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Özellikle perinatal ve pubertal dönemlerde sık karşılaşılan klinik bir durum olan 

testiküler torsiyon, testis dokusunda hasara ve infertilitiye neden olabilmektedir. 

İskemik hasara karşı oldukça dayanıksız olan testis dokusunda hasarı en aza indirmek 

için erken tanı ve müdahale önem arz etmektedir. Phoenixin (PNX), üreme 

fonksiyonlarında rol oynadığı bilinen bir peptittir. Hem merkezi olarak hipotalamus’ta 

ve nucleus arcuatus’ta hem de periferik olarak kardiyak ve gastrointestinal dokularda 

eksprese edilen PNX, gonadotropin salgılatıcı hormon aracılığıyla üreme 

hormonlarının salgısını düzenlemektedir. Bu çalışmanın amacı; PNX’in testis 

dokusundaki oksidatif hasar, inflamatuvar yanıt ve serum testosteron seviyesi üzerine 

etkileri incelenmesidir. Ayrıca testis dokularında meydana gelebilecek histopatolojik 

değişikler üzerine PNX’in etkilerinin seminifer tübül çapı, epitel kalınlığı, bazal 

membran kalınlığı gibi histopatolojik özelliklerin de incelenmesi amaçlanmıştır. 
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Çalışmada, 48 adet erkek sıçan kullanıldı ve sıçanlar 4 gruba (Sham, TTD, 

TT+PNX+TD, TTD+PNX) (n=12) ayrıldı. Sham grubundaki sıçanlara sham testis 

torsiyon detorsiyon cerrahisi uygulanırken diğer üç gruptaki sıçanlara testis torsiyon 

detorsiyon cerrahisi uygulanacaktır. TT+PNX TD grubundaki sıçanlara torsiyonun 90. 

dakikasında, TTD+PNX grubundakilere de detorsiyon başlangıcında tek doz 

intraperitonel PNX (50 µg/kg) uygulandı. Sham ve TTD gruplarındaki sıçanlara 

herhangi bir enjeksiyon uygulanmadı. Detorsiyondan 24 saat sonra tüm gruplardaki 

sıçanlar dekapite edilerek kan ve testis dokusu örnekleri alındı. Alınan kan 

örneklerinden serum testosteron seviyeleri ELISA yöntemiyle belirlendi. Doku 

örneklerin oksidatif hasarı belirlemek için SOD, MDA, TAS ve TOS düzeyleri; 

inflamatuvar hasarı belirlemek için ise TNF-α ve IL-6 düzeyleri belirlendi. Ayrıca 

testis dokusunda iskemi sonrası meydana gelebilecek histopatolojik değişiklikler rutin 

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yöntemiyle ve immünohistokimyasal yöntemler 

ile incelendi. İmmünohistokimyasal analizler kapsamında spermatogonyum kök 

hücreleri, Sertoli hücreleri, Leydig hücreleri spesifik antikorlarla boyanıp hücre sayımı 

yapıldı ve gruplar arasında karşılaştırıldı. 

 

TTD grubunda testis dokusunda SOD enzim aktivitesi ve TAS seviyesinin sham 

grubuna göre belirgin derecede azalmış olduğu görüldü (p<0.05). Bunun yanı sıra 

testis dokusunda torsiyon detorsiyon hasarına bağlı olarak MDA, TOS, TNF-α ve IL-

6 seviyelerinde belirgin bir artış görüldü (p<0.05). PNX uygulanan gruplarda ise 

uygulama zamanından bağımsız olarak SOD enzim aktivitesi ve TAS seviyesinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir artış belirlendi (p<0.05). Diğer taraftan PNX 

uygulamasının torsiyon detorsiyon hasarına bağlı olarak artan MDA, TOS, TNF-α ve 

IL-6 seviyelerinde azalım meydana getirdiği tespit edildi (p<0.05). Yapılan 

histomorfolik analizler sonucunda PNX uygulanan gruplarda seminifer tübül çapı ve 

epitel kalınlığı TTD grubuna göre anlamlı derecede artmış bulunurken (p<0,05) sham 

grubuna göre benzer bulundu (p>0,05). Spermatogonia sayısı TTD grubunda sham 

grubuna göre anlamlı derecede azalmış bulundu (p<0,05). PNX uygulanan gruplarda 

ise TTD grubuna göre artış gözlenirken (p<0,05), sham grubuna göre benzer bulundu 

(p>0,05). Spermatogonia sayımı yapılan tübüllerin çap ölçümleri de daha önceki 

seminifer tübül ölçümlerinde olduğu gibi TTD grubunda diğer gruplara göre azalmış 

bulundu (p<0,05). 
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Bu çalışma sonucunda, PNX uygulamasının testis dokusunu torsiyon detorsiyon 

hasarına karşı koruyucu bir etki gösterdiği 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 µg/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-α 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-α 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-α 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 PNX 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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BÖLÜM 1 

 

GİRİŞ 

 

Testis torsiyonu; funiculus spermaticus’un kendi etrafında dönmesi sonucu testis ve 

etrafındaki yapıların kan akışının bozulmasına ve testis dokusunda iskemik hasara 

neden olabilen akut seyirli ürolojik durumdur (1, 2). En sık olarak yenidoğan 

döneminde ortaya çıkan bu klinik durum, her yaş grubunda da meydana 

gelebilmektedir. Erken tanı koyulmadığı ve müdahale edilmediği sürece testis 

dokusunda nekroza neden olabilen bu durum, testiste fonksiyon kaybına ve 

infertiliteye yol açar. Bu nedenle de acil ürolojik cerrahi gerektiren önemli bir klinik 

sorundur (3). Her ne kadar torsiyonun süresi ortaya çıkacak hasar açısından önemli 

olsa da torsiyonun derecesi de bir o kadar önem arz etmektedir. Artan torsiyon 

derecesinin gonadların canlılığını azalttığını belirtilmiştir. Torsiyon derecesi 360º’den 

fazla olan vakalarda, a. testicularis’te tamamen bir tıkanma ortaya çıkmakta ve buna 

bağlı olarak da testis dokusunda çok kısa bir süre içerisinde nekroz meydana 

gelmektedir (4) . Testis dokusunda leydig hücreleri ile karşılaştırıldığında seminifer 

tübül germinal epitel hücrelerinin iskemiye karşı çok daha dayanıksız olduğu 

bilinmektedir. Spermatogenetik seri hücreleri ve sertoli hücreleri 6 saat sonunda 

kaybedilirken, leydig hücreleri 10 saatin sonunda yok olmaktadır (5). Testis torsiyonu 

kadar sonrasında meydana gelecek detorsiyon süreci de hücrelerde hasara yol 

açmaktadır. Detorsiyon ile testis dokusuna tekrar kan akışının sağlanmasının 

(reperfüzyon), dokuda serbest oksijen radikallerinin artmasına ve bunun sonucunda da 

hücresel hasara neden olduğu bilinmektedir (6). 

 

Phoneixin (PNX), 2013 yılında Yostan ve arkadaşları tarafından İnsan Genomu 

Raporu verilerine dayalı biyoinformatik bir algoritma ile keşfedilmiş bir nöropeptittir 

(7) . 20 amino asitten oluşan bir peptit olan PNX’in en yaygın izoformları 14 ve 20 

amino asitten oluşan peptitler olup memelilerde birçok biyolojik role sahiptirler. PNX 
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tüm biyolojik rollerini GPR173 (G-Protein Coupled Receptor 173) adı verilen 

reseptörünü aktive ederek göstermektedir (7-9). 

 

PNX’in ortaya çıkarılan ilk biyolojik etkisi dişi üreme süreçlerinde modülatör olarak 

rol oynamasıydı. Hem merkezi olarak hipotalamus’ta ve nucleus arcuatus’ta hem de 

periferik olarak kardiyak ve gastrointestinal dokularda eksprese edilen PNX, 

gonadotropin salgılatıcı hormon aracılığıyla üreme hormonlarının salgısını 

düzenlemektedir (10). Memelilerde PNX'in GnRH aracılı LH salınımı, gelişen 

yumurtalık foliküllerinde granüloza hücrelerinin proliferasyonu ve östradiol 

üretiminde rolü olduğu bildirilmiştir (11). Yüksek LH ve progesteron seviyeleri ile 

ilişkili olan PCOS dişilerinde PNX seviyelerinin önemli ölçüde artmış olduğu 

gözlenmiştir (12). Bunun yanı sıra PNX davranış, hafıza, duyusal süreçler, sıvı 

homeostazı, gıda alımı ve glukozun yanı sıra lipit metabolizmasında da rol oynadığı 

gösterilmiştir. PNX'in gonadotropinlerin ve steroid hormonlarının salgılanmasını 

desteklediği açıktır (13). PNX’in iskemik dokulardaki etkisi mikroglia hücrelerinde 

yapılan bir çalışmada gösterilmiştir. Çalışmanın sonuçlarına göre PNX’in 

sitotoksisiteye bağlı iskemi/reperfüzyon hasarını inhibe ettiği bildirilmiştir (14). 

Bununla birlikte, PNX'in rolünü karakterize etmek ve PNX'in ve reseptör(ler)inin 

insan hastalıklarındaki terapötik potansiyelini açıklamak için daha fazla çalışmaya 

ihtiyaç vardır. Mevcut araştırmalar PNX'in pleiotropik etkilerini gösterse de, PNX'in 

in vivo koşullarda, özellikle insanlarda rolünü doğrulayan çalışmalar hala eksiktir. 

 

Bu çalışmada testis torsiyon/detorsiyon modeli oluşturulan prepubertal sıçanlarda 

intraperitoneal olarak uygulanan PNX’in, testis dokusundaki oksidatif hasar ve 

inflamatuvar yanıt üzerine etkileri incelendi. Bunun yanı sıra üreme sistemi üzerine 

önemli etkileri olduğu bilinen bu peptidin, testis dokularında meydana gelebilecek 

histopatolojik değişikler üzerine etkileri de değerlendirildi. Çalışmadan elde edilecek 

veriler doğrultusunda PNX’in torsiyon/detorsiyon hasarına karşı üreme fonksiyonları 

üzerine olan etkileri açıklanmaya çalışıldı. 
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BÖLÜM 2 

 

GENEL BİLGİLER 

 

2.1. TESTİS ANATOMİSİ  

 

Erkekler üreme hücresi olan spermiumların üretildiği organ olan testisler, sağlı sollu 

bir çift olup scrotum denilen bir torba içerisinde yer almaktadırlar (Şekil 2.1) (15). 

Testisler oval şekillidirler ve scrotum içerisinde üst uçları anterolaterale, alt uçları ise 

anteromediale bakacak şekilde oblik pozisyonda bulunmaktadırlar (16, 17). İntrauterin 

dönemde karın boşluğu içerisinde, periton ile fascia transversalis arasında gelişirler. 

Fetüsün 12. Haftasında canalis inguinalis’e gelen testisler, 28. Haftada canalis 

inguinalis’ten geçip, 32. Haftada scrotum’a ulaşmaktadır. Testislerin scrotum’a tam 

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

 

 

Şekil 2.1. Testis’lerin scrotum içerisindeki konumu (20). 

 

Testislerin facies medialis ve facies lateralis denilen iki yüzü, margo anterior ve margo 

posterior denilen iki kenarı, extremitas superior ve extremitas inferior denilen iki de 

uçları bulunmaktadır (Şekil 2.2) (21). Üst uçlarına tutunan küçük yassı kistik yapı 
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appendix testis adını almaktadır (18). Bu yapı Müller kanalının üst ucunun kalıntısı 

olup, kadınlarda tuba uterina, cervix uteri ve vagina’nın 2/3’ük üst kısmına  karşılık 

gelmektedir (22). Testis’lerin margo posterior’unun dış kısmı boyunca uzanan 

epididymis, spermiumların iletilmesini ve depo edilmesini sağlamaktadır (23). 

Epididymis, testis’i ductus deferens’e bağlayan bir kanal sistemidir (24). Testis’lerin 

margo anterior’ları, her iki yüzü ve uçları peritoneum viscerale (epiorchium) ile sarılı 

iken margo posterior’larının sadece dış kısmı periton ile örtülüdür (25) . Testis’lerim 

margo anterior’larının peritonsuz  medial kısımılarına  ise epididymis yerleşir ve 

buradan funiculus spermaticus,  testisin damar–sinir paketi ve kanal sistemleri 

geçmektedir (26). Testis’in  margo posterior’u ile corpus epididimis arasında kalan 

boşluğa sinus epididymis denilmektedir (Şekil 2.2)  (27). 

 

 

Şekil 2.2. Testis ve epididymis (28). 

 

Yenidoğanlarda 16x14 mm boyutlarında olan testisler, puberteye ulaşıncaya kadar 

yavaş bir şekilde büyür. Puberteden sonra büyüme hızı artarak 12 yaş civarında uzun 

ekseni yaklaşık 3-4 cm’ye, 16 yaş civarında ise 6 cm’ye ulaşır (29). 
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2.2. TESTİS’İN KATMANLARI 

 

Testis’ler dıştan içe doğru; tunica vaginalis testis, tunica albuginea ve tunica vasculosa 

olmak üzere üç yapı tarafından sarılmıştır. Testis’leri saran peritoneal bir tabaka olan 

tunica vaginalis testis, processus vaginalis’in kalıntısıdır. Bu tabakanın lamina 

visceralis (epiorchium) ve lamina parietalis (periorchium) olmak üzere iki tabakası 

bulunmaktadır (Şekil 2.3). Testis’lerin ön kenarını ve her iki yüzlerini örten lamina 

visceralis, arka kenarında lamina parietalis ile devam eder. Lamina parietalis ise fascia 

spermatica interna ile bitişik olup testis’lerin alt uçlarından üst kısmına doğru 

funiculus spermaticus’u da içine alacak şekilde uzanır (30). İki tabaka arasında cavum 

serosum testis denilen potansiyel bir seröz boşluk bulunur ve bu boşluk testis’lerin 

rahat bir şekilde hareket etmesine olanak sağlar. 

 

Tunica albuginea, sert ve kalın bir fibröz tabakadır. Mavimsi-beyaz renkte olan bu 

tabakanın genişleme ve elastikiyet özelliği olmayıp testis’lerin esas bütünlüğünü 

sağlamaktadır. Tunica vaginalis testis’in lamina visceralis’inin hemen altında yer alan 

bu tabaka, arka kenarlarından testis’lere girerek testis içerisinde mediastinum testis 

(Corpus higmore) denilen vertikal bir bölme oluşturur (Şekil 2.3. Bu kısımdan ayrıca 

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

 

 

Şekil 2.3. Testis’in katmanları (20). 
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Mediastinum testis’in ön ve yan kısımlarından septula testis denilen bölmeler ayrılır. 

Bu bölmeler, testis dokusunu 200-300 adet piramit şekilli lopçuklara (lobuli testis) 

böler. Her bir lopçuk içerisinde tubuli seminiferi contorti denilen kıvrımlı kanalcıklar 

bulunur. Her bir lopçukta 1-4 adet bulunan tubuli seminiferi contorti’lerin testis 

içerindeki yaklaşık sayısı 400-600 kadardır (33). Tubuli seminiferi contorti’ler 

mediastinum testis’e yaklaşırken birbirleri ile birleşir ve düz kanalcıklara dönüşürler. 

Yaklaşık 25 adet olan bu düz kanalcıklara tubuli seminiferi recti adı verilmektedir. 

Tubuli seminiferi recti’ler ise mediastinum testis içerine girerek birbirleriyle 

anastomoz yapar ve rete testis (Haller ağı) denilen ağı meydana getirirler (Şekil 2.4). 

Testis’lerin lopçukları içerisinde üretilen spermium’lar bu ağdan ductuli efferentes 

testis denilen kanallara geçerek epididymis’e taşınır (34). 

 

 

Şekil 2.4. Testis’in iç yapısı (20). 

 

Capsula testis’in en iç kısmını oluşturan tunica vasculosa, areolar bağ doku içerisine 

yerleşmiş, damar pleksuslarından oluşan tabakadır. Tunica albuginea tabakasının iç 

yüzüne döşeyen bu ince tabaka, septula testis’lerin de iç yüzünü sarması nedeniyle 

testis lopçuklarının çevresinde bir katman oluşturmaktadır (35).  

 

2.3. TESTİS’LERİN HİSTOLOJİSİ  

 

Septula testis’ler aracılığıyla lopçuklara ayrılan testis dokusunun her bir lopçuğu 

içerisinde kan ve lenf damarları, sinirler ve testosteron salgılanmasından sorumlu 

Leydig hücrelerinin de bulunduğu bağ dokusu ve sperm üretiminde rol oynayan 
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seminifer tübüller bulunmaktadır (36, 37). Sperm üretimi yapan hücreleri sayesinde 

ekzokrin fonksiyon gösterirken aynı zamanda testosteron hormonu salgılayan testis’ler 

endokrin fonksiyona da sahiptirler. Puberteden itibaren salgılanmaya başlayan 

testosteron hormonu, sperm üretiminin başlamasına ve ikincil seks karakterlerinin 

gelişmesini sağlamaktadır (38). 

 

Seminifer tübüller, testis’lerin hem yapısal hem de fonksiyonel birimi olup testis 

dokusunun büyük bir kısmını oluşturmaktadır. Seminifer epitel dokusu veya germinal 

epitel ile döşeli olan bu yapılar arasında kalan alanın büyük kısmı Leydig hücreleri 

tarafından doldurulmuştur. Leydig hücrelerinin yanı sıra kan ve lenf damarları ile 

makrofajlar da seminifer tübüller arasındaki boşlukta yer almaktadır (37).  

 

Spermatogenez olayının meydana geldiği seminifer tübüller çok katlı seminifer epitel 

dokudan oluşmaktadır. Bazal lamina üzerine oturan seminifer epitel ile bazal lamina 

arasında sertoli hücreleri ve spermatojenik hücreler bulunmaktadır (39). Destek 

hücreler olan sertoli hücreleri, spermatojenik hücreleri sararak aralarındaki boşluğu 

doldurmaktadır. Puberteden sonra çoğalma özelliği gösteremeyen bu hücreler, 

sperminifer epitel boyunca epitel boyunca birbirleriyle sıkı bağlantı halindedirler ve 

bu bağlantıları kan-testis bariyerinin de temelini oluşturmaktadır (36). Spermatojenik 

hücrelerin korunmasını, desteklenmesini ve beslenmesini sağlayan Sertoli hücreleri, 

spermiyogenez sürecinde de spermatid plazmasındaki atıkları, dejenere hücreleri 

fagosite eder (37). 

 

Sertoli hücreleri arasında yer alan ve sperm üretiminden sorumlu olan spermatojenik 

hücreler, bazal laminadan hücre lümenine doğru spermatogonyum, spermatosit, 

spermatid ve spermatozoa olarak dizilmişlerdir (40). Olgunlaşmamış bir 

spermatojenik hücre olan spermatogonyum, puberteden sonra testosteron hormonunun 

etkisiyle hücre döngüsüne girer. Koyu tip A, açık tip A ve ip B olmak üzere üç tip 

spermatogonyum hücresi bulunmaktadır (36). Tip B spermatogonyum hücresi mitoz 

bölünme sonucu primer spermatositi meydana getirmektedir. Primer spermatosit de 

bir mayoz bölünme geçirir ve bunun sonucunda da iki sekonder spermatosit oluşur. 

Daha sonra sekonder spermatosit de mayoz bölünme geçirerek spermatid hücrelerini 

oluşturur. Bu ikinci mayoz bölünme sonucu meydana gelen spermatidler, hücre 
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morfolojilerinde meydana değişiklikler sonucunda spermatozoa hücrelerine dönüşür. 

Mitoz ve mayoz bölünmeler sonucu olgun spermatoza’ların oluştuğu bu biyolojik 

süreç spermatogenez olarak adlandırılmaktadır (Şekil 2.5) (39). 

 

 

Şekil 2.5. Spermatogenez süreci (41). 

 

2.4. TESTİSLER’İN ARTER VE VENLERİ 

 

Testis’leri başlıca aorta abdominalis’in dalı olan a. testicularis’ler beslemektedir. 

Ayrıca a. cremasterica, a. ductus deferentis ve a. pudenda externa’lar da testis’lerin 

beslenmesine katkı sağlamaktadır. L2-L3 seviyesinde aorta abdominalis’ten ayrılan ve 

sağlı sollu birer tane olan a. testicularis’ler testis’lerin beslenmesinin yaklaşık 2/3’ünü 

sağlamaktadır. Her iki tarafta n. genitofemoralis, a. iliaca interna ve üreterlerin 

yüzeyelinde, m. psoas major’ün de ön yüzünden aşağıda-dışa doğru ilerleyerek 

pelvis’e gelirler (42, 43). A. testicularis sinistra, posteriordan colon descendens, a. 

colica sinistra ve v. mesenterica inferior’u geçerek pelvise ulaşır. A. testicularis dextra 

ise a. ileocolica ve a.colica media’nın arkasından, ilium’un alt-arka kısmından ve v. 

cava inferior’un da önünden geçer. Her ikisi de aynı taraflı anulus inguinalis 

profundus’dan geçerek funiculus spermaticus içindeki yerini alıp, canalis 

inguinalis’ten scrotum içine kadar devam ederek mesorchium’dan testis’e girer. Her 

bir a. testicularis, testis’lerin margo posterior’undan ipsilateral olarak mediastinum 
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testis’e, buradan da tunica vasculosa tabakasına girip lobuli testis’leri besleyen iki 

terminal dallara ayrılır (44, 45).  

 

Testis’ten çıkan birkaç küçük ven ile epididymis’ten gelen venöz dallar arasında 

meydana gelen anastomoz sonucu plexus pampiniformis denilen venöz ağ 

oluşmaktadır. Çoğu zaman bu pleksus, anulus inguinalis profundus seviyesinde 

birleşerek sağlı sollu v. testicularis’leri oluşturur. Testis’in veöz drenajını sağlayan bu 

iki venden biri olan v. testicularis dextra, v. cava inferior’a dökülürken, v. testicularis 

sinistra ise v. renalis sinistra’ya dökülür (Şekil 2.6) (46-50). 

 

 

Şekil 2.6. Testis damarları (51). 

 

2.5. TESTİS TORSİYONU VE DETORSİYONU 

 

2.5.1. Epidemiyoloji ve Etiyolojisi 

 

Funiculus spermaticus’un içindeki yapılarla birlikte kendi etrafında dönmesi sonucu 

testis’lere giden kan akımının bozulması ile karakterize klinik durum testis torsiyonu 
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olarak adlandırılmaktadır. İlk olarak 1800’lü yıllarda Hunter tarafından saptanan testis 

torsiyonu, 1894 yılında Lauenstein tarafından sınıflandırılmış olup ilk şematik ve 

orijinal çizimler yayınlanmıştır (52, 53). 

 

Bütün yaş gruplarında görülebilen bu klinik durum, özellikle yenidoğan döneminde ve 

puberte öncesi daha sık ortaya çıkmaktadır. Vakaların geneline bakıldığında %65’inin 

puberte öncesi bireylerden ve genellikle 13 yaş grubundan oluştuğu görülmektedir (54, 

55). Testis torsiyonu çoğunlukla tek taraflı olarak görülmekte ve özellikle sol testis’te 

meydana gelmektedir (56). 

 

Testis torsiyonun ortaya çıkmasında çan tokmağı deformitesi (Bell clapper), inmemiş 

testis durumu, aşırı artmış testosteron düzeyi ve travmalar gibi bir çok risk faktörü 

bulunmaktadır (57). Ani bir şekilde başlayan testis ağrısı ve şişkinlik ile ortaya çıkan 

testis torsiyonu acil müdahale gerektirmektedir. Tedavi duruma göre, manuel ya da 

cerrahi olarak testis’lerin detorsiyon ile normal konumuna getirilmesidir. Manuel 

tedavi ile testis normal konumuna getirilse bile çok geçmeden cerrahi ile fiksasyon da 

yapılmalıdır. Klinik bulguların ortaya çıkmasından sonraki ilk 4 saat içerisinde 

yapılacak olan tedavi oldukça önem arz etmektedir. Bu süre içerisinde tedavi edilen 

testis’lerin endokrin ve ekzokrin fonksiyonlarında meydana gelebilecek hasar büyük 

oranda önlemiş olmaktadır. 10. saatten sonra vakaların neredeyse yarısında testis’lerde 

fonksiyon kayıpları görülmeye başlanırken 24 saat sonra yapılan müdahalelerde ise 

vakaların tamamında kalıcı hasarlar ortaya çıkmaktadır (55).  

 

Testis torsiyonu sonucu ortaya çıkan hasarda torsiyon süresi ne kadar önemli ise 

torsiyonun derecesi de bir o kadar önemlidir. Testis’in beslenmesini sağlayan a. 

testicularis’in kan akımının tamamen bozulması ve testis dokusunda tam bir nekrozun 

gerçekleşmesi için 720º’lik torsiyonun meydana gelmesi gerekmektedir. Vakaların 

çoğunda 360-720º’lik torsiyonların gerçekleştiği görülmektedir (58). Torsiyon sonucu 

testis dokusunun korunmasında kritik rol oynayan torsiyon süresi ve derecesi testis’te 

ortaya çıkabilecek hasarın boyutları hakkında da bilgi vermektedir.  
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2.5.2. Patofizyolojisi 

 

Genellikle testis’lerin extremitas inferior’ların tunica vaginalis’e yeterince fikse 

olmadığı ya da alt ucun geniş tabanlı olmadığı durumlarda testis’ler rahatlıkla 

funiculus spermaticus üzerinde dönme eğilimi göstermektedirler. Bir travma ya da 

fiziksel darbe sonucu ortaya çıkabilen bu durum kendiliğinden de gelişebilmektedir 

(59). Testis’lerin bu şekilde dönmesi sonucu funiculus spermaticus içerisinden geçen 

damar yapıları da (a. ve v. testicularis) obstrüksiyona uğrar. Bunun sonucunda testis 

dokusunu gelen arteriyel kan akımının azalması, venöz dönüşün engellenmesi dokuda 

iskemiğe neden olmaktadır. Erken tedavi edilememesi durumunda bireyler 

infertiliteye yol açmaktadır. 

 

Ekstravaginal testis torsiyonu ve intravaginal testis torsiyonu olmak üzere iki tip 

torsiyon tanımlanmıştır (Şekil 2. 7). Daha nadir olarak görülen ekstravaginal testis 

torsiyonu vakaların %10’unu oluşturmaktadır. Prenatal (%72) ve postnatal (%28) 

dönemlerde ortaya çıkan bu torsiyon tipinin genellikle testis’lerin scrotum kesesine 

indiği ancak scrotum’a fikse olmadan önce ortaya çıktığı düşünülmektedir (60).  

 

Vakaların %90’ını oluşturan intravaginal testis torsiyonu, testis’lerin tunica 

vaginalis’e yeterince fikse olamaması sonucu ortaya çıkmaktadır. Tunica vaginalis’e 

yeterince fikse olamayan testis, scrotum kesesi içinde enine bir şekilde durur ve bu 

pozisyonunu da hareket yeteneğinin artmasına neden olur. Bell clapper denilen çan 

tokmağı deformitesi intravaginal testis torsiyonun ortaya çıkmasındaki en yaygın 

patolojidir. Funiculus spermaticus’un sol tarafta daha uzun olması nedeniyle sol 

testis’te daha sık olarak görülmektedir (61, 62). 
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Şekil 2.7. Testis torsiyon tipleri (62). 

 

Testis’lerde meydana gelen torsiyon testis dokusunda iskemik hasara neden 

olmaktadır ve bu hasarı ortadan kaldırmak için yapılması gereken ilk müdahale 

detorsiyon ile testis’lerin normal konumuna geri döndürülmesidir. Fakat detorsiyon 

olayı da testis dokusunda reperfüzyon hasarına yol açmaktadır (6). 

 

2.6. İSKEMİ/REPERFÜZYON HASARI 

 

Dokulara gelen kan akımının bozulması sonucu ortaya çıkan iskemi hasarı, dokuların 

yeterince beslenememesine ve oluşan metabolitlerin de dokulardan 

uzaklaştırılamamasına neden olmaktadır (63). İskemi sonucu hipoksiye maruz kalan 

dokularda ciddi hasarlar meydana gelmektedir. Dokulara yetersiz kan akımı gelmesi 

oksidatif fosforilasyonun azalmasına neden olur. Azalan adenozin trifosfat (ATP) da 

fosfofruktokinazı uyararak anaerobik glikoliz ile glikojenden ATP sentezlenmesini 

sağlar (64). Hücrede ATP miktarının azalması aynı zamanda hücre zarında yer alan 

Na+/K+/ATPaz pompasının da işlevini bozulmasına ve hücre içinde iyon 

dengesizliğini oluşmasına neden olmaktadır (65).  İyon seviyelerindeki bu değişim, 

proinflamatuvar sitokinlerde artışa neden olur ve bunun sonucunda da 

antiinflamatuvar sitokinler ve antioksidan enzimlerin üretimi azalır (66). İskemi 

süresince dokularda ATP üretimi dursa da hücre ATP kullanmaya devam eder. 

ATP’den sırasıyla ADP (adenozin difosfat), AMP (adenozin monofosfat) ve son 

olarak da adenozin elde edilir. Hücre dışına geçen adenozin, hipoksantin’e dönüşür ve 

iskemik dokularda biriken hipoksantin de ksantin dehidrogenaz’ın ksantin oksidaz’a 
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dönüşmesine neden olur. Reperfüzyon ile iskemik dokulara tekrar oksijen gelmesi ile 

ksantin oksidaz aracılığıyla hipoksantin ksantin’e, ksantin de ürik asite dönüşür. Bu 

reaksiyon sırasında oksijen alıcısı olarak moleküler su kullanılır ve süperoksit 

radikalleri (SOR) ortaya çıkar (67). 

 

İskemi/reperfüzyon (İ/R) hasarının başlıca nedeni, reperfüzyon ile tekrar dokuya giren 

moleküler oksijen nedeniyle oluşan serbest oksijen radikalleridir. Hücrelerin yapısında 

ve fonksiyonlarında hasara neden olan SOR’lar, özellikle membrandaki yağ asitlerine, 

proteinlere ve nükleik asitlere ve DNA molekülüne zarar vermektedir. Membrandaki 

yağ asitleri ile reaksiyona giren SOR’lar lipid peroksidasyonuna sebep olur. Bu olay 

sonucunda membran potansiyelinde azalmaya ve membran geçirgenliğinde artışa 

neden olarak hücresel hasara yol açar (68).  

 

SOR’lar protein oksidasyonuna neden olarak proteinlerin fonksiyonlarını ve enzimatik 

aktivitelerini bozulmasına sebep olur (69). 

 

Testis dokusunda iskemi sonucu serbest oksijen radikalleri ortaya çıkmaktadır. 

Detorsiyon sonucu kan akımının tekrar sağlanması artan bu serbest oksijen 

radikallerinin yeniden dolaşıma katılmasını sağlamakta ve hücreye giren oksijen ile 

reaktif oksijen türlerinin oluşmasına neden olacaktır. Bu nedenle de reperfüzyon 

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

 

2.7. PHOENİXİN 

 

2013 yılında Yostan ve arkadaşları tarafından tanımlanmış bir nöropeptit olan 

phoenixin (PNX), küçük integral membran proteini 20’den (SMIM-20) ayrılan 20 

amino asitlik bir peptittir ve memelilerde birçok biyolojik role sahiptir (Şekil 2.8) (7, 

71). En sık görülen isoformları 14 ve 20 aminoasitten oluşan amidlenmiş peptitler olup 

buna ek olarak 42, 36, 26, 20, 17 ve 14 amino asit izoformları da bulunmaktadır (7, 

72). Phoenixin-14 amid (PNX-14) ve phoenixin-20 amid (PNX-20) aynı biyolojik 

aktiviteler gösterirken, amidlenmemiş PNX ise inaktiftir (7). PNX'in amino asit dizisi, 

türler açısından yakından korunur ve insanlarda, sıçanlarda, farelerde, sığırlarda ve 

domuzlarda aynıdır. PNX-20'de insanlar ve kemirgenler arasında yalnızca bir amino 
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asit farklıdır. Türler arasında peptit dizilerinin yüksek derecede korunmuş olması 

PNX'in evrimsel olarak da önemli olabileceğini göstermektedir (7). 

 

 

Şekil 2.8. PNX öncü peptidinin amino asit dizisi. Smim20 ve iki ana PNX izoformu: 

PNX-20 ve PNX-14 (73). 

 

Sıçanlarda en yüksek PNX ekspresyonu hypothalamus’ta tespit edilmiştir. Nuc. 

paraventricularis, nuc. supraopticus, zona incerta, nuc. arcuatus, dorsal ve 

ventromedial hypothalamus’ta PNX bulunduğu tespit edilmiştir. Ayrıca bu peptit, 

eminentia mediana, adenohypopysis ve nerohypopysis’te de gözlenmiştir. 

Hypothalamus’tan magnoselüler nöronlar ile kana PNX peptiti salgılanmaktadır (7, 

74). Diğer taraftan PNX peptiti kalp, timus, özefagus, mide, duodenum, jejenum, 

colon, pancreas adacıkları, yağ doku, ovaryumlar, dermiş ve epidermis gibi periferal 

dokularda da bulunduğu gösterilmiştir (73). PNX-20 peptiti beyinde hakim olmasına 

rağmen, omurilikte, kalpte ve bir çok periferal dokuda eksprese edilen PNX-14'tür (7, 

75). 

 

PNX’in tanımlayan ilk çalışmada, bu peptit yeni bir üreme peptiti olarak 

adlandırılmıştır. PNX'in adenohypophysis'te eksprese edildiği ve gl. hypopyhsialis'te 

GnRH reseptörünün ekspresyonu arttırdığı gözlenmiştir (73). Yapılan bir çalışmada, 

intraserebroventriküler PNX infüzyonunun erkek sıçanlarda sadece LH sekresyonunu 

indüklemekle kalmamış, aynı zamanda GnRH seviyesinde herhangi bir değişikliği 

neden olmadan serum FSH ve testosteron konsantrasyonlarını da arttırdığı 

gösterilmiştir (76). Tüm bu çalışmalar PNX’in gonadotropin sekresyonunun 

kontrolünde rol oynayabileceğini göstermektedir. 

 

PNX biyolojik fonksiyonlarına GPR173 reseptörünün aktivasyonu öncülük eder. 

PNX, gonadotropin salgılatıcı hormon aracılığıyla LH sekresyonunu ve östrus 

siklusunu kontrol edip, kadın üreme sisteminde de önemli bir role sahiptir. Yumurta 
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olgunlaşmasını uyarır ve yumurtlayan oosit sayısını çoğaltır. Bununla birlikte, PNX 

sadece üreme sistemini düzenlemekle kalmaz, aynı zamanda anksiyolitik, anti-

inflamatuar ve hücre koruyucu etkiler de sağlar. Bu peptit davranış, gıda alımı, duyusal 

algı, hafıza ve enerji metabolizması ile de ilgili fonksiyonlar göstermektedir (73).  

 

Bazı hayvan modellerinde inflamasyonu ve oksidatif stresi inhibe ederek yararlı etkiler 

ürettiğine dair sonuçlar elde edilmiştir. Bu nedenle, anti-inflamatuar ve antitümör 

ilaçların geliştirilmesinde de umut kaynağı olabilir (77). PNX’in İ/R hasarındaki rolü 

de yapılan çalışmalarda ortaya koyulmuştur. Rocca ve arkadaşları (78) İ/R’nun 

reperfüzyon fazında uygulanan PNX’in kardiyoprotektif etki gösterdiğini, daha küçük 

enfarkt boyutuna ve daha iyi bir sistolik iyileşmeye yol açtığını göstermişlerdir.  

 

İ/R hasarının, akut inflamatuvar yanıta yol açtığı ve mikroglialarda proinflamatuvar 

sitokinlerin ve reaktif oksijen türlerinin salgılanmasını artırdığı gösterilmiştir. Ma ve 

arkadaşları PNX'in bu hücreleri nöronal hasara karşı koruduğunu ve hücre ölümünü 

inhibe ettiğini belirtmişlerdir (79).  

 

PNX'in anti-enflamatuar aktivitesinin, tümör nekroz faktörü-α (TNF- α), interlökin-1β 

(IL-1β) ve interlökin-6 (IL-6) dahil olmak üzere sitokinlerin azalmış ekspresyonu ile 

ilişkili olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca PNX’in, ROS salınımını azalttığı ve anti-

inflamatuar glutatyon üretimini arttırdığı da gösterilmiştir (79). 

 

Özet olarak PNX’in üreme, davranış, hafıza, duyusal süreçler, gıda ve sıvı alımı, 

glikoz ve lipit metabolizmaları gibi birçok biyolojik süreçte rol oynadığı 

görülmektedir. Üreme sistemlerinde gonadotropinlerin ve steroid hormonların 

salgılanmasını teşvik etmekle beraber, İ/R hasarı gibi patolojik durumlarda da hücreler 

üzerinde koruyucu rol oynadığı açıktır. Mevcut çalışmalar PNX’in pleiotropik 

etkilerini gösterse de PNX’in ve PNX reseptörlerinin rolleri daha iyi açıklayabilmek 

için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır.  

 

Bugüne kadar intraperitoneal olarak PNX uygulamasının testis torsiyon/detorsiyon 

hasarı üzerine etkisi incelenmemiştir. Bu çalışmada testis torsiyon/detorsiyon modeli 

oluşturulan prepubertal sıçanlarda intraperitoneal olarak uygulanacak olan PNX’in, 
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testis dokusundaki oksidatif hasar, inflamatuvar yanıt ve serum testosteron seviyesi 

üzerine etkileri incelenmiştir. Bunun yanı sıra üreme sistemi üzerine önemli etkileri 

olduğu bilinen bu peptidin, testis dokularında meydana gelebilecek histopatolojik 

değişikler üzerine etkileri seminifer tübül çapı, dev hücre varlığı, dejenere hücre 

varlığı gibi histopatolojik özellikler de değerlendirilerek PNX’in torsiyon/detorsiyon 

hasarına karşı üreme fonksiyonları üzerine olan etkileri açıklanmaya çalışılmıştır. 
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BÖLÜM 3 

 

MATERYAL VE METOT 

 

Bu çalışma Karabük Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu’nun 

07.07.2022 tarihli ve 2022/7/10 no’lu etik kurul kararı ile yürütüldü. Çalışmada yer 

alan tüm uygulamalar etik kurulun belirttiği protokole uygun olarak, Karabük 

Üniversitesi Deneysel Tıp Uygulama ve Araştırma Merkezi, Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı laboratuvarı ve İnönü Üniversitesi Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı laboratuvarında gerçekleştirildi. 

 

3.1. DENEY GRUPLARININ OLUŞTURULMASI 

 

Çalışmada ortalama 180-220 gr ağırlığında, yaklaşık 35 günlük (prepubertal erkek 

sıçan), 48 adet Wistar Albino cinsi erkek sıçan kullanıldı. Sıçanların deneye başlama 

ağırlık ortalaması yaklaşık 200 gr, standart sapması 25 gr, %4 sapma, tip 1 hata (α) 

0.05 ve tip 2 hata (β) (Güç=0.80) olduğunda ve sıçanların 4 gruba ayrılması 

durumunda her bir grupta en az 12 sıçanın olması gerektiği güç analizi (Power Analiz) 

ile belirlendi. 

 

Sıçanlar; sham, TT, TT+PNX+TD ve TTD+PNX olmak üzere 4 gruba (n=12) 

ayrıldı. Deneyler süresince 21±1ºC sıcaklık ve 12 saat ışık/karanlık periyoduna sahip 

ortamda tutulan sıçanlar, normal musluk suyu ve standart sıçan yemi ile ad 

libitum olarak beslendi. 

 

Sham Grubu: Bu gruptaki sıçanlara sham testis torsiyon cerrahi operasyonları 

yapıldı. 

 

Testis Torsiyon-Detorsiyon (TTD) Grubu:  Bu gruptaki sıçanlara 2 saat torsiyon 

yapıldıktan sonra 24 saat detorsiyon sağlandı (80). Detorsiyon sonrası sıçanlardan kan 

örnekleri ve doku örnekleri alınıp sıçanlar sakrifiye edildi. 
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Testis torsiyon (TT)+PNX+Testis detorsiyon (TD): Bu gruptaki sıçanlara testis 

torsiyon ve detorsiyon modeli oluşturuldu. Torsiyonun 90. dakikasında (son yarım 

saatte) tek doz intraperitoneal olarak PNX-14 (50 µg/kg) uygulandı (Şekil 3.1) (81). 2 

saatlik torsiyonun ardından 24 saat detorsiyon sağlandı (80). Detorsiyon sonrası 

sıçanlardan kan örnekleri ve doku örnekleri alınıp sıçanlar sakrifiye edildi. 

 

Grup 4- Testis torsiyon-detorsiyon (TTD)+PNX: Bu gruptaki sıçanlara testis 

torsiyon ve detorsiyon modeli oluşturuldu. 2 saatlik torsiyon süresinin bitiminde 

detorsiyon başlangıcında tek doz intraperitoneal olarak PNX-14 (50 µg/kg) uygulandı 

ve ardından 24 saat detorsiyon sağlandı (Şekil 3.1) (80, 81). 

 

3.2. TESTIS TORSIYON/DETORSIYON (TTD) MODELININ 

OLUŞTURULMASI 

 

Testis torsiyon/detorsiyon modelinin oluşturulabilmesi için ilk olarak sıçanlar, 

intramuskuler 70 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg xylazine enjeksiyonu ile anestezi altına 

alındı. Anestezi, sıçanlar deney süresince ağrıya yanıtsız olacak ve spontan 

solunumlarına devam edecek şekilde ayarlandı. Scrotum üzerinden yapılan sol vertikal 

insizyon ile sol testis’e ulaşıldı ve testis vasküler yapıları ile beraber çıkarıldı. Sol 

testisin saat yönünde 720 derece rotasyonu ile testis torsiyonu yapılarak detorsiyon 

oluşmaması için 4/0 ipek sütür ile fiksasyon sağlandı. Testis skrotum içerisinde tekrar 

yerleştirildi ve üzerine nemli bir pamuk kapatıldı. İşlemden 2 saat sonra sütürler açıldı, 

testis ve vasküler yapıları çevrilierek normal pozisyonuna getirilerek detorsiyonun 

başlaması sağlandı. Detorsiyon başlangıcından sonra testis scrotum içerisine yeniden 

yerleştirildi ve scrotum derisi 4/0 ipek sütur ile kapatıldı. 24 saat detorsiyonun 

ardından sıçanlara orişektomi yapılarak doku ve kan örnekleri alınıp, sıçanlar sakrifiye 

edildi (Şekil 3.1) (80).  

 

Sıçanlardan alınan kan örnekleri 4500 rpm hızda 10 dakika santrifüj edildi ve serumları 

ayrıldı. Elde edilen serum örnekleri TNF-α ve IL-6 seviyelerinin belirlenmesi amacıyla 

ELISA analizlerinin yapılacağı güne kadar -80 ºC’de derin dondurucuda muhafaza 

edildi. Alınan testis dokularının yarısı (her gruptan 6 adet) PNX-14’ün oksidatif stres 

üzerine olan etkilerini değerlendirebilmek için toplam antioksidan kapasite (TAS), 
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toplm oksidan kapasite (TOS), süperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) 

seviyeleri belirleneceği güne kadar 80 ºC’de derin dondurucuda saklanırken, diğer 

yarısı (her gruptan 6 adet) ise etraf dokulardan temizlendikten sonra histopatolojik 

analizler için %10’luk formaldehit solüsyonu içerisine alındı. Formaldehitin testis 

dokusu içerisine daha iyi nüfuz edebilmesi için iğne ile testis üzerine 5-6 delik açıldı. 

 

 

Şekil 3.1. Testis Torsiyon/Detorsiyon Modelinin Oluşturulması ve PNX enjeksiyonu. 
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3.3. BİYOKİMYASAL ANALİZLER VE PROTEİN MİKTARI TESPİTİ 

 

Çalışma sonunda alınan ve analiz gününe kadar -80 ºC’de saklanan testis dokuları 

çalışma gününden bir gün önce derin dondurucudan çıkarıldı ve +4 ºC’ye alınarak 

kontrollü bir şekilde 24 saat boyunca buzlarının çözünmesi sağlandı. Çalışma gününde 

ilk olarak dokular tartıldı ve tüp içerine konuldu. Her bir tüpe, içerisindeki yaş doku 

ağırlığının yaklaşık 10 katı olacak şekilde soğuk Tris-HCl tamponu (pH=7,4) ilave 

edildi. Numuneler 16000 rpm’de 3 dk boyunca homojenize edildikten sonra 

Homojenat vortekslendi ve ependorf tüplere alındı.  

 

Homojenatlardaki protein miktarının tespiti Lowry metoduna uygun olarak yapıldı 

(82). Alkali özellik gösteren bir çözeltide bakır protein kompleksi oluşturarak 

fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifinin (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) 

indirgenmesiyle mavi renk oluşmasına dayanan bu metotta, rengin koyuluğu protein 

miktarı ile doğru orantılı olarak değişim göstermektedir. Protein miktarı mg/ml olarak 

verildi. 

 

3.3.1. Testis Dokusunda SOD, MDA, TAS VE TOS Değerlerinin Tespit Edilmesi 

 

Elde edilen homojenatlarda MDA ölçümü en çok tercih edilen lipit peroksidasyon 

tayin metodu olan Esterbauer ve Cheeseman’nin metodu referans alınarak yapıldı (83). 

Sonuçlar μmol/g doku şeklinde verildi. 

 

MDA ölçümü tamamlandıktan sonra homojenatlar +4 ºC’de soğutmalı bir santrifüj 

kullanılarak 1 saat süresince 2200 g’de santrifüj edildi. Santrifüj sonunda süpernatant 

kısmı ayrıldı ve süpernatantlarda TAS, TOS ve SOD değerleri ölçüldü. 

 

Sun ve arkadaşlarının yöntemi referans alınarak SOD enzim aktivitesi tespit edildi 

(84). Elde edilen sonuçlar U/mg protein şeklinde verildi. 

 

Testis dokusunda TAS ve TOS seviyeleri ticari olarak satın alınan rat spesifik ELISA 

kitleri (Rel Assay Diagnostics, Türkiye) kullanılarak yapıldı. Analizler kitlerinin 
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önerdiği protokole uygun olarak ve Thermo Scientific Multiskan FC microplate reader 

ile gerçekleştirildi.  

 

3.3.2. Serum Örneklerinde TNF-α ve IL-6 Değerlerinin Tespit Edilmesi 

 

Sıçanlardan alınan serum örneklerinde TNF-α seviyesi ticari olarak satın alınan rat 

spesifik ELISA kiti kullanılarak gerçekleştirildi (SunRed Biotechnology, China, 

Katalog no: 201-11-0765). Kitin protokolü aşağıda özetlenmiştir; 

 

• Standart solüsyonu kitin talimatlarına göre seyreltildi (Şekil 3.2). 

 

 

Şekil 3.2. TNF-α ELISA kitine ait standart solüsyonun dilue edilmesi. 

 

• 50 µl standart solüsyon, kör ve örnekler plate kuyucuklarına koyuldu. Kör 

kuyucuğuna yalnızca kromojen A, kromojen B ve stop solüsyonu eklendi. 

Standart kuyucuğuna 50 µl standart solüsyonu ve 50 µl Streptavidin HRP 

eklendi. Standart solüsyonu biyotin antikoru içerdiği için antikor eklenmesine 

gerek görülmedi. Örneklerin olduğu kuyucuklara da 40 µl örnek, 10’ar µl her 

iki TNF-α antikoru ve 50 µl Streptavidin HRP eklendi. Standard kuyucuklarına 

50 µl standart solüsyonu ve 50 µl Streptavidin HRP eklendi.  

• Plate’in üzeri şeffaf bir etiket ile kapatıldı ve hafifçe çalkalandıktan sonra 37 

ºC’de 60 dakika inkübe edildi. 

• 30X yıkama solüsyonu 30 kat seyreltildi. İnkübasyonun tamamlanmasının 

ardından plate üzerindeki etiket dikkatli bir şekilde çıkarıldı ve plate 

içerisindeki sıvı döküldü.  
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• Her kuyucuğa yıkama solüsyonu eklendi ve plaka kağıt havlu üzerine ters 

çevrilerek kuyucukların boşaltılması sağlandı. Bu işlem 5 kez tekrarlandı. 

• Yıkamanın ardından kuyucuklara önce 50 µl kromojen A solüsyonu, daha 

sonra da 50 µl kromojen B solüsyonu ilave edildi. Nazikçe karıştırıldıktan 

sonra 37 ºC’de karanlık bir ortamda 10 dakika inkübe edildi. 

• İnkübasyondan sonra her kuyucuğa 50 µl reaksiyonu durdurma solüsyonu 

eklendi. Durdurma solüsyonu eklendikten sonra 15 dakika içerisinde 450 nm 

dalga boyunda ELISA okuyucuda okuma yapıldı ve değerler kaydedildi. 

• Elde edilen OD değerlerinden sonra kitin belirttiği hesaplamaya göre serum 

TNF-α seviyeleri hesaplandı. 

 

Sıçanlardan alınan serum örneklerinde IL-6 seviyesi de ticari olarak satın alınan rat 

spesifik ELISA kiti kullanılarak gerçekleştirildi (SunRed Biotechnology, China, 

Katalog no: 201-11-0765). Kitin protokolü aşağıda özetlenmiştir; 

 

• Standart solüsyonu kitin talimatlarına göre seyreltildi (Şekil 3.3). 

 

 

Şekil 3.3. IL-6 ELISA kitine ait standart solüsyonun dilue edilmesi. 

 

• 50 µl standart solüsyon, kör ve örnekler plate kuyucuklarına koyuldu. Kör 

kuyucuğuna yalnızca kromojen A, kromojen B ve stop solüsyonu eklendi. 

Standart kuyucuğuna 50 µl standart solüsyonu ve 50 µl Streptavidin HRP 

eklendi. Standart solüsyonu biyotin antikoru içerdiği için antikor eklenmesine 

gerek görülmedi. Örneklerin olduğu kuyucuklara da 40 µl örnek, 10’ar µl her 
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iki IL-6 antikoru ve 50 µl Streptavidin HRP eklendi. Standard kuyucuklarına 

50 µl standart solüsyonu ve 50 µl Streptavidin HRP eklendi.  

• Plate’in üzeri şeffaf bir etiket ile kapatıldı ve hafifçe çalkalandıktan sonra 37 

ºC’de 60 dakika inkübe edildi. 

• 30X yıkama solüsyonu 30 kat seyreltildi. İnkübasyonun tamamlanmasının 

ardından plate üzerindeki etiket dikkatli bir şekilde çıkarıldı ve plate 

içerisindeki sıvı döküldü.  

• Her kuyucuğa yıkama solüsyonu eklendi ve plaka kâğıt havlu üzerine ters 

çevrilerek kuyucukların boşaltılması sağlandı. Bu işlem 5 kez tekrarlandı. 

• Yıkamanın ardından kuyucuklara önce 50 µl kromojen A solüsyonu, daha 

sonra da 50 µl kromojen B solüsyonu ilave edildi. Nazikçe karıştırıldıktan 

sonra 37 ºC’de karanlık bir ortamda 10 dakika inkübe edildi. 

• İnkübasyondan sonra her kuyucuğa 50 µl reaksiyonu durdurma solüsyonu 

eklendi. Durdurma solüsyonu eklendikten sonra 15 dakika içerisinde 450 nm 

dalga boyunda ELISA okuyucuda okuma yapıldı ve değerler kaydedildi. 

• Elde edilen OD değerlerinden sonra kitin belirttiği hesaplamaya göre serum 

IL-6 seviyeleri hesaplandı. 

 

3.3.3. Serum Örneklerinde Testosteron Seviyesinin Tespit Edilmesi 

 

Serum testosteron seviyesi ticari olarak satın alınan rat spesifik ELISA kiti (BT LAB, 

Katalog no: EA0023Ra) kullanılarak yapıldı. Kit içerisinden çıkan standart solüsyonu, 

48 ng’ml’lik standart stok solüsyonun elde etmek için 150 uL konsantrasyona olan 

standart/numune seyreltici kullanılarak sulandırıldı. Stok solüsyonu 1:2 oranında 

seyreltilerek 24ng/mL, 12ng/mL, 6ng/mL, 3ng/mL ve 1,5ng/mL çözeltiler üretildi. Kit 

içerisinden çıkan diğer çözeltiler ve örnekler de oda sıcaklığına getirildikten sonra 

kitin önerdiği protokol izlenerek serum testosteron seviyesi belirlendi. Kit protokolü 

aşağıda özetlenmiştir; 

 

• Tüm örnekler 10 ul örnek, 40 ul örnek seyreltici ilave edilerek kuyucuklara 

dağıltıldı. 50 ul standart, negatif ve pozitif kontrol de kuyucuklara eklendikten 

sonra plakanın üzeri şeffaf etkiket ile kapatıldı. 
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• Sonra etiket çıkarıldı, kuyucuklara 300 ul yıkama solüsyonu eklendi ve 30 sn-

1dk kadar kuyucukların yıkanması sağlandı. Bu işlem 5 kez tekrarlandıktan 

sonra plaka kağıt havlu üzerine çevrildi. Kuyucukların tamamen kuruması 

sağlandı. 

• Kör hariç her kuyucuk içerisine 50 ul HRP eklendi ve etiket ile kapatıldıktan 

sonra 37 ºC’de 30 dk boyunca inkübasyona bırakıldı. 

• İnkübasyondan sonra etiket çıkarıldı. 2. basamakta anlatılan yıkama işlemi 

tekrar yapıldı. 

• Her bir kuyucuğa ilk olarak 50 ul substrat solüsyonu A, ondan sonra da substrat 

solüsyonu B eklendi. Plaka iyice karıştırıldıktan sonra 37 ºC’de 10 dk boyunca 

inkübe edildi. 

• Son olarak her bir kuyucuğa 50 ul durdurma solüsyonu eklendi. Mavi renk 

hemen sarıya döndü. Bu işlemden sonra 15 dk içerisinde 450 nm dalga 

boyunda ELISA okuyucuda absorbans değerleri okundu. Belirlenen optik 

yoğunluk değerleri (OD) kaydedildi. 

• Elde edilen OD değerlerinden sonra kitin belirttiği hesaplamaya göre serum 

testosteron seviyeleri hesaplandı. 

 

3.4. HİSTOLOJİK ANALİZLER 

 

3.4.1. Histolojik Doku Takibi 

 

Anestezi altında sıçanlardan çıkarılan testis dokusu örnekleri histolojik incelemeler ve 

histomorfometrik analizler için %10’luk formaldehit içerisine alındı. Formolün testis 

dokusu içerisine nüfuz edebilmesi için iğne ile testis üzerine 5-6 delik açıldı. Oda 

sıcaklığında 24 saatlik tespit süresi sonrasında testis örnekleri trimlenerek (iki parçaya 

ayrılarak) Tissue-Tek VIP/SAKURA doku takip cihazı ile doku takip işlemi uygulandı 

(Çizelge 3.1). Doku takip işlemlerinin ardından testis doku örnekleri katı parafin 

içerisine gömüldü. 
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Çizelge 3.1. Histolojik doku takibi prosedürü. 

Doku takibi prosedürü 

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. Absolü alkol 1 saat 

7. Absolü alkol 1 saat 

8. Ksilen 1 saat 

9. Ksilen 1 saat 

10. Ksilen 1 saat 

11. Parafin I  1 saat 

12. Parafin II  1 saat 

13. Parafin III 1 saat 

14. Parafin IV 1 saat 

 

3.4.2. Histomorfolojik Analizler 

 

Histomorfolojik ölçümler için testis parafin bloklarından mikrotom ile 5 µm 

kalınlığında kesitler alındı. Kesit işleminin ardından kesitler Periyodik Asit Schiff 

(PAS) ile boyandı (Çizelge 3.2).  

 

PAS ile boyanan doku kesitlerinde testis tübül çapı ve epitel kalınlığı ölçümü yapıldı. 

Çap ölçümü için testis dokularında iki farklı derinlikte toplam 100 seminifer tübülün 

en kısa eksenininde ölçüm yapıldı (Şekil 3.4). Epitel kalınlığı ise her kesitte düzgün 

konturlu 10 farklı seminifer tübülde, 2 farklı alanda, bazal membranından lümene 

kadar uzanan Sertoli hücreleri ve germ hücrelerini kapsayacak şekilde ölçüldü. Her 

grup için seminifer tübül çapı, epitel kalınlığı ve epitel kalınlığı/seminifer tübül çapı 

oranları hesaplandı. 

 

  



26 

Çizelge 3.2. PAS boyama prosedürü. 

HE boyama prosedürü 

1. İnkübasyon (65ºC) 1 saat 

2. Ksilen 5 dk x 3  

3. %96 alkol 3 dk 

4. %96 alkol 3 dk x 2 

5. Absolü alkol 3 dk x 2  

6. Musluk suyu 5 dk 

7. Periodic acid solution 5 dk 

8. Distile su 5 dk x 3  

9. Schiff solüsyonu 20 dk 

10. Musluk suyu 10 dk 

11. Hematoksilen  1 dk 

12. Musluk suyu 5 dk 

13. %70 alkol 3 dk 

14. % 80 alkol  3 dk 

15. % 90 alkol  3 dk 

16. %96 alkol 3 dk 

17. Absolü alkol 3 dk 

18. Ksilen 5 dk x 3 

19. Kapama   

 

3.4.3. İmmünohistokimyasal Analizler 

 

İmmünohistokimyasal (IHC) uygulamalar için testis parafin bloklarından mikrotom 

ile 5 µm kalınlığında kesitler alındı. İmmünohistokimyasal olarak spermatogonia 

spesifik MAGE A4 immünreaktivitesi çalışıldı. Kesitler rutin kromojenik 

immünohistokimyasal boyama protokolüne göre MAGE A4 primer antikoru ve HRP 

kiti (Thermo Fisher) kullanılarak yapıldı (Çizelge 3.3). Spermatogonia sayımı her bir 

testis örneğinde rastgele seçilen düzgün-dairesel konturlu 10 tübülde yapıldı. Aynı 

tübüllerde bazal membrandan birbirine dik iki çizgi çekilerek ortalaması alınıp tübül 

çapı ölçümü yapıldı. Her kesit için ortalama spermatogonia, tübül çapı ve 

spermatogonia/tübül çapı hesaplandı. 
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Çizelge 3.3. İmmünohistokimya boyama prosedürü 

IHC boyama prosedürü 

1. Deparafinizasyon   

2. Antijen Retrival  15dk, 

95ºC  

3. Distile Su 1 dk 

4. PBS 1 dk 

5. Hidrojen Peroksit 10 dk 

6. PBS 1 dk 

7. Protein Blok 5 dk 

8. Primer Antikor  40 dk 

9. PBS 5 dk 

10. Sekonder Antikor  20 dk 

11. PBS 5 dk 

12. Streptevadin Peroksidaz (HRP) 10 dk 

13. PBS 1 dk 

14. Kromojen  10 dk 

15. PBS 1 dk 

16. Distile Su 1 dk 

17. Hematoksilen 2 dk 

18. Musluk Suyu 1 dk x 3 

19. Distile Su 1 dk 

 

Boyanan doku kesitlerinde tüm analizler için Nikon Eclipse E200 ışık mikroskobu, 

DS-Fi-1 camera (Nikon Instruments Inc., Melville, NY) ve NIS-Elements BR 2.30 

görüntü analiz sistemi (Nikon Corp., Tokyo, Japan) kullanıldı. Tüm histolojik analizler 

grup bilgisinden habersiz histolog tarafından yapıldı. 

 

3.5. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

 

Çalışmanın istatistiksel analizleri IBM SPSS 22.0 paket programı kullanılarak yapıldı. 

Verilerin normal dağılıma uygunluk gösterip göstermedikleri Shapiro-Wilk testi ile 

değerlendirildi. Normal dağılım gösterdiği belirlenen değişkenlerin gruplar arası 



28 

karşılaştırılmaları tek yönlü varyans analizi ile değerlendirildi. Normal dağılım 

gösteren değişkenlerin çoklu karşılaştırılmalarında ise varyansların homojen ise Tukey 

testi, varyansların homojen değil ise Tamhane’nin T2 testi kullanıldı. Tüm veriler 

ortalama±standart sapma olarak verildi. p<0.05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edildi. 
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BÖLÜM 4 

 

BULGULAR  

 

4.1. BİYOKİMYASAL ANALİZLER 

 

Kontrol ve deney gruplarında ölçülen SOD enzim aktivitesi, MDA düzeyi, TAS, TOS, 

serum TNF-α, serum IL-6 ve serum testosteron seviyeleri Çizelge 4.1’de gösterildi. 

 

Çizelge 4.1. Kontrol ve deney gruplarında ölçülen SOD enzim aktivitesi, MDA düzeyi, 

TAS, TOS, serum TNF-α, serum IL-6 ve serum testosteron seviyeleri. 

Değişkenler Gruplar 

Sham TTD TT+PNX+TD TTD+PNX 

SOD 

(U/mg) 

10,43±1,98a 7,49±1,52 b 9,65±2,04 a,c 9,64±1,65 a,c 

MDA 

(µmol/g 

doku) 

2,67±0,64 a 6,01±2,53 b 3,02±1,11 a,c 3,15±0,99 a,c 

TAS 

(µmol Trolox 

Equivalent 

/L) 

11,10±2,86 a 5,65±1,95 b 9,18±2,48 a,c 8,67±2,21 a,c 

TOS 

(μmol H2O2 

equivalent/L) 

3,80±2,00 a 7,53±2,50 b 4,11±1,99 a,c 4,34±1,69 a,c 

TNF-α 

(ng/L) 

559±110,49 a 719,17 ±91,02 b 579,75±87,29 a,c 529,17±104,27 a,c 

IL-6 

(pg/ml) 

357,83±91,96 a 598,25 ±98,01b 393,50±171,51 

a,c 

389,83±99,92 a,c 

Testosteron 

(ng/L) 

184,44±47,21a 115,26±12,80 b 166,56±40,08 a,c 179,48±44,45 a,c 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında varyanslar homojen ise Tukey testi, değilse Tamhane’nin T2 testi 

kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak verildi. Farklılık gösteren gruplar 

farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05). 
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4.1.1. PNX-14’ün Testis Dokusundaki SOD Enzim Aktivitesi Üzerindeki Etkileri 

 

Testis torsiyon/detorsiyon hasarında PNX-14 uygulamasının deney gruplarının testis 

dokularındaki SOD enzim aktivitesinde meydana getirdiği değişiklikler şekil 4.1’de 

gösterildi. 

 

 

Şekil 4.1. PNX-14’ün gruplar arasında SOD enzim aktivitesine etkisi. 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında Tukey testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak 

verildi. Farklılık gösteren gruplar farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05). 

 

Testis dokusunda torsiyonun 90. dk’sında ve detorsiyon başlangıcının hemen başında 

uygulanan tek doz PNX-14 uygulanan gruplarda SOD enzim aktivitesinin TTD 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir artış gösterdiği görülmektedir (p=0,046; 

p=0,016; sırasıyla). TTD grubunda SOD enzim aktivitesinin sham grubuna göre de 

belirgin derecede azaldığı belirlenmiştir (p= 0,003). PNX-14’ün torsiyon sırasında ya 

da sonrasında uygulanması ise SOD enzim aktivitesinde herhangi bir değişikliğe 

neden olmamıştır (p=1,000) (Çizelge 4.1). 
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4.1.2. PNX-14’ün Testis Dokusundaki MDA Enzim Aktivitesi Üzerindeki Etkileri 

 

PNX-14 uygulamasının testis dokusunda MDA seviyelerinde meydana getirdiği 

değişiklikler şekil 4.2’de gösterildi. 

 

 

Şekil 4.2. PNX-14’ün gruplar arasında MDA enzim aktivitesine etkisi. 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında Tamhane’nin T2 testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma 

olarak verildi. Farklılık gösteren gruplar farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05) 

 

TTD grubunda MDA enzim aktivitesinin sham, TT+PNX+TD ve TTD+PNX grupları 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir artış gösterdiği görüldü (p=0,0001). 

PNX-14 uygulamasının torsiyon sırasında ya da sonrasında yapılmasının MDA enzim 

aktivitesinde herhangi bir değişikliğe neden olmadığı belirlendi (p=1,000) (Çizelge 

4.1). 
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4.1.3. PNX-14’ün Testis Dokusundaki Tas ve Tos Seviyeleri Üzerine Etkileri 

 

Gruplar arasında TAS seviyeleri karşılaştırıldığında, en düşük TAS seviyesinin TTD 

grubunda olduğu görüldü. PNX-14 uygulanan gruplarda ise TAS seviyesinin TTD 

grubuna göre anlamlı bir artış gösterdiği belirlendi (Şekil 4.3) (Çizelge 4.1). 

 

 

Şekil 4.3. PNX-14’ün gruplar arasında TAS seviyesine etkisi. 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında Tukey testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak 

verildi. Farklılık gösteren gruplar farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05). 

 

Gruplar arasında testis dokularındaki TOS seviyeleri karşılaştırıldığında TTD 

grubunda TOS seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve TTD+PNX gruplarına göre 

belirgin bir artış gösterdiği görüldü (p=0,0001; p=0,001; p=0,003; sırasıyla). PNX-14 

uygulanan gruplarda TOS seviyesinde anlamlı bir azalma meydana gelirken 

uygulamanın torsiyon sırasında ya da detorsiyon başlangıcında yapılmasının TOS 

seviyesini etkilemediği belirlendi (p=0,992) (Çizelge 4.1) (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. PNX-14’ün gruplar arasında TOS seviyesine etkisi. 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında Tukey testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak 

verildi. Farklılık gösteren gruplar farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05). 

 

 4.1.4. PNX-14’ün Serum TNF-α ve IL-6 Seviyeleri Üzerine Etkileri 

 

Deney grupları arasında serum TNF-α seviyeleri arasında meydana gelen değişiklikler 

şekil 4.5’te gösterildi. 

 

TTD grubundaki sıçanların serum TNF-α seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve 

TTD+PNX grubundaki sıçanların serum TNF-α seviyelerinden istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde yüksek olduğu görüldü (p=0,001; p=0,006; p=0,0001; sırasıyla). 

PNX-14 uygulamasının torsiyon sırasında ya da detorsiyon başlangıcında 

yapılmasının serum TNF-α seviyeleri arasında bir farklılık oluşturmadığı belirlendi 

(p=0,596) (Çizelge 4.1) 
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Şekil 4.5. PNX-14’ün gruplar arasında serum TNF-α seviyesine etkisi. 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında Tukey testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak 

verildi. Farklılık gösteren gruplar farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05). 

  

Deney grupları arasında serum IL-6 seviyeleri arasında meydana gelen değişiklikler 

şekil 4.6’da gösterildi. 

 

TTD grubundaki sıçanların serum IL-6 seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve 

TTD+PNX grubundaki sıçanların serum IL-6 seviyelerinden istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde yüksek olduğu görüldü (p=0,0001; p=0,003; p=0,002; sırasıyla). 

PNX-14 uygulamasının torsiyon sırasında ya da detorsiyon başlangıcında 

yapılmasının serum IL-6 seviyeleri arasında bir farklılık oluşturmadığı belirlendi 

(p=0,596) (Çizelge 4.1). 
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Şekil 4.6. PNX-14’ün gruplar arasında serum IL-6 seviyesine etkisi. 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında Tukey testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak 

verildi. Farklılık gösteren gruplar farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05). 

 

4.1.5. PNX-14’ün Serum Testosteron Seviyesi Üzerine Etkileri 

 

Deney grupları arasında serum testosteron seviyeleri arasında meydana gelen 

değişiklikler şekil 4.7’te gösterildi. 

 

TTD grubundaki sıçanların serum testosteron seviyesinin sham, TT+PNX+TD ve 

TTD+PNX grubundaki sıçanların serum testosteron seviyelerinden istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde düşük olduğu görüldü (p=0,001; p=0,016; p=0,002; sırasıyla). 

PNX-14 uygulamasının torsiyon sırasında ya da detorsiyon başlangıcında 

yapılmasının serum testosteron seviyeleri arasında bir farklılık oluşturmadığı 

belirlendi (p=0,861) (Çizelge 4.1). 
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Şekil 4.7. PNX-14’ün gruplar arasında serum testosteron seviyesine etkisi. 

 

(Verilerin değerlendirmesi tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Grupların çoklu 

karşılaştırılmasında Tukey testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart sapma olarak 

verildi. Farklılık gösteren gruplar farklı harflerle gösterildi. a,b,c p<0.05). 

 

4.2. HİSTOLOJİK BULGULAR 

 

4.2.1. Histomorfometrik Bulgular 

 

Yapılan morfometrik ölçümlere göre, TTD grubunda hem seminifer tübül çapı hem de 

seminifer epitel kalınlığı sham grubuna göre anlamlı derecede azalmış bulundu 

(p<0,05). Bununla birlikte, TT+PNX+TD ve TTD+PNX grupları aynı parametreler 

için TTD grubuna göre anlamlı derecede artmış bulunurken (p<0,05) sham grubuna 

göre benzer bulundu (p>0,05). Epitel kalınlığı/seminifer tübül çapı oranı ise tüm 

gruplarda benzer bulundu (p>0,05) (Çizelge 4.2, Şekil 4.7). 
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Çizelge 4.2. Seminifer tübül çap ölçümü. 

Gruplar Seminifer epitel 

kalınlığı 

Seminifer tübül çapı Kalınlık/Çap 

Sham 15.76 ± 0.66 60.27 ± 3.42 0.25 ± 0.02 

TTD 12.69 ± 1.35a 47.98 ± 3.70a 0.27 ± 0.04 

TT+PNX+TD 15.43 ± 1.50b 58.09 ± 5.75b 0.27 ± 0.04 

TTD+PNX 14.88 ± 1.52b  55.92 ± 2.35 b 0.27 ± 0.02 

aSham grubuna göre azalış (p<0.05), bTTD grubuna göre artış (p<0.05). 

 

 

Şekil 4.8. Seminifer tübül çapı ve epitel kalınlığı. 

 

(A. Sham grubu testis kesiti. Normal histolojik görünümde seminifer tübüller 

gözlenmektedir. B. TTD grubu testis kesiti. Sham grubuna göre daralmış seminifer 

tübül çapı ve azalmış epitel kalınlığı görülmektedir. C. TT+PNX+TD grubu testis 

kesiti. Sham grubuna benzer histolojik yapıda ve çapta seminifer tübüller 

gözlenmektedir. D. TTD+PNX grubu testis kesiti. Sham grubuna benzer histolojik 

yapıda ve çapta seminifer tübüller gözlenmektedir. Kesikli mavi çizgiler: seminifer 
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tübül çapı. OTÇ: ortalama tübül çapı. OEK: ortalama epitel kalınlığı. PAS boyama, 

20x.). 

 

4.2.2. İmmünohistokimyasal Bulgular 

 

Yapılan immünohistokimyasal analizlere göre, spermatogonia sayısı TTD grubunda 

sham grubuna göre anlamlı derecede azalmış bulundu (p<0,05). TT+PNX+TD ve 

TTD+PNX gruplarında ise TTD grubuna göre artış gözlenirken (p<0,05), sham 

grubuna göre benzer bulundu (p>0,05). Spermatogonia sayımı yapılan tübüllerin çap 

ölçümleri de daha önceki seminifer tübül ölçümlerinde olduğu gibi TTD grubunda 

diğer gruplara göre azalmış bulundu (p<0,05). Ancak spermatogonia/tübül çapı oranı 

sonuçları ise tüm gruplarda benzer bulundu (p>0,05) (Çizelge 4.3, Şekil 4.8). 

 

Çizelge 4.3. İmmünohistokimya (spermatogonia) analizi. 

 Gruplar Spermatogonia (SPG) 

Sayımı 

Tübül çapı SPG/Tübül çapı 

Sham 76.33 ± 2.58 69.60 ± 2.82 1.10 ± 0.05 

TTD 66.17 ± 5.98a 54.50 ± 4.67a 1.22 ± 0.15 

TT+PNX+TD 75.17 ± 6.40b 62.37 ± 4.56b 1.21 ± 0.12 

TTD+PNX 75.83 ± 3.06b 65.71 ± 4.95b 1.16 ± 0.07 

aSham grubuna göre azalış (p<0.05). 
bTTD grubuna göre artış (p<0.05). 
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Şekil 4.9. İmmünohistokimyasal spermatogonia boyanması. 

 

(A. Sham grubu testis kesiti. Normal histolojik görünümde seminifer tübül bazal 

membranında döşeli yoğun MAGE A4+ spermatogonialar (kırmızı oklar) 

gözlenmektedir. B. TTD grubu testis kesiti. Sham grubuna göre azalmış seminifer 

tübül çapı ve azalmış sayıda MAGE A4+ spermatogonialar (kırmızı oklar) 

görülmektedir. Oklarla işaretli tübül komşuluğundaki tübüllerde de seyrek 

spermatogonia varlığı dikkati çekmektedir. C. TT+PNX+TD grubu testis kesiti. Sham 

grubuna benzer histolojik yapıda ve seminifer tübül bazal membranında döşeli yoğun 

MAGE A4+ spermatogonialar (kırmızı oklar) gözlenmektedir. D. TTD+PNX grubu 

testis kesiti. Sham grubuna benzer histolojik yapıda ve seminifer tübül bazal 

membranında döşeli yoğun MAGE A4+ spermatogonialar (kırmızı oklar) 

gözlenmektedir. MAGE A4+ IHC boyama, 40x.) 
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BÖLÜM 5 

 

TARTIŞMA 

 

Uzun süreli testis torsiyonu, testis dokusunda iskemiye ve yüksek düzeyde serbest 

radikallerin üretimine yol açmaktadır. Detorsiyonu takiben ise testis dokusunda ROS 

kaynaklı oksidatif streste bir artış ortaya çıkmaktadır (85, 86). Oksidatif stres, memeli 

spermatozoalarının oksidatif hasara karşı çok duyarlı olması nedeniyle sperm 

fonksiyonlarının zayıflamasına neden olmaktadır (87). İskemi ayrıca nötrofillerin 

testislere sızmasına neden olan sitokinlerin salınmasını da tetikler ve geçici testis 

iskemisinin patofizyolojik sonuçlarına aracılık etmek için kontrolsüz serbest radikal 

üretiminin bir başka iyi kaynağını temsil edebilir (88). Üreme fonksiyonları üzerine 

oldukça yaygın bir etkisi olduğu bilinen PNX-14, insülin aktivitesi, kaygı, ağrı, hafıza 

ve yiyecek alımı gibi birçok olayda da rol oynamaktadır (89-91). PNX’in dokularda 

oksidatif strese karşı olası etkileri de literatürde gösterilmiştir. Diyabetik farelerin kalp 

dokularında diyabete bağlı oksidatif hasar üzerine PNX-14’ün koruyucu etkileri 

incelendiğinde, PNX-14 uygulamasının kalp dokusunda aktive edilmiş oksidatif stresi 

önemli derecede iyileştirdiği görülmüştür (92). Astrositlerde lipopolisakkaritlerin 

neden olduğu oksidatif hasara karşı PNX-14’ün koruyucu etkileri incelendiğinde hem 

astrositlerdeki ROS miktarını belirgin derecede azaltırken SOD enzim aktivitesini de 

taban çizgisine yakın bir seviyeye getirdiği görülmüştür (93). Gestasyonel diyabetli 

farelerde PNX-20 uygulamasının oksidatif stres parametrelerinde iyileşmeye neden 

olduğu da gösterilmiştir (94). Zandeh-Rahimi ve arkadaşları da yaptıkları 

çalışmalarında PNX-14’ün antioksidatif etkilerini ortaya koymuşlardır (95). 

Araştırmacılar, indometazin ile indüklenmiş duodenal ülserde PNX tedavisinin MDA 

seviyelerini azaltıp SOD enzim aktivitesini arttırarak dokuları oksidatif hasarın zararlı 

etkilerini iyileştirdiğini belirtmişlerdir. Yüksek yağlı diyetle indüklenmiş karaciğer 

hasarında PNX-14 uygulamasının hepatik SOD aktivitesinde artış, GSH üretiminde 

artış ve MDA düzeyinde azalma meydana getirerek yüksek yağlı diyetin neden olduğu 

hasarı ve karaciğer yağlanmasını önemli derecede iyileştirdiği de yapılan çalışmada 
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ortaya koyulmuştur (96). Hu ve arkadaşları (97) PNX-14'ün, M17 nöron hücrelerinde 

ROS üretimini azaltarak ve SOD aktivitesini ise artırarak morfinin neden olduğu 

oksidatif stresi azalttığını göstermişlerdir.  Mevcut çalışmamız testis 

torsiyon/detorsiyon hasarında PNX-14’ün oksidatif strese karşı iyileştirici bir rol 

oynadığını göstererek bu alanda yapılan diğer çalışmaların bulgularını da 

genişletmiştir. Torsiyon sırasında ve sonrasında uygulanan PNX, testis dokusunda 

SOD enzim aktivitesini ve TAS düzeyini belirgin derecede artırırken MDA ve TOS 

düzeylerini de azaltarak dokuları oksidatif stresin zararlı etkilerine karşı korumuştur. 

Elde ettiğimiz bu bulgular PNX’in güçlü anti-oksidatif etkilerini ortaya koymaktadır. 

 

Son gelişmeler PNX’in merkezi sinir sistemi, kalp, endotel ve karaciğer gibi birçok 

farklı doku ve hücrede antiinflamatuvar özellikleri olduğunu ortaya koymuştur (98). 

Lysiak ve arkadaşları (99), İ/R hasarından sonra TNF-α ve IL-1β gibi proinflamatuvar 

sitokinlerin uyarıldığını göstermişlerdir. Hayvan modellerinde testis torsiyon 

detorsiyon hasarından sonra TNF-α ve IL-1β’nın artan ifadeleri yapılan çalışmalarda 

dorğulanmıştır (100). Hem TNF-α’nın hem de IL-1β’nın sertoli hücrelerinde ve 

seminifer peritübüler hücrelerde inflamasyonu indüklediği ve IL-6 gibi 

proinflamatuvar sitokinlerinin salınımını aktive etttiği de bildirilmiştir (101, 102). Diş 

pulpa hücrelerinde lipopolisakkarit kaynaklı inflamasyona karşı PNX’in etkilerinin 

incelendiği bir çalışmada PNX-20’nin IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerinin 

salınımını azalttığı gösterilmiştir (103). Yao ve arkadaşları (92) STZ ile indüklenmiş 

diyabetik farelerin kardiyak dokularında PNX’in tedavi edici özelliklerinin 

incelemişlerdir. Araştırmacılar, PNX-14 ile tedavi edilen grupta serum TNF-α ve IL-

6 seviyelerinin dramatik bir şekilde azaldığını belirlemişlerdir. Bu veriler 

doğrultusunda, diyabetik farelerin kalp dokularındaki şiddetli inflamasyonun 

Phoenixin-14 tarafından çarpıcı biçimde hafifletildiğini ortaya koymuşlardır. 

İndometazin ile indüklenmiş duodenal ülserde de PNX tedavisi sonrası hem TNF-α 

hem de IL-6 seviyelerinde azalma meydana geldiği görülmüştür (95). Yaşlanmış 

beyinlerde Alzheimer, Parkinson, iskemi gibi hastalıklara bağlı olarak 

nöroinflamasyonun ortaya çıktığı bilinmektedir. Ma ve arkadaşları (79) mikroglia 

hücrelerinde PNX-14'ün TNF-α, IL-6 ve IL-1β gibi proinflamatuvar sitokinlerin 

ekspresyonunu düzenlediğini, ROS üretimini azalttığını ve bu hücrelerde glutatyon 

seviyesini arttırarak İ/R hasarını azalttığını belirtmişlerdir. Çalışmamızda, 
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intraperitoneal tek doz PNX-14 uygulamasının testis dokusunda İ/R hasarına bağlı 

inflamasyonu önemli derecede iyileştirdiği belirlendi. Torsiyon sırasında ya da 

detorsiyon başlangıcında PNX-14 tedavisinin, torsiyon detorsiyon hasarına bağlı 

olarak testis dokusunda artan TNF-α ve IL-6 seviyelerinde belirgin bir azalışa neden 

olarak dokudaki inflamasyonu iyileştirdiği görülmüştür. Elde ettiğimiz veriler PNX-

14’ün antiinflamatuvar özelliklerini ortaya koymakta ve literatürdeki diğer 

çalışmalarla da uygunluk göstermektedir. Tüm bu bulgulara dayanarak PNX’in 

iskemik felç, gastrointestinal inflamatuar bozukluklar ve diğer merkezi sinir sistemi 

bozuklukları için yeni bir potansiyel terapötik ajan olarak kullanılabileceği 

düşünülmektedir.  

 

Literatürdeki çalışmalar PNX’in üreme hormonları üzerinde önemli roller oynadığını 

göstermektedir. PNX’in serum GnRH seviyesinde herhangi bir değişikliği yol 

açmadan FSH, LH ve testosteron seviyelerini önemli ölçüde arttırdığı bildirilmiştir 

(76). Periferal dokularda çok daha aktif olan PNX-14’ün FSH ve testosteron salınımını 

uyardığı bilinmektedir (104). PKOS’lu hastalarda serum PNX seviyelerinin serum LH, 

testosteron ve progesteron seviyeleri ile pozitif korelasyon gösterdiği yapılan 

çalışmalarda belirtilmiştir (105). Cündübey ve arkadaşları (104) da PKOS’lu 

hastalarda serum PNX-14 ve serum testosteron seviyeleri arasında pozitif ve güçlü bir 

korelasyon olduğunu göstermişlerdir. Testis hasarının anormal spermatogeneze yol 

açtığı bilinmektedir (106). Testis torsiyon/detorsiyonun testiküler testosteron 

üretiminde azalmaya neden olduğu bildirilmiştir (107, 108). Birçok çalışmada da testis 

dokusunda meydana gelen İ/R hasarına bağlı olarak serum testosteron seviyesinin 

belirgin bir derecede azaldığı ortaya koyulmuştur (109, 110). Testis 

torsiyon/detorsiyonu sonucunda serum testosteron seviyelerini karşılaştırdığımızda 

bizler de torsiyon/detorsiyon uygulanan grupta serum testosteron seviyesinin belirgin 

bir derecede azaldığını gördük. Bunun nazaran PNX-14 ile tedavi ettiğimiz gruplarda 

ise serum testosteron düzeyi hasar grubuna göre anlamlı derecede artış göstermişti. 

Literatürdeki diğer çalışmalara benzer şekilde mevcut çalışmada da PNX-14’ün serum 

testosteron seviyeleri ile pozitif bir korelasyon gösterdiği ortaya koyulmuştur. Yapılan 

tüm bu çalışmalara rağmen PNX'in hem serum testosteron hem de serum FSH 

düzeylerini artırmasının mekanizması hala tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle de 

bu anlamda yapılacak çok daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 
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Ayrıca son yıllarda yapılan çalışmalarda PNX-14'ün dokuları iskemik hasara karşı 

koruyucu bir etkisinin olduğu da gösterilmiştir (111, 112). Ma ve arkadaşları (79), 

intraserebroventriküler PNX-14 infüzyonun beyin dokusunda İ/R bağlı hasarı 

azalttığını göstermişlerdir. Araştırmacılar PNX-14 uygulanan gruplarda infarkt alanın 

ve mikroglia aktivasyonun belirgin bir derecede azaldığını gözlemlemişlerdir. Middle 

serebral arter oklüzyonu olan farelerde PNX-20 infüzyonun da beyin dokusunda 

infarkt alanını önemli ölçüde azalttığı gibi nörolojik defisit skorunu da iyileştirdiği 

gösterilmiştir (113). Yapılan literatür taramalarında testis torsiyon/detorsiyon 

hasarında PNX’in koruyucu ya da iyileştirici etkilerinin incelendiği herhangi bir 

çalışmaya rastlanılmamıştır. Mevcut çalışmada PNX’in testis torsiyon/detorsiyon 

hasarına karşı iyileştirici etkileri ortaya konulmaya çalışılmıştır. Bu amaçla testis 

dokusundaki histomorfolojik ve immünohistokimyasal değişiklikler detaylı bir şekilde 

incelenmeye çalışılmıştır. Histomorfolojik değerlendirmeler sonucunda 

torsiyon/detorsiyon grubunda seminifer tübül çapında ve epitel kalınlığında belirgin 

bir azalma olduğu görülmüştür. Torsiyon/detorsiyon hasarının seminifer epitelde yer 

alan spermatojenik hücre hatlarını etkilediği, epitel de yer yer kayıplara neden olduğu 

düşündürmektedir. PNX-14 ile tedavi edilen gruplarda ise seminifer epitel kalınlığında 

ve tübül çapında belirgin bir iyileşme göze çarpmıştır. İmmünohistokimyasal 

değerlendirmeler sonucunda TTD grubunda spermatogonia sayısında meydana gelen 

azalma da oldukça dikkat çekmektedir. PNX-14 ile tedavi edilen gruplarda 

spermatogonia sayısı da artış göstermiştir. Bu gruplarda spermatogonia sayısında 

meydana gelen bu artışın seminifer epitel kalınlığında da artışa neden olduğu 

görülmektedir. Tüm bu sonuçlar değerlendirildiğinde PNX-14 tedavisinin 

torsiyon/detorsiyon hasarına karşı iyileştirici roller oynayabileceği akla gelmektedir.  
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BÖLÜM 6 

 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Sonuç olarak çalışmamızdan elde edilen tüm veriler PNX-14 tedavisinin 

torsiyon/detorsiyonun testis dokusunda meydana getirdiği hasarı iyileştirmede etkili 

bir ajan olabileceğini ortaya koymaktadır. PNX-14’ün iyileştirici etkisinin temel 

olarak antiinflamatuvar ve antioksidatif özelliklerinden kaynaklandığı ve İ/R sonrası 

oksidatif stres sonucunda artan inflamasyonu azaltarak dokularda meydana gelen 

olumsuz Çizelgeyu ortadan kaldırdığı düşünülmektedir. Fakat literatürde PNX’in her 

ne kadar üreme fonksiyonları üzerine olan etkileri ortaya koyulmuş olsa da hala bu 

konuda birçok mekanizma aydınlatılmamıştır. İskemik hasara karşı PNX’in etkilerini 

inceleyen çok daha fazla çalışmaya gerek duyulmaktadır. Bizim çalışmamız iskemik 

hasarda testis dokusunda PNX’in iyileştirici etkilerini açıklamaya çalışsa da hala 

eksiklikleri bulunmaktadır. Sperm sayısı, sperm hareketliği gibi detaylı morfolojik 

incelemelere de gerek duyulmaktadır. Elde ettiğimiz sonuçların literatüre bu konuda 

katkı sağlayacağı şüphesizdir. Ama çalışmamızın daha kapsamlı çalışmalar ile de 

desteklenmesi gerekmektedir. 
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