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Ozellikle perinatal ve pubertal donemlerde sik karsilasilan klinik bir durum olan
testikiiler torsiyon, testis dokusunda hasara ve infertilitiye neden olabilmektedir.
Iskemik hasara kars1 oldukca dayaniksiz olan testis dokusunda hasar en aza indirmek
icin erken tani ve miidahale O6nem arz etmektedir. Phoenixin (PNX), iireme
fonksiyonlarinda rol oynadig1 bilinen bir peptittir. Hem merkezi olarak hipotalamus’ta
ve nucleus arcuatus’ta hem de periferik olarak kardiyak ve gastrointestinal dokularda
eksprese edilen PNX, gonadotropin salgilatici hormon araciligiyla iireme
hormonlarinin salgisin1 diizenlemektedir. Bu c¢alismanin amaci; PNX’in testis
dokusundaki oksidatif hasar, inflamatuvar yanit ve serum testosteron seviyesi iizerine
etkileri incelenmesidir. Ayrica testis dokularinda meydana gelebilecek histopatolojik
degisikler iizerine PNX’in etkilerinin seminifer tiibiil capi, epitel kalinligi, bazal

membran kalinlig1 gibi histopatolojik 6zelliklerin de incelenmesi amaglanmistir.



Calismada, 48 adet erkek si¢an kullanildi ve siganlar 4 gruba (Sham, TTD,
TT+PNX+TD, TTD+PNX) (n=12) ayrildi. Sham grubundaki si¢anlara sham testis
torsiyon detorsiyon cerrahisi uygulanirken diger ii¢ gruptaki si¢anlara testis torsiyon
detorsiyon cerrahisi uygulanacaktir. TT+PNX TD grubundaki siganlara torsiyonun 90.
dakikasinda, TTD+PNX grubundakilere de detorsiyon baslangicinda tek doz
intraperitonel PNX (50 pg/kg) uygulandi. Sham ve TTD gruplarindaki siganlara
herhangi bir enjeksiyon uygulanmadi. Detorsiyondan 24 saat sonra tiim gruplardaki
sicanlar dekapite edilerek kan ve testis dokusu Ornekleri alindi. Alman kan
orneklerinden serum testosteron seviyeleri ELISA yontemiyle belirlendi. Doku
orneklerin oksidatif hasar1 belirlemek i¢in SOD, MDA, TAS ve TOS diizeyleri;
inflamatuvar hasar1 belirlemek i¢in ise TNF-a ve IL-6 diizeyleri belirlendi. Ayrica
testis dokusunda iskemi sonrasi meydana gelebilecek histopatolojik degisiklikler rutin
Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yontemiyle ve immiinohistokimyasal yontemler
ile incelendi. Immiinohistokimyasal analizler kapsaminda spermatogonyum kok
hiicreleri, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri spesifik antikorlarla boyanip hiicre sayimi1

yapildi ve gruplar arasinda karsilagtirilda.

TTD grubunda testis dokusunda SOD enzim aktivitesi ve TAS seviyesinin sham
grubuna gore belirgin derecede azalmis oldugu goriildii (p<0.05). Bunun yani sira
testis dokusunda torsiyon detorsiyon hasarina bagli olarak MDA, TOS, TNF-a ve IL-
6 seviyelerinde belirgin bir artig goriildi (p<0.05). PNX uygulanan gruplarda ise
uygulama zamanindan bagimsiz olarak SOD enzim aktivitesi ve TAS seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (p<0.05). Diger taraftan PNX
uygulamasinin torsiyon detorsiyon hasarina bagl olarak artan MDA, TOS, TNF-a ve
IL-6 seviyelerinde azalim meydana getirdigi tespit edildi (p<0.05). Yapilan
histomorfolik analizler sonucunda PNX uygulanan gruplarda seminifer tiibiil ¢ap1 ve
epitel kalinligt TTD grubuna gore anlamli derecede artmis bulunurken (p<0,05) sham
grubuna gore benzer bulundu (p>0,05). Spermatogonia sayisi TTD grubunda sham
grubuna gore anlamli derecede azalmis bulundu (p<0,05). PNX uygulanan gruplarda
ise TTD grubuna gore artis gozlenirken (p<0,05), sham grubuna gére benzer bulundu
(p>0,05). Spermatogonia sayimi yapilan tiibiillerin ¢ap Olgtimleri de daha onceki
seminifer tiibiil dl¢limlerinde oldugu gibi TTD grubunda diger gruplara gore azalmis

bulundu (p<0,05).



Bu calisma sonucunda, PNX uygulamasinin testis dokusunu torsiyon detorsiyon

hasarina kars1 koruyucu bir etki gdsterdigi belirlendi.
Anahtar Kelimeler: Testis, torsiyon/detorsiyon, Phoenixin, oksidatif stres,

histopatoloji
Bilim Kodu : 1005
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Testicular torsion, which is a common clinical condition especially in perinatal and
pubertal periods, can cause damage to testicular tissue and infertility. Early diagnosis
and intervention are important to minimize the damage to the testicular tissue, which
is highly vulnerable to ischemic damage. Phoenixin (PNX) is a peptide known to play
a role in reproductive functions. Expressed both centrally in the hypothalamus and
nucleus arcuatus and peripherally in cardiac and gastrointestinal tissues, PNX
regulates the secretion of reproductive hormones through gonadotropin-releasing
hormone. The aim of this study; The effect of PNX on oxidative damage, inflammatory
response and serum testosterone level in testicular tissue. In addition, it is aimed to
examine the effects of PNX on histopathological changes that may occur in testicular
tissues and histopathological features such as seminiferous tubule diameter, epithelial

thickness, basement membrane thickness.
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In the study, 48 male rats were used and the rats were divided into 4 groups (Sham,
TTD, TT+PNX+TD, TTD+PNX) (n=12). While sham testicular torsion detorsion
surgery will be applied to the rats in the sham group, testicular torsion detorsion
surgery will be applied to the rats in the other three groups. A single dose of
intraperitoneal PNX (50 pg/kg) was administered to rats in the TT+PNX TD group at
the 90th minute of torsion, and at the beginning of detorsion to those in the TTD+PNX
group. The rats in the Sham and TTD groups did not receive any injections. After 24
hours of detorsion, rats in all groups were decapitated and blood and testicular tissue
samples were taken. Serum testosterone levels from blood samples were determined
by ELISA method. SOD, MDA, TAS and TOS levels of tissue samples to determine
oxidative damage; TNF-a and IL-6 levels were determined to determine inflammatory
damage. In addition, histopathological changes that may occur in testicular tissue after
ischemia were examined with routine Periodic Acid Schiff (PAS) staining method and
immunohistochemical methods. Within the scope of immunohistochemical analysis,
spermatogonium stem cells, Sertoli cells, Leydig cells were stained with specific

antibodies, cell counts were made and compared between groups.

It was observed that SOD enzyme activity and TAS level in testicular tissue were
significantly decreased in the TTD group compared to the sham group (p<0.05). In
addition, a significant increase was observed in MDA, TOS, TNF-a and IL-6 levels
due to torsion detorsion damage in testicular tissue (p<0.05). A statistically significant
increase in SOD enzyme activity and TAS levels was determined in the PNX-treated
groups, independent of the time of application (p<0.05). On the other hand, it was
determined that PNX application caused a decrease in MDA, TOS, TNF-o and IL-6
levels, which increased due to torsion detorsion damage (p<0.05). As a result of
histomorpholic analysis, seminiferous tubule diameter and epithelial thickness were
found to be significantly increased in the PNX-treated groups compared to the TTD
group (p<0.05), while they were found to be similar compared to the sham group
(p>0.05). The number of spermatogonia was found to be significantly decreased in the
TTD group compared to the sham group (p<0.05). While an increase was observed in
the PNX applied groups compared to the TTD group (p<0.05), it was found to be
similar compared to the sham group (p>0.05). The diameter measurements of the

tubules in which spermatogonia were counted were also found to be decreased in the
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TTD group compared to the other groups, as in the previous seminiferous tubule
measurements (p<0.05).

As a result of this study, it was determined that PN X application had a protective effect

on testicular tissue against torsion detorsion damage.

Keywords  : Testis, torsion/detorsion, Phoenixin, oxidative stress, histopathology
Science Code : 1005
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BOLUM 1

GIRIS

Testis torsiyonu; funiculus spermaticus’un kendi etrafinda donmesi sonucu testis ve
etrafindaki yapilarin kan akiginin bozulmasina ve testis dokusunda iskemik hasara
neden olabilen akut seyirli iirolojik durumdur (1, 2). En sik olarak yenidogan
doneminde ortaya c¢ikan bu klinik durum, her yas grubunda da meydana
gelebilmektedir. Erken tam1 koyulmadigi ve miidahale edilmedigi siirece testis
dokusunda nekroza neden olabilen bu durum, testiste fonksiyon kaybina ve
infertiliteye yol acar. Bu nedenle de acil iirolojik cerrahi gerektiren 6nemli bir klinik
sorundur (3). Her ne kadar torsiyonun siiresi ortaya ¢ikacak hasar agisindan 6nemli
olsa da torsiyonun derecesi de bir o kadar dnem arz etmektedir. Artan torsiyon
derecesinin gonadlarin canliligini azalttigini belirtilmistir. Torsiyon derecesi 360°’den
fazla olan vakalarda, a. testicularis’te tamamen bir tikanma ortaya ¢ikmakta ve buna
bagli olarak da testis dokusunda cok kisa bir siire igerisinde nekroz meydana
gelmektedir (4) . Testis dokusunda leydig hiicreleri ile karsilastirildiginda seminifer
tiibiil germinal epitel hiicrelerinin iskemiye karsi ¢ok daha dayaniksiz oldugu
bilinmektedir. Spermatogenetik seri hiicreleri ve sertoli hiicreleri 6 saat sonunda
kaybedilirken, leydig hiicreleri 10 saatin sonunda yok olmaktadir (5). Testis torsiyonu
kadar sonrasinda meydana gelecek detorsiyon siireci de hiicrelerde hasara yol
acmaktadir. Detorsiyon ile testis dokusuna tekrar kan akisinin saglanmasinin
(reperflizyon), dokuda serbest oksijen radikallerinin artmasina ve bunun sonucunda da

hiicresel hasara neden oldugu bilinmektedir (6).

Phoneixin (PNX), 2013 yilinda Yostan ve arkadaslari tarafindan Insan Genomu
Raporu verilerine dayal1 biyoinformatik bir algoritma ile kesfedilmis bir ndropeptittir
(7) . 20 amino asitten olusan bir peptit olan PNX’in en yaygin izoformlar1 14 ve 20

amino asitten olusan peptitler olup memelilerde birgok biyolojik role sahiptirler. PNX



tim biyolojik rollerini GPR173 (G-Protein Coupled Receptor 173) adi verilen

reseptoriinii aktive ederek gostermektedir (7-9).

PNX’in ortaya cikarilan ilk biyolojik etkisi disi lireme siireclerinde modiilator olarak
rol oynamasiydi. Hem merkezi olarak hipotalamus’ta ve nucleus arcuatus’ta hem de
periferik olarak kardiyak ve gastrointestinal dokularda eksprese edilen PNX,
gonadotropin salgilatict hormon araciligiyla iireme hormonlarinin salgisini
diizenlemektedir (10). Memelilerde PNX'in GnRH aracili LH salinimi, gelisen
yumurtalik folikiillerinde graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ve 0Ostradiol
tiretiminde rolii oldugu bildirilmistir (11). Yiiksek LH ve progesteron seviyeleri ile
iligkili olan PCOS disilerinde PNX seviyelerinin 6nemli 6l¢lide artmis oldugu
gozlenmistir (12). Bunun yani sira PNX davranig, hafiza, duyusal siiregler, sivi
homeostazi, gida alim1 ve glukozun yani sira lipit metabolizmasinda da rol oynadigi
gosterilmistir. PNX'in gonadotropinlerin ve steroid hormonlarinin salgilanmasini
destekledigi agiktir (13). PNX’in iskemik dokulardaki etkisi mikroglia hiicrelerinde
yapilan bir calismada gosterilmistir. Caligmanin  sonuglarima gére PNX’in
sitotoksisiteye bagli iskemi/reperflizyon hasarini inhibe ettigi bildirilmistir (14).
Bununla birlikte, PNX'in roliinii karakterize etmek ve PNX'in ve reseptor(ler)inin
insan hastaliklarindaki terapotik potansiyelini agiklamak icin daha fazla calismaya
ithtiyac vardir. Mevcut arastirmalar PNX'in pleiotropik etkilerini gdsterse de, PNX'in

in vivo kosullarda, 6zellikle insanlarda roliinii dogrulayan ¢alismalar hala eksiktir.

Bu caligmada testis torsiyon/detorsiyon modeli olusturulan prepubertal sicanlarda
intraperitoneal olarak uygulanan PNX’in, testis dokusundaki oksidatif hasar ve
inflamatuvar yanit iizerine etkileri incelendi. Bunun yani sira lireme sistemi iizerine
onemli etkileri oldugu bilinen bu peptidin, testis dokularinda meydana gelebilecek
histopatolojik degisikler tizerine etkileri de degerlendirildi. Caligmadan elde edilecek
veriler dogrultusunda PNX’in torsiyon/detorsiyon hasarina karsi iireme fonksiyonlari

tizerine olan etkileri aciklanmaya ¢alisildi.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. TESTiIS ANATOMISI

Erkekler iireme hiicresi olan spermiumlarin tiretildigi organ olan testisler, sagli sollu
bir ¢ift olup scrotum denilen bir torba igerisinde yer almaktadirlar (Sekil 2.1) (15).
Testisler oval sekillidirler ve scrotum igerisinde tist u¢lar1 anterolaterale, alt uglari ise
anteromediale bakacak sekilde oblik pozisyonda bulunmaktadirlar (16, 17). intrauterin
donemde karin boslugu icerisinde, periton ile fascia transversalis arasinda gelisirler.
Fetiisiin 12. Haftasinda canalis inguinalis’e gelen testisler, 28. Haftada canalis
inguinalis’ten gegip, 32. Haftada scrotum’a ulasmaktadir. Testislerin scrotum’a tam

olarak inmesi 35. Haftada tamamlanmaktadir (18, 19).

Sekil 2.1. Testis’lerin scrotum igerisindeki konumu (20).

Testislerin facies medialis ve facies lateralis denilen iki yiizii, margo anterior ve margo
posterior denilen iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior denilen iki de

uglar bulunmaktadir (Sekil 2.2) (21). Ust uglarna tutunan kiigiik yassi1 kistik yap1



appendix testis adin1 almaktadir (18). Bu yap1 Miiller kanalinin iist ucunun kalintisi
olup, kadinlarda tuba uterina, cervix uteri ve vagina’nin 2/3’tik iist kismina karsilik
gelmektedir (22). Testis’lerin margo posterior’unun dis kismi boyunca uzanan
epididymis, spermiumlarin iletilmesini ve depo edilmesini saglamaktadir (23).
Epididymis, testis’i ductus deferens’e baglayan bir kanal sistemidir (24). Testis’lerin
margo anterior’lari, her iki yiizii ve uglar1 peritoneum viscerale (epiorchium) ile sarilt
iken margo posterior’larinin sadece dis kismi periton ile ortiilidiir (25) . Testis’lerim
margo anterior’larinin peritonsuz medial kisimilarina ise epididymis yerlesir ve
buradan funiculus spermaticus, testisin damar—sinir paketi ve kanal sistemleri
gecmektedir (26). Testis’in  margo posterior’u ile corpus epididimis arasinda kalan
bosluga sinus epididymis denilmektedir (Sekil 2.2) (27).

Sinus epididymis

Margo

Margo anterior

posterior

Facies lateralis

Sekil 2.2. Testis ve epididymis (28).

Yenidoganlarda 16x14 mm boyutlarinda olan testisler, puberteye ulasincaya kadar

yavas bir sekilde biiyiir. Puberteden sonra biiylime hiz1 artarak 12 yas civarinda uzun

ekseni yaklasik 3-4 cm’ye, 16 yas civarinda ise 6 cm’ye ulasir (29).



2.2. TESTiS’IN KATMANLARI

Testis’ler distan i¢e dogru; tunica vaginalis testis, tunica albuginea ve tunica vasculosa
olmak iizere {i¢ yap1 tarafindan sarilmistir. Testis’leri saran peritoneal bir tabaka olan
tunica vaginalis testis, processus vaginalis’in kalintisidir. Bu tabakanin lamina
visceralis (epiorchium) ve lamina parietalis (periorchium) olmak {izere iki tabakasi
bulunmaktadir (Sekil 2.3). Testis’lerin 6n kenarin1 ve her iki yiizlerini orten lamina
visceralis, arka kenarinda lamina parietalis ile devam eder. Lamina parietalis ise fascia
spermatica interna ile bitisik olup testis’lerin alt uc¢larindan iist kismina dogru
funiculus spermaticus’u da igine alacak sekilde uzanir (30). iki tabaka arasinda cavum
serosum testis denilen potansiyel bir serdz bosluk bulunur ve bu bosluk testis’lerin

rahat bir sekilde hareket etmesine olanak saglar.

Tunica albuginea, sert ve kalin bir fibroz tabakadir. Mavimsi-beyaz renkte olan bu
tabakanin genisleme ve elastikiyet 6zelligi olmayip testis’lerin esas biitiinliiglinii
saglamaktadir. Tunica vaginalis testis’in lamina visceralis’inin hemen altinda yer alan
bu tabaka, arka kenarlarindan testis’lere girerek testis igerisinde mediastinum testis
(Corpus higmore) denilen vertikal bir bolme olusturur (Sekil 2.3. Bu kisimdan ayrica

testis’lerin damar ve sinirleri ile ductus deferentis’ler girpi ¢ikarlar) (31, 32).

Septula testis

Tunica albuginea

Tunica vaginalis

(Lamina visceralis)

Tunica vaginalis
(Lamina parietalis)

Mediastinum testis

Sekil 2.3. Testis’in katmanlar (20).



Mediastinum testis’in 6n ve yan kisimlarindan septula testis denilen bolmeler ayrilir.
Bu bolmeler, testis dokusunu 200-300 adet piramit sekilli lopguklara (lobuli testis)
boler. Her bir lopguk igerisinde tubuli seminiferi contorti denilen kivrimli kanalciklar
bulunur. Her bir lopcukta 1-4 adet bulunan tubuli seminiferi contorti’lerin testis
icerindeki yaklasik sayist 400-600 kadardir (33). Tubuli seminiferi contorti’ler
mediastinum testis’e yaklasirken birbirleri ile birlesir ve diiz kanalciklara doniistirler.
Yaklasik 25 adet olan bu diiz kanalciklara tubuli seminiferi recti ad1 verilmektedir.
Tubuli seminiferi recti’ler ise mediastinum testis icerine girerek birbirleriyle
anastomoz yapar ve rete testis (Haller ag1) denilen ag1 meydana getirirler (Sekil 2.4).
Testis’lerin lopguklart igerisinde liretilen spermium’lar bu agdan ductuli efferentes

testis denilen kanallara gegerek epididymis’e taginir (34).

Rete testis

Tubuli seminiferi
contorti

Tubuli seminiferi
recti

Sekil 2.4. Testis’in i¢ yapist (20).

Capsula testis’in en i¢ kismini olusturan tunica vasculosa, areolar bag doku igerisine
yerlesmis, damar pleksuslarindan olusan tabakadir. Tunica albuginea tabakasinin i¢
ylziine doseyen bu ince tabaka, septula testis’lerin de i¢ yiizlinii sarmasi nedeniyle

testis lopguklarinin ¢evresinde bir katman olusturmaktadir (35).

2.3. TESTiS’LERIN HISTOLOJIiSi

Septula testis’ler araciligiyla lopguklara ayrilan testis dokusunun her bir lopgugu
icerisinde kan ve lenf damarlari, sinirler ve testosteron salgilanmasindan sorumlu

Leydig hiicrelerinin de bulundugu bag dokusu ve sperm iiretiminde rol oynayan



seminifer tiibiiller bulunmaktadir (36, 37). Sperm iiretimi yapan hiicreleri sayesinde
ekzokrin fonksiyon gosterirken ayni zamanda testosteron hormonu salgilayan testis’ler
endokrin fonksiyona da sahiptirler. Puberteden itibaren salgilanmaya baslayan
testosteron hormonu, sperm iiretiminin baslamasina ve ikincil seks karakterlerinin

gelismesini saglamaktadir (38).

Seminifer tiibiiller, testis’lerin hem yapisal hem de fonksiyonel birimi olup testis
dokusunun biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Seminifer epitel dokusu veya germinal
epitel ile doseli olan bu yapilar arasinda kalan alanin biiyiik kism1 Leydig hiicreleri
tarafindan doldurulmustur. Leydig hiicrelerinin yani sira kan ve lenf damarlan ile

makrofajlar da seminifer tiibiiller arasindaki boslukta yer almaktadir (37).

Spermatogenez olayimin meydana geldigi seminifer tiibiiller cok katli seminifer epitel
dokudan olusmaktadir. Bazal lamina {izerine oturan seminifer epitel ile bazal lamina
arasinda sertoli hiicreleri ve spermatojenik hiicreler bulunmaktadir (39). Destek
hiicreler olan sertoli hiicreleri, spermatojenik hiicreleri sararak aralarindaki boslugu
doldurmaktadir. Puberteden sonra c¢ogalma o&zelligi gosteremeyen bu hiicreler,
sperminifer epitel boyunca epitel boyunca birbirleriyle siki baglant1 halindedirler ve
bu baglantilari kan-testis bariyerinin de temelini olusturmaktadir (36). Spermatojenik
hiicrelerin korunmasini, desteklenmesini ve beslenmesini saglayan Sertoli hiicreleri,
spermiyogenez siirecinde de spermatid plazmasindaki atiklari, dejenere hiicreleri

fagosite eder (37).

Sertoli hiicreleri arasinda yer alan ve sperm iiretiminden sorumlu olan spermatojenik
hiicreler, bazal laminadan hiicre liimenine dogru spermatogonyum, spermatosit,
spermatid ve spermatozoa olarak dizilmislerdir (40). Olgunlasmamis bir
spermatojenik hiicre olan spermatogonyum, puberteden sonra testosteron hormonunun
etkisiyle hiicre dongiistine girer. Koyu tip A, acik tip A ve ip B olmak iizere ii¢ tip
spermatogonyum hiicresi bulunmaktadir (36). Tip B spermatogonyum hiicresi mitoz
boliinme sonucu primer spermatositi meydana getirmektedir. Primer spermatosit de
bir mayoz boliinme gecirir ve bunun sonucunda da iki sekonder spermatosit olusur.
Daha sonra sekonder spermatosit de mayoz boliinme gegirerek spermatid hiicrelerini

olusturur. Bu ikinci mayoz boliinme sonucu meydana gelen spermatidler, hiicre



morfolojilerinde meydana degisiklikler sonucunda spermatozoa hiicrelerine doniisiir.
Mitoz ve mayoz bdliinmeler sonucu olgun spermatoza’larin olustugu bu biyolojik
stire¢ spermatogenez olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.5) (39).
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Sekil 2.5. Spermatogenez siireci (41).

2.4, TESTISLER’IN ARTER VE VENLERI

Testis’leri baslica aorta abdominalis’in dali olan a. testicularis’ler beslemektedir.
Ayrica a. cremasterica, a. ductus deferentis ve a. pudenda externa’lar da testis’lerin
beslenmesine katki saglamaktadir. L2-1.3 seviyesinde aorta abdominalis’ten ayrilan ve
sagli sollu birer tane olan a. testicularis’ler testis’lerin beslenmesinin yaklagik 2/3 {inii
saglamaktadir. Her iki tarafta n. genitofemoralis, a. iliaca interna ve {ireterlerin
yilizeyelinde, m. psoas major’lin de on yliziinden asagida-disa dogru ilerleyerek
pelvis’e gelirler (42, 43). A. testicularis sinistra, posteriordan colon descendens, a.
colica sinistra ve v. mesenterica inferior’u gegerek pelvise ulasir. A. testicularis dextra
ise a. ileocolica ve a.colica media’nin arkasindan, ilium’un alt-arka kismindan ve v.
cava inferior’'un da oniinden geger. Her ikisi de aymi tarafli anulus inguinalis
profundus’dan gegerek funiculus spermaticus igindeki yerini alip, canalis
inguinalis’ten scrotum igine kadar devam ederek mesorchium’dan testis’e girer. Her

bir a. testicularis, testis’lerin margo posterior’undan ipsilateral olarak mediastinum



testis’e, buradan da tunica vasculosa tabakasina girip lobuli testis’leri besleyen iki

terminal dallara ayrilir (44, 45).

Testis’ten ¢ikan birkag kii¢iik ven ile epididymis’ten gelen venoz dallar arasinda
meydana gelen anastomoz sonucu plexus pampiniformis denilen vendéz ag
olusmaktadir. Cogu zaman bu pleksus, anulus inguinalis profundus seviyesinde
birleserek sagli sollu v. testicularis’leri olusturur. Testis’in vedz drenajini saglayan bu
iki venden biri olan v. testicularis dextra, v. cava inferior’a dokiiliirken, v. testicularis

sinistra ise v. renalis sinistra’ya dokiiliir (Sekil 2.6) (46-50).

A. testicularis

A. ductus
deferentis
Plexus

pampiniformis

Sekil 2.6. Testis damarlari (51).

2.5. TESTiS TORSiYONU VE DETORSiYONU

2.5.1. Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

Funiculus spermaticus’un i¢indeki yapilarla birlikte kendi etrafinda donmesi sonucu

testis’lere giden kan akiminin bozulmasi ile karakterize klinik durum testis torsiyonu



olarak adlandirilmaktadr. ilk olarak 1800°1ii y1llarda Hunter tarafindan saptanan testis
torsiyonu, 1894 yilinda Lauenstein tarafindan smiflandirilmis olup ilk sematik ve

orijinal ¢izimler yayinlanmistir (52, 53).

Biitiin yas gruplarinda goriilebilen bu klinik durum, 6zellikle yenidogan déneminde ve
puberte Oncesi daha sik ortaya ¢cikmaktadir. Vakalarin geneline bakildiginda %65’ inin
puberte Oncesi bireylerden ve genellikle 13 yas grubundan olustugu gériilmektedir (54,
55). Testis torsiyonu ¢ogunlukla tek tarafli olarak goériilmekte ve 6zellikle sol testis’te

meydana gelmektedir (56).

Testis torsiyonun ortaya ¢ikmasinda ¢an tokmagi deformitesi (Bell clapper), inmemis
testis durumu, asir1 artmis testosteron diizeyi ve travmalar gibi bir ¢ok risk faktorii
bulunmaktadir (57). Ani bir sekilde baslayan testis agrisi ve siskinlik ile ortaya ¢ikan
testis torsiyonu acil miidahale gerektirmektedir. Tedavi duruma gore, manuel ya da
cerrahi olarak testis’lerin detorsiyon ile normal konumuna getirilmesidir. Manuel
tedavi ile testis normal konumuna getirilse bile ¢ok gegmeden cerrahi ile fiksasyon da
yapilmalidir. Klinik bulgularin ortaya ¢ikmasindan sonraki ilk 4 saat igerisinde
yapilacak olan tedavi oldukca 6nem arz etmektedir. Bu siire icerisinde tedavi edilen
testis’lerin endokrin ve ekzokrin fonksiyonlarinda meydana gelebilecek hasar biiyiik
oranda dnlemis olmaktadir. 10. saatten sonra vakalarin neredeyse yarisinda testis’lerde
fonksiyon kayiplar1 goriilmeye baslanirken 24 saat sonra yapilan miidahalelerde ise

vakalarin tamaminda kalic1 hasarlar ortaya ¢ikmaktadir (55).

Testis torsiyonu sonucu ortaya ¢ikan hasarda torsiyon siiresi ne kadar 6nemli ise
torsiyonun derecesi de bir o kadar onemlidir. Testis’in beslenmesini saglayan a.
testicularis’in kan akiminin tamamen bozulmasi ve testis dokusunda tam bir nekrozun
gerceklesmesi i¢in 720°’lik torsiyonun meydana gelmesi gerekmektedir. Vakalarin
cogunda 360-720°’1ik torsiyonlarin gerceklestigi goriilmektedir (58). Torsiyon sonucu
testis dokusunun korunmasinda kritik rol oynayan torsiyon siiresi ve derecesi testis’te

ortaya cikabilecek hasarin boyutlar1 hakkinda da bilgi vermektedir.
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2.5.2. Patofizyolojisi

Genellikle testis’lerin extremitas inferior’larin tunica vaginalis’e Yyeterince fikse
olmadigr ya da alt ucun genis tabanli olmadigi durumlarda testis’ler rahatlikla
funiculus spermaticus iizerinde donme egilimi gdstermektedirler. Bir travma ya da
fiziksel darbe sonucu ortaya ¢ikabilen bu durum kendiliginden de gelisebilmektedir
(59). Testis’lerin bu sekilde donmesi sonucu funiculus spermaticus igerisinden gegen
damar yapilar1 da (a. ve v. testicularis) obstriiksiyona ugrar. Bunun sonucunda testis
dokusunu gelen arteriyel kan akiminin azalmasi, vendz doniisiin engellenmesi dokuda
iskemige neden olmaktadir. Erken tedavi edilememesi durumunda bireyler

infertiliteye yol agmaktadir.

Ekstravaginal testis torsiyonu ve intravaginal testis torsiyonu olmak lizere iki tip
torsiyon tanimlanmustir (Sekil 2. 7). Daha nadir olarak goriilen ekstravaginal testis
torsiyonu vakalarin %10’unu olusturmaktadir. Prenatal (%72) ve postnatal (%28)
donemlerde ortaya c¢ikan bu torsiyon tipinin genellikle testis’lerin scrotum kesesine

indigi ancak scrotum’a fikse olmadan once ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (60).

Vakalarin  %90’m1 olusturan intravaginal testis torsiyonu, testis’lerin tunica
vaginalis’e yeterince fikse olamamasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Tunica vaginalis’e
yeterince fikse olamayan testis, scrotum kesesi i¢cinde enine bir sekilde durur ve bu
pozisyonunu da hareket yeteneginin artmasina neden olur. Bell clapper denilen ¢an
tokmag1 deformitesi intravaginal testis torsiyonun ortaya c¢ikmasindaki en yaygin
patolojidir. Funiculus spermaticus’un sol tarafta daha uzun olmasi nedeniyle sol

testis’te daha sik olarak goriilmektedir (61, 62).
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Sekil 2.7. Testis torsiyon tipleri (62).

Testis’lerde meydana gelen torsiyon testis dokusunda iskemik hasara neden
olmaktadir ve bu hasar1 ortadan kaldirmak i¢in yapilmasi gereken ilk miidahale
detorsiyon ile testis’lerin normal konumuna geri dondiiriilmesidir. Fakat detorsiyon

olayi da testis dokusunda reperfiizyon hasarina yol agmaktadir (6).

2.6. ISKEMI/REPERFUZYON HASARI

Dokulara gelen kan akiminin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan iskemi hasari, dokularin
yeterince  beslenememesine ve  olusan  metabolitlerin de  dokulardan
uzaklastirlamamasina neden olmaktadir (63). Iskemi sonucu hipoksiye maruz kalan
dokularda ciddi hasarlar meydana gelmektedir. Dokulara yetersiz kan akimi gelmesi
oksidatif fosforilasyonun azalmasina neden olur. Azalan adenozin trifosfat (ATP) da
fosfofruktokinazi uyararak anaerobik glikoliz ile glikojenden ATP sentezlenmesini
saglar (64). Hiicrede ATP miktarinin azalmasi aynit zamanda hiicre zarinda yer alan
Na'/K*/ATPaz pompasinin da islevini bozulmasina ve hiicre iginde iyon
dengesizligini olusmasina neden olmaktadir (65). Iyon seviyelerindeki bu degisim,
proinflamatuvar sitokinlerde artisa neden olur ve bunun sonucunda da
antiinflamatuvar sitokinler ve antioksidan enzimlerin iiretimi azalir (66). Iskemi
stiresince dokularda ATP iiretimi dursa da hiicre ATP kullanmaya devam eder.
ATP’den sirasiyla ADP (adenozin difosfat), AMP (adenozin monofosfat) ve son
olarak da adenozin elde edilir. Hiicre disina gegcen adenozin, hipoksantin’e doniisiir ve

iskemik dokularda biriken hipoksantin de ksantin dehidrogenaz’in ksantin oksidaz’a
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doniismesine neden olur. Reperfiizyon ile iskemik dokulara tekrar oksijen gelmesi ile
ksantin oksidaz araciligiyla hipoksantin ksantin’e, ksantin de iirik asite doniisiir. Bu
reaksiyon sirasinda oksijen alicis1 olarak molekiiler su kullanilir ve siliperoksit

radikalleri (SOR) ortaya ¢ikar (67).

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarinin baslica nedeni, reperfiizyon ile tekrar dokuya giren
molekiiler oksijen nedeniyle olusan serbest oksijen radikalleridir. Hiicrelerin yapisinda
ve fonksiyonlarinda hasara neden olan SOR’lar, 6zellikle membrandaki yag asitlerine,
proteinlere ve niikleik asitlere ve DNA molekiiliine zarar vermektedir. Membrandaki
yag asitleri ile reaksiyona giren SOR’lar lipid peroksidasyonuna sebep olur. Bu olay
sonucunda membran potansiyelinde azalmaya ve membran gecirgenliginde artisa

neden olarak hiicresel hasara yol acar (68).

SOR’lar protein oksidasyonuna neden olarak proteinlerin fonksiyonlarini ve enzimatik

aktivitelerini bozulmasina sebep olur (69).

Testis dokusunda iskemi sonucu serbest oksijen radikalleri ortaya g¢ikmaktadir.
Detorsiyon sonucu kan akimimin tekrar saglanmasi artan bu serbest oksijen
radikallerinin yeniden dolasima katilmasini saglamakta ve hiicreye giren oksijen ile
reaktif oksijen tiirlerinin olusmasma neden olacaktir. Bu nedenle de reperfiizyon

hasari, iskemik hasardan daha fazla dokuya zarar vermektedir (70).

2.7. PHOENIXIN

2013 yilinda Yostan ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis bir néropeptit olan
phoenixin (PNX), kii¢iik integral membran proteini 20’den (SMIM-20) ayrilan 20
amino asitlik bir peptittir ve memelilerde bir¢ok biyolojik role sahiptir (Sekil 2.8) (7,
71). En sik goriilen isoformlar1 14 ve 20 aminoasitten olusan amidlenmis peptitler olup
buna ek olarak 42, 36, 26, 20, 17 ve 14 amino asit izoformlar1 da bulunmaktadir (7,
72). Phoenixin-14 amid (PNX-14) ve phoenixin-20 amid (PNX-20) ayni biyolojik
aktiviteler gosterirken, amidlenmemis PNX ise inaktiftir (7). PNX'in amino asit dizisi,
tiirler agisindan yakindan korunur ve insanlarda, sicanlarda, farelerde, sigirlarda ve

domuzlarda aynidir. PNX-20'de insanlar ve kemirgenler arasinda yalnizca bir amino
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asit farklidir. Tirler arasinda peptit dizilerinin yiliksek derecede korunmus olmasi

PNX'in evrimsel olarak da 6nemli olabilecegini gostermektedir (7).

10 20 30 40 ‘ 5p 60 .
MSRNLRTALIFGGFISLIGAAFYPIYFRPLMRLEEYKKEQAINR'AGIVQ E:DVQPPGLKVWSDPF:GRK Smim20

| AGIVQEDVQPPGLKVWSDPF ' -NH, Phoenixin-20

DVQPPGLKVWSDPF -NH, Phoenixin-14

Sekil 2.8. PNX oncii peptidinin amino asit dizisi. Smim20 ve iki ana PNX izoformu:
PNX-20 ve PNX-14 (73).

Sicanlarda en yiiksek PNX ekspresyonu hypothalamus’ta tespit edilmistir. Nuc.
paraventricularis, nuc. supraopticus, zona incerta, nuc. arcuatus, dorsal ve
ventromedial hypothalamus’ta PNX bulundugu tespit edilmistir. Ayrica bu peptit,
eminentia mediana, adenohypopysis ve nerohypopysis’te de gozlenmistir.
Hypothalamus’tan magnoseliiler noronlar ile kana PNX peptiti salgilanmaktadir (7,
74). Diger taraftan PNX peptiti kalp, timus, 6zefagus, mide, duodenum, jejenum,
colon, pancreas adaciklari, yag doku, ovaryumlar, dermis ve epidermis gibi periferal
dokularda da bulundugu gosterilmistir (73). PNX-20 peptiti beyinde hakim olmasina
ragmen, omurilikte, kalpte ve bir ¢ok periferal dokuda eksprese edilen PNX-14'tiir (7,
75).

PNX’in tanimlayan ilk calismada, bu peptit yeni bir lireme peptiti olarak
adlandirilmigtir. PNX'in adenohypophysis'te eksprese edildigi ve gl. hypopyhsialis'te
GnRH reseptoriiniin ekspresyonu arttirdigi gézlenmistir (73). Yapilan bir ¢alismada,
intraserebroventrikiiler PNX inflizyonunun erkek sicanlarda sadece LH sekresyonunu
indiiklemekle kalmamis, ayn1 zamanda GnRH seviyesinde herhangi bir degisikligi
neden olmadan serum FSH ve testosteron konsantrasyonlarmi da arttirdig:
gosterilmisgtir (76). Tim bu ¢alismalar PNX’in gonadotropin sekresyonunun

kontroliinde rol oynayabilecegini gostermektedir.
PNX biyolojik fonksiyonlarina GPR173 reseptoriiniin aktivasyonu Onciiliik eder.

PNX, gonadotropin salgilatict hormon araciligiyla LH sekresyonunu ve ostrus

siklusunu kontrol edip, kadin {ireme sisteminde de nemli bir role sahiptir. Yumurta
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olgunlagmasini uyarir ve yumurtlayan oosit sayisini ¢ogaltir. Bununla birlikte, PNX
sadece lireme sistemini diizenlemekle kalmaz, ayni zamanda anksiyolitik, anti-
inflamatuar ve hiicre koruyucu etkiler de saglar. Bu peptit davranig, gida alimi, duyusal

algi, hafiza ve enerji metabolizmasi ile de ilgili fonksiyonlar gostermektedir (73).

Bazi hayvan modellerinde inflamasyonu ve oksidatif stresi inhibe ederek yararl etkiler
tirettigine dair sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle, anti-inflamatuar ve antitimor
ilaglarin gelistirilmesinde de umut kaynag olabilir (77). PNX’in I/R hasarindaki rolii
de yapilan ¢alismalarda ortaya koyulmustur. Rocca ve arkadaslar1 (78) I/R’nun
reperfiizyon fazinda uygulanan PNX’in kardiyoprotektif etki gosterdigini, daha kii¢iik

enfarkt boyutuna ve daha iyi bir sistolik iyilesmeye yol actigin1 gdstermislerdir.

I/R hasarmn, akut inflamatuvar yanita yol agtig1 ve mikroglialarda proinflamatuvar
sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin salgilanmasini artirdig1 gosterilmistir. Ma ve
arkadaslar1 PNX'in bu hiicreleri néronal hasara kars1 korudugunu ve hiicre 6liimiinii

inhibe ettigini belirtmislerdir (79).

PNX'in anti-enflamatuar aktivitesinin, timor nekroz faktorii-a (TNF- o), interlokin-1§
(IL-1B) ve interlokin-6 (IL-6) dahil olmak iizere sitokinlerin azalmis ekspresyonu ile
iligkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica PNX’in, ROS saliimini azalttigi ve anti-

inflamatuar glutatyon tiretimini arttirdig1 da gésterilmistir (79).

Ozet olarak PNX’in iireme, davranis, hafiza, duyusal siirecler, gida ve sivi alimu,
glikoz ve lipit metabolizmalar1 gibi bir¢cok biyolojik siiregte rol oynadig
goriilmektedir. Ureme sistemlerinde gonadotropinlerin ve steroid hormonlarin
salgilanmasini tesvik etmekle beraber, I/R hasari gibi patolojik durumlarda da hiicreler
tizerinde koruyucu rol oynadigi agiktir. Mevcut c¢alismalar PNX’in pleiotropik
etkilerini gosterse de PNX’in ve PNX reseptorlerinin rolleri daha iyi agiklayabilmek

icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Bugiline kadar intraperitoneal olarak PNX uygulamasinin testis torsiyon/detorsiyon
hasar1 {lizerine etkisi incelenmemistir. Bu ¢alismada testis torsiyon/detorsiyon modeli

olusturulan prepubertal siganlarda intraperitoneal olarak uygulanacak olan PNX’in,
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testis dokusundaki oksidatif hasar, inflamatuvar yanit ve serum testosteron seviyesi
tizerine etkileri incelenmistir. Bunun yan1 sira {ireme sistemi iizerine 6nemli etkileri
oldugu bilinen bu peptidin, testis dokularinda meydana gelebilecek histopatolojik
degisikler lizerine etkileri seminifer tiibiil ¢ap1, dev hiicre varligi, dejenere hiicre
varlig1 gibi histopatolojik 6zellikler de degerlendirilerek PNX’in torsiyon/detorsiyon

hasarina kars1 iireme fonksiyonlar1 {izerine olan etkileri agiklanmaya ¢alisilmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

Bu caliyma Karabiik Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu’nun
07.07.2022 tarihli ve 2022/7/10 no’lu etik kurul karari ile yiiriitildi. Calismada yer
alan tim uygulamalar etik kurulun belirttigi protokole uygun olarak, Karabiik
Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali laboratuvar1 ve Inénii Universitesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.1. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Calismada ortalama 180-220 gr agirliginda, yaklasik 35 giinlik (prepubertal erkek
sigan), 48 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlarin deneye baslama
agirlik ortalamasi yaklasik 200 gr, standart sapmasi 25 gr, %4 sapma, tip 1 hata (o)
0.05 ve tip 2 hata (B) (Gii¢=0.80) oldugunda ve siganlarin 4 gruba ayrilmasi
durumunda her bir grupta en az 12 si¢canin olmasi gerektigi gii¢ analizi (Power Analiz)

ile belirlendi.

Sicanlar; sham, TT, TT+PNX+TD ve TTD+PNX olmak iizere 4 gruba (n=12)
ayrildi. Deneyler siiresince 21+1°C sicaklik ve 12 saat 1s1k/karanlik periyoduna sahip
ortamda tutulan siganlar, normal musluk suyu ve standart sican yemi ile ad

libitum olarak beslendi.

Sham Grubu: Bu gruptaki si¢anlara sham testis torsiyon cerrahi operasyonlari

yapildu.

Testis Torsiyon-Detorsiyon (TTD) Grubu: Bu gruptaki siganlara 2 saat torsiyon
yapildiktan sonra 24 saat detorsiyon saglandi (80). Detorsiyon sonrasi siganlardan kan

ornekleri ve doku 6rnekleri alinip sicanlar sakrifiye edildi.
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Testis torsiyon (TT)+PNX+Testis detorsiyon (TD): Bu gruptaki siganlara testis
torsiyon ve detorsiyon modeli olusturuldu. Torsiyonun 90. dakikasinda (son yarim
saatte) tek doz intraperitoneal olarak PNX-14 (50 ug/kg) uygulandi (Sekil 3.1) (81). 2
saatlik torsiyonun ardindan 24 saat detorsiyon saglandi (80). Detorsiyon sonrasi

sicanlardan kan 6rnekleri ve doku drnekleri alinip siganlar sakrifiye edildi.

Grup 4- Testis torsiyon-detorsiyon (TTD)+PNX: Bu gruptaki siganlara testis
torsiyon ve detorsiyon modeli olusturuldu. 2 saatlik torsiyon siiresinin bitiminde
detorsiyon baslangicinda tek doz intraperitoneal olarak PNX-14 (50 pg/kg) uygulandi
ve ardindan 24 saat detorsiyon saglandi (Sekil 3.1) (80, 81).

3.2. TESTIS TORSIYON/DETORSIYON (TTD) MODELININ
OLUSTURULMASI

Testis torsiyon/detorsiyon modelinin olusturulabilmesi icin ilk olarak siganlar,
intramuskuler 70 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg xylazine enjeksiyonu ile anestezi altina
alindi. Anestezi, sigcanlar deney sliresince agriya yanitsiz olacak ve spontan
solunumlarina devam edecek sekilde ayarlandi. Scrotum iizerinden yapilan sol vertikal
insizyon ile sol testis’e ulasildi ve testis vaskiiler yapilar1 ile beraber ¢ikarildi. Sol
testisin saat yoniinde 720 derece rotasyonu ile testis torsiyonu yapilarak detorsiyon
olusmamasi i¢in 4/0 ipek siitiir ile fiksasyon saglandi. Testis skrotum igerisinde tekrar
yerlestirildi ve iizerine nemli bir pamuk kapatildi. islemden 2 saat sonra siitiirler agild,
testis ve vaskiiler yapilari ¢evrilierek normal pozisyonuna getirilerek detorsiyonun
baslamasi saglandi. Detorsiyon baslangicindan sonra testis scrotum igerisine yeniden
yerlestirildi ve scrotum derisi 4/0 ipek siitur ile kapatildi. 24 saat detorsiyonun
ardindan si¢anlara orisektomi yapilarak doku ve kan ornekleri alinip, si¢anlar sakrifiye

edildi (Sekil 3.1) (80).

Sicanlardan alinan kan 6rnekleri 4500 rpm hizda 10 dakika santrifiij edildi ve serumlar1
ayrildi. Elde edilen serum ornekleri TNF-a ve IL-6 seviyelerinin belirlenmesi amaciyla
ELISA analizlerinin yapilacag1 giine kadar -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza
edildi. Alinan testis dokularinin yaris1 (her gruptan 6 adet) PNX-14"{in oksidatif stres

tizerine olan etkilerini degerlendirebilmek icin toplam antioksidan kapasite (TAS),
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toplm oksidan kapasite (TOS), siiperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA)
seviyeleri belirlenecegi giine kadar 80 °C’de derin dondurucuda saklanirken, diger
yarisi (her gruptan 6 adet) ise etraf dokulardan temizlendikten sonra histopatolojik
analizler ig¢in %10’luk formaldehit soliisyonu igerisine alindi. Formaldehitin testis

dokusu igerisine daha iyi niifuz edebilmesi igin igne ile testis iizerine 5-6 delik agildi.

Sekil 3.1. Testis Torsiyon/Detorsiyon Modelinin Olusturulmasi ve PNX enjeksiyonu.
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3.3. BIYOKIMYASAL ANALIZLER VE PROTEIN MIKTARI TESPIiTi

Calisma sonunda alinan ve analiz giiniine kadar -80 °C’de saklanan testis dokulari
calisma giininden bir giin 6nce derin dondurucudan ¢ikarildi ve +4 °C’ye alinarak
kontrollii bir sekilde 24 saat boyunca buzlarinin ¢dziinmesi saglandi. Calisma giiniinde
ilk olarak dokular tartildi ve tiip i¢erine konuldu. Her bir tiipe, icerisindeki yas doku
agirh@inin yaklasik 10 kati olacak sekilde soguk Tris-HCI tamponu (pH=7,4) ilave
edildi. Numuneler 16000 rpm’de 3 dk boyunca homojenize edildikten sonra

Homojenat vortekslendi ve ependorf tiiplere alindi.

Homojenatlardaki protein miktarinin tespiti Lowry metoduna uygun olarak yapildi
(82). Alkali ozellik gosteren bir ¢ozeltide bakir protein kompleksi olusturarak
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifinin (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi)
indirgenmesiyle mavi renk olusmasina dayanan bu metotta, rengin koyulugu protein
miktari ile dogru orantili olarak degisim gdstermektedir. Protein miktar1 mg/ml olarak

verildi.

3.3.1. Testis Dokusunda SOD, MDA, TAS VE TOS Degerlerinin Tespit Edilmesi
Elde edilen homojenatlarda MDA 6l¢iimii en ¢ok tercih edilen lipit peroksidasyon
tayin metodu olan Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu referans alinarak yapildi (83).
Sonuglar umol/g doku seklinde verildi.

MDA 6l¢limii tamamlandiktan sonra homojenatlar +4 °C’de sogutmal1 bir santrifiij
kullanilarak 1 saat siiresince 2200 g’de santrifiij edildi. Santriflij sonunda siipernatant

kism1 ayrildi ve siipernatantlarda TAS, TOS ve SOD degerleri 6lgiildii.

Sun ve arkadaglarinin yontemi referans alinarak SOD enzim aktivitesi tespit edildi

(84). Elde edilen sonuglar U/mg protein seklinde verildi.

Testis dokusunda TAS ve TOS seviyeleri ticari olarak satin alinan rat spesifik ELISA
kitleri (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak yapildi. Analizler kitlerinin
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onerdigi protokole uygun olarak ve Thermo Scientific Multiskan FC microplate reader

ile gerceklestirildi.
3.3.2. Serum Orneklerinde TNF-a ve IL-6 Degerlerinin Tespit Edilmesi

Sicanlardan alinan serum Orneklerinde TNF-a seviyesi ticari olarak satin alinan rat
spesifik ELISA kiti kullanilarak gerceklestirildi (SunRed Biotechnology, China,
Katalog no: 201-11-0765). Kitin protokolii asagida 6zetlenmistir;

e Standart soliisyonu kitin talimatlarina gore seyreltildi (Sekil 3.2).

120 ul

T/\uom 12001 120l 1204l
Q’

Stok standart soliisyonu 640ng/L  320ng/L 160ng/l 80ng/L 40ngl

1280 ng/L

Sekil 3.2. TNF-a ELISA kitine ait standart soliisyonun dilue edilmesi.

e 50 pl standart soliisyon, kor ve ornekler plate kuyucuklarma koyuldu. Kor
kuyucuguna yalnizca kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu eklendi.
Standart kuyucuguna 50 pl standart soliisyonu ve 50 pl Streptavidin HRP
eklendi. Standart soliisyonu biyotin antikoru i¢erdigi i¢in antikor eklenmesine
gerek goriilmedi. Orneklerin oldugu kuyucuklara da 40 ul 6rnek, 10’ar pl her
iki TNF-a antikoru ve 50 pl Streptavidin HRP eklendi. Standard kuyucuklarina
50 pl standart soliisyonu ve 50 pl Streptavidin HRP eklendi.

e Plate’in iizeri seffaf bir etiket ile kapatildi ve hafifce calkalandiktan sonra 37
°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

e 30X yikama soliisyonu 30 kat seyreltildi. Inkiibasyonun tamamlanmasimnin
ardindan plate {izerindeki etiket dikkatli bir sekilde c¢ikarildi ve plate

igerisindeki s1v1 dokiildii.
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Her kuyucuga yikama soliisyonu eklendi ve plaka kagit havlu iizerine ters
cevrilerek kuyucuklarin bosaltilmasi saglandi. Bu islem 5 kez tekrarlandi.
Yikamanin ardindan kuyucuklara 6nce 50 pl kromojen A soliisyonu, daha
sonra da 50 pl kromojen B soliisyonu ilave edildi. Nazik¢e karistirildiktan
sonra 37 °C’de karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50 ul reaksiyonu durdurma soliisyonu
eklendi. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika igerisinde 450 nm
dalga boyunda ELISA okuyucuda okuma yapildi ve degerler kaydedildi.

Elde edilen OD degerlerinden sonra kitin belirttigi hesaplamaya gore serum

TNF-a seviyeleri hesaplandi.

Sicanlardan alinan serum Orneklerinde IL-6 seviyesi de ticari olarak satin alinan rat

spesifik ELISA kiti kullanilarak gerceklestirildi (SunRed Biotechnology, China,

Katalog no: 201-11-0765). Kitin protokolii asagida 6zetlenmistir;

Standart soliisyonu kitin talimatlarina gore seyreltildi (Sekil 3.3).

120 ul

r /-\uopl 12000 120l 120 pl

Stok standart soliisyonu 320 pg/ml 160 pg/ml 80 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml
(640 pg/ml)

Sekil 3.3. IL-6 ELISA kitine ait standart soliisyonun dilue edilmesi.

50 ul standart soliisyon, kor ve Ornekler plate kuyucuklarina koyuldu. Kor
kuyucuguna yalnizca kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonu eklendi.
Standart kuyucuguna 50 pl standart soliisyonu ve 50 pl Streptavidin HRP
eklendi. Standart soliisyonu biyotin antikoru i¢erdigi i¢in antikor eklenmesine

gerek goriilmedi. Orneklerin oldugu kuyucuklara da 40 pl 6rnek, 10’ar pl her
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iki IL-6 antikoru ve 50 pl Streptavidin HRP eklendi. Standard kuyucuklarina
50 pl standart soliisyonu ve 50 ul Streptavidin HRP eklendi.

Plate’in iizeri seffaf bir etiket ile kapatildi ve hafifce calkalandiktan sonra 37
°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

30X yikama soliisyonu 30 kat seyreltildi. Inkiibasyonun tamamlanmasinin
ardindan plate tlzerindeki etiket dikkatli bir sekilde cikarildi ve plate
i¢erisindeki s1vi dokiildii.

Her kuyucuga yikama soliisyonu eklendi ve plaka kagit havlu iizerine ters
cevrilerek kuyucuklarin bosaltilmasi saglandi. Bu islem 5 kez tekrarlandi.
Yikamanin ardindan kuyucuklara 6nce 50 pl kromojen A soliisyonu, daha
sonra da 50 pl kromojen B soliisyonu ilave edildi. Nazik¢e karistirildiktan
sonra 37 °C’de karanlik bir ortamda 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50 ul reaksiyonu durdurma soliisyonu
eklendi. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 15 dakika igerisinde 450 nm
dalga boyunda ELISA okuyucuda okuma yapildi ve degerler kaydedildi.

Elde edilen OD degerlerinden sonra kitin belirttigi hesaplamaya goére serum

IL-6 seviyeleri hesaplandi.

3.3.3. Serum Orneklerinde Testosteron Seviyesinin Tespit Edilmesi

Serum testosteron seviyesi ticari olarak satin alinan rat spesifik ELISA kiti (BT LAB,

Katalog no: EA0023Ra) kullanilarak yapildi. Kit igerisinden ¢ikan standart soliisyonu,

48 ng’ml’lik standart stok soliisyonun elde etmek icin 150 uL konsantrasyona olan

standart/numune seyreltici kullanilarak sulandirildi. Stok soliisyonu 1:2 oraninda

seyreltilerek 24ng/mL, 12ng/mL, 6ng/mL, 3ng/mL ve 1,5ng/mL ¢ozeltiler tiretildi. Kit

icerisinden ¢ikan diger ¢ozeltiler ve ornekler de oda sicakligina getirildikten sonra

Kitin 6nerdigi protokol izlenerek serum testosteron seviyesi belirlendi. Kit protokoli

asagida ozetlenmistir;

Tiim o6rnekler 10 ul 6rnek, 40 ul 6rnek seyreltici ilave edilerek kuyucuklara
dagiltildi. 50 ul standart, negatif ve pozitif kontrol de kuyucuklara eklendikten

sonra plakanin tizeri seffaf etkiket ile kapatildi.

23



e Sonra etiket ¢ikarildi, kuyucuklara 300 ul yikama soliisyonu eklendi ve 30 sn-
1dk kadar kuyucuklarin yikanmasi saglandi. Bu islem 5 kez tekrarlandiktan
sonra plaka kagit havlu {izerine g¢evrildi. Kuyucuklarin tamamen kurumasi
saglandi.

e Kor hari¢ her kuyucuk igerisine 50 ul HRP eklendi ve etiket ile kapatildiktan
sonra 37 °C’de 30 dk boyunca inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra etiket ¢ikarildi. 2. basamakta anlatilan yikama islemi
tekrar yapildi.

e Her bir kuyucuga ilk olarak 50 ul substrat soliisyonu A, ondan sonra da substrat
soliisyonu B eklendi. Plaka iyice karistirildiktan sonra 37 °C’de 10 dk boyunca
inkiibe edildi.

e Son olarak her bir kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklendi. Mavi renk
hemen saritya dondii. Bu islemden sonra 15 dk igerisinde 450 nm dalga
boyunda ELISA okuyucuda absorbans degerleri okundu. Belirlenen optik
yogunluk degerleri (OD) kaydedildi.

e Elde edilen OD degerlerinden sonra kitin belirttigi hesaplamaya gdre serum

testosteron seviyeleri hesaplandi.

3.4. HISTOLOJIK ANALIZLER

3.4.1. Histolojik Doku Takibi

Anestezi altinda siganlardan ¢ikarilan testis dokusu drnekleri histolojik incelemeler ve
histomorfometrik analizler i¢in %10’luk formaldehit igerisine alindi. Formoliin testis
dokusu igerisine niifuz edebilmesi i¢in igne ile testis lizerine 5-6 delik agildi. Oda
sicakliginda 24 saatlik tespit siiresi sonrasinda testis drnekleri trimlenerek (iki parcaya
ayrilarak) Tissue-Tek VIP/SAKURA doku takip cihazi ile doku takip islemi uygulandi
(Cizelge 3.1). Doku takip islemlerinin ardindan testis doku ornekleri kati parafin

igerisine gomiildi.
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Cizelge 3.1. Histolojik doku takibi prosediirti.

Doku takibi prosediirii

1. Musluk suyu 1 saat
2. Musluk suyu 1 saat
3. %80 alkol 1 saat
4. %96 alkol 1 saat
5. %96 alkol 1 saat
6. Absolii alkol 1 saat
7. Absolii alkol 1 saat
8. Ksilen 1 saat
9. Ksilen 1 saat
10. Ksilen 1 saat
11. Parafin | 1 saat
12. Parafin 11 1 saat
13. Parafin 111 1 saat
14. Parafin IV 1 saat

3.4.2. Histomorfolojik Analizler

Histomorfolojik Ol¢timler igin testis parafin bloklarindan mikrotom ile 5 pum
kalinliginda kesitler alindi. Kesit isleminin ardindan kesitler Periyodik Asit Schiff
(PAS) ile boyandi (Cizelge 3.2).

PAS ile boyanan doku kesitlerinde testis tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinligi 6l¢timii yapildi.
Cap Olctimii icin testis dokularinda iki farkli derinlikte toplam 100 seminifer tiibiiliin
en kisa eksenininde 6l¢iim yapildi (Sekil 3.4). Epitel kalinlig ise her kesitte diizgiin
konturlu 10 farkli seminifer tiibiilde, 2 farkli alanda, bazal membranindan liimene
kadar uzanan Sertoli hiicreleri ve germ hiicrelerini kapsayacak sekilde 6l¢iildii. Her
grup i¢in seminifer tiibiil ¢ap1, epitel kalinlig1 ve epitel kalinligi/seminifer tiibiil ¢ap1

oranlar1 hesaplandi.
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Cizelge 3.2. PAS boyama prosediirdi.

HE boyama prosediirii

1. Inkiibasyon (65°C) 1 saat
2. Ksilen 5dkx 3
3. %96 alkol 3dk

4. %96 alkol 3dkx?2
5. Absolii alkol 3dkx2
6. Musluk suyu 5dk

7. Periodic acid solution 5dk

8. Distile su 5dkx 3
9. Schiff soliisyonu 20 dk
10. Musluk suyu 10 dk
11. Hematoksilen 1dk
12. Musluk suyu 5dk

13. %70 alkol 3dk
14. % 80 alkol 3dk

15. % 90 alkol 3dk

16. %96 alkol 3dk
17. Absolii alkol 3dk

18. Ksilen 5dkx3
19. Kapama

3.4.3. Immiinohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal (IHC) uygulamalar icin testis parafin bloklarindan mikrotom
ile 5 um kalinhiginda kesitler alindi. Immiinohistokimyasal olarak spermatogonia
spesifik MAGE A4 immiinreaktivitesi c¢alisildi. Kesitler rutin  kromojenik
immiinohistokimyasal boyama protokoliine géore MAGE A4 primer antikoru ve HRP
kiti (Thermo Fisher) kullanilarak yapild1 (Cizelge 3.3). Spermatogonia sayimi her bir
testis Orneginde rastgele secilen diizgiin-dairesel konturlu 10 tiibiilde yapildi. Ayni
tiibiillerde bazal membrandan birbirine dik iki ¢izgi ¢ekilerek ortalamasi alinip tiibiil
cap1 Olclimii yapildi. Her kesit i¢in ortalama spermatogonia, tiibiill cap1 ve

spermatogonia/tiibiil cap1 hesaplandi.
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Cizelge 3.3. Immiinohistokimya boyama prosediirii

IHC boyama prosediirii

© 0o N o O » W

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

. Deparafinizasyon
. Antijen Retrival

. Distile Su

PBS

. Hidrojen Peroksit

PBS

. Protein Blok

. Primer Antikor

PBS

Sekonder Antikor
PBS

Streptevadin Peroksidaz (HRP)
PBS

Kromojen

PBS

Distile Su
Hematoksilen
Musluk Suyu
Distile Su

15dk,
95°C
1 dk
1dk
10 dk
1dk
5dk
40 dk
5dk
20 dk
5dk
10 dk
1 dk
10 dk
1 dk
1dk
2dk
1dkx3
1 dk

Boyanan doku kesitlerinde tiim analizler i¢in Nikon Eclipse E200 151k mikroskobu,
DS-Fi-1 camera (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements BR 2.30

goriintii analiz sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan) kullanildi. Tiim histolojik analizler

grup bilgisinden habersiz histolog tarafindan yapildu.

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Calismanin istatistiksel analizleri IBM SPSS 22.0 paket programi kullanilarak yapild.
Verilerin normal dagilima uygunluk gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile

degerlendirildi. Normal dagilim gosterdigi belirlenen degiskenlerin gruplar arasi
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karsilagtirilmalart tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren degiskenlerin ¢coklu karsilastirilmalarinda ise varyanslarin homojen ise Tukey
testi, varyanslarin homojen degil ise Tamhane’nin T2 testi kullanildi. Tiim veriler

ortalamazstandart sapma olarak verildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Kontrol ve deney gruplarinda 6l¢iilen SOD enzim aktivitesi, MDA diizeyi, TAS, TOS,

serum TNF-a, serum IL-6 ve serum testosteron seviyeleri Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. Kontrol ve deney gruplarinda dl¢iilen SOD enzim aktivitesi, MDA diizeyi,
TAS, TOS, serum TNF-a, serum IL-6 ve serum testosteron seviyeleri.

Degiskenler Gruplar
Sham TTD TT+PNX+TD TTD+PNX
SOD 10,43+1,982 7,49+1,52° 9,65+2,04 2¢ 9,64+1,652¢
(U/mg)
MDA 2,670,642 6,01+£2,53" 3,02+1,112°¢ 3,154+0,99 ¢
(umol/g
doku)
TAS 11,10+2,86° 5,65+1,95° 9,18+2,48 3¢ 8,67+2,212¢
(umol Trolox
Equivalent
/L)
TOS 3,80+2,002 7,53+£2,50° 4,11+1,992¢ 4,34+1,692°¢
(umol H20;
equivalent/L)
TNF-a 559+110,49% 719,17 +£91,02° 579,75+87,293¢  529,17+104,273¢
(ng/L)
1L-6 357,83491,96% 598,25 4+98,01°  393,50+171,51 389,83+99,92 ¢
(pg/ml)
Testosteron  184,444+47,21*  11526+12,80°  166,56+40,08%¢  179,48+44,453¢
(ng/L)

(Verilerin degerlendirmesi tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin ¢oklu
karsilastirilmasinda varyanslar homojen ise Tukey testi, degilse Tamhane’nin T2 testi
kullanildi. Veriler ortalama+standart sapma olarak verildi. Farklilik gosteren gruplar

farkl1 harflerle gosterildi. #>¢ p<0.05).
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4.1.1. PNX-14%iin Testis Dokusundaki SOD Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

Testis torsiyon/detorsiyon hasarinda PNX-14 uygulamasinin deney gruplarinin testis
dokularindaki SOD enzim aktivitesinde meydana getirdigi degisiklikler sekil 4.1’de
gosterildi.

14,00 ac
12,00
10,004 —

8,004 |

6,00

SOD Enzim Aktivitesi (U/mg)

4,00

T T T T
Sham TTD TT+PNX+TD TTD+PNX

Sekil 4.1. PNX-14’iin gruplar arasinda SOD enzim aktivitesine etkisi.

(Verilerin degerlendirmesi tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin ¢oklu
karsilagtirilmasinda Tukey testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma olarak

verildi. Farklilik gosteren gruplar farkl harflerle gosterildi. **¢ p<0.05).

Testis dokusunda torsiyonun 90. dk’sinda ve detorsiyon baslangicinin hemen basinda
uygulanan tek doz PNX-14 uygulanan gruplarda SOD enzim aktivitesinin TTD
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig gosterdigi goriilmektedir (p=0,046;
p=0,016; sirastyla). TTD grubunda SOD enzim aktivitesinin sham grubuna gore de
belirgin derecede azaldigi belirlenmistir (p=0,003). PNX-14’{in torsiyon sirasinda ya
da sonrasinda uygulanmasi ise SOD enzim aktivitesinde herhangi bir degisiklige

neden olmamistir (p=1,000) (Cizelge 4.1).
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4.1.2. PNX-14%iin Testis Dokusundaki MDA Enzim Aktivitesi Uzerindeki Etkileri

PNX-14 uygulamasinin testis dokusunda MDA seviyelerinde meydana getirdigi
degisiklikler sekil 4.2’de gosterildi.

10,004 b
.00
2
(=]
=]
2 600
2 ac
3 iy ac
i3
4]
;§ 4,00 a
: g
=
=
2,001
00
T T T T
Sham TTD TT+PNX+TD TTD+PNX

Sekil 4.2. PNX-14"iin gruplar arasinda MDA enzim aktivitesine etkisi.

(Verilerin degerlendirmesi tek yoOnlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin ¢oklu
karsilastirilmasinda Tamhane’nin T2 testi kullanildi. Veriler ortalama+standart sapma

olarak verildi. Farklilik gosteren gruplar farkli harflerle gosterildi. #¢ p<0.05)

TTD grubunda MDA enzim aktivitesinin sham, TT+PNX+TD ve TTD+PNX gruplari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi goriildi (p=0,0001).
PNX-14 uygulamasinin torsiyon sirasinda ya da sonrasinda yapilmasinin MDA enzim
aktivitesinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi belirlendi (p=1,000) (Cizelge
4.1).
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4.1.3. PNX-14’iin Testis Dokusundaki Tas ve Tos Seviyeleri Uzerine Etkileri

Gruplar arasinda TAS seviyeleri karsilastirildiginda, en diisiik TAS seviyesinin TTD
grubunda oldugu goriildii. PNX-14 uygulanan gruplarda ise TAS seviyesinin TTD
grubuna gore anlamli bir artig gosterdigi belirlendi (Sekil 4.3) (Cizelge 4.1).

15,00 ac
12,50
10,00
7,50

5,00

TAS Seviyesi (umol Trolox Equivalent /L)

2,504

T T T 1
Sham TTD TT+PNX+TD TTD+PNX

Sekil 4.3. PNX-14’{in gruplar arasinda TAS seviyesine etkisi.

(Verilerin degerlendirmesi tek yonlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin ¢oklu
karsilastirilmasinda Tukey testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma olarak

verildi. Farklilik gosteren gruplar farkl harflerle gosterildi. **¢ p<0.05).

Gruplar arasinda testis dokularindaki TOS seviyeleri karsilastirildiginda TTD
grubunda TOS seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve TTD+PNX gruplarina gore
belirgin bir artis gdsterdigi goriildii (p=0,0001; p=0,001; p=0,003; sirasiyla). PNX-14
uygulanan gruplarda TOS seviyesinde anlamli bir azalma meydana gelirken
uygulamanin torsiyon sirasinda ya da detorsiyon baslangicinda yapilmasinin TOS

seviyesini etkilemedigi belirlendi (p=0,992) (Cizelge 4.1) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. PNX-14’iin gruplar arasinda TOS seviyesine etkisi.

(Verilerin degerlendirmesi tek yoOnlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin c¢oklu
karsilastirilmasinda Tukey testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma olarak

verildi. Farklilik gosteren gruplar farkli harflerle gosterildi. ¢ p<0.05).

4.1.4. PNX-14’iin Serum TNF-a ve IL-6 Seviyeleri Uzerine Etkileri

Deney gruplar1 arasinda serum TNF-a seviyeleri arasinda meydana gelen degisiklikler

sekil 4.5’te gosterildi.

TTD grubundaki sicanlarin serum TNF-a seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve
TTD+PNX grubundaki siganlarin serum TNF-a seviyelerinden istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde yiiksek oldugu goriildii (p=0,001; p=0,006; p=0,0001; sirasiyla).
PNX-14 uygulamasmin torsiyon sirasinda ya da detorsiyon baslangicinda
yapilmasmin serum TNF-a seviyeleri arasinda bir farklilik olusturmadigi belirlendi

(p=0,596) (Cizelge 4.1)
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Sekil 4.5. PNX-14’iin gruplar arasinda serum TNF-a seviyesine etkisi.

(Verilerin degerlendirmesi tek yoOnlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin c¢oklu
karsilagtirilmasinda Tukey testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma olarak

verildi. Farklihik gosteren gruplar farkli harflerle gosterildi. #°¢ p<0.05).

Deney gruplari arasinda serum IL-6 seviyeleri arasinda meydana gelen degisiklikler

sekil 4.6’da gosterildi.

TTD grubundaki sicanlarin serum IL-6 seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve
TTD+PNX grubundaki siganlarin serum IL-6 seviyelerinden istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yiliksek oldugu goriildii (p=0,0001; p=0,003; p=0,002; sirastyla).
PNX-14 uygulamasinin torsiyon sirasinda ya da detorsiyon baglangicinda

yapilmasmin serum IL-6 seviyeleri arasinda bir farklilik olusturmadigi belirlendi

(p=0,596) (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.6. PNX-14’{in gruplar arasinda serum IL-6 seviyesine etkisi.

(Verilerin degerlendirmesi tek yoOnlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin c¢oklu
karsilagtirillmasinda Tukey testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma olarak

verildi. Farklilik gosteren gruplar farkli harflerle gosterildi. ¢ p<0.05).
4.1.5. PNX-14’iin Serum Testosteron Seviyesi Uzerine Etkileri

Deney gruplar1 arasinda serum testosteron seviyeleri arasinda meydana gelen

degisiklikler sekil 4.7°te gosterildi.

TTD grubundaki siganlarin serum testosteron seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve
TTD+PNX grubundaki si¢anlarin serum testosteron seviyelerinden istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde diisiik oldugu gorildi (p=0,001; p=0,016; p=0,002; sirasiyla).
PNX-14 uygulamasinin torsiyon sirasinda ya da detorsiyon baglangicinda

yapilmasmin serum testosteron seviyeleri arasinda bir farklilik olusturmadigi

belirlendi (p=0,861) (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.7. PNX-14"1in gruplar arasinda serum testosteron seviyesine etkisi.

(Verilerin degerlendirmesi tek yoOnlii varyans analizi ile yapildi. Gruplarin c¢oklu
karsilastirilmasinda Tukey testi kullanildi. Veriler ortalamatstandart sapma olarak

verildi. Farklilik gosteren gruplar farkli harflerle gosterildi. ¢ p<0.05).

4.2. HISTOLOJIiK BULGULAR

4.2.1. Histomorfometrik Bulgular

Yapilan morfometrik dl¢timlere gore, TTD grubunda hem seminifer tiibiil capt hem de
seminifer epitel kalinligi sham grubuna gore anlamli derecede azalmis bulundu
(p<0,05). Bununla birlikte, TT+PNX+TD ve TTD+PNX gruplar1 ayni parametreler
icin TTD grubuna gore anlamli derecede artmis bulunurken (p<0,05) sham grubuna
gore benzer bulundu (p>0,05). Epitel kalinligi/seminifer tiibiil ¢ap1 orani ise tiim

gruplarda benzer bulundu (p>0,05) (Cizelge 4.2, Sekil 4.7).

36



Cizelge 4.2. Seminifer tiibiil ¢ap Sl¢limii.

Gruplar Seminifer epitel Seminifer tiibiil capr = Kahnhk/Cap
kalinhg:

TTD 12.69 + 1.352 47.98 +£3.702 0.27+0.04

TTD+PNX 14.88 + 1.52° 55.92 +2.35" 0.27+0.02

3Sham grubuna gore azalis (p<0.05), °TTD grubuna gére artis (p<0.05).

Sekil 4.8. Seminifer tiibiil cap1 ve epitel kalinligi.

(A. Sham grubu testis kesiti. Normal histolojik goriinimde seminifer tiibiiller
gozlenmektedir. B. TTD grubu testis kesiti. Sham grubuna goére daralmis seminifer
tiibiil cap1 ve azalmis epitel kalinligr goriilmektedir. C. TT+PNX+TD grubu testis
kesiti. Sham grubuna benzer histolojik yapida ve c¢apta seminifer tiibiiller
gozlenmektedir. D. TTD+PNX grubu testis kesiti. Sham grubuna benzer histolojik

yapida ve c¢apta seminifer tiibiiller gozlenmektedir. Kesikli mavi ¢izgiler: seminifer
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tiibiil capt. OTC: ortalama tiibiil cap1. OEK: ortalama epitel kalinlig1r. PAS boyama,
20x.).

4.2.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Yapilan immiinohistokimyasal analizlere gore, spermatogonia sayist TTD grubunda
sham grubuna goére anlamli derecede azalmis bulundu (p<0,05). TT+PNX+TD ve
TTD+PNX gruplarinda ise TTD grubuna gore artis gozlenirken (p<0,05), sham
grubuna gore benzer bulundu (p>0,05). Spermatogonia sayimi yapilan tiibiillerin ¢ap
Ol¢iimleri de daha onceki seminifer tiibiil 6l¢iimlerinde oldugu gibi TTD grubunda
diger gruplara gore azalmis bulundu (p<0,05). Ancak spermatogonia/tiibiil ¢ap1 orani

sonuglart ise tiim gruplarda benzer bulundu (p>0,05) (Cizelge 4.3, Sekil 4.8).

Cizelge 4.3. Immiinohistokimya (spermatogonia) analizi.

Gruplar Spermatogonia (SPG) Tiibiil capr SPG/Tiibiil ¢cap1

Sayimmi
Sham 76.33 +2.58 69.60£2.82 1.10+0.05
TTD 66.17 + 5.982 5450 £ 4.67° 122+0.15
TT+PNX+TD  75.17 £ 6.40° 62.37+4.56° 1.21+0.12
TTD+PNX 75.83 + 3.06° 65.71 £4.95°* 1.16+0.07

a8Sham grubuna gore azalig (p<0.05).
®TTD grubuna gére artis (p<0.05).
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Sekil 4.9. Immiinohistokimyasal spermatogonia boyanmast.

(A. Sham grubu testis kesiti. Normal histolojik goriinimde seminifer tiibiil bazal
membraninda doseli yogun MAGE A4+ spermatogonialar (kirmizi oklar)
gozlenmektedir. B. TTD grubu testis kesiti. Sham grubuna gore azalmis seminifer
tibiil capt ve azalmis sayida MAGE A4+ spermatogonialar (kirmizi oklar)
goriilmektedir. Oklarla isaretli tiibiil komsulugundaki tiibiillerde de seyrek
spermatogonia varligi dikkati cekmektedir. C. TT+PNX+TD grubu testis kesiti. Sham
grubuna benzer histolojik yapida ve seminifer tiibiil bazal membraninda doseli yogun
MAGE A4+ spermatogonialar (kirmizi oklar) gézlenmektedir. D. TTD+PNX grubu
testis kesiti. Sham grubuna benzer histolojik yapida ve seminifer tiibiil bazal
membraninda doseli yogun MAGE A4+ spermatogonialar (kirmizi oklar)
gozlenmektedir. MAGE A4+ THC boyama, 40x.)
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BOLUM 5

TARTISMA

Uzun siireli testis torsiyonu, testis dokusunda iskemiye ve yliksek diizeyde serbest
radikallerin iiretimine yol agmaktadir. Detorsiyonu takiben ise testis dokusunda ROS
kaynakli oksidatif streste bir artis ortaya ¢ikmaktadir (85, 86). Oksidatif stres, memeli
spermatozoalarinin oksidatif hasara karsi ¢ok duyarli olmasi nedeniyle sperm
fonksiyonlarinin zayiflamasina neden olmaktadir (87). Iskemi ayrica nétrofillerin
testislere sizmasina neden olan sitokinlerin salinmasini da tetikler ve gecici testis
iskemisinin patofizyolojik sonuglarina aracilik etmek i¢in kontrolsiiz serbest radikal
{iretiminin bir bagka iyi kaynagini temsil edebilir (88). Ureme fonksiyonlar: {izerine
olduke¢a yaygin bir etkisi oldugu bilinen PNX-14, insiilin aktivitesi, kaygi, agr1, hafiza
ve yiyecek alimi gibi bir¢ok olayda da rol oynamaktadir (89-91). PNX’in dokularda
oksidatif strese karsi olasi etkileri de literatiirde gosterilmistir. Diyabetik farelerin kalp
dokularinda diyabete bagli oksidatif hasar iizerine PNX-14’{in koruyucu etkileri
incelendiginde, PNX-14 uygulamasinin kalp dokusunda aktive edilmis oksidatif stresi
onemli derecede iyilestirdigi goriilmiistir (92). Astrositlerde lipopolisakkaritlerin
neden oldugu oksidatif hasara karst PNX-14’iin koruyucu etkileri incelendiginde hem
astrositlerdeki ROS miktarini belirgin derecede azaltirken SOD enzim aktivitesini de
taban ¢izgisine yakin bir seviyeye getirdigi goriilmiistiir (93). Gestasyonel diyabetli
farelerde PNX-20 uygulamasinin oksidatif stres parametrelerinde iyilesmeye neden
oldugu da gosterilmistir (94). Zandeh-Rahimi ve arkadaslari da yaptiklar
caligmalarinda PNX-14’iin antioksidatif etkilerini ortaya koymuslardir (95).
Aragtirmacilar, indometazin ile indiiklenmis duodenal iilserde PNX tedavisinin MDA
seviyelerini azaltip SOD enzim aktivitesini arttirarak dokular1 oksidatif hasarin zararh
etkilerini iyilestirdigini belirtmislerdir. Yiiksek yagl diyetle indiiklenmis karaciger
hasarinda PNX-14 uygulamasinin hepatik SOD aktivitesinde artis, GSH iiretiminde
artis ve MDA diizeyinde azalma meydana getirerek yiiksek yagl diyetin neden oldugu

hasar1 ve karaciger yaglanmasini énemli derecede iyilestirdigi de yapilan ¢alismada

40



ortaya koyulmustur (96). Hu ve arkadaslar1 (97) PNX-14'in, M17 néron hiicrelerinde
ROS diretimini azaltarak ve SOD aktivitesini ise artirarak morfinin neden oldugu
oksidatif  stresi  azaltiim1 = goOstermislerdir. ~ Mevcut  calismamiz  testis
torsiyon/detorsiyon hasarinda PNX-14’iin oksidatif strese karsi iyilestirici bir rol
oynadigim1 gostererek bu alanda yapilan diger ¢alismalarin bulgularini da
genisletmistir. Torsiyon sirasinda ve sonrasinda uygulanan PNX, testis dokusunda
SOD enzim aktivitesini ve TAS diizeyini belirgin derecede artirirken MDA ve TOS
diizeylerini de azaltarak dokular1 oksidatif stresin zararh etkilerine kars1 korumustur.

Elde ettigimiz bu bulgular PNX’in gii¢lii anti-oksidatif etkilerini ortaya koymaktadir.

Son gelismeler PNX’in merkezi sinir sistemi, kalp, endotel ve karaciger gibi birgok
farkli doku ve hiicrede antiinflamatuvar 6zellikleri oldugunu ortaya koymustur (98).
Lysiak ve arkadaslar1 (99), I/R hasarindan sonra TNF-o ve IL-1p gibi proinflamatuvar
sitokinlerin uyarildigin1  gostermislerdir. Hayvan modellerinde testis torsiyon
detorsiyon hasarindan sonra TNF-a ve IL-1B’nin artan ifadeleri yapilan ¢alismalarda
dorgulanmigtir (100). Hem TNF-o’nin hem de IL-1B’nin sertoli hiicrelerinde ve
seminifer peritiibiiler hiicrelerde inflamasyonu indiikledigi ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerinin salinimini aktive etttigi de bildirilmistir (101, 102). Dis
pulpa hiicrelerinde lipopolisakkarit kaynakli inflamasyona karst PNX’in etkilerinin
incelendigi bir ¢alismada PNX-20’nin IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerinin
salinimini azalttigi gosterilmistir (103). Yao ve arkadaslari (92) STZ ile indiiklenmis
diyabetik farelerin kardiyak dokularinda PNX’in tedavi edici Ozelliklerinin
incelemislerdir. Arastirmacilar, PNX-14 ile tedavi edilen grupta serum TNF-a ve IL-
6 seviyelerinin dramatik bir sekilde azaldigimi belirlemiglerdir. Bu veriler
dogrultusunda, diyabetik farelerin kalp dokularindaki siddetli inflamasyonun
Phoenixin-14 tarafindan c¢arpici bigimde hafifletildigini ortaya koymuslardir.
Indometazin ile indiiklenmis duodenal iilserde de PNX tedavisi sonras1 hem TNF-a
hem de IL-6 seviyelerinde azalma meydana geldigi goriilmiistir (95). Yaslanmig
beyinlerde Alzheimer, Parkinson, iskemi gibi hastaliklara bagli olarak
noroinflamasyonun ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Ma ve arkadaslar1 (79) mikroglia
hiicrelerinde PNX-14'in TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu diizenledigini, ROS iiretimini azalttigini1 ve bu hiicrelerde glutatyon

seviyesini arttirarak I/R  hasarim1  azalttigimi  belirtmislerdir. Calismamizda,
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intraperitoneal tek doz PNX-14 uygulamasinin testis dokusunda I/R hasarina bagh
inflamasyonu onemli derecede iyilestirdigi belirlendi. Torsiyon sirasinda ya da
detorsiyon baslangicinda PNX-14 tedavisinin, torsiyon detorsiyon hasarmna bagh
olarak testis dokusunda artan TNF-a ve IL-6 seviyelerinde belirgin bir azalisa neden
olarak dokudaki inflamasyonu iyilestirdigi goriilmiistiir. Elde ettigimiz veriler PNX-
14’in antiinflamatuvar Ozelliklerini ortaya koymakta ve literatiirdeki diger
calismalarla da uygunluk gostermektedir. Tiim bu bulgulara dayanarak PNX’in
iskemik felg, gastrointestinal inflamatuar bozukluklar ve diger merkezi sinir sistemi
bozukluklar1 i¢in yeni bir potansiyel terapdtik ajan olarak kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

Literatiirdeki calismalar PNX’in iireme hormonlari tizerinde 6nemli roller oynadigini
gostermektedir. PNX’in serum GnRH seviyesinde herhangi bir degisikligi yol
acmadan FSH, LH ve testosteron seviyelerini dnemli dl¢iide arttirdigi bildirilmistir
(76). Periferal dokularda ¢ok daha aktif olan PNX-14’{in FSH ve testosteron salinimini
uyardigi bilinmektedir (104). PKOS’lu hastalarda serum PNX seviyelerinin serum LH,
testosteron ve progesteron seviyeleri ile pozitif korelasyon gosterdigi yapilan
caligmalarda belirtilmistir (105). Ciindiibey ve arkadaslar1 (104) da PKOS’Iu
hastalarda serum PNX-14 ve serum testosteron seviyeleri arasinda pozitif ve gii¢lii bir
korelasyon oldugunu gostermislerdir. Testis hasarin anormal spermatogeneze yol
actig1 bilinmektedir (106). Testis torsiyon/detorsiyonun testikiiler testosteron
tiretiminde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (107, 108). Birgok ¢alismada da testis
dokusunda meydana gelen I/R hasarina bagh olarak serum testosteron seviyesinin
belirgin bir derecede azaldigi ortaya koyulmustur (109, 110). Testis
torsiyon/detorsiyonu sonucunda serum testosteron seviyelerini karsilagtirdigimizda
bizler de torsiyon/detorsiyon uygulanan grupta serum testosteron seviyesinin belirgin
bir derecede azaldigini gordiik. Bunun nazaran PNX-14 ile tedavi ettigimiz gruplarda
ise serum testosteron diizeyi hasar grubuna gore anlamli derecede artig gostermisti.
Literatiirdeki diger ¢alismalara benzer sekilde mevcut ¢alismada da PNX-14’{in serum
testosteron seviyeleri ile pozitif bir korelasyon gosterdigi ortaya koyulmustur. Yapilan
tim bu ¢alismalara ragmen PNX'in hem serum testosteron hem de serum FSH
diizeylerini artirmasinin mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle de

bu anlamda yapilacak ¢ok daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ayrica son yillarda yapilan ¢aligmalarda PNX-14"lin dokular1 iskemik hasara karsi
koruyucu bir etkisinin oldugu da gosterilmistir (111, 112). Ma ve arkadaslar1 (79),
intraserebroventrikiiler PNX-14 infiizyonun beyin dokusunda I/R bagli hasar
azalttigin1 gostermislerdir. Arastirmacilar PNX-14 uygulanan gruplarda infarkt alanin
ve mikroglia aktivasyonun belirgin bir derecede azaldigin1 gézlemlemislerdir. Middle
serebral arter okliizyonu olan farelerde PNX-20 infiizyonun da beyin dokusunda
infarkt alanin1 6nemli 6l¢ilide azalttigi gibi ndrolojik defisit skorunu da iyilestirdigi
gosterilmistir  (113). Yapilan literatiir taramalarinda testis torsiyon/detorsiyon
hasarinda PNX’in koruyucu ya da iyilestirici etkilerinin incelendigi herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Mevcut ¢aligmada PNX’in testis torsiyon/detorsiyon
hasarina kars1 iyilestirici etkileri ortaya konulmaya calisilmistir. Bu amagcla testis
dokusundaki histomorfolojik ve immiinohistokimyasal degisiklikler detayli bir sekilde
incelenmeye  calistlmistir.  Histomorfolojik  degerlendirmeler ~ sonucunda
torsiyon/detorsiyon grubunda seminifer tiibiil capinda ve epitel kalinliginda belirgin
bir azalma oldugu goriilmiistiir. Torsiyon/detorsiyon hasarinin seminifer epitelde yer
alan spermatojenik hiicre hatlarini etkiledigi, epitel de yer yer kayiplara neden oldugu
diistindirmektedir. PNX-14 ile tedavi edilen gruplarda ise seminifer epitel kalinliginda
ve tiibiil ¢apinda belirgin bir iyilesme goze carpmustir. Immiinohistokimyasal
degerlendirmeler sonucunda TTD grubunda spermatogonia sayisinda meydana gelen
azalma da olduk¢a dikkat g¢ekmektedir. PNX-14 ile tedavi edilen gruplarda
spermatogonia sayis1 da artig gostermistir. Bu gruplarda spermatogonia sayisinda
meydana gelen bu artisin seminifer epitel kalinliginda da artisa neden oldugu
goriilmektedir. Tim bu sonuglar degerlendirildiginde PNX-14 tedavisinin

torsiyon/detorsiyon hasarina karst iyilestirici roller oynayabilecegi akla gelmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak c¢alismamizdan elde edilen tiim veriler PNX-14 tedavisinin
torsiyon/detorsiyonun testis dokusunda meydana getirdigi hasar1 iyilestirmede etkili
bir ajan olabilecegini ortaya koymaktadir. PNX-14’iin iyilestirici etkisinin temel
olarak antiinflamatuvar ve antioksidatif 6zelliklerinden kaynaklandig1 ve I/R sonrasi
oksidatif stres sonucunda artan inflamasyonu azaltarak dokularda meydana gelen
olumsuz Cizelgeyu ortadan kaldirdig1 diisiiniilmektedir. Fakat literatiirde PNX’in her
ne kadar lireme fonksiyonlari iizerine olan etkileri ortaya koyulmus olsa da hala bu
konuda birgok mekanizma aydinlatilmanmustir. Iskemik hasara kars1 PNX’in etkilerini
inceleyen ¢ok daha fazla ¢aligmaya gerek duyulmaktadir. Bizim ¢alismamiz iskemik
hasarda testis dokusunda PNX’in iyilestirici etkilerini aciklamaya c¢alissa da hala
eksiklikleri bulunmaktadir. Sperm sayisi, sperm hareketligi gibi detayli morfolojik
incelemelere de gerek duyulmaktadir. Elde etti§imiz sonuclarin literatiire bu konuda
katki saglayacagi siiphesizdir. Ama ¢alismamizin daha kapsamli ¢aligmalar ile de

desteklenmesi gerekmektedir.
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Karabiik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna proje yiiriitiiciisii olarak sunmus
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