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OZET

Testis torsiyonu spermatik kord ve igeriginin biikiilmesi sonucu ortaya ¢ikan cerrahi bir
durumdur. Torsiyona bagli iskemi dokuda lipid peroksidasyonuna, membran
gecirgenligine ve hiicrede geri doniisiimsiiz hasarlar meydana gelmesine neden olur.
Timokinon (THQ) yiiksek antioksidan 6zellikleriyle bilinen aktif fenolik bir bilesiktir.
Bu calismada testis torsiyonu kaynakli iskemi/reperfiizyon (I/R) sonrasinda THQ’nun
testis dokusundaki etkilerinin ¢esitli analizler ile arastirilmas1 amaglanmugtir.

Bu calisgmada 40 adet Wistar albino tiirii erkek sigan kullanildi. Kontrol grubu,
Iskemi/reperfiizyon grubu (i/R), Timokinon grubu (THQ) ve Iskemi/reperfiizyon+
Timokinon grubu (I/R+THQ) olmak iizere dort grup olusturuldu. Deney sonunda
spermiyogram  analizi, testis dokusunda ise hem histolojik hem de
immunohistokimyasal analizler, gen ekspresyonu analizleri ile kan 6rnekleri toplanarak
biyokimyasal analizler gerceklestirildi.

Sonuglarimiza gére, Kontrol ve THQ grubuna kiyasla I/R grubunda sperm sayisi,
hareketliligi, testis dokusu seminifer tiibiil epiteli kalinligi, tiibiil ¢capt ve Johsen’s
testikiiler biyopsi skorunda azalma gozlendi. I/R grubunda reseptor etkilesimli kinaz
(RIPL/RIPK1 ve RIP3/RIPK3) hem gen ekspresyonu hem de immunoreaktivite
yogunluklar1 artis gosterdi. Ayrica, glial hiicre tiirevli nérotrofik faktér (GDNF)
ekspresyonu azalirken, steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) ekspresyonu artis
gdsterdi. I/R grubunda doku androjen baglayici protein (ABP) seviyesi azalirken, kan
testosteron ve luteinizan hormon (LH) seviyesi artti, folikiil stimiilan hormon (FSH)
seviyesi ise degismedi. I/R+THQ grubu sonuglaria gére THQ nun tiim parametrelerde
diizenleyici bir etki gosterdigi belirlendi.

Testis dokusunda histopatolojik bulgularin yani sira RIP1/RIPK 1, RIP3/RIPK3, GDNF,
StAR ekspresyonlarindaki degisiklikler I/R sonrasi dokunun hem spermatojenik seri
hem de spermatojenik olmayan hiicre serisinde hasara neden oldugunu ortaya
koymaktadir. Buna bagli olarak hormon seviyelerindeki degisikliklerde dokudaki
fonksiyon bozuklugunu gostermektedir. I/R sonrasi uygulanan 10 mg/kg THQ dozu
testis yapt ve fonksiyon biitiinliiglinlin saglanmasinda etkili bir bilesik oldugunu
histopatolojik, gen ekspresyonu ve biyokimyasal bulgulardaki iyilesmeler ile ortaya
koymustur. Sonug olarak bu ¢alismada I/R sonrasinda dokudaki oksidatif stres kaynakli
hasarda THQ nun etkili olabilecegi ortaya konmustur. Sonraki ¢alismalarimizda daha
1yl sonuglar i¢in hem doz hem de uygulama siiresinin revize edilerek daha kapsamli
parametreler ile THQ’ nun 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Detorsiyon; iskemi; Reperfiizyon; Testis; Timokinon; Torsiyon



EFFECTS OF THYMOQUINONE ON TESTICULAR
ISCHEMIA/REPERFUSION

Hatice GULMEZ

Erciyes University, Institute of MedicalSciences Department of Histology and
Embryology

M.Sc. Thesis, July 2024
Advisor: Assoc. Prof.Derya KARABULUT
ABSTRACT

Testicular torsion is a surgical condition due to twisting the spermatic cord and its
contents. Torsion-related ischemia causes lipid peroxidation in the tissue, membrane
permeability and irreversible damage to the cell. Thymoquinone (THQ) is an active
phenolic compound with high antioxidant properties. This study aimed to investigate
the effects of THQ on testicular tissue after testicular torsion-induced
ischemia/reperfusion (I/R) with various analyses.

Forty male Wistar albino rats were used in this study. Four groups were created: Control
group, Ischemia/reperfusion group (I/R), Thymoquinone group (THQ) and
Ischemia/reperfusion+Thymoquinone group (I/R+THQ). At the end of the experiment,
spermiogram analysis, both histological and immunohistochemical analyses in testicular
tissue, gene expression analyses and biochemical analyses were performed by collecting
blood samples.

According to our results, a decrease in sperm count, motility, testicular tissue
seminiferous tubule epithelium thickness, tubule diameter and Johsen's testicular biopsy
score was observed in the I/R group compared to the Control and THQ groups. In the
I/R group, both receptor-interacting kinase (RIP1/RIPK1 and RIP3/RIPK3) gene
expression and immunoreactivity intensities increased. Additionally, while glial cell-
derived neurotrophic factor (GDNF) expression decreased, steroidogenic acute
regulatory protein (StAR) expression increased. In the I/R group, tissue androgen
binding protein (ABP) level decreased, blood testosterone and luteinizing hormone
(LH) levels increased, and follicle-stimulating hormone (FSH) levels did not change.
According to the results of the I/R+THQ group, it was determined that THQ had a
regulatory effect on all parameters.

In addition to histopathological findings in testicular tissue, changes in RIP1/RIPK1,
RIP3/RIPK3, GDNF, StAR expressions reveal that the tissue after I/R causes damage to
both spermatogenic and non-spermatogenic cell lines. Accordingly, changes in hormone
levels indicate dysfunction in the tissue. The 10 mg/kg dose of THQ administered after
I/R demonstrated that it is an effective compound in ensuring the integrity of testicular
structure and function, with improvements in histopathological, gene expression and
biochemical findings. As a result, this study revealed that THQ may be effective in
oxidative stress-induced tissue damage after I/R. In our subsequent studies, we aim to
reveal the properties of THQ with more comprehensive parameters by revising both the
dose and application time for better results.

Key Words: Detorsion; Ischemia; Reperfusion; Testis; Thymoquinone; Torsion
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KISALTMALAR ve SIMGELER

°C : Santigrat Derece

ul : Mikro Litre

um : Mikro Metre

ABP : Androgen Binding Protein

ATP : Adenozin Trifosfat

cDNA : Complementary DNA

Cm : Santimetre

CD95 : CD95 ligand

clAP1/2 : Cellular Inhibitor of Apoptosis 1/2

CYLD : Cylindromatosis

DEKAM : Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi

Dk : Dakika

DNA : Deoksiriboz niikleik asit

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

ER : Endoplazmik retikulum

FADD : Fas-associated death domain

FSH : Folikiil Stimiilan Hormon

GDNF : Glialcellline-derived neurotrophic factor

gER : Graniillii Endoplazmik Retikulum

H&E : Hematoksilen&Eozin

H,0, : Hidrojen Peroksit

I/R : Iskemi/Reperfiizyon

IU/L : International unit/litre

Ig : Intragastrik

Ip : Intraperitoneal

JTBS : JohnsenTestikiiler Biyopsi Skoru

K : Kontrol grubu

LH - Luteinizan Hormon

MAPK : Mitogen-activated protein kinase

MEKK1 :Mitogen-activated protein/Extracellular signal-regulated kinase
kinasel



MEKK3

mMRNA
mg/kg
ml
mlU/ml
NF-Kb
ng/ml
nm

O,

OH

PBS
PCR
pg/ml
RHIM
RIP
RIP1/RIPK1
RIP3/RIPK3
RNA
ROS
SOR
SRY
SSC
StAR
TBF

.

THQ
TNF-a
TNFR
TRADD
TRAF2
Ub

:Mitogen-activated protein/Extracellular signal-regulated kinase

kinase3

: Messenger RNA

: Miligram/Kilogram

: Mili Litre

: milli-internatyonal birim/litre

- Niikleer Faktor-Kappa B

: Nanogram / mililitre

: Nanometre

: Superoksit Anyonu

: Hidroksil Radikali

: Phosphate-Buffered Saline

: Polymerase Chain Reaction

: Pikogram / Mililitre

: Respective Homotypic Interaction Motif
: Reseptor Etkilesimli Kinaz.

: Reseptor Etkilesimli Kinaz-1

: Reseptor Etkilesimli Kinaz-3

: Ribontikleik Asit

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Serbest Oksijen Radikalleri

: Sex-determining Region Y

: Spermatogonial Kok Hiicre

: Steroidogenic Acute Regulatory
: Testis Belirleyici Faktor

: Testesteron

: Timokinon

: Tumor Necrosis Factor

: Tumor Necrosis Factor Receptor
: TNF Receptor-Associated Death Domain
: TNF Receptor-Associated Factor2
- Ubiquitin
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Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo.4.6.

TABLO LISTESI

Deney gruplarma ait deney baslangict ve deney sonu hayvan agirliklarinin
dl¢iim sonuglar1. Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon. .34

Deney gruplarma ait sol testis ve sag testis agirliklarinin 6l¢im sonuglari.
Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ; timoKinon. ..........ccceceveveeenee. 34

Deney gruplarina ait spermiogram analizi sonuglari. Tabloda verilen sperm
sayilar *10°  olacak sekilde hesaplanmistir.  Kisaltmalar: /R
iskemi/reperfiizyon, THQ; timoKinon. .........cccccevveriiiiniiiiiiciiec e 35

Deney gruplarina ait JTBS skoru, interstisyel 6dem, 6demli tiibiil ve atrofik
tiibiil sayis1 ol¢iim sonuglari. Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ;
timokinon, JTBS; Johnsen’s testikiiler biyopsi skoru. .........cccccoovrieiinnnnn. 36

Tiim gruplara ait testis dokusu seminifer tiibiil epitel kalinligi, seminifer
tiibiil cap1 ve seminifer tiibiil liimen ¢ap1 (um) Slglim sonuglari. Kisaltmalar:
I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; tiMOKINON. ........ceveveverereerererieirceeeieiesenenenn, 38

RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 mRNA gen ekspresyonu analizleri sonuglari.
Kisaltmalar: I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon. ...........ccc.ccevvene.. 39

Tablo 4.7. Deney gruplarina ait RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK1 proteinlerine ait seminifer

Tablo 4.8.

tiibiil epiteli ve intertiibiiler bag dokusu immunoreaktivite 6l¢lim sonuglari.
Kisaltmalar: 1/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, RIP; reseptor
etkilesimli KINAZ. .....oooiiviiiiiiiii e e 40

Tiim gruplara ait testis dokusu GDNF ve StAR immunohistokimya 6l¢iim
sonuglar. Kisaltmalar: I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, GDNF;
glial hiicre tiirevli norotrofik faktor, StAR; Steroidojenik akut diizenleyici
010 (=11 SO S USRS POSN 42

Tablo 4.9. Tiim gruplara ait hormon 6lgiim sonuglari. ABP testis dokusundan, FSH, LH

ve testosteron kan serumundan bakilmistir. Kisaltmalar:
[/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, ABP; androjen baglayici protein,
FSH; folikiil stimiilan hormon, LH; luteinizan hormon. ..................cccceee.s 44

Tablo 4.10.Deney gruplarina ait Total oksidan/antioksidan seviyelerinin analizi.

Kisaltmalar: I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, TOS; total oksidan
statli, TAS; total antioksidan Statli.............cccccueeeeiiiiieec i 45

xii



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

SEKIL LISTESI

Testikiiler gelisim evrelerinin sematik gosterimi. a.5 haftalik bir embriyoda
farklilasmamis gonad evresi gosterilmektedir. b. Gelismekte olan gonad,
primer sex  kordonlarmin  seminifer  kordonlara  farklilagsmasi,
paramezonefrik kanalin ve bu kanaldan kdken alan yapilarin gerilemesi,
gelismekte olan rete testis gosterilmektedir. c. Testikiiler gelisimin son
evreleri, Tunika albuginea septumlarin gelisimine katilmasi, Rete testisin
seminifer kordonlara ve mesonefrik kanal ve tiibiillerden gelisen bosaltim
kanallarina baglanmasi gosterilmektedir...........cccooeviiiiiiiiiiiiiiicicseee 6

Erkek tireme sistemi komponenetlerinin genel goriiniimii. Sagittal Kkesit,
testis, epididimis, duktus deferens ve vezikiila seminalis intakt olarak
OSEETTIMEKEEAIT. ...ttt 8

Insan testisinin fotomikrograflari. a. H-E ile boyanmis insan testis kesitinin
kiiciik biiyiitmeli fotomikrograf seminifer tiibiilleri ve tunika albugineay1
gostermektedir. Seminifer tiibiiller olduk¢a kivrintilidir ve bu nedenle
kesitleri goriiniim olarak degiskendir X30. b. Onceki numunenin daha
biiyiik biiylitmesi birka¢ seminifer tiiblili gostermektedir. Komsu tiibiillerin
arasindaki alanda kiigiik kiimeler olusturan Leydig (interstisyel) hiicrelerde
bulunmaktadir X250........ccciiiiiiiiiie e 11

Insan seminifer tiibiil epitelinin sematik ¢izimi. Sertoli hiicrelerinin
spermatogenik hiicrelerle iligkisini gdstermektedir. Seminifer epitel bir
bazal laminanin lizerinde yer almaktadir ve seminifer tiibiilii peritiibiiler
hiicre tabakasi ¢evrelemektedir. Tip A agik, tip A koyu ve tip B olarak
simiflandirilan  spermatogonyumlar ve spermatositler, seminifer epitelin
komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda yer alan baglanti kompleksinin altinda
bulunan bazal laminada bulunurlar. Primer spermatositler, erken
spermatidler, ge¢ spermatidler ve sitoplazma, baglanti kompleksinin
tizerinde yer alan abluminal kompartmanda goriilmektedir......................... 12

Sekil 2.5. RIPK1/RIP1 ve RIPK3/RIP3 nekroptozun kritik aracilaridir. TNF-a,

TNFR'ye baglanarak TRADD, TRAF2, cIAP1/2 ve RIPK1/RIP1 'den olusan
Compleks I'in olusumunu tesvik eder. cIAP1/2, NF-xB ve MAPK yollar1
yoluyla hiicrenin hayatta kalmasimi destekleyebilen (Ub) RIPK1/RIP1 i
cogaltir. CYLD tarafindan her yerde bulunan RIPKI/RIP1, kaspaz-8 ve
FADD ile etkilesime girerek apoptozu tesvik edebilir. Kaspaz inhibe
edildiginde RIPK1/RIP1, RIPK3/RIP3 ile etkilesime girerek nekroptozu
destekleyebilir ve otofosforilasyonuna yol agabilir. Fosforile edilmis
RIPK3/RIP3, plazma zarinda translokasyon yapan ve oligomerize olan ve
yirtilmayi indiikleyen MLKL'yi toplar ve fosforile eder............ccccvevrinennne. 15

Xiii



Sekil 3.1.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Seminifer tlibiil ve seminifer tiibiil limen c¢ap1 ve seminifer tiibiil epitel
kalinlig1 6l¢iimii. Seminifer tiibiil epitel kalinlig1 yesil ¢izgi ile gosterilen
sekilde ol¢iilmiistiir. Mavi ile isaretli seminifer tiibiil ¢ap1, turuncu ¢izgi ile
belirtildigi sekilde Olciilmiistiir. Sar1 ile isaretli seminifer tiibiil liimeninin
cap1 kirmizi ¢izgi ile belirtildigi sekilde Sl¢UIMUSHHr.......cvvvvvvieiiiiiiiieee, 26

Deneysel iskemi/reperfiizyonun olusturulmasina ait resimler. Iskemi
Oncesine ait resimde testis daha acik renkli gdzlenirken, iskemi siiresi
doldugunda reperfiize edilecek testisin daha koyu renge sahip oldugu
GOTUIMEKLEAIT. .vvviiiiie i 33

Deney gruplarina ait H-E boyamalari. (A) Kontrol ve (C) THQ gruplarina
ait testis doku kesitleri seminifer tiibiil yapis1 ve interstisyel bag dokusu
bakimindan diizenli histolojik gériiniime sahiptir. (B) I/R grubu testis doku
kesitlerinde 6demli tiibiil (siyah yildiz), atrofik tiibil (kirmiz1 yildiz),
multiniikleer dev hiicreleer (siyah oklar), diizensiz hasarli seminifer epitel
(yesil ok) gosterilmistir. (D) I/R+THQ grubunda diizensiz hasarli seminifer
epitel (yesil ok) ve intertiibiiler bag dokusunda o6dem (sar1 yildiz)
gosterilmigtir.  Resimler 40x objektif (skala bar:100um) olarak
gdsterilmistir. Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon....... 37

Deney gruplarina ait RIP1/RIPK1 immunohistokimya boyamasi. Testis
dokusu kesitlerindeki seminifer epitel ve intertiibiiler bag dokudaki
RIP1/RIPK1 ekspresyonu siyah oklar ile gosterilmistir. Resimler 40x
objektif (skala bar:100pm). Kisaltmalar: 1/R;iskemi/reperfiizyon, THQ;
timokinon, RIP; reseptor etkilesimli Kinaz.........c.coovvvvevievenennieniscsenen, 40

Deney gruplarina ait RIP3/RIPK3 immunohistokimya boyamasi. Testis
dokusu kesitlerindeki seminifer epitel ve intertiibiller bag dokudaki
RIP3/RIPK3 ekspresyonu siyah oklar ile gosterilmistir. Resimler 40x
objektif (skala bar:100pm). Kisaltmalar: 1/R;iskemi/reperfiizyon, THQ;
timokinon, RIP; reseptor etkilesimli Kinaz............cccooeiiiiniiiiie 41

Deney gruplarina ait GDNF immunohistokimya boyamasi. Testis dokusu
kesitlerindeki seminifer tiibiill GDNF ekspresyonu siyah oklar ile
gosterilmistir. Resimler 40x objektif (skala bar:100pm). Kisaltmalar:
I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, GDNF; glial hiicre tiirevli
NOTOtrofik faKtOT. ...ooveiiic e 43

Deney gruplarina ait StAR immunohistokimya boyamasi. Testis dokusu
kesitlerindeki intertiibiiler bag dokusundaki StAR ekspresyonu siyah oklar
ile gosterilmistir. Resimler 40x objektif (skala bar:100pm). Kisaltmalar:
I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, StAR; Steroidojenik akut
dUZENIEYICT PIOEIN. 1.vveuviiiiiiiieiiie et 43

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Testis torsiyonu, spermatik kordun ve iceriginin biikiilmesi sonucu meydana gelen
cerrahi acil bir durumdur. Dokuda torsiyonun meydana gelmesi vendz doniisiin
engellenmesine neden olmaktadir. Bu durum vendz ve arteriyel basinglarin esitlenmesi
sonucu arteriyel akisin tehlikeye atilmasina ve testikiiler iskemi ile sonu¢lanmasina
neden olur. iskemi, torsiyondan sonra ortaya g¢ikabilir ve 24 saat sonra neredeyse
kesindir. Testisin dis rotasyonu ile manuel detorsiyon basarili olabilir, ancak
manevranin ardindan kan akisinin eski haline geldigi kontrol edilmelidir. Spermatik
kordun detorsiyonu, kan akisi tam olarak saglanana kadar gergeklestirilerek testis

canlilig1 kontrol edilmelidir.

Testis torsiyonu, yetiskin bireylerde gbzlenen bir durum olmasinin yani sira 18 yagindan
kiiciiklerde de gozlenen ve ortalama 100.000 erkekte 3,8'ini etkileyen cerrahi bir acil
durumdur. Cocuklarda akut skrotal hastaligin %10 ila %]15'ini olusturur ve testis
torsiyonu ameliyatt gegiren erkek cocuklarda orsiektomi orani %42 ile sonuclanir
(Sharp ve ark., 2013). Yenidogan ve addlesan ¢ocuk grubunda daha yaygin olmakla
beraber, her yasta goriilebilmektedir (Barada ve ark., 1989). Testise atardamar sistemi
aracilifi ile spermatik arterden kan gelir. Bu kan testiste yayilarak gorevini
tamamladiktan sonra venler vasitasi ile geri doner. Iskeminin derecesi, burulma siiresine
ve spermatik kordun rotasyon derecesine baghidir (Ringdahl ve Teague, 2006).
Spermatik kordun detorsiyonu, hig¢bir biikiilme goriilmeyene kadar gerceklestirilir ve
testis canlihigr degerlendirilir (Sharp ve ark., 2013). Testis torsiyonunun derecesi ve
siiresine bagli olarak histopatolojik degisiklikler, iskemi hatta nekroza kadar
ilerleyebilmektedir (Hiz, 2021). Testis torsiyonu klinik bir tanidir ve hastalar tipik
olarak siddetli akut tek tarafli skrotal agri, bulanti ve kusma ile bagvururlar (Sharp ve
ark., 2013).



Testis torsiyonu iskemi tablosuna, detorsiyon ise reperflizyona sebep olmaktadir. Testis
torsiyonu sonucu dokuda fazla miktarda hasar goriilse de detorsiyonun ardindan olusan
reperfiizyona bagl artan serbest oksijen radikalleri testis dokusuna zarar vermektedir
(Hiz, 2021). iskemi doneminde kan akimi yetersizlifine bagl testis dokusunda
hipoksantin, lipid peroksit ve laktik asit artar (Hiz, 2021). Graniilli endoplazmik
retikulumdan ribozomlar ayrilmaya baglar, protein sentezi azalir. Hipoksik tablonun
devam etmesi halinde membran gegirgenliginde artis meydana gelir, mitokondrial
fonksiyonlar yavaglar. Bahsedilen bu olaylar, hiicrenin oksijen diizeyi normal sartlara
ulastig1 takdirde geri doniisiimlii hasarlardir. Iskeminin devam etmesi halinde geri
dontigiimsiiz hiicre hasar1 ve nekroz gelismeye baslar. Hiicrede pH diismesi, lizozomal
zarlarin zedelenmesi ve bunlara bagli olarak enzimlerin sitoplazmaya ge¢mesi ile
sitoplazmadaki ve c¢ekirdekteki yapilar enzimler tarafindan sindirilmeye baslar
(Turkyilmaz, 2003). Reperfiizyon doneminde ise serbest oksijen radikallerinden (SOR)
superoksit anyonu (O5), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksit (H,O,) artmaktadir
(Hiz, 2021). Reperfiizyon hasarinin dokuya iskemik hasara oranla daha fazla zarar
verdigi gorilmiistiir (Hiz, 2021). Reperfiizyon ile dokuya oksijenizasyonun tekrar
saglanmastyla, biriken hipoksantin oksijen ve ksantin oksidaz varliginda serbest oksijen
radikalleri olugsmaktadir (Toyokuni ve ark., 1999). Boylece SOR; karbonhidrat, lipid,

protein, niikleik asit gibi pek ¢ok molekiilde oksidatif hasara neden olmaktadir.

Testis torsiyonu vakalarinda iskemik testise kan akisinin hizli bir sekilde diizeltilmesi
¢ok 6nemlidir ve bir iirologa derhal sevk edilmesi onerilmektedir. Tipik olarak, testis
histopatolojisindeki morfolojik degisiklikler ve spermatogenez tizerindeki zararli etkiler
ile kendini gosteren 6nemli iskemik hasar meydana gelmeden 6nce dort ila sekiz saatlik
bir pencere vardir. Bu nedenle, bircok hastanin dort ila sekiz saatlik zamani1 asmasina
ragmen acil cerrahi tedavi ise yarayabilmektedir. Semptom baslangicindan sonraki alt1
saat i¢inde cerrahi islem yapilarak tan1 konulursa, bildirilen testis kurtarma oranlar1 %90
ila %100'dlir. Semptomlar 12 saatten uzun siiredir mevcutsa %50'ye diiser ve semptom
sliresi 24 saat veya daha fazla mevcut ise tipik olarak %10'dan azdir (Sharp ve ark.,
2013). Semen Kkalitesindeki bozulma, testis torsiyonu-detorsiyonunun ciddi bir
sonucudur. Yeterli germ hiicreli mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, erkek

dogurganliginda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir (Shih ve ark., 2021).



Timokinon (THQ), Nigella sativa L. (¢orek otu) yaginin temel biyoaktif bilesigi olan,
antioksidan ve antineoplastik bir maddedir. THQ, yara iyilesmesi dahil bir¢ok
rahatsizliga karsi Onemli terapétik aktiviteye sahip dogal bir biyoaktiftir. Toksik
olmayan, diyabet ve kanser dahil olmak iizere bir¢ok insan hastaligini tedavi etmek i¢in
genis uygulamalara sahiptir. Torsiyon kaynakli iskemi/reperfiizyon (I/R) testis
hasarinda da tedavi edici etkiye sahip olabilir. Fenolik bilesiklerin DNA hasarini
Onleyebildigi, DNA onarim mekanizmalarin1 diizenleyebildigi ve kanser olusum
stirecini engelleyebildigi iddia edilmektedir (Gilizelsoy ve ark., 2018). THQ hiicre
dongiistinii kontrol eden ve hiicre ¢ogalmasini diizenleyen gen proteinlerin ifadesini
(ekpresyonunu/protein miktarini) ve/veya aktivitesini etkileyebilmektedir (Giizelsoy ve
ark., 2018). Cesitli ilaglarin yan etkilerini azaltmak i¢in kullanilan, siiper oksit anyonu,
hidroksil radikali ve molekiiler oksijen gibi bir¢ok SOR’nin siipiiriiciisii olarak gdrev
yapan giiclii bir antioksidan ajandir (Giizelsoy ve ark., 2018; Oztiirk ve ark., 2020).
Ozellikle kombine antioksidanlar spermin ROS'dan korunmasinda énemli bir rol oynar
ve idiyopatik oligoasthenoteratozoospermi durumunda temel sperm parametrelerini
iyilestirebilir (Erol ve Sari, 2017). Testis dokusunda oksidatif strese bagh I/R’da
koruyucu bir rol oynadig1 gosterilmektedir (Ayan ve ark., 2016). Testis torsiyonunda,
I/R hasarin1 énlemek igin kullanilan maddeler genellikle detorsiyon &ncesi veya ilk 24
saat icinde tek doz olarak verilmektedir (Kabay ve ark., 2014). THQ etki mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamis olsa bile, THQ apoptozu, oksidatif stresi ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak sitoprotektif etki gosterdigi bilinmektedir (Gur ve ark.,

2021).

Bu ¢alismada ise I/R modeli olusturulan sigan sol testisinde THQ etkilerinin histolojik,
genetik ve biyokimyasal analizler ile gdsterilmesi planlanmistir. I/R sonrasi gelisen
olasi nekroz mekanizmasi degerlendirilerek THQ’nun antinekrotik 6zelliklerinin olup
olmadig1 aciga cikarillacaktir. Ayrica dokudaki oksidan/antioksidan  sistem
degerlendirilmeye almacaktir. Calismanin sonuglari ile /R ve THQ arasindaki iliski
kapsamli  bir sekilde degerlendirilerek sonuglarin literatiire kazandirilmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Erkek iireme sistemi skrotum icinde testisler, testis icindeki ve disindaki bosaltim

kanallar1, yardimci bezler ve penisten olugsmaktadir.
2.1. Testis

Testis spermatozoanin ve testosteronun iiretildigi yerdir. Uretilen salgilarmn bosaltim
kanallar ise duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoryus
ve prostat iiretrasina acilmaktadir. Yardimci bezler ise iki adet vezikula seminalis, bir
prostat ve iki adet bulboiiretral bezden olugsmaktadir. Testis birlesik tiibiiler bir bez olup

hem ekzokrin hem endokrin salgis1 bulunmaktadir (Tekelioglu, 2002).
2.1.1. Erkek Ureme Sistemi Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti yumurtanin déllenmesini saglayan sperm ile belirlenmis olsa bile
erkek veya disi morfolojileri gelisimin 7. haftasindan Once baslamaz (Moore ve
Persaud, 2002). Cinsiyet olusumu bir¢cok genin rol oynadigi bir siirectir. SRY geni Y
kromozomu {izerinde bulunur ve bu genin protein {irlinii cinsiyet organlarinin
olusumunu saglayan genleri harekete gecirir. Testis Belirleyici Faktor (TBF) olan SRY
geni var oldugunda cinsiyet erkek olur yok ise cinsiyet kiz olur (Sadler, 2005). 5.
haftada baslayan mezotelde kalinlasma ve altindaki mezensimin cogalmasi ile bir
kabariklik olusur. Epitel kordonlar hemen biiytirler. Farklilagmamis gonad dis kisimda
korteksten, i¢ kisimda medulladan olusur. Eger embriyo XX kromozomuna sahipse
korteks kismi overe doniisiir, medullast geriler. Eger embriyo XY kromozomu
igeriyorsa medulla testise doniisiir, korteks geriler (Moore ve Persaud, 2002). 6.haftaya
kadar gonadlar epitelin proliferosyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusan
genital ve gonadal sirtlar olarak belirlenir ve germ hiicreleri igermez. Primordial germ
hiicreleri yolk kesesinin allontois tarafindaki endoderm hiicreleri arasinda olusur.

Primitif cinsiyet kordonlar1 germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagsmasindan once



genital sirtin prolifere olup mezensimin i¢ine gdmiilmesi ile olusur (Sadler, 2005). TBF,
kordonlar1 uyararak medullanin derinlerinde birbirleriyle anastomoz yapmasini saglar.
Boylece rete testis olusur. Seminifer kordonlarin tunika albugineasi1 gelisince yiizey
epiteli ile baglantis1 kalmaz. Seminifer kordonlar belirli asamalarla seminifer tiibiillere
tubuli rektiye ve rete testise farklanirlar. Seminifer tiibiiller, 8. hafta ve sonrasinda
interstisyel aralikta bulunan Leydig hiicreleri, testosteron ve androjenik hormonlari
salgilamaya baglar. Testosteron hormonunu gonadotropin hormonu aktive eder (Moore
ve Persaud, 2002). Yiizey epitelinden koken alan sertoli destek hiicreleri ve primitif
germ hiicrelerinden meydana gelen testis kordonlar1 dordiincii ayda at nali seklini alir.
Puberte doneminde limenler agilarak testis kordonlar1 seminifer tiibiiller haline gelir.
Seminifer tiibiiller de rete testis ile birleserek duktuli efferenteslere girer. Rete testis ile
wollfian kanallar1 veya mezonefrik kanallar1 birbirine baglayan bu kanallar duktus
deferens olarak bilinir (Sadler, 2005). Spermlerin beslenmesi ve salinmasini saglayan
bir ¢ift seminal vezikiiller de mezonefrik duktuslardan gelisir ve duktus ile iiretra
arasindaki kismi ejekulatuar duktusu olusturur. Mezensim i¢ine biiyliyen endodermal
cikintilar iiretranin prostat parcasindan olusur. Endodermal hiicrelerden glandiiler bez
epiteli gelisirken organ stromasi ve diiz kaslar mezensimden gelisir. Uretranin spongioz
kismindan meydana gelen bir ¢ift organ olan bulboiiretral bezin diiz kas hiicreleri ve
stromas1 mezensimden olusur. Bu bezin salgisi ile semen karisir (Moore ve Persaud,
2002). Fallus olarak bilinen genital tiiberkiiliin hizli uzamasiyla ve genislemesiyle
olusan dis genital organ penisin gelisimi androjenlerin etkisi altindadir. Urogenital
katlantilarin birlesmesiyle olusan spongioz iiretra penisin ventral yiizeyi boyunca devam
eder. Glandiiler (iiretral) plak ektodermal kdkenli olup glans penisin ucunda ige
biiyliyerek meydana gelir. Penis kokiinde spongioz {iretra ile bulusur ve baglanir
(Moore ve Persaud, 2002). Primitif ¢izgiden koken alan mezensim hiicreleri 3. haftada
kloakal kivrim adi verilen bir gift, hafif yiiksek sislik olusturur. Kloakal membran
iirogenital ve anal membranlara 6. haftada béliiniir. Urogenital her iki yaninda ortaya
cikan yiiksek cikinti genital sislik olarak bilinir. Genital sislikler inguinal bolgede
yerlesmisken gelisimin ileri evrelerinde kaudal yonde ilerleyip her sislik kendi
tarafindaki hemiskrotumu olusturur ve bu hemiskrotumlar skrotal septum ile ayrilir
(Sadler, 2005). Testislerin skrotuma inis sebepleri cok az bilinse de androjenler

tarafindan kontrol edildigi diisliniilmektedir. Gubernakulum inguinal kanallara yol
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olusturmakla birlikte testisi skrotuma baglar ve skrotuma inerken yol gosterdigi
diisiiniilmektedir. Testisin inguinal kanala gecisinde abdomenin i¢ kismindaki basing
artis1 da rol oynar. 26. haftada baslayan testis inisi 2-3 giin siirer. Testislerin skrotuma
girmesiyle inguinal kanal spermatik kord etrafinda sarilir. Testisler posterior abdominal
duvar seviyesindeyken testikiiler kan damarlar1 olusur. Testisler skrotuma inerken kan
damarlarin1 ve duktus deferensi beraberinde tasir (Moore ve Persaud, 2002). Testisi
saran peritoneal tabaka tunika vajinalisin visseral tabakasi diger kisimlarina da tunika
vajinalisin pariyetal tabakasi denir. Transversalis fasyasi internal spermatik fasyayi,
internal oblik kas kremaster adelesini, eksternal oblik kas ise eksternal spermatik
fasyay1 olusturmaktadir (Sadler, 2005). Sekil 2.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Testikiiler gelisim evrelerinin sematik gosterimi. a.5 haftalik bir embriyoda
farklilasmamis gonad evresi gosterilmektedir. b. Gelismekte olan gonad, primer sex
kordonlarinin seminifer kordonlara farklilagmasi, paramezonefrik kanalin ve bu
kanaldan koken alan yapilarin gerilemesi, gelismekte olan rete testis gosterilmektedir.
c. Testikiiler gelisimin son evreleri, Tunika albuginea septumlarin gelisimine katilmasi,
Rete testisin seminifer kordonlara ve mezonefrik kanal ve tiibiillerden gelisen bosaltim
kanallarina baglanmasi gosterilmektedir (Ross ve Pawlina, 2014).



2.1.2. Testis Anatomisi

Erkekte bir ¢ift olarak bulunan yanlardan basik oval sekilli testisler skrotum ad1 verilen
deri bir torba icinde bulunmaktadir. Testisler skrotum igerisinde pleksus
pampiniformisin ters akim 1s1 degistirme mekanizmasi ile viicut sicakligindan 3-4°C
daha diisiik sicaklikta tutulmaktadir (Sentiirk, 2020). Skrotum sicakta gevseyerek
sarkar, sogukta biiziiserek toplanir ve testislerin optimum sicaklikta tutulmasini saglar.
Optimum  sicaklik 34°C’dir. Bu hareketleri de skrotumun kremaster kasi
gerceklestirmektedir (Aktiimsek, 2009). Testisler 4-5 cm uzunlugunda, 3 cm
genisliginde ve 2,5 cm derinliginde olup yaklasik 30 ml hacmindedir. Genellikle sol
spermatik kord daha uzun ve sol testis daha asagida konumlanmis halde bulunmaktadir

(Sentiirk, 2020).

Testis distan ice dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa olmak
lizere 3 tabakadan olusan bir kapsiil ile sarilidir. Tunika vaginalis visseral ve parietal
olmak {izere 2 tabakadir ve tabakalar arasindaki boslukta ser6z sivi bulunur. Tunika
albuginea testis icerigini sarar, yapisinda kollajen doku i¢ine dagilmig, dallanmis diiz
kas hiicreleri bulunur. Tunika vaskulosa testisin septumlarmnin i¢ yiiziinii drter (Ozbek,
2013). Her bir testis seminifer tiibiillerden meydana gelmistir ve tiibiillerin her biri
yaklagik 80 cm kadardir. Testis i¢inde kivrilmis halde bulunur. Testisler abdominal
aortadan ¢ikan testikiiler arterle kanlanir. Testislerin vendéz kani Once pleksus
pampiniformisine daha sonra vena testikiilarise dokiiliir. Sag taraf vena cava inferiora
sol taraf vena renalis sinistraya dokiilmektedir. Testislerin innervasyonu otonom

sinirlerle gergeklesir (Aktiimsek, 2009). Sekil 2.2.°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Erkek iireme sistemi komponenetlerinin genel gortiniimii. Sagittal kesit, testis,
epididimis, duktus deferens ve vezikiila seminalis intakt olarak gosterilmektedir (Ross
ve Pawlina, 2014).

2.1.3. Testis Histolojisi

Testis, kalin siki bag dokusu yapisindaki kapsiil olan tunika albuginea tarafindan
cevrelenmektedir. Kapsiiliin i¢ kismi tunika vaskiiloza kan damarlar1 iceren gevsek bag
dokusudur (Ross ve Pawlina, 2011). Testisler kapsiilden uzanan septumlarla 250
piramidal lobiile ayrilir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 seminifer tiibiil yer
alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve intertisyel hiicreleri

(Leydig hiicreleri) icermektedir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
2.1.3.1. Seminifer Tiibiiller

Her seminifer tiibiil karmagik yapida ¢ok katli bir epitel ile doseli olup, yaklasik 150-
250 um ¢apinda ve 30-70 cm uzunlugundadir (Junqueira ve Carneiro, 2006). Epiteli iki
temel hiicre popiilasyonundan olusmaktadir. Bunlar, Sertoli hiicreleri ve spermatojenik
hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2011). Seminifer tiibiiller kivrimlidir, fakat son kisminda
diiz devam ederek tiibuli rekti olarak adalandirilir. Tubuli rektiler rete testise baglanir.

Tunika propria tarafindan ¢evrelenen seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi,



bazal lamina ve karmasik bir seminifer epitelden meydana gelir. Tunika propria birkag
fibroblast katmanindan olusur. Bazal laminaya yapisik olan en icteki katman; diiz kas
Ozellikleri de gosteren yassilasmis miyoid hiicreler i¢erir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
Bu hiicreler, tipik fibroblastlarin yoklugunda kollajen sentezleme rollerinin isareti olan
bir Ozellik olarak belirgin miktarda graniilli endoplazmik retikulum (gER)
sergilemektedirler (Ross ve Pawlina, 2011).

2.1.3.2. Sertoli Hiicreleri

Bazal laminadan liimene uzanan uzun, prizmatik hiicrelerdir. Yan yiizleri girintili
cikintili oldugu icin sinirlar1 belirlenemez ve enine kesitlerde zor ayirt edilir. Eozinofilik
sitoplazmalari, bir iki ¢entikli ¢ekirdekleri vardir. Cekirdekg¢ik belirgindir. Sitoplazma
hiicrenin dikey aksina paralel yerlesmis bol mitokondri icerir. Golgi kompleksi, yag
damlaciklari, lizozom, fagozom ve smirli sayida gER bazalinde graniilsiiz ER vardir

(Tekelioglu, 2002).

Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleri ile sik1 baglant1 yaparlar. Bu baglantilarin bazal
kismindaki dar boliimii bazal kompartman iist liimen tarafindaki boliimii adluminal
kompartman olarak bilinir. Bu siki baglantilar kan-testis bariyerini olusturur ve liimen
altindaki bélmeyi bag dokusundan gelen etkilere karsi korur (Tekelioglu, 2002). Sertoli
hiicrelerinin ¢esitli gorevleri vardir; gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi,
korunmasi ve beslenmesinin diizenlenmesini saglar (Junqueira ve Carneiro, 2006).
Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi pargalari lizozomlar sayesinde

fagosite edilip sindirilir.

Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil uyarict hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda
androjen baglayici protein (ABP) iiretimi gergeklestirilir. Bu hormon seminifer tiibiil
icinde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlastirilmasini saglar

(Jungueira ve Carneiro, 2006).
2.1.3.3. Spermatogonyumlar

Seminifer epitelin bazal laminasinin hemen iizerinde yerlesmis kiigiik hiicrelerdir.
Ergenlige kadar bekleyip bu donemde testosteronun etkisiyle aktive olurlar. A
spermatogonyum ve B spermatogonyum olmak iizere iki tip spermatogonyum bulunur.

A spermatogonyumlar bazal lamina {izerine oturmus oval ve yasst c¢ekirdekli



hiicrelerdir. Cekirdeklerin kromatin igerigine gore koyu ve agik olarak ayirt edilir ve
koyu olanlar yedek (rezerv) hiicreler olarak kabul edilir. Mitozlarla ¢ogalarak hem
sayilarin1 artirir hem de B spermatogonyumlar1 olustururlar. B spermatogonyumlar
yuvarlak bir ¢ekirdege sahiptir. Kromatin igerik kenarlarda toplanmistir ve belirgin orta
duruslu cekirdek¢igi vardir. Bu hiicrelerin mitozuyla primer spermatositler farklanir

(Tekelioglu, 2002).
2.1.3.4. Spermatojenik Hiicreler

Spermatojenik hiicreler diizenli olarak ¢ogalan ve olgun sperme farklilasan hiicrelerdir
(Ross ve Pawlina, 2011). Bu hiicreler bazalden liimene dogru farklanarak ve
olgunluklarin1 artirarak dizilirler. Bu sira spermatogonyum, primer spermatosit,
sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoondur (Tekelioglu, 2002). Spermatojenik
hiicreler komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici gelisim sergileyen belirgin

olmayan tabakalar halinde diizenlenmistir (Ross ve Pawlina, 2011).
2.1.3.5. Leydig Hiicreler

Intertisyel hiicreler olarak da bilinen Leydig hiicreleri biiyiik poligonal hiicrelerdir
(Sekil 2.3). Eozinofiliktir ve yag damlaciklar1 igerir. Testosteron hormonu iiretimi ve
salgilanmasindan  sorumludur. Bu hiicrelerde salgi graniilii bulunmaz. Uretilen
testosteron ihtiyaca gore sentezlenir ve bekletilmeden kana verilir (Tekelioglu, 2002).
Testosteron, diger androjenlerin salgilanmasi, aksesuar bezlerin salgilari, sperm
tiretiminin baglamasi ve sekonder seks karakterlerinin devamlilig: i¢in gereklidir. Golgi

kompleksi, tiibiiler kristali mitokondri ve geligsmis graniilsiiz ER ‘a sahiptir.
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Sekil 2.3. Insan testisinin fotomikrograflari. a. H-E ile boyanmis insan testis kesitinin
kiigiik  biiylitmeli  fotomikrograf seminifer tilibiilleri ve tunika albugineay1
gostermektedir. Seminifer tiibiiller oldukca kivrintilidir ve bu nedenle kesitleri goriiniim
olarak degiskendir X30. b. Onceki numunenin daha biiyiik biiyiitmesi birka¢ seminifer
tiibiilii gostermektedir. Komsu tiibiillerin arasindaki alanda kii¢lik kiimeler olusturan
Leydig (interstisyel) hiicrelerde bulunmaktadir X250 (Ross ve Pawlina, 2014).

2.1.3.6. Spermatogenez

Spermatogenez spermatogonyumdan sperm gelisimi siirecidir. Puberteden kisa bir siire
Once, pitiiiter gonadotropinlerin seviyelerinin artmasinin etkisi altinda baglar ve yasam

boyunca devam eder. Ug farkl1 faza ayrilmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011).

Spermatogonyal fazda, cinsel olgunluk ¢aginda spermatogonyum hiicreleri mitoz
bolinmeyle ¢ogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusturur. Yeni olusan hiicreler iki
yoldan birini izleyebilir. A tipi spermatogonyumlar olarak da adlandirilan kdk hiicreler
olarak boliinmeyi siirdiiriilebilir ya da sliregiden mitotik sikluslar boyunca farklilagarak
B tipi spermatogonyumlar1 olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer

spermatositlere farklilasan onciil hiicrelerdir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Spermatosit fazinda, primer spermatositler mayoza ugrayarak hem kromozom sayisini

hem de DNA miktarlarini azaltirlar. Birinci mayotik bolinme ile olusan hiicreler
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sekonder spermatositler olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicreler yeni DNA
sentezlemeden hemen ikinci mayozun profaz evresine girerler. ikinci mayotik bdliinme
tamamlandiginda kromozom sayilar1 ve DNA miktarlar1 azalmis haploid spermatidler

olusur (Ross ve Pawlina, 2011).

Spermatid fazinda, spermatidler olgun sperme farklilagirlarken yiiksek diizeyde yeniden

sekillenmeye ugrarlar (Ross ve Pawlina, 2011) (Sekil 2.4.).

ge¢ spermatid

erken spermatid

pakitendeki
primer
spermatosit

baglanti kompleksi

bazal lamina

Sertoli o et peritiibiiler (miyoid) hiicreler

tipAkoyu  hlcresi spermatogonyum tip B
spermatogonyum spermatogonyum

Sekil 2.4. Insan seminifer tiibiil epitelinin sematik ¢izimi. Sertoli hiicrelerinin
spermatogenik hiicrelerle iliskisini gostermektedir. Seminifer epitel bir bazal laminanin
tizerinde yer almaktadir ve seminifer tiibiilii peritiibiiler hiicre tabakasi ¢evrelemektedir.
Tip A agik, tip A koyu ve tip B olarak siniflandirilan spermatogonyumlar ve
spermatositler, seminifer epitelin komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda yer alan baglanti
kompleksinin altinda bulunan bazal laminada bulunurlar. Primer spermatositler, erken
spermatidler, ge¢ spermatidler ve sitoplazma, baglanti kompleksinin {izerinde yer alan
abluminal kompartmanda gortilmektedir (Ross ve Pawlina, 2014).

2.1.3.7. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon {iretiminin son asamasi ve spermatidlerin erkek

DNA’sin1 ovuma aktarmak icin son derece dzellesmis hiicreler olan spermatozoona
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doniisme stirecidir (Junqueira ve Carneiro, 2006). Golgi fazi, kep fazi, akrozom fazi ve

olgunlagma fazi olmak tizere dort fazdan olugsmaktadir.
Golgi Faz1

Spermatidlerin graniillii ER’lerde firetilen enzimler golgi kompleksine gelerek zarla
cevrili kiigiik proakrozomal graniiller olarak sitoplazmaya verilirler. Bu graniiller
birleserek akrozom vezikiiliinii olustururlar. Elektron yogun olarak boyanan enzimler
ise akrozom graniiliinii olusturur. Sentriyoller hiicrenin ters kutbuna hareket eder
(Tekelioglu, 2002).

Kep Fazi

Akrozon graniilii ¢ekirdegin 6n kisminda kalir. Akrozom vezikiilii ise genigler ve
¢ekirdegin On yarisina yayilir. Buna akrozomal kep denilmektedir. Akrozomal kepin

altinda kalan niiklear icerik yogunlasir (Tekelioglu, 2002).
Akrozom Fazi

Akrozom graniilii vezikiilin ic¢ini doldurur ve akrozomun yapimi tamamlanir
(Tekelioglu, 2002). Spermatidin yogunlasan niikleusu yassilasir ve uzar (Ross ve
Pawlina, 2011). Distal sentriyolden ¢ikan ve uzayan fibril demeti gittikce uzayarak
aksonemi yapar. Buna uyarak hiicre sekli uzar ve mitokondriler ¢ekirdegin hemen

altinda aksonemi silindir seklinde sarar. Flagellum sekillenir (Tekelioglu, 2002).
Olgunlasma Fazi

Spermatidin yeniden modellenmesinin bu son fazinda flagellanin etrafindaki fazla
sitoplazma azaltilir ve spermatozoon olusur. Fazla sitoplazma Sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilir (Ross ve Pawlina, 2011).

Bu tez projesi testis torsiyonu ve detorsiyonuna bagli I/R modeli olusturularak

gerceklestirildiginden I/R modelinin anlasilmas1 énemli bir yer tutmaktadir.
2.2. Iskemi / Reperfiizyon

Testis torsiyonu, testisin spermatik kordunun kendi ekseni etrafinda 360° ile 720°
donmesi sonucu testis kan akiminin bozulmasidir. Testis torsiyonuna bagli kan akiminin
azalmasi, testiste hipoksiye neden olan iskemik bir durumdur. Iskemi, dokudaki kan

akiminin ve oksijen miktarinin, hiicresel metabolik ihtiyaglar1 karsilamak i¢in gerekli
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olan seviyenin altina diismesidir. Iskemi sirasinda hiicresel enerji depolar1 azalir ve
toksik metabolitler birikir (Tiirkili, 2010). Testikiiler torsiyonda olusan /R,

spermatogenezin siirdiiriilebilmesi i¢in tedavi edilmesi gereken 6nemli bir durumdur.

Kan akimi azalan veya tamamen kesilen dokularda enerji oksijensiz yoldan elde
edilmeye ¢alisildigindan hiicredeki laktik asit miktar: artar, oksidatif fosforilasyon azalir
ve hipoksantin, lipid peroksit diizeyleri artmaya baglar. Torsiyonun derecesine ve
siiresine bagli olarak testiste iskemiden nekroza kadar ilerleyen histopatolojik
degisiklikler olusmaktadir (Yurtcu ve ark., 2005). Iskemi sonucu olusan testis dokusu
hasar1 sonucu dokuya kan akisinin azalmasindan kaynakli oksijen eksikligi, reperfiizyon

saglandig1 zaman hasarli dokularin tekrar oksijenlenmesiyle devam eder.

Reperfiizyon ise iskemik dokuya yeniden kan akimiyla birlikte oksijenin saglanmasi
olayidir (Tirkili, 2010). Reperfiizyon, testis hiicrelerinin ve dokularinin hayatta kalmasi
icin gerekli olmasma ragmen, testikiiler I/R hasarina neden olan olaylar dizisini
tetikleyen ROS’un ve reaktif nitrojen tiirlerinin iretimi yoluyla gerceklesir (Kocaman
ve ark., 2022). Deneysel testis torsiyonu ve detorsiyonu modellerinde, reperfiizyonun
germ hiicrelerinde lipit peroksidasyonunun, miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin,
nitrik oksit iiretiminin ve apoptozun artmasina neden oldugunu gostermistir (Ozgiir ve

ark., 2022).

Dokudaki hasar sonucu meydana gelen ROS hiicre i¢inde ¢ok cesitli mekanizmalarin
etkilenmesine neden olarak bazen geri doniisiimlii bazen de geri doniislimsiiz siireclere
ait mekanizmalarin tetiklenmesine neden olmaktadir. Bu siire¢lerden biri de hiicrede
programsiz olarak gerceklesen nekroz ve son yillarda programli nekroz olarak da
tanimlanan nekroptoz adi verilen hiicre 6lim siiregleridir (Deger ve ark., 2022). Tez
projesinin ana amaci bu mekanizmalarda rol oynayan bu molekiillerin I/R sonrasinda
degisip degismediginin gosterilmesidir.

2.3. Reseptor Etkilesimli Protein — RIP

Reseptor Etkilesimli Protein (RIP) kinaz ailesi, hiicrenin hayatta kalmasi ve hiicre
6liimiinde 6nemli bir sinyal rolii oynayan yedi Serin/Treonin kinazdan olusur. Her RIP
ailesi liyesi, korunmus bir kinaz alan1 ve protein-protein etkilesimleri yoluyla spesifik
kinaz fonksiyonunu belirleyen diger alanlari igerir. Bu protein ailesinin bilinen iki iiyesi

RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 en iyi nekroptoz, programlanmis nekroz ve apoptotik
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olmayan inflamatuar hiicre 6limii siirecindeki kritik rolleriyle bilinir. RIP kinazlarin
diizensizligi, inflamatuar hastaliklar, ndrolojik hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli patojenik
kosullara katkida bulunur. Kanser hiicrelerinde RIP Kinazlarda genetik, epigenetik ve
ekspresyon seviyelerinde degisiklikler bulunur ve tiimoriin ilerlemesini ve metastazi,
antitimor immiin yanitindan kagis1 ve terapdtik direnci tesvik ettigi ileri siiriilmektedir

(Ermine ve ark., 2021).

RIP kinaz ailesi tiyeleri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 streslerin temel uyarilar1 olarak ortaya
cikmaktadir. Sadece iltihaplanma ve diger bagisiklik tepkilerinde degil, ayn1 zamanda
6lime neden olan siireclerde de 6nemli rol oynadiklar1 gdsterilmistir (Festjens ve ark.,
2007; Declercq ve ark., 2009). RIP kinazlar1 hepsi homolog bir kinaz alanini paylagan
ancak farkli fonksiyonel alanlara sahip olan RIP1, RIP2, RIP3, RIP4, RIPS5, RIP6 ve
RIP7 olacak sekilde yedi tiyeden olusmaktadir (Zhang ve ark., 2010).
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Sekil 2.5. RIPK1/RIP1 ve RIPK3/RIP3 nekroptozun kritik aracilaridir. TNF-a,
TNFR'ye baglanarak TRADD, TRAF2, cIAP1/2 ve RIPK1/RIP1 'den olusan Compleks
I'in olusumunu tesvik eder. clAP1/2, NF-kB ve MAPK yollart yoluyla hiicrenin hayatta
kalmasin1 destekleyebilen (Ub) RIPK1/RIP1 '1 ¢ogaltir. CYLD tarafindan her yerde
bulunan RIPK1/RIP1, kaspaz-8 ve FADD ile etkilesime girerek apoptozu tesvik
edebilir. Kaspaz inhibe edildiginde RIPK1/RIP1, RIPK3/RIP3 ile etkilesime girerek
nekroptozu destekleyebilir ve otofosforilasyonuna yol agabilir. Fosforile edilmis
RIPK3/RIP3, plazma zarinda translokasyon yapan ve oligomerize olan ve yirtilmayi
indiikleyen MLKL'yi toplar ve fosforile eder. (Ermine ve ark., 2021).
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2.3.1. RIP 1/ RIPK1

RIP kinaz ailesinin ilk iiyesi olan RIP1/ RIPK1, ilk olarak 1995 yilinda C-terminal 6lim
alanina sahip yeni bir protein kinaz olarak tanimlanmistir (Stanger ve ark., 1995). Bu
sayede reseptor Fas'in (CD95) oliim alamiyla etkilesime girdigi belirlenmistir. Bu
nedenle 'reseptdrle etkilesime giren protein' olarak adlandirilmigtir. Daha fazla RIP
kinaz karakterize edildikce buna 'RIP1' adi verilmistir. RIP1/RIPK1, RIP1/RIPK1'in
farkli yollar1 baglatan sinyal komplekslerine alinabilecegi bir C-terminali 6liim alani
icermektedir. RIP1/RIPK1'in 6liim alaninin, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptorii 1
(TNF-R1), TNF ile iligkili apoptoz indiikleyici ligand reseptorii 1 ve 2 ve TNF reseptorii
ile iliskili apoptoz gibi c¢esitli Oliim reseptorlerine baglandigi bilinmektedir.
RIP1/RIPK1'in ara alam1 ve oliim alam, RIP3/RIPK3, fokal adezyon kinaz, mitojenle
aktive olan protein/ hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz kinaz 1 (MEKK1) ve MEKK3
gibi gesitli diger kinazlarla iliski kurmasini saglamaktadir (Zhang ve ark., 2010).

RIPI/RIPK1 birgok dokuda yapisal olarak eksprese edilir. Bununla birlikte, TNF-a
tedavisi veya T hiicresi aktivasyonu da RIP1/RIPK1 ekspresyonunu indiiklenebilir hale
getirmektedir. RIPI/RIPKI1 ekspresyonu, T hiicresinin hayatta kalmasi igin
onemlidir, lenfoid dokuda yogun apoptoz sergiler (Stanger ve ark., 1995). Kiiltiirlenmis
RIPI/RIPK1 delesyon hiicreleri ayrica TNF-a kaynakli hiicre olimiine karsi daha
duyarhidir. Bunlarin hepsi RIP1/RIPK1'in hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde ve bir doku
veya organizmanin homeostazisinin kontrol edilmesinde ¢ok Onemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir. RIP1/RIPK1'in fosforilasyon ve her yerde bulunma gibi
modifikasyonu, RIP1/RIPK1'in hayatta kalma ve 6liime neden olan sinyal yollarindaki
fonksiyonunu belirler. TNF uyarimi {izerine RIP1/RIPK1 otofosforile edilir ve her yerde
bulunur (Zhang ve ark., 2010).

Oliim reseptdrleri TNF-R1, Fas ve TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand
reseptorii, birgok hiicre sisteminde apoptoza aracilik eder. Bu reseptorler ligandlarina
baglandiklarinda polimerlesirler veya bir inflamatuar tepkiye ya da hiicre 6liimiine yol
acan sinyal yollarin1 baglatirlar. TNF-o'nin reseptorii TNF-R1'e baglanmasi, iki ardisik
sinyal kompleksinin olusumunu indiikler; RIP1/RIPK1, her iki kompleksin de bir
bilesenidir. RIP1'in programlanmis nekroza aracilik etmede kritik rolii vardir. Homolog

kinaz RIP3/RIPK3 'iin, TNF uyarimi iizerine RIP1/ RIPK1 ile etkilesime girebildigi ve
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onu fosforile edebildigi bilinmektedir. RIP3/RIPK3 ve RIP1/RIPK1, sonunda nekrotik
hiicre dliimiine yol agan fosforilasyonla yonlendirilen bir nekrozom olusturur (Micheau

ve Tschopp, 2003).

RIP1/RIPK1'in, hiicre 6liimiine aracilik etmesinin yaninda, NF-xB ve MAPK yolaklar1
ile hiicrenin hayatta kalmasini da destekledigi gosterilmistir. RIP1/RIPK1'in hiicre
hayatta kalmasini veya hiicre oliimiinii destekleyip desteklemedigi spesifik hiicresel
baglama ve baglanma ortaklarina baglidir. Nekrostatin-1 tarafindan bloke edilebilen
RIP1/RIPK1'in kinaz aktivitesinin, hiicre Oliimiindeki rolii acisindan kritik oldugu,
ancak RIP1/RIPK1 aracili hiicrenin hayatta kalmasi igin vazgecilmez oldugu
bilinmektedir. Nekrostatin-1, RIP1/RIPK1'in konformasyonuna miidahale eder ve bu

nedenle kinaz dis1 fonksiyonlarini potansiyel olarak etkileyebilir (Degterev ve ark.,
2008; Liu ve ark., 2017).

2.3.2. RIP3/RIPK3

RIP3/RIPK3 ilk olarak 1999'da kinaz aktivitesinden bagimsiz olarak apoptozun bir
indiikleyicisi olarak tanimlanmistir (Pazdernik ve ark.,1999). RIP1/ RIPK1 ve
RIP2/RIPK2'den farkli olarak RIP3/RIPK3, bir 6liim alani i¢ermez ve 6lim alani i¢eren
proteinlerle dogrudan etkilesime girdigi disiliniilerek aragtirllmigtir. 2009 yilinda
RIP3/RIPKS 'iin, kinaz aktivitesini gerektiren TNF-a'ya bagimli nekroptozun 6nemli bir
aracisi oldugu belirlenmistir (Cho ve ark., 2009; He ve ark., 2009; Khan ve ark., 2014).

RIP3/RIPK3 ‘iin agir1 iretildiginde veya kinaz inhibisyonu gibi belirli sartlar altinda
nekroptozla birlikte apoptozu da destekleyebildigi bilinmektedir. Kiigiik molekiillii
RIP3/RIPK3 kinaz inhibitdrleriyle yiiksek konsantrasyonda tedavi ayni zamanda bloke

nekroptoz ve apoptozla sonuglanir (Ermine ve ark., 2021).

RIP3/RIPKS3, iigiincii RIP kinaz ailesi iiyesidir. RIP3/RIPK3, bilinen tiim protein
alanlar1 arasinda benzersiz olan bir C terminaline sahiptir (Zhang ve ark., 2010).
Bununla birlikte, RIP1/RIPK1'in ara alaninda bulunan bir RIP homotipik etkilesim
motifi (RHIM), RIP3/RIPK3 'iin C terminalinde de tanimlanmistir. RHIM alaninin,
RIP3/RIPK3 ve RIP1/RIPK1 arasindaki etkilesim i¢in gerekli oldugundan, protein-
protein etkilesimlerine aracilik etmesi muhtemeldir (Meylan ve Tschopp., 2005).
RIP3/RIPK3, diger RIP kinazlarda bulunanlara benzer bir N-terminal kinaz alanindan,

bir RHIM alanindan ve bilinen tiim protein alanlarindan farkli olan benzersiz bir C-
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terminal alanindan olusur. RIP3/RIPK3 'lin asir1 ekspresyonu bazi hiicre hatlarinda
apoptozu indiikleyebilir (Feng ve ark., 2006; Pazdernik ve ark., 1999; Sun ve ark., 1999;
Yu ve ark., 1999). Bununla birlikte, RIP3/RIPK3 RIP1/RIPK1'i fosforile eder (Sun ve
ark., 2002). Son zamanlarda, TNF tedavisinin tetikledigi kaspazdan bagimsiz nekrotik
hiicre olimii i¢in RIP1/RIPK1'e benzer sekilde RIP3/RIPK3 'iin de gerekli oldugu
bulunmustur. Silme ve nokta mutasyonlar1 analizi, RIP3/RIPKS3 ‘'teki kinaz aktivitesinin
ve RIP1/ RIPK1 ile etkilesime giren RHIM alaninin her ikisinin de nekrotik sinyalleme
igin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir (Zang ve ark., 2009). RIP1/ RIPK1 ve
RIP3/RIPKS 'iin fosforilasyonu, pronekrotik kompleks igindeki etkilesimlerini stabilize
edebilir, pronekrotik kinaz aktivitesini aktive edebilir ve sonunda nekrotik hiicre
Oliimiine yol agan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini tetikleyebilir (Zhang ve

ark., 2010).

RIP1/ RIPK1 ¢ogunlukla meme kanseri, kolorektal kanser, bas ve boyun skuamoz
hiicreli karsinomda asag1 regiile edilmektedir. RIP1/ RIPK1 'in bilinen bir onkogenik
tasima proteini olan Aquaporin-1'i negatif olarak diizenledigi ve RIP1/ RIPK1 asir1
eksprese edildiginde timor yikiiniin azaldigi bilinmektedir. RIP1/ RIPKZ;
glioblastoma, melanom, akciger kanseri, pankreas adenokarsinomu, mide kanseri ve

safra kesesi kanserinde yukari1 dogru diizenlenir (Ermine ve ark., 2021).

RIP3/RIPK3 'iin CRC, malign mezotelyoma, meme kanseri, melanom, akciger kanseri,
akut miyeloid 16semi (AML), kronik lenfositik 16semi (CLL) ve prostat kanserinde
asagl regiile edildigi bilinmektedir (Ermine ve ark., 2021). RIP1/ RIPK1 ve
RIP3/RIPKS 'iin ilag tedavisi veya enfeksiyon sirasinda bagimsiz olarak hiicre 6limiinii
tesvik edebildigini belirtmek énemlidir (Ermine ve ark., 2021). Bu genler, serin/treonin
protein Kinazlarmn reseptor etkilesimli protein (RIP) ailesinin bir iiyesini kodlar.
Kodlanan protein, doku hasarina yanit olarak, patojen tanimada ve gelisimsel
diizenlemenin bir parcas1 olarak iltihaplanma ve hiicre oOlimiinde rol oynar.

RIPK1/RIPK3 kinaz aracili nekroza nekroptoz denir (The Human Protein Atlas, 2024).

Hiicre 6liimiiniin iki paralel formu olan nekroptoz ve apoptozu aktive eden serin/treonin
protein kinazdir. Oliime neden olan TNF-q. ailesi iiyelerine yanit olarak programlanmis
bir hiicre 6liimii siireci olan nekroptoz RIPK3 tarafindan tetiklenir. Aktive edilmis

RIPK3, nekrozu indiikleyen bir kompleks olusturur, kalsiyum akis1 ve plazma zari
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hasart ile karakterize edilen programlanmis nekrozun yiiriitiilmesini saglar. RIPK3, zarf
ve hiicresel DNA'nin sitozole sizmasini saglar, ayrica apoptozu da diizenler. Apoptoz,
RIPK1 ve RIPK3 kinaz aktivitesinden bagimsizdir. RIPK1 ve RIPK3 karsilikli oto ve
trans-fosforilasyona ugrar. RIPK3 metabolik enzimlere baglanir ve aktivitesini arttirir.
Bu metabolik enzimler sonunda trikarboksilik asit dongiisiini ve oksidatif

fosforilasyonu uyarabilir (Uniprot, 2024).

Testis I/R’na bagli doku hasarinda yer alan cesitli mekanizmalarin degerlendirilmesinin
yani sira testis dokusu spermatojenik olan ve spermatojenik olmayan hiicre serilerinin
de degerlendirilmeye alinmasi ¢aligmanin sonuglarinin  hangi dilizeyde hiicre
popiilasyonuna etki ettiginin gosterilmesi bakimindan 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
nedenle bu yiikseklisans tez projesinde hem Sertoli hiicrelerinin hem de Leydig
hiicrelerinin fonksiyonelliginin degerlendirilebilmesi i¢in bu hiicrelerden salgilanan

hormonlarin yani sira bu hiicrelere 6zgii proteinlerin de degerlendirilmesi saglanmaistir.
2.4. Glial Hiicre Tiirevli Norotrofik Faktor

Sertoli hiicreleri, erkek germ hiicresi ¢ogalmasini ve farklilagsmasini diizenleyen,
homeostaz1 ¢esitli sinyal yollarinin ve biiyiime faktorlerinin etkilesimi ile saglayan
spermatogoniyal kok hiicre (SSC) niginin bir bilesenidir. Bu faktorler Sertoli hiicreleri
ve interstisyel hiicreler tarafindan salgilanir. Sertoli hiicreleri ve peritiibiiler miyoid
hiicreler, farklilagsmamis spermatogonia yiizeyindeki glial hiicre tlirevli norotrofik faktor
(GDNF) iiretir. GDNF, SSC'nin kendi kendini yenilemesini ve hiicre ¢ogalmasini
saglama yetenegine sahiptir (Parekh ve ark., 2019). Spermatogoniyal kok hiicreler
(SSC'ler) erkek dogurganliginin temelidir. Bu temelin korunmasini, bir kok hiicre
havuzunu siirdiirmesini ve ayrica ¢ok sayida spermin siirekli liretimini saglamak i¢in

yeterli sayida farklilasan progenitdr spermatogonia iiretmesini gerektirir.

Tiim kok hiicrelerde oldugu gibi, SSC'ler de testiste Sertoli ve peritiibiiler miyoid
hiicreleri de dahil olmak tizere testis somatik hiicreleri tarafindan olusturulan 6zel bir
fizyolojik ortamda veya niste bulunur. Bu somatik hiicreler, SSC replikasyonunu ve
farklilagmasini diizenleyen ¢ok sayida biiyiime faktorii ve sitokin salgilar. GDNF, SSC
niginin normal fonksiyonu i¢in gerekli oldugu gosterilen ilk biiyiime faktoriidiir
(Wright, 2022). FSH ve sitokinler, Sertoli hiicrelerinde GDNF ekspresyonunun pozitif

diizenleyicileri olabilir. Hipotalamustaki néronlar tarafindan salgilanan gonadotropin
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salgilatict hormon, spermatogenezin ana diizenleyicisidir. GnRH'nin dongiisel iiretimi,
hipofiz tarafindan glikoproteinler olan FSH ve luteinize edici hormonun (LH)
salinmasini indiikler ve bu hormonlar, spermatogenezi diizenlemek i¢in testis somatik
hiicreleri lizerinde etki gosterir. Sertoli hiicre biiyiime ve farklilasma faktorlerinin
ekspresyonu yoluyla spermatogenez {izerindeki etkilerini gosterir (Parekh ve ark.,
2019).

2.5. Steroidojenik Akut Diizenleyici Protein

Somatik hiicrelerden biri olan Leydig hiicreler, interstisyel bolgelerde bulunur ve
testosteron gibi androjenler {iretir. Leydig hiicrelerinden elde edilen testosteron,
spermatogenezi baslatmak, siirdirmek ve diizenlemek i¢in gereklidir; dolayisiyla
Leydig hiicrelerindeki sorunlar androjen sentezinin azalmasina neden olarak
spermatogenezisin aksamasina neden olur. Testosteron, Leydig hiicrelerinde
steroidogenez yolunda iiretilen 6nemli bir androjendir ve Sertoli hiicrelerini hedef alarak

spermatogenezde kritik bir rol oynar (Otsuka ve ark., 2021).

Steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) mitokondriyal bir protein olup
indiiklenmesi LH ile kontrol edilir ve hiicrenin steroid {iretiminde gereklidir.
Steroidogenez, StAR tarafindan diizenlenir ve etkisiyle kollesteroliin dis mitokondriyal
membrandan i¢ mitokondriyal membrana transferi ile baslatilir. Steroidojenik siireg

acisindan StAR proteini 6nemlidir (Bouchard ve ark., 2022).

Testis I/R’nu sonrasinda dokuda meydana gelen hasarin diizeltilmesi icin ¢ok cesitli
ajanlarin kullanimina devam edilmekte ve dokunun normal siirecine dondiiriilmesi i¢in
kapsamli ¢alismalar gerceklestirilmektedir. Bu yiiksek lisans tez projesinde ise THQ
kullanilarak /R sonrasmnda dokuda meydana gelen degisikliklerin histolojik,

biyokimyasal ve gen seviyesi diizeyinde analiz edilmesi amaglanmustir.
2.6. Timokinon

THQ, ilk defa El- Dakhakhny tarafindan Nigella sativa L. yani ¢orek otunun
tohumlarindan 1963 yilinda izole edilmistir (Kagar, 2020). Yaygin olarak ¢orek otu
olarak bilinen bu bitki tiirti, Ranunculaceae familyasina ait olup, Akdeniz iilkeleri ve
Hindistan yarimadasina 6zgii tek yillik bir bitkidir. Ayurveda, Unani, Cin ve Arap

geleneksel tip sistemlerine ait incelemelerde bahsedilmektedir. N. sativa tohumlarindaki
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baslica ve en yaygin olarak arastirilan biyoaktif bilesik, bu tohumlardan iiretilen ugucu
yagda bulunan (agirlikca  %0,4  civarinda) THQ'dur. Ancak THQ, N.
sativa tohumlarindan iiretilen tiim ugucu yaglarda bulunmaz; bu yaglarin yalnizca %28-
57'sinin THQ igerdigi tahmin edilmektedir. Molekiil formiilii C1oH12,0, ve molekiil
agirh@r 164,20 g/mol olan monoterpenoid sinifindan bir benzokinondur. Suda az
cozlinen, etanol, dimetil siilfoksit ve dimetil formamid gibi organik ¢oziictilerde
¢oOziinen sar1 kristalli bir maddedir. THQ'nun diisiik pH'l1 ¢ozeltilerde daha stabil oldugu
ve pH arttik¢a stabilitesinin azaldigi bulunmustur. THQ oldukga lipofiliktir (Malik S. ve
ark., 2021). Ancak THQ oldukca da hidrofobik bir bilesiktir ve bu maddenin hayvanlara
uygulanmasimi zorlastirmaktadir. Coziiniirliigiiniin diisilk olmas1 ve emiliminin zayif

olmasi nedeniyle bu madde kan serumunda ve dokularda diisiik seviyelere ulasir (Isaev
ve ark., 2023).

THQ, giiclii bir antioksidandir ve iyi bir ROS toplayicisidir. THQ nun antioksidan
ozelligi ile ilgili olarak, lipit peroksidasyonunu engelledigi, gii¢lii bir antioksidan
potansiyelinin oldugu ve farkli radikal tiirlerini temizleme kabiliyetinin bulundugu,
fakat ozellikle de O,’ye karsi daha da giiclii etkileri oldugu bilinmektedir (Badary ve
ark., 2003). Ayn1 zamanda ER stresi ve mitokondri kaynakli apoptozu da onledigi
gosterilmistir (Kagar, 2020).

THQ, bagisiklik sistemini arttirir ve normal hiicrelerin oksidatif hasarni engeller.
Ayrica anti-inflamatuar, anti-oksidatif, anti-oksidan ve antitimor etkileri gosterdigi
bilinen genis bir yelpazede faydali farmakolojik ve biyolojik dzelliklere sahiptir. Baskin
anti-oksidan aktivitesi, kanserlerde ve inflamatuar bozukluklarda terapotik kullanimlar
icin faydali olmasini saglamistir (Alam ve ark., 2022). Halk arasinda inflamasyon,
hipertansiyon, astim, bronsit, diyabet, bas agrisi, egzema, gastrointestinal rahatsizliklar

gibi durumlarda birgok hastaliga ¢are olarak yiizyillar boyu kullanilmistir (Kagar, 2020).

THQ’nun etkilerinin gosterilmesi ¢ogunlukla oksidatif stres ile iliskilendirilerek
gerceklestirilmektedir. Ciinkii oksidatif stres hiicre i¢cinde yer alan mekanizmalarin
isleyisinin diizenlemesine etki ederek yap1 ve fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir.
Oksidatif stres niikleik asitlere zarar verir, protein ve lipit peroksidasyonunu
indiikleyerek dogrudan hiicresel hasara neden olur. En 6nemli serbest radikaller oksijen

icerdiginden dolay1 biyolojik sistemlerde siklikla reaktif oksijen tiirleridir (Kog¢ ve
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ark.,2023). Viicuttaki antioksidanlar ve serbest oksijen radikalleri arasindaki dengesizlik
sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres, spermlere zarar verir ve infertiliteye sebep olabilir.
Oksidatif stres, spermde DNA hasarina yol agan asil etiyolojik faktor olarak ele
alinmaktadir (Otiingtemur ve ark., 2012). ROS’larin ¢ok diisiik miktarlar1 erkek iireme
sisteminde spermatozoa olgunlasmasi; sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve
fertilizasyon gibi pek ¢ok 6nemli olayin diizenlenmesinde olumlu rol oynarken; kronik
stres kosullarinda oldugu gibi yiiksek konsantrasyondaki ROS’lar ise toksik etkilerinden
dolayi, sperm kalitesini ve buna bagli olarak fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyerek

infertilite patogenezinde yer alirlar (Bahgivan ve ark., 2018).

Bu yiiksek lisans tez projesinde torsiyon-detorsiyona bagli I/R modeli olusturularak
dokuda meydana gelen degisiklikler {izerinde THQ’nun etkilerinin histolojik,
biyokimyasal ve gen analizleri kullanilarak genis kapsamli degerlendirilmesi
amaglanmistir. Testis dokusunda meydana gelen hasarda hem spermatojenik hem de
spermatojenik olmayan hiicre popiilasyonlarinin birlikte ele aliniyor olmasi ile dokunun
yapt ve fonksiyon biitiinliigiiniin her bakimdan degerlendirilerek literatiire genis

kapsamli bir veri saglanmas1 amaglanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada 40 adet 250-300 gr agirliginda erkek 10 haftalik eriskin Wistar albino cinsi
sican kullamlmistir. Deney hayvanlar1 Erciyes Universitesi "Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezinde (DEKAM) takip edilmis, ratlara standart su ve
besin uygulanmistir. Arastirma siiresi boyunca 19-21 °C sicaklikta aydinlik ve karanlik
donemlerin saglandig1 odalarda takip edilmistir. Deney baslayana kadar stressiz ortamda
her kafeste 4 sigan olacak sekilde barindirilmislardir. Deneye baslamadan 6nce hayvan
agirliklart Olciilerek yakin agirlikli hayvanlar gruplandirilarak her grupta 10’ar adet
sican olacak sekilde dagitilmistir. Calismada uygulanan deney gruplar asagida

verilmektedir.
Deney gruplari

Kontrol grubu (K): K grubu (n=10) genel anestezi verildikten sonra cerrahi islemle
skrotum acilip 3.0 ipek siiturla kapatildi ve islem sonlandirildi. Kontrol grubuna
herhangi bir madde uygulanmamis olup batin acip kapatma disinda bagka islem

uygulanmamustir.

Iskemi/reperfiizyon grubu (i/R): I/R grubu (n=10) Genel anestezi (ksilazin 5-10
mg/kg, ketamin 50-70 mg/kg, intraperitoneal (ip)) altinda skrotum {izerinde kesi
acilarak sol testis goriiniir hale getirildi. Daha sonra 720° saat yoniinde dondiiriilen sol
testis 4.0 ipek siitur ile skrotuma sabitlenerek 120 dakika (2 saat) bekletildi. Iskemi
siiresi tamamlandiktan sonra testis dogal pozisyonuna ters cevrilerek detorsiyon
(reperfiizyon) yapilmistir (Gokge ve ark., 2010; ve Erol ve ark., 2017). Agilan skrotum

igine testis yerlestirilerek yeniden 3.0 ipek siitur ile kapatilmistir.

Timokinon grubu (THQ): THQ grubu (n=10) Hayvanlara 7 giin boyunca 10 mg/kg
THQ intragastrik (ig) olarak uygulandi ve 8. giin hayvanlarin hayatina son verilmistir.



Bu gruptaki hayvanlarin uygulamasi diger gruplarin islemleri ile aym1 giin olacak
sekilde ayarlanmigtir. THQ dozu literatiirel kaynaklar referans alinarak belirlenmistir
(Gokge ve ark., 2010). THQ her giin ayni1 saatte 10 mg/kg olacak sekilde 500ul saf

zeytinyagi igerisinde ¢ozdiiriiliip uygulanmistir.

Iskemi/Reperfiizyon + Timokinon grubu (I/R+THQ): (I/R+THQ) (n=10) Genel
anestezi (ksilazin 5-10 mg/kg, ketamin 50-70 mg/kg, ip) altinda skrotum {izerinde kesi
acilarak sol testis goriiniir hale getirilmistir. Daha sonra 720° saat yoniinde dondiiriilen
sol testis 4.0 ipek siitur ile skrotuma sabitlenip 120 dakika (2 saat) bekletilmistir. Iskemi
stiresi  tamamlandiktan sonra testis dogal pozisyonuna ters ¢evrilerek
detorsiyonyapilarak reperfiizyon saglanmistir (Gokge ve ark., 2010; Erol ve ark., 2017).
Agcilan skrotum igine testis yerlestirilerek 3.0 ipek siitur ile yeniden kapatildi.
Reperflizyon sonrasindaki ilk 30 dakika da ilk doz THQ 10 mg/kg ig olarak 500ul saf
zeytinyaginda ¢ozdirtilerek verilip, ilk dozu takiben diger dozlar ise 24 saat arayla 6

giin daha toplam 7 doz olacak sekilde uygulanmustir.

Deney prosediiriindeki cerrahi miidahale islemi uygun sekilde gergeklestirildikten sonra
hayvanlarin aci/agrt ¢ekme olasihigma karsin post-op olarak aspirin, ketoprofen,
karprofen gibi maddelerden birinin uygulanmasi Onerilmektedir. Calismamizda
operasyon sonrasi analjezik madde olarak aspirin uygulanmasi tercih edilmistir.
Uygulama 1 giin siireyle sigan agirhigina uygun olarak 4 saatte bir 100 mg/kg olarak

icme sularina katilacak sekilde gerceklestirilmistir.

Deney siiresi I/R miidahalesi dahil toplam 7 giin/1 hafta olacak sekilde planlanmustir.
Deneyde uygulanan son THQ dozundan 24 saat sonra (8. Giin) hayvanlara ketamin 50
mg/kg ve ksilazin 5 mg/kg anestezi verildikten sonra si¢anlar tartildi ve agirliklari
kaydedildi. Daha sonra karin 6n duvari agilarak, abdominal vena kavadan kanlari alindi
ve deneklerden orsiektomi (testis dokusunun c¢ikarilarak alinmasi) yapilip dokular
cikarildi. Skrotum agilinca sol epididimis kismindan Ornek alinarak spermiyogram
yapilmistir. Cikarilan testis dokular1 tartilarak agirliklart kaydedilmistir. Alinan testis
dokularimin bir kismi %10’luk formaldehid soliisyonu igerisine diger kismi ise

biyokimyasal analizler i¢in alimiinyum folyaya sarilip etiketlenerek -80°C’ye kaldirildi.
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3.1. Semen Analizi (Spermiyogram)

Sicanlarin testis dokusu alinirken epididimisin kaudal kismindan bir parg¢a alinarak
icerisindeki sivi 1 ml spermwash medium ile karistirildi. Motilite ve vitalite kaybi
yasamamak i¢in hizli bir sekilde pipetaj yapildi. Daha sonra spermatozoalar tek kat ve
homojen dagilarak 151k mikroskobunda inceleme yapabilmek i¢in makler sperm sayma
kameras1 igerisine damlatildi. Ust cami kapatildiktan sonra 1s1tk mikroskobuna
yerlestirildi. X20 objektif ile sayim yapildi. Inceleme sonrasinda sayr ve hareket

degerlendirmesi gergeklestirildi.
3.2. Histolojik prosediir

Deney sonunda testis dokulari alinarak %10’luk formaldehid soliisyonuna alinan
dokular iki hafta formaldehid igerisinde tespit edildi. Tespit isleminden sonra dokular
akan musluk suyu altinda iki defa yikandi. Daha sonra artan dereceli alkol serilerinden
gecirilmek tizere %50 alkole alind1 1 saat bekletildi. Daha sonra sirastyla %70, %80,
%96, 3 X %100 alkol serileri i¢cinde birer saat seklinde uygulanarak dehidrate edildi.
Ksilol serisi igerinde de 1’er saat bekletilerek seffaflandirilan dokular etiiv igerisinde
bulunan eriyik parafine alindi. Bir gece eriyik parafin icerisinde bekleyen dokular

bloklanarak kesit almak iizere depolandi.
3.2.1. Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama protokolii

Parafin bloklanmis olan sol testis dokularindan alinan 5 pm kalinhigindaki kesitlere
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyamasi yapilarak doku 6rneklerinde olusan histopatolojik
degisiklikler belirlenmistir. Parafin blokalardan alinan kesitler lam {izerine yayildi.
Kesitler 2-3 saat 60°C’ de inkiibe edildi. Kesitler 3 kez 10’ar dakika (dk) ksilende
bekletildikten sonra azalan alkol (2x %100, %96, %80, %70 ve %50) serilerinde 5’er dk
bekletilerek su asamasma getirildi. Cesme suyunda 5 dk yikanan Kkesitler oda
sicakliginda hematoksilen solusyonu i¢inde 10 dk bekletildi. Cesme suyunda tekrar
yikanan kesitler eosin soliisyonunda 6 dk bekletildikten sonra yeniden ¢esme suyuna
alindi ve 5 dk yikandi. Artan dereceli alkol (%50, %70, %380, %96, 3x%100)
serilerinden 2’ser dk gecirilen kesitler ksilen serilerine alinarak 30 dk bekletildikten

sonra entellan ile kapatilarak 151k mikroskobunda incelendi.
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3.2.2. Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii

H-E boyamas1 yapilan testis dokular1 seminifer tiibiil ¢cap1 dl¢lilmek i¢cin Olympus BX51
marka 151k mikroskobu altinda 40x objektif biiylitmesi ile alinan goriintiilerden
yapilmistir. Her grup icin her hayvandan 15 seminifer tiibiil olacak sekilde 10 hayvan
icin toplamda 150 Olglim gergeklestirilmistir. Image j programi ile gergeklestirilen
Olctimlerde tiibiil ¢ap1 6l¢mek i¢in karsilikli iki noktadan dogru diizlemi olusturulmustur
ve sonu¢ pum olarak belirlenmistir. Sekil 3.1.°de gosterildigi gibi seminifer tiibiil ¢ap,
seminifer tiibiil liimen c¢apt ve seminifer tiibiil epitel kalinhg ol¢liimi

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Seminifer tiibiil ve seminifer tiibiil liimen ¢ap1 ve seminifer tiibiil epitel
kalinlig1 Ol¢iimii. Seminifer tiibiil epitel kalinlig1 yesil cizgi ile gosterilen sekilde
Olciilmiistiir. Mavi ile isaretli seminifer tiibiil ¢api, turuncu cizgi ile belirtildigi sekilde
Ol¢iilmiistiir. Sar1 ile isaretli seminifer tiibiil liimeninin ¢ap1 kirmiz1 ¢izgi ile belirtildigi
sekilde dl¢iilmiistiir (Onal, 2023).

3.2.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Tiibiillerdeki bu hasarlanmanin derecesinin degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler

Biyopsi Skoru (JTBS) kullanilmistir. Histolojik incelemelerin sonuglari iki uzman
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histolog tarafindan degerlendirilmistir. Her gruptan rastgele secilmis 10 farklh
preparattan 15’er farkli tiibiil 40’lik objektifteki farkli alanlar incelenerek yapilmistir.
Her grup i¢in ayr1 ayr1 150 adet tiibiil degerlendirilerek JTB skoru igin istatistiksel
analiz yapilmistir. Gruplar arasi istatistiksel karsilagtirmalar i¢in GraphadPrism 10
programi kullanilmistir. Elde edilen veriler dnceden hazirlanan bir forma islenmistir.
Degerlendirme olgiitlerine gore tiibiiler kesitte hi¢ hiicre yoksa 1, sadece Sertoli hiicresi
varsa 2, spermatagonyum varsa 3, az sayida tiibiil varsa 4, fazla sayida spermatosit varsa
5, az sayida spermatid varsa 6, farklanma isareti olmaksizin fazla sayida spermatid varsa
7, olgun spermatozoa olmaksizin ge¢ spermatidler varsa 8, az sayida spermatozoa varsa
9, fazla sayida spermatozoa goriildiigii spermatogenez varsa 10 seklinde skorlama

yapilmaktadir (Johnsen, 1970).
3.3. Immunohistokimyasal analizler

Deneydeki sol testis dokularindaki RIP1/RIPK1 (FNab07313, FineTest, China),
RIP3/RIPK3 (E-AB-60962, Elabscience, USA), StAR (E-AB-15419, Elabscience,
USA) ve GDNF (bs-1024R, Bioss, USA) proteinleri gostermek igin avidin-biotin-
peroksidaz yontemi ile immunohistokimya uygulanmustir. Kesitler 2-4 saat 60°C’de
etiivde bekletilmistir ve ksilende 15 dk bekletilerek deparafinize edilmistir. Daha sonra
azalan alkol serilerinden once 3 x %100 alkolde 5’er dk daha sonra %96, %80, %70 ve
%50 alkol serilerinde de 5’er dk bekletilerek rehidrate edildikten sonra distile su ile 3
defa yikanmistir. Daha sonra antijen retrieval i¢in 5 dakika mikrodalgada 600W da %5
sitrat buffer ile muamele edilmistir. Fosfat tamponu (PBS) ile iki defa 5‘er dakika
yikanan kesitlere 13 dakika %3’liik hidrojen peroksit (H,O,) uygulanmistir. Sonrasinda
3 defa 5’er dk PBS ile yikanan kesitlere boyama agamasinda boyama (TA-125-HDX,
Thermo Scientific, USA) kitinde bulunan normal serum 8 dakikada uygulanmustir.
Antikor uygulamasi firma tarafindan 6nerilen sulandirmalarda primer antikor damlatilip
1 gece +4 °C’de buzdolabinda bekledikten sonra ertesi giin oda sicakligina alinarak 30
dakika beklenilmistir. Daha sonra PBS ile 3 defa 5’er dk yikanarak biotinize sekonder
antikor uygulanmistir. Daha sonra 15 dk i¢inde AB enzim reagent (Avidin Biotin HRP)
uygulanan kesitler PBS ile tekrar 3 defa 5’er dk yikandiktan sonra kit prosediiriine
uygun olarak hazirlanan DAB (TL-125-HD, Thermo Scientific, USA) kromojeni 1-10
dakikada uygulanmistir. Distile su ile yikanan kesitlere Gill hematoksilen ile 5 dk zit

boyama yapildiktan sonra 5 dk boyunca musluk suyuyla yikanmistir ve sonrasinda
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distile sudan gegirilmistir. Artan alkol serilerinin %70, %80, %96, ve 3 x %100 her
birinden 5’er dk gegirilmistir. Daha sonra ksilen serilerinden de 5’er dk gecirilerek
entellan ile kapatilmistir. Negatif kontrol i¢in PBS kullanildi. Isik mikroskobunda
incelemesi yapilmistir. Her gruba ait her dokudan 10 alan olacak sekilde resimler
cekilerek bu resimlerden her grup icin toplam 100 alan Image-J program ile Ol¢iilerek

istatistiksel analizi yapilmistir.
3.4. mRNA Gen Ekspresyon Analizi

Gruplardaki hayvanlardan alinan testis dokular1 metabolizmasinda rol oynayan
RIPK1/RIP1 ve RIPK3/RIP3 genlerinin ekspresyonunun belirlenmesi i¢in once testis
dokularindan RNA, izole edilen total RNA’lardan cDNA sentezi daha sonra Real-time

da PCR yapilmustir.
3.4.1. Testis Dokusundan RNA izolasyonu

Her gruptan alinan ve tek tek parafin bloklanan dokulardan mikrotom cihazi ile kesit
alindi. Parafin bloklardan alinan kesitler 2 ml ‘lik eppendorf tiipe alindi. Alinan doku
ornekleri 1000 pl ksilol ile yikanarak 55 °C olan calkalayici inkiibatorde 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sirasinda aralikli olarak vortekslendi. Inkiibasyon bitiminde doku
ornekleri 16.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Dipte kalan pellete
dokunmadan {iistte kalan siipernatant kisim pipetle alindi. Pellete 800 pl ksilol eklenerek
15-20 dakika vortekslendi. Vorteksleme bitince 55 °C c¢alkalayict inkiibatorde
deparafinizasyon islemi igin gerekli olan inkiibasyon saglandi. Inkiibasyon sonrasinda 2
dakika 16.000 g ‘de santrifiij yapildi. Pellet dipte kalacak sekilde siipernatantdan tiipte
0.5 ml kismina kadar pipetle alindi. Kalan {izerine tiipe 500 pl saf etanol eklemesi
yapildi. Etanol eklendikten sonra doku ornekleri 2 dakika 16.000 g’de santrifiij edildi.
Daha sonra pellete dokunmadan siipernatant alindi kalan tizerine 1000 pl saf etanol
eklendi ve tekrar 16.000 g’de 2 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant dikkatli bir sekilde
pipetle alindi. Santrifiij islemi pellet dipte hareket etmeyene kadar tekrarlanmalidir.
Doku iizerine ekleme yapilan etanolii uzaklastirmak icin dokular 37 °C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Pelletin tamamen kurumasma dikkat edildi. Pellet kuruduktan sonra
tizerine 100 ul Tissue Lysis Buffer, 16 ul SDS (%10), 50 pl Proteinaz K mix olarak
hazirlanarak eklendi. Kapak {izerine parafilm kapatilarak acilmamasi saglandi. 85 °C ‘de

1 saat inkiibe edildi. Aralikli olarak vortekslendi. Daha sonra tiipler oda sicakligina
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almmarak 55 °C ‘ye sogumasi beklendi. Ayni anda tiip igerisine 80 ul Proteinaz K
eklendi. 55 °C ‘de 1 saat inkiibe edildi ve ara sira vortekslendi. Inkiibasyon bitiminde
seffaf hale gelen lizat lizerine 325 ul RNA Binding Buffer ve 325 ul absoliit etanol
eklendi. Doku ornekleri vortekslendikten sonra dikkatlice alinan lizatin tamami1 HPF
tiiplerine konuldu ve 6000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda kolon temiz bir 2
ml ‘lik toplama tiipiine alinarak 14.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. (total RNA kolona
tutundugu icin diger hiicre lizatlar1 toplama tiipiine gegcmektedir.) HPF tiipte bulunan
filtre tizerine 100 pl DNaz-1 eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. HPF kolon
tizerine 500 pl Wash Buffer-1 eklenerek 1 dakika 6000 g’de santrifiij edildi. Toplama
tiipli yenisi ile degistirildikten sonra filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer-I1 eklenerek 6000
g’ de 1 dakika santrifiij yapildi ve iki kere tekrarlandi. Toplama tiipiiniin
degistirilmesinden sonra orneklerin kurumasi i¢in 2 dakika 16.000 g’de santrifiij
yapildi. Kolon temiz eppendorf tiiplerin lizerine alinarak yikama islemleri ardindan
kolonda tutulmus RNA tizerine 25-50 pl Elution Buffer eklenerek oda sicakliginda 1-5
dk bekletildi. Daha sonra 2 dakika 6000 g’de santrifiij edildi. Kolon igerisindeki siiziilen
RNA artik eppendorf i¢ine alinmistir. RNA konsantrasyonlar1 nanodropta ol¢iilerek -80
°C’ ye kaldirildz.

3.4.2. cDNA sentezi

-80 °C’de muhafaza edilen RNA’lar mRNA cDNA sentezinde kullanilmistir. cDNA
sentezi i¢in, RT2 First Strand Kit (ref#330404, Qiagen, United States) kullanilmistir.
Kitin kendi protokolii uyarinca islemler sirasiyla uygulanmistir. RNA’lar final
konsantrasyonlar1t mikrolitresinde 400 ng olacak sekilde dilue edilmistir ve Buffer GE

ve kalip RNA karigimi1 PCR tiiplerinde hazirlanmistir.

1 reaksiyona gerekli olan genomik DNA eliminasyonu i¢in kalip RNA’dan 8 pl ve
Buffer GE’den 2 pl toplamda 10 pl olacak sekilde hazirlanmaistir.

RNA —Buffer GE karisimi DNA’y1 elimine etmek icin 42°C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir, sonra da tlipler hemen buz {izerine almip 1 dakika sogutulmustur. RNA-
Buffer GE karisimina revers transkripsiyon igin kalan bilesenler 5xBuffer BC3 (4ul),
Control P2 (1ul), RE3 Reverse Transcriptase Mix (2ul) ve Su (3ul) olarak toplam hacim
10 wl olacak sekilde eklenmistir.
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Tiipler PCR cihazinda 15 dakika 42°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda Revers
Transkriptaz Enzimini inhibe etmek igin 5 dakika 95°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 6rnekler uygun kosullarda saklanmistir.
3.4.3. Real-Time PCR analizi

Kantitatif Real Time PCR (gRT-PCR) analizinde kullanilmak iizere her bir 6rnegin
cDNA’lar1 1:5 oraninda diliie edilmistir. Hedef genlerin ifadesini belirlemek i¢in farkli
dokularda da ifadesinin degismedigi bilinen referans gen olan Beta-Aktin primerleri
kullanilmistir. RT?> SYBR-Green qPCR mastermiks (Ref# 330502, Qiagen United
States) kullanilarak énerilen protokollere uygun olarak RT> SYBR qPCR Mastermix
(12,5ul), Primer-10pmol (1 ul), Su (6,5ul) ve cDNA (5ul) toplam 25 pl olacak sekilde
Real-Time PCR yapilmistir. Her bir ¢alismada 1 adet negatif kontrol kullanilmistir.
LightCycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, Isvigre) cihazinda 95 °C 10
dakika, 95 °C’de 15 saniye, 60°C’de 30 saniye olacak sekilde 40 dongii olarak PCR

termal reaksiyon sartlar1 ile ekspresyon gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilan primer oligoniikleotidleri (Makrogen) HPLC yontemi ile
saflastirilmis olarak liyofilize sekilde iiretici firma tarafindan temin edilmistir. Liyofilize
gelen primerler firmanin gonderdigi konsantrasyon bilgisine gore son konsantrasyonu
100 pmol/ul olacak sekilde; DNase ve RNase igermeyen steril distile su eklenerek
¢Oziilmiistiir. Sulandirilan primer stoklar1 Real Time-PCR'da kullanilmak i¢in distile su

ile 10 pmol/pl olacak sekilde 1:10 oraninda diliie edilmistir.

Her 6rnek iki kez calisilmistir. Real Time PCR’de Ct degerlerinin elde edilmesi igin
Sybrgreen deteksiyon metodu kullanilmistir. Ct gergek zamanli PCR yoOnteminde
onemli degiskendir. Ct degeri Ornekte ilk anlamli artisin oldugu noktayr belirtir.
Calisilan Orneklerde hem hedef genin hemde referans geninin  Ct degerleri elde
edilmistir. Elde edilen CT degerleri delta-delta CT (AACT) yontemi ile hesaplanmigtir.
Hesaplanan veriler normalize edilmistir. Uygun istatistiksel yontem 1ile sonuglar

degerlendirilmistir.

Hedef genler RIPK1/RIP1, RIPK3/RIP3 ve referans genin (Beta Aktin) optimizasyonu
tamamlanmistir ve hem Beta Aktin geninin hemde RIPK1/RIP1, RIPK3/RIP3

genlerinin CT degerleri elde edilmistir. Bu degerler AACT yontemi ile analiz edilerek
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RIPK1/RIP1, RIPK3/RIP3 genlerinin ekspresyon degerleri sonuglart Orneklerin

bulundugu gruplara gore istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Ekspresyon c¢alismasinda kullanilan primer genlerin numaralar1 ise Beta Aktin-
numarast PPR06570C, RIPKI1-numaras1 PPR64906B-200 ve RIPK3-numarasi
PPR43779A-200’diir.

3.5. Biyokimyasal analizler

Testis dokusu ¢ikarilan deneklerin yasamlarina son verildikten sonra alinan kanlar tiip
igerisine alind1 ve 5000 rpm de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen
serumlarda testosteron, LH ve FSH seviyeleri 6lgiildii. Siganlardan alinan sol testisin
kiigiik bir kismi1 buz altinda homojenizatér ile homojenize edildi. +4 °C ‘de 10000
rpm’de 20 dk santrifiij edilerek iistte kalan kisim bagka bir eppendorf tiipe alind1 ve -80
°C ‘de saklandi. Testis dokusu homojenatlarindan ABP, total oksidan (TOS) ve total
antioksidan statiiler (TAS) degerlendirildi.

3.5.1. ELISA Yontemi ile Testosteron, LH ve FSH Seviyelerinin Belirlenmesi

Hayvanlardan alinan kanlardan santrifiij edilerek elde edilen kan serumlarinda
testosteron (201-11-0260, Sun Red Biotechnology, China), LH (201-11-0180, Sun Red
Biotechnology, China) ve FSH (201-11-0183, Sun Red Biotechnology, China)
parametreleri incelenmek tlizere eppendorf tiipe alinarak -80°C ‘de muhafaza edildi. Bu
hormonlar i¢in uygun sigan ELISA kitleri kullanilmig olup prosediir iiretici firmanin
direktiflerine gore gergeklestirilmistir. Tiim 6rnekler kullanilmadan 6nce oda sicakligina
getirildi. Standartlar kit protokoliinde belirtildigi sekilde hazirlandi. Standart
kuyucuklarma 50 pl, 6rnek kuyucuklarina ise 40 pl serum 6rnegi eklendi. Standartlar
kuyucugu hari¢ her kuyucuga 10 pl antibody eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Tiim kuyucuklar yikama cihazi aracilifiyla 3 kez yikandi. Her bir kuyucuga 50 ul
kromojen A ve 50 ul kromojen B eklendi ve 10 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. Serum ABP miktarlar:
ELISA Reader cihazi araciligiyla 450 nm’de 6lgiildii. Sonuglar bilgisayara aktarildi ve
kaydedildi.
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3.5.2. ELISA Yontemi ile Testis Homojenatindan ABP Seviyesinin Belirlenmesi

Deney hayvanlarindan alinan sol testis homojenatindan ELISA yontemi ile ABP
seviyesinin tayini yapildi. Doku 6rnekleri iizerinde satin alinan Rat ABP Kitinin (201-
11-5077, Sun Red Biotechnology, China) protokolii uygulandi. Daha sonra ELISA

Reader cihazi ile doku homojenatinda ABP seviyesi ng/ml olarak 6l¢iildii ve kaydedildi.

3.5.3. ELISA Yontemi ile Testis Homojenatindan TAS ve TOS Seviyelerinin

Belirlenmesi

Hayvanlar alinan sol testis homojenatindan ELISA yontemi ile TOS ve TAS
seviyelerinin dl¢limii yapildi. Dokular {izerinde satin alinan Rat TOS Kitlerinin (E-BC-
K802-M, Elabscience, USA) ve TAS (E-BC-K801-M, Elabscience, USA) protokolii
uygulandi. ELISA Reader cihaz1 ile doku homojenatinda TAS ve TOS seviyeleri
Olciildii ve kaydedildi. ELISA (Elabscience marka) protokoliine gore; tim Ornekler
kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi ve standartlar kit protokoliinde belirtildigi
sekilde hazirlandi. Standart kuyucuklarma 10 pl, 6rnek kuyucuklarina ise 10 pl doku
homojenati 6rnegi eklendi. Her kuyucuga 200 pl Reagent 1 soliisyonu eklendi. ELISA
Reader cihazi araciligiyla TOS 590 nm’de, TAS 660 nm’de olacak sekilde olgiildii.
Sonuglar kaydedildi. Her bir kuyucuga 20 ul Reagent 2 soliisyonu eklendi ve 37°C’de 5
dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 ELISA Reader cihazi araciligiyla TAS 660 nm’de,
TOS 590 nm’de ikinci defa 6l¢iildii ve sonuglar kaydedildi.

3.6. Istatistiksel degerlendirme

Bu projede gergeklestirilen tiim istatistiksel analizler GraphadPrism 10 programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Tiim verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi
D’Agustino&Pearson normallik testi ile belirlenmitsir. Normal dagilim gosteren
verilerin analizi One-way ANOVA testi ile gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesi ig¢in Tukey's post-hoc testi kullanilmigtir. Non-parametrik
verilerin analizleri igin median minumum-maksimum degerleri ve Kruskal-Wallis testi
kullanilmistir. Bu verilerin gruplar arasi istatistiksel farkliliklarinin belirlenmesi i¢in
Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. Analizlerde p<0.05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda tiim gruplara ait sol testis torsiyon/detorsiyonuna baglh
iskemi/reperfiizyonun  basarili  bir sekilde gerceklestirildigine ait resimler
gosterilmektedir. Iskemi 6ncesinde testis dokusu acik renkli, parlak bir goriiniime sahip
iken reperfiizyon i¢in acildiginda koyu mor renkte bir goriinlime sahip oldugu

gdzlenmistir. Iskemi 6ncesi ve sonrasina ait goriintiiler Sekil 4.1°de gosterilmistir.

iskemi dncesi \ iskemi sonrasi

Sekil 4.1. Deneysel iskemi/reperfiizyonun olusturulmasina ait resimler. Iskemi 6ncesine
ait resimde testis daha agik renkli gozlenirken, iskemi siiresi doldugunda reperfiize
edilecek testisin daha koyu renge sahip oldugu goriilmektedir.

4.1.Hayvan agirhklar ve testis agirhklarinin belirlenmesi

Deney gruplarina dahil edilecek hayvanlarin agirliklar kaydedilerek bir araya getirildi
ve gruplar rastgele olacak sekilde olusturulmustur. Deney baslangicinda kaydedilen
hayvan agirliklarinin istatistiksel analizi gerceklestirildiginde gruplarin normal dagildig:

tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuclarma gore deney gruplar arasinda



anlaml bir fark gézlenmemistir. Deney sonlandirilmadan 6nce hayvanlarin agirliklart
tekrar tartilarak kaydedilmistir. Deney sonu hayvan agirliklarinin istatistiksel analizinde
de baslangic agirliklarina kiyasla deney gruplarinda azalma ve artisin oldugu tespit
edilmesine ragmen, gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark
gbozlenmemistir. Deney baslangict ve sonuna ait hayvanlarin agirliklar: istatistiksel

sonuclari Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Deney gruplarina ait deney baslangici ve deney sonu hayvan agirliklarmin
Olctim sonuglari. Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon.

Kontrol IR THQ  IR+THQ  p
Deney baslangici 267.4+14.9 243.4+37.17 233.3+26.7 251+36.6 0.0982
hayvan agirhklar (gr)
Deney sonu hayvan 255.3+37.7 238.4+27.7 238.74£28.1 242.1+34.9 0.6177
agirhiklar (gr)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir. P <0.05 anlaml: olarak kabul edilmistir.

Deney sonlandirilirken hayvanlardan alinan sol ve sag testisler hassas terazi de tartilarak
agirliklart  kaydedilmistir. Deney gruplarina ait testis agirhiklarinin istatistiksel
sonuclarina gore deney prosediirii uygulanan sol testis agirliginda Kontrol grubuna
kiyasla I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli azalmanin oldugu belirlenmistir (Tablo
4.2). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
Sonuglarimiza gore, sag testis agirliklarinda deney gruplari arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik olmadig1 belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Deney gruplarina ait sol testis ve sag testis agirliklarinin 6l¢tim sonuglart.
Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperflizyon, THQ; timokinon.

Kontrol IR THQ I/R+THQ p

Sol testis aglrllgl (gr) 1 .32:i30. 1 7a 1 .007i0.28bc 1 .25i0.07ac 1 03:l:0353C 09537

Sag testis aglrhgl (gr) 1.32:t0.18a 132:|:01 1a 1.26i0.07a 136:|:01 la 05337

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni harfi ifade eden (a,b,c) gruplar arasinda
istatistiksel bir fark bulunmamistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4.2. Spermiogram bulgulari

Deney sonunda sperm sayimi yapilarak spermler hareketleri yoniinden de
degerlendirilmistir. Kontrol ve THQ gruplar1 birbirine benzer sonug¢ gosterirken, bu
gruplara kiyasla /R ve I/R+THQ gruplarinda sperm sayisinda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gozlenmistir. Sperm hareketliligi de degerlendirilmeye alinmigtir.
Kontrol ve THQ gruplarma ait sperm hareketliligi degerlendirildiginde bu gruplarda
cogunlukla ileri hareket eden spermlerin oldugu gozlenirken, I/R grubunda daha ¢ok
yerinde hareketli spermlerin oldugu daha az sayida ise hareketsiz spermlerin oldugu
gozlenmistir. I/R+THQ grubunda da hareketsiz, yerinde hareketli ve ileri hareketli
spermlerin oldugu gozlenmistir. Sperm sayisina iligkin yapilan spermiyogram analizinin

gruplar arasi istatistiksel farkliliklar1 Tablo 4.3.’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Deney gruplarina ait spermiogram analizi sonuglari. Tabloda verilen sperm
sayilari #10° olacak sekilde hesaplanmistir. Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ;
timokinon.

Kontrol IR THQ I/R+THQ p

Spermiyogram 27.5€12.09° 8.6£5.06° 36.8+25.9"  8.745.8° 0.0001

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym1 harfi ifade eden (a,b,c)
gruplar arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. P <0.05 anlamli olarak kabul
edilmistir.

4.3. Histolojik bulgular

Deney gruplarina ait testis dokusu kesitlerinde tiibiiler degerlendirme i¢in JTB skoru
uygulanirken doku ayn1 zamanda interstisyel 6dem, 6demli tiibiil ve atrofik tiibiil sayis1
bakimindan skorlanarak degerlendirmeye alinmistir. JTBS 1ile histopatolojik

degerlendirme Sekil.4.2’de, skorlamaya ait veriler ise Tablo.4.4’ de gosterilmistir.

Kontrol ve THQ gruplarina ait kesitlerde testis seminifer tiibiil yapisi, spermatojenik
hiicre serileri, intertiibiiler bag dokusu ve hiicreleri bakimindan diizenli bir histolojik

gorliniime sahip oldugu belirlenmistir.

I/R grubu testis doku kesitlerinde JTBS skoru istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gostermistir. Bu gruba ait kesitlerde ¢cogunlukla seminifer tiibiil epitelinde dokiilmeler

35



oldugu, daha az dokiilme goriilen tiibiillerin hiicreleri arasinda genis vakuolizasyon
benzeri bosluklarin yer aldig, intertiibiiler bag dokusunda ise disorganizasyon gozlendi.
Interstisyel ddem, 6demli tiibiil ve atrofik tiibiil sayis1 da yapilan Kruskal Wallis analizi
sonuglarina gore I/R grubunda diger gruplara gore daha yiiksek sayida oldugu
belirlenmistir. Ayrica bu gruba ait deney hayvanlarinin dort tanesinde multinuklear dev
hiicrelerin varlig1 da tespit edilmistir. Bu hiicreler bazi seminifer tiibiillerde bir adet yer

alirken bazi tiibiillerde sayisinin birden fazla oldugu da gozlenmistir.

[/R+THQ grubunda ise JTBS skoru I/R grubuna kiyasla artis gdsterirken, Kontrol ve
THQ grubundan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu gruba ait seminifer tiibiillerde
dokiilmelerin daha az oldugu, seminifer epitel arasinda goriilen bosluklarin da azaldigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda interstisyel 6dem, 6demli tiibiil ve atrofik tiibiil sayisinin

da I/R grubuna kiyasla azaldig1 belirlenmistir.

Tablo 4.4. Deney gruplarina ait JTBS skoru, interstisyel 6dem, 6demli tiibiil ve atrofik
tiibiil sayis1 6lglim sonuglari. Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ); timokinon,
JTBS; Johnsen’s testikiiler biyopsi skoru.

Kontrol IR THQ I/R+THQ p
JTBS 7,081,148 41+2,1°  7,1£1,32  59+2,09° 0.0001
interstisyel 6dem 0(0-1) 1(0-3)° 0(0-1)° 1(0-3)°  0.0001
Odemli tiibiil sayis1 0(0-1)* 0(0-3)° 0(0-1)* 0(0-2)° 0.0001
Atrofik tiibiil sayis1 0(0-1)? 0(0-2)° 0(0-1) 0(0-2)° 0.0001

Normal dagilim gosteren veriler ortalama+standart sapma, normal dagilim gostermeyen
veriler median(minimum-maksimum) olarak ifade edilmistir. Ayni harfleri gosteren
gruplar (a, b, ¢) arasinda anlaml fark bulunmaz, farkl: harfler iceren gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunur. P <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.2. Deney gruplarina ait H-E boyamalari. (A) Kontrol ve (C) THQ gruplarina ait
testis doku kesitleri seminifer tiibiil yapisi ve interstisyel bag dokusu bakimindan
diizenli histolojik gériiniime sahiptir. (B) I/R grubu testis doku kesitlerinde 6demli tiibiil
(siyah yildiz), atrofik tiibiil (kirmiz1 yildiz), multiniikleer dev hiicreleer (siyah oklar),
diizensiz hasarli seminifer epitel (yesil ok) gosterilmistir. (D) I/R+THQ grubunda
diizensiz hasarli seminifer epitel (yesil ok) ve intertiibiiler bag dokusunda édem (sar1
yildiz) gosterilmistir. Resimler 40x objektif (skala bar:100um) olarak gosterilmistir.
Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon.

Testis dokusuna ait yapilan H-E boyamalara ait goriintiilerden seminifer epitel kalinligi,
seminifer tiibiill c¢apt ve seminifer tiibiil liimen ¢ap1 Olglimii gerceklestirilmistir.
Sonuglarimiza gore, seminifer tiibiil epitel kalinlig1 Kontrol ve THQ gruplarinda benzer
sonuglar gostermistir. Kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda azaldig: belirlenmistir.
[/R+THQ grubu olciim sonuglarinin ise Kontrol grubuna benzerlik gdsterdigi
belirlenmistir. Seminifer tiibiil cap1 ve llimen c¢ap1 Olclimleri istatistiksel analizi veriler
normal dagilim gostermedigi i¢in Kruskal Wallis testi ile belirlenmistir. Gruplar arasi
karsilastirma testi icin Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Istatistik analizi
seminifer tiibiil ¢cap1 6l¢iim sonuglarina gore, I/R grubunda azalma oldugu, I/R+THQ
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grubunda ise seminifer tiibiil capinin I/R grubuna kiyasla artis gosterdigi belirlenmistir.
Seminifer tiibiil limen ¢apmin I/R grubunda azaldigi I/R+THQ grubunda ise artis
gosterdigi belirlenmistir. Bu parametrelerin deney gruplarina ait istatistiksel analiz

sonuglar1 Tablo.4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5. Tim gruplara ait testis dokusu seminifer tiibiil epitel kalinligi, seminifer
tiibil capt ve seminifer tiibil limen ¢apt (um) Olgim sonuglari. Kisaltmalar:
I/R;iskemi/reperfliizyon, THQ); timokinon.

Kontrol IR THQ I/R+THQ P
Seminifer
tiibiil
epitel 35,5+7,1% 32,3+8,6° 34,3+5,8% 34,949,7° 0.0039
kalinhg:
(nm)
Seminifer
- 185,1(200- 182,7(11,7- 187,7(117,7- ) b
tiibiil 374,9)" 316.7)° 404.2)" 194(101,3-366,8)° | 0.0592
cap1 (um)
Seminifer
tiibiil 97,7(59,7- 92,7(41,5- 104,1(68,2- ) be
liimen 212,6)° 216,7)° 194,2)° 109,3(39.8-247.8) | 0.0001
cap1 (um)

Normal dagilim gosteren veriler ortalama+standart sapma, normal dagilim gostermeyen veriler median
(minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Ayni harfleri gosteren gruplar (a, b, ¢) arasinda anlaml fark
bulunmaz, farkli harfler igeren gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunur.

4.4. Gen ekspresyonu sonuclari

Testis dokusuna ait RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 gen ekspresyonu analizi
gerceklestirildikten sonra istatistigi  yapilmistir. RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3
ekspresyonlarinda Kontrol ve THQ gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Kontrol ve THQ gruplarina kiyasla hem RIPI/RIPK1 hem de
RIP3/RIPK3 ekspresyonunun I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
arttign  belirlenmistir. RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 ekspresyonlarmin [/R+THQ
grubunda ise I/R grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldig
belirlenmistir. Gen ekspresyonu analizine ait RIP1L/RIPK1 ve RIP3/RIPK3

ekspresyonlarina ait veriler Tablo.4.6’da gosterilmistir.
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Tablo.4.6. RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 mRNA gen ekspresyonu analizleri sonuglari.
Kisaltmalar: I/R;iskemi/reperﬁizyon, THQ); timokinon.

Kontrol IR THQ I/R+THQ P

RIP1/RIPK1 ekspresyonu | 7.2249,6* | 70,4+91,1° | 1,36+2,3* | 0,10+0.1* | 0.0043

RIP3/RIPK3 ekspresyonu | 1,54+1,6° | 25,98+23.4° | 0,93+1,1* | 0,27+0,2* | 0.0001

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 harfi ifade eden (a,b) gruplar arasinda
istatistiksel bir fark bulunmamustir. p<0.05 anlaml olarak kabul edilmistir.

4.5. immunohistokimyasal Bulgular

Tiim deney gruplan testis dokusunda RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 immunhistokimya
boyamasi gerceklestirilmigtir. Boyama sonucunda RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3
ekspresyonlarinin hem seminifer tiibiil epitelinde hem de intertiibiiler bag dokusunda
oldugu gozlenmistir. RIP1/RIPK1 ekspresyonu seminifer tiibiil epitelinde Kontrol ve
THQ gruplarinda benzerlik gdsterirken, I/R grubunda istatistiksel olarak artis gosterdigi
belirlenmistir. /R+THQ grubundaki artis ise I/R grubuna benzer iken Kontrol ve THQ
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir. RIP1/RIPK1
ekspresyonu intertiibiiler bag dokusunda Kontrol ve THQ grubuna kiyasla I/R grubunda
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde artmistir. I/R+THQ grubunda ise I/R grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azalma gdsterdigi belirlenmistir. Bu

azalmanin Kontrol ve THQ grubuna istatistiksel olarak benzer oldugu belirlenmistir.

RIP3/RIPK3 ekspresyonu seminifer tiibiil epitelinde Kontrol ve THQ grubuna kiyasla
I/R grubunda istatistiksel olarak artis gdstermistir. Seminifer tiibiil epiteli RIP3/RIPK3
ekspresyonu I/R grubuna kiyasla I/R+THQ grubunda azaldi fakat, bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. RIP3/RIPK3 intertiibiiler bag dokusu
ekspresyonu Kontrol ve THQ grubuna kiyasla I/R grubunda istatistiksel olarak artis
gdstermistir. Intertiibiiler bag dokusu RIP3/RIPK3 ekspresyonu I/R grubuna kiyasla
[/R+THQ grubunda azalmis olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 hem seminifer tiibiil epiteli hem de
intertiibiiler bag dokusu ekspresyonlar1 Tablo.4.7’de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Deney gruplarina ait RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK1 proteinlerine ait seminifer
tiibil epiteli ve intertiibiler bag dokusu immunoreaktivite 6l¢iim sonuglari. Kisaltmalar:
I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ); timokinon, RIP; reseptor etkilesimli kinaz.

Kontrol IR THQ  I/R+THQ p
RI_lt’ll/_RIPKl seminifer tiibil g9 7,62 91.7193° 872453 92.8+7.1® 0.0001
epiteli
RIPI/RIPKL intertiibiiler 95 619 12 97,0£11.6° 91.549.5° 91.7+13.6° 0.0115
bag dokusu
Rl_lt’-”I/_RIPK-” seminifer tibil 79 7,442 855:162° 80.544.7° 84.846.5° 0.0001
epiteli
RIP3/RIPK3 intertiibiiler 79 6,730 857475° 81.0+64% 83.9+8.3° 0.0001
bag dokusu

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni harfi ifade eden (a,b,c) gruplar arasinda
istatistiksel bir fark bulunmamustir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.3. Deney gruplarina ait RIP1/RIPK1 immunohistokimya boyamasi. Testis
dokusu kesitlerindeki seminifer epitel ve intertiibiiler bag dokudaki RIP1/RIPK1
ekspresyonu siyah oklar ile gdsterilmistir. Resimler 40x objektif (skala bar:100um).
Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, RIP; reseptér etkilesimli kinaz.
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Sekil 4.4. Deney gruplarina ait RIP3/RIPK3 immunohistokimya boyamasi. Testis
dokusu kesitlerindeki seminifer epitel ve intertiibiiler bag dokudaki RIP3/RIPK3
ekspresyonu siyah oklar ile gosterilmistir. Resimler 40x objektif (skala bar:100pum).
Kisaltmalar: I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, RIP; reseptor etkilesimli kinaz.

Testis dokusu kesitlerinde spermatojenik olmayan hiicre serisinde de GDNF ve StAR
immunohistokimya degerlendirilmesi gergeklestirilmistir. Sertoli hiicrelerinde eksprese
edilen GDNF ekspresyonu Kontrol ve THQ grubuna kiyasla I/R grubunda azalma
gdstermistir. /R+THQ grubunda ise GDNF ekspresyonunda artis oldugu belirlenerek
bu artisin hem Kontrol hem de THQ grubuna benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Intertiibiiler bag dokusunda bulunan Leydig hiicrelerinin degerlendirilmesi amaciyla
StAR ekspresyonu immunohistokimyasi gergeklestirilmistir. StAR ekspresyonunun
Kontrol grubuna kiyasla diger deney gruplarinda artis gosterdigi belirlenmistir. En
yiiksek artisin I/R grubunda oldugu sirasiyla I/R+THQ ve THQ gruplarinda azalma

gosterdigi belirlenmistir. GDNF ve StAR ekspresyonlarina ait Ol¢iim sonuglari
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Tablo.4.7°de, deney gruplarinin immunohistokimya boyamasina ait resimleri ise

Sekil.4.5 *te ve Sekil.4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.8. Tim gruplara ait testis dokusu GDNF ve StAR immunohistokimya 6l¢iim
sonuclari. Kisaltmalar: I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, GDNF; glial hiicre
tiirevli norotrofik faktor, StAR; Steroidojenik akut diizenleyici protein.

Kontrol I/R THQ I/R+THQ P
GDNF
seminifer 86,5+4,8 84,7443 87,1+5,7 87,3£10,7* | 0.0314
tiibiil epiteli
StAR
intertiibiiler |  80,2+5,0° 85,6+6,5" 83.84+4,9° 84,344 6" 0.0001
bag dokusu

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. * I/R ile /R+THQ arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur. Ayni harfi ifade eden (a,b,c) gruplar arasinda istatistiksel bir fark

bulunmamistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.5. Deney gruplarina ait GDNF immunohistokimya boyamasi. Testis dokusu
kesitlerindeki seminifer tiibiil GDNF ekspresyonu siyah oklar ile gosterilmistir.
Resimler 40x objektif (skala bar:100um). Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ;
timokinon, GDNF; glial hiicre tiirevli norotrofik faktor.
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Sekil 4.6. Deney gruplarina ait StAR immunohistokimya boyamasi. Testis dokusu
kesitlerindeki intertiibiiler bag dokusundaki StAR ekspresyonu siyah oklar ile
gosterilmistir.  Resimler  40x  objektif  (skala  bar:100um).  Kisaltmalar:
I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, StAR; Steroidojenik akut diizenleyici protein.

4.6. Biyokimyasal Bulgular

Tiim deney gruplarina ait kan serum orneklerinden testosteron, FSH, ve LH, doku

numunelerinden ABP, TOS ve TAS analizi gerceklestirilmistir.
4.6.1. Hormonlarin degerlendirilmesi

Testosteron, FSH ve LH seviyeleri kan serum o&rneklerinden degerlendirilmistir.
Testosteron seviyesi ise Kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda artis gdstermis olmasina

ragmen bu artis anlamli bulunmamistir. THQ ve I/R+THQ grubunda ise testosteron
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seviyesinin azalmis oldugu belirlenmistir. FSH seviyesinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik olusturacak herhangi bir azalma ya da artma gostermemistir. LH
seviyesi Kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda artis gdstermistir, fakat bu istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. I/R grubuna kiyasla THQ ve I/R+THQ gruplarinda LH

seviyesinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.

ABP seviyesi testis dokusunda gerceklestirilmistir. Olciim sonuglarina gore Kontrol
grubuna kiyasla I/R grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir. I/R ile
THQ ve I/R+THQ gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu

belirlenmistir.

Tablo 4.9. Tiim gruplara ait hormon 6lgiim sonuglari. ABP testis dokusundan, FSH, LH
ve testosteron kan serumundan bakilmistir. Kisaltmalar: I/R; iskemi/reperfiizyon, THQ;
timokinon, ABP; androjen baglayici protein, FSH; folikiil stimiilan hormon, LH;
luteinizan hormon.

Kontrol IR THQ I/R+THQ p
&e;}r?flt)eron (kan) 222,3+332 | 281,3+102,7 | 243,5+93,6 | 253,7+82,2 | 0.6099
FSH (kan)
(/L) 4,1+1,3 4,8+1,2 4,3+1,9 51+1,4 | 0.5859
LH (kan) 52419 6,6+1,0 5,02+2,2 5,4+1,5 0.3167
(mlU/mi)
ABP (doku) 0.142.7 42413%% | 86+£2,1% | 7,943,1% | 0.004
(ng/ml)

Tiim veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.* I/R ile
THQ arasinda ve I/R ile I/R+THQ arasinda, ** Kontrol ile I/R arasinda istatistiksel olarak anlaml fark
oldugunu gosterir. Harf bulundurmayan gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaz.

4.6.2.Total oksidan/antioksidan seviyelerinin degerlendirilmesi

Deney gruplan testis dokusu TOS ve TAS 6l¢iim sonuclari Tablo.4.8’de verilmistir.
Istatistiksel analiz sonucuna goére TOS seviyesi Kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda
artis gostermis, fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Deney
gruplarinin tamaminda TOS seviyesinde degisiklikler oldugu gozlenmis olsa da gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli kabul edilecek herhangi bir degisiklige
rastlanmamistir. TAS seviyesi ise Kontrol grubuna kiyasla I/R grubunda bir miktar

azaldig1 gozlenmistir. Bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. I/R+THQ
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grubunda ise TAS seviyesinin diger deney gruplarima kiyasla artis gosterdigi
belirlenmistir. Bu artis Kontrol ve I/R grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

bulunurken, THQ grubuna benzer oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.10. Deney gruplarna ait Total oksidan/antioksidan seviyelerinin analizi.
Kisaltmalar: I/R;iskemi/reperfiizyon, THQ; timokinon, TOS; total oksidan statii, TAS;
total antioksidan statii.

Kontrol IR THQ I/R+THQ p
TOS
(umol) 0.35+0.22° 0.54+0.21% 0.28+0.15% 0.50+0.09° 0.0563
(Doku)
TAS

(mmol) 0.70+0.17%  0.60+0.20°  0.80+0.16®  1.003+0.15°  0.0025
(Doku)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 harfi ifade eden (a,b) gruplar arasinda
istatistiksel bir fark bulunmamistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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5. TARTISMA

Testis torsiyonu toplumda her yas kesiminden erkek bireylerin yasayabilecegi ciddi bir
saglik sorunudur. Dogru zamanda tedavi edilmedigi takdirde kisirliga neden olabilecek
sekilde ciddi bir testis hasarina neden olabilir. Testis torsiyonu sonucu olusan hasarin
ana nedeni I/R kaynakli hasardir (Cay ve ark., 2006). I/R kaynakli bu hasar testis
dokusunda biyokimyasal ve morfolojik degisiklikleri indiikleyerek hipoksiye, germinal
hiicre nekrozuna ve daha sonra nekroz sonucu kisirliga sebep olabilir (Kanter, 2010,
Ozmerdiven, 2015). Bu calismada testis torsiyon ve detorsiyonuna bagl I/R modeli
olusturularak testis dokusunda meydana gelen degisiklikler iizerinde THQ’nun
etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Siganlarda deneysel testis torsiyonu sonrast
minimum bir saatlik siirenin testis hasarina neden oldugu gosterilmistir (Kanter, 2010).
Testisde tam iskemi olusturmak amaciyla torsiyonun derecesinin 720° olmasinin yeterli
oldugu belirtilmektedir (Ozmerdiven, 2015). Bu calismada da ciddi testis hasar
olusturacak sekilde sol testisi saat yoniinde 720° dondiirerek iki saatlik testis torsiyonu
ile iskemi modeli olusturulmustur. iskemi siiresi bittikten sonra detorsiyon yaparak
reperfiizyon islemi gergeklestirmis ve bu islemden 30 dk sonra ilk THQ uygulamasi
gerceklestirilerek toplam yedi doz 10 mg/kg THQ uygulanmustir. I/R testis dokusu
agirhgr basta olmak iizere JTBS skorunun, testis seminifer tiibiil epitel kalinligi,
seminifer tiibiil ¢ap1 ve liimen capinin azalmasina neden olmustur. Seminifer tiibiil
epitelinin dokiilmesi sonucunda liimenin genisleyecegi kanisinin aksine seminifer tiibiil
capinin da kiigiilmesi tiibiillerin toplam hacminde bir azalmanin meydana geldigini
diisiindiirmektedir. Yapilan spermiyogram analizi sonucuna gore de I/R grubunda sperm
sayisi, canlilik ve hareketliliginde onemli 6lgiide azalmanin oldugu tespit edilmistir. I/R
sonrast THQ uyguladigimiz grupta ise basta seminifer tiibiil epitel kalinligi, seminifer

tiibiil ¢ap1 ve liimen ¢ap1 olmak iizere testis yapisinin diizelmeye basladigi, JTB



skorunda artisa neden oldugu gézlenmistir. Isik mikroskobik histolojik bulgularin yan1
sira spermiyogram analizi sonuglarinda I/R+THQ grubunda iyilesmenin istenilen
diizeyde olmadig tespit edilmistir. Bu durumun muhtemelen saglikli sperm iiretimi i¢in
gerekli siirenin saglanmadan sicanlarin hayatlarina son verilmesinden kaynaklandigi
sonucuna varilmistir. Sag ve sol testise ayr1 ayr1 yapilan I/R sonrasinda JTB skorunun
azaldig1, sperm sayisinin diistiigii bilinmektedir (Koéksal, 2012). Ciinkii I/R sonrasinda
seminifer tiiblil cap1 azalmasina paralel bir sekilde liimene dokiilen germ hiicre sayis1 ve
dejenere hiicre sayisinda, dev hiicre varliginda artis olmaktadir (Erdogan, 2018).
Sisplatin kaynakli testis hasar1 sonrasinda asir1 ROS iiretimine bagl hiicrelerde DNA
kiriklarinin oldugu, kontrolsiiz bu ROS iiretiminin sperm iiretimine ve dolayisiyla testis
fonksiyon bozukluguna neden olarak seminifer tiibiillerde nekroz belirtisi olarak kabul
edilen multiniikleuslu dev hiicrelerin gozlendigi bildirilmistir (Wang ve ark, 2020).
Calismamizdaki I/R grubunun dort denegine ait preparatlarda bu hiicrelere rastlanmustir.
Bu hiicrelerin ¢ogunlukla seminifer tiibiillerin liimeninde ¢ok c¢ekirdekli ve oldukca
biiyiik bir capa sahip oldugu gézlenmistir. Bu hiicrelerin varligi bize I/R grubunda
molekiiler diizeyde gostermeyi hedefledigimiz nekrozun dokuda ciddi boyutta
gerceklestigini kanitlamaktadir. Ayrica bu durum I/R’nun énemli l¢iide ROS iiretimine
neden oldugunun bir isareti olarak kabul edilebilir. I/R’nun ayrica testis dokusunda
konjestiyone damar yapilari, seminifer tiibiillerde 6dem ve yapisal bozukluklara neden
olarak nekroza yol agabilecegi gosterilmis olsa da bunlar nekroza spesifik belirteclerle
gosterilmemistir (Chi ve ark., 2016, Polat, 2017). Calismamizda I/R+THQ grubuna ait
kesitlerde ise bu hiicrelere rastlanmamistir. THQ’nun oksidatif stresi engelleyici
etkisinin oldugunu testis endokrin ve antioksidan sistemlerini aktive ederek dokuyu
iyilestirebilecegi kanitlanmistir (Kagar, 2020, Sayed ve ark., 2014). ROS metabolizma
sirasinda tiretilen, hiicresel fonksiyonun bir parcasidir ve zararl etkilerini azaltan hiicre
ici mekanizmalar sayesinde genellikle kontrol altinda tutulur. Antioksidanlar, ROS'un
zararli etkilerini hafifletmekte, toksisiteye ve hastalia katkida bulunan olaylar
bozabilmekte ya da tersine cevirebilmektedir (Trouba, 2002). I/R+THQ grubunda bu
multintikleuslu dev hiicrelerin  gézlenmemesindeki etkenin THQ’nun ROS’u

diizenlemesinden kaynaklandig1 sonucuna varilabilir.

Testis torsiyonu sonucu gelisen doku hasarinin temelinde yatan oksidatif stres dokuda
cesitli mekanizmalarin tetiklenmesine sebep olmakta ve hiicrenin fonksiyon
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biitiinliigliniin bozulmasina yol agmaktadir. Hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve
stiperoksit anyonlar1 gibi ROS’larin kromozomal DNA’ya ve diger hiicresel bilesenlere
zarar vererck DNA bozulmasina, protein denatiirasyonuna, lipid peroksidasyonuna yol
acarak apopitoz ve nekroz gibi hiicre 6liim mekanizmalarini tetiklemektedir (Higuchi,
2003). Bu hiicre oliimlerinden nekroz pasif bir siire¢ olarak bilinse de hiicrede
homeostaz kaybindan kaynaklanan kontrolsiiz bir olaydir. Hiicre ve organel sismesi ile
karakterize olan bu siirecte hiicre igeriginin hiicre digi ortama yayilmasi komsu
dokularda olumsuz etkilere sebep olabilir (D’Arcy, 2019). Son yillarda dokuda nekroz
ozellikleri gosteren fakat Oonceki gozlemlerin aksine diizenlenmis bir mekanizmaya
sahip nekroptoz adi verilen hiicre Oliim big¢imi tanimlanmistir (Degretev, 2005).
Nekroptoz terimi ile artik kazara 6liim yerine hiicrede apopitozdan farkli programlanmis
bir hiicre o6liim bi¢imini temsil etmektedir (Nikoletopoulou, 2013). Reseptorle
etkilesimli protein (RIP) kinazlari nekrozun olusum yolunda o6nemli bir rol
oynamaktadir. Bunlar 6liim resptorii ligandlari tarafindan aktive edildiginde RIP1 ve
RIP3 birleserek bir kompleks olusturur ve bu sonraki nekroz siireglerinin aktivasyonuna
yol agar. Dolayisiyla RIP3/RIPK3 varligi 6liim reseptorii aracili nekroz igin bir
baslatma adimi olarak kabul edilmektedir (Xu T, 2018). Aksine RIP1/RIPK1 ise 6lim
reseptorii TNF ile indiiklenen bir mekanizmayla kaspazdan bagimsiz apopitoza neden
olmaktadir. Dolayisiyla bu nekroz/nekroptoz yolunun temel diizenleyicisi RIP1-RIP3
kompleksinin  olusumunun tetiklenmesine neden olan RIP3/RIPK3 varligidir
(Pasparakis M, 2015). Bu calismada I/R kaynakli testis dokusunda meydana gelen
nekroz bu belirteglerin hem gen seviyesinde hem de immunohistokimyasal olarak
gosterilmesiyle de protein seviyesinde belirlenmesi amaglanmistir. Sonuglarimiza gore
hem RIP1/RIPK1 mRNA gen ekspresyonu hem de RIP3/RIPK3 mRNA gen
ekspresyonu I/R grubunda oldukca siddetli bir bicimde artis gosterdigi belirlenmistir.
Bu artis ayn1 grupta RIP3/RIPK3 ekspresyonuna kiyasla RIP1/RIPK1 ekspresyonundan
daha fazla oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum dokuda nekrozun siddetli oldugunu
gosterirken ayni zamanda Olim reseptorii iligkili apopitozun da hiicrede
tetiklenebilecegini  ortaya koymaktadir. Ayni sekilde immunohistokimyasal
bulgularimizda hem seminifer tiibiil yapisinda hem de intertiibiiler bag dokusunda gii¢lii
RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 immunoreaktivitesinin belirlenmesiyle hem gen hem de

protein seviyesinde dokudaki nekrozun varligi kanitlanmistir. THQ uygulanan
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[/R+THQ grubunda ise hem RIP1/RIPK1 hem de RIP3/RIPK3 ekspresyonlarinda ¢ok
ciddi diizeyde azalmanin oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar bize THQ’nun hem
RIP1/RIPK1 hem de RIP3/RIPK3 ekspresyonlari iizerinde énemli bir inhibitor bilesik
olabilecegini ortaya koymaktadir. THQ nun 20 mg/kg dozunun myokardiyal infarktiis
geciren siganlarin kalp dokusunda hem RIP1/RIPK1 hem de RIP3/RIPK3 protein
ekspresyonunda azalmaya neden oldugu daha 6nce kanitlanmistir (Deger, 2022). Bu
calisma ise testis I/R’nunda RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 ekspresyonlarinin gdsterildigi
en 6nemli kanit olma O6zelligi tasimaktadir. Bu sonuglarin nekroptozda RIP3/RIPK3
sonrast basamaginda yer alan karisik lineage kinaz alam1 benzeri (MLKL) nin
degisiminin de ortaya konmasiyla ilerleyen donemlerde desteklenmesine ihtiyag
duyulabilir. Boylece oksidatif stres kaynakli ROS olusumu testis I/R hasarinda
nekroptoz siirecinde yer alan iki Onemli belirtecin dokuda var olan 6lim
mekanizmalarmin  tetiklendigini  ortaya koymaktadir. Ciinki  ROS, RIPKI
otofosforilasyonunu aktive ederek RIPK3 alimina yol actigi ve ROS indiiksiyonunun
ayrica nekrozomda RIPK3'li gerektirdigi, dolayisiyla nekroptozun etkili bir sekilde
indiiklendigi pozitif bir geri besleme devresi olusturdugu unutulmamalidir (Gong ve

ark., 2019).

Bu calismada dokuda meydana gelen Olim mekanizmalarinin yani sira hiicre
popiilasyonu bakimindan hem spermatojenik hem de spermatojenik olmayan hiicre
serilerindeki degisimin belirlenmesi hedef alinmistir. Spermatojenik hiicre serilerindeki
degisimin spermiyogram ve JTB skorunun gerceklestirilmesi ile belirlenirken, Sertoli ve
Leydig hiicrelerindeki degisimde hiicrelere spesifik belirteclerin protein seviyesinde
gosterilmesiyle ortaya konmaya calisilmistir.  GDNF, spermatogoniyal kok hiicrelerin
kendini yenilemesi ve farklilagmasi arasindaki dengeyi kontrol ederek erkek germ
hiicresi gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Sertoli hiicreleri, peritiibiiler ve endotelyal
hiicreler gibi cesitli hiicreler tarafindan eksprese edilir. GDNF'nin ekspresyonu,
seminifer epitelyum dongiisiinlin farkli asamalarinda énemli 6l¢lide degisiklik gosterir
ve dongiisel ekspresyonu, spermatogoniyal kok hiicrelerin homeostazisi i¢in gereklidir
(Di Persio ve ark., 2021). Calismanmizda GDNF ekspresyonunun I/R grubunda azalma
gosterdigi belirlendi. THQ uygulanan I/R+THQ grubunda ise GDNF eskpresyonu artis
gostermekteydi. GDNF ifadesinin FSH hormonu tarafindan in vivo olarak indiiklendigi,
ayrica Sertoli hiicrelerinde cAMP yoluyla TNF-a'nin GDNF {iretimine engel oldugu
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gosterilmistir (Di Persio ve ark., 2021; Tadokoro ve ark., 2002). Calisma sonuglari
birlikte degerlendirildiginde I/R grubunda artmis FSH seviyesinin Sertoli hiicrelerindeki
GDNF ekspresyonunu diizenlemeye yetmedigi, aksine nekroz siirecinde yer alan yiiksek
RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 ckspresyonuna bagli olarak GDNF ekspresyonunun
azaldig1 sonucuna varilmistir. Ciinkii nekroptoz mekanizmasinda TNF varlifinda
RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Calismamizda TNF
varhiginin degerlendirilmemis olmasi bir eksiklik olarak goriilse de azalan GDNF
ekspresyonunun artmis RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 varligindan kaynaklandigi

sOylenebilinir.

Leydig hiicreleri, memeli testislerindeki androjenlerin birincil kaynagidir. Dogum
sonrast testisteki Leydig hiicrelerinin yapisini ve fonksiyonunu korumak i¢in LH’in
gerekli oldugu tespit edilmistir (Mendis-Handagama, 2005). Steroid hormonlarinin
tiretimi, kolesteroliin dis mitokondriyal membrandan i¢ mitokondriyal membrana
translokasyonu ile baglatilir; bu olaya yakin zamanda StAR proteininin aracilik ettigi
bulunmustur (Aspden ve ark., 1998; Dong ve ark., 2016). Leydig hiicre fonksiyonunun
nasil degistiginin belirlenmesi amaciyla ¢alismada hormonlarin yani sira StAR proteinin
ekspresyonu da incelenmistir.  StAR ekspresyonu I/R grubunda artis gosterdigi,
[/R+THQ grubunda ise azaldigi belirlenmistir. Testikiiler StAR ekspresyonu ve
aktivitesi, gonadotropin LH tarafindan akut bir sekilde diizenlenir. StAR proteininin
Leydig hiicrelerinde bol miktarda bulunmasi sonucu LH stimiilasyonuna bagl testiste
steroidogenezin indiiklenmesine ve testosteron salgilanmasina neden olur (Bouchard,
2022). Calismamizda artmig LH ve testosteron varligina paralel bir sekilde StAR
ekspresyonu da artmistir. I/R’na bagli hasarin énlenmesi amaciyla, artmus LH varhginda
Leydig hiicrelerinin aktive oldugunu ve buna bagli artan testosteronun Sertoli
hiicrelerinden salgilanan ABP ile etkilesime girerek spermatogenezi diizenlemeye
calistigim1  diisiiniyoruz. Calismada ABP seviyesi testis dokusu homojenatlari
kullanilarak biyokimyasal analizle belirlenmistir. Doku ABP seviyesi I/R grubunda
azalirken I/R+THQ grubunda artis gdstermistir. Bu sonuglar artmis Leydig hiicre
fonksiyonunun aksine azalmis Sertoli hiicre fonksiyonunun oldugunu goéstermektedir.
Ciinkii Sertoli hiicre fonksiyonunun nasil degistiginin gosterilmesi bakimindan tercih
edilen hem GDNF ekspresyonunda hem de ABP {iretiminde azalma gézlenmistir. Bu
sonuglar I/R varhginda spermatojenik olmayan hiicreler icinde Sertoli hiicresinin
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Leydig hiicresinden daha ¢ok etkilendigini 6ne siirmektedir. Sertoli hiicrelerinin germ
hiicre ¢ogalmasini ve farklilagmasini diizenledigi ve GDNF ifadesinin bu nisin
homeostazinin korunmasinda etkili oldugu, FSH sinyalinin ise bu siire¢te endokrin bir
diizenleyici olarak gorev yaptigi bilinmektedir (Bellaiche ve ark., 2014; Hofmann,
2008; Parekh PA, 2019). FSH’1n Sertoli hiicrelerindeki sinyallemesini, roliinii ve Sertoli
hiicrelerinde iglevsiz FSH sinyallemesi olan hastalarin tedavisi i¢in daha iyi tedavilerin
gelistirilmesinde FSH varliginin korunmasinin gerektigi 6ne stiriilmistiir (Wang ve ark.,
2022). Calismamizda I/R+THQ grubunda THQ, FSH seviyesinde artisa neden olmustur.
Calismamiza benzer sekilde FSH ve LH hormonlar tizerinde THQ’nun farkli aktivelere
neden olabilecegi vurgulanmistir (Adana ve ark., 2022). THQ’nun en iyi bilinen anti-
oksidan etkisinin gosterilmesi i¢cin TOS ve TAS seviyeleri de belirlenmistir. Testis
dokusu TOS seviyesinde I/R grubunda artis gdzlenirken doku antioksidan seviyesinin
korunmasi1 amaciyla THQ’nun TAS seviyesindeki artisa neden oldugu sonucuna
varilmigtir. THQ nun anti-oksidan 6zelliklerini gostermek amaciyla ¢ok ¢esitli dokulara
ait yapilan caligmalarda, elde ettigimiz sonuglara benzer nitelikte TOS ve TAS
seviyesini etkileyerek degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Akin ve ark., 2021;
Kaymak ve ark., 2022; Oztiitk ve ark., 2020). Bu ¢alismada THQ’nun gii¢lii anti-
oksidan 0Ozelliginin malondialdehit, katalaz, stiperoksit dismiitaz ve glutatyon
peroksidaz gibi parametrelerle ortaya konmamasi bir eksiklik olarak degerlendirilmistir.
Cinkii THQ’nun histolojik ve genetik analizlerde ortaya koydugu etkiyi, TOS ve TAS
seviyesindeki degisiklikler iizerinde hedeflenen diizeyde goéstermedigi kanaatine

varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Metabolizmadaki faaliyetler icin dokulardaki kan damarlarinin, pihtt veya mekanik
nedenler ile tikanmasi sonucu doku kanlanmasi ve beslenmesinin etkilenmesiyle olusan
iskemi, reperfiizyon ile yeniden diizeltilmeye ¢alisilsa da dokuda ciddi boyutta doniisii
olmayan hasarlara sebep olmaktadir. Bu calismada testis torsiyonu ve detorsiyonuna
bagl I/R hasar1 olusturularak THQ’nun doku iizerindeki tedavi edici etkileri 6zellikle
nekroz metobolizmasi iizerinden, hormonlar ve hedef hiicre belirtecleri ile birlikte ele
alinmaya calisilmistir. /R nun cesitli dokularda nekroza sebep oldugu bildirilmekte ve
bu cogunlukla 151k mikroskobik bulgularla ortaya konmaya calisilmaktadir. Bu
calismada testis I/R sonrasi olusan nekroz bu siiregte yer alan 6zel belirtegler ile hem
gen ekspresyonu hem de protein seviyesinin gosterilmesiyle birlikte ortaya konmustur.
Dokuda meydana gelen hasardan etkilenen spermatojenik hiicre ve spermatojenik
olmayan hiicre serileri degerlendirilmeye alinarak THQ’nun hem nekroz hem de doku
fonksiyonunun korunmasinda ne kadar etkili oldugunu gostermistir. Bu c¢alismanin
sonuglart ile, elde ettigimiz bulgulara ek olarak RIP1/RIPK1 ve RIP3/RIPK3 etkilesimi
icin gerekli 6lim reseptorleri ve kompleks olusumu siirecinden sonra meydana gelen
molekiillerin de tespit edilmesi gerektigi onerilmektedir. Toplumdan her yas kesiminde
yer alan erkek bireyler meydana gelen iskemik durumun diizenlenmesinde reperfiizyon
sonrast alinacak olan THQ’nun dokunun yap1 ve fonksiyon biitlinliigiiniin saglanmasi

bakimindan etkili bir bilesik olabilecegi de unutulmamalidir.
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