UNIVERSITESI

PREPUBERTAL SICANLARDA PROKINETICIN-
2’NiN TESTIKULER TORSIYON/DETORSIYON
HASARINA KARSI OLASI ETKILERININ
INCELENMESI

2024
YUKSEK LiSAN_S TEZI
ANATOMI

llayda ATAY

_ Tez Danigmani
Dr. Ogr. Uyesi Nesibe YILMAZ



PREPUBERTAL SICANLARDA PROKINETICIN-2’NIN TESTIKULER
TORSIYON/DETORSIYON HASARINA KARSI OLASI ETKILERININ
INCELENMESI

Ilayda ATAY

Tez Danismam
Dr. Ogr. Uyesi Nesibe YILMAZ

T.C.

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Anatomi Anabilim Dalinda

Yiiksek Lisans Tezi

Olarak Hazirlanmistir

KARABUK
Haziran 2024



llayda ATAY tarafindan hazirlanan “PREPUBERTAL SICANLARDA
PROKINETICIN-2’NIN TESTIKULER TORSiYON/DETORSIYON HASARINA
KARSI OLASI ETKILERININ INCELENMESI” baslikl1 bu tezin Yiiksek Lisans
Tezi olarak uygun oldugunu onaylarim.

Dr. Ogr. Uyesi Nesibe YILMAZ e,

Tez Danismani, Anatomi Anabilim Dal1

Bu calisma, jlirimiz tarafindan Oy Birligi ile Anatomi Anabilim Dalinda Yiiksek
Lisans tezi olarak kabul edilmistir. 27/06/2024

Unvani, Adi SOYADI (Kurumu) Imzasi

Baskan :Dog. Dr. Seyma TOY (KBU) e,

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Nesibe YILMAZ (KBU) e

Uye : Dog. Dr. Rukiye CIFTCI (GIBTU) e

KBU Lisansiistii Egitim Enstitiisii Yonetim Kurulu, bu tez ile, Yiiksek Lisans
derecesini onamistir.

Dog. Dr. Zeynep OZCAN s

Lisanstistii Egitim Enstitiisti Miidiirii



“Bu tezdeki tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu, ayrica bu kurallarin ve ilkelerin gerektirdigi sekilde, bu
calismadan kaynaklanmayan biitiin atiflar: yaptigimi beyan eder”

llayda ATAY



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PREPUBERTAL SICANLARDA PROKINETICIN-2’NiN TESTIKULER
TORSIYON/DETORSIYON HASARINA KARSI OLASI ETKILERININ
INCELENMESI

flayda ATAY

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Anatomi Anabilim Dal

Tez Danismani
Dr. Ogr. Uyesi Nesibe YILMAZ
Haziran 2024, 62 sayfa

Glniimiizde olduk¢a sik karsilasilan ve her yas grubunu etkileyen testikiiler
torsiyon/detorsiyon olduk¢a onemlidir ve acil miidahale gerektirmektedir. Puberte
oncesi donemde ¢ok daha fazla goriilen bu klinik durum, testislerin morfolojik ve
fizyolojik ozelliklerini olumsuz yonde etkileyerek etkilenen bireyler kisirliga kadar
neden olan sorunlar ortaya ¢ikarmaktadir. Ozellikle merkezi sinir sisteminde ve
testislerde yer alan steriodojenik olmayan hiicrelerinde ifade edilen PROK2, iireme
fonksiyonlarmin néroendokrin diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica
diploid spermatositlerde PROK2 ifade edilmesi, PROK2’nin spermatogenezin son
basamaginda rol oynadigini diisiindiirmektedir. Bu tez calismasinda, testikiiler
torsiyon/detorsiyon hasarinda PROK2’nin tedavi edici etkisinin incelenmesi
amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda PROK2’nin testis dokusundaki oksidatif stres ve

inflamasyon iizerine etkileri, serum testosteron diizeyi iizerine etkisi arastirildi.



Ayrica testis dokusundaki morfolojik degisiklikler iizerindeki etkisi de histopatolojik

ve immiinohistokimyasal analizler ile degerlendirildi.

Heniiz puberteye girmemis, Wistar albino cinsi, 48 adet erkek sican dort gruba
ayrildi; sham, testis torsiyon/detorsiyon (TTD), testis torsiyonu+PROK2+testis
detorsiyonu (TD+PROK2+TD) ve testis torsiyon/detorsiyonu+PROK2. Sham
grubundaki sicanlar hari¢ diger gruplardaki siganlara testikiiler torsiyon/detorsiyon
cerrahisi yapildi. Sham grubunda ise sadece testis dokusu scrotum igerisinde
cikarildi, torsiyon yapilmadan tekrar ayni konumuna yerlestirilerek kesi yeri
kapatildi. TT+PROK2+TD grubuna torsiyonun bitimine 30 dk kala, TTD+PROK2
grubuna ise detorsiyonun hemen basinda tek doz PROK2 (60 nmol/kg)
intraperitoneal olarak verildi. 24 saatlik detorsiyonun ardindan siganlardan kan ve
testis dokusu Ornekleri alindi ve si¢anlar sakrifiye edildi. Serum testosteron
diizeyinin belirlemek i¢in alinan kan 6rnekleri hizli bir sekilde serumlarina ayrildi ve
ELISA yontemiyle analiz edildi. Testis dokularinin yarisinda (her bir grupta 6 tane)
toplam antioksidan kapasite (TAS), toplam oksidan kapasite (TOS), tiimor nekroz
faktor-a (TNF- a) ve interlokin-6 (IL-6) seviyeleri ELISA yontemiyle belirlendi.
Dokularin  diger yarisinda ise hematoksilen-eozin (HE) boyama ve

immiinohistokimyasal analizler ile histopatolojik degerlendirmeler yapildi.

Serum testosteron hormon diizeyi TTD grubunda diger gruplara gore oldukga
diistiktii (p<0.05). PROK2 uygulanan gruplarda ise serum testosteron hormon
diizeyinde artis meydana geldi (p<0.05). En diisiik TAS seviyesi ve en yiiksek TOS
seviyesi TTD grubunda belirlendi. PROK2 tedavisinin TAS seviyesini arttirirken
TOS seviyesini azalttig1 gorildii (p<0.05). TTD grubunda artig gésteren TNF- o ve
IL-6 diizeylerinde PROK2 tedavisi sonrasi bir iyilesme tespit edildi (p<0.05).
Histolojik analizler sonucunda seminifer epitel kalinligi ve tiibiil ¢apinin TTD
grubunda azaldigi, PROK2 uygulanan gruplarda ise arttig1 belirlendi (p<0.05). TTD
grubunda yogun bir hemoraji goriildii. Sham ve PROK2 gruplarinda hemoraji TTD
grubuna gore belirgin derecede azalmisti (p<0.05). Johnsen’s skoru da TTD
grubunda diger gruplara kiyasla daha diisiiktii (p<<0.05). PROK2 tedavisi Johnsen’s

skorunu da arttirmigti.  Torsiyon/detorsiyon hasart sonucu TTD grubunda



spermatogonia sayisi diger gruplardan daha disiiktii (p<0.05). PROK2 gruplarinda

ise spermatagonia sayis1 TTD grubuna gore artmigsken sham grubu ile benzerdi.

Sonuglarimiz, PROK2 tedavisinin testikiiler torsiyon/detorsiyon hasarinin

azaltilmasinda etkili bir tedavi yontemi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler : PROK2, torsiyon/detorsiyon, oksidatif stres, inflamasyon,

histomorfometri.
Bilim Kodu : 1005
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Testicular torsion/detorsion, which is very common today and affects all age groups,
is very important and requires urgent intervention. This clinical condition, which is
more common in the pre-pubertal period, negatively affects the morphological and
physiological characteristics of the testicles, causing problems leading to infertility in
affected individuals. PROKZ2, which is especially expressed in non-steriodogenic
cells located in the central nervous system and testicles, is known to play a role in the
neuroendocrine regulation of reproductive functions. Additionally, the expression of
PROK?2 in diploid spermatocytes suggests that PROK2 plays a role in the last step of
spermatogenesis. In this thesis study, it was aimed to examine the therapeutic effect
of PROK2 in testicular torsion/detorsion injury. For this purpose, the effects of
PROK2 on oxidative stress and inflammation in testicular tissue and its effect on

serum testosterone level were investigated. In addition, its effect on morphological

vii



changes in testicular tissue was evaluated by histopathological and

immunohistochemical analyses.

48 male rats of the Wistar albino breed, who had not yet entered puberty, were
divided into four groups; sham, testicular torsion/detorsion (TTD), testicular
torsion+PROK2+testicular ~ detorsion  (TD+PROK2+TD), and  testicular
torsion/detorsion+PROK2. Except for the rats in the sham group, testicular
torsion/detorsion surgery was performed on rats in other groups. In the sham group,
only the testicular tissue was removed from the scrotum, and the incision was closed
by placing it back in the same position without torsion. A single dose of PROK2 (60
nmol/kg) was given intraperitoneally to the TT+PROK2+TD group 30 minutes
before the end of torsion, and to the TTD+PROK2 group at the very beginning of
detorsion. After 24 hours of detorsion, blood and testicular tissue samples were taken
from the rats and the rats were sacrificed. Blood samples taken to determine serum
testosterone levels were quickly separated into serum and analyzed by ELISA
method. Total antioxidant capacity (TAS), total oxidant capacity (TOS), tumor
necrosis factor-o. (TNF-a)) and interleukin-6 (IL-6) levels were determined by ELISA
method in half of the testicular tissues (6 in each group). On the other half of the
tissues, histopathological evaluations were performed with hematoxylin-eosin (HE)

staining and immunohistochemical analyses.

Serum testosterone hormone level was significantly lower in the TTD group
compared to the other groups (p<0.05). There was an increase in serum testosterone
hormone levels in the PROK2 applied groups (p<0.05). The lowest TAS level and
the highest TOS level were determined in the TTD group. It was observed that
PROK2 treatment increased the TAS level and decreased the TOS level (p<0.05). An
improvement was detected in TNF-o and IL-6 levels, which increased in the TTD
group, after PROK2 treatment (p<0.05). As a result of histological analysis, it was
determined that seminiferous epithelial thickness and tubule diameter decreased in
the TTD group and increased in the PROK2 applied groups (p<0.05). Extensive
hemorrhage was seen in the TTD group. Hemorrhage was significantly reduced in
the Sham and PROK2 groups compared to the TTD group (p<0.05). Johnsen's score
was also lower in the TTD group compared to the other groups (p<0.05). PROK2
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treatment also increased Johnsen's score. As a result of torsion/detorsion injury, the
number of spermatogonia in the TTD group was lower than the other groups
(p<0.05). In the PROK2 groups, the number of spermatagonia increased compared to

the TTD group and was similar to the sham group.

Our results suggest that PROK2 treatment may be an effective treatment method in

reducing testicular torsion/detorsion damage.

Keywords : PROK2, torsion/detorsion, oxidative stress, inflammation,
histomorphometry
Science Code : 1005
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BOLUM 1

GIRIS

Testikiiler torsiyon (TT); funiculus spermaticus’un kendi ekseni etrafinda farkli
derecelerdeki rotasyonuna bagli olarak testislerde kan akisinin bozulmasina,
dokudaki oksijen miktarinin azalmasma ve buna bagli olarak iskemik hasarla
sonuglanmasina neden olan akut seyirli, tirolojik acil bir durumdur (1, 2). Goriilme
sikliginin  postnatal 25. yila kadar 1/4000 oldugu ifade edilmistir (3). Testikiiler
torsiyon her yas grubunda goriilebilmekle birlikte siklikla perinatal, neonatal ve

adolesan; 6zellikle de 13 yas grubunda karsimiza ¢ikmaktadir (2).

Testikiiler torsiyona bagli olarak olusan iskemi siireci testis dokusunda hasara neden
olurken, detorsiyon sonrasinda iskemik olan testis dokusuna yeniden kan akiminin
saglanmasi ile baslayan reperfiizyon siireci ve bu siirecte yeniden saglanan kan akisi
ile arteryal kanla birlikte gelen fazla oksijen miktari, iskemik olan testis dokusunda
serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina neden olarak ¢ok daha ciddi bir hasara

yol agtig1 bilinmektedir (4, 5).

Prokineticin komplementer DNA (cDNA)’lar1 2001 yilinda ilk defa Li ve arkadaslari
tarafindan kurbaga derisi salgi proteini (Bombina Variegata, Bv8) ve kara mamba
yilani zehrinin toksik olmayan bir bileseni (Mamba Intestinal Toxin 1, MIT-1) olan
sekans benzerlikleri ile kesfedilmislerdir (6, 7). Prokineticin’ler iki G-protein
reseptoriine baglanarak biyolojik aktivasyon gosterirler. Bunlar; intestinal motilite ve
kontraksiyonlarin saglanmasi, sirkadiyen ritim kontrolli, ndronal sag kalim,
spermatogenez, anjiyogenez, immiin yanitlar, hematopoez, koku alma, beslenme
davranigi, agr1 algist (hiperaljezi) ve wvaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesi

seklindedir (8, 9).



Prokineticin-2 (PROK2); diger ismi olan Bv8 olarak da adlandirilir. Bv8 agirlikli
olarak testislerde eksprese edilir ve testislerde anjiyogenezi stimiile ederek bu tepkiyi
destekler (8, 10). Bunun yaninda yapilan c¢alismalarda; Prokineticin-2’nin ayni
zamanda merkezi sinir sisteminde bulunan noronlarda eksprese edildigi ve buna
bagl olarak ndrolojik agidan bu noronlarin sagkalimini desteklemekte de 6nemli bir
rol oynadig1 ve Prokineticin-2 ve reseptor sinyalinin ndrogenezin devam ettigi koku
alma ampullas1 iizerinde de progenitorler i¢cin kemotaktik aktiviteyi diizenleyici

etkisinin oldugu gosterilmistir (11, 12).

Bugiine kadar intraperitoneal olarak uygulanan Prokineticin-2’nin giiniimiizde
siklikla karsilagilan bir klinik durum olan testis torsiyon/detorsiyonu iizerine etkisi
incelenmemistir.  Mevcut arastirmalar, Prokineticin-2’nin pleitropik etkilerini
gosterse de Prokineticin-2 ve reseptorlerini olasi etkilerini detayli bir sekilde analiz

edecek cok fazla ¢alisma yapilmalidir.

Sunulan bu tez caligmasi, testikiiler torsiyon/detorsiyon yapilan puberte Oncesi
sicanlarda PROK2’nin oksidatif stres, inflamatuvar yanit, serum testosteron seviyesi
ve testis dokusundaki histopatolojik degisikliklerin incelenmesini amaciyla yapildi.
Calismanin bulgulart dogrultusunda PROK2’nin testis dokusundaki iskemik hasara

kars1 olas1 terapdtik etkileri agiklanmaya ¢alisildi.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. TESTiS’LERIN EMBRIYOLOJIK GELIiSiMi

Fertilizasyon veya dollenme; disi tireme hiicresi olan oosit ile erkek tireme hiicresi
olan spermin birlesmesi sonucunda olusan zigot olusumu ile baslar (13). Ureme
hiicreleri kokenlerini; fertilizasyondan sonraki ikinci hafta igerisinde embriyonun
gdvdesini olusturacak olan epiblast igerisinde gelisen ve sonrasinda vitellus kesesine
(yolk sak) dogru yol alan primordiyal germ hiicrelerinden (PGH) almaktadir.
Primordiyal germ hiicreleri (PGH) yaklasik olarak ti¢lincii haftada vitellus kesesinin
allantoise yakin olan duvarinda bulunan endoderm hiicrelerinden gelisir ve dordiincii
haftadan itibaren vitellus kesesinde gelismekte olan gonadlara go¢ ederek primitif
gonadal kabarintiya gelir ve gelisimin yaklasik olarak besinci haftasinda gonadlara
yerlesir. Bu yerlesimlerinden sonra mitozla bdliinerek sayilar1 artan primordiyal
germ hiicrelerinin bu davranigi, mitotik aktivitelerini de artirir (14). 6. haftadan
itibaren genital kabarintiya ulasamayan germinal hiicreler herhangi bir gelisme
gosteremezken, mezensimal bag doku igerisine parmak gibi uzanan primordiyal
germ hiicreleri (PGH), seks kordonlari ile birleserek primitif cinsiyet kordonlarini
meydana getirir. Seks kordonlari hem disi hem de erkek embriyosunda yiizey
epiteline bagli oldugundan, disi ve erkek gonadlarinin da morfolojik olarak
birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir. 7. haftaya kadar siiren bu evreye

farklilasmuis evresi denir ve farklilasmamis gonad hiicreleri bu evrede bulunur. (15).

Embriyo genetik olarak erkek ise —ki fonksiyonel bir Y kromozomunun varligi erkek
fenotip 1¢in gereklidir- primordiyal germ hiicreleri (PGH) XY kromozom
kompleksini tasir. Y kromozomu ve lizerindeki SRY (Sex determining Region on
Chromosome) geninin {iriinii olan TDF (Testis Different Factor-Testis Belirleyici

Faktor) varliginda 7. haftada ara mezodermden testis gelisimi baglar. TDF’nin varligi



ayn1 zamanda fetal gonadda var olan presertoli ve prefollikiiler hiicre adi verilen
destek hiicre serilerinin gelisimini de etkiler. Eger TDF yoksa veya yeterli miktarda
degilse; destek hiicre serileri de ya ¢ok az miktarda ya da olduk¢a ge¢ bir donemde
gelisme gosterir,ancak TDF zamaninda eksprese edildiginde, presertoli hiicreleri
farklilasarak once testis kordonlart olusur ve gelisim erkek cinsiyet yOniinde olur
(16).

Embriyonun cinsiyetinin morfolojik agidan belirlenememesinden dolay1 postnatal ilk
yedi hafta indifferent dénem olarak adlandirilmaktadir. Bu donemden sonra erkek ve
disi embriyolarinda bulunan iki ¢ift genital kanaldan; mezonefrik (Wolffian) kanal
gelisiminin devam ettigi ancak paramezonefrik (Miillerian) kanal gelisiminin daha
geride kaldigi durumlarda cinsiyet farklilagmasi erkek embriyo yoniinde olurken,
paramezonefrik (Miillerian) kanal gelisiminin devam ettigi ancak mezonefrik
(Wolffian) kanal gelisiminin daha geride kaldig1 olgularda ise cinsiyet farklilasmasi
disi embriyo yOniinde olmaktadir. Gelisimin erkek cinsiyet yoniinde olmasinin ilk
basamag1 Sertoli hiicreleri ile baglar. Sertoli hiicreleri bipotent gonadal taslaklarda
bulunan germinal hiicrelerin sperm ana hiicrelerine (spermatogonium) doniistimiinii
uyararak, MIF-AMH (Miillerian Inhibe Edici Faktdr-Anti Miillerian Hormon)
salgilanmasint uyarir ve bu da Miillerian kanalin gelisimini olumsuz yonde
etkileyerek mezensim hiicrelerinin aktif bir sekilde testosteron hormonu salgilayan
Leydig hiicrelerine doniisiimiinii uyarir. Boylece canlilarda bipotansiyel gonadlarda
SRY kontrolii altinda testisler gelismis olur ve gebeligin yaklasik olarak 8. haftasinda
testislere ait olan Leydig hiicreleri testosteron hormonunu salgilamaya baglar. SRY
geninin varlig1 bipotansiyel gonadlarin testislere farklilagsmasindan sorumlu olan ana
faktor oldugu i¢in, SRY kontrolii ortadan kalktiginda bipotent gonadlar ovaryumlara
dontisecektir (17, 18).

2.2. TESTiS’LERIN ANATOMIK YAPISI

Testis’ler; erkek tireme hiicresi (spermium) ve erkek cinsiyetine 6zgii hormonu
(testosteron) lireten organlar olup septum scroti adi verilen bir bolme ile iki ayri
odaciga ayrilmis olan scrotum adli torbanin icinde bulunan erkek i¢ genital

organlarindandir. Her odacigin iginde bir testis ile o testis’e ait olan vaskiiler



damarlar ve innervasyonundan sorumlu olan sinirler ile esey hiicrelerinin (spermium)
iletiminden sorumlu olan kanal bulunmaktadir. Scrotum i¢ 1s1s1 intraabdominal 1s1ya
gore ortalama 2-2,5 derece daha diisliktiir ve testis’lerin normal fonksiyonlarini
siirdiirebilmeleri i¢in bu sicakligin normal sartlar altinda olmasi olduk¢a Gnemlidir.
Scrotum duvarida bulunan tunica dartos isimli tabaka; iceriginde barindirdig: elastik
ve diiz kas lifleri sayesinde kasilma ve gevseme Ozelligine sahip olup scrotum’a,
ortam sicakliginin degistigi durumlarda sekil degistirebilmesine imkan vererek;
testis’lerin normal fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan sicakligin

ayarlanmasinda yardimci olmaktadir (19, 20).

Funiculus spermaticus adi verilen, i¢eriginde birtakim vaskiiler ve kanal yapilarini
barmdiran bir kordona asili halde bulunan testis’ler, yanlardan basik oval sekilli bir
cift tireme organidir (21). Testis’lerin facies medialis adi verilen bir i¢ yiizeyi ile
facies lateralis ad1 verilen bir dis yiizeyi bulunmaktadir. Facies medialis ad1 verilen i¢
yiizeyi septum scroti’ye bakmaktadir (22, 23). Extremitas superior adi verilen {ist
uclar1 anterolaterale dogru, extremitas inferior ad1 verilen alt uglar ise anteromediale
dogru oblik bir pozisyonda olacak sekilde uzanmaktadir. Margo anterior adi verilen
konveks on kenarn On ve arka ylizleri ile uglart diizdiir ve visseral peritonla
(epiorchium) kapli olup ve biraz disa-asagi dogru bakar. Margo posterior ad1 verilen
arka kenar1 ise daha diiz olup yukari-ice dogru bakar ve sadece lateral yiizeyi
peritonla kaplidir. Peritonsuz olan medial yiizeyine ise epididymis tutunur (Sekil
2.1).

Sekil 2.1. Testis’lerin scrotum igerisindeki konumu (24).



Epididymis; ductus epididymis’lerin birlesiminden meydana gelen ve testis’leri
ductus deferens’e baglayan bir kanal sistemidir. Spermium’larin ilk toplandiklart yer
epididymis oldugundan; aslinda epididymis’ler spermium’larin disariya iletilmesini
saglayan kanalin baslangic kismidir (25). Margo posterior’dan ayrilan ductuli
efferentis testis adi verilen kanallar ile testis’lere ait vaskiiler ve innervasyonundan

sorumlu olan yapilar da epididymis’lere agilmaktadir (Sekil 2.2) (20, 21, 26).

It
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Ductus deferens—#iv‘ iﬂ.
Epididymis —;1

Sekil 2.2. Epididymis’in konumu ve testis ile baglantisi (24).

Gelisimin yaklasik olarak 12. haftasindan itibaren, testis’lerin scrotum i¢ine inme
slireci baglar. Testis’lerin intraabdominal kisma gegis evresi embriyolojik siirecin 10-
15. haftalarma denk gelir ve bu kisimda testis’ler canalis abdominalis igerisinde
bobreklerin alt uglart hizasinda canalis inguinalis’e dogru hareket ederler ve
gelisimin 28. haftasinda canalis inguinalis’e inmis olurlar. Bu donemden sonra
testis’lerin inguinoskrotal evreye go¢ etme donemi baslar ve canalis inguinalis’ten
gegerek gelisimin 32. haftasinda scrotum’a inmis olurlar. Boylelikle testis’lerin tam

olarak scrotum igerisine inme siireci 35. haftada tamamlanmis olur (27).

Testis’ler distan ige dogru; lamina visceralis (epiorchium-tunica vaginalis testis),
tunica albuginea, tunica vasculosa ad1 verilen ii¢ tabaka ile sarilmis bir halde scrotum

icinde bulunurlar (Sekil 2.3).



Tunica vaginalis testis
(lamina parietalis)

Tunica albuginea

Tunica vaginalis testis
(lamina visceralis)

Sekil 2.3. Testis’leri saran katmanlar (24)

Tunica vaginalis testis: Embriyolojik gelisim siirecinde cavitas abdominalis’i
doseyen parietal ve visSeral periton tabakalari scrotum’a bir ¢ikinti gonderirler.
Proksimal kismi tikanma sonucu kapanir, distal kismi ise tunica vaginalis testis
tabakasini olusturur. Bu tabakanin testisleri Orten boliimiine lamina visceralis
(epiorchium) denir. Diger parca lamina parietalis adin1 alir internal spermatik fasyaya
yapisir. Bu iki yaprak arasinda olusan bosluk cavum serosum scroti’yi olusturur ve

iceriginde bir miktar kaygan, ser6z bir stvi bulunur (28).

Tunica albuginea: Testis’leri saran oldukga kalin, siki ve saglam yapili, genigleme
ve esneme Ozelligine sahip olmayan kompakt bir bag dokudur. Fibroblast ve
kollajenden zengin, olduk¢a yogun bir doku olan bu tabakanin iizerinde tunica
vaginalis testis bulunmaktadir. Tunica albuginea tabakasi tunica vaginalis testis’in
arka kenarindan testis igine dogru vertikal ve kalin bir bolme seklinde uzanti
gonderir. Bu uzantiya corpus highmori (mediastinum testis) ad1 verilir. Bu uzantinin
on ve yan kisimlarindan ¢ikan fibréz bolmeler septula testis adini alir ve testis’leri
piramit seklinde olan bdlmelere ayirarak testislerin ig¢inde lobuli testis adi verilen

odaciklar1 olusturur.

Bu lobuli testis’lerin her bir tanesi sayilari bir-dort arasinda degisen, siki bir sekilde
katlanmis, kalin ve karmasik yapili ¢ok katli epitel ile dosenmis, tubuli seminiferi
(sperm tasiyan) contorti (seminifer tiibiiller) adi verilen ve testis’lerden alinan

kesitlerde longitudinal, enine ve oblik bir sekilde bulunan, *’sperm fabrikalari™



olarak da isimlendirilen uzun ve kivrimli bir kanal sistemine sahiptir. Bu kanal
sistemindeki tubuli seminiferi contorti’ler yapisal agidan incelendiginde fibroz bir
bag dokusuna, hem konnektif hem de elastik yapida olan belirgin bir bazal
membrana ve karmasik bir epitele sahip oldugu gorilmektedir (29). Bazal
membranin {izerine sperm iiretiminden sorumlu olan spermatojenik hiicreler ile
boliinme yetenegi olmayan ve sperm hiicrelerinin beslenmesinden sorumlu olan
sertoli hiicreleri oturmaktadir. Seminifer tiibiillerin etrafim saran bag dokusu
yumusak olup, aralarindaki stroma konnektif dokudan olusmaktadir. Bu dokunun
icinde de interstisyel endokrin hiicreleri olan leydig hiicreleri bulunmaktadir. Her bir
tubuli seminiferi contorti’nin etrafi da tlig-dort tabakadan olusan, diiz kas benzeri
myoid hiicreler ile sarilidir ve bu hiicrelerin kontraksiyonlar1 sayesinde sperm ve

testikiiler s1v1 tiibiillerin liimenine dogru ilerleyerek testis disina génderilir (30-32).

Tubuli seminiferi contorti’ler kivrimli bir yapiya sahip olup, birbirlerine dogru
yaklagarak tubuli seminiferi recti ad1 verilen diiz tiibiiller seklinde segmentler halinde
devam ederler ve mediastinumda birleserek rete testis (Haller agi1)’i olustururlar.
Boylece sperm hiicreleri de rete testis’e iletilir. Rete testis’e iletilen sperm hiicreleri
buradan testis’leri terk ederek ductus efferentes testis’e geger ve epididymis’e ulasir.
Heniiz olgunlasmamis, immatiir diizeyde olan sperm hiicresi oncelikle epididymis’in
caput kismma gecer ve ardindan da ejakiilasyona kadar epididymis’in cauda

kisminda depolanir (29, 33).

Tunica vasculosa: Tunica albuginea’nin i¢ tarafinda bulunan ve igeriginde kan
damarlarint bulunduran gevsek bir bag dokusu olup, testis’lerin i¢inde bulunan

septasyonlari ve tiim yiizeyleri kaplar (28).

2.3. TESTiS’LERIN VASKULER YAPISI

Testis ve epididymis’leri besleyen arterler aorta abdominalis’ten ¢iktiktan sonra
retroperitoneal bolgede, internal inguinal halkaya ulasabilmek icin seyrederler.
Internal inguinal halka seviyesinde ise bu arterler; n. genitofemoralis’in lateral dali,

n. ilioinguinalis, a. cremasterica, vas deferens ve onun arteri ile birlesirler. Testis ve



epididymis’leri besleyen bu arterler baslica {i¢ kaynaktan koken alirlar (34). Bunlar:

a. testicularis, a. cremasterica ve deferensiyel (vazal) arter seklinde siralanabilir.

A. testicularis (internal spermatik arter), a. renalis’lerin hemen altinda bulunan pars
abdominalis aorta'dan c¢ikar ve canalis inguinalis’in iginden gecerek funiculus
spermaticus’a katilir ve buradan testis’lere ulasir. Sag a. testicularis vena cava
inferior’un Oniinden, gecerken sol a. testicularis ise colon descendes’in distal
boliimiiniin arkasindan geger. Sag ve sol testikiiler arterler inguinal kanal igerisinden
gecerek scrotum’a gelir. Bir kisim dallar1 epididiymis’in beslenmesini saglarken
dallarinin biiyiik kismi ise testis’leri besleyerek testis’lerin kan akimimin 2/3’lik
kismin karsilar. Testis dokusuna (100 mg) dakikada 9 mg kan getirebilme 6zelligine

sahip olan a. testicularis’ler, testis’lerin ana arteridir (35, 36).

A. cremasterica (eksternal spermatik arter); inguinal halka i¢inde, a. hypogastrica
inferior’dan ¢ikar. Esas olarak testis’lerin tunica vaginalis tabakasini besleyen bu

arter, testis’lerin kan akiminin %15-20’lik kismin1 karsilar (37, 38).

Deferensiyel arter (vazal arter); a. a. vesicalis superior ya da a. vesicalis inferior’dan
cikar. Vas deferens ve epididymis’e verdigi dallar ile testis’lerin kan akiminin 1/6’lik

kismini karsilar (39).

Her artere eslik eden bir de ven bulunmaktadir. Bunlar;

V. testicularis (internal spermatik ven): A. testicularis’e eslik eder ve sagda tarafta v.

cava inferior’dan, sol tarafta ise v. renalis sinistra’ya dokiiliir.

V. cremasterica (eksternal spermatik ven): Funiculus spermaticus’un posteriorunda
yer alan ve a. cremasterica’ya eslik eden bu ven; v. epigastricus inferior’un derinine

v. iliacus externus’a agilir.

Deferensiyel ven (vazal ven): Vas deferens’e eslik eden bu ven v. vesicalis superior

ve inferior’lar araciligiyla v. iliacus internus’a agilir.



VVv. testicularis ad1 verilen kii¢iik venler ise a. testicularis’lerin ¢evresinde bulunan,
testis’lerin arka kenarindan ¢ikan ve testis’lerin yilizeyel venlerine ve haller aginda
bulunan hiler venlere agilan sayilar1 da yaklasik olarak 12 adet olan venlerdir. Bu
venler funiculus spermaticus’ta bulunan yapilar1 sararak plexus pampiniformis adi
verilen anatomik bir ag olusturur. Bu ag yapisi; bir yandan sahip oldugu ters akim
ozelligi ile 1s1 degisikligine neden olarak a. testicularis igerisindeki kani sogutarak,
ductus deferens’lerin igerisindeki spermium’lar i¢in viicut 1sisina yakin bir ortam
olusturarak sperm hiicrelerinin canliliginin korunmasina yardimci olurken bir yandan
da kiigiik tanecikli molekiillerin karsilikli olarak yer degisimlerine imkéan verir.
Venler yukariya dogru birleserek cikar ve sayilart iic veya dort arasinda degisen v.
testicularis; canalis inguinalis’ girmeden Once, sayilar1 iki olan v. testicularis de
cavitas abdominalis’e girmeden Once birlesir. Biraz daha yukarida ise birlesen bu
venler kendi aralarinda birleserek tek bir dal seklinde seyir gostermektedir. V.
testicularis sag tarafta dar bir ag1 ile v. cava inferior’a drene olurken, sol tarafta dik

bir ag1 ile v. renalis sinistra’ya drene olarak sonlanir (28, 40) (Sekil 2.4).

A, v. cremasterica

Deferensiyel arter ve ven
(A., v. ductus deferentis)

Sekil 2.4. Testis’lerin vaskiiler yapis1 (41).

2.4, TESTIS’LERIN HIiSTOLOJIK YAPISI

Testis’ler; hiicre igine testosteron hormonu salgilayarak endokrin bez fonksiyonu
goriirken, ekzokrin bez fonksiyonlarin1 da hiicre disina spermatozoa salgilayarak
gostermektedir. Dolayisiyla testis’ler sahip olduklari interstisyel hiicreler (Leydig

hiicreleri) sayesinde testikiiler androjenlerin iiretiminde, endokrin fonksiyonlari
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sayesinde testosteron hormonu salgilayarak sperm iiretiminde ve sekonder seks
karakterlerinin olusmasinda ve sonraki gelisimsel donemde bu karakterlerin
korunmasinda gorev alan bir ¢ift organdir. Scrotum igerisinde bulunan testis’ler ti¢
tabakadan olusan bir kapsiil ile sarili olup; bu kapsiilden testis dokusu igerisine
uzanan ve lobuli testis adi verilen ince bag dokusu uzantilar1 igermektedir. Bu
uzantilarin sayist 200-300 arasinda degigsmekte olup her bir lobiil kendi igerisinde
vaskiiler yapilari, sinirleri ve igeriginde interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri)
barindiran, gevsek bag dokusu ile sarili ve sayilar1 bir ile dort arasinda degisen

seminifer tiibiilleri bulundurmaktadir (42, 43).

Seminifer tiibiiller “’U’” harfi seklinde, bir testis parankimindeki sayist 250-1000
arasinda degismekte olan, erkek iireme hiicresi olarak bilinen spermatozoan’larin
tiretildigi ve seyirleri kivrimli olan tiibiillerdir. Seyirleri kivrimli olan bu tiibiillerin
liimenleri lobiil tepelerine dogru gittikge daralir ve kisa segmentler halinde, seyirleri
daha diiz olan tubuli recti’leri olusturur ve sonrasinda her iki tiibiill mediastinum
testis’te birleserck rete testis olarak da bilinen Haller agi’ni olusturur. Olusan rete
testis’ler de birleserek ductuli efferentes testis’leri olusturup epididymis’lerin caput

kismina agilirlar (44, 45) (Sekil 2.5).

Ductuli efferentis testis

Tubuli seminiferi contorti

Rete testis

Tubuli seminiferi recti

Sekil 2.5. Testis’lerin i¢ yapisi.

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusuna sahip olan, etraflarinin bazal membran ve
gevsek bir bag dokusu ile sarili oldugu ve igeriginde sertoli hiicreleri ile germ
hiicrelerini bulunduran yapilardir. Bu bazal membranin i¢ kisminda ve seminifer

tiibiillerin duvarinda germinal epitel olarak da bilinen modifiye ¢ok katl kiibik epitel
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bulunurken; etraflarin1 saran gevsek bag dokusu ise igeriginde kan damarlar ile
testikiiler androjenlerin {iretiminden sorumlu olan, kiimeler halinde siralanmis leydig
hiicrelerini barindirmaktadir. Bazal membranin hemen {izerindeki ilk sirada bulunan
hiicreler ise genis tabanli sertoli (endordermal) hiicreleri ile bu hiicrelerin arasinda

¢ok sayidaki spermatogenetik (mezodermal) hiicrelerdir (46).

2.4.1. Sertoli Hiicreleri

Testis’lerin fonksiyonlar1 agisindan olduk¢a onemli bir isleve sahip olan, destek
hiicreleri olarak da bilinen, bazal membran iizerinde oldukca genis bir yiizeye sahip
olan piramidal hiicrelerdir. Tabanlar1 bazal laminaya tutunan ve piiskiil seklinde
sonlanan apikal uclar1 ile seminifer tiibiillerin liimenlerine dogru uzanan sertoli
hiicreleri; puberte doneminden sonra reprodiiktif evre boyunca boliinme 6zelliklerini
kaybeden ancak olas1 bir hasar sonucunda kendilerini yenileyebilen bir yapiya sahip
olan, oldukca dayanikli ve saglam hiicrelerdir. Elektron mikroskobu altinda yapilan
incelemelerde sahip oldugu organeller arasinda; ¢ok sayida diiz endoplazmik
retikulum ile az sayida graniillii endoplazmik retikulum, iyi gelismis golgi cisimcigi
ve ¢ok sayida mitokondri ile lizozom oldugu gosterilmistir. Bu organeller aralarinda
sik1 baglant1 olarak da bilinen zonula okliidens tipi bir baglant1 komplesi olusturarak
seminifer tiibiillerin etrafin1 aralik birakmayacak sekilde ¢epegevre sarar ve kandan
gelen maddelerin limenden gegerek igeri girmesine engel olan kan-testis bariyerini

meydana getirir (47, 48).

Sertoli hiicrelerinin sahip oldugu gorevler asagidaki sekilde siralanabilir:

e Gelismekte olan esey hiicrelerinin  (spermatozoon’lar) korunmasi,
desteklenmesi ve beslenme davramislarinin desteklenip, diizenlenmesi bu
hiicreler tarafindan gergeklestirilir.

e Spermatid hiicrelerinin olgunlastig1 ve hareketli spermatozoa’lara doniistiigi,
spermatogenez’in son evresi olan spermiyogenez asamasinda dejenere olan
spermatid hiicrelerinin sitoplazmalart sertoli hiicrelerinin igerigindeki

lizozomlar tarafindan fagosite edilir.
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e Organelleri arasinda olusan siki baglanti kompleksinin meydana getirdigi
kan-testis bariyeri sayesinde kan ile birlikte gelen maddelerin liimen igine
girmesine engel olarak bir yandan spermatosit’leri kandaki zararli maddelere
kars1 koruma gorevini tstlenirken bir yandan da spermatosit’leri otoimmiin
cevaplara kars1 koruma gorevini {stlenir.

e Sertoli hiicreleri, devamli olarak spermiyum (spermatozoon) gecisine destek
olan potasyumdan zengin bir siv1 salgilarlar. Gergeklestirdikleri bu sekresyon
islemi ile salgilamis olduklari bu sivi sayesinde spermatogenez i¢in gerekli
olan testosteronun seminifer tiibiil i¢ginde yogunlagsmasini saglar.

e Anti-Millerian Hormon (AMH) iiretimini gergeklestirerek embriyolojik
gelisim  esnasinda  Miiller kanallarmin erkek fetusta gerilemesini
saglamaktadir.

e Sertoli hiicreleri hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan Folikiil Stimiile Edici
Hormon (FSH) tarafindan uyarilarak spermatogenez’i baslatmada ve bu
hormonun etkisi ile testosterona karsi yiiksek duyarliligt olan Androjen
Baglayici Protein (ABP) sentezinde énemli bir rol oynarlar.

e Spermatogenez’in diizenlenmesinde olduk¢a Onemli bir rol oynayan
transferrin, biiylime hormonu ve seruloplazmin gibi pek c¢ok maddenin
sentezini gergeklestirirler.

e Salgilamis olduklarin inhibin ve aktivin hormonlar1 sayesinde hipofiz bezinin
on lobundan gonadotrop hormonlarin salgilanmasini 6nleyerek FSH {izerine

olumlu ve olumsuz geribildirimlerde bulunurlar (49-51).

2.4.2. Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenezis

Spermatogenik hiicreler; erkek esey hiicresini meydana getirecek en temel hiicre olan
spermatogonya (spermatogonyum), primer spermatosit’er, sekonder spermatosit’ler
ve spermatid’lerden olusur. Spermatid’ler ise spermiyogenezis ile degisime
ugrayarak spermatozoa’lart olusturur. Spermatogenetik hiicrelerin farklilagarak
spermatozoa’ya doniigmesi islemine spermatogenezis adi verilir.
Spermatogonyum’dan baslayarak spermatozoon (spermiyum) olusuncaya kadar

gecen siirecte meydana gelen olaylar dizisi asagidaki sekildedir:
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e (Cogalma evresi
e Biiylimesi evresi
e Maturasyon (Olgunlagsma) evresi

e Baskalasma evresi

Spermatogonyum’larin mitoz boliinme ile ¢ogalarak sayilarinin arttigit ve aym
zamanda ‘’goniyogenezis’’ olarak da adlandirilan evre ‘’cogalma’’ evresidir. Bazal
membranda yer alan spermatogonyum A hiicreleri; kok hiicreleri olustururken,
spermatogonyum B hiicreleri bazal membrandan ayrilarak liimen ylizeyine dogru
yonelip daha da biiyiirler. Bu evre de “’biliylime’’ evresi olarak adlandirilir ve bu
evrede bulunan spermatogonyum B hiicreleri mitoz béliinme ile boliinerek *’primer
spermatosit’’ hiicrelerini meydana getirir. Bu hiicreler spermatogenetik hiicrelerin en
iri hiicreleridir. Artik primer spermatosit’lerin olusmasindan itibaren ‘’maturasyon
(olgunlagsma)’” evresi baslar. Primer spermatosit hiicreleri mayoz boliinme gegirerek
“’sekonder spermatosit’’ hiicrelerini olusturur. Sekonder spermatosit hiicreleri de
ikinci bir mayoz bdoliinme gegirerek ’haploid spermatid’” hiicrelerini meydana
getirir. Boliinmenin tamamlanmasindan sonra spermiyogenezis donemi baslar, bu
donem haploid spermatid hiicrelerinin farklilasarak spermatozoon’lara (spermiyum)
doniistiigli  “’baskalasma’” evresidir. Spermatozoon (spermiyum) hiicresi artik
gelisimini tamamlamig, ancak olgunlugunu epididym i¢inde kazanacak olan erkek
esey hiicresidir (52-54).

2.4.3. Leydig Hiicreleri

Testis’lerin endokrin bez fonksiyonu gdérmesini saglayan bu hiicreler seminifer
tiibiillerin arasindaki, gevsek bag dokusu ile kapli olan intertiibiiler alanda bulunan
interstisyel hiicrelerdir. Bu hiicreler seks karakterlerinin olugmasi1 ve bu seksiiel
olgunlagmanin tamamlanmast sonucunda anabolik (doku gelistirici) ve androjenik
etkileri olan steroid yapidaki testosteron hormonunu salgilarlar. Bu androjenik etki
de sekonder erkek karakter ozelliklerinin (sakal, biyik, koltuk alti ve pubik killar,
sesin kalinlagsmasi gibi) gelismesine yardimci olur. Spermatogenez’in kontroliinde

ve erkek genital bezlerinin gelisiminde ve devamliliginda da oldukg¢a 6nemli bir rolii
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olan testosteron hormonu salgist hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan Luteinizan

Hormon (LH) tarafindan kontrol edilir (55, 56).

2.5. TESTIKULER TORSIYON/DETORSIYONUN EPIDEMIiYOLOJiSi VE
ETiYOLOJIiSi

Testikiiler torsiyon veya akut funiculus spermaticus (spermatik kord) torsiyonu;
funiculus spermaticus ve beraberindeki kan damarlar1 ve diger yapilarinin, dolagimi
olumsuz etkileyecek bir sekilde, kendi ekseni etrafindaki rotasyonel hareketi ile
meydana gelen ve acil miidahale gerektiren, ancak hemen miidahale edilmedigi
taktirde de subfertilite ve testis dokusunda hasara ve nekroza neden olan iirolojik,
akut seyirli, acil bir durumdur. Yapilan ¢aligmalarda cerrahi girisimlerin basarili
oldugu cizelgelerde bile hastalarin %40-60’inda infertilite ve testikiiler atrofinin
gelistigi  gosterilmistir (57). Testikiiler torsiyon ilk defa 1776 yilinda Hunter
tarafindan; torsiyon sonrasinda gelisen, atrofiye ugramis testis dokulu bir olgu ile
tanimlanmis ve devaminda bunu 1840 yilinda 9 yil boyunca takipte oldugu bir
olguyu yayinlayan Fransiz asilli bir psikiyatrist olan Delasiaue izlemistir.
Kriptorsitizm (inmemis testis) vakalarinda goriilen torsiyon sikligina Nicoladoni adli
bir bilim insan1 dikkat ¢ekmis ve bunun devaminda ise 1897 yilinda Taylor isimli bir

aragtirmaci neonatal donemde de goriilebilen testis torsiyonunu rapor etmistir (58-

60).

Testikiiler torsiyon tiim yas gruplarinda ve tim gelisimsel donemlerde
goriilebilmekle birlikte en sik puberte evresinde ve neonatal donemde pik
yapmaktadir. Olgularin %65°lik biiyiik bir ¢ogunluguna bakildiginda ise testikiiler
torsiyonun puberte doneminde goriildiigii ve yas ortalamasinin da 13 oldugu, ancak
daha sonrasinda goriilme sikliginin yavas yavas azaldigi ve sol taraftaki testis
parankiminin daha uzun bir funiculus spermaticus’a sahip olmasi sebebiyle sag
taraftaki testis parankimine gore daha sik torsiyona ugrayabilecegi bildirilmistir (61-
63). Yapilan ¢alismalarda 25 yas altindaki olgularda testis ve tiim eklerinde torsiyon
goriilme siklig1 1/160 olarak gosterilirken, bu oran sadece testis parankimi igin

1/4000 olarak gosterilmektedir (64-66).
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Testikiiler torsiyonun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, torsiyona neden
olabilecek cesitli zemin hazirlayic1 faktorlerden bahsedilmektedir. Bu faktorleri;
puberte doneminde goriilen testis dokusu voliimiinde artis, kriptorsitizm (inmemis
testis), travma ve egzersizin normalden fazla olmasi, testosteron seviyesinin olmasi
gereken seviyenin iizerinde olmasi ve ¢evredeki 1sinin 2 derecenin altina diistiigii
ortamlar seklinde siralamak miimkiindiir (67). Klinik ¢izelgeye eslik eden klinik
bulgular ise; bir taraf testis dokusunda baslayan ani baslangicli, oldukc¢a siddetli
hemiskrotal agr1 ve bu agriyla birlikte goriilebilen bulanti, kusma, istahsizlik ve alt
abdomen agrisidir. Testis dokusunun yukar1 kaldirilmas: ile birlikte vaskiiler

tikanikligin ve agrinin artmasi <’Prehn bulgusu’’ na isaret eder (68, 69).

2.6. TESTIKULER TORSIYON/DETORSIYONUN PATOFIiZYOLOJiSi

Testikiiler hasar; testis’lerin extremitas inferior adi verilen alt uglarinin tunica
vaginalis testis’e olan fiksasyonlarinin zayif olmasi1 veya extremitas inferior’larinin
yeterince genis olmamasina baglh olarak testis’lerin funiculus spermaticus iizerinde
kolaylikla rotasyonel hareketler yapabilmesi ve bu rotasyonel hareketlerin meydana
getirdigi testikiiler torsiyon-detorsiyon nedeniyle arteriyel ve vendz kan akiminin
bozulmas1 ve buna bagli olarak doku ve organ oksijenizasyonundaki azalma ile
sonuglanan iskemi ve reperfiizyon siireci sonucunda olusur (70).  Testikiiler
dolasimin bozulmasi ile perfiizyon yetersizliginin olusmasi; doku ve organlarin
metabolik olarak ihtiyag duydugu oksijen miktarinin azalmasina, hiicrelerin
mitokondriyal depolarinin tiikenmesine, metabolik atiklarin atilamamast ve buna
bagli olarak toksinlerin birikmesine, olusan bu toksik atiklarin birikimi de germinal
epitel hiicrelerin (germ hiicreleri) 6liimiine neden olur (70). Olusan testikiiler hasar;
zamaninda tani konulmadigi ve miidahale yapilmadigi siirece, testis dokusunun
nekrozuna yol agabilecegi gibi, testis’leri fonksiyonel olarak olumsuz yonde
etkileyerek islevselligini yitirmelerine, orsiektomi ve infertilite ile sonuglanmasina
neden olabilir. Dolayisiyla ortaya ¢ikabilecek testikiiler hasar bakimindan; meydana
gelen testikiiler torsiyonun siiresi ve derecesi biiyiik bir 6nem tagimaktadir (71).
Torsiyon derecesinin 360°’den fazla oldugu ve torsiyon siiresinin de 24 saatin
tizerinde oldugu olgularda; testislerde kiiclilmeler, sperm motilitesinde azalmalar,

iskemi ve sonrasinda saglanan reperflizyon siirecine bagli olarak semen kalitesinin
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disiikligli ve testis dokusunda meydana gelen nekroza bagli olarak testis kaybi

goriilebilmektedir (72).

Testikiiler iskemi iizerine yapilan deneysel caligmalarda iskemiye en fazla duyarh
olan hiicreler arasinda leydig hiicrelerinin yan1 sira germinal epitel hiicreler (germ
hiicreleri) oldugu gosterilmistir (73, 74). Yapilan bu ¢aligmalarda; bazal lamina ve
tibiil limenin arasin1 dolduran spermatogenik seri hiicreler ile ozellikle germ
hiicrelerine desteklik saglayip, besin ve koruma rollerini de {istlenen sertoli
hiicrelerinin; 6 saat sonunda, seminifer tiibiilleri saran bag dokusunda bulunan ve
ayn1 zamanda testosteron hormonu salgilayan leydig hiicrelerinin ise 10 saat sonunda

yok oldugu gozlemlenmistir (75).

Funiculus spermaticus’un rotasyonuna bagli olarak farkli torsiyon sekilleri
bulunmaktadir. Bunlar intravajinal (testis zar1 i¢i), ekstravajinal (testis zari dis1)

torsiyon ve testis ve eklerinin torsiyonu (mesorsial) olarak ayrilmaktadir (1).

Intravajinal torsiyon (testis zari igi) testis’lerin ve eger testis ile funiculus
spermaticus’un arasindaki baglanti kuvvetli ise funiculus spermaticus’un; testis’i
saran tunica vaginalis igerisinde farkli derecelerdeki rotasyonu sonucunda olusan ve
funiculus spermaticus’un yapistigi bolgenin distalinde meydana gelen torsiyon
seklidir. Intravajinal torsiyon ¢ogunlukla testislerin sol tarafinda ortaya gikmaktadir.
Intravajinal torsiyon peripubertal donemde siklikla goriilmekle birlikte; 30 yas
altindaki kisilerde; ozellikle de 10-14 yas arast grupta siklikla goriilmektedir.
Testikiiler torsiyonun ergenlik donemi ve ileri yas gruplarindaki siklikla goriilen

tipidir (1, 76-78).

Ekstravajinal torsiyon (testis zar1 dis1); funiculus spermaticus’un tunica vaginalis adi
verilen testis’leri saran kesenin disindaki rotasyonuna bagli olarak gelisen ve tunica
vaginalis ile birlikte tiim testis ve epididymis dokusunu da igeren torsiyon gesididir.
Yani processus vaginalis de dahil olmak {izere tiim funiculus spermaticus ve
yapilariin kendi etrafindaki rotasyonel hareketi sonucunda meydana gelir. Siklikla
antenatal ve erken postnatal donemde gozlemlenen bir torsiyon ¢esidi oldugu i¢in;

bebek torsiyonu (neonatal torsiyon) olarak da adlandirilabilen bu torsiyon c¢esidi
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0085-90 oranla siklikla neonatal donemde; testis’lerin cavitas abdominalis’ten
scrotum’lara inisi esnasinda ortaya c¢ikmaktadir (1-3) . Bunun sebebi aslinda
testis’lerin inferior kisimlarinin testis’leri saran keseye yapismamis olmasindan
kaynaklanir. Bu yapisma olmadig: i¢in de testis’ler; testis’leri saran kesenin iginde
sabit degildir. Bununla birlikte ekstravajinal torsiyonla sadece neonatal donemde
degil perinatal donemde de karsilagilabilmektedir ve bu dénemde goriilen torsiyona

da perinatal torsiyon adi verilmektedir (1, 2, 77, 79, 80).

Hormonal uyarilmaya ve kitlelerin biiyiimesine bagli olarak adolesan donemde (16
yas ve lizerinde) ortaya ¢ikan, appendix testis ve appendix epididymis’in yani testis
ve eklerinin rotasyonu sonucunda olusan torsiyona mesorsial torsiyon adi verilir.
Cocukluk donemindeki akut scrotum’un sik goriilen sebeplerinden biri olan bu
torsiyona creamestar kasinin spazminin yol actig1 diisiiniilmekle birlikte, 6demli ve
inflamasyonlu appendix testis parankimi scrotum igerisinde mavi renkte goriinebilir

ki, tan1 koydurucu olan bu bulguya ‘’mavi nokta (blue dot)’’ bulgusu denir (81-84).

2.7. ISKEMIi VE REPERFUZYON HASARI

2.7.1. iskemik Hasar

Testikiiler torsiyonun gelismesi esnasinda meydana gelen testikiiler hasar1 iki ayr

donemde inceleyebiliriz:

e Arteryel kan akimmin bozulmasi sonucunda (torsiyon sonrasinda) dokulara
yeterince oksijen saglanamamasina bagli olarak meydana gelen iskemik hasar
donemi

e Yeniden kan akimmin saglanmasiyla birlikte (detorsiyon sonrasinda) agiga
cikan serbest oksijen radikallerinin (SOR) neden oldugu reperfiizyon hasar1

donemi

Hiicrelerin yagamsal fonksiyonlarini gerceklestirebilmeleri igin gerekli olan en temel
bilesen oksijendir. Ancak torsiyon sonrasinda arteryel ve vendz kan akiminin

bozulmasina bagl olarak dokulara yeterli perfiizyonun saglanamamasi; doku veya

18



organlarin oksijenizasyonunda bozulmaya neden oldugu gibi, etkilenen doku ve
organlarda 6dem, hemoraji, arteryel obstriiksiyon (tikaniklik) meydana gelir ve tim
bu belirtilerin gelismesi sonucunda doku ve organlarin oksijen ve diger metabolik
gereksinimlerinin dolasim sistemi tarafindan yeterince saglanamamasi ve ayni
zamanda olusan atik metabolitlerin de viicuttan uzaklastirllamamasi sonucunda

iskemi meydana gelir (85, 86).

Iskemik hasar déneminde; etkilenen hiicrelerde cesitli yapisal ve metabolik agidan
degisiklikler goriilir. Doku ve organlara gelen kan akiminin bozulmasi,
oksijenizasyonda da azalmaya neden olacagi i¢in bu durum hiicrelerde hasara ve
hatta hiicrelerin 6liimiine neden olan hipoksiyi meydana getirir. Meydana gelen bu
hipoksi durumu sonucunda Ozellikle aerobik solunum yapan canlilarda, hiicre
icindeki oksijen miktarinin azalmast sebebiyle solunum fonksiyonlar1 da
zayiflayacagindan bu hiicrelerin mitokondrilerindeki oksidatif fosforilasyon da
olumsuz yonde etkilenecektir. Oksidatif fosforilasyonun azalmasi; ATP (adenozin
trifosfat) ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat depolarinda sentez yetersizligine
ve Na'/K*/ATPaz aktivitesinde azalmaya neden olur. Bu enerji yetersizligine bagli
olarak hiicre i¢inde asidoz, ADP ve inorganik fosfat gibi ATP yikim iiriinlerinin
birikmesine ve iyon dengesizligine neden olur. Ozellikle Na‘/K*/ATPaz
aktivitesindeki azalmaya ve hiicre igerisindeki enerji depolarinin bosalmasina bagh
olarak Na*/K*/ATPaz pompasi inhibe olur ve bunun sonucunda hiicre igindeki
sodyum ve kalsiyum iyonlariin derisimi artarken; potasyum iyonlarinin derigiminin
azalmasina bagli olarak hiicre i¢indeki potasyum disart atilir. Ayrica iskemi sirasinda
ATP; hipoksantin adi verilen diisik enerjili bir yikim iriiniine indirgenir.
Hipoksantin de normal sartlar altinda ksantin dehidrogenez varliinda kantine
oksitlenir. Fakat meydana gelen iskemi sonucunda ksantin dehidrogenezin ksantin
oksidaza doniismesinden dolay1 hipoksantin dokularda gereginden fazla miktarda
olacak sekilde birikir. Tiim bu metabolik degisimlerle birlikte, potasyumun disar1
atilmas1 ve suyun hiicre igine girmesi, bir yandan da meydana gelen metabolik
olaylar sonucunda katabolitlerin birikmesi hiicrenin sismesine neden olur. Buraya
kadar meydana gelen hiicresel degisiklikler geri doniilebilir diizeyde olan
degisikliklerdir, ancak iskemi siiresinin devam etmesi; mitokondriyal ve lizozomal

diizeyde goriilen ve geri doniisiimii olmayan hiicresel zedelenmelere neden olmakla

19



birlikte, dokularda geri doniisiimsiiz hiicresel hasarin ortaya ¢ikmasina kadar gereken
iskemi siiresi olan tolerans zamaninin asmasi dokularin nekrozuna ve hiicrelerin

6liimiine neden olur (87-90).

2.7.2. Reperfiizyon Hasar1

Iskemiye ugramis olan dokuya hem hiicrelerin yenilenmesi hem de hiicre i¢inde
birikmis olan toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akiminin olmasi
gerekir. Iste bu kan akiminmn yeniden saglanmasi ile birlikte doku
oksijenizasyonunun tekrar baslamasi hiicrelerin geri doniisiimsiiz hasarina engel olur
ve dolaylisiyla iskemiyle birlikte kaybedilmis olan fonksiyonlar tekrar kazanilir.
Fakat detorsiyon sonrasinda yeniden kan akiminin saglanmasi ile olusan bu
reperfiizyon donemi sirasinda dokulara yeniden oksijenin girmesi ile birlikte oksijen
ve ksantin oksidaz, hipoksantin ile tepkimeye girerek serbest oksijen radikallerini
(SOR) meydana getirir. Dolayisiyla bu tepkime sonucunda olusan serbest oksijen
radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri sebebiyle iskemik dokunun reperfiizyonu,
dokularda iskemi sebebiyle olusan hasara gore daha fazla bir hasar meydana getirir
(91, 92).

Iskemi/reperfiizyon hasarinin patofizyolojisinde pek ¢ok faktér rol oynamakla
birlikte 6zellikle; serbest oksijen radikallerinin, polimorf niiveli 16kositlerin (PMNL),
kompleman sistemlerinin ve endotel hiicrelerinin 6nemli diizeyde etkiledigi ve
yapilan arastirmalarda reperfiizyon hasarina en duyarli olan hiicreler arasinda da;
hiicresel yapilarin, proteinler, niikleik asitler, zar lipitleri ve deoksiriboniikleik asit

molekiillerinin oldugu bulunmustur (89, 93).

2.8. PROKINETICiN KOMPLEMENTER SISTEMI

Prokineticin komplementer DNA (cDNA)’lar1 2001 yilinda ilk defa Li ve arkadaslar
tarafindan kurbaga derisi salg1 proteini (Bombina Variegata, Bv8) ve kara mamba
yilani zehrinin toksik olmayan bir bileseni (Mamba Intestinal Toxin 1, MIT-1) olan
sekans benzerlikleri ile kesfedilmislerdir (6, 7). Bu komplementer sistem insanlarda
86 ve 81 aminoasitlik iki proteini kodlar (94).

20



Prokineticin’ler iki G-protein reseptoriine baglanarak biyolojik aktivasyon gosteren
komplementer sistemleri olmakla birlikte; PROK ligandlart (PROK-1 ve PROK-2)
bliyilk bir oranda endotelyal hiicrelerin proliferasyonunda ve testikiiler doku
parankiminde anjiyojenik ve mitojenik anlamda, bu hiicrelerin hayatta kalma
faktorleri olarak kabul edilirler. Bunun yaninda prokineticinler; intestinal motilite ve
kontraksiyonlarin saglanmasi, sirkadiyen ritim kontrolli, noronal sag kalim,
spermatogenez, anjiyogenez, immiin yanitlar, hematopoez, koku alma, beslenme
davranigi, agr1 algis1 (hiperaljezi) ve vaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesi gibi

fonksiyonlarda da oldukga 6nemli bir rol tistlenmektedir (8, 9).

Prokineticin-1 (PROK1); endokrin bezler lizerindeki segici anjiyojenik etkisiyle bu
bezlerden tiiretilmis olan kiigiik capli endotel hiicrelerini uyarir ve g¢ogunlukla
plasenta, over, testis, adrenal cortex gibi steroidojenik organlarda eksprese edilir.
Endokrin bez kaynakli kii¢iik ¢apli endotel hiicrelerinde meydana gelen bu giiclii
mitojenik tepkiyi indiikleyen biiyltime faktoriine, endokrin bezi tiirevli- vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (endocrine gland derived- vascular endothelial growth
factor, EG-VEGF) adi verilmistir. Prokineticin-1 (PROK1) de bu biiyiime faktoriiniin
gostermis oldugu etkilere benzer etkiler gostermesi sebebiyle zaman zaman diger

ismi olan EG-VEGEF ile anilmaktadir (11, 95) (Sekil 8).

Prokineticin-2 (PROK?2); diger ismi olan Bv8 olarak da adlandirilir. Bv8 agirlikli
olarak testis’lerde eksprese edilir ve testis’lerde anjiyogenezi stimiile ederek bu
tepkiyi destekler (8, 10). Bunun yaninda yapilan ¢alismalarda; Prokineticin-2’nin
ayni zamanda merkezi sinir sisteminde bulunan ndéronlarda eksprese edildigi ve buna
bagli olarak norolojik agidan bu noronlarin sagkalimini desteklemekte de 6nemli bir
rol oynadig1 ve Prokineticin-2 ve reseptdr sinyalinin nérogenezin devam ettigi koku
alma ampullas1 lizerinde de progenitorler igin kemotaktik aktiviteyi diizenleyici

etkisinin oldugu gosterilmistir (11, 12) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.6. PROK’larin erkek tireme sistemindeki sematik gosterimi (8).

Yapilan c¢alismalarda Prokineticin-2 sisteminin hipoksiye bagli olarak olusan
testikiiler hasarda germinal epitel hiicre oliimiinii engellemek amaciyla endotel
proliferasyonunu indiikleyerek koruyucu bir rol iistlendigi ve varikosel varliginda
meydana gelen oksidatif stresin  Prokineticin-2  ekspresyonunu  artirarak
spermatogonyum’dan iiretilen erkek gamet hiicrelerinin Oliimiine yol actig

caligmalarla desteklenmistir (8, 96).

Bazi deneysel hayvan modellerinde Prokineticin-2 sisteminin testis iltihabi olarak da
bilinen orsitte, testikiiler ekspresyonu azalttigi bulunmustur. Bu nedenle
Prokineticin-2; ozellikle erkek kisirligi igin potansiyel anti-inflamatuar ve tedavi
edici 6zelligi nedeniyle ilaglarin gelistirilmesinde olduk¢a umut kaynagi olan bir

madde olarak kullanilabilir (97).

Yapilan cesitli ¢alismalarda, kromozom 3pl13’e denk gelen PROK-2 ile bunun
eslenigi olan ve 20p12.3’e¢ denk gelen ve PROK-2’nin G-protein esli reseptoriiniin;
hem insanlarda hem de farelerde koku alma ve hipotalamik ndrogenezde oldukca
onemli bir rol oynadigi ve gonadotropin (GnRH) salgilayan sinir hiicrelerinin ve
koku alma ampullalariin yoklugunda da hipogonadotropik hipogonadizm (HH)’ nin
bulundugu deneysel fare modeli tanimlanmistir (98). Sonraki yillarda yapilan

arastirmalarda da bu genlerin varyasyonlarmin insanlarda goriilen Idiyopatik
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hipogonadotropik hipogonadizm (IHH)’in patogenezinde rol oynadigi bulunmustur
(99).

PROK-2 ve reseptoriinii (PROK-R2) kodlayan iki genin gonadotropin eksikliginin
neden oldugu koku duyusunun kusurlu olmasi (anosmi veya hipozmi) ile iliskili;
[HH’nin konjenital bir formu olan Kallman Sendromu (KS)’ndaki mutasyonel
degisikliklere yol actig1 ve gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salgilayan néron
gociindeki rolii ve koku alma ampullalarinin noérogenezindeki rolii nedeniyle

Kallman Sendromu’ndaki fenotipi bulunmustur (100-102).

Erkek hipogonadizminin en sik goriilen genetik formu olan, testis atrofisi, testosteron
diizeyinin diisiik olmasi, gec ergenlik veya ergenlik belirtilerinin eksik olmasi, kas
zayifligi, jinekomasti, viicutta ve yiizde gorilen killarin zayif gelisimi ve
dogurganligin az olmasi gibi bulgularla kendisini gésteren Klinefelter Sendromu’nda
da ergenlik Oncesi ve yetiskinlik dénemindeki Klinefelter Sendrom’lu hastalarda
PROK-2 serum seviyeleri arastirilmis ve bu ¢alisma sonucunda ergenlik dncesindeki
Klinefelter Sendrom’lu hastalardaki PROK-2 serum seviyelerinin gen¢ ve saglikli
bireylere gore oldukca yiiksek oldugu ancak yetigkin yasta daha diisiik oldugu
bulunmustur. Bulunan bu veriler PROK-2’nin Klinefelter Sendromu’na sahip olan
bireylerdeki infertilite durumu arastirmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugunu

dogurmustur (103).

Ozet olarak PROK-2 ve prokineticin proteinlerinin anjiyogenez, sirkadiyen ritim
kontrolii, hipotalamik hormon salgilanmasi, iireme ve kanserdeki rolii, endotel hiicre
gecirgenliginin diizenlenmesi, yeme ve i¢gme gibi karmasik olan hareketlerin modiile
edilmesi, norogenez, kemik iligi, 16kosit ve lenfoid organlarda gosterdikleri yiiksek
ekspresyon seviyeleri ile bu peptid igerikli proteinlerin immiin yanitlarda,
hematopoezde ve inflamatuar siireglerde biyolojik olarak aktivasyon gosterdigi
acikca goriilmektedir. Mevcut olan c¢aligmalar PROK-2’nin pleiotropik etkilerini
gosterse de PROK-2 ve reseptorlerinin rollerini daha iyi agiklayabilmek adina daha

fazla calismaya ihtiya¢ vardir.
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Gliniimiizde siklikla karsilagilan bir klinik durum olan testis torsiyonu, testis’lerde
fonksiyon kaybmna ve infertilitiye neden olmasi acgisindan olduk¢a Onemlidir.
Ozellikle neonatal donemde ve erken yaslarda karsilasilan bu durum, testis’lerde
iiretim bozukluguna ve dolayisiyla da infertiliteye neden olabilecegi i¢in giiniimiizde
deneysel olarak yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Ancak literatiiirde PROK-2
tedavisinin testikiiler iskemik hasar patogenezindeki etkilerini inceleyen c¢alismaya
rastlanilmamistir.  Bu nedenle de bu tezde, testikiiler iskemi reperfliizyon
patogenezinde PROK?2 tedavisinin terapotik etkileri arastirildi. PROK2’nin oksidatif
stres siirecindeki rolli, inflamasyona yanit1 ilgili belirtegler ile arastirildi.
Testis’lerden salgilan testosteron hormonun serumdaki seviyesi degerlendirildi.
Hasar sonrast PROK2 tedavisinin testis dokusununda histolojik diizeydeki etkisi de
detayli analizlerle incelendi. Bulgularimiz sonucunda PROK2 tedavisinin etkinligi

sunulmaya c¢alisildi.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasi Karabiik Universitesi Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurulu’nun
28.03.2023 tarihli, 2023/3/6 sayili karari ile yapilmigtir. Kullanilan siganlar Karabiik
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edilmis olup
sican bakimi ve sicanlara uygulanacak islemlerin tamami bu kurumda

gerceklestirilmistir.

3.1. CALISMANIN DiZAYNI

Bu calisma Wistar albino cinsi, heniiz puberteye girmemis yaklasik 35 giinliik,
ortalama 180-220 gr agirliginda 48 adet erkek sican ile gergeklestirildi. Calismada
kullanilacak sican sayist gili¢ analizi ile belirlendi. Sicanlar viicut agirliklarinin

ortalamasi ayni olacak sekilde randomize 4 gruba (n=12) ayrildi.

Grup 1 (Sham): Siganlara sahte torsiyon/detorsiyon cerrahisi uygulandi.

Grup 2 (TTD): 120 dk torsiyon yapildiktan sonra 24 saat siireyle detorsiyon
saglandi (Sekil 3.1) (104). Detorsiyon bitiminde kan ve testis dokusu ornekleri alindi
ve sicanlar sakrifiye edildi (Sekil 3.2).

Grup 3 (TT+PROK2+TD): 120 dk’lik torsiyonun 90. dakikasinda intraperitoneal
tek doz 60 nmol/kg PROK?2 uygulandi. 120 dk torsiyon siiresi tamamlandiktan sonra
24 saat detorsiyon saglandi. Kan ve testis doku ornekleri alinarak siganlar sakrifiye

edildi (Sekil 3.2) (104, 105).

Grup 4 (TTD+PROK2): 120 dk’lik torsiyon sonunda, detorsiyonun hemen basinda
siganlara tek doz 60 nmol/kg PROK2 intraperitoneal olarak verildi. Detorsiyon
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tamamlandiktan sonra da kan ve testis dokulari alinarak siganlar sakrifiye edildi
(Sekil 3.2) (104, 105).

3.2. TESTIKULER TORSiYON/DETORSIYON MODELI

Anestezi altina alinan (70 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg Xxylazine) si¢anlarin sol
scrotum’lar1 iizerinde vertikal bir insizyon yapildi. Bu insizyon yerinden sol testis
tiim vaskiiler yapilar1 ile ¢ikarildi. Cikarilan sol testis ve vaskiiler yapilar1 saat
yoniinde olacak sekilde 720° dondiiriilerek torsiyon yapildi. Yapilarin 120 dk
boyunca torsiyon durumunda sabit kalabilmesi icin 4/0 ipek siitur ile hafifce
sabitlendi ve ¢ikarilan tiim yapilar tekrar scrotum igerisine geri yerlestirildi. Kesi
yerinin tizeri nemli bir 1slak pamuk ile kapatilarak 120 dk torsiyon siiresi beklendi.
120 dk’nin sonunda testis ve vaskiiler yapilar1 tekrar scrotum igerisinden disari
cikarildi ve yapilar1 sabitlemek i¢in atilan siiturlar agildi. Testis ve tiim vaskiiler
yapilart cevrilerek normal konumlara getirildi ve bdylece detorsiyon siirecinin
baslanmas1 saglandi. Detorsiyonun bagladigindan emin olunduktan sonra testis ve
yapilar1 tekrar scrotum igerisine yerlestirildi. Kesi yeri 4/0 ipek siitur ile dikildi ve
sicanlar kafeslerine alinarak 24 saat detorsiyon saglandi. 24. saatin sonunda
siganlarin anestezi altina alindi, kalplerinde kan ve sol testis dokulari alinarak

sakrifiye edildi (104, 106) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. TTD modelinin yapilmasi.
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Sekil 3.2. Sicanlara PROK2 enjeksiyonunun yapilmasi (1), kan (2) ve testis
orneklerinin (3) alinmasi.

3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Caligsma sonunda alinan kan 6rnekleri hemen 4500 rpm hizda 10 dk siire ile santrifii
edilerek serumlarina ayrildi. Serumlar timér nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve
interlokin 6 (IL-6) seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanildi ve ¢aligma giiniine kadar
-40°C’de saklandi. Sigcanlardan alinan testis dokular1 ise biyokimyasal ve histolojik
analizler icin ayrildi. Her gruptan 6 hayvana ait testis dokusu biyokimyasal
analizlerde kullanilmak tizere ¢alisma giiniine kadar -80°C’de saklandi. Diger 6 doku
ise %10’luk formaldehit igerisine alind1 ve histopatolojik ve immnohistokimyasal
analizlerde kullanildi. Biyokimyasal analizlerde kullanilacak testis dokularindan

oksidatif stres belirtecleri ¢alisildi.

3.3.1. Testis Dokusunun Homojenize Edilmesi, TAS ve TOS Diizeylerinin

Belirlenmesi

Calisma giiniinden 24 saat dnce dondurucudan ¢ikarilan testis dokularmin +4°C’de
kontrollii bir sekilde ¢oziinmesi saglandi. Coziinen dokular hassas terazi ile tartilarak
tiplere alind1 ve iizerlerine Tris-HCL tampon (=doku agirligimin 10 kati kadar,
pH=7,4) ilave edildi. 16000 rpm hizda 3 dk siire ile homojenize edilen Srnekler
vortekslendi ve yeni tiiplere alindi. 2000 g hizda 30 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatan ayrildi. PROK2’nin torsiyon/detorsiyon hasar1 sonucu meydana gelecek

oksidatif stress tizerine etkilerini degerlendirebilmek igin ayrilan siipernatanlardan
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toplam antioksidan kapasite (TAS) ve toplam oksidan kapasite (TOS) diizeyleri
belirlendi.

Dokudaki TAS (Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye, Katalog no: EK21122A) ve TOS
(Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye, Katalog no: EK211350) diizeyleri ticari olarak satin
aliman sican spesifik ELISA kitleri kullanilarak ve kitlerin 6nerdigi protokole
uyularak tespit edildi. Thermo Scientific Multiskan FC microplate reader ile okuma

gergeklestirildi.

3.3.2. TNF-a ve IL-6 Seviyelerinin Belirlenmesi

TNF-a ve IL-6 diizeyleri siganlara 6zgii iiretilen ELISA Kitleri ile belirlendi (SunRed
Biotechnology, China, TNF-a i¢in Katalog no: 201-11-0765, IL-6 i¢in Katalog no:
201-11-0765). Kit protokoliiniin basamaklari sira ile takip edildi. ilk olarak kit
icerisinde yer alan stok soliisyonu uygun sekilde seyreltildi. K6r kuyucuguna distile
su, kromojen A ve B ile durdurma soliisyonu koyuldu. Standard kuyucuguna standart
soliisyonu (50 pl) ile Streptavidin HRP (50 pl) koyuldu. Diger kuyucuklara 40 pl
ornek, tizerlerine de TNF-a antikoru (her ikisinden 10 pl) ve Streptavidin HRP (50
ul) eklendi. Tiim kuyucuklar tamamlandiktan sonra plaka seffaf film kapatildi ve
nazikge ¢alkalanarak inkiibe edildi (37 °C’de 60 dk) Inkiibasyondan sonra seffaf film
acildi, kuyucuklardaki sivilar dokiildii ve her kuyucuga 30 kat seyreltilmis yikama
soliisyonu koyuldu. Daha sonra plaka kagit bir havlu {izerine ters ¢evrilerek i¢gindeki
sivt boslatildi. 5 defa aymi sekilde yikama islemi tekrarlandi. Besinci yikamanin
ardindan kuyucuklara sirasiyla kromojen A ve kromojen B koyulduktan sonra
karanlikta 37 °C’de 10 dk boyunca inkiibasyona birakildi. 10 dk’lik inkiibasyondan
sonra kuyucuklara durdurma soliisyonu (50 ul) eklendi. Plakalar optik okuyucuya
yerlestirildi ve 450 nm dalga boyunda okutuldu. Okuma sonrasi elde edilen OD
degerleri kaydedildi ve kitin Onerdigi hesaplama kullanilarak TNF-a ve IL-6

diizeyleri hesaplandi.
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3.3.3. Testosteron hormon diizeyinin belirlenmesi

Testosteron hormon diizeyi de siganlara 6zgii tiretilen ELISA Kiti ile tayin edildi (BT
LAB, Katalog no: EA0023Ra). Tiim adimlar kit protokoliine uygun bir sekilde
gerceklestirildi. Kit icerisinde bulunan stok standard soliisyonu standard o6rnek
soliisyonu kullanilarak uygun sekilde seyreltildi. Daha sonra hazirlanan standard stok
sollisyonu tekrar > oraninda seyreletilerek ¢ozeltiler hazirlandi. Plaka kuyucuklarina
10 ul numune ve 40 ul numune seyrelticisi koyuldu. Standard soliisyonu (50 ul),
pozitif ve negative controller de kuyucuklara ilave edildikten sonra plakanin iizeri
seffaf film ile kapatildi. Plaka hafif¢ce ¢alkalandi ve koyulan maddelerin karigmasi
saglandi. Bu islemden sonra seffaf film agildi1 ve tiim kuyucuklara yikama soliisyonu
(300 ul) eklendi. Ortalama 30 sn ila 1 dk boyunca kuyucuklarin yikandi. Yikama
islemi 5 kez tekrarlandi. Yikama tamamlandiktan sonra kagit bir havlu {izerine
cevrilen plakalardaki kuyucuklarin tamamen kurutuldu. Daha sonra kuyucuklara (kor
kuyucuk hari¢g) 50 ul HRP ilave edildi. Plakanin {izeri tekrar seffaf film ile
kapatilarak 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. Daha sonra yikama islemi tekrar yapildi ve
sonrasinda tim kuyucuklara sirasityla substrat A ve B soliisyonlar1 (50 ul) ilave
edildi. Plaka nazikge ¢alkanarak igerisindeki soliisyonlarin karigmasi saglandi ve 37
°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde tiim kuyucuklara durdurma
soliisyonu eklendi. Durdurma soliisyonunun eklenmesiyle birlikte kuyucuklardaki
mavi renk hizli bir sekilde sartya dondii. Plakalar optik okuyucuya yerlestirildi ve
450 nm dalga boyunda okutuldu. Okuma sonrasi elde edilen OD degerleri kaydedildi

ve kitin 6nerdigi hesaplama kullanilarak testosteron hormon diizeyleri hesaplandi.
3.4. HISTOPATOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZLER
3.4.1. Dokularin Takip Edilmesi ve Histopatolojik Analizler

%10°lik formaldehit soliisyonunda 24 saat boyunca oda sicakliginda tespit edilen
testis dokular1 histopatolojik ve histomorfometrik analizlerde kullanildi. 24 saatlik

fiksasyon sonrasinda testis dokulari iki esit pargaya bdliindii ve manuel doku takibine

alind1 ve takibi tamamlanan testis dokular1 parafin igerisine gomiildii.
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Parafin igerisine gdomiilmiis olan testis bloklarindan mikrotom ile 5 um kalinliginda
kesitler polilizinli lamlar iizerine alindi. Histomorfolojik Olglimler igin kesitler

hematoksilen eozin (HE) ile boyandi.

HE ile boyanan testis dokusu kesitlerinde seminifer tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinlig
6l¢limii, hemoraji skorlamasi ve Johnsens’ skorlamasi yapildi. Cap Slgtimlerinde iki
farkli derinlikte rastgele se¢mis oldugumuz 50 adet seminifer tiibiiliin en kisa ekseni
belirlenerek buradan olgiildii (Sekil 3.2). Her kesitte diizgiin kontura sahip 50 adet
seminifer tiibiilde, iki farkli alanda, sertoli ve germ hiicrelerini de i¢ine alacak sekilde
bazal laminadan liimene kadar uzanan bolgede seminifer epitel kalinligr dlgildii.
Seminifer tiibiil capi, seminifer epitel kalinli§i ve seminifer epitel kalinliginin

seminifer tiibiil capina orani her bir grup i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi.

Hemoraji analizi her testis drneginin farkli iki derinliginde alinan ve HE boyanan
kesitlerde rastgele secilen 10 alanda yapildi. Hemoraji izlenmeyen alanlar 0, hafif
hemorajik alanlar 1, orta siddette hemorajik alanlar 3, ileri hemorajik alanlar 4 olarak
skorlandi. HE boyamasi yapilan kesitlerde ayrica Johnsen’s skorlamasi yapildi (107).
Bu amagla her bir kesitte rastgele secilen transfers 20 seminifer tiibiil kesitinde analiz

yapildi.

3.4.2. immiinohistokimyasal (IHC) Analizler

Immiinohistokimyasal olarak germ hiicresi saymak amaciyla spermatogonia belirteci
olan MAGE A4 primer antikoru kullanildi. Germ hiicre analizi rutin AEC
kromojenik boyanma esasina dayali immiinohistokimyasal boyama yodntemine
(Cizelge 3.2) gore MAGE A4 primer antikoru (Santa Cruz Biotechnology, Katalog
no: sc-20034) ve horseradish peroxidase kiti (HRP) (Thermo Fisher) kullanildi.
Spermatogonia hiicrelerinin sayimi her denege ait doku kesitinde randomize secilen
transvers kesitli 10 seminifer tiibiilde yapildi. Spermatogonia sayimi yapilan ayni
seminifer tiibiillerde bazal tabakadan birbirine karsilikli dik iki 6l¢tim ¢izgisi ¢ekildi
ve ortalamasi belirlenip tiibiil capinin da 6l¢iimii yapildi. Sayim ve 6l¢iim verilerine
dayanarak her kesit icin ortalama spermatogonia sayisi, tiibiil ¢ap1 ve

spermatogonia/tlibiil ¢ap1 oran1 hesaplandi.
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Boyamalarin analizlerinde 1s1ik mikroskobu (Nikon Eclipse E200), DS-Fi-1 camera
(Nikon Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements BR 2.30 goériintii analiz

sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan) kullanildi.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Calismadan elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorow-Smirnov
testi ile degerlendirildi. Biyokimyasal ve histolojik analizlerden sonunda elde edilen
tiim verilerin normal dagilim gosterdigi goriildii. Bu nedenle de degiskenlerin gruplar
arasindaki karsilagtirmalarinda tek yonli varyans analizi (One-way ANOVA) testi
yapildi. Degiskenlerin ¢oklu karsilagtirmalari degerlendirebilmek i¢in uygun post-
hoc testler kullanildi. Varyanslarin homojen oldugu degiskenler Tukey testi ile
varyanslarin homojen olmadig1 belirlenen degiskenlerde ise Tamhane’s testi ile
sonuclar degerlendirildi. Testler sonucunda veriler ortama+standard sapma seklinde
verildi ve p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analizler IBM
SPSS Statistics 22.0 programu ile yapildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. TORSIYON/DETORSIYON HASARINDA PROK2’NiN OKSIDATIF
STRES UZERINE ETKIiSi

Calismamizda testis dokusunda torsiyon/detorsiyon hasar1 sonrasinda ortaya
cikabilecek oksidatif strese karst PROK2’nin etkilerini degerlendirmek igin testis

dokularinda TAS ve TOS diizeyleri degerlendirildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. TAS ve TOS diizeyleri.

Parametreler Gruplar

Sham TTD TT+PROK2+TD TTD+PROK2
TAS 11,77£1,88%  6,0242,19° 9,29+2,712 10,332,372
(umol Trolox
Equivalent
/L)
TOS 5,16+2,05% 8,67+1,84 " 4,09+1,262 4,43+1,652
(umol  H202

equivalent/L)

(Gruplar arast karsilagtirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin ¢oklu
karsilastirmalarinda varyanslar homojen oldugu i¢in Tukey testi kullanildi. Sonuglar ort+SS olarak
verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi. TAS igin; ® TTD grubuna gore anlamli artis, ® Sham
grubuna gére anlamli azalis. TOS igin; 2 TTD grubuna gére anlamli azalis, ® Sham grubuna goére
anlamli artig)

Analizler sonucunda TAS diizeyinin hasar grubunda diger gruplara gore istatistiksel
olarak diisiik oldugu belirlendi. PROK?2 ile tedavi edilen gruplarda ise TAS diizeyi
TTD grubuna kiyasla artmist1 (p<0.05) (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1. PROK2 tedavisi sonrasinda gruplar arasindaki TAS diizeylerinin
karsilastirilmasi.

(Gruplar arasi karsilastirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin
coklu karsilastirmalarinda varyanslar homojen oldugu i¢in Tukey testi kullanildi.
Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi. * TTD grubuna

gore anlamli artis, ® Sham grubuna gére anlamh azalis)

TOS diizeyleri agisindan karsilastirma yapildiginda ise en yiiksek TOS diizey1 TTD
grubunda saptandi. PROK2 uygulanan gruplarda ise TOS diizeyi belirgin bir diislis
gosterdi. Sham, TT+PROK2+TD ve TTD+PROK2 gruplarinin TOS diizeylerinin
benzer oldugu, gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik olmadig1 belirlendi.
Buna karsin TTD grubundaki artis diger gruplara gore istatistiksel olarak da
anlamliydi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PROK2 tedavisi sonrasinda gruplar arasindaki TOS diizeylerinin
karsilastirilmasi.

(Gruplar aras1 karsilastirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin
coklu karsilastirmalarinda varyanslar homojen oldugu i¢in Tukey testi kullanildi.
Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi.  TTD grubuna

gore anlamli azalis, ® Sham grubuna gore anlamli artis)

4.2. TORSIYON/DETORSiIYON HASARINDA PROK2’NIN iINFLAMASYON
UZERINE ETKISI

Calismamizda torsiyon/detorsiyon  hasarinin  testis dokusunda olusturdugu

inflamasyon tlizerine PROK2’nin etkilerini degerlendirmek i¢in testis dokularinda

TNF-a ve IL-6 diizeyleri degerlendirildi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. TNF-a ve IL-6 diizeyleri.

Parametreler Gruplar
Sham TTD TT+PROK2+TD TTD+PROK2
TNF-a (ng/L) 512,67+81,622 691,22+88,95°  537,67+83,37° 522,17+97,052
IL-6 319,50+39,99%  497,92+109,73°  351,75+91,992 364,08+99,542
(pg/mL)

(Gruplar aras1 karsilagtirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin ¢oklu
kargilagtirmalarinda varyanslar homojen oldugu ic¢in Tukey testi kullanildi. Sonuglar ort+SS olarak
verildi. p<0.05 diizeyi anlaml kabul edildi.  TTD grubuna gore anlamli artis, ® Sham grubuna gore

anlaml azalis)

TNF-a ve IL-6 diizeylerinin TTD grubunda en yiiksek diizeyde oldugu belirlendi.
Torsiyon sirasinda ve detorsiyonun baslangicinda PROK2 ile tedavi edilen gruplarda
ise TNF-a (Sekil 4.3) ve IL-6 (Sekil 4.4.) diizeyleri TTD’ye gore belirgin bir diisiikti
(p<0.05). Sham grubu ile PROK2 ile tedavi edilen gruplarda ise her iki parametre
acisindan da bir farklilik yoktu.
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Sekil 4.3. PROK2 tedavisi sonrasinda gruplar arasindaki TNF-o diizeylerinin
karsilastirilmasi.
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(Gruplar aras1 karsilastirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin
coklu karsilagtirmalarinda varyanslar homojen oldugu icin Tukey testi kullanildi.
Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi. 2 TTD grubuna

gore anlamli azalis, ® Sham grubuna gore anlamli artis)
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Sekil 4.4. PROK2 tedavisi sonrasinda gruplar arasindaki IL-6 diizeylerinin
karsilastirilmasi.

(Gruplar arast karsilastirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin
coklu karsilastirmalarinda varyanslar homojen oldugu i¢in Tukey testi kullanildi.
Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi. * TTD grubuna

gore anlamli azalis, ® Sham grubuna gore anlamli artis)

4.3. PROK2 TEDAVISi SONRASI GRUPLARIN SERUM TESTOSTERON
SEVIYELERI

Testikiiler torsiyon/detorsiyon hasarinda PROK2 tedavisi sonrasi gruplarin serum

testosteron diizeylerine Cizelge 4.3’te verildi. Torsiyon/detorsiyon hasarinin
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siganlarin serum testosteron seviyelerinde anlamli Slgiide diisiise neden oldugu
saptandi. PROK2 ile tedavi edilen gruplarda da ise serum testosteron seviyesi
belirgin bir artis gosterdi (p<0.05). PROK2 tedavisinin torsiyon aninda ya da
detorsiyonun hemen baslangicinda uygulanmasi serum testosteron seviyeleri

tizerinde bir farklilik meydana getirmedi.

Cizelge 4.3. PROK2 tedavisi sonrasi gruplarin serum testosteron diizeyleri.

Gruplar

Sham TTD TT+PROK2+TD TTD+PROK?2

Testosteron  178,88+51,14  107,54+12,84  157,85+43,26°  167,99+31,29°
(ng/L) : °

(Gruplar arast karsilagtirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin ¢oklu
kargilagtirmalarinda varyanslar homojen olmadigi i¢cin Tamhane’s testi kullanildi. Sonuglar ort+SS
olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi. ® TTD grubuna gore anlaml artig, ® Sham grubuna
gore anlamli azalis)

250,00- ] .
T a
200,00-
5,
:
= 150,00
g b
g
E
5
2
100,00
50,00
1 1 1 I
Sham TID TT+PROK2+TD TTD+PROK2

Sekil 4.5. PROK2 tedavisi sonrasinda gruplar arasindaki serum testosteron
diizeylerinin karsilastirilmasi.

(Gruplar aras1 karsilastirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin

coklu karsilagtirmalarinda varyanslar homojen olmadigi ig¢in Tamhane’s testi
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kullanildi. Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi. * TTD

grubuna gore anlamli azalis, ® Sham grubuna gére anlaml1 artis)

4.4, HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Histomorfometrik olgiimlerde, hasar grubunda seminifer tiibiil ¢capt da seminifer
epitel kalinligi da sham ve tedavi gruplarma gore istatistiksel olarak azalmisti
(p<0,001). Tedavi gruplarinda ise hasar seminifer tiibiil ¢ap1 ve epital kalinlig
acisindan hasar grubuna gore belirgin bir iyilesme saptandi (p<0,001). (Cizelge 4.4,
Sekil 4.6).

Cizelge 4.4. Histomorfometrik bulgular.

Gruplar Seminifer epitel Seminifer  tiibiill Kalinhk/Cap
kalinhgi capi

Sham 15.59 = 0.87 60.27 +2.11 0.26 + 0.02

TTD 13.57 + 0.682 48.80 + 5.452 0.28 + 0.04

TT+PROK2+TD 14.97 +0.50P 56.70 + 3.33P 0.26 + 0.02

TTD+PROK?2 15.25+0.97° 57.02 +3.06° 0.27 +0.03

(Gruplar arast karsilastirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin ¢oklu
karsilastirmalarinda varyanslarin homojenitesine goére Tamhane’s veya Tukey testi kullamildi.
Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi)

2Sham grubuna gore azalig (p<0.05).
®TTD grubuna gore artis (p<0.05).
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Sekil 4.6. Seminifer tiibiil cap1 ve epitel kalinligi.

(A: Sham; seminifer tiibiiller normal seminifer tiibiillere sahiptir. B: TTD;
Seminifer tlibiillerin ¢ap1 sham’e gore daralmig goriiniiyor. Yer yer tiibiil liimeninde
hiicre kiimeleri dikkati ¢ekmektedir (kirmizi ok). C: TTD+PROK2+TD ve D:
TTD+PROK?2; Seminifer tiibiiller sham’e benzer histolojik yap1 gostermektedir.
Seminifer tiibiillerin cap o6l¢timleri mavi renkli kesikli ¢izgiler ile gosterilmigtir. HE

boyama, 20x.).

Histopatolojik incelemede, yogun hemoraji goriilen TTD grubu, hemoraji agisindan
diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak yiiksekti (p<0,001). Sham, TT+PROK2+TD
ve TTD+PROK?2 ise birbirine benzer bulundu. Hemoraji agisindan TTD grubunda
bazi1 deneklerde ileri diizey anomali gozlendi (Sekil 4.7). Bu deneklerde seminifer
tiibiillerin ¢ap olarak kii¢lildiigli ve seminifer tiibiillerde hiicre yogunlugu dikkati
cekti (Sekil 4.7). Ayrica TTD grubunda diger gruplara kiyasla hem seminifer tiibiiller
igerisinde hem tiibiiller arasinda hiicre infiltrasyonlar1 ve piknotik hiicreler dikkati

cekti. Pikonotik niikleuslarin yanisira, bu grupta seminifer epitelde yer yer hiicre
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dilatasyonu izlendi. Seminifer tiibiil liimeni igerisinde yuvarlak sekilli hiicre kiimeleri
gozlendi (Sekil 4.6-B).

Cizelge 4.5. Histopatolojik bulgular ve hemoraji.

Sham TTD TT+PROK2+TD TTD+PROK2 p
degeri
Hemoraji 0.88+0.50*° 2.12+0.62° 1.32+0.262 1.17+0.282 <0.001

(Gruplar aras1 karsilastirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin ¢oklu
kargilagtirmalarinda varyanslarin  homojenitesine gore Tamhane’s veya Tukey testi kullanildi.
Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi)

@Sham grubu ile benzer (p<0.001)

b Sham grubuna gére belirgin artis (p<0.001)

Sekil 4.7. TTD grubu ileri diizey hemoraji.

(TTD grubunda bazi deneklerde yogun hemoraji izlendi. Seminifer tiibiil
liimenlerinin  hiicre yogunlugu, tiibiillerin birbirinden ayrildig1 ve histolojik

biitlinliigiin bozuldugu goriilmektedir.)
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Gruplar aras1 Johnsen’s skorlart kiyaslandiginda, TTD grubu sham’e kiyasla
istatistiksel olarak diisiiktii. TT+PROK2+TD ve TTD+PROK2 Johnsen’s skoru ise
TTD grubuna gore yiiksek bulundu (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Johnsen’s skoru.

Sham TTD TT+PROK2+TD TTD+PROK2 p
degeri
Johnsen’s 9.42+0.15% 7.36+0.5 8.60+0.59% 8.63+0.772 <0.001
b

skoru
(Gruplar aras1 karsilagtirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin ¢oklu
karsilastirmalarinda varyanslar homojen olmadigi i¢in Tamhane’s testi kullanildi. Sonuglar ort+SS
olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi)
@Sham grubu ile benzer (p<0.001)
b Sham grubuna gore belirgin azalis (p<0.001)

4.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL SPERMATOGONIA ANALIZi

Yapilan germ hiicre spesifik immiinohistokimyasal boyamalar, spermatogonia
sayisinin  hasar grubunda sham’e kiyasla istatistiksel olarak azalmis oldugunu
gosterdi (p<0,05). TT+PROK2+TD ve TTD+PROK?2 gruplar1 ise hasar grubuna goére
yiiksek bulundu (p<0,05). Spermatogonia sayimi yapilan ayni tiibiillerin ¢ap
Ol¢iimleri ve tiibiill bagina diisen ortala spermatogonia sayis1 kiyaslandiginda gruplar

aras1 fark gozlenmedi (Cizelge 4.6, Sekil 4.8).

Cizelge 4.6. Immiinohistokimya (spermatogonia) analizi.

Gruplar Spermatogonia (SPG) Tiibiil capi SPG/Tiibiil ¢cap1
Sayimi

Sham 82.33 £ 5.68 55.00+5.12 1.38£1.18

TTD 66.67 £ 5.542 53.00 £4.28 1.27£0.15

TT+PROK2+TD 75+ 3.52° 5492+5.66 | 1.53+£0.25

TTD+PROK?2 76.33 + 4.97° 56.00 + 5.25 1.37+0.14

(Gruplar arast karsilagtirmalar one-way ANOVA testi ile yapildi. Degiskenlerin ¢oklu
karsilastirmalarinda varyanslarin homojenitesine goére Tamhane’s veya Tukey testi kullamildi.
Sonuglar ort+SS olarak verildi. p<0.05 diizeyi anlamli kabul edildi)

@Sham grubuna gore azalig (p<0.05).

®TTD grubuna gore artis (p<0.05).
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Sekil 4.8. IHC boyamalar.

(A: Sham; seminifer tiibiiller normal histolojik goriiniime sahip ve bazalinde
bulunan yogun MAGE A+ spermatogonia hiicreleri (kirmizi renkli oklar ile
gosterilmis) goriilmektedir. B:TTD; seminifer tiibiil cap1 sham’e goére azalmis,
kontiirleri diizensiz hale gelmis ve MAGE A+ spermatogonia hiicrelerinin de
(kirmizi renkli oklar ile gosterilmis) daha az oldugu goriilmektedir. Oklarla
gosterilen Komsu tiibiillerde spermatogonia hiicrelerinin seyrek olmasi da dikkat
cekicidir. Tiibilil bazalinde doseli spematogonialarin siklikla kesintiye ugradigi
izlenmektedir (sar1 renkli oklar ile gosterilmis). C: TT+PROK2+TD ve D:
TTD+PROK?2; seminifer tiibiiller her iki grupta da normal histolojik yapiya
benzemektedir. Seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda MAGE A+
spermatogonia hiicreleri yogun bir sekilde yer almaktadir (kirmizi renkli oklar ile
gosterilmig). TTD grubundaki gibi bazal membranda bazi yerlerde spermatogonia

say1st kesintiye ugramigtir. MAGE A IHC boyama, 40x.)
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BOLUM 5

TARTISMA

Testikiiler torsiyonun; testislerin ve funiculus spermaticus’un rotasyonuna bagh
olarak, etkilenen testisteki vaskiilarizasyonun bozulmasina ve testis atrofisine neden
oldugu bilinmektedir. Ozellikle testisleri besleyen arterlerin  anastomoz
olusturmamasi ve tunica albuginea adi verilen testikiiler tabakanin elastik olmayan
yapisi nedeniyle testislerin bu yapisal 6zellikten dolay1 yeterince genisleyememesi
testis dokusunu iskemik hasara karsi olduk¢a duyarli hale getirir. Testikiiler
torsiyonun temel patofizyolojisini; testikiiler I/R hasari olusturmaktadir (108).
Testikiiler hasara neden olan faktdrler arasinda; testikiiler torsiyonun derecesi, iskemi
ve reperfiizyon araliklarnn siiresi, testikiiler dokunun hassasiyeti ve I/R hasarmin
ciddiyeti gibi maddeler rol oynasa da testikiiler hasara neden olan ve bu hasari
onemli Olclide belirleyen iki faktdrden birincisi; belirtilerin baglamasindan itibaren
funiculus spermaticus’un detorsiyonuna kadar gecen siirenin uzunlugu iken, ikincisi;
funiculus spermaticus’un doénme derecesidir (109, 110). Siganlar {izerinde
gerceklestirilen deneysel bir g¢alismada 180°, 360° ve 720°’lerdeki testikiiler
torsiyonlar sonucunda, 180°’lik torsiyonda vaskiiler anlamdaki akut degisikliklerin
goriilmedigi, 360°’lik torsiyondan sonraki iki saatlik detorsiyon islemi sonucunda
orta siddette bir iskemi olustugu, 720°’lik torsiyondan sonraki dort saatlik detorsiyon
sonucunda ise testis dokusunda tam anlamda bir infarkt olustugu ortaya konmustur
(111). Bu calismalar sonucunda ise oOzellikle 360° ve 720°’lerdeki torsiyonlar
sonucunda testikiiler hasar ile karsilagildigi (112, 113) ve sol testisteki funiculus
spermaticus’un uzunlugunun sag testisteki funiculus spermaticus’un uzunluguna gore
daha fazla olmasi sebebiyle sol testisin iki kat daha fazla torsiyona ugradigi tespit
edilmistir (114). Yine deneysel olarak Heindel ve ark. (115) tarafindan si¢anlar
tizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada testislerin 360°’lik torsiyona ugramasi
sonucunda herhangi bir degisiklige ugramadigi, fakat 720°’lik ve daha fazla

acilardaki torsiyon isleminin ozellikle fertilite lizerinde olumsuz bir etkiye sahip
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oldugu belirtilmistir. Bu calismada klinikte en fazla karsilasilan tiirin torsiyon
olmas1 ve I/R hasari i¢in de olabilecek en uygun modelin olmasi sebebiyle torsiyon
islemi sol testise uygulanmis ve testikiiler hasarlanma icin gerekli olan torsiyon

derecesi literatiir lizerinde de bildirilen 720° olarak secilmistir.

Iskemi reperfiizyon siirecinde TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi inflamatuar sitokinlerin
serbestlesmesi, notrofil infiltrasyonu, siiper oksit anyonu gibi oksijen radikallerinde
artis ve zar lipidlerinin serbest radikallerle yiikseltgenmesi sonucunda olusan lipit
peroksitinin, hiicresel o6zellikli yapilarda hasar olusturdugu yapilan c¢alismalarla
bildirilmistir (74, 116-118). Ozellikle torsiyon islemi ile birlikte meydana gelen
oksidatif hasarin detorsiyon islemi sonrasinda testis dokusu iizerinde oksidatif bir
stres olusturmasi ve bu stresin de spermatozoonlarin islevlerini olumsuz yonde
etkileyerek sperm fonksiyonlarim1 zayiflatmasi; oksidatif stresin testis dokusu
tizerindeki etkilerini agikca gostermektedir (119). Yapilan c¢ok sayidaki gesitli
caligmalar; 16kosit temelli beyaz kan hiicrelerinin ve makrofaj ve IL-1[ gibi biyoaktif
maddelerin orsitin (testislerin enfekte olmasi) olugsmasinda ve ilerlemesinde 6nemli
rol oynadigin1 gostermistir (120, 121). TTD hasar1 sonrasinda testis dokusunda
inflamasyonun belirgin bir sekilde arttigi, testikiiler torsiyon/detorsiyon yapilan

gruplarda artan TNF-a ve IL-6 diizeyleri ile de gosterilmistir (104).

Inflamatuar hastaliklar da dahil olmak iizere testis dokusunun herhangi bir patolojik
durumu; testislerin fonksiyonlarini olumsuz yonde etkiledigi gibi testislerde meydana
gelen steroidogenezi ve spermatogenezi de olumsuz yonde etkileyerek hem sperm
sayisint hem de spermlerin kalitesini azaltir ve bdylelikle fertiliteyi bozarak erkek

kisirligi olarak da bilinen varikosel Cizelgesunu karsimiza ¢ikartir (122-124).

Salgilayict ve proinflamatuar bir madde olan Prokineticin-2 yiiksek bir diizeyde
primer spermatositlerde eksprese edilerek iireme, ndrogenez, anjiyogenez, hiicre
gdcti, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz gibi biyolojik siiregler, inflamasyon sonucunda
olusan iltithabi durumlar ve immiin yanitlarda énemli 6l¢iide rol oynadigi yapilan
calismalarla dogrulanmustir (100, 125). Iskemi sonrasi testikiiler dokuda olusan ROS
(reaktif oksijen iriinleri), azalan SOD diizeyleri ve artan MDA aktivitesi

sonucunda; bu antioksidanlar arasinda meydana gelen dengesizlikten dogan oksidatif
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stres; sperm sayisini, sperm kalitesini azaltarak ve spermlerin motilitesini bozarak
fertilizasyonu olumsuz yonde etkilemekte ve kisirliga yol agtmaktadir (126).
Varikoselin patogenezinde var olan TNF-a, IL-la, IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin artis gosterdigi ve bu artisin neden oldugu oksidatif stres varliginda
Prokineticin-2’nin; apoptotik sinyalin alinmasindan sonraki (proapoptotik) siirecte
onemli derecede rol oynadig1 gosterilmistir. Bu 6zelliginden dolay1r da modiilator ve
potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi ve varikosele karsi yeni bir bakis agisinin
gelistirilmesinde, anti-inflamatuar siireclerde ve terapotik hedeflerin belirlenmesinde

yardimci olabilecegi yine ¢alismalarla dogrulanmistir (127, 128).

Yapilan literatlir taramasi sonucunda testis iltthab1 olarak da bilinen orsitin
patogenezinde, varikoselde oldugu gibi; proinflamatuar sitokin dengesizligi, apoptoz,
ROS ve antioksidan maddeler arasinda meydana gelen dengesizlik ve Prokineticin-
2’nin rol oynadigi bulunmus ve Chen ve ark. (129) tarafindan yapilan bir ¢alismada
Prokineticin-2’nin  ¢oklu proinflamatuar etkiler —gdstererek inflamasyonun
diizenlenmesinde ve gelismesinde oOnemli rol oynadigt ve bu 06zelligini
lipopolisakkarit (LPS) kaynakli inflamasyonda da gosterdigi bulunmustur (130-132).
Kardiyomiyositlerde hipoksi/reoksijenizasyonun tetikledigi hasara karsi PROK2
tedavisinin hiicrelerde oksidatif stresi ve apoptozisi baskilayarak hiicreleri hasara
kars1 korudugu gosterilmistir (133). Buna karsilik E. coli kaynakli orsitlerin PROK2
antagonisti ile tedavi edilmesi sonucunda testis dokusunda inflamasyonun 6nemli
Olgiide azaldigi da literatiirde belirtilmistir (134). Moschetti ve arkadaslar1 (135),
bortezomib enjeksiyonu ile periferik ndropati olusturduklari sicanlari Prokineticin
reseptOr antagonisti uygulayarak 14 giin boyunca tedavi etmisler ve PROK2
aktivasyonun bloke edilmesinin periferik sinirlerde inflamasyonu azalttigini ifade

etmislerdir.

PROK2’nin in vitro serebral iskemi ve iskemik modellerde de ERK1/2 ve Akt
transdiiksiyon yolaklarinin aktivasyonu yoluyla endojen bir nodroprotektif faktor
olarak gorev yapabilecegini gosterilmistir (136). Bir bagka caligmada ise tam tersi
bulgular elde edilmis ve PROK2’nin serebral iskemide enfarkt hacmini ve

inflamasyonu arttirdig1 ortaya koyulmustur (137).
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Literatiirde PROK2’nin inflamasyon ve oksidatif stres lizerine etkilerini inceleyen
calismalar oldukc¢a sinirlidir. Calismalardan elde edilen sonuglar da oldukca farklilik
gostermektedir. Bu ¢alismada torsiyon sirasinda ve detorsiyon baglangicinda tek doz
PROK2 tedavisinin testis dokusunda meydana gelen torsiyon/detorsiyon hasarini
hafiflettigini gézlemledik. PROK2 ile tedavi ettigimiz her iki grupta da TNF-o ve IL-
6 seviyelerinde belirgin bir azalisa meydana getirerek inflamasyonu hafifletmisti.
Ayrica ¢alismamiz PROK2’nin iskemik hasar sonrasi ortaya ¢ikan oksidatif stres
tizerine de olumlu etkilerini ortaya koymaktadir. PROK2 ile tedavi ettigimiz

sicanlarda oksidatif stres parametrelerinde belirgin bir iyilesme tespit ettik.

Erkek iireme sistemi {izerinde 6nemli rolleri oldugu diisiiniilen PROK2’nin serum
testosteron seviyeleri lizerine etkisi de ¢ok az c¢alismada degerlendirilmistir.
Intraserebroventrikiiler olarak uygulanan PROK2’nin siganlarda hipotalamus-
hipofiz-testis aksin1 uyararak serum testosteron seviyesini arttirdigi belirtilmistir
(138). Ergenlik ¢agina girmemis, koku duyusu olmayan, testosteron ve gonadotropin
seviyeleri diigiik bir bireyde PROK2 reseptor geninde mutasyon tespit edilmistir. Bu
calisma da gosteriyor ki PROK2 reseptor geninde meydana gelebilecek bir mutasyon
ya da PROK?2 ifade seviyesindeki azalma bireyler serum testosteron seviyelerini
etkilemektedir (139).

PROK2 tedavisinin iskemik hasar sonrast1 dokudaki etkilerini histolojik ve
immiinohistokimyasal analizler ile degerlendiren detayli bir ¢alismaya rastlanilmada.
Intraserebroventrikiiler uygulanan PROK2 nin sperm konsantrasyonu iizerinde bir
degisiklige neden olmazken testis dokusunda seminifer epitel kalinliginda artisa
neden oldugu gosterilmistir (138). Calismamiz, testikiiler torsiyon/detorsiyon
hasarinda PROK?2 tedavisinin testis dokusundaki degisiklikleri histopatolojik ve
histomorfometrik analizlerle detayli bir sekilde degerlendiren ilk g¢alisma olmasi
acisindan oldukc¢a 6nemlidir. PROK2 tedavisinin seminifer tiibiil epitel kalinlig1 ve
tiibiil ¢ap1 tlizerine etkileri degerlendirildiginde hem seminifer tiibiil ¢apinda hem de
epitel kalinliginda bir artis meydana getirmistir. TTD grubunda yogun bir hemoraji
goriilitken PROK2  tedavisinin  hemorajiyi de azalttigi  belirlenmistir.
Torsiyon/detorsiyon hasarinin siddetinin gruplar arasindaki farkliliklar1 Johnsen’s

skorlamas1 ile degerlendirildi. PROK2 tedavi ile gruplarda hasar siddetinde de
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belirgin  bir  iyilesme  sagladigt  tespit edildi. Ayrica  g¢aligmamiz,
immiiniihistokimyasal analizlerle daha da detaylandirildi. Spermatogonia hiicrelerine
spesifik  antikorlar  kullanilarak  yapilan immiiniihistokimyasal analizlerde
spermatogonia sayisi, spermatogonialarin tiibiil ¢apt ve spermatogonia sayisinin
tiibiil ¢apina oranin1 degerlendirildi. Testikiiler torsiyon/detorsiyon hasarinda azalan
spermatogonia sayisinn PROK2 tedavisi ile arttig1 goriildii. Elde ettigimiz tim bu
sonuglar, PROK2’nin testikiiler torsiyon/detorsiyon hasarinin iyilestirilmesinde

onemli roller oynayabilecegini diisiindiirmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Literatiirde PROK2’nin fizyolojik etkilerini inceleyen ¢alismalarda ¢ok farkl
sonuclarin ortaya konuldugu goriildii. PROK2’nin I/R hasar1 iizerine etkilerini
degerlendiren ¢ok az c¢alisma yer almaktaydi. Bu tez ¢alismasi, testikiiler
torsiyon/detorsiyon hasarinda PROK2’nin oksidatif stres, inflamasyon ve testis
morfolojisi lizerine etkilerini detayli bir sekilde inceleyen ilk c¢alisma olmasi
acisindan onemlidir. Literatiirde yer alan ¢aligmalarda hem oksidatif stres hem de
inflamasyon siireclerinde PROK2’nin etkileri ile ilgili ortaya konulan bulgular
oldukga celiskilidir. Bu nedenle de bu anlamda ¢ok daha fazla calisma yaparak
PROK2’nin etkilerinin ¢ok daha net bir sekilde ortaya koyulmasi gerektigini
disiinmekteyiz.  Calismamizin ~ sonuglar1  PROK2’nin  antioksidatif  ve
antiinflamatuvar 0Ozellikler gostererek torsiyon/detorsiyon hasarini 1iyilestirmede
onemli bir terapdtik ajan olabilecegini diisiindlirmektedir. Sonuglarimizin bu
anlamda yapilacak bircok yeni ¢aligma i¢in 6nemli bir kaynak olacagi ve katki
saglayacagi stiphesizdir. Farkli iskemi/reperfiizyon hasarlarinda ve toksik maddelerin
dokularda meydana getirdigi hasarlarda PROK2’nin olas1 koruyucu etkileri mutlaka
yeni caligmalarla ortaya koyulmalidir. Siiphesiz ki literatiirde énemli rolleri oldugu
belirtilen ve yeni bir peptid olan PROK2’nin etkilerinin detayli bir sekilde
sunulabilmesi icin bu konuda yapilacak ¢ok daha fazla caligmaya gerek

duyulmaktadir.
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Etkilerinin Incelenmesi " bashkli Yiiksek Lisans projeniz 28.03.2023 tarihinde yapilan etik kurul
toplantisinda amag, gerekge ve uygulamayla ilgili olarak Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesine
gore incelenmis olup, etik agidan uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir. Bilgilerini rica ederim.

Prof. Dr. Mehmet OZDEMIR
Kurul Bagkani

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmstir.
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e-Posta: iletisim@karabuk edu.tr  Internet Adresi: http://www karabuk edu.tr
Kep Adresi: karabukuniversitesi@hs01 kep.tr
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OZGECMIS

[layda ATAY ilk, orta ve lise’yi Karabiik’te derecelikle bitirdi. 2015-2017 yillari
arasinda Baskent Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulundan *Yiiksek
Onur” derecesiyle mezun oldu. Ardindan 2018-2021 yillar1 arasinda Karabiik
Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Fizyoterapi ve Rehabilitasyon bdliimiinii de
“Yiiksek Onur’’ derecesiyle tamamladiktan sonra Karabiik Universitesi Lisansiistii
Egitim Enstitiisii Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans egitimine

basladi.
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