozulmalara ve sonug olarak testikiiler atrofiye ile
sonuglanir (Yildizhan ve ark. 2021). Testikiiler iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, ROS’un
ve reaktif nitrojen tiirlerinin {iretimi nedeniyle sekillenir (Mogilner ve ark. 2006;
Kocaman ve ark. 2022). Testis torsiyonu sonucu meydana gelen iskemik hasar,
detorsiyon ile diizeltildikten sonra reperfiizyon hasar1 sekillenir. Dokularda hiicresel ve
biyokimyasal farkliliklar olusur (Cadenas, 1995). Testis torsiyonunda damarlarda
sekillenen tikanma sonrasi ilk 4 saat i¢inde paransim dokularda hasar sekillenmeye baslar.

Yapilan fiziksel muayene sonrasi torsiyondan siiphe ediliyorsa, bu durum hidroselden



ayirt edilmelidir (Tirk ve ark. 2014). Testisin spermatik kordonunun torsiyonundan
kaynaklanan ve iirolojik bir problem olan testis torsiyonu ¢ogunlukla bebeklerde ve
ergenlik cagindakilerde karsimiza ¢ikmaktadir (Akgiir ve ark. 1993; Kurger ve ark. 2017;
Akdere, 2017). Testikiiler iskemiye en duyarli hiicreler germ hiicreleridir (Zhao ve ark.
2011; Bektas ve ark. 2012). Testis torsiyonu zamaninda teshis edilmelidir, zamaninda
midahale edilmedigi durumlarda testisin canlilig1 riske edilir, testis torsiyonu diizeltilmis
olsa bile testis reperfiizyonu ile olusan hasarlarin meydana gelebildigi unutulmamalidir
(Becker ve ark. 1995; Kurger ve ark. 2017). Testis torsiyonu, testis sagligini etkileyen acil
vaka simifindadir (Sharp ve ark. 2013). Testis torsiyonu sekillendikten sonraki ilk 6 saat
icinde tedavi edildiginde, %90 ila %100 basar1 oranin1 yakalamak miimkiin olmaktadir.
6 -12 saat icinde tedavi edilme durumunda basar1 orani %20-50 arasindadir. Eger 12-24
saat sonra miidahale edilirse sadece bu oran %10'a kadar diisebilmektedir (MeStrovi¢ ve
ark. 2017). Erken miidahale edilmedigi durumlarda, tam vaskiiler okliizyon meydana
gelecegi icin testis nekroze olacaktir. Bu yiizden ¢ogu hekim her iki testisi almak yerine
torsiyonlu testisi kurtarmaya calismaktadir. Torsiyone testisin cerrahi yontemlerle
diizeltilmesi sonucunda uzun yillar devam eden bir fonksiyon kaybi olabilmektedir (Uzun
ve ark. 2004). Ayirict tan1 6nemlidir, akut agrili skrotumun ayirici tanisinda; testis
torsiyonu, travma, epididimitis/orsitis, inkarsere fitik, varikosel, idiyopatik skrotal 6dem
ve apendiks testis torsiyonu yer alir (Ringdahl ve Teague, 2006). Testikiiler iskeminin
diizeltilmesinde cerrahi yontemlerden faydalanilabilir (Lysiak ve Turnek, 2002).
Yenidogan testis torsiyonu, dogum 6ncesi ve dogum sonrast olarak ikiye ayrilir. Dogum
sonrasi yeni dogan testis torsiyonu ise ilk muayene bulgularinin normal olmasi, ancak
sonrasinda takipte ele sert bir testis gelmesiyle belirlenir (Celik ve ark. 2014). Testis
torsiyonunun karsimiza ¢ikma durumu ¢ogunlukla iki tepe noktasi seklindedir, bunlar
yenidogan donemi ve ergenlik donemidir. Yenidoganlarda ekstravaginal torsiyon dogum
oncesi veya erken dogum sonrasinda gozlenir. Agrisiz skrotal sislik ya da tipik olarak
akut inflamasyonla birlikte goriiliir (Saric1 ve ark. 2015). Genglerde ve yetiskinlerde
torsiyon intravaginaldir ve torsiyon, tunica vaginalis’in i¢inde olur. Tunica vaginalis’in
testise anormal fiksasyonu olan ¢an tokmag1 deformitesi, tunica vaginalis i¢inde testisin
hareketliliginin artmasma neden olur. Testis torsiyonu ister intravaginal ister
ekstravaginal olsun, spermatik kordun biikiilmesi baglangigta vendz basinci ve

konjesyonu artirir, ardindan arteriyel kan akisinda azalma olur ve iskemi sekillenir.



Semptomlar genellikle tek tarafli olsa da, torsiyona yatkin hale getiren anatomik
kosullarin iki tarafli oldugu varsayilmalidir (Nguyen ve ark. 1999; Favorito ve ark. 2004).

Inguinal bdlgede ani sekillenen agri, sislik, ekimoz ve farkli sebeplerden meydana
gelen problemlere akut skrotum ad1 verilir (Ciftci ve ark. 2004). Akut skrotumun baslica
sekillenme sebepleri arasinda; testis torsiyonu, Bell-Clapper deformitesi, konjenital
anomaliler, epididimitis, orsitis, testis tiimori ve skrotal apseler gelir (Kilic ve Balkan,
2004). Bunlarin yani sira soguk hava ile temas, fiziksel egzersizler, travmalar, inmemis
testis varlig1 ya da artmus testis voliimii de testis torsiyonuna sebebiyet verebilir (Baykara
ve Bildirici, 2023). Testis torsiyonunun en belirgin isareti ipsilateral kremasterik refleksin
yoklugudur (Ringdahl ve Teague, 2006). Torsiyon sekillenen testiste normalin disinda
yatay egilim gozlenir ve medial hattan uyluk sikistirildiginda sekillenen kremasterik
refleks ile beraber testisin konumlanmasinda yiikselme meydana gelir (Sharp ve ark.
2013). Meydana gelen bu degisiklik kremasterik refleksin varligi torsiyon olmadigini
gosterir, fakat bu bulgu net bir klinik anlam ifade etmez (Ciftci ve ark. 2004). Kremasterik
refleksin oldugu ya da olmadigi durumlar klinik bulguda yol gdsterici olabilir, fakat
testislerde sekillenen 6dem, sislik gibi fiziksel degisiklikler saglikli bir muayeneye engel
olabilir (Ciftci ve ark. 2004; Sharp ve ark. 2013).

2.5. Testis Torsiyonunda Klinik Bulgular

Testis torsiyonunda klinik bulgu olarak; skrotal agri, inflamasyon, yangi, ekimoz,
kusma ve mide bulantis1 goriiliir (Kilic ve Balkan, 2004; Sharp ve ark. 2013; Tiirk ve ark.
2014). Testis torsiyonundan kaynaklanan siddetli agr tek taraflidir, yiiksek ates ve alt
tiriner sistem problemleri de goriilebilir. Bunun yani sira skrotum ipsilateral sekilde cilt
sertlesir, deride yapisal degisikler meydana gelebilir. Bu degisikler bize inflamasyon
hakkinda bilgi verir. Testislerden biri asagida, digeri biraz daha yukarida konumlanmis
olabilir (Srinivasan ve ark. 2011). Spermatik kordun bilesenlerinin acikga tespit
edilebildigi, testislerin normal yonelimli oldugu, skrotal 6demin olmadig1 ve sistemik
semptom gostermeyen hastalarda akut testis torsiyonu olma olasilig1 diisiiktiir (Ciftci ve
ark. 2004). Testis torsiyonu bazen niiks edebilir ve vakalarda aniden skrotal agri
sekillenebilir, bunun yami sira agr1 siiresi birkac¢ saat ile sinirlidir ve hi¢cbir miidahele
yapilmadan kendiliginden ortadan kaybolabilir (Davis ve Silverman, 2011; Canning ve

Lambert, 2012). Akut skrotal agri; epididimoorsitis, testis eklentilerinin torsiyonu,
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travma, inguinal fitik gibi durumlarda da goriilebilir, ancak testis torsiyonu sonucu organ
kaybi ihtimali yiiksek oldugu igin ayirici taninin 6nemi bilyiiktiir (Lewis ve ark. 1995).
Klinik muayenede testikiiler torsiyonda ele gelen testis; sert, hassas ve gergindir, normal
testise goOre yukarida olabilir. Bunun sebebi; torsiyon sonrasinda asici baglarin
kisalmasidir. Bununla birlikte, testisi rahatlatmak i¢in testis yukari kaldirildiginda
rahatlama oluyorsa bu durumun epididimo-orsit olma ihtimali yiiksektir (Altaffer, 1980;
Tirk ve ark. 2014).

2.6. Tanisal Testler ve Goruntiileme Yontemleri

Dogru teshis ve tedavi igin ayirict tamiyr dogrulamak amaciyla yardimci
goriintiileme yontemlerinden faydalanilabilir. Ancak tani i¢cin gereken zaman zarfinda bu
hastalar igin risk olusturmayacaksa ultrason ve niikleer sintigrafi de kullanilabilir (Levis
ve ark. 1995). Genellikle testis torsiyonunun klinik tanisinda sintigrafi ve
ultrasonografinin beraber kullanilmasi dnerilir, akut skrotumda yapilan klinik muayenede
testis torsiyonu ve epididimoorsitisi birbirinden ayirt etmek gii¢ oldugundan ayirici tanida
skrotal muayene yapilir (Zehri ve ark. 2021). Skrotumun yiizeyel anatomisi sayesinde
yiiksek ¢ozilintirliikklii USG ve renkli Doppler, skrotal ve testikiiler hastaliklarin tespiti ve
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica, iyonlastirici radyasyon icermemesi,
basitligi, yaygin erisilebilirligi, maliyet etkinligi ve tekrarlanabilirligi sayesinde skrotal
hastaliklar icin son derece ©Onemli bir yontemdir (Wright ve Hoffmann, 2015).
Ultrasonografi (USG), ¢esitli skrotal hastalik ve bozukluklarin tanisinda %100 duyarlilik
sunar ve yliksek mekansal ¢oziiniirliigii sayesinde testis, epididimis ve skrotumu etkileyen
ve benzer klinik semptomlara sahip ¢ok sayida hastalig1 ayirt edebilir (Ong ve ark. 2018).
Testikiiler torsiyonu saptamak i¢in bazen acil bir skrotal Doppler incelemesi gerekebilir.
Skrotal USG genellikle hasta sirtiistii pozisyonda, bacaklar1 hafif¢e agikken, skrotum rulo
yapilmis bir havlu veya yastikla desteklenerek ve penis bir havluya sarilip karin duvar
tizerine yerlestirilerek yapilir. Goriintiileme genellikle yiiksek frekansl bir prob (8§ MHz)
ile gerceklestirilir; ancak 6demli bir skrotum s6z konusuysa diisiik frekansli prob tercih
edilir. Sagittal ve transvers diizlemlerde, ayrica her iki testisin yan yana gosterildigi
transvers diizlemlerde yapilan taramalarla ekojenite, skrotal duvar kalinligi ve akim

simetrisi degerlendirilir (Costa ve Horta, 2014; Ibrahim ve ark. 2016; Kumar ve ark.
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2023). Prob ile tarama alani skrotumu ve inguinal bolgeyi kapsamalidir. Ancak testis
torsiyonunun erken doneminde perfiizyon azalmasi ya da yokluguna bagli bir takim
degisiklikler olabilmektedir ve USG ile belirlenemeyebilir. Iskemik ve nekrotik testisin
USG gorintisiinde heterejonite artmustir. Ultrasonografik incelemenin torsiyonda
spermatik kordun goriintiilenmesi tani konulmasmin en 6nemli adimidir. Spermatik
kordda “girdap isareti” olarak tanimlanan donme hareketinin gozlemlenmesi, tani
koydurucu bir bulgu olarak kabul edilmektedir. Taniy1 destekleyen diger énemli bir
gOsterge ise, testis iginde azalmis veya ters yonli diyastolik kan akimi varligidir (Baud
ve ark. 1998). Testis eklerinin torsiyonu, genellikle prepubertal donemde ve sol testiste
goriilmektedir. Torsiyon, testisin iist kisminda ani veya yavas baglayan agr ile kendini
gosterir ve bu lokalizasyonda mavimsi benek patognomonik bir bulgu olarak
gbzlemlenebilir. Torsiyone appendiks, hiperekoik veya heterojen eko ile ultrasonografik
olarak saptanir. Bu durum siklikla genislemis epididimis basi, reaktif hidrosel ve
kalinlasmis skrotal duvar ile birlikte goriilmektedir. Renkli Doppler ultrasonografi
(RDUS) incelemesinde, testis ve epididimis kanlanmasi korunurken, torsiyone
appendikste kanlanma gozlenmez. (Monga ve ark. 1999; Kantarct ve Mihmanli, 2019).
Testikiiler iskemi ve reperfiizyonda tani igin renkli doppler ultrasonografi (RDUSG)
onem arz eder (Sekil 2) (Baker ve ark. 2000; Sharp ve ark. 2013). Hastanin anamnezi ve
fiziki muayenesi eger testis torsiyonunu diisiindiiriiyor ise, bu hastalarda goriintiileme ile
zaman kaybedilmemelidir. Bu tetkikler yerine cerrahi miidaheleye bagvurulmali ve testise
cerrahi eksplorasyon islemi gergeklestirilmelidir. Bu silire zarfinda goriintiileme
istenmemesinin amaci, iskemik durumda olan testisin bir an 6nce cerrahi yontem ile
yeniden oksijenlenebilecegi konuma geri getirebilmesidir (Zehri ve ark. 2021). Testis
torsiyonu olan klinik vakalarda skrotal eksplorasyon yapilir, son yillarda cerrahi
miidahele gerektirmeyen vakalarin ayrimini yapabilmek i¢in akut durumlarda RDUS’dan
faydalanilmaktadir (Memik, 2012). Bu goriintiileme teknigi ile testislerin konumlanmasi,
sekli, ekojenitesi ve perflizyon derecesi incelenir, buna gore testislerdeki kan akisinin

durumuna gore tani konulur (Memik, 2012; Baykara ve Bildirici, 2023).
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Sekil 2. Sag testis torsiyonu. Ultrasonografik incelemede sag testis biiylimiis ve heterojen hipoekoik
goriiniimdedir. Renkli Dopplerde kan akimi yok (Nakayama ve ark. 2020)

2.8. Tedavi

2.8.1. Medikal Tedavi

Testikiiller iskeminin medikal tedavisinde; eritropoietin reseptér agonistleri,
anestezikler, antioksidanlar, kalsiyum kanal blokdrleri, inflamasyon modiilatorleri,
platelet inhibitorleri, vazodilatatorler ve fitoterapdtikler gibi birgok ajan kullanilmigtir
(Cassatella ve ark. 1993; Schultz ve ark. 1996; Atik ve ark. 2006; Akcora ve ark. 2007,
Stefanska ve Pawliczak, 2008; Guimaraes ve ark. 2010; Hanci ve ark. 2010; Yildiz ve
ark. 2011; Karagiizel ve ark. 2012; Ozbal ve ark. 2012; Urt ve ark. 2012; Saluk ve ark.
2013; Dusmez ve ark. 2014; Ozsoy ve ark. 2016; Arena ve ark. 2017). Bununla beraber,
testis iskemilerinin tedavisinde fizik tedavilere de yer verilmistir (Thom, 2011; Almodhen

ve ark. 2011; Ozkisacik ve ark. 2012).

2.8.2.Cerrahi Tedavi

Testis torsiyonu iiriner sistem hastaliklarinda iist siralarda yer alan acil bir
patolojidir (Memik, 2012). Eger hastada testi/s torsiyonu siiphesi varsa, klinik muayene,
ultrasonografi ve daha sonrasinda detorsiyonu kolaylastirmak amaciyla yeterince yaygin
kullanilmamakla beraber lokal anestezik ile spermatik kord blogu uygulanmasi
onerilmistir (Lopez ve ark. 1996; Pentyala ve ark. 2001). Spermatik kord bloguna ek
olarak skrotum f{izerine buz uygulamasi; fizik muayeneyi kolaylastirir, torsiyona bagh
agrinin hafifletilmesine yardimci olur ve daha 6nemlisi lokal hipotermi olusturulmasi ile
iskemik hasar geciktirilir (Miller ve ark. 1990; Uner, 1996; Pentyala ve ark. 2001). Testis,

ancak spermatik kord blogu saglandiktan sonra manuel olarak detorsiyone (ters yonde
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dondiiriilmesi) edilebilmesi miimkiin olabilir (Pentyala ve ark. 2001). Eger anamnez ve
yapilan muayene sonrasi tani torsiyona isaret ediyorsa ve manuel olarak detorsiyone
edilemiyorsa, cerrahi eksplorasyon yapilmalidir (Sharp ve ark. 2013). Torsiyon sonrasi
yapilacak eksplorasyonda ilk 4-8 saat i¢inde yapilan miidahale basar1 sansini artirir
(orsiopeksi). Cerrahi girisimde gecikme s6z konusu oldugunda kisirlik olabilir veya testis
torsiyonu sebebiyle orsicktomi yapilmasi gerekebilir (Sharp ve ark. 2013). Ozellikle
atrofiye ugramis testis vakalarinda orsiektomi (testisin cerrahi olarak ¢ikarilmasi) son
care olarak uygulanan bir islemdir ve testis torsiyonu olgularinin %32-42’sinde gerekli

olmaktadir (Minas ve ark. 2023).

2.9. TAS-TOS (Total Antioksidan Seviye/Total Oksidan Seviye)

Oksidatif stres, organizmada oksidan ve antioksidan maddeler arasindaki
dengenin oksidanlar lehine bozulmasi durumudur ve canli i¢in patolojik bir siire¢ olarak
kabul edilir. Bu dengesizlik sonucunda olusan oksidatif stresin toplami, total oksidatif
stres (TOS) veya total oksidan seviye olarak ifade edilir. Oksidatif stres, agiri miktarda
reaktif oksijen tiirleri (ROS) veya reaktif nitrojen tiirleri (RNS) iiretimi ile ya da
antioksidan tampon sistemlerinin yetersiz ¢alismas1 sonucu ortaya ¢ikar. Ote yandan, total
antioksidan kapasite (TAS), viicutta bulunan antioksidan maddelerin hiicre
membranlarina zarar veren oksidanlara kars1 koruyucu etkisini ve oksidan olusumunu
engellemedeki toplam etkinligini ifade eder. Serum ve plazmadaki toplam oksidan ve
antioksidan seviyesini 6lgmek i¢in pratik yontemler gelistirilmigtir. "Total Oksidan
Seviye (TOS)" ve "Total Antioksidan Seviye (TAS)" 6l¢timii, kolay gergeklestirilebilir
ve maliyet agisindan uygun yontemlerdir (Tarpey ve ark. 2004; Yuvanc ve ark. 2018).

2.10. PRM-2 (Protamin -2)

Protamin 1 (P1) ve protamin 2 (P2) olmak tiizere iki tip protamin vardir ve bunlar
insan sperminde gegis proteinlerinin ekspresyonunu saglar. Insan sperminde P1 ve P2
miktart yaklasik olarak esittir (Nanassy ve ark. 2011). P1’in P2’den kdken aldig
diisiiniilmektedir ancak P1 ve P2 protaminler arasinda aminoasit dizilimi ydniinden
farkliliklar gézlenmistir (Ammer ve ark. 1986; Nanassy ve ark. 2011). P1 ve P2, insan

erkek genomunu paketleyen sperm ¢ekirdegindeki en bol niikleer proteinlerdir. P1 olgun
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bir protein olarak sentezlenirken, P2 énciil (6n-P2) olarak sentezlenir. Infertil hastalarda
yapilan farkli ¢alismalarda P2 protamin igeriginde azalma bildirilmistir. Bazi infertil
hastalarda artmis P1/P2 orani ile birlikte artmis pre-P2 seviyelerine dair kanitlar da
bildirilmistir (Torregrosa ve ark. 2006). Olgunlasma siirecinde gorev yapan ¢esitli protein
tipleri vardir, histonlarin protaminlerle yer degistirmesi, geg¢is proteinleri olarak
adlandirilan proteinler tarafindan gergeklestirilir. Gergeklesen reaksiyonlar arasinda en
onemli olanlar asetilasyon ve fosforilasyondur. En sik bulunan protamine; protamin 1'dir
ve Protamin 1, arjinin ve sistein agisindan zengindir. Bunlar, DNA'ya baglanir, onu
yogunlagtirir ve dollenme sirasinda tekrar serbest birakir. Bogalarda ve diger memeli
tiirlerinin ¢ogunda, yalnizca protamin 1 bulunur ve kromatin, yiiksek sayida distilfiir bagi
nedeniyle 6zellikle kararlidir. Baz tiirlerde (kemirgenler, atlar, primatlar), protamin 2 ad1
verilen ikinci bir protamin de bulunmustur. Bu protein yliksek miktarda arginin igerir,
ancak lizin veya sistein icermez. Bu nedenle serbest tiyol grubu i¢cermez ve disiilfiir

baglar1 olusamadigi i¢in daha az kararlidir (L6hmer, 2023).

2.11. ABP (Androjen Baglayici Protein)

Androjen baglayici protein (ABP), sican testisinde sertoli hiicreleri ve epididimis
tarafindan tretilir, daha sonra efferent kanallar yoluyla epididimise tasinir ve dolagima
katilir (Tindal ve ark. 1975; Cil ve Akgay, 2017). Androjen baglayict bu glikoprotein 70-
90 kDa molekiil agirhigina sahip olup, dihidrotestesteron ve 17-beta-6stradiola
baglanmaktadir (Cil ve Akcay, 2017). ABP, sertoli hiicrelerinin sekretuar fonksiyon
belirtecidir, ayrica testikiiler yetmezlikte azaldigi belirtilmistir, sertoli hiicrelerinin
fonksiyonlar1 degerlendirilirken de androjen baglayici proteinler incelenir (Kizilay ve ark.
2018). Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen bu protein folikiil stimiilan hormon kontrolii
altindadir, FSH nin sertoli hiicrelerine olan etkisi altinda regiile olan bu protein liretimi,
insiilin, retinol ve testesteron sentezine bagli olarak artmakta ve epididimiste spermatozoa
maturasyonu i¢in uygun bir ortam hazirlamaktadir (Cil ve Ak¢ay, 2017). ABP, ilk olarak
normal si¢canlarin epididimisinde yaklasik 18 giinliikken ortaya c¢ikmaktadir. 16-19
giinliikken Sertoli hiicreleri arasinda baglanti kompleksleri gelisir. Bu sekilde kan-testis
bariyeri olusturulur (Tindall ve ark. 1975). ABP spesifik olarak testosteron veya

dihidrotestosterona baglanarak onlar1 daha az lipofilik ve seminifer tiibiillerde daha
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konsantre hale getirir. ABP, seminifer tiibiillerde spermatogenezi ve epididimisde sperm
olgunlagmasi igin gereklidir. ABP, olgunlasmamis sperm ile birlikte caput epididimise
gb¢ ettiginde, testosteronun olgunlasmamis sperme erisimini saglar ve sperm
olgunlasmasin1 destekler. ABP, ayrica hedef organlarda rol oynamaya devam eden
testosteron, dihidrotestosteron ve Ostrojenlerin viicutta tasinmasina da yardimci olur (Ma
ve ark. 2015). Kan ve lenf yoluyla tubuluslarin lumenine gelen testosteron ve
dihidrotestosteron gibi androjenler, FSH’nin etkisiyle Sertoli hiicrelerinden salgilanan
Androjen Binding Protein (ABP) ile birlesir ve bu sayede spermatogenezis baslar
(Coskun ve ark. 2024).

2.12. N-Asetil Serotonin

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT; kimyasal adiyla 3-(2-aminoetil)-1H-indol-
5-ol), merkezi sinir sisteminde gérev yapan bir nérotransmitterdir. “Mutluluk hormonu”
olarak da bilinen serotonin, ¢esitli fizyolojik siire¢lerde rol oynar ve basta 5-HT1, 5-HT2,
5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 ve 5-HT7 olmak iizere farkli alt reseptor tiplerine
baglanarak etkilerini gosterir. (Naughton ve ark., 2000; Kurtulmus ve Tas, 2015).
Serotonin merkezi sinir sisteminde rol alan bir hormondur. Bir ¢ok durumda serotoninin
etkisi karsimiza ¢ikmaktadir bunlar; depresyon hali, kardiyolojik problemler, biiyiime,
gelisme, cinsel aktivasyon, kemik gelisimi, obezite ve metabolik olaylar olarak
siralanabilir. Rejenerasyon kabiliyeti ¢ok yliksek olan karacigerde de serotonin seviyesi
iyilesme ve yenilenme siirecine olumlu katki saglamaktadir (Ozanne ve Hales, 2004;
Matondo ve ark. 2009; Kurtulmus ve Tas, 2015). Serotonin sentezi, serotonerjik
noronlara alian triptofan aminoasidi ile baslar. Sitoplazmada bulunan sinirlayict enzim
triptofan hidroksilaz 2, molekiiler oksijen ve tetrahidrobiopterin kofaktorii varliginda
triptofanin hidroksilasyonunu katalize ederek 5-hidroksitriptofan (5-HTP) olusumunu
saglar. Ardindan, 5-HTP, piridoksal-5'-fosfat kofaktorii ve aromatik L-aminoasit
dekarboksilaz enzimi araciligiyla hizla serotonine (5-HT) doniistiiriiliir. Triptofan,
triptofan hidroksilaz tarafindan 5-hidroksitriptofana cevrilir; 5-hidroksitriptofan ise
aminoasit dekarboksilaz etkisiyle serotonine doniisiir. Son asamada serotonin,
arilalkilamin N-asetiltransferaz (NAT) enzimi araciligiyla N-asetil-serotonin formuna
cevrilir. (Brzezinski, 2016; Atasoy, 2019; Ruddick ve ark. 2006; Kurtulmus ve Tas,
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2015). Serotonin kan-beyin bariyerini ge¢emedigi i¢in N-asetil transferaz enzimi
sayesinde asetillenerek N-asetilserotonine (NAS) doniisiir. N-asetil seratonin pineal
bezde ve retinada eksprese edilir (Sar1 ve ark. 2020). Yapilan arastirmalar sonucunda
NAS’in melatoninin biyosentezinde 6n madde oldugu ve gicli antioksidan etki
gostermesi, bunun yani sira hafizay1 tazeleme, termoregiilasyon, merkezi sinir sistemi
(MSS) {izerinde agrimin azaltilmasi ve Tropomyosin receptor kinase B (TrkB)
reseptOriinliniin aktivayonunda islev gostermesi gibi bir ¢ok islevi bildirilmistir. NAS
reseptorii, TrkB aktivasyonunda melatonin ve serotoninden daha segici bir reseptordiir
ancak kararsiz yapida oldugu bildirilmistir (Shen ve ark. 2012). Ayrica uzun siiren
uykusuzluk gibi durumlarda hipokampiiste TrkB reseptorii ile ndrogenezi uyarmaktadir
ve bu etkinin de 6zellikle dentat girusta gergeklestigi bildirilmistir (Psarakis ve ark., 1988;
Yan, 1988; Jang ve ark., 2010; Sompol ve ark. 2011). Calismamizda da N-Asetil
Serotonin’in giiglii antioksidan 6zelliginden faydalanilarak testikiiler iskemi hasarlarinda

olan etkinligi ortaya kondu. Sekil 3°te N-Acetylserotonin’in kimyasal yapis1 verilmistir.

H-

Sekil 3. N-Acetylserotonin’in kimyasal yapist (National Center for Biotechnology Information (2025)
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3. MATERYAL METOD

Bu ¢alisma i¢in Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK)’ndan 28/03/2024 tarih ve 2024/03-03 karar numarasi ile onay alinmistir.
Calisma, HMKU Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirildi. Calismada, 200-250 g agirhiginda 32 adet yetiskin erkek Wistar Albino
rat kullanildi. Ratlar, yiyecek ve suya serbest olarak erisebildi ve 12 saatlik bir
aydinlik/karanlik dongiisiiyle 20-22 °C sicaklik ve nem kontrollii bir ortamda temiz
plastik kafeslerde barindirildi.

Calismada ratlar rastgele 4 gruba boliindii (n=8). Grup 1: kontrol grubu idi, bu
gruba deney sonunda sol orsiektomi yapildi Ve ardindan sakrifiye edildi. Grup 2 ve Grup
4’teki ratlara testis torsiyonu olusturuldu. Daha sonra testisler normal pozisyonlarina
getirilerek iskemi-reperfiizyon hasari degerlendirildi. Grup 2 (Sham grubu): iskemi-
reperfiizyon (I/R) grubu idi, bu gruptaki ratlara testis torsiyon-detorsiyon yaptirildi ancak
herhangi bir tedavi uygulanmadi. 24 saat sonra sakrifiye edildi. Grup 3 (NAS grubu):
Pozitif kontrol grubu idi ve bu gruptaki ratlara sadece NAS (10 mg/kg iP) (Liu ve ark.,
2021) uygulandi ve bagka islem uygulanmadi, deney sonunda sol orsiektomi yapildi ve
ardindan sakrifiye edildi. Grup 4: iskemi-reperfiizyon + NAS (I/R+NAS) grubu idi, bu
gruptaki ratlara cerrahiden 30 dk dnce ve sonra NAS (10 mg/kg IP) (Liu ve ark., 2021)
intraperitoneal olarak verildi ve testis torsiyon-detorsiyon yapildi. Islemden 24 saat sonra
sakrifiye edildi.

3.1. Cerrahi Islem

Cerrahi girisimler steril kosullarda ve ksilazin/ketamin (10/50 mg/kg, i.p.)
kombinasyonu ile ger¢eklestirildi. Testis dokusunun asepsi-antisepsisi saglandiktan sonra
Grup 2 ve Grup 4'teki ratlarin testisleri, sol inguinoskrotal kesiden ¢ikarildi. Daha sonra
sol testis saat yonlinde 720 derece dondiiriilerek 5/0 poliglaktin ile skrotuma 2 saat
dikilerek sabitlendi. Iskemik siiregten sonra testis detorsiyon pozisyonuna getirildi (Sekil
4). Testis detorsiyona alindiktan sonra reperfiizyon hasarini degerlendirmek i¢in 24 saat

boyunca normal anatomik pozisyonunda birakildi (Bozkurt ve ark., 2020). Daha sonra
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testis dokusunun histopatolojik ve biyokimyasal incelemeler igin sol orsiektomi yapildi

ve intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edildi.

Sekil 4. Testikiiler ensizyon ve torsiyon modeli

3.2. Histopatolojik inceleme

Otenazi sonrasi tiim hayvanlara nekropsi yapildi. Testisler almip %10 luk
tamponlu formalinde tespit edildi. Sonrasinda rutin yontemlere gore alkol, ksilol
serilerinden gegirildikten sonra parafine gomiilerek 5 um kalinliginda alinan kesitler
ksilollerde deparafinize edilip; 100, 96, 80 ve 70’lik alkol serilerinden de gecirildikten
sonra Hematoksilen Eozin (H&E) (Luna 1968) ile boyandi. Isik mikroskop altinda
(Olympus CX31) incelendikten sonra mikrofotograflari (Olympus DP12) alindi.
Hemoraji, 6dem ve Okonjesyon gibi testikiiler parangim hasar1 normal (0), hafif (1), orta
(2) ve siddetli (3) olarak skorland1 (Yildiz ve ark. 2011; Yurtal ve ark. 2023). Seminifer
tubul yapisi, spermetogenezis, spem cell maturasyonu ise Johnsen’un skorlamas1 (MTBS:
Mean testicular biopsy score) kullanildi ve asagidaki tabloya gore yapildi (Tablo 1 ve
Tablo 2) (Johnsen, 1970; Akbas 2016; Yurtal ve ark. 2023). Spermetogenezis, epitel

olgunluguna gore 0-10 arasinda skorlandi.
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Tablo 1. Testis Biyopsi Skorlar1 (MTBS)

Skor Aciklama

Hiicre yok

Germ hiicresi olmayan Sertoli hiicreleri

Yalnizca spermatogonyumlar

Sadece birkag spermatosit

Cok sayida spermatosit

Sadece birkag erken spermatid

Farklilagsma gostermeyen ¢ok sayida erken spermatid

Az sayida ge¢ spermatid

©O©| O Nl o O b W N

Cok sayida ge¢ spermatid

=
o

Tam spermatogenez

Tablo 2. Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi

Skor 1 Germ hiicresi ve sertoli hiicresi hi¢ yok.

Skor 2 Germ hiicresi hi¢ yok. Yalnizca Sertoli hiicresi mevcut.

Skor 3 Sadece spermatogonia seklinde mevcut.

Skor 4 Cok az sayida spermatosit mevcut.

Skor 5 Spermatozoa ya da spermatid hi¢ yok. Ancak ¢ok sayida spermatosit mevcut.

Skor 6 Sadece birka¢ tane spermatid mevcut.

Skor 7 Spermatozoa hig¢ yok. Fakat ¢ok sayida spermatid mevcut.

Skor 8 Cok az sayida spermatozoa mevcut.

Skor 9 Cok sayida spermatozoa mevcut ve diizensiz spermatogenezis mevcut.

Skor 10 Tamamlanmis spermatogenezis mevcut ve diizgiin agik tubiil mevcut

3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Homojenat hazirlama
Testis dokular1 PBS (0.01 M, pH 7.4) ile yikandiktan sonra 0,1g lik doku
parcalarina ayrildi. Sonrasinda, bir doku 6giitiicli homojenizator yardimi ile icerisinde

proteaz inhibitérleri bulunan 1ml RIPA tampon ¢ozeltisinde (50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
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150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.5% Sodyum deoksikolat, 0.1 % SDS, PMSF 1mM)
homojenize edildi. Homojenize edilen karisim +4°C’de arasira vortekslenerek 30 dk
boyunca bekletildi. Daha sonra +4°C’de 10000xg’de 10 dk santrifiij edilerek siipertnatant

kismi alinip bir sonraki ¢alismalar i¢in saklandi.

3.3.2. Total antioksidan seviye tespiti

Alman o6rneklerden total antioksidan seviye (TAS) tespiti kolorimetrik olarak bir
ticari kit (Elabscience E-BC-K801-M,USA) kullanilarak gerceklestirildi. Kisaca, bu
metot antioksidanlarin varliginda yesil ABTS+ radikalinin renksiz ABTS’ye
indirgenmesi esasina dayanir. Numunelerin TAS degerleri 660 nm ‘de absorbans dl¢tiimii
yapilarak standart grafiginden kiyaslanarak hesaplanabilir. Toplam antioksidan

seviyelerin tespitinde troloks referans molekiil olarak kullanilmistir.

3.3.3. Total oksidan seviye tespiti

Numunelerin total oksidan seviyelerinin tespiti ise yine ticari kit (Elabscience E-
BC-K802-M, USA) vasitasiyla kolorimetrik olarak gergeklestirildi. Metodun temel
prensibi Orneklerde bulunan oksidan ajanlarin Fe+2 iyonunu Fe+3’e oksitlemesi ve
bununda ksilenol turuncusuyla olusturdugu renkli kompleksin 590 nm’de absarbans
Olclimii esasimna dayanir. Numunelerin absorbans degerleri igerdikleri oksidan
molekiillerle dogru orantilidir. Standart grafik ¢izilerek numunelerin absorbans

degerlerinden total oksidan seviyeleri hesaplanmistir.

3.3.4. ELISA analizleri

Elde edilen doku orneklerinden protamin ve seks hormonu baglayict globulin
protein seviyeleri satin alinan ticari ELISA kitleri (Abbexa, PRM2, Hollanda ve Abbexa,
SHBG, Hollanda) vasitasiyla gerceklestirildi.
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3.4. Istatistik

Elde edilecek degiskenler onemlilik testlerine gegilmeden once, normallik
yoniinden Shapiro Wilk testi, varyanslarin homojenligi yoniinden Levene testi ile
incelenmistir. Calismada histopatolojik parametrelerin gruplar arasindaki farkliligi
Kruskal Wallis testi ile degerlendirilmistir. Anlamli bulunan histopatolojik parametreler
icin ileri asama testi (post hoc) olarak ¢oklu Dunn testi kullanilmistir. Biyokimyasal
parametreler ve proteinlerin gruplar arasindaki farklilig1 tek yonlii varyans analizi (one-
way ANOVA) ile belirlenmistir. Biyokimyasal parametreler ve proteinlerden anlamli
bulunan degiskenler i¢in ileri agama testi (post-hoc) olarak Duncan testi kullanilmistir.
Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS 23.0 istatistik paket programu ile gergeklestirilmis
olup, p<0.05 kriteri dikkate alinarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

NAS’n testikiiler iskemi-reperfiizyon modelinde olusan degisiklikler {izerindeki
etkisi Tablo 3’te sunulmustur. Kontrol grubunda testisler normal histolojik yapidaydi
(Sekil 5a, 5b). NAS grubuda kontrol grubu ile benzer 6zellikteydi (Sekil 5¢, 5d) Sham
(I/R) grubunda ise hafif siddette konjesyon mevcuttu (6a). Seminifer tubiiller arasinda
hafiften siddetliye varan 6dem ve hemoraji dikkat ¢ekti (6a, 6b). Seminifer tubiil
konturlarinda diizensizlik (ok), spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde bozulmayi
gosteren MTBS skorunda istatistiki olarak anlamli bir diistis gozlendi (6a, 6b). Tedavi
grubunda ise I/R (sham) grubuna gére 6dem konjesyon ve hemorajinin istatistiki olarak
anlamh diizeyde azaldigi goriildii (Sekil 6c, sekil 6d). Ayrica MTBS skorundaki
iyilesmeyle Seminifer tubiil konturlarinda diizensizliklerinde azalma ve spermatogenik

seri hiicrelerin diziliminde diizelmeler goriildii (Sekil 6¢, 6d).

Tablo 3. Konjesyon, hemoraji, 6dem ve MTBS skorlar1

Grup/Parameter | Konjesyon Hemoraji Odem MTBS
Kontrol 0 (0-0) B 0 (0-0) B 0(0-1) ¢ 9 (8-10) A
NAS 0(0-1)® 0(0-0) B 0(0-1) € 9 (8-10) A
NAS Tedavi 0(0-1)8 0(0-1)® 1(0-2)® 7(6-9) B
Sham (IR) 1(0-2)A 2(1-3)A 2(1-3)A 55(2-8) B
P degeri 0,013 <0,001 <0,001 <0,001

Tablo 3: Konjesyon ve hemoraji agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur (sirastyla p= 0,013 ve p<0,001). Her iki histopatolojik incelemede de Sham grubu diger
gruplara gore istatistiksel olarak daha yiiksek seviyededir. Odem agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik belirlenmistir (p<0,001). Kontrol ve nas grubu benzer olarak en diisiikk skora
sahipken, nas tedavi grubu bunlara gore istatistiksel olarak daha yiiksektir (p<0,05). Sham grubu ise diger
tiim gruplardan istatistiksel olarak daha yiiksek skora sahip oldugu tespit edilmistir (p<0,05). MTBS’ nin
gruplar arasindaki farklilig1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Nas tedavi ve Sham grubu
MTBS skorlar1 kontrol ve nas gruplarina gore istatistiksel olarak daha diisiik olarak belirlenmistir (p<0,05).

Kontrol ve nas gruplari arasinda bu skor agisindan farklilik bulunmamustir (p>0,05).
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Sekil 5.Testislerde Kontrol ve NAS gruplarinda gézlenen histopatolojik bulgular, HE. a) Seminifer tubiil
normal histolojik yapisinda, Kontrol grubu, b) Seminifer tubiil normal histolojik yapisinda, Kontrol grubu
¢) Seminifer tubiil normal histolojik yapisinda, NAS grubu. d) Seminifer tubul normal histolojik yapisinda,
NAS grubu.

Sekil 6. Testislerde SHAM ve Tedavi gruplarinda gozlenen histopatolojik bulgular, HE. a) Damarlarda
hafif konjesyon (oklar) tubiiller arasi bolgede orta siddette hemoraji (yildizlar) ve seminifer tubiil
yapilarinda bozulmalar (okbasi), Sham grubu. b) Seminifer tubiiller arasinda hemoraji (yildizlar) ve 6dem
(oklar). ¢) Seminifer tubiil hemen hemen normal histolojik yapisinda, Tedavi grubu, d) Seminifer tubiiller
arasinda hafif siddette 6dem, Tedavi grubu.
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4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. TAS, TOS ve OSI Degerleri

Deneme siiresi sonrasi alinan testis homojenatlarindan TAS (total antioksidan

kapasite) ve TOS (total oksidan kapasite) analizleri temin edilen hazir ticari kitin

protokolii takip edilerek gerceklestirimistir. OSI (oksidatif stres indeksi) degerleri ise

TAS ve TOS degerlerinin oranlamasiyla ortaya konulmustur.

4.2.1.1 Testis TAS diizeyleri
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Sekil 7. Testis homojenatlarindaki TAS degerleri

Calisma stiresi sonrasinda Sham (I/R) grubu deney hayvanlarinda testis
homojenatlarindaki TAS degerlerinin (4,85+ 1,22) kontrol gubuna gore (9,60+ 0,80) %49
oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Yine NAS grubundaki (10,62+0,58) TAS diizeylerinin

kontrol grubuna (9,60+0,80) gore yaklasik %11 diizeyinde arttig1 goriilmiistiir. Bununla
birlikte tedavi grubunda (6,47+ 0,77) ise TAS degerinin sham grubuna gore %33,5
oraninda arttig1 bulunmustur (p<0,05) (Sekil 7).
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4.2.1.2. Testis TOS diizeyleri
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Sekil 8. Testis TOS degerleri

Elde edilen verilere gore Sham (I/R) grubu deney hayvanlarinda testis

homojenatlarindaki

(306,15+2,94)

TOS degerlerinin (506,44 + 43,06) kontrol gubuna gore

%65 oraninda arttig1 tespit edilmistir. Yine NAS grubundaki

(302,704£2,94) TOS diizeylerinin kontrol grubuna (306,15+6,66) gore yaklasik %]1,5

diizeyinde azaldig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte tedavi grubunda (419,08+15,35) ise

TAS degerinin sham grubuna gore %17 oraninda azaldigi bulunmustur (p<0,05) (Sekil

8).
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4.2.1.3. Testis dokusunda OSI diizeyleri
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Sekil 9. Testis OSI degerleri (istatistik verilmemistir, standart hata yiizde olarak
sunulmustur).

Caligma  siiresi sonrast Sham grubu deney hayvanlarinda testis
homojenatlarindaki OSI degerlerinin (104,47) kontrol grubuna gore (31,90) %235
oraninda artt1g1 tespit edilmistir. Yine NAS grubundaki (28,51) OSI diizeylerinin kontrol
grubuna (31,90) gore yaklasik %11 diizeyinde azaldigi goriilmiistiir. Bununla birlikte
tedavi grubunda (64,76) ise bu degerin sham grubuna gore %38 oraninda azaldig

bulunmustur (Sekil 9).

4.2.2. Protein Analizleri

Deneme siiresi sonrasi alinan testis homojenatlarindan PRM2 ve ABP (SHBP-Sex
hormonu baglayict globiilin) proteinlerinin diizey analizleri temin edilen hazir ticari

kitlerin protokolleri takip edilerek ELISA metodu ile gergeklestirilmistir.
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4.2.2.1. Testis dokusunda PRM2 protein diizeyleri
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Sekil 10. Testis PRM2 protein diizeyleri

Elde edilen verilere gore Sham (I/R) grubu deney hayvanlarinda testis
homojenatlarindaki PRM protein diizeylerinin (131,67 2,54) kontrol gubuna gore
(124,51+ 3,08) %6 oraninda artt1g1 tespit edilmistir. Yine NAS grubundaki (83,72+7,53)
PRM2 diizeylerinin kontrol grubuna (124,51+3,08) gore yaklasik %32 diizeyinde azaldig:
goriilmistiir. Bununla birlikte tedavi grubunda (103,60+ 4,46) ise PRM2 degerinin sham
grubuna gore %21 oraninda azaldigi bulunmustur (p<0,05) (Sekil 10).

4.2.2.2 Testis dokusunda ABP protein diizeyleri
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Sekil 11. Testis ABP protein diizeyleri
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Calisma  siiresi sonrast Sham grubu deney hayvanlarinda testis
homojenatlarindaki ABP protein diizeylerinin (142,23+ 19,24) kontrol gubuna gore
(97,74+ 31,06) %46 oraninda arttig1 tespit edilmistir. Yine NAS grubundaki (80,82+
17,69) ABP diizeylerinin kontrol grubuna (97,74 + 31,06) gore yaklasik %17 diizeyinde
azaldig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte tedavi grubunda (185,82+ 31,78) ise bu degerin
sham grubuna gore %30 oraninda daha da arttig1 tespit edimistir (p<0,05) (Sekil 11).
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu, geng erigkinlerde siklikla goériilen ve acil miidahale gerektiren
bir durumdur (Wei ve ark. 2007; Ozbal ve ark. 2012; Asghari ve ark. 2016). Genel bir
ifade ile testis pedikiiliiniin kendi etrafinda donmesinden kaynaklanir ve sonug olarak
iskemik bir tablo ortaya c¢ikar (Ozbal ve ark. 2012). Tan1 ve tedavinin gecikmesi
durumunda ise testislerde fonksiyon kayb1 ve hatta kalic1 kisirlik kaginilmazdir (Ozbal ve
ark. 2012; Asghari ve ark. 2016).

Arastirmada testis dokusu homojenatlarinda farkli gruplarin TOS, TAS ve OSI
degerlerini arastirdik. Elde edilen verilere gdre homojenatlarda Iskemi/reperfiizyon (I/R)
grubunda (Sham) TOS kontrole gore anlaml diizeyde arttigi, NAS’1n tedavisinin ise TOS
miktarin1 I/R grubuna gore anlamli diizeyde azaldigini tespit ettik. Calismada OSI
degerleri ise bu bulgulara paralellik gosterdi. Yine TAS degerleri de tam tersi diizeylerde
oldugu yani NAS’ 1n antioksidan kapasiteyi anlamli derecede arttirdigini ortaya koyduk.

19. yiizyilin baglarinda, “iskemi” terimi ilk olarak arteriyel girisin tikanmasi
nedeniyle dokulara yetersiz kan temini olarak tanimlanmistir (Kalogeris ve ark., 2012).
Iskemi, dokulardaki veya organlardaki kan akis1 azaldiginda veya tamamen durdugunda
meydana gelir (Sheridan ve ark. 2001) . Hiicre hasar1 ve/veya 6liimii, hiicre tipine ve
organa bagl olarak degisen kritik bir iskemi doneminden sonra meydana gelir. I/R hasari
esas olarak serbest radikallerin artan iiretimi ve buna bagli oksidatif stresle iligkilidir
(Choi ve ark. 2023). I/R hasart yaygin bir klinik sorundur. I/R hasarimin altinda yatan
patofizyolojik mekanizmalar belirsiz olsa da, oksidatif hasar I/R hasarinin baglamasinda
onemli bir faktor olarak kabul edilir. Klinik 6ncesi ¢alismalardan elde edilen bulgular,
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (RONS) iiretiminin baskilanmas1 oksidatif hasari
sinirlandirarak I/R hasarini hafiflettigini gostermektedir (de Vries ve ark., 2013). Tiim
dokular kisa siireli iskemilere dayanabilir. I/R hasar1 2 modda meydana gelir. Hiicrenin
anaerobik metabolizmay1 kullanma adaptif esigi baslangi¢c iskemik fazinda asilirsa,
hiicresel islev bozukluguna ve geri dondiiriilemez hasara veya nekroza neden olur.
Iskemiyi takip eden reperfiizyon fazinda, iskemik hasar, canli iskemik dokuyu &nlemek
icin kan akisimnin yeniden saglanmasiyla asilir. Su haliyle, ROS {iretimi yogun bir
bagisiklik tepkisi ve inflamasyon nedeniyle hasar1 daha da kotiilestirebilir (Kalogeris ve
ark. 2012; Rabbani ve ark. 2019). ROS, canli hiicrelerde siiperoksit, hidroksil radikal,
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singlet oksijen ve hidrojen peroksit gibi reaktif ve potansiyel olarak tehlikeli oksidan
molekiillerdir (Nishikawa ve ark. 2009; Al-Taie ve ark. 2021). Viicutta iiretim ve yikimla
ilgili reaksiyonlara katilirlar (Bardaweel ve ark. 2018). ROS, fizyolojik durumlarda
hiicresel sinyalizasyon ve enerji iletiminin 6nemli bir diizenleyicisidir (Ray ve ark. 2012;
Al-Taie ve ark. 2021) ROS, I/R hasarmin patofizyolojisinde dnemli bir rol oynar. /R
kaynakli ROS hasari, oksidatif stres olusturmak i¢in cesitli lipitler ve proteinlerle
etkilesime girer (Griendling ve ark. 2016). Wei ve ark. (2020) testikiiler iskemi
reperfiizyon modelinde asir1 ROS iiretiminin oldugunu gostermislerdir. Asirt ROS ve
stiperoksit dengeyi bozabilir ve sonunda oksidatif strese neden olabilir. Siiperoksit,
ROS'un kontrolsiiz iiretimiyle sonuglanan bir dizi serbest radikal islemin baglangicidir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksite ve sonraki oksidatif strese karsi etki eden ilk
antioksidan savunmadir (Pomarede ve ark. 2009). Glutatyon (GSH), antioksidan ve diger
metabolik islevlere sahip endojen bir peptittir (Alanazi ve ark. 2015). Glutatyonun giiglii
antioksidan o6zellikleri, hiicreyi, 6zellikle hiicre zarin1 serbest radikal hasarindan korur.
Glutatyon bir antioksidandir ancak ayni zamanda bagisiklik tepkisine ve DNA'nin
onarilmasina ve korunmasina da katilir (Pomarede ve ark. 2009). Bizim ¢alismamizdaki
bulgulara benzer olarak bir¢ok deneysel I/R arastirmalarinda GSH degerinde, SOD
aktivitesinde ve diger antioksidan diizeylerinde 6nemli azalmalar oldugu gosterilmistir

(Ekinci ve ark. 2021; Giizel ve ark. 2022).

Arastirmamizdaki bulgulara benzer olarak Sen ve ark. (2020) deneysel
olusturduklart in vivo bobrek I/R modelinde I/R uygulanan ratlarda TOS degerinin
kontrole gore anlamli diizeyde arttigini bununla birlikte TAS’ 1n istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaldigin1 gostermislerdir. Yine Giizel ve ark. (2022) deneysel bobrek
iskemi reperfliizyon denemesinde I/R’li ratlarda kontrol grubuna goére TAS degerlerini

azaltirken, TOS degerlerinin ise anlamli diizeyde arttigin1 rapor etmislerdir.

Triptofan’in bir metaboliti olarak NAS, gii¢lii bir antioksidan kapasiteye sahiptir
(Wolfler ve ark. 1999). NAS"In plazma konsantrasyonlarinin, melatonininkinden daha
biiyiilk olan nanomolar seviyelerde oldugu bildirilmistir (Manz ve ark. 1985). Son
calismalar, NAS''m noronlarda, eritrositlerde, retina hiicrelerinde, akciger epitelyal
hiicrelerinde, lenfositlerde ve enterositlerde oksidatif hasara karst koruma sagladigini
gostermistir (Zhou ve ark. 2014; Ben Shahar ve ark. 2016). Ayrica NAS uygulamasinin,

sicanlarin jejunum ve ileumunda I/R kaynakli mukozal hasari onledigi ve dokulari
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korudugu gozlemlenmistir (Ben Shahar ve ark. 2016). Hiicre i¢i hasara yanit olarak lipid
peroksidasyonunun bir metaboliti olan 4-Hidroksi-2-nonenal (4-HNE), ¢esitli hiicrelerde
ve dokularda oksidatif stresle iliskilidir (Long ve ark. 2010). Liang ve ark. (2020), NAS'in
4-HNE uyarimli oksidatif strese karsi, antioksidan stimiilasyonu uyaran Nrf2
sinyallemesini diizenleyerek oksidatif hasar1 ve bagirsak disfonksiyonunu hafiflettigini
ve mukozal bariyer fonksiyonuna katkida bulundugunu gostermislerdir. Yine bu
calismada NAS’1n antioksidan sistemin 6nemli bir eleman1 olan glutatyonu doz bagiml
olarak artirdigimi da vurgulamiglardir. Yine Yoo ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada
oksidatif stres uyarimli ndéronal hasarda, NAS’in noroprotektif etkinligini Akt/NRF2
sinyalini diizenleyerek antioksidan sistemi uyararak gosterdigini ortaya koymuslardir.
Calismamizdaki bulgulara benzer olarak, Yu ve ark. (2013) akut hepatik iskemi
reperfiizyon modelinde NAS’in oksidatif belirteglerden MDA’y1 sham grubuna gore
anlamli diizeyde azalttigini ve bununla birlikte SOD antioksidan enzim aktivitesini ise
anlamli diizeyde arttirdigini1 gostermislerdir. Denememizdeki bulgulara benzer diger bir
literatiirde ise Zhang ve ark. (2024) retinal iskemi reperflizyon modelinde NAS’in
Akt/Nrf-2 sinyali stimiilasyonuyla gii¢lii antioksidan etkinlik gosterdigini ortaya
koymuslardir.

Calismamizda protamin 2 (PRM2) protein diizeyleri de arastirilmustir.
Bulgularimiza gore testis dokusundaki PRM2 protein diizeylerinin iskemi reperfiizyon
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 bulunmustur. Bununla
birlikte NAS grubunda ise PRM2 diizeyinin I/R grubuna gére anlamli diizeyde azaldigi
tespit edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda testis I/R modellemelerinde testis dokusu
PRM2 protein seviyeleri ile ilgili ¢aligmalarin ¢ok nadir oldugu ve bununla birlikte
NAS’in PRM2 protein diizeyleriyle ilgili caligmalarin bulunmadig1 goriilmiistiir. Reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) artis1 veya antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi
sonucu gelisen oksidatif stres erkeklerde tlireme performansini etkileyen oOnemli
faktorlerden birisidir (Mottola ve ark. 2024). Normalde diisiik ROS seviyeleri spermatik
fonksiyonlar i¢in gerekli iken, oksidatif stres durumunda asir1 artan ROS, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasar1 gibi olumsuzluklara yol agarak
sperm hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel bozulmalara sebep olmakta ve fertiliteyi de
onemli diizeyde diisiirmektedir (Du Plessis ve ark. 2015; Bisht ve ark. 2017; Mottola ve

ark. 2022). Protaminler, arginin ve sistein rezidiileri bakimindan zengin proteinlerdir.
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Pozitif yiikli arjinin aminoasiti protaminlerin negatif yiikli DNA’ya kolaylikla
baglanmalarini saglar. Sistein rezidiileri ise olusturduklar distilfit baglarina binaen bu
baglanmanin stabilizasyonunda etkinlik gosterir. Erkek bireylerin sperm genomunun
korunmasinda protaminlerin 6nemli koruyucu etkilere sahip oldugu bilinmektedir.
Ozellikle  spermiyogenez  esnasinda  histonlarla  yer  degistirerek  DNA
hiperkondensasyonunu ve genom korunmasini saglarlar. Bu nedenle, protaminasyon
siirecindeki eksiklik veya bozulmalar fertiliteyi olumsuz etkilemektedir (Schneider ve
ark. 2020). Calisilan memeli tiirlerinin cogu sadece protamin 1°, yani P1'e sahiptir. insan,
fare ve at bu kuralin istisnalaridir; bu tiirlerde sperm ¢ekirdekleri ikinci bir protamin ailesi

olan P2 protaminleri igerir (Viguie et al. 1990).

Insanlarda ve kemirgenlerin bircogunda protaminlerin iki 6nemli {iyesinin,
protamin 1 (PRM1) ve protamin 2 (PRM?2), tiirlere 6zgii oranlarda ekspresyona ugradigi
belirtilmektedir (Balhorn ve ark. 2007; Corzett ve ark. 2002). Merges ve ark. (2022)
yaptiklar1 ¢aligmada farelerde PRM1 proteininin PRM2’nin olgunlasmasinda ve islev
gostermesinde etkili oldugunu ve DNA hiperkondenzasyonunda 6nemli rol iistlendigini
belirtmislerdir. Ratlarda oksidatif stresin testis, epididimis ve spermatozoadaki uzun
stireli etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, epididimis tedavide testisten daha fazla
etkilendigi ve yiiksek oksidatif stres belirtegleri goriildiigii bildirilmistir. Ayrica 6nemli
antioksidan enzimlerden olan peroksiredoksinlerin (PRDX1 vePRDX6) ve Kkatalaz
enziminin antioksidan bir yanit olarak upregiile oldugu ancak bu durumun spermatozoada
tert butil hidroperoksit (t-BHP) uyarimli olusan oksidatif hasari onlemede yeterli
olmadig1 rapor edilmistir (Wu ve ark. 2020). Spermatozoalarda ddlleme yetenegini
kazanmas1 ve sinyal iletimi dahil bir¢cok hiicresel siirecte diisiik miktarlarda ROS
kontrollii iiretiminin (mild oxidative stress) onemli etkisi oldugu diisiiniilmektedir
(O’Flaherty ve ark. 2006; de Lamirande ve ark. 2008; De Lamirande ve ark. 2012).
PRM2’den yoksun farelerde yapilan bir calismada ise siiperoksit dismutaz (SOD1) ve
peroksiredoksin 5 (PRDXS5) enzimlerinin gen ekspresyonlarinin azaldigi bununla birlikte
sperm antioksidan kapasitesinin diistiigii ve epididimal spermde oksidatif stres aracili
DNA hasar1 olusumu gozlemlenmistir (Schneider ve ark. 2020). Hamidian ve ark. (2020)
tekrarlayan gebelik kayb1 yasayan ciftlerin erkek bireylerinde C vitamini uygulanimi
sonrast PRM1 ve PRM2 gen ekspresyonlarinda onemli bir artis gorildigiini

belirtmislerdir. Calismamizdaki PRM2 diizeylerinin gruplara gore farkliliklar1 ¢alismanin
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stiresiyle iliskili olarak ve oksidatif stresin siddetine bagli olarak degisebilecegi
diistiniilmektedir. Yani deneme periyodunun kisaligina bagli olarak hali hazirda
antioksidan elemanlarin tolerasyonuna bagli olarak PRM2 protein diizeyinin
degisebilecegi kanisina varilmistir. Aragtirmamizda testis ABP degerlerine bakildiginda
I/R grubunda kontrol grubuna gore artarken, NAS grubunda ise sham grubuna gore
anlamli diizeyde arttigini tespit ettik. Yine deneme gruplarindaki serumlarda ise ABP
ekspresyonunun olmadiglr da bulgularimiz arasinda yer almaktadir. Yapilan literatiir
taramalarinda ABP diizeyi ile antioksidan sistem elemanlar1 arasinda dogru orantili
korelasyon oldugunu goézlemlenmistir. Bizim bulgularimizda literatiirii destekler
mahiyettedir. Yani ABP’nin sham grubunda artis1 artan ROS’a tepki olarak meydana
gelmis olabilir. Bourebaba ve ark. (2023) SOD2, Cat ve GPx'in seviyelerinin ise EMS
kosullar1 altinda ROS agir1 iiretimine yanit olarak énemli dl¢lide yukar1 diizenlendigini
gostermistir. Yine serum orneklerinde ABP’nin olmayisi ratlarin yasam sikliisuna bagh
olarak {iiretilen doku-organ aksindaki degisimlere bagli oldugu diisiiniilmektedir. ABP
sican yavrularinda neredeyse tespit edilemez durumdadir ve siitten kesilmeden hemen
once erkek sicanlarin kaninda diisiik seviyelerde tekrar ortaya ¢ikan immiinoreaktif ABP,
kan-testis bariyerinin olgunlasmasindan Once Sertoli hiicrelerinden kaynaklanir
(Gunsalus ve ark. 1978). ABP transkriptlerinin yetiskin siganlarin karacigerlerinde
mevcut olmamasi (Joseph ve ark. 1987) ve plazma ABP'nin kanlarinda tespit edilemez
olmasi (Gunsalus ve ark. 1978) ilging bir bilmece sunmaktadir, ¢iinkii bu, ABP'nin
dogumdan sonra kemirgenlerde seks steroidlerinin taginmasi veya diizenlenmesi i¢in

gerekli olmadigint gostermektedir.

Caligmamizda androjen baglayici protein (Seks hormonu baglayict globiilin-
SHBG olarak ta adlandirilmaktadir) diizeylerini de arastirdik. Elde edilen bulgulara gore
SHBG diizeyinin I/R uygulanan grupta kontrol grubuna gore arttigini tespit ettik.
Bununla birlikte NAS grubunda ise I/R grubuna gore daha fazla arttigini da bulduk.
Yapilan literatiir taramalarinda SHBG ve antioksidan kapasite arasinda pozitif korelasyon
oldugu bulgulara rastladik. Seks steroid baglayici protein (SBP) olarak da bilinir,
kromozom 17'nin geni tarafindan kodlanan 90-100 KDa'likk bir homodimerik
glikoproteindir ve yakin zamanda gosterildigi gibi hepatositler ve yag hiicreleri tarafindan
tiretilir (Qu ve ark. 2020; Bourebaba ve ark. 2022). SHBG, testosteron, dihidrotestosteron

ve Ostradiol dahil olmak iizere dolasimdaki steroid hormonlarina baglanan, metabolik
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temizlenme oranlarini azaltan ve biyoyararlanimlarin1 ve hedef dokulara ve hiicrelere
erisimlerini diizenleyen bir ekstraseliiler plazma glikoproteinidir (Chen ve ark. 2010).
Bourebaba ve ark. (2023) EMS (equine metabolik sendrom) hiicrelerinde nitrik oksit
iiretiminde saglikli kontrol hiicrelerine kiyasla 6nemli bir artig gésterdigini, ancak 50 ve
100 nM Kkonsantrasyonarinda SHBG ile tedavi sonrasinda nitrik oksit seviyelerinin
onemli Ol¢iide asagi regiile edildigi ortaya koymuslardir. Dahasi, ROS+ hiicrelerinin
oraninin EMS'den etkilenen hiicrelerde ROS+ hiicrelerinin yiizdesinde, kontrol saglikli
hiicre grubuna kiyasla bir artig oldugunu rapor etmislerdir. SHBG ile tedavi toplam ROS+
hiicre sayisindaki biiyiik azalmaya neden olurken, antioksidan etkininde atmis oldugunu
vurgulamiglardir. Dahasi, dort ana endojen antioksidan enzim olan SOD1, SOD2, Cat ve
GPx'in gen ekspresyon analizi, SOD1'in mRNA seviyelerinin giiglii bir sekilde azaldigini,
SOD2, Cat ve GPx'in seviyelerinin ise EMS kosullar1 altinda ROS asir1 iiretimine yanit
olarak 6dnemli 6l¢iide yukar1 diizenlendigini gostermistir. Ancak, SHBG'nin uygulanmasi,
SOD1, Cat ve GPx'in ekspresyon modellerini etkili bir sekilde diizenledigini de ortaya
koymuslardir. Daha 6nceki ¢alismalar, prooksidant ortamda adipoz dokudan tiireyen
mezengimal kok hiicrelerin metabolik homeostazlarini kaybettiklerini ve apoptoz ve ER
stresine daha yatkin hale geldiklerini, bunun da rejeneratif 6zelliklerini 6nemli olgiide
degistirdigini kanitlamigtir (Sriram ve ark., 2019). SHBG'nin reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) ve nitrik oksitin (NO) seviyelerini diisiirdiigiinii ve ayn1 zamanda toplam endojen
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir. Bunlar arasinda
siiperoksit dismutaz (SOD1/SOD2), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
bulunur. Transkript seviyeleri EMS kosullar1 altinda diizensizlesmistir. SHBG'nin
antioksidan etkisi daha 6nce hiicresel veya in vivo deneysel modellerde test edilmemistir
(Bourebaba ve ark. 2023). Sun ve ark. (2021), insiiline direngli hastalarin SHBG
seviyelerinin azalmasiyla karakterize edilen, hem malondialdehit (MDA) hem de
oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein (oks-LDL) dolasimdaki seviyelerinin
yiikselmesiyle kanitlanan yogun oksidatif stres sergiledigini ve buna yiiksek yogunluklu
lipoproteinin (HDL) bozulmus antioksidan o6zelliklerinin eslik ettigini gosterdigini
bulmuslardir. Enli ve ark. (2013), benzer sekilde SHBG kaybinin insiilin direnci,
hiperglisemi ve dislipidemi kosullar altinda daha diisiik antioksidan enzim ve glutatyon
(GSH) seviyeleriyle birlikte oldugunu bildirmislerdir. Ek olarak, SHBG proteini eksik

olan insiiline direncli kadinlarda ROS, NO ve nitrotirozin tiretiminin ve ksantin oksidaz
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aktivitesinin yogunlastigi da gozlemlenmistir. Yapilan literatiir taramalari ve elde
ettigimiz sonuglara bakildiginda NAS’in antioksidan kapasiteyi artirmasiyla dolayli

olarak SHBG ekspresyonuna neden olabilecegi kanisina varilabilir.

Testis torsiyon-detorsiyonunun modelinde daha once yapilan c¢aligmalarda
testislerde dejenerasyon, deskuamasyon, germinal hiicrelerde diizensizlik, interstisyel
0dem ve kanama gibi histopatolojik degisiklikler goriildiigii belirtilmektedir (Yildiz ve
ark. 2011; Yurtal ve ark. 2023). Yaptigimiz ¢alismada da benzer sekilde testis torsiyon-
detorsiyonunda seminifer tubiiller arasinda édem ve hemoraji gozlenmistir. Ayrica
seminifer tubiil konturlarinda da diizensizlik ve spermatogenik seri hiicrelerin diziliminde

bozulma dikkat ¢ekmistir.

Birgok ¢alisma, NAS'in antioksidan stres, anti-apoptoz, otofaji disfonksiyonu,
antiinflamatuar ve diger mekanizmalar yoluyla bir¢ok hastalik iizerinde koruyucu etkiye
sahip oldugunu ve NAS'1n bir antioksidan olarak melatoninden {istiin oldugunu bulmustur
(Luo ve ark. 2019; Kang ve ark. 2023). NAS, bir¢ok iskemik hastalikla iliskili molekiiler
degisiklikleri ve organ hasarmi énemli dl¢lide iyilestiren potansiyel bir terapdtik ajan
olarak diistiniilmektedir (Tosini ve ark. 2012, Luo ve ark. 2019; Kang ve ark. 2023).
Yaptigimiz bu ¢aligmada histopatolojik incelemede NAS’1n testislerde iskemiye bagh
olusan 6dem, konjesyon ve hemorajiyi azalttig1 saptandi. Ayrica bu ¢alisma ile NAS’1n
bu modelde seminifer tubiil konturlarin diizensizliklerinde ve spermatogenik seri

hiicrelerin diziliminde diizelmelere sebep oldugu tespit edildi.
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SONUC

Aragtirmamizda biyokimyasal testlerle elde ettigimiz sonuglara gore deneysel
testis dokusu iskemi reperfiizyon modelinde uygulama sonrasi total oksidan kapasite ve
oksidatif stres indeksi anlaml1 diizeyde artarken antioksidan kapasitenin ise diger gruplara
gore istatistiksel olarak Onemli diizeyde azaldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
tedavide uygulanan Nasetil serotoninin oksidatif streste onemli olan bu parametrelerdeki
olumsuz tabloyu etkin bir sekilde tersine c¢evirdigi bulunmustur. Tiim bu verilere
dayanilarak testis dokusunda I/R kaynakli oksidatif strese karsi N-asetil serotonin’in

onemli bir alternatif olabilecegi sdylenebilir.

Bununla birlikte I/R’nun gamet hiicrelerinde DNA paketlenmesinde 6nemli ABP
protein diizeylerinin kontrol grubuna gore arttirdigi tespit edilirken, tedavi grubunda ise
bu degerin daha da yiikksek oldugu bulunmustur. Bu verilere dayanilarak I/R
uygulaniminda bir korunma reaksiyonu olarak tepkisel artisin olabilecegi ve bununla
birlikte tedavi grubunda daha fazla miktarda artisin olmasi, N-asetil serotonin’in {ireme
sisteminde etkin bir etken madde olarak disiiniilebilecegi kanilarina varildi. Buna
ilaveten I/R’nin gamet hiicrelerinde DNA paketlenmesinde PRM2 protein diizeylerini
kontrol grubuna gore arttirdigi tespit edilirken tedavi grubunda bu degerin azaldigi
bulunmustur. Literatiir tarandiinda etkinlikte tam anlamiyla bahsedilebilmesi i¢in PRM
gen lokusundaki PRM1 gibi izogeninlerinde ekspresyon seviyelerinin de arastiriimasi
gerektigi gbz oniinde bulundurulmalidir. Bu bilgilerin 1s1ginda I/R modelinde N-asetil
serotoninin biyoetkinliginin tam anlamiyla bahsedilebilmesi i¢in daha ileri diizey

arastirtlmalara ihtiya¢ duyuldugu kanisina varildi.
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