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KISALTMALAR LISTESI

ACE : Anjiyotensin konverting enzim.
sACE :  Somatik anjiyotensin konverting enzim
tACE :  Testikiiler anjiyotensin konverting enzim.

Angl:  Anjiyotensin .

Ang Il :  Anjiyotensin II.

ATl : Anjiyotensin II tip 1 reseptorii.
AT2: Anjiyotensin II tip 2 reseptorii.
AMH :  Antimiillerian hormon.

ABP : Androjen baglayic1 protein.
FSH : Folikiil stimiile edici hormon.
SRY : Y kromozomunun kisa kolu lizerindeki cinsiyet belirleyen yore.
TDF : Testis belirleyen faktor geni.
PMN : Polimorfoniikleer hiicreler.
ROS : Reaktif oksijen tiirleri.

RAS : Renin-Anjiyotensin sistem.
JG : Jukstaglomeriiler hiicreler.

COOH : Karboksi.

NH;: Amino.

PAS: Periodic Acid Schiff.

LHRH : Liiteinizan hormon saliverdirici hormon.
MDA : Malondialdehit.

Knock-out: Fonksiyon kayb1 olan amorf bir allelin iiretildigi hedefli mutasyon

yontemi.
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1. OZET

Testis torsiyonu ayni tarafta iskemi olusturan ve kontralateral testiste de
dejeneratif degisikliklere neden olabilen patolojik bir durumdur. Testikiiler
angiotensin converting enzim (tACE) spermatogenez sirasinda 6zellikle mayozun
tamamlanmasindan sonra ve spermiyogenez boyunca erkek germ hiicrelerinde
eksprese olur. tACE’in spermiogenez ve fertilite lizerine etkisi oldugu, sperm
motilitesi, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda yer alabilecegi
bildirilmektedir. Bu ¢aligsmada testis torsiyonunun kontralateral testiste
olusturdugu hasarin 151k ve elektron mikroskobik olarak ve tACE ekspresyonunda
meydana getirecegi degisimlerin immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi
amaclanmistir.

Calismada 36 adet eriskin Wistar cinsi erkek sican kullanildi. Si¢anlar alt1
gruba ayrildi. Grup I; Kontrol, Grup II; Testislerin alt ve iist kutuplarina dikis
konulup, 12 saat sonra dikislerin alindi1g1 ve 24 saat sonra testislerin ¢ikarildig:
sham grubu, Grup III; Sol testisin 6 saat siire ile saat yoniiniin tersine 720°
torsiyonundan sonra sag testisin eksize edildigi grup, Grup IV; Sol testisin ayni
sekilde 6 saat torsiyonundan sonra detorsiyone edildigi ve 24 saat sonra sag
testisin eksize edildigi grup, Grup V; Sol testisin ayn1 sekilde 12 saat 720°
torsiyonundan sonra sag testisin eksize edildigi grup, Grup VI; Sol testisin ayni
sekilde 12 saat torsiyonundan sonra detorsiyone edildigi ve 24 saat sonra sag
testisin eksize edildigi grup olarak olusturuldu. Deney sonunda sag testisler 151k ve
elektron mikroskobik inceleme i¢in takip edildi, tACE immiinreaktivitesi ise

Avidin-Biotin-Peroksidaz yontemiyle belirlendi. Veriler uygun istatistik



programinda Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. p<0,05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Isik mikroskobik olarak incelendiginde sag testis dokularinda dejeneratif
seminifer tiibiiller, bu tiibiillerde heterokromatik ve piknotik ¢ekirdekli germ
hiicreleri, germ hiicreleri arasinda ayrilmalar ve bazi tiibiillerde vakuolizasyon
mevcuttu. Elektron mikroskobik incelemede ise bazal membranda incelme,
germinal hiicrelerde intrasitoplazmik vakuolizasyon ve hiicreler arasinda baglanti
kayb1 izlendi. tACE immiinreaktivite siddetindeki degisiklikler
degerlendirildiginde, kontrol grubunda tACE immunreaktivite siddeti 2.72 + 0.14,
sham grubunda ise 2.71 + 0.15 olarak saptandi. Grup II1I’de tACE
immunreaktivite siddeti 2.16 + 0.16 olarak azalma gosterdi (p<0.05). Grup IV’de
2.38 £ 0.08, Grup V’de 2.64 + 0.09, Grup VI’da 2.47 £ 0.17 olarak tespit edildi.
Sadece 6 saat torsiyon uygulanmis grupta siddetin kontrole gére anlamli derecede
azaldig1 gozlendi. Diger deney gruplarindaki azalma istatistiksel olarak anlaml1
bulunmadi.

Sonug¢ olarak tek tarafli testis torsiyonu karsi testiste histolojik
bozukluklara yol agmaktadir. Alt1 saatlik torsiyon grubunda tACE
immiinreaktivitesinin azalmasi fakat siirenin uzamasiyla aktivitedeki artma
spermatogenezi korumak ve devam ettirmek i¢in kompansatuvar bir
mekanizmanin devreye girmis olabilecegini diisiindiirmektedir. tACE testis
torsiyonu gibi patolojik siire¢lerde rol alan bir enzimdir ancak bu enzimin
etkilesim mekanizmalarint aydinlatacak ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Testis torsiyonu, tACE, immiinohistokimya.



2. ABSTRACT

Testicular torsion is a pathological condition that causes ischemia on
ipsilateral side and degenerative changes on the contralateral testis. Testicular
angiotensin converting enzyme (tACE) is expressed in male germ cells, especially
after termination of meiosis during spermiogenesis. tACE has been reported to
have effects on spermiogenesis and fertility, sperm motility, capacitation and
acrosome reaction. The aim of this study was to investigate the damage on
contralateral testis after testicular torsion with light and electron microscopy and
changes in tACE expression immunohistochemically.

In this study, 36 adult, male Wistar rats were used. Rats were divided into
six groups. Group I; Control, Group II; Sham group in which testes were fixed
from their upper and lower poles, sutures were taken 12 hours later and testes
were excised 24 hours after the latter procedure, Group III; Right testis was
excised after 6 hours 720° counter clockwise torsion of left testis, Group IV; Left
testis was detorsed after 6 hours of similar torsion and right testis was excised 24
hours later, Group V; Right testis was excised after 12 hours of similar 720°
torsion of left testis, Group VI; Left testis was detorsed after 12 hours of similar
torsion and right testis was excised 24 hours later.

At the end of the experiment, right testes were taken for light and electron
microscopic investigation, tACE immunereactivity was determined with Avidin-
Biotin-Peroxydase method. Data were analysed with Mann-Whitney U test using
proper computer program. p< 0.05 was accepted to be statistically significant.

When evaluated under light microscopy, degenerative seminiferous

tubules, germ cells with heterochromatic and pyknotic nucleus, seperation



between germ cells and vacuolization in some tubules were observed on right
testes. Electron microscopy revealed thinning of basement membrane,
intracytoplasmic vacuolization in germinal cells and loss of intercellular junctions.
When changes in tACE immunreactivity was assessed, it was 2.72 = 0.14 in
control group and 2.71 £ 0.15 in sham group, respectively. This ratio dropped to
2.16 £0.16 in Group III (p< 0.05). It was 2.38 £ 0.08 in Group IV, 2.64 = 0.09 in
Group V and 2.47 + 0.17 in Group VI, respectively. In only 6 hours torsion group,
this score was observed to be significantly decreased when compared to control
group. Rest of the changes in the other groups were not statistically significant.

In conclusion, unilateral testicular torsion causes contralateral histological
changes. Decrease of tACE immunreactivity after 6 hours and its increase after
prolongation of torsion period may reveal a compensatory mechanism to protect
and maintain spermatogenesis. tACE is an enzyme that takes part in pathological
processes like testicular torsion but further studies are required to enlighten the
activities of this enzyme.

Key words: Testicular torsion, tACE, immunohistochemistry.



3.GIRIS

Anjiyotensin doniistiiriicli enzim (angiotensin converting enzyme, ACE),
kan basincini diizenleyen renin-anjiyotensin sisteminin major bir enzimidir. ACE
geni iki izozimi kodlar; somatik ACE (sACE) ve testikiiler ACE (tACE). sACE
vaskiiler endotel hiicreleri, bobrek proksimal tiibiil hiicreleri, intestinal firgamsi
kenar hiicreleri, epididimisin epitel hiicreleri ile beynin bir¢ok bolgesinden
eksprese edilir (33). Buna karsin tACE sadece gelismekte olan spermatidlerden ve
olgun spermatozoadan eksprese edilir (79). Her iki izozim de plazma
membranlarina, karboksil uglarina yakin hidrofobik bir bolgeden bagh
ektoproteinlerdir ve benzer enzimatik aktiviteye sahiptirler (54).

Bir¢ok ¢aligsma, tACE aktivitesinin erkek fertilitesiyle iligkili oldugunu
bildirir. Her iki ACE geninden yoksun olan farelerde son derece diisiik kan
basinci ve bobrek disfonksiyonu gozlenmistir (75). Ayrica erkek homozigot
mutantlar, normal testis yapisi, sperm sayisi, morfolojisi ve motilitesine sahip
olmalarina ragmen ¢ok az sayida yavruya sahip olmuslardir. Her iki ACE
izoziminden de yoksun farelerin spermatozoalar1 oviduktlarda ilerlemede ve
oositin zona pellusidasina baglanmasinda defektler gostermislerdir. Sadece
sACE’den yoksun fakat tACE’e sahip fareler normal sekilde fertil bulunmuslardir
ki bu da erkeklerde fertilite icin sSACE’in gerekli olmadigini gosterir (49). Ayrica
ACE, insan spermatozoasindan akrozom reaksiyonu ve kapasitasyon boyunca
serbestlenir (40). Kapasitasyon boyunca spermin ACE serbestlemesinin sperm
akrozom reaksiyonuna izin veren mekanizmalarin diizenlenmesinde, dolayisiyla

da fertilizasyon yeteneginde fizyolojik rolii olabilir (41).



Testis torsiyonu testisin rotasyona ugradigi ve spermatik kordun dondiigii
klinik bir durumdur. Spermatik kordun donmesi etkilenen testise kan akisini
engeller. Bu lezyon siklikla ergenlik donemindeki erkek ¢cocuklarda goriilmesine
ragmen daha geng ve daha yash erkeklerde de meydana gelebilir (22).

Torsiyonu diizeltmek i¢in siklikla cerrahi miidahale gerekebilir fakat kan
akimi yeniden saglansa bile rotasyonun derecesine ve torsiyonun siiresine bagl
olarak testikiiler atrofi gdzlenebilir (7). Bu konuda karsit goriisler de olmasina
ragmen genel olarak tek tarafli testis torsiyonunun ipsilateral testiste oldugu kadar
kontralateral testiste de hasar olusturabilecegi ve azalmis fertilite ve anormal
spermiyogramla sonuc¢lanabilecegi kabul edilmektedir (72, 116).

Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizda siganlarda deneysel olusturulacak tek
tarafli testis torsiyonu sonucunda karsi testiste meydana gelecek degisikliklerin
151k ve elektron mikroskobik olarak, tACE ekspresyonunda olusacak
degisikliklerin ise immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesini amagladik.

3.1 Testis Embriyolojisi

Urogenital sistem, embriyonun dorsal viicut duvar1 boyunca yerlesen ara
mezodermden geligir. Dordiincii hafta basinda embriyonun horizontal planda
katlanmasi1 sirasinda bu mezoderm ventrale dogru kayar ve somitlerle olan
baglantisini kaybeder. Dorsal aortun her iki yaninda uzanan bu longitudinal
mezoderm kabartisi {irogenital kabart1 olarak adlandirilir. Uriner sistemi meydana
getiren Urogenital kabarti1 kismi1 nefrojenik kordon, genital sistemi olusturacak
kismi1 gonadal kabart1 olarak adlandirilir. Nefrojenik kordonun servikal ve yukari
torasik bolgelerinden pronefrozlar, asagi torasik, lumbar ve sakral bolgelerinden

ise mezonefrozlar ve metanefrozlar gelisir. Pronefrozlar 4. hafta basinda ortaya



cikarlar ve fonksiyonel degillerdir. Mezonefrozlar, dordiincii haftanin sonuna
dogru rudimenter yapilar olan pronefrozlarin kaudalinde ortaya ¢ikarlar. Kalic1
bobrekler ya da metanefroz olusuncaya kadar ara bobrekler olarak iglev goriirler.
Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya ¢ikar. Mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlagsma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki
mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde gonadal kabart1 olusur
(Sekil 1). Gelismenin 4. haftasinda biiyiik yuvarlak ilkel cinsiyet hiicreleri,
allantois kesesi yakininda, vitelliis kesesi endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye
baslarlar. Embriyonun kivrilmasi sirasinda, vitelliis kesesinin dorsal kismi1
embriyo i¢ine alinir. Bu katilma gergeklesirken ilkel cinsiyet hiicreleri son
barsagin dorsal mezenteri yoluyla gonadal kabartilara ameboid hareketlerle gog
ederler (Sekil 2). Primordial germ hiicrelerinin gé¢lerinden hemen 6nce ya da
gocleri sirasinda gonadal kabartinin s6lom epiteli tekrar ¢ogalir ve altindaki
mezensime yayilarak diizensiz primitif seks kordonlarini olusturur. Altinci hafta
sirasinda primordial germ hiicreleri alttaki mezensim igerisine girerler ve primer
seks kordonlarina dahil olurlar. Yedinci haftadan once her iki cinsin de gonadlari
benzerdir ve bu sekilde dista yer alan bir korteks ve i¢te yer alan bir medulladan

olusmaktadir.
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Sekil 1: A. Genital kabariklik ve mezonefroz arasindaki iliskiyi gdsteren ¢izim.
B. Mezonefroz ve genital kabarikliktan A’da belirtilen seviyeden gegen transvers kesit.

(Langman’s Medikal Embriyoloji’den alinmistir.)

Genital

Forsgut __ Hindgut
it sislil

. '(f(_F.ﬁ.llljl'ltIIIiE
k) d’;‘; -
p— Hindgut
Primardial
germ
-4 hicreler|

Sekil 2: A. 3 Haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda, allontois baglantisina yakin bir
yerde primordial germ hiicrelerini goésteren sematik ¢izim. B. Primordial germ
hiicrelerinin, son barsak ve dorsal mezenter boyunca genital kivrima dogru giden gog

yolu. (Langman’s Medikal Embriyoloji’den alinmistir.)

Y kromozomu, farklanmamis gonadin medullasi lizerinde testis belirleyici
etkiye sahiptir. Testis belirleyen faktor geni (testis determining factor, TDF), Y

kromozomunun kisa kolu iizerindeki cinsiyet belirleyen yorede (sex determining



region of the Y chromosom, SRY) yerlesiktir. Bu faktér farklanmamis gonadin
primitif seks kordonlarindaki hiicrelerde sentezlendiginde, taslak gonadlar
testislere farklanirlar. XY seks kromozomuna sahip embriyoda medulla testise
farklanir, korteks birtakim kalintilar1 disinda geriler, dejenere olur. TDF, primer
seks kordonlarini uyararak onlarin farklanmamis gonadin medulla derinlerine
dogru uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak anastomoz yaparlar ve
boylece rete testis olusur. Seks kordonlarinin (seminifer kordonlarin) 12. haftada
kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra yiizey epiteli ile
olan baglantilar1 kaybolur. Onaltinci haftada, seks kordonlar1 at nal1 bigimini
alirlar ve u¢ noktalar1 birleserek tubuli rektileri yaparlar. Seks kordonlar1 bu
evrede, ilkel cinsiyet hiicrelerini ve s6lom epitelinden kdken alan Sertoli
hiicrelerini igerirler. Fetal testiste Sertoli hiicreleri antimiillerian hormonu (AMH)
salgilarlar. Bu hormonun salinim1 puberteye kadar devam eder ve paramezonefrik
duktuslarin gelisimini baskilar. Seks kordonlar1 arasindaki mezensimde ise Leydig
hiicreleri bulunur. Seks kordonlarinin i¢i puberteye kadar doludur. Pubertede
liimen kazanirlar ve seminifer tiibiil adin1 alirlar. Giderek biiyliyen testis,
gerileyen mezonefrozdan ayrilir ve mezorsiyum denilen kendi mezenteri ile asili
durur. Testis gelismesinin son asamasinda, ylizey epiteli yassilasarak ergin testisin
dis yiiziinii doseyen tek katlt mezotelyumu olusturur. Rete testis, duktuli
efferentesi olusturan 15-20 adet mezonefrik tiibiil ile devam eder. Bu tiibiiller
duktus epididimisi olusturan mezonefrik duktus ile baglanirlar (90, 134).Yaklasik
26. haftada testisler posterior karin duvarindan skrotuma inerler. Konumdaki bu
degisme, pelvis genislemesi ve embriyo bedeninin uzamasi ile birlikte olur.

Ayrica testislerin alt kutuplarini gelisen skrotuma baglayan, testosterona duyarl



ligamentum gubernakulumun, testosteron salinimiyla kisalmasi da etkilidir.
Testisler, abdominal kavite ve skrotum arasinda dar bir gec¢it olan inguinal
kanaldan gecerek skrotuma inerler (90, 111).

3.2 Testis Anatomisi

Funniculus spermaticusa asili durumda bulunan testisler, sagl sollu bir ¢ift
olup, skrotumun i¢inde bulunurlar. iri bir badem biiyiikliigiinde olan testisler
yaklasik olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve
10-14 gr agirligindadir. Testis, lamina visceralis, tunika albuginea ve tunika
vasculosa olmak iizere {i¢ tabaka ile sarilmistir. Tunika vaginalis testis, fascia
spermatika internanin ig, testisin de dis yiliziinii saran serdz peritoneal zardir.
Testisi 0rten kismina lamina visceralis, fascia spermatika internaya yapisan
kismina lamina pariyetalis denir. Tunika albuginea, testisi saran mavimsi beyaz
renkli, sik1 yapili fibroz bir tabakadir. Arka kenarda testisin i¢ine dogru kalin ve
vertikal yarim bir bolme seklinde uzant1 gonderir. Bu bélmeye mediastinum testis
denir. Mediastinum testisin 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan septula testis denilen
bolmeler testisi piramit seklinde bosluklara ayirir. Mediastinum testisten damarlar
ve kanallar girip cikarlar.

Tunika vasculosa, tunika albugineanin i¢ yiiziinde bulunan damar agi
tabakasidir. Tunika albugineanin i¢ yiiziinii ve tiim bolmelerin yiizeylerini doser.
Boylece testisin i¢indeki tiim lobuli testisi de sarmis olur. Piramit seklinde olan
lobuli testislerin taban kisimlar1 perifere, tepe kisimlari ise mediastinum testise
yonelmistir. Her bir lobguk 1-3 veya daha fazla kiigiik tiiplerden olusur. Kivrintil
seyrinden dolay1 bu tiiplere tubuli seminiferi kontorti denir. Bu tiipler kor bir ucla

baslar ve tiipler arasinda gevsek bag dokusu bulunur. Bu tiiplerin yaklasik olarak
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sayis1 her bir testiste 400-600, uzunluklar1 70-80 cm, ¢aplar1 da 0,1-0,3 mm
kadardir. Lobguklarin mediastinum testise bakan tepe kistmlarinda bu borularin
seyri gittik¢e diizlesir ve birbirleriyle birleserek sayilart 20-30’a iner. Tubuli
seminiferi rekti denilen bu tiiplerin, ¢aplar1 da genisleyerek 0,5 mm olur. Tubuli
seminiferi rektiler mediastinum testisin fibr6z dokusu icine girerek arkaya ve
yukar1 dogru uzanir. Bu kanallar seyri esnasinda birbirleriyle anastomoz yaparak
rete testis denilen ag1 olustururlar. Rete testis, mediastinum testisin iist boliimiinde
sayilar1 12-15 arasinda degisen kanallar sekline doniisiir. Duktuli efferentes testis
denilen bu kanallar testisin arka kenarinin iist kisminda tunika albugineay1 delerek
disar1 ¢ikarlar. Duktuli efferentes testisler kaput epididimisde duktus epididimis
denilen kanala agilir. Epididimisde spermiyumlar depo edilir ve olgunlagsmasinin

son safhasini tamamlar (Sekil 3) .

%ﬁ epididimisin
[

- efferent duktuslar
duktus \ pas!
derarans 7 AT T,

seminifer
takudl
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mediastinum
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epididimisin kuyrudu

Sekil 3: Insan testisinin midsagittal kesiti. (Histology. A Text and Atlas, Sth ed.(Ross,

Pawlina)’dan modifiye edilmistir).

11



Testis ve epididimis aortanin dali olan a. testicularisten beslenirler.
a.testicularis, a. renalislerin biraz asagisinda aortanin 6n yiizliinden ayrilan bir ¢ift
arterdir. a. testicularis bir¢ok dala ayrilir. Bu dallardan 2 veya 4 tanesi duktus
deferens boyunca uzanarak epididimisi besler. Diger dallar1 tunika albugineanin
arka kismini delerek testise girer ve bu organi besler.

Testis ve epididimisin venleri dnce pleksus pampiniformis denilen
kivrintili bir ven pleksusunu, daha sonra da birbirleriyle birleserek v. testicularisi
olustururlar. Bunlarin da sag taraftaki v. cava inferiora, sol taraftaki v. renalis
sinistraya acilir. v. testicularislerde kapak¢ik bulunur.

Lenfatik drenaj ylizeyel ve derin olmak lizere iki sekilde olur. Yiizeyeli
tunika vaginalisin ylizeyelinde, derindeki ise epididimis ve testisin i¢cinde bulunur.
Bunlar 4-8 damar seklinde funniculus spermaticus ile birlikte karin bogluguna
girerler. v. testicularisi takip ederek aortanin 6n ve yan tarafindaki lenf nodiillerine
acilirlar.

Tio. - 11. medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanan sempatik lifler,
damarlarin ¢evresindeki pleksuslar araciligi ile gelir. Pleksus testicularis
erkeklerde a. testicularis etrafinda testise uzanir, dallar1 da epididimis ve duktus
deferense gider. Ust boliimii pleksus aorticus abdominalis ve pleksus renalisden,
alt boliimii ise pleksus hypogastricus superior ve inferiordan lifler alir (5).

3.3 Testis Histolojisi

Sik1 bag dokusu kapsiilii olan tunika albugineadan uzanan septalar testisi
lobiillere ayirir. Her bir lobiilde i¢inde spermin iiretildigi 1-4 adet seminifer tiibiil

ve Leydig hiicrelerini (interstisyel hiicreler) igceren bag doku stromas1 bulunur

(Sekil 4).
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Sekil 4: Testis dokusu kesitinde seminifer tiibiiller ve bunlarin arasina yerlesmis Leydig
hiicreleri izlenmekte. (Histology. A Text and Atlas, 5th ed.(Ross, Pawlina)’dan modifiye

edilmistir).

Seminifer tiibiil epiteli iki temel hiicre populasyonundan olusan kompleks
cok katli epiteldir. Sertoli hiicreleri, ayn1 zamanda destek hiicreleri olarak da
bilinirler. Bu hiicreler puberteden sonra cogalmazlar. Komsu spermatogenik
hiicreleri ¢evreleyen ve onlar arasindaki bosluklar1t dolduran apikal ve lateral
uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir. Bu karmasik bi¢im rutin hematoksilen
eozin preparatlarda gézlenemez. Sertoli hiicreleri seminifer epitelin tiim kalinlig:
boyunca yer alirlar. Genis diiz endoplazmik retikulum, iyi gelismis granilli
endoplazmik retikulum ve annulat lamel yi1ginlar1 icerir. Cok sayida kiiresel ve

uzamis mitokondriya, iyi gelismis Golgi aparati, degisen miktarlarda
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mikrotiibiiller, lizozomlar, lipid damlalar1, vezikiiller, glikojen graniilleri ve
filamanlara sahiptirler. 7-9 nm kalinliginda bir filaman kilifi niikleusu sitoplazmik
organellerden ayirir. Hiicrenin ¢ok aktif oldugunu gosteren 6kromatik niikleus
genelde oval ya da liggen sekillidir ve bir ya da birkag¢ derin katlantiya sahiptir.
Insanlarda bazal sitoplazmada fonksiyonlar1 bilinmeyen Charcot-Béttcher
inkliizyon cisimcikleri bulunur (111). Sertoli hiicreleri bazolateral bolgelerinde
komsu Sertoli hiicreleriyle okludens baglantilari olustururlar. Bu baglantilar
seminifer epiteli bir bazal bir de adluminal kompartmana bolerler ve gelismekte
olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-
testis bariyerini olustururlar. Sertoli hiicreleri gelismekte olan spermatogenik
hiicreleri destekler, korur, besler; spermiyogenezin sonunda spermatidler
tarafindan atilan rezidiiel cisimcikleri fagosite eder; kasilarak olgun spermatidlerin
tiiblil liimenine salinimini kolaylastirir ve liimene protein ve iyonlardan zengin bir
sivi salgilar. Sertoli hiicreleri folikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimiyla,
androjen baglayici protein (ABP) sentezler. ABP, testosteron ve
dihidrotestosteron androjenlerine yiiksek baglanma afinitesinde olan bir salgisal
proteindir. Sertoli hiicreleri ayrica FSH {izerine negatif feed-back etkisi olan
inhibin ve pozitif feed-back etkisi olan aktivini de salgilarlar (64).

Seminifer tiibiil epitelinin diger hiicreleri olan spermatogenik hiicreler
diizenli olarak ¢ogalip matiir sperme farklilasirlar. Bu hiicreler vitelliis kesesinden
koken alan primordiyal germ hiicrelerinden gelmektedirler. En immatiir
spermatogenik hiicreler bazal lamina {lizerinde yerlesmislerdir ve spermatogonya
adin1 alirlar. En olgun spermatogenik hiicreler ise spermatidlerdir ve Sertoli

hiicrelerinin apikal kismina tutunup tiibiil limeninin kenarini olustururlar.
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Peritiibiiler doku olarak da bilinen tunika propriya, tipik fibroblastlardan
yoksun, ¢ok katli bag dokusudur. insanlarda seminifer tiibiil bazal laminasinin
disinda 3-5 kat miyoid hiicre (peritiibiiler kontraktil hiicreler) ve kollagen liflerden
olusur. Ultrastriiktiirel diizeyde miyoid hiicreler diiz kas hiicrelerinin 6zelligi olan
¢cok sayida aktin filamani igerir. Ayrica fibroblast yoklugunda kollagen
sentezlediklerini belirtecek sekilde ¢ok sayida graniillii endoplazmik retikuluma
sahiptirler. Miyoid hiicrelerin ritmik kontraksiyonlari, spermatozoa ve testikiiler
sivinin seminifer tiibiillerden bosaltict kanal sistemine akisina yardimci olan

peristaltik dalgalanmalar1 olusturur (Sekil 5).
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Sekil 5: Insan seminifer epitelinin sematik ¢izimi. (Histology. A Text and Atlas, 5th ed.

(Ross, Pawlina)’dan modifiye edilmistir).
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Miyoid tabakanin disinda, Leydig hiicreleriyle birlikte kan damarlar1 ve
genis lenf damarlar1 da bulunur. Leydig hiicreleri, genis, poligonal, eozinofilik
hiicrelerdir ve tipik olarak yag damlaciklar1 igerirler. Lipofuksin pigmenti ve
cubuk sekilli sitoplazmik kristaller olan Reinke kristalleri de bu hiicrelerde
bulunurlar. Diger steroid sentezleyen hiicreler gibi Leydig hiicreleri de ¢ok sayida
diiz endoplazmik retikulum igerirler. Testosteron sentezi i¢in gerekli olan
enzimler de diiz endoplazmik retikulumla iliskilidir. Tiibiilovezikiiler kristali
mitokondri de steroid sentezleyen hiicrelerin 6zelligidir ve Leydig hiicrelerinde
bulunurlar. Leydig hiicreleri erken fetal hayatta farklilagirlar ve testosteron
salgilamaya baslarlar. Testosteron salgilanmasi, embriyonik gelisim, seksiiel
olgunlasma ve iireme fonksiyonu i¢in gereklidir. Leydig hiicreleri erkek fetiisiin
erken farklilasma doneminde aktiftir ve fetal hayatin 5. ayindan itibaren inaktif bir
periyoda girerler. inaktif Leydig hiicrelerini fibroblastlardan ayirt etmek giigtiir.
Pubertede gonadotropik stimiilasyona ugrayan Leydig hiicreleri yeniden androjen
salgilayan hiicreler haline gelirler ve yasam boyu aktif kalirlar (111).

3.4 Spermatogenez

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide
olan diploid spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici
baglantilarin altinda bulunurlar ve bu nedenle kan-testis bariyerinin disinda yer
alirlar. Spermatogonyumlar spermatogonyal kok hiicreden koken alirlar ve
pubertede baglayan mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler.

Iki temel morfolojik spermatogonyal kok hiicre tipi gozlenebilir: Tip A
spermatogonyum, (insan testislerinde A koyu ve A ag¢ik spermatogonyumlar

olarak gdzlenir) ve tip B spermatogonyum. Tip B spermatogonyumlarin en son
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mitotik boliinmesinin ardindan ortaya ¢ikan yavru hiicreler olan primer
spermatositler DNA sentezlerler (S fazi), G2 fazina ilerlerler ve 4n kromozom
igerikleri ile birinci mayoz bdliinmeye baglarlar. Birinci mayoz boliinme, yaklagik
10 giin siiren uzun bir profaz ile karakterizedir. Spermatositler kan-testis
bariyerinin hemen iizerinde, adluminal kompartmanda yer alirlar. Dolayisiyla
mayoz boliinmeler kan-testis bariyerinin i¢inde gergeklesir. Birinci mayoz
boliinme uzun bir slire¢ oldugundan, primer spermatositler seminifer tiibiillerde en
bol gézlemlenen hiicrelerdir. Birinci mayoz boliinmenin profazinin alt evreleri ;
leptoten (ipliksi), zigoten (eslesen), pakiten (kalinlasan), diploten (¢ift goriinen) ve
diyakinez (uzaklasan) evreleridir. Bu alt evreler dort temel olayla karakterizedir:
zigoten-pakiten evresinde homolog kromozomlarin eslesmesini ya da sinapsini
kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusumu; homolog kromozomlarin
eslesmesi, krossing over ve ayrilma. Bu uzamis profaz evresinden sonra, kardes
kromatid ciftleri metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden geger ve yavru hiicreler
olan sekonder spermatositlere dagilirlar.

Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve belirgin
bir DNA sentezi olmayan (sadece tamir DNA sentezi meydana gelir) ikinci mayoz
boliinmeye (esitleme bdliinmesi) giderler. ikinci mayoz bdliinme sirasinda,
profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri kardes kromatidleri yavru hiicreler olan
spermatidlere dagitirlar.

Meydana gelen haploid spermatidler Sertoli hiicrelerinin sitoplazma
kriptalar1 i¢inde gomiiliidiirler ve spermiyogenez denilen oldukca farkli bir isleme

ugrarlar. Spermiyogenez asamasinda once flagellum, daha sonra akrozom gelisir
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ve niikleer yogunlagma meydana gelir. Spermiyogenezin sonunda olgun sperm
olusmus olur (69).

3.5 Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu testiste iskemi olusturan ve kan akimini yeniden saglamak
icin cerrahi miidahale gerektiren patolojik bir durumdur (87). Yeni doganlarda,
cocuklarda, ergenlikte goriilebilir ve ipsilateral testiste orsiektomi gerektirebilir ve
kontralateral testiste infertiliteye neden olabilir (39). Testis torsiyonu ya da
spermatik kord torsiyonu spermatik damarlar1 sikistirir, testikiiler kan akimini
yavaslatir ya da durdurur ve testikiiler iskemiyi indiikler. 6-10 saatlik bir
torsiyondan sonra basarili bir detorsiyon yapilsa dahi ipsilateral testis kalic1 olarak
disfonksiyonel hale gelir (141). Fakat infertilitenin asil nedeni kontralateral
testiste meydana gelen dejenerasyondur (97). Kontralateral testiste olusan hasarin
mekanizmast heniiz agikliga kavusmamaistir. Bu konuyla ilgili farkli goriisler
bulunmaktadir. Bir goriige gore testikiiler torsiyondaki primer patofizyolojik olay,
iskemiyi takiben olusturulan reperfiizyondur (140). Iskemi-reperfiizyonla hasara
ugrayan endotelyal hiicrelerde polimorfoniikleer (PMN) hiicreler i¢in 6zel yilizey
adhezyon molekiilleri eksprese olur. Ozellikle E-selektin endotelyal hiicrelerin
ylizeyinde bulunur. PMN hiicreler subtunikal olarak veniillere tutunurlar ve veniil
duvarlarindan diapedezle interstisyuma geg¢ip reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
iretirler (87, 143). ROS’lar toksiktir ve hiicre 6liimiine sebep olabilirler.Yiiksek
konsantrasyonda hiicre nekroza, diisiik konsantrasyonda ise apopitoza gider (143).
Kontralateral testiste hasar olusma mekanizmasiyla ilgili kabul goren bir diger
goriis ise torsiyonla birlikte karsi testisin kan akiminda, sempatik refleksle azalma

olmasidir (137).
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Testis torsiyonunun tedavisinde donmiis testis diizeltilir ve canlilig1
degerlendirilir. Canlilig1 siipheli olan testislerin eksize edilmesi veya hormonal
fonksiyonun diizelip diizelmeyecegini géormek icin yerinde birakilmasi

tartismalidir (96).

3.6 Klasik Renin Anjiyotensin Sistem

Renin- Anjiyotensin sistem (RAS), arteriyel basincin ve kan hacminin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (28). Klasik sistemde renin dolasima
bobrekteki Jukstaglomeriiler (JG) hiicrelerden renal arter basinci diistiiglinde ve
distal tiibiillerde Na seviyesi azaldiginda sempatik stimiilasyona cevap olarak
salinir (50).

Reninin inaktif formu olan prorenin bobreklerin JG hiicrelerinde sentez
edilir ve depolanir. JG hiicreler glomeriillerin hemen proksimalindeki afferent
arteriyollerin duvarinda bulunan farklilasmis diiz kas hiicreleridir. Arter basinci
distiigiinde bobrek icinde gelisen olaylar JG hiicrelerden bir ¢ok prorenin
molekiiliiniin parcalanip renin serbestlemesine neden olurlar. Reninin ¢ogu kan
dolasimina gecerek tiim viicuda yayilirken bir boliimii lokal s1v1 i¢cinde kalarak bir
cok bobrek ici fonksiyonu baslatir.

Reninin kendisi vazoaktif bir madde olmayip bir enzimdir. Karacigerde
bulunan bir bagka plazma proteini olan globulin yapisindaki anjiotensinojen
tizerine enzimatik bir etki ile 10 amino asitlik bir peptid olan anjiyotensin I (Ang
I)’in serbestlenmesine neden olur. Anjiyotensin I orta derecede vazokonstriiktor
Ozelliklere sahip olup tek basina dolasim fonksiyonlarinda anlamli degisiklikler
yapmaya yeterli degildir. Renin yaklasik 30 dakika kadar dolasimda kalarak Ang I

olusturmaya devam eder.
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Ang I, yapimindan birka¢ saniye sonra 2 amino asitini kaybederek 8 amino
asitli bir peptid olan Anjiyotensin II (Ang II) haline gelir. Bu degisim tamamen
kanin kiigliik akciger damarlarindan gegtigi birka¢ saniye i¢cinde akciger
damarlarinin endotelinde bulunan anjiyotensin konverting enzim (ACE) adl1 bir
enzim tarafindan katalizlenerek gerceklesir (48).

Ang II, Ang II tip I reseptorii (AT1) ve Ang II tip II reseptori (AT2)
tizerinden etki eden oldukca gili¢lii bir vazokonstriiktor olup dolasim disinda da
etkileri bulunmaktadir. AT1, vazokonstriiksiyon ve aldosteron salinimindan
sorumludur ve kiiltiir modellerinde hiicresel biiylimeyi tesvik eder. AT2’nin
antagonistik etkileri ve apopitozu diizenledigi diisiiniilmektedir (26). Ang II,
dolasimda 1 ila 2 dakika kaldiktan sonra anjiyotensinazlar olarak adlandirilan,
degisik dokularda ve kanda bulunan enzimlerce inaktive edilir.

Ang II dolasimda kaldig: siire iginde kan basincini iki ayr1 nedenle artirir.
Bunlardan birincisi hizla olusan vazokonstriiksiyondur. Arteriollerin kasilmasi
periferik direnci arttirarak arter basincini yiikseltir. Venlerde meydana gelen orta
dereceli kasilma ise kalbe ven6z doniisii artirarak kalbin yiikselen basinca karsi
pompalama giiciinii artirir.

Anjiyotensinin arter basincini artirict diger etkisi bobrek {istii bezlerinden
aldosteron salgilanmasina neden olarak ve bobrekler {izerine kan akimini azaltici
sekilde direkt etki edip, su ve tuz tutulmasini saglayarak gergeklesir. Bunun
sonucunda ekstraselliiler s1vi hacmi yavas yavas artmakta, bu da saatler ve giinler
iginde arter basincinin yiikselmesine neden olmaktadir. Bu uzun siireli etki arter
basincinin normal seviyesine dondiiriilmesinde akut vazokonstriiktor etkiden daha

gliclidiir (48).
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Ang II’nin bu fonksiyonlarinin ¢ogunlugu ATI1 tarafindan yiiritiiliir ve
AT?2 ile antagonize edilir (108).

Bazi RAS komponentlerinin bu semanin disinda da 6nemli roller
oynadigini gosteren kanitlar mevcuttur. Ang II’yi olusturmak disinda ACE,
vazodilatator ve antifibrotik peptidlerin metabolizmasinda da esit derecede 6nemli
multifonksiyonel bir enzimdir.

ACE’in membrana bagli formu ‘reseptér’ gérevi goriir ve gen
ekspresyonuna neden olan intraselliiler sinyallesmeyi baslatir. Hem Ang I hem de
Ang IT yeni ACE homologu ACE2 yoluyla RAS’dan bagimsiz hatta ona zit etkiler
gosterebilirler (78).

RAS’1n oncelikle ve ¢ogunlukla hem vazokonstriiktor hem de sivi-
elektrolit koruyucu mekanizmalarla kan basincini saglayan bir vazopressor sistem
olmakla birlikte daha genis fonksiyonlara sahip oldugu fark edilmistir (130).

3.7 Lokal RAS

Bircok doku, dolasimdaki RAS’tan baska ya da ona ilaveten spesifik lokal
ihtiyaclari karsilayan intrinsik anjiyotensin iireten sistemlere sahiptir (84).
Sistemik RAS’a ilaveten Ang II’yi otokrin ve parakrin yolla olusturan “lokal
RAS” lar, kalp, damarlar, yag dokusu, adrenaller, beyin ve bobrekler gibi birgok
dokuda tanimlanmistir (108). Ang II’nin lokal iiretimi, bir¢ok fizyolojik siirecin
regulasyonunda yer alir (6, 82, 108). Bunlardan biri de iremenin kontroliidiir
(130).

Testis ve epididimiste de bazi RAS komponentleri bulundugu i¢in lokal
RAS fonksiyonlarindan soz edilebilir (83, 85, 149). Lokal RAS’1n erkek

fertilitesindeki 6nemi tam acikliga kavusmamistir ve biraz da tartismalidir (84).
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ACE ve iiretilen anjiyotensinler AT1 yoluyla sperm motilitesi, kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonunda yer alabilir (41, 44, 73, 115, 148). Ayrica ACE seminal
stvida bulunan Ang II olusumuyla epididimisde s1v1 elektrolit transportu
regiilasyonunda yer alabilir (94, 154, 155). Son olarak ACE’in dogal bir substrati
olan AcSDKP (N -asetil-seril-aspartil-lizil-prolin) testis interstisyel sivisinda
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmustur. AcSDKP, germ hiicre proliferasyonunu
in vitro artirir ve muhtemelen spermatogonyanin hayatta kalmasina katkida
bulunur (131).

Klasik RAS’1n testislerde bulunduguna en iyi kanit renin, anjiyotensinojen,
tACE, AT1, AT2, ve Ang II’nin testislerde bulunmasidir (37, 49). Renin
mRNA’s1 fare testisinde Leydig hiicrelerinde bulunmustur (15, 25, 98) fakat sican
testisinde yoktur (15, 31). Bu da bu dokularda lokal anjiyotensinlerin bobrekten
gelen plazma kdkenli reninden tiireyebilecegini gostermektedir (83).

Anjiyotensinlerin testiste lokal olarak tiretildikleri agikliga kavusmasina
ragmen (99) baslangicta anjiyotensinojen mRNA’s1 si¢an testisinde
gosterilememistir (15, 16, 31, 93). Cassis ve ark. epididimal yag yastik¢iklarinin
yiiksek konsantrasyonda anjiyotensinojen i¢cerdigini gostermistir ve testiste ve
asagi lireme organlarinda iiretilen anjiyotensinlerin epididimisdeki
anjiyotensinojenin ¢evrilmesiyle olustugunu ileri siirmiistiir (16). Daha sonra
sican testisinin diisiik seviyede anjiyotensinojen mRNA’s1 eksprese ettigi
gosterilmistir (53, 71). Anjiyotensinojen ister testiste lokal olarak iiretilsin ister
karacigerden ya da epididimisten gelsin anjiyotensinler testiste lokal olarak

tiretilirler (99).
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Sican ve insan testisleri Leydig hiicrelerinde yiiksek affinitede Ang II
reseptor baglanma bdlgelerine sahiptir (1, 68, 89). AT2, major reseptdr subtipi
olarak testis gelisiminin neonatal doneminde bulunur ve daha sonra puberte
boyunca yerini AT1’e birakir (64).

Leydig hiicrelerinde ATI reseptoriiniin alt tipleri olan ATIA ve AT1B
mRNA’s1 eksprese edilir (70). Ang II, LH ve testosteron iiretimi arasinda bir
feedback mekanizmasinda yer alir. Bu mekanizmada LH, Leydig hiicrelerinden
Ang II liretimini stimiile eder (100, 101) ve Ang II, Leydig hiicrelerinden
testosteron iiretimi i¢in LH stimiilasyonunu inhibe eder (68). AT1 reseptorleri
kapasite olmamis spermin kuyrugunda ve kapasite olmus spermin bastan kuyruga
kadar olan béliimlerinde bulunmustur (47). Ang II’nin insan sperm motilitesini
artirdig1 ve bunu AT1 reseptoriiyle yiiriitiilen bir mekanizma yoluyla sagladigi
gosterilmistir (148, 149).

Dokudaki ve dolasimdaki RAS’1n aktif mediyatdrii olan Ang II, memeli
testisinde bulunur ve kontraksiyonu, biiylimeyi ve peritiibiiler miyoid hiicrelerde
intraselliiler Ca’u, ATI1 yoluyla indiikleyerek kasilmay1 saglar. Bu da Ang II’nin
seminifer tiibiil fonksiyonunun parakrin diizenlenmesinde rol aldigini gésterir
(112). Ang II’nin sperm motilitesini artirarak degil, muhtemelen uterus
kontraksiyonlarini artirarak fertilizasyonu artirdig1 da diisiintilmektedir (46). Fakat
bazi ¢alismalarda Ang II reseptor antagonistlerinin si¢canlardaki fertilite iizerine
etkisinin olmadig1 gosterilmistir (29, 129).

ACE’in dokuya 6zel sekilde eksprese olan iki izoziminden biri olan sACE
seminifer tiibiillerde ne germ hiicrelerinde ne de Sertoli hiicrelerinde bulunmustur.

Tiim testiste SACE bazi endotelyal hiicrelerde ve interstisyel Leydig hiicrelerinde
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gozlenmistir. Protein, kii¢iik miiskiiler arter ve arteriollerin endotelyal
hiicrelerinde bulunur. Leydig hiicre gruplari siirekli bir 6zellik olmasa da sACE
proteinini plazma membranlarindan eksprese ederler (103). SACE’in insan germ
hiicre gelisiminde ve testis olusumunda rol oynuyor olabilecegi gosterilmistir
(102). sACE fetal gelisim sirasinda germ hiicrelerinden diizenli olarak eksprese
olur (110) ve intratiibiiler germ hiicre neoplazmalar1 ve klasik seminomalarda
daimi bir 6zellik olarak bulunur (42).

Testis ayn1 zamanda yliksek konsantrasyonda ACE’in germinal izozimi
olan tACE’yi igerir (23). tACE katalitik olarak sACE’e benzer ve in vitro olarak
Ang I’1 Ang II’ye hizlica gevirebilir (35). Baslangi¢cta tACE’in Leydig
hiicrelerinde tretildigi diistiniilmiis (99) fakat daha sonra postmayotik germ
hiicreleriyle sinirli bulundugu ve non-germinal hiicrelerin dnemsiz diizeyde tACE
aktivitesi icerdigi gosterilmistir (132, 145). Testikiiler aktivite esas olarak izole
germinal hiicre serilerinde ve rezidiiel cisimciklerde bulunur (145). tACE
yuvarlak spermatidlerde zayif, uzamis tiplerinde ise kuvvetli immiinreaktivite
gosterir (103).

RAS, Leydig hiicrelerine etki ederek testikiiler steroidogenezi
diizenleyebilir, sperm hiicrelerine etki ederek spermatogenezi ve sperm canliligini
artirabilir, epididimisdeki sivi-elektrolit transportunu ve diiz kas kontraksiyonunu
degistirerek sperm kapasitasyonunu diizenleyebilir, vas deferensteki
norotransmisyonu modiile ederek ejakiilasyonu kolaylastirabilir (130).

Ureme fonksiyonunun regiilasyonu beyni, periferik sinir sistemini,
hipofizi, lireme organlarini ve yardimci lireme yapilarini kapsar. Sistemik ve lokal

RAS’larin ireme fonksiyonuyla iliskisinin bu seviyelerde olmast muhtemeldir.
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Fakat RAS’1n normal lireme fonksiyonundaki 6nemi heniiz kesin olarak agikliga
kavugsmamuistir (130).

3.8 SACE ve tACE

ACE (kininase II, EC 3.4.15.1) genelde kan basinct ile sivi-elektrolit
homeostazinin 6nemli bir regiilatorii olarak bilinen bir ¢inko metalloproteazdir
(18, 34). ilk olarak Skeggs ve ark. tarafindan 1956°da bulunmustur (125).
Kardiyovaskiiler dengede, Ang I’1 giiclii bir vazopressor peptid olan Ang II’ye
doniistiirerek ve vazodilatator bir peptid olan bradikinini inaktive ederek dnemli
rol oynar (36). ACE’in iki farkli izozimi vardir (35). Vaskiiler endotelyal
hiicrelerden ve bobrek proksimal tiibiillerinin, intestinal fircamsi kenar, epididimis
ve beyin epitelyal hiicrelerinden eksprese olan somatik ACE (sACE) (33), ve
gelismekte olan spermatidler ve olgun spermatozoadan eksprese olan testikiiler
ACE (tACE) (79). Her iki izozim de hiicre yiizey glikoproteinleridir ve yapisal
olarak iliskilidir (35).

tACE’in molekiiler agirlig1 90 kDA, sACE’in ise 170kDA’dur (80). tACE
yaklasik olarak sACE’in yaris1 biiytlikliigiindedir (35) ve tek bir katalitik bolgeden
olusurken, sACE iki katalitik bolgeden olusur (32, 77, 81).

Insan ACE geni kromozom 1723 iizerinde lokalize olmustur (128). Her
iki izoform da ayni gen tarafindan kodlanir (56). sACE tiim gen tarafindan
kodlanirken tACE testise 6zel 13. ekson ve devamindaki 14-26. eksonlar
tarafindan kodlanir (12, 56, 57, 128). tACE proteini 6zel, testis spesifik ekson
tarafindan tanimlanan amino (NH») ucuna sahiptir. Geri kalan bolgesi SACE’in
karboksi (COOH) ucuyla dzdestir (32, 77, 81). Iki izozim karboksi uglar1 yaninda

benzer hidrofobik membrana baglanma bodlgeleri igermelerine ragmen NH;
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uclarindaki sinyal peptidleri tamamen farklidir (77). Baglayici bélge ve COOH ug¢
arasindaki kisim intrasitoplazmikken molekiiliin esas katalitik kism1 hiicre
ylizeyinin digindadir (121, 128).

Yiiksek diizeyde sACE ekspresyonu pulmoner endotel hiicrelerinde,
intestinal, renal (18, 34) ve erkek genital yollar1 epitelyal hiicrelerinde
gosterilmistir (43, 103, 146). Fakat tACE, 6zellikle gelisen spermatidlerden ve
olgun spermatozoadan eksprese olmas1 (79), ilk olarak pubertede agiga ¢cikmasi
(23) ve daha kisa bir polipeptid zincire sahip olmas1 agisindan farklidir (35, 80,
147).

ACE, esas olarak hiicreye bagli bir enzim olmasina ragmen ¢oziinebilir
formda serum da dahil olmak iizere bir¢ok viicut sivisinda bulunur (127). Hiicreye
bagli ACE formu ile sekrete edilen ACE formu arasindaki yapisal iliski ve birinin
digerine ¢evrilme mekanizmasi bilinmemektedir fakat en olas1t mekanizma olarak
ACE’in hiicre disinda kalan kisminin kesildigi diisiiniilmektedir (107). Testikiiler
enzim ¢dziinebilir formdadir, pulmoner enzim ise endotel hiicre membranlarina
bagli durumdadir (23). Coziinebilir ve membrana bagl formlarda katalitik ya da
kinetik 6zellikler agisindan belirgin farklar bulunamamistir (80).

Yeni sentezlenmis ACE proteini endoplazmik retikulumdan golgi
aparatina oradan da plazma membranina gider (107). Hiicreye bagli sACE
baglant1 bélgesinin proteolitik yikimiyla dolagimda gezen serbest sACE haline
gelebilir (55).

tACE, spermatogenez sirasinda 6zellikle mayozun tamamlanmasindan
sonra ve spermiyogenez boyunca erkek germ hiicrelerinden eksprese olur (79,

102, 123, 124). tACE mRNA’s1 spermatositlerde bulunmasina ragmen tACE
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proteini ilk olarak Franke ve ark. tarafindan post mayotik step 3 spermatidlerde
bulunmus ve ileri farklilagsma basamaklar1 boyunca dikkat ¢ekecek derecede
artmistir. Enzim uzayan spermatidlerin adluminal membraninda sinirlanmis ve
salinip ejakiile edilmis spermin boyun ve orta bdlgesinde lokalize olmustur (103).

Major tACE aktivitesi oncelikle spermatidler, rezidiiel cisimcikler,
epididimal spermatozoa ve sitoplazmik damlaciklar tarafindan eksprese edilir. Bu
nedenle tACE aktivitesi ilerlemis farklilasan spermatogenik hiicreler i¢in yeni bir
belirte¢ olabilir (145).

tACE’in in vivo rolii hakkinda ¢ok yorum yapilmaktadir (4).
Spermiyogenez ve epididimal sperm maturasyonu sirasindaki rolii heniiz net
olarak tespit edilememistir (145). Erkek farelerde ACE yoklugu fertilitede
gerileme meydana getirirken disilerde fertilite normal bulunmustur (37, 38, 49,
75). Erkek fertilitesindeki etki tACE’in kaybina dayandirilmistir ¢iinkii SACE’in
selektif yoklugundaki farelerde fertilite normal bulunmustur (49). Hagaman ve
ark. ACE’in erkek lireme fonksiyonlarindaki dnemli etkisinin sadece tACE
araciligiyla oldugunu gostermistir. Ayni arastirmacilar her iki ACE formunu da
icermeyen farelerde ¢iftlesme davranisi, testis histolojisi ve fizyolojik sperm
fonksiyonlar1 normal olmasina ragmen ciddi derecede azalmis ovidukt transportu
ve zona pellusida baglantis1 bulmuslardir (49). Kessler ve ark. sSACE’in sperm
spesifik ekspresyonunun tACE yerine ge¢gmeyecegini gostermislerdir. tACE’in
fertilizasyon siirecindeki rolii non-enzimatik de olabilir; tACE’in N-u¢ bolgesi
disi genital yolunda heniiz bilinmeyen substratlar1 baglayan bir molekiil olarak

gorev alabilir (67).
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Ozetle tACE postmayotik germ hiicrelerinden salgilanan ve RAS’1n diger
elemanlariyla birlikte spermatogenezin devamliliginda, sperm kapasitasyonunda
ve fertilizasyonda rolii oldugu diisiiniilen bir enzimdir.

Biz bu ¢alismada, siganlarda deneysel olusturulacak tek tarafli testis
torsiyonu sonucunda karsi1 testiste tACE aktivitesinde meydana gelecek
degisimlerin immiinohistokimyasal degerlendirilmesini ve seminifer tiibiillerle
germinal epitel hiicrelerinde olusacak degisimlerin 151k mikroskobik ve elektron

mikroskobik olarak incelenmesini amagladik.
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4.GEREC ve YONTEM
Calismamizda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden (FUTDAM) temin edilen 150-250 gr agirlifinda 36 adet 9-11
haftalik, erigkin, Wistar-Albino tiirii erkek siganlar kullanildi. 21°C oda 1sisinda
12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00- 07:00) tutulan siganlar, 6zel
olarak yaptirilan kafeslerde beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda
verildi. Hayvan yemleri Yem Sanayi T.A.S. Elazi§ Yem Fabrikasinda hazirlandi.

Yemlerin terkibi asagidaki tabloda gosterilmektedir (Tablo 1).

Tablo 1: Deney hayvanlarina verilen si¢can yeminin terkibi.

Bugday (%) 15
Maisir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29.4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6

Kavimix VM 23-Z (%) 0,2
Methionin (%) 0,2

DCP (%) 1,6

"1 graminda : 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2.4 mg
B,, 1,2 mg B¢, 0,006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D.
Panth., 0,32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg
Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur.

** 9% 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.
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Calismada kullanilan siganlar 6 gruba ayrildi.
Grup I — Kontrol grubu (n: 6)
Grup II — Testislerin alt ve list kutuplarina dikis atilip, 12 saat sonra dikislerin
alindig1 ve 24 saat sonra testislerin ¢ikarildigir sham grubu (n:6)
Grup III — Sol testisin 6 saat torsiyonundan sonra sag testisin alindig1 grup (n:6)
Grup I'V- Sol testisin 6 saat torsiyondan sonra detorsiyone edildigi ve 24 saat
sonra sag testisin alindig1 grup (n:6)
Grup V- Sol testisin 12 saat torsiyonundan sonra sag testisin alindig1 grup (n:6)
Grup VI- Sol testisin 12 saat torsiyondan sonra detorsiyone edildigi ve 24 saat
sonra sag testisin alindig1 grup (n:6)

Deneklere 50 mg/kg/ip ketamin uygulandiktan sonra batin orta hat
laparotomi insizyonu ile ag¢ildi. Testisler karin i¢ine alindi. Sol testisler 720° saat
yOnii tersine torsiyone edildikten sonra alt ve iist kutuplarindan karin duvarina
tespit edildi. Torsiyon gruplarinda, torsiyon siiresi sonunda anestezi altinda
laparotomi ile sag testisler eksize edilip, sicanlar dekapite edilerek sakrifiye edildi.
Detorsiyon gruplarinda ise torsiyon siireleri tamamlandiktan sonra ayni1 insizyonla
tekrar batina girildi. Torsiyone edilen testislerin tespit siitiirleri alind1. Testisler
detorsiyone edilerek normal konumlarinda tekrar batina birakildi. Detorsiyondan
24 saat sonra tekrar anestezi altinda laparotomi ile sag testisler eksize edilip,
sicanlar dekapite edildi.

Testisten alinan 6rneklerin bir kism1 Bouin soliisyonunda 9 saat tespit
edildikten sonra % 60’lik ve % 70’lik alkollerde 12’ser saat yikandi. Yikanan
dokular dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Parlatma ve

emdirme islemlerinden sonra parafin bloklara (Sigma-paraplast embedding
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media, Stenheim, Germany) géomiildii. Bu parafin bloklardan 5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Kesitler Masson’un {i¢lii boyasi ve Periodic Acid Schiff (PAS)
metodlar1 ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus
BH-2) incelenip fotograflandi.

4.1 Immunohistokimya

Testis dokusunda tACE immunreaktivitesinin belirlenmesi i¢cin Avidin-
Biotin-Peroksidaz yontemi uygulandi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili
olarak verilmistir (Tablo 2). Parafin bloklardan 5-6pm kalinliginda alinan kesitler
polilizinli lamlara alindi. Immiinohistokimyasal boyama prosediiriinde Goat
Immunocruz Staining System (Santa Cruz Biotechnology, California, USA)
kullanildi. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildikten sonra antigen retrieval metodu uygulandi. Bunun i¢in kesitler,
%10’luk sitrat tampon soliisyonu i¢inde, mikrodalga firinda, 700 W’da 10 dk.
kaynatilip, daha sonra 20 dk. oda 1sisinda sogumaya birakildi. Distile suyla
yikandiktan sonra kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek i¢in
peroksidaz blokla inkiibe edildi. Zemin boyanmasini engellemek i¢in % 5°lik
normal ke¢i serumuyla muameleden sonra primer antikor (ACE goat polyclonal Ig
G, Santa Cruz Biotechnology, California, USA) ile 2 saat inkiibe edildi. Daha
sonra biotinli sekonder antikor, streptavidin HRP ve DAB kromojeni ile muamele
edilip, Harrison Hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif kontrollerde primer
antikor yerine, normal goat Ig G kullanildi, diger basamaklar ayn1 sekilde
uygulandi. Alkol ve ksilolden gecirilen dokular Kanada balzam ile kapatildi.
Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek

fotograflandi.
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Her bir gruptan 250 adet tACE immiinpozitif seminifer tiibiil sayilip,
reaksiyon siddetlerine gore 0’dan 4’e kadar (yok=0, hafif=1, orta=2, siddetli=3,
cok siddetli=4) skorlanip, semikantitatif olarak degerlendirildi.

4.2 Elektron Mikroskop

Elektron mikroskobik inceleme i¢in testisten alinan dokularin bir kismi
yaklagik Imm’ biiyiikliigiinde kesilip, fosfat tamponlu %2,5’luk gluteraldehit
solusyonunda (pH:7,4) 72 saat tespit edildi. Daha sonra fosfat tamponla yikanan
dokular, %1°lik osmium tetraoksit ile 1 saat boyunca ikinci kez tespit edildi.
Dokular tekrar fosfat tamponla 3’er kez 10’ar dk. yikandiktan sonra dereceli
aseton serilerinden gegirilerek (%30: 10dk., %60: 10 dk., %90: 10 dk., %100:
10dk., %100:10 dk.) dehidrate edilip, Araldit Cy212 + DDSA + BDMA
karisimina gomiildii. Etiivde 24 saat 40°C’de, 48 saat de 60°C’de bekletildi.
Hazirlanan bloklardan ultramikrotomda 80 nm kalinliginda kesitler alindi, kesitler
uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandiktan sonra Zeiss Libra 120 TEM (Carl
Zeiss NTS GmBH. Oberkochen, Germany) de incelenerek fotograflar ¢ekildi.

4.3 Istatistiksel Analiz

Yapilan ¢aligsmada testis torsiyonunun tACE immiinreaktivitesi lizerine
etkisi istatistiksel olarak degerlendirildi. Gruplarda deneklerden elde edilen
skorlarin aritmetik ortalamalar1 alindi. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verildi. Gruplar arasindaki ikili karsilastirmalar Mann- Whitney U testi ile yapildi.

p< 0,05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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Tablo 2: Immunohistokimyasal boyama prosediirii.

Sira

1

(O T N V]

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

Islem
Xylol I

Xylol IT
Xylol IIT

% 100 Alkol
%96 Alkol
% 80 Alkol
% 70 Alkol

Distile suyla yikama
Mikrodalgada kaynatma
Oda 1s1sinda sogutma

Distile suyla yikama

Peroksidaz blok
PBS

Normal serum
Primer antikor
PBS

Sekonder antikor
PBS

Streptavidin HRP
PBS

DAB kromojen
Distile suyla yika
Hematoksilen
Musluk suyu
Distile su

%70 Alkol

%80 Alkol

% 96 Alkol
%100 Alkol
Xylol LILIII

Kapatma

Siire
5 dk.

5 dk.

5 dk.
10 dk.
10 dk.
10 dk.
10 dk.
2x1dk.
2x5 dk.
20 dk.
3x2 dk.
5 dk.
3x5 dk.
20 dk.
2 saat
3x5dk.
30 dk.
3x5 dk.
30 dk.
3x5 dk.
2-3 dk.
2 dk.

4 dk.

5 dk.
Yika

5 dk.

5 dk.

5 dk.

5 dk.
S'er dk.
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5. BULGULAR

5.1 Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait testis dokusu kesitlerinde tunika albuginea, seminifer
tiibil kontiirleri (Sekil 7), seminifer tiibiillerin germinal epiteli (Sekil 8) ve
interstisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri (Sekil 9) normal yapida gbézlendi.
PAS boyamasinda da seminifer tiibiillerin bazal membranlar1 (Sekil 10) normal
olarak izlendi.

Sham grubunda da kontrol grubuna benzer olarak seminifer tiibiiller (Sekil
11), germinal epitel ve Leydig hiicreleri (Sekil 12) ile, bazal membran (S$ekil 13)
normal yapida gézlendi.

Alt1 saatlik torsiyon grubunda sag testis dokusu kesitlerinde kontrole yakin
goriinimde normal yapida seminifer tiibiiller yaninda (Sekil 14) dejenere olmus
seminifer tiibiiller de ayirt edildi. Bu tiibiillerde piknotik ¢ekirdekli ve
heterokromatik ¢ekirdekli germ hiicrelerine rastlandi. Germ hiicreleri arasinda
ayrilmalar ve germ hiicrelerinin gruplar halinde limene dokiildiigii izlendi Bazi
seminifer tiibiillerde vakuolizasyon mevcuttu (Sekil 15, 16). Baz1 seminifer
tiibillerin ise gruplar halinde sikica paketlendigi ayirt edildi (Sekil 17). PAS
boyamasinda ise bazal membran normale yakin olarak gozlendi (Sekil 18).

Alt1 saatlik torsiyon yapildiktan sonra 24 saat detorsiyon uygulanmis
grupta karsi testiste seminifer tiibiillerin sikica paketlendigi izlendi (Sekil 19).
Tunika albuginea altindaki damarlarda konjesyon ve yer yer hiperemi mevcuttu
(Sekil 20). Baz1 seminifer tiibiillerde germ hiicreleri arasinda ayrilmalar tespit

edildi (Sekil 21).
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Oniki saatlik torsiyon grubunda karsi testiste bazi tiibiiller sikica
paketlenmis (Sekil 22), bazi tiibiiller ise dejeneratif goriinimdeydi (Sekil 23).
Bazi tiibiillerin biitiinliigli bozulmustu. Germ hiicreleri arasinda ayrilmalar (Sekil
24) ve bazal membranda dejenerasyonlar mevcuttu (Sekil 25). Germ hiicrelerinin
gruplar halinde limene dokiildigii tespit edildi (Sekil 26). Bazi tiibiillerde ise
spermatositlerde metafaz arresti izlendi (Sekil 27). PAS boyamasinda yer yer
tibil ¢eperinde bazal membranda bozulma mevcuttu. Ayrica
spermatogonyumlarin bazal membrandan ayrildiklar1 saptandi (Sekil 28 ).

Oniki saatlik torsiyondan sonra 24 saat detorsiyon uygulanan grupta karsi
testis seminifer tiibiillerinin kontrole gére daha hasarli oldugu gézlendi (Sekil 29).
Diger gruplara oranla daha ¢ok sayida tiibiilde germ hiicreleri arasinda ayrilmalar
(Sekil 30) ve germ hiicrelerinin gruplar halinde liimene dokiildiigii saptandi (Sekil
31). Baz tiibiillerde germinal epitelde organizasyon bozuklugu ve heterokromatik
cekirdekli germ hiicreleri tespit edildi (Sekil 32). Oniki saat torsiyon grubuna gore
daha fazla tiibiilde metafaz arresti (Sekil 33, 34) ve bazal membranda bozulma
mevcuttu (Sekil 34).

5.2 Immiinohistokimyasal Bulgular

Testis dokusunda kontrol ve deney gruplarinda tACE i¢in yapilan
immunohistokimyasal boyamada seminifer tiibiillerde pozitif boyanma gozlendi.
Spermatogonyumlarda, primer ve sekonder spermatositlerde tA CE
immunreaktivitesine rastlanmad1 (Sekil 35, 36). tACE immiinreaktivitesinin
siddetinde gruplar arasinda farkliliklar olmasina ragmen, her seminifer tiibiilde
ayni sekilde mayoz sonrasi spermatidler ve spermatozoalarin bulundugu alanlarin

immiinreaktif oldugu izlendi (Sekil 37- 41 ).
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Kontrol grubunda tACE immunreaktivite siddeti 2,72 + 0,14, sham
grubunda ise 2,71 + 0,15 olarak saptandi. Alt1 saatlik torsiyon grubunda tACE
immunreaktivite siddeti 2,16 + 0,16 olarak azalma gosterdi (p<0.05). Alt1 saat
torsiyon yapilip 24 saat detorsiyon uygulanmis grupta immunreaktivite siddeti
2,38 £ 0,08 idi. tACE immunreaktivite siddeti 12 saat torsiyon grubunda 2,64
+0,09, 12 saat torsiyon yapilip 24 saat detorsiyon uygulanmis grupta 2,47 +0,17
olarak tespit edildi (Tablo 3 ve Sekil 6).

Negatif kontrol i¢in yapilan boyamalarda seminifer tiibiillerde tACE igin

herhangi bir immunreaktivite yoktu (Sekil 42).

Tablo 3: Tek tarafli testis torsiyonundan sonra karsi testislerdeki ortalama tACE
immunreaktivite siddetleri.

Gruplar n Ortalama + SS
Grup I 250 2,72 £ 0,14
Grup II 250 2,71 £ 0,15
Grup 111 250 2,16 £0,16*
Grup IV 250 2,38 £ 0,08
Grup V 250 2,64 + 0,09
Grup VI 250 2,47 +0,17
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Sekil 6: Tek tarafli testis torsiyonundan sonra karsi testislerdeki ortalama tACE

immunreaktivite siddetleri.

5.3 Elektron Mikroskobik Bulgular

Elektronmikroskobik incelemede kontrol ve sham grubuna ait kesitlerde
seminifer tiibiilleri ¢gevreleyen bazal membran (Sekil 43), bazal membran {lizerine
yerlesmis olan spermatogonyumlar (Sekil 44) ve Sertoli hiicreleri (Sekil 45)
normal goriinimdeydi. Germinal epitel hiicreleri aras1 baglantilar normal
yapidaydi (Sekil 46).

Alt1 saatlik torsiyon grubunda bazi seminifer tiibiillerin bazal
membranlarinda yer yer incelmeler gozlendi (Sekil 47). Sertoli hiicreleri normal
yapidaydi (Sekil 48). Spermatogonyum sitoplazmasinda ise vakuoller izlendi
(Sekil 49). Germinal epitel hiicreleri arasinda ayrilmalar ve sitoplazmada myelin
figiirlere rastlandi (Sekil 50).

Alt1 saatlik torsiyon yapilip 24 saat detorsiyon uygulanmis grupta

seminifer tiibiil bazal membraninda incelme izlendi (Sekil 51). Bazal membran
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lizerine yerlesmis Sertoli hiicresi ve spermatogonyumda vakuolizasyon gézlendi
(Sekil 51, 52). Germinal epitel hiicrelerinde de intraselliiler vakuolizasyona (Sekil
53) ve hiicreler arasinda ayrilmayla birlikte bazi hiicreler arasindaki ayrilma
bolgelerinde myelin figiirlere rastland: (Sekil 54).

Oniki saatlik torsiyon grubunda bazi seminifer tiibiillerin bazal
membranlarinda girinti ve ¢ikintilar olusmustu (Sekil 55). Bazi1 hiicrelerde ise
intraselliiler vakuolizasyon ve hiicreler arasinda ayrilmalar izlendi (Sekil 56).
Daha ileri derecede hasarli olan hiicrelerde nukleusta kromatin yogunlasmisti.
Hiicre sinirlar1 kaybolmus, tiibiil icinde yer yer nekrotik alanlar izlenmekteydi
(Sekil 57). Germinal epitel hiicreleri arasinda baglant: kayb1 ve hiicre
sitoplazmasinda vakuol mevcuttu (Sekil 58).

Oniki saat torsiyon yapildiktan sonra 24 saat detorsiyon uygulanan grupta
bazi seminifer tiibiil bazal membranlarinda incelme ve spermatogonyumlarda
mitokondri hasarlar1 gozlendi (Sekil 59). Spermatogonyumlarda intraselliiler
vakuolizasyon mevcuttu (Sekil 60) ve baz1 spermatogonyumlar bazal laminadan
ayrilmislardi (Sekil 61). Germinal epitel hiicreleri arasinda da baglant1 kaybi1

izlendi (Sekil 62).
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Sekil 7. Kontrol grubu. Testis dokusunda seminifer tiibiil kontiirleri (¢ift ok) ve

tunika albuginea (4 ) normal olarak ayirt edilmekte. Masson Trikrom X 4.

Sekil 8. Kontrol grubu. Seminifer tiibiillerin germinal epiteli (GE) normal olarak

izlendi. Sg: Spermatogonyum, S: Sertoli hiicresi, P: Primer spermatosit. Masson

Trikrom X 40.
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Sekil 9. Kontrol grubu. Leydig hiicreleri ( 4 ) gézlenmekte. Masson Trikrom X 40.

Sekil 10. Kontrol grubu. Seminifer tiibiillerin bazal membranlar: ( 4 ) normal olarak

izlenmekte. PAS X 20.
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Sekil 11. Sham grubu. Seminifer tiibiiller normal olarak gézlenmekte. Masson

Trikrom X 4.

Sekil 12. Sham grubu. Seminifer tiibiillerin germinal epiteli (GE) ve Leydig hiicreleri

() normal olarak izlenmekte. S: Sertoli hiicresi. Masson Trikrom X 20.
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Sekil 13. Sham grubu. Seminifer tiibiillerin bazal membranlar: ( 4 ) normal olarak

gozlenmekte. PAS X 10.

Sekil 14. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Kontrole yakin goriiniimde bir seminifer

tiibiil. Masson Trikrom X 20.
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Sekil 15. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Vakuolizasyon (*) ve piknotik

¢ekirdekli germ hiicresi () izlenen seminifer tiibiiller. Masson Trikrom X 40.

Sekil 16. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Dejenere olmus bir seminifer tiibiil.
Piknotik ¢ekirdekli (P) ve heterokromatik (H) germ hiicreleri, germ hiicreleri arasinda
ayrilmalar (*) ve gruplar halinde limene dékiilmiis germ hiicreleri ( 4 ) izlenmekte.

Masson Trikrom X 20.



Sekil 17. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Sikica paketlenmis bir grup seminifer

tiibiil izlenmekte. Masson Trikrom X 10.

Sekil 18. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Bazal membranin ( “4*) normale yakin

olarak gozlendigi seminifer tiibiiller. PAS X 10.
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Sekil 19. Alt1 saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Seminifer

tiibiillerin sikica paketlendigi ayirt edilmekte. Masson Trikrom X 4.

b,

Sekil 20. Alt1 saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Tunika

albuginea altindaki damarlarda konjesyon ve hiperemi (4 ) izlenmekte. Masson

Trikrom X 20.
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Sekil 21. Alt1 saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Germ

hiicreleri arasinda ayrilmalar (*) goézlenen seminifer tiibiiller. PAS X 20.

Sekil 22. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Sikica paketlenmis bazi seminifer

tiibiiller izlenmekte. Masson Trikrom X 4.
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Sekil 23. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Dejeneratif goriiniimde olan seminifer

tibiiller ayirt edilmekte. Masson Trikrom X 4.

Sekil 24. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Germ hiicreleri arasinda ayrilmalar (*)

gozlenmekte. Masson Trikrom X 20.
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Sekil 25. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Germ hiicreleri arasinda ayrilmalar

(*), germ hiicrelerinin bazal membrandan ayrildig: (ok basi) ve bazal membranda

dejenerasyonlar ( 4 ) gozlenmekte. Masson Trikrom X 10.

Sekil 26. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Gruplar halinde limene dokiilmiis germ

hiicreleri ( 4 ) ayirt edilmekte. Masson Trikrom X 20.
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> A od

Sekil 27. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Spermatositlerde metafaz arresti

izlenen bir seminifer tiibiil. Masson Trikrom X 20.

Sekil 28. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Bazal membranda dejenerasyonlarin

(1) gozlendigi ve bazi spermatogonyumlarin bazal membrandan ayrildig: (*) bir

seminifer tibiil. PAS X 20
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Sekil 29. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Hasarli

seminifer tiibiiller gozlenmekte. Masson Trikrom X 4.

Sekil 30. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Germ

hiicrelerinin aralarinda ayrilmalarin oldugu (*) seminifer tiibiiller. Masson Trikrom

X 10.
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Sekil 31. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Liimene

dokiilmiis germ hiicreleri ( 4 ) izlenmekte. Masson Trikrom X 20.

Sekil 32. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Seminifer
tiibiillerde organizasyon bozuklugu ve heterokromatik ¢ekirdekli germ hiicreleri ( “4*)

ayirt edilmekte. Masson Trikrom X 40.
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Sekil 33. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Metafaz

arresti (4 ) gozlenen seminifer tiibiil. Masson Trikrom X 20.

Sekil 34. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Seminifer

tiibiil bazal membraninda bozulmalar (¢ift ok) ile metafaz arresti gozlenen ¢ok sayida

spermatosit ( ) izlenmekte. Masson Trikrom X 20.
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Sekil 36. Kontrol grubu. tACE immiinpozitif bir seminifer tiibiil izlenmekte.

Spermatogonyumlar (Sg), Primer spermatosit (PS) ve sekonder spermatositlerde (SS)

immiinreaktivite gézlenmemekte. X 20.
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Sekil 37. Sham grubu. tACE immiinpozitif seminifer tiibiiller. Immiinpozitif

hiicrelerin spermatidler ve spermatozoalar oldugu ayirt edilmekte. X 4.

Sekil 38. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Kontrol ve deney gruplarina gore en az

immiinreaktivite siddeti gdzlenen seminifer tiibiiller. X 4.
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Sekil 39. Alti saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. tACE

immiinpozitif seminifer tiibiiller. X 4.

Sekil 40. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. tACE immiinpozitif seminifer tiibiiller.

X 4.
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Sekil 41. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. tACE

immiinpozitif seminifer tiibiiller. X 4.

Sekil 42. Negatif kontrol. X 10.
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Sekil 43. Kontrol grubu. Normal gériiniimlii bazal membran. BM: Bazal membran,

BL: Bazal lamina, S: Sertoli hiicresi, Sg: Tip A spermatogonyum. X 6300.

Sekil 44. Kontrol grubu. Normal gériiniimde bir spermatogonyum. N: Nukleus, BL:

Bazal lamina, BM: Bazal membran. X 8000.
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5 &

Sekil 45: Sham grubu. Normal goériiniimde bir Sertoli hiicresi ayirt edilmekte. N:

Nukleus. X 10000.

Sekil 46: Kontrol grubu. Hiicreler aras1 baglantilar normal olarak izlenmekte ( 4+). st

Boyun bdlgesi olusmaya baslamis spermatid. M: Hiicre zarina yakin yerlesmis, siralar

olusturan mitokondriler. X 8000.
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Sekil 47. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Bazal membranda incelme (beyaz yildiz),

hiicreler arasinda ayrilma (*) ve bu alanda sekillenmekte olan myelin figiirler (4 ).

My: Peritiibiiler miyoid hiicre, M: Mitokondriler. X 6300.

Sekil 48. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Normal yapida bir Sertoli hiicresi (S). N:

Nukleus. X 6300.
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Sekil 49. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Intrasitoplazmik vakuoller (V) gozlenen

tip B spermatogonyum. Primer spermatosit (PS) i¢inde daginik yerlesimli

mitokondriler ( 4 ). M: Mitokondri, Ly: Lizozomlar. X 6300.

Sekil 50. Alt1 saat torsiyon uygulanan grup. Germinal epitel hiicreleri arasinda

ayrilmalar (*) ve spermatid (St) sitoplazmasinda sekillenmis myelin figiir (4)

izlenmekte. SS: Sekonder spermatosit. M: Periferde yer alan mitokondriler. X 6300.
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Sekil 51. Alt1 saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Bazal
membranda incelme (*) ve sitoplazmasinda vakuoller (V) gozlenen bir Sertoli

hiicresi (S) ayirt edilmekte. X 6300.

Sekil 52. Alt1 saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup.

Intrasitoplazmik vakuol (V) gdézlenen bir spermatogonyum. Spermatogonyumun bazal
membrandan ayrildig: alanda (*) sekillenen bir myelin figiir (4 ) izlenmekte. M:
Mitokondriler. X 6300.
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Sekil 53. Alt1 saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup.

Intrasitoplazmik vakuolleri (V) artmis olan sekonder spermatosit izlenmekte. X 6300.

Sekil 54. Alt1 saat torsiyon ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Hiicreler

arasinda ayrilmalar (*), hiicre membraninda invajinasyonlar (¢ift ok) ve ayrilma

bolgesinde bir myelin figiir izlenmekte (4" ). St: Hasarli spermatid. X 6300.
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Sekil 55. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Girinti ve ¢ikintilarin olustugu bir bazal

membran ( 4 ) ve dejenere golgi keseleri (gift ok) izlenmekte. X 6300.

Sekil 56. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Intraselliiler vakuolizasyon (V) ve

hiicreler arasinda ayrilmalarin (*) izlendigi germinal epitel hiicreleri. X 8000.

63



Sekil 57. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Hasarli hiicrede nukleusta kromatinin

yogunlastigi ( 4 ) izlenmekte. X 6300.

Sekil 58. Oniki saat torsiyon uygulanan grup. Germinal epitel hiicreleri arasinda

baglant1 kayb1 (*) ve hiicre iginde vakuol (V) izlenmekte. X 6300.
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Sekil 59. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Seminifer
tiibiil bazal membraninda incelme (*) gozlenmekte. Mitokondrilerde hasar (4),
intrasitoplazmik vakuoller (V) ve lizozom artis1 (¢ift ok) gézlenen bir primer

spermatosit izlenmekte. SgA: Tip A spermatogonyum. X 6300.

Sekil 60. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Bazal

membrandan ayrildigi gozlenen (*) spermatogonyumda intrasitoplazmik vakuol ve

myelin figiir (“4*) izlenmekte. X 8000.
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Sekil 61. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup. Bazal

membran tizerinde ve hiicreler arasinda gézlenen ayrilma alanlari (*). X 6300.

Sekil 62. Oniki saat torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon uygulanan grup.

Sekonder spermatositler arasinda ayrilmalar (*) izlenmekte. Periferik yerlesimli

mitokondriler ( 4 ). X 6300.
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6. TARTISMA

Testis torsiyonu 0zellikle yeni doganlarda ya da ergenlik donemindeki
erkek cocuklarda goriilen tibbi bir acil ve morbidite kaynagidir (22, 61). Testisin
ve spermatik kordun torsiyonu testiste kan akiminda azalmaya ya da tikanmaya
neden olur ve germ hiicre kaybi1, aspermatogenez ve testikiiler atrofiyi de igeren
iskemik hasarlarla sonuglanabilir (141, 143). Torsiyonla indiiklenmis testikiiler
iskemi siklikla detorsiyon ya da orsiektomi gibi cerrahi miidahaleleri gerektirebilir
(30). Fakat acil miidahale ile orsiektomi yapilsa, ya da testis detorsiyonunda dahi
infertilite 6nemli bir sekel olarak kalir (60). Bunun nedeni unilateral testis
torsiyonunun kontralateral testikiiler hasara neden olmasidir. Klinik ve deneysel
caligmalar torsiyon sonrasi spermatogenezde defektlerin oldugunu gosterse de
testikiiler hasarin patogenezi net olarak aciklanamamaistir (86).

Hasarli bobregin stresini karst bobrege yansittigi, bu bobregin de kan
akimindaki azalma sonucu aniirik hale geldigi bilinmektedir. Testikiiler ve renal
kan damarlarinin yakin embriyolojik iliskisinden dolay1, kontralateral testikiiler
hasarin olugsmasinda kan akiminda meydana gelen degisikliklerin rol oynuyor
olabilecegi varsayilabilir (86).

Karagiizel ve ark. otoimmiin mekanizmay1 arastirmak icin yaptiklari
calismalarinda unilateral spermatik kord torsiyonu dncesi spermatogenik
materyali uzaklastirmak i¢in orsiektomi yapmislardir. Calismanin sonucunda
kontralateral testis kan akisindaki azalmanin diisiik fertiliteyle baglantili
oldugunu, kontralateral testikiiler hasarin otoimmiin mekanizmayla degil de kan

akisindaki degisiklikler nedeniyle olabilecegini 6nermislerdir (65).
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Lievano ve ark. yaptiklar: calismada 720°, 8 saat torsiyon sirasinda
ipsilateral testis kan akisinda orta derecede azalma, detorsiyondan sonra ise her iki
testiste de kan akiminda anlamli derecede artma bulmuslardir (86). Kan
akimindaki azalma hipoksiye, bu da dokularda laktik asit, hipoksantin ve lipid
peroksitlerin artmasina neden olur. Lipid peroksidasyonundan sonra kan
akisindaki artis serbest radikalleri iiretir ki bu da dokularda reperfiizyon hasari
olarak bilinen 6nemli hasarlara neden olur (2).

Kars1 testiste meydana gelen hasar torsiyonun derecesine ve siiresine bagl
olarak cesitli diizeylerde olabilir. Sican modellerindeki testikiiler torsiyon
calismalarinda, testisin 1 saatligine 720° torsiyonu ile, Leydig ve Sertoli
hiicrelerinin normal fonksiyon gérmesine ragmen, spermatogenezin kayipla
sonug¢landigi gosterilmistir (7, 142). Cosentino ve ark. (20) ile Anderson ve ark.
(4) ise yaptiklar1 ¢aligmalarda testis torsiyonunun 4-6 saat i¢cinde tedavi edilmedigi
takdirde spermatogenik kayip meydana geldigini bildirmislerdir (101).

Kontralateral testikiiler hasarin olusmasi1 i¢cin gereken kritik siire 6-8
saattir. Sarica ve ark. 2 saat torsiyon sonunda kontralateral testiste belirgin bir
iskemi olusmadigini, ancak kontralateral testiste iskemik hasar1 6 saatlik unilateral
torsiyondan sonra gozlediklerini bildirmislerdir (117).

Testis torsiyonunun kisa ve uzun siirede karsi testiste meydana getirdigi
dejenerasyonlari 151k ve elektron mikroskobik diizeyde inceleyen ¢alismalar
mevcuttur. Bu ¢alismalarda testis torsiyonunun derecesine ve siiresine gore farkl

histolojik bulgular elde edilmistir (13, 17, 120, 144).
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Biz de ¢alismamizda, 6 ve 12 saatlik tek tarafli torsiyon ve ardindan 24
saat detorsiyon uygulanmis siganlarda karsi testiste olusan hasarlari 151k ve
elektron mikroskobik diizeyde incelemeyi amagladik.

Literatiirde tek tarafli testis torsiyonuyla kars1 testiste hasar olusmadigini
iddia eden caligsmalar da mevcuttur (138, 139). Bu karsit goriislere ragmen,
calismamizda literatiirdeki diger caligsmalarla uyumlu olarak testis torsiyonu
sonrasinda ve detorsiyon ile karsi testiste hasar olustugu tespit edilmistir.

Calismamizda 6 saat torsiyona maruz kalmis sicanlarin karsi testislerinde
dejenere olmus seminifer tiibiilleri, germ hiicreleri arasinda ayrilmalar1 ve germ
hiicrelerinin gruplar halinde liimene dokiildiigiinii tespit ettik. Uguralp ve ark.
720°, 4 saat torsiyon uyguladiklari ¢alismalarinda, kars1 testiste yalnizca édem,
Blank ve ark. ise 6 saat 720° torsiyon sonunda karsi testiste sadece peritiibiiler
hemoraji tespit etmiglerdir (13, 144). Kontralateral testikiiler hasar1 indiiklemek
i¢in kritik torsiyon siiresi 6-8 saat arasidir (27). Bulgulardaki bu farklilik Uguralp
ve ark.’nin uyguladiklari torsiyon siiresinin daha kisa olmasindan ya da Blank ve
ark.’nin prepubertal sicanlar kullanmis olmalarindan dolay1 olabilir.

Alt1 saat torsiyonu takiben 24 saat detorsiyon uyguladigimiz si¢anlarda
kars1 testislerde germ hiicreleri arasinda ayrilmalar izlenmekteydi. 12 saat torsiyon
grubunda ise birbirlerinden ayrilmis germ hiicrelerinin gruplar halinde liimene
dokiildiigii izlendi. Oniki saat torsiyondan sonra 24 saat detorsiyon yaptigimiz
grupta kars1 testislerde germ hiicreleri arasinda ayrilmalar diger gruplara oranla
daha fazlaydi. Blank ve ark. da 6 saat 720° torsiyon iizerine 24 saat detorsiyon
uyguladiklar1 ¢alismalarinda germinal hiicrelerde diizensizlik ve dokiilme tespit

etmislerdir (13). Janetschek ve ark. ise 6 ve 12 saat 540° torsiyon uygulayip
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detorsiyondan 8 hafta sonra inceledikleri karsi testislerde germinal epitelde
anlaml1 degisiklikler bulmamislardir (58). Bunun nedeni uyguladiklar: torsiyon
derecesinin diisiik olmas1 olabilir.

Vakuolizasyon ¢ok sayida germ hiicresinin dokiilmesi ile seminifer
epitelde ortaya ¢ikan bir hasardir. Chakraborty ve ark. da 540°, 8-12 saat torsiyon
uygulayip detorsiyondan 16 ay sonra inceledikleri kars1 testislerde ¢ok sayida
vakuollere rastlamislardir (17). Bizim ¢calismamizda da 6 saat torsiyon uygulanmisg
grupta kars testiste vakuoller izlendi. Bu iki ¢alisma arasindaki farklilik bizim
calismamizin akut donem bulgularini, Chakraborty ve ark.’nin ¢alismasinin ise
gec donem bulgularini yansitmasidir.

Gokee ve ark. 720°, 4 saat torsiyon uygulayip detorsiyondan 24 saat sonra
inceledikleri kars1 testislerde apopitotik hiicrelerin anlamli derecede artmis
oldugunu bulmuslardir (45). Blank ve Chakraborty calismalarinda kars testiste
cok sayida piknotik ¢ekirdekli ya da nekrotik germ hiicreleri tespit etmislerdir (13,
17). Bizim de ¢ogu deney grubumuzda piknotik ¢ekirdekli ya da heterokromatik
cekirdekli dejenere germ hiicreleri mevcuttur, bu agidan bulgularimiz literatiirle
uyumludur.

Spermatositler, testisi olumsuz etkileyen durumlarda siklikla ikinci mayoz
boéliinmenin metafaz evresinde dejenere olurlar. Isik mikroskobunda ig seklindeki
iplikler metafaz evresindeki kromozomlar gibi iyi boyanmis goriiniirler (114). Biz
de 12 saat torsiyon ve sonrasinda 24 saat detorsiyon uyguladigimiz gruplarin kars1
testislerinde metafaz arrestine rastladik. Savas ve ark. da 720°, 1 ay torsiyon
uyguladiklari ¢aligmalarinda karsi1 testiste azalmis spermatogenezin belirteci

olarak diffiiz matiirasyon arresti gézlemislerdir (119).

70



Testikiiler torsiyon ve detorsiyonun uzun dénem etkilerini arastiran
caligsmalar, 3-6 saat siiren 360°-720°’lik torsiyondan haftalar sonra yaygin doku
hasar1 olustugunu gostermislerdir (58, 59). Testisin torsiyona akut cevabini
arastiran diger calismalar ise 1-3 saatlik kisa siireli bir iskemiden sonra bile
ultrastriiktiirel hasar1 tanimlamislardir (20, 66).

Yaptigimiz ¢alismada tiim deney gruplarinda elektron mikroskobik
diizeyde bazal membranda dejenerasyon ve incelmeler tespit ettik. Bu acidan
bulgularimiz Savas ve ark.’nin 720°, 24 saat torsiyon uyguladiklari ¢calismalarinin
sonuclarindan farklidir. Savas ve ark. karsi testis bazal laminasinin devamliligini
korudugunu fakat kalinlasip katlantili hale geldigini bulmuslar ve bunu da artmis
kollagen sentezine baglamislardir (120). Iki ¢alisma arasindaki farklilik torsiyon
siirelerinin farkli olmasina bagli olabilir.

Yine calismamizda hemen hemen tiim deney gruplarinda germinal
hiicreler arasinda baglant1 kayb1 mevcuttu. Savas ve ark. da 24 saat torsiyon
sonunda kars1 testiste hiicresel baglantilarda ayrilmalar izlemislerdir (120). Bu
ac¢idan bulgularimiz literatiirle uyumludur.

Strese kars1 organizmanin ilk verdigi yanit hiicre sismesidir (76, 156).
Burada anormal s1vi birikimi sonucunda 151k mikroskobik diizeyde hiicresel
vakuolizasyonlar ortaya ¢ikar (156). Yaptigimiz ¢alismada tiim deney gruplarinda
intrasitoplazmik vakuolizasyona rastladik.

Literatiirde testis torsiyonu/detorsiyonu ile ilgili ¢alismalarda degisen
torsiyon ve detorsiyon siireleri ile torsiyon dereceleri, ¢alismalar arasinda saglikli

karsilagtirma yapilabilmesini gliclestirmektedir. Buna ragmen ¢alismamizda elde
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edilen 151k ve elektron mikroskobik bulgular ile literatiirle uyumlu testis hasari
olusturabildigimizi sdyleyebiliriz.

RAS, aslen kan basincini vasopressor etkisiyle direkt olarak, basing,
elektrolit ve s1vi homeostazini birlestiren bir grup merkezi ve periferik
mekanizmayla da indirekt olarak diizenleyen kan kdkenli bir hormon sistemidir
(24, 109, 133). Bununla birlikte RAS’1n etkileri kardiyovaskiiler sistemin 6tesinde
pankreas ile disi ve erkek iireme sisteminin ¢esitli komponentleri gibi farkl
hedeflere uzanmistir (105, 130, 150). Bu dokulardaki anjiyotensin, lokal RAS
aktivitesinde parakrin/otokrin kaynaklidir. Erkek tireme dokularindaki RAS
komponentlerinden, testikiiler renin, ACE, anjiyotensinojen ve anjiyotensin
reseptorleri pubertenin baslangiciyla ya da hemen 6ncesinde, plazma
gonadotropinleriyle es zamanli olarak artarlar (14, 25, 104).

ACE, c¢esitli oligopeptidlerden di- ve tripeptidleri hidrolize eden, ¢inko
iceren bir ektopeptidazdir. Somatik izoformu olan sACE, erkek genital yolu
disindaki dokularda genis bir substrat 6zgiilliigiine sahiptir ve fizyolojik olarak
anjiyotensinleri, kininleri, ¢esitli néropeptidleri ve kok hiicre regiilatorii olan
AcSDKP’yi hidrolize eder (19, 34, 126). Daha kisa bir izoform olan tACE ise
yalnizca spermatogenez boyunca germ hiicrelerinde bulunur (113).

Spermatogenez boyunca germ hiicreleri olgun spermatozoa haline
gelebilmek i¢in bir dizi gelisimsel fazdan gecerler. Bu kompleks farklilasma
siireci bu hiicrelerin kendilerine 6zgii biyokimyasinin sonucudur (152). Bunlara
bir 6rnek de ACE’ in {iretilmesidir (127).

Major tACE aktivitesi primer olarak spermatidlerden, rezidiiel

cisimlerden, epididimal spermatozoa ve sitoplazmik damlaciklardan eksprese
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edilir ve bu nedenle spermatogenik hiicrelerin ileri farklilagma asamalar1 i¢in yeni
bir belirte¢ olabilir (145).

tACE’in in vivo rolii bir¢ok spekiilasyona konu olmustur. Epididimiste
Ang II’yi salarak epididimal epitel hiicrelerinden su ve tuz iletimini indiikledigine
dair kanitlar vardir (153, 154). Bunun epididimal sperm maturasyonu i¢in uygun
iyonik ortamin saglanmasi i¢in gerekli oldugu varsayilmaktadir. Bir baska goriis
ACE’in sperm motilitesini etkiliyor olabilecegidir (11, 145). in vitro olarak
bradikinin ve LHRH’1 da i¢eren bir¢ok peptid bagini hidrolize edebilecegi
gosterilmistir (54). ACE’in spermatogenez boyunca bir¢ok farkli fonksiyonu
olabilir.

Knock-out teknigiyle yapilan son ¢aligsmalar tACE’in erkek fertilitesinde
onemli rol oynadigini belirtmektedir (130). Bozulmus ACE geni tasiyan
homozigot erkek fareler, normal testis histolojisi, normal ¢iftlesme davranisi ve
gerilemis ovidukt transportu ile spermatozoanin zona pellusidaya baglanmasi
haricinde normal sperm parametreleri gostermelerine ragmen hemen hemen
infertildirler (49, 75). Sadece SACE’e sahip olmayan fareler ise normal fertilite
gosterirler (106).

Spermatogenez boyunca tACE’in ortaya ¢ikma siirecini inceleyen
calismalar yapilmistir. Spermatogenez devamli kok hiicre proliferasyonu, mayotik
boliinmeler ve spermatidin spermatozoaya farklanmasini i¢ceren gelisimsel bir
siirectir (51, 52, 152).

Sibony ve ark. insanlarin, marmosetlerin ve eriskin erkek si¢canlarin

seminifer tiiblillerinde tACE immiinreaktivitesini spermatogenez ve
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spermiyogenezin en ileri sathalarina denk gelen en icteki katmanda, yuvarlak ve
uzamis spermatidlerde ve spermatozoalarda gozlemislerdir (123).

Tek tarafli testis torsiyonunun detorsiyonundan sonra spermatogenezde
anomaliler meydana geldigi ilk olarak Krarup tarafindan bildirilmistir (74). Testis
torsiyonunun fertilitede azalmaya neden oldugu bilinmektedir ve %40-60’dan
fazla hastada anormal semen analizleri bildirilmistir. Genel olarak tek tarafli testis
torsiyonunun kontralateral hasarla sonuclandigina inanilmaktadir (3, 9, 27, 91, 92,
135, 151).

Literatiirde degisik patolojik siireclerde tACE aktivitesini degerlendiren
calismalar fazla bulunmamaktadir. Yaptigimiz ¢calismada tek tarafli testis
torsiyonu ve detorsiyonunun karsi testis tACE immiinreaktivitesinde meydana
getirdigi degisiklikleri degerlendirdik. tACE immiinpozitif hiicreler bizim
calismamizda da spermatidler ve spermatozoalardi. Spermatogonyumlar, primer
ve sekonder spermatositlerde ise tACE immiinreaktivitesine rastlanmadi. Gruplar
arasinda boyanma siddetindeki farkliligir degerlendirmek i¢in yapilan istatistik
sonucunda 6 saatlik torsiyon uygulanan grupta karsi testiste tACE
immiinreaktivitesinde anlamli derecede azalma gozlendi. Diger deney
gruplarindaki azalma ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi.

Tartigmada dnceden belirtildigi gibi testis torsiyonunda, patogenezi tam
olarak anlasilamasa da kars1 testiste de dejeneratif degisiklikler gozlenmektedir.
Bu konuda otoimmiinizasyon, subklinik kontralateral torsiyon, akrozomal enzim
salinimi, torsiyon sirasinda ikili néroendokrin veya vazomotor cevap, altta yatan
spermatogenezde defekt ve eslik eden gonad anomalisi gibi pek ¢ok teori ortaya

atilmistir (8, 62). Ozellikle son dénemlerde kars1 tarafta olusan hasarin torsiyon
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ile indiiklenen ve noradrenalin lizerinden gelisen sempatik desarja bagli oldugunu
diisiindiiren bulgular lizerinde durulmaktadir (95, 136).

Insanlarda tACE spermatozoalar tarafindan iiretilmektedir ve erkek
fertilitesi ile iligkili olarak fertilizasyon kapasitesini arttirmak icin iiretilir (63,
122). tACE o6zellikle spermatogenez sirasinda eksprese olur ve ilk once
postmayotik evre 3 spermatidlerde goriiliir ve ileri farklilagsma ile beraber
ekspresyonlar1 spermatozoalarda artar (43, 103). Buradan da anlasilacagi iizere
tACE aktivitesi spermatogenez ile direkt iliskilidir.

Testis torsiyon ¢aligmalarinda spermatogenezin olumsuz etkilendigini
kanitlayan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (7, 10, 58, 88). Esas olarak normal bir
testiste diizenli kan akiminin saglanmasi normal spermatogenez i¢in gerekli en
Oonemli faktordiir (118). Tam olarak testiste fonksiyonlar1 acgikliga
kavusturulamamis tACE’in ise 6zellikle testis torsiyonu gibi patolojik durumlarda
nasil rol aldigin1 aciklayan ¢aligmalar bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile testis
torsiyonunda kars1 testiste tACE ekspresyonundaki degisikliklerin arastirilmasi
amaclanmaktadir. Yapilan calismada 6 saatlik torsiyon sonrasinda kars1 testiste
tACE aktivitesinde normal testislere gore bir azalma gézlenmektedir. Torsiyon
siiresi 12 saat oldugunda veya detorsiyon islemi yapildiginda bu aktivitede
kontrole gore anlamli bir degisiklik dikkati cekmemektedir. Diger taraftan
histolojik olarak bakildiginda torsiyon siiresinin artmasi ile hasarda bir artis
olmaktadir. Cosentino ve ark. (21), 0-12 saat arasinda yaptiklar1 degisen torsiyon
siirelerinin ardindan fertiliteyi incelediklerinde fertilitedeki en keskin azalmanin
ozellikle 5 ile 9. saatler arasindaki torsiyonda oldugunu gozlemislerdir. Lysiak ve

ark. (88), testis iskemisi sirasinda germ hiicre apopitozundan ilk etkilenenlerin
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evre 2-3 germ hiicreleri oldugunu ve apopitoz artisinin torsiyon onarimindan 4
saat sonra basladigin1 gostermislerdir. Pauls ve ark.’nin (103) tACE proteininin ilk
once postmayotik 3. evre spermatidlerde gozlemlediklerini bu noktada tekrar
hatirlamak gerekmektedir. Janetschek ve ark.’nin (58) calismasinda ise 6 ve 12
saatlik torsiyon siireleri karsilastirildiginda, karsi testiste 6 saatlik torsiyonun
ardindan daha agir bir endokrin yanit gozledikleri izlenmektedir. Bu ¢alismada
bizim ¢alismamiz ile paralel olarak, histolojik hasarin siire ile artis1 olmasina
ragmen 12 saatlik torsiyonun ardindan sperm sayisindaki azalma kontrol grubuna
gore anlamsiz bulunmustur. Savas ve ark. (118) torsiyon sonrasinda kars1 testiste
malondialdehit (MDA) diizeylerine baktiklarinda yine histolojik bulgular olmadan
MDA diizeylerinde degisiklikler gézlemlemislerdir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak
calismamizda da tespit ettigimiz gibi torsiyonun ardindan karsi testiste histolojik
bulgulardan bagimsiz biyokimyasal ve noroendokrin olaylar ger¢ceklesmektedir.
Torsiyondan 6 saat sonra muhtemelen karsi testiste kan akiminda azalmaya bagl
olarak spermatogenezde azalma gerceklesmektedir. Bu degisiklik yaptigimiz
calismada gordiigiimiiz gibi tACE ekspresyonunda azalma ile kendini
gostermektedir. Detorsiyon ile veya belki de halen torsiyon sirasinda, kan akimi
tekrar saglandiginda bu aktivite normale donmektedir.

Calismamizda tespit ettigimiz ilgi ¢ekici bulgulardan bir digeri 6 saat
torsiyonda tACE aktivitesinde azalma olmasina ragmen, torsiyon siiresi 12 saate
uzadiginda bu aktivitenin tekrar artmasi olmustur. Baker ve ark. (7) testislerde
torsiyon sonrasinda halen anlamli bir steroidojenik rezervin mevcut oldugunu
ifade etmektedirler. Yine lazer doppler flovmetri ile yapilan torsiyon

calismalarinda 720° torsiyon ile testis kanlanmasinda ani bir azalma, 5 dakika
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sonra ise pretorsiyon diizeylerinin %70’ine ulasan kan akiminda geri doniis
izlenmektedir (140). Ayn1 sekilde kars: tarafta sempatik uyari ile olusan
vazokonstriiksiyon siirekli olmayip belli bir siirenin ardindan kanlanma tekrar eski
diizeylerine yaklasiyor olabilir. Veya kars1 testiste kan akim1 azalirken yine belli
bir siirenin gecilmesi ile beraber aktiflenen steroidojenik rezerv veya
kompansatuvar bir mekanizma, spermatogenezi, dolayisiyla tACE aktivitesini
tekrar normal diizeylere getirmek i¢cin devreye girmis olabilir. Bu noktalarin
aydinlatilmasi i¢in ileri ¢galigmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak tek tarafli testis torsiyonunun ardindan kars1 testiste
histolojik ve néroendokrin degisiklikler meydana gelmektedir. tACE aktivitesi,
ozellikle ilk 6 saat i¢inde karsi testiste kan akiminin azalmasina bagli olabilecek
bir azalma gostermektedir. Bu aktivite azalmas1 spermatogenezi yansitan bir
parametre olabilir. Kanlanmanin detorsiyon ile tekrar saglanmasini takiben tACE
aktivitesi tekrar yerine gelmektedir. Kars1 testiste, torsiyon siiresi 12 saate
uzadiginda, kanlanmanin tekrar artmasina bagli olarak veya aktive olan
kompansatuvar bir rezervin etkisi ile tACE aktivitesi artmaktadir. Bu konuyu
aydinlatacak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. tACE, testis torsiyonu gibi
patolojik siireglerde rol alan bir enzimdir. Ancak bu enzimin etkilesim

mekanizmalar1 heniiz bilinmemektedir.
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