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1. OZET

Bilateral Testis Torsiyon Modeli Olusturulmus Ratlarda Hesperidinin Endoplazmik
Retikulum Stresi, Total Oksidan ve Antioksidan Durum, Steroid Hormon Sentezi ve

Germ Hiicre Apoptozu Uzerine Olan Etkilerinin Arastirllmasi

Amac: Testisin ¢evre dokuya yeterli baglanamamasi sonras1 kendi etrafinda donmesi
sonucu olusan testis torsiyonu ve yapilan detorsiyon iglemi testis dokusuna sebep oldugu
iskemi/ reperfiizyon (I/R) hasar1 nedeniyle zarar vermektedir. Endoplazmik retikulum (ER),
hiicre i¢i protein homeostazisinin siirdiiriilmesinde goérev yapan ¢ok Onemli bir hiicresel
organeldir ve oksidatif stres, iskemi/ reperfiizyon (I/R) hasar1 gibi patolojik durumlarda "ER
stresi" adi verilen bir tepkiye neden olmaktadir. Bu strese bagli olarak hiicrelerde apoptoz
gerceklesmektedir, bu da germ hiicre kaybina ve infertiliteye gidebilen sonuglara neden
olmaktadir. Bu ¢aligmada son donemlerde cesitli calismalarda antiinflamatuar, antioksidan ve
antikanser etkileri ile 6ne ¢ikan ve ER stresini azalttig1 gosterilen flavonoid ailesine dahil olan
hesperidinin testis torsiyonu ve detorsiyonu durumunda oksidatif stres, ER stresi, steroid
hormon sentezi ve germ hiicre apoptozu iizerine olan olasi koruyucu etkilerinin arastirilmasi

amaclanmstir.

Gereg ve Yontem: Calismada 36 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat (12 haftalik) randomize
kullamlmigtir. 4 farkli grup olusturulmustur. Ratlar grup | (kontrol grubu), grup I
(torsiyon/detorsiyon grubu), grup Il (hesperidin grubu) ve grup IV (torsiyon/detorsiyon ve
hesperidin gruplarina) randomize edilmistir. Grup | ve grup Il disindaki ratlara 7 giin boyunca
glinde 1 kez oral yoldan hesperidin verilmistir. Calismanin 7. giinii Grup | ve grup Il haricindeki
diger gruptaki ratlara 720° rotasyon yapilarak bilateral testis torsiyon modeli olusturulmustur. 4
saatlik torsiyon sonrasi testisler detorsiyone edilmis ve detorisyondan 4 saat sonra ratlara bilateral
orsiektomi uygulanarak intrakardiyak 6tenazi uygulanmustir. Ratlardan alinan serum &rnekleri ile
ER stres parametreleri, testosteron, kaspaz 3 ve oksidatif stres parametreleri diizeyleri analiz
edilmistir. Alman sag testis dokusu histopatolojik incelemeyle degerlendirilmis ve Johnsen

skorlamasi hesaplanmus; sol testis dokusundan ise oksidan/antioksidan parametreler ¢aligilmustir.

Bulgular: Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu belirteglerinden doku MDA seviyesinin
torsiyon gruplarinda arttigi ancak hesperidin tedavisinin MDA artisin1 engelleme iizerine bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Antioksidan durum belirteglerinden doku SOD, GSH-Px ve katalaz
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diizeyleri degerlendirildiginde hesperidin tedavisinin katalaz diizeyi lizerinde anlamli ytikseklige
sahip oldugu goriilirken SOD ve GSH-Px diizeylerinde hesperidin gruplarinda azalma daha
belirgin olarak goriilmiistiir. Ratlarin serum ATF6 ve GRP78 degerleri incelendigi zaman gruplar
arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik izlenmemesine ragmen ATF6 degerleri incelendiginde
hesperidin alan gruplarin daha diisiik degerlere sahip oldugu gozlenmistir. Serum kaspaz-3
degerleri incelendiginde istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, T/D grubunun kaspaz-3
degerlerinin en yiiksek oldugu ve T/D+Hesperidin grubunda kaspaz-3 degerlerinin diistiigii
gozlenmistir. Kontrol grubu ile T/D grubu karsilastirildiginda, T/D grubunda istatistiksel olarak
anlamli olmasa da kan testosteron diizeylerinde diisiis izlenmistir. Yine T/D ve T/D-+hesperidin
gruplant karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hesperidin verilen torsiyon
grubunda testosteron seviyesindeki azalmanin daha diisiik oldugu gézlenmistir. Testis biyopsisi
yapilan ¢alismada, Johnsen skorlar1 degerlendirildiginde, T/D grubunun kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak daha diisiik bir skora sahip oldugu tespit edilmistir. Hesperidin gruplart kontrol
grubuna gore germinal epitel hiicreleri agisindan incelendiginde tiibiil epitelinin biitiinliigiiniin
bozulmadigi ve liimende spermatozoonlarla birlikte hiicrelerin normal goriiniimde oldugu

izlenmistir.

Sonug: Hesperidinin testis torsiyonu sonrasi gelisen oksidatif stres ve antioksidan durum
tizerinde MDA, SOD ve GSH-Px seviyelerine etki etmedigi ancak katalaz diizeyleri iizerine olumlu
etkilerinin oldugu goriilmiistiir. ER stres belirteclerinden ATF6 diizeylerinin hesperidin alan
gruplarda istatistiksel anlamlilik bulunmamakla birlikte daha diisiik oldugu gozlenmistir.
Testosteron sentezinin torsiyon gruplarinda azaldigi ve hesperidinin bu azalmayr azalttig
goriilmistiir. Benzer sekilde kaspaz 3 diizeylerinin istatistiksel anlamlilik bulunmasa da torsiyon
gruplarinda arttig1, hesperidinin bu artis1 azalttig1 goriilmiistiir. Histopatolojik degerlendirmede
torsiyon sonrast Johnsen skorunun diistiigii, hesperidin alan gruplarda tiibiil epitelinin
biitlinliigiiniin bozulmadig1 ve liimende spermatozoonlarla birlikte hiicrelerin normal goriiniimde
oldugu izlenerek Johnsen skorlariin yiikseldigi goriilmiistiir. Bu sonuglar hesperidinin torsiyon ve
detorsiyona bagli gelisen testisteki histopatolojik degisikliklere ve bunun sonucunda goriilen
spermatogenezdeki bozulmaya karsi kullanilabilecek olasi bir koruyucu ajan olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Testis torsiyonu, Hesperidin, ER stresi, Oksidatif stres, Germ hiicre

apoptozu



2. ABSTRACT

The Effects of Hesperidine on Endoplasmic Reticulum Stress, Total Oxidant and
Antioxidant Status, Steroid Hormone Synthesis and Germ Cell Apoptosis in Rats with

Bilateral Testicular Torsion Model

Aim: Testicular torsion, which occurs when the testicle fails to attach adequately to the
surrounding tissue and rotates around itself, and detorsion procedure causes
ischemia/reperfusion (I/R) damage to the testicular tissue. The endoplasmic reticulum (ER) is
a very important cellular organelle involved in maintaining intracellular protein homeostasis
and oxidative stress causes a response called “ER stress” in pathological conditions such as
ischemia/reperfusion (I/R) injury. Due to this stress, apoptosis occurs in cells, which leads to
germ cell loss and infertility. In this study, we aimed to investigate the possible protective
effects of hesperidin, a member of the flavonoid family, which has recently been shown to
reduce ER stress and has anti-inflammatory, antioxidative and anticancer effects in various
studies, on oxidative stress, ER stress, steroid hormone synthesis and germ cell apoptosis in

testicular torsion and detorsion.

Materials and methods: In the study, 36 male Wistar-Albino rats (12 weeks old) were
randomized. 4 different groups were formed. Rats were randomized into group | (control
group), group Il (torsion/detorsion group), group Il (hesperidin group) and group 1V
(torsion/detorsion and hesperidin groups). Rats except Group | and Group Il were given
hesperidin orally once a day for 7 days. On the 7th day of the study, bilateral testicular torsion
model was created by performing 720° rotations to the rats in the other groups except Group |
and Group I11. After 4 hours of torsion, the testes were detorsiated and 4 hours after detorsion,
the rats were orchiectomized bilaterally and euthanized intracardiacly. Serum samples obtained
from the rats were analyzed for ER stress parameters, testosterone, caspase 3 and oxidative
stress parameters. The right testicular tissue was evaluated by histopathologic examination and

Johnsen scoring was calculated; oxidative parameters were analyzed in the left testicular tissue.

Results: It was observed that tissue MDA level, one of the markers of oxidative stress
and lipid peroxidation, increased in the torsion groups, but hesperidin treatment had no effect
on the prevention of MDA increase. When tissue SOD, GSH-Px and catalase levels, which are

among the markers of antioxidant status, were evaluated, it was observed that hesperidin



treatment had a significant increase in catalase level, while the decrease in SOD and GSH-Px
levels was more pronounced in hesperidin groups. When serum ATF6 and GRP78 values of the
rats were analyzed, no statistically significant difference was observed between the groups, but
when ATF6 values were analyzed, it was observed that the groups receiving hesperidin had
lower values. While the serum caspase-3 levels did not show statistical significance, it was
noted that the T/D group exhibited the highest caspase-3 values, whereas there was a reduction
in caspase-3 levels in the T/D+Hesperidin group. When the control group was compared with
the T/D group, a decrease in blood testosterone levels was observed in the T/D group, although
not statistically significant. Again, when the T/D and T/D+hesperidin groups were compared,
it was observed that the decrease in testosterone levels was lower in the hesperidin-treated
torsion group, although not statistically significant. When Johnsen scoring was evaluated in the
testicular biopsy study, the T/D group was found to have a statistically significantly lower
Johnsen score than the control group.When the hesperidin groups were examined in terms of
germinal epithelial cells compared to the control group, it was observed that the integrity of the
tubule epithelium was not disrupted and the cells with spermatozoa in the lumen had a normal

appearance.

Conclusion: Hesperidin had no effect on MDA, SOD and GSH-Px levels but had positive
effects on catalase levels on oxidative stress and antioxidant status after testicular torsion. ATF6
levels, one of the ER stress markers, were observed to be lower in the groups receiving
hesperidin, although there was no statistical significance. It was observed that testosterone
synthesis decreased in torsion groups and hesperidin decreased this reduction. Similarly,
caspase 3 levels increased in the torsion groups, although statistical significance was not found,
and hesperidine decreased this elevation. In histopathologic evaluation, it was observed that
Johnsen score decreased after torsion, the integrity of the tubule epithelium was not disrupted
in the groups receiving hesperidin and the cells with spermatozoa in the lumen had a normal
appearance and Johnsen scores increased. These results suggest that hesperidin may be a
possible protective agent against histopathologic changes in the testis due to torsion and

detorsion and the resulting deterioration in spermatogenesis.

Keywords: ER stress, Germ cell apoptosis, Hesperidin, Oxidative stress, Testicular

torsion



3. GIRIS VE AMAC

Testis dokusu erkeklerde hem fertilite i¢in gerekli sperm yapimi1 hem de sekonder seks
karakterlerinin olusturulmasi ve devamliligi gibi karmasik gorevlerin uygulandigi kompleks bir
yap1 bitiinligiidiir. Testis torsiyonu (TT), spermatik kordun donmesi nedeniyle testise giden
kan akiminin azalmasiyla meydana gelen bir klinik durumdur. Testikiiler torsiyon, 6zellikle
cocukluk déneminde sik rastlanan iirolojik acillerden biridir ve akut skrotum vakalarinin %17-
35’ini teskil eder(1). Testikiiler torsiyonun (TT) agr patofizyolojisinde, spermatik kordun
donmesi nedeniyle vendz doniisdeki bozulma, venlerin tikanmasina yol agar. Bu durum, testiste
0dem olusumuna ve arteriyel kan akiminin kaybina neden olur. Sonug olarak, testisin nekrozu

ve organ kaybiyla sonuglanabilecek ciddi bir durum ortaya ¢ikar(2).

TT, geng eriskin doneminde herhangi bir zamanda meydana gelebilse de, genellikle iki
belirgin donemde pik yapar: yeni dogan donemi ve 12-16 yas arasindaki ad6lesan donem(3).
Soguk ortam maruziyeti, yiizme veya cinsel aktivite ile kremasterik refleksin uyarilmas,
inmemis testis, inguinal ve skrotal cerrahi Oykiisii, travma ve uzun spermatik kord gibi
durumlar, testisin tunika vaginalis i¢inde asir1 hareket etmesine yol acabilir. Bu kosullar, ayrica
ailesel yatkinlikla birlikte Bell-Clapper deformitesi gibi yapisal anormalliklerin varligi, testis

torsiyonu (TT) acisindan risk faktorleri olusturur.

Testikiiler torsiyonun (TT) 6ykii ve fizik muayene bulgularinda, ipsilateral kremasterik
refleksin yoklugu, bulanti/kusma ve skrotal ciltteki degisiklikler, TT'nin 6nemli belirtegleri
olarak tanimlanmistir(4). Adolesan donemdeki hastalar genelde skrotal agri ile basvurur.

Kusma (%10-60) ile birlikte “ani baslayan, siddetli” testis agris1 TT igin tipiktir.

Ayirici tant igin ¢ogu vakada hastanin anamnezi ve fizik muayene bulgusu yeterli
olmayabilir. En sik kullanilan gériintiileme yontemi %1'lik yanlis negatiflik oraniyla son derece
duyarli (%88,9) ve spesifik (%98,8) bir tan1 aract olan Doppler Ultrasonografidir(USG) (5).
Sintigrafi ve skrotumun dinamik kontrastli manyetik rezonans goriintiilleme (MRG) yontemleri,
ultrasonografi (USG) ile benzer duyarlilik ve 6zgiillik sunmaktadir. Bu incelemeler, tani
olasiliginin daha diisiik oldugu ve testikiiler torsiyonun anamnez ve fizik muayene ile

dislanamadig1 durumlarda kullanilabilir.



Testikiiler torsiyonun (TT) ayirici tanisinda idiopatik skrotal 6dem, kabakulak orsiti,
epididimit, varikosel, testis tlimorii, inkarsere herni, hidrosel, apandisit, sistemik hastaliklar ve
travmaya bagl olarak gelisen testikiiler hematom, kontiizyon, riiptiir ve dislokasyon gibi akut

skrotum benzeri agriya yol agabilecek diger nedenler de dikkate alinmalidir(6).

Testikiiler torsiyonun (TT) tedavisinde ilk adimlardan biri cerrahi eksplorasyon sirasinda
testisin kurtarilma sansini artiran manuel detorsiyon islemidir. Miimkiinse anestezi olmadan
gerceklestirilen ve uygun hastalarda uygulanst gereken bu islemi ve cerrahi eksplorasyon ve

orsiopeksi takip etmelidir(7).

Testikiiler torsiyon (TT), acil cerrahi miidahale gerektiren bir durumdur. Testisin erken
kurtarilma oraninin en 6nemli iki belirleyicisi, semptomlarin baglangici ile detorsiyon arasinda
gecen siire ve kordun torsiyon derecesidir. Erken donemde, ortalama torsiyon siiresi 13 saatten
az olan vakalarda fertilitenin korundugu gézlemlenmistir. Semptom baslangicindan sonraki 24
saat icinde tiim TT vakalarinda acil cerrahi miidahale gereklidir. Uzamis torsiyon vakalarinda,
detorsiyon ile birlikte fiksasyon yerine orsiektomi yapilmasi bir alternatif olarak
degerlendirilebilir(8).

Testis torsiyonu ve erken donemde farkedilmesi durumunda yapilan detorsiyon islemi
testis dokusuna farkli mekanizmalar ile zarar verebilmektedir. Bu durumlarin ilki torsiyon
sirasinda testise yeterli kan akimi olmamasi nedeniyle dokuda iskemi durumu olugmasidir.
Diger bir durum ise testis detorsiyone edildikten ve kan akimi tekrar saglandiktan sonra kan
akimi ile gelen oksijen molekiillerinin dokuda oksijen radikalleri araciligiyla testisin yap1

biitiinliiglinlin bozulmasina neden olmasidir.

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre i¢i protein homeostazisinin siirdiiriilmesinde,
proteinlerin dogru ii¢ boyutlu yapilarinin elde edilmesinde ve kalsiyumun depolanmasinda
gorev yapan ¢ok dnemli bir hiicresel organeldir. ER'deki dogru protein katlama mekanizmas;
oksidatif stres, hipoglisemi, iskemi/reperflizyon (I/R) hasari, enfeksiyon ve inflamasyon gibi
patolojik durumlarda bozulmaktadir(9). Bu stres kosullar1 altinda ER'de yanlis katlanmig
proteinler birikir ve bu patolojiye "ER stresi" adi verilir. Artmig ER stresine sahip hiicreler,
yanlig katlanmis proteinleri uzaklastirmak i¢in katlanmamis protein yaniti (UPR) yolunu aktive
eder(10). ER stresi sonucunda hatali katlanmay1 tamir mekanizmalar1 yeterli olmadiginda ER

stresine bagl olarak hiicrelerde apoptoz gergeklesir.



UPR yolu ii¢ ER sensorii tarafindan kontrol edilir: inositol-requiring enzyme 1 alpha
(IREla), protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) ve activating
transcription factor 6 (ATF6) (11). GRP78, ER homeostazisinin merkezi diizenleyicisidir(12).
Patolojik kosullar altinda GRP78, UPR yolunun etkinlestirilmesine neden olan ii¢ ER stres
sensoriinii serbest birakir. Bu nedenle GRP78 ekspresyon diizeyi dogrudan ER stresinin

yogunluguyla iliskilidir(11). ATF6 baska bir ER stres belirteci olarak kabul edilir.

Ozellikle cesitli ¢alismalar, dogal bilesiklerin, UPR bilesenlerini hedef alarak ve ER
stresini azaltarak I/R hasariyla iligkili apoptozu 6nleyebildigini ortaya koymustur(10).

Flavonoidler, insan saglig1 tizerinde faydali etkileri olan dogal bilesiklerdir ve bitkilerde
bulunurlar. Flavonoidlerin yapisi, iki fenolik halka ile bagl bir heterosiklik (C) halka i¢eren 15
karbonlu bir iskelete dayanmaktadir. Bu bilesiklerin karakteristik 6zellikleri, 6zellikle
heterosiklik halkadan kaynaklanmaktadir. Insan diyetinde yaygin olarak bulunan fenolik
bilesenler arasinda yer alan flavonoidlerin simdiye kadar 5000'den fazla farkli tiiri
tamimlanmistir.  Flavonlar, flavonoller, flavanonlar, isoflavonoidler, neoflavonoidler,
flavanoller (flavan-3-oller ya da katesinler), antosiyanidinler ve kalkonlar olmak iizere alt

smiflara ayrilirlar(13).

Turunggillerde bulunan bir flavanon glikozidi olan hesperidin, antiinflamatuar,
antioksidatif ve antikanser etkileriyle iyi bilinen bir antioksidandir. Hesperidin ile ilgili son
biyolojik caligmalar, onun I/R hasar1 sirasinda oksidatif stresi azaltma ve baskilamadaki
yararliligin1 vurgulamistir(14). Testikiiler torsiyon modeli olusturulan ratlarda diisiik doz ve
yiksek doz hesperidinin oksidan-antioksidan parametreler iizerindeki etkisi arastirilmis ve
anlamli sonuglar elde edilmistir(15). Yine sodyum floriir (NaF) ile testikiiler toksisite
olusturulan hayvan modelli bir ¢aligmada hesperidinin ER stresini azaltmada etkili oldugu

gosterilmistir(16).

Hesperidinin testis hasar1 lizerindeki tedavi edici etkisiyle ilgili ¢aligmalar mevcuttur.
Fakat testikiiler torsiyon modelinde ER stresi {izerine koruyucu etkisi ile ilgili literatiirde yeterli
calisma mevcut degildir. Bu calismay1 digerlerinden ayiran en O6nemli nokta hesperidinin
testikiiler torsiyon modeli araciligiyla iskemi ve reperfiizyon hasarinin ER stresi, steroid

hormon sentezi, germ hiicre apoptozu iizerine olan olas1 koruyucu etkilerinin incelenmesidir.



Bu ¢alismada, testis torsiyonu ve detorsiyonu durumlarinda flavonoidlerden biri olan
hesperidinin oksidatif stres, endoplazmik retikulum (ER) stresi, steroid hormon sentezi ve germ

hiicre apoptozu iizerindeki olas1 koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Testisin Anatomisi, Histofizyolojisi, Embriyolojisi

4.1.1. Testisin Anatomisi

Sperm denilen erkek iireme hiicrelerinin yapildigt ve testosteron iiretiminin
gerceklestigi bir ¢ift organ olan testislerin her biri yaklasik 10-15 gr agirlikta, 4.5 cm boyunda
ve 2.5 cm ¢apindadir. Parankimi en distan en i¢e dogru sirasiyla tunika vaginalisin visseral

yapragl, tunika albuginea ve tunika vaskiilozadan olusan ii¢ tabakali bir kapsiil ile ¢evrilidir(18).

Her iki testis, sperm {iretim yeri olan 900-1000 kadar seminifer tiibiillerden meydana
gelmistir. Her biri yaklasik 8 cm kadar olan ve testis igerisinde kivrilmis olarak bulunan

tiibiillerin yaklasik 1-3 tanesi, sayilar1 200-300 arasinda degisen her bir lobiil i¢erisinde bulunur.

Testisin anterolateral boliimil serbest iken, posterolateral boliimii epididim, bag dokusu

ve damarlarla ¢evrilidir.

Testislere giden kan, iki organin ortak embriyolojik kokeninden dolayir bobreklerle
yakindan iliskilidir. Testisin kanlanmasi a. testicularis (a. spermatica interna), a.ductus
deferentis ve a. spermatica externa adi verilen 3 farkli arterden olmaktadir(18). Abdominal
aortadan koken alan arteria spermatica interna, internal inguinal halka seviyesinde spermatik
korda eslik etmeye baslar ve mediastinum testis hizasinda ¢ok sayida kiigiik dallar vererek

testisin beslenmesini saglar.

Intratestikiiler olarak arterlere eslik etmeyen testisin venleri pleksus panpiniformiste 2 dal
olarak ¢ikar. Bunlardan ilki anterior dal olan ve vena cavaya drene olan v. spermatica
interna’dir. Bir digeri ise posterior dal olan ve v.pudenda interna’ya drene olan v. epigastrica

inferior ‘dur.

Testislerden gelen lenfatik damarlar lomber lenf diigiimlerine gecer ve bunlar da

mediastinal diiglimlere baglanir.



Testis inervasyonu T10-11. segmentlerden gelen sinir lifleri ile ile saglanir. Bu lifler
sempatik-parasempatik lifleri tasir ve testosteron salgilanma regulasyonunda rol

almaktadirlar(19).
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Sekil 4.1. Testisin anatomisi(19)

4.1.2. Testisin Histofizyolojisi

Tunika albuginea adi verilen kalin bir bag dokusu kapsiil ile ¢evrili olan ve bu bag
dokusunun testisin arka yiiziinde kalinlagsarak olusturdugu mediastinum testis yapisi, testis
icinde fibréz uzantilar (septum) olusturarak testisi testikiiler lobiillere (piramidal bolmelere)
ayirir. Her lobiilde, kan ve lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicreler (Leydig hiicreleri)
iceren gevsek bag dokusu ile ¢evrili 1-4 seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller sperm
iiretiminde gorev alirken, interstisyel hiicreler testosteron salgilar. Her testis, dista paryetal, igte
ise viseral bir tabakadan olusan tunika vajinalis ad1 verilen serdz bir kese ile ¢evrilidir. Tunika

vajinalis, testisin 6n ve yan kisimlarini orter ve peritondan koken alir(20).

Seminifer tiibiiller U seklinde ve kivrintili yapidadir ve her iki ucu rete testise agilir.
Seminifer tiibiiller gelismekte olan spermatogenik (germ) hiicrelerini igermektedir. Seminifer
tiibiillerin bazal membraninda sertoli hiicreleri, fibrositler ve myoid hiicreler gibi destekleyici

elemanlar bulunur(21).

Sertoli hiicreleri puberteden sonra c¢ogalma yetenegini kaybeden, belirgin niikleol
yapisina ve diizensiz sekilli ¢ekirdeklere sahip, diisiik mitotik indeksli hiicrelerdir. Germ
hiicrelerinin beslenmesi, korunmasi, artik maddelerin fagosite edilmesi, inhibin proteinleri,
folikiil stimulizan hormon (FSH) etkisiyle androjen baglayici protein (ABP) iiretimi,

transferrin, seruloplazmin, antimiillerian hormon (AMH) iiretim ve salmimi gibi gorevleri
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bulunmaktadir(22). Bunun yani sira pek ¢ok biiylik molekiiliin bazal lamina tarafindan tiibiiliin
liimenine dogru gecisini engelleyen kan-testis bariyeri sertoli hiicrelerinin bazal laminaya yakin

kisimda birbirleri ile siki baglantilar yapmasi sonucu olusur.

Luteinlestirici hormon (LH) etkisi ile leydig hiicrelerinden salgilanan testosteronun %35’1
kanda serbest olarak bulunurken, %65°1 ABP ile bagli olarak bulunur. Testosteron yetiskinlerde
spermatogenezden ve sekonder (ikincil) seks karakterlerinin olusumundan sorumludur ve

kandaki miktar1 LH 1n feed-back mekanizmasi ile dengede tutulmaktadir.
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Sekil 4.2. Testis histolojik goriintiisii (23,24)

4.1.3. Testisin Embriyolojisi

Gelisimin 5. haftasinda ara mezoderm, dorsal govde duvari, iirogenital sirt boyunca

uzunlamasina bir yiikselme olusturur.

Urogenital ¢ikintinin ¢lemik epiteli ve altta yatan mezodermi ¢cogalarak gonadal ¢ikintiy:
olusturur. Birincil seks kordonlar1 gonadal ¢ikintidan gelisir ve yolk sac kesesinin duvarindan

gonadlara go¢ eden primordiyal germ hiicrelerini (XY genotipi) igerir.
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Y kromozomu kisa kolunda testis farklilasmasi i¢in ¢ok 6nemli olan testis belirleyici
faktorii kodlayan bir gen tagir. Birincil seks kordonlar1 gonadlarin medullasina dogru uzanir ve
kalin tunika albuginea olustukg¢a yiizey epiteli ile baglantilar1 kaybolur. Birincil seks kordonlar1
seminifer kordonlari, tubuli recti'yi ve rete testisleri olusturur. Seminifer kordonlar, Miillerian
inhibe edici faktor salgilayan primordial germ hiicreleri ve destekleyici (Sertoli) hiicrelerden
olusur. Seminifer kordonlar arasindaki mezoderm, testosteron salgilayan interstisyel (Leydig)

hiicrelerine farklilasir.

Testislerin primordial germ hiicreleri, destekleyici (Sertoli) hiicreleri, interstisyel
(Leydig) hiicreleri ve bag dokusu stromas1 mezodermden tiiretilir. Seminifer kordonlar ergenlik
cagina kadar kat1 kordonlar halinde kalirlar, bu donemde bir liimen elde ederler ve daha sonra
seminifer tiibiiller olarak adlandirilirlar(25). Gonadal sekse gore gelisen internal ve eksternal

genital organlar, diferansiye olan gonadin hormonal fonksiyonuna gore belirlenmektedir(26).

Testisler baslangigta karin i¢ginde gelisir, ancak daha sonra iist karin bolgesinin pelvik
bolgeden orantisiz sekilde biiyiimesi sonucu skrotuma géreceli olarak inerler. Insanlarda 10. ile
15. haftalar arasinda, cinsel organlarin gelisiminin baslamasinin hemen sonrasinda baslayan

testislerin inmesi 35.hafta sonunda inguinal kanaldan skrotuma gegisi ile tamamlanir(25,26).
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Sekil 4.3. Testisin embriyolojisi (27)
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4.2. Spermatogenez ve Johnsen Skorlamasi

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde gergeklesen, testislerdeki ilkel spermatogenik
hiicrelerden (spermatogonia) spermatozoa (spermler) adi verilen erkek gametlerin
olusturuldugu siirectir. Bu siire¢ yaklasik olarak 74 giin siirer(28). Bu siiregte sertoli hiicreleri,

sitoplazmik baglanma yoluyla spermatogenez icin gerekli tim malzemeleri saglar.

Spermatogonyumlar kendilerini yenilemenin yani sira, bazal membran ile temasin
kaybeden hiicreleri meydana getirerek, artik primer spermatosit olarak adlandirilan mayoz
siirecini baslatirlar. Ilk mayoz béliinmeyi tamamlayan bu hiicreler, ikincil spermatosit ad
verilen yavru hiicreleri olusturur ve bunlar mayoz béliinmeyi tamamlamak {izere bdliinerek

yuvarlak spermatidler olusturur.

Yuvarlak spermatidler boliinmez ancak spermiyogenez evresinde golgi fazi, akrozom fazi
ve maturasyon fazindan gecerek olgunlasarak spermatozoon hiicrelerini olustururlar ve bu

hiicreler seminifer tiibiiliin liimenine salinirlar(29).

Testis biyopsisinin histopatolojik degerlendirmesinde spermatogenezin kantitatif olarak
da degerlendirilmesi gerektigi Johnsen tarafindan 1970 yilinda ortaya konmustur(30). Bu
skorlamaya gore biyopside izlenen her seminifer tiibiiliis i¢in skor verilerek bunlarin toplami

biyopside izlenen seminifer tiibiiliis sayisina boliinmelidir.

Tablo 4.1. Johnsen skorlamasi

Skor Karakteristik
1 Germ hiicresi ve sertoli hiicresi yok
Germ hiicresi yok yalnizca sertoli hiicresi mevcut
Yalnizca spermatogonia mevcut
Yalnizca birkag¢ spermatosit mevcut
Spermatozoa veya spermatid yok, ancak ¢ok sayida spermatosit mevcut.
Yalnizca birkag¢ spermatid mevcut
Spermatozoa yok ancak ¢ok sayida spermatid mevcut
Sadece birka¢ adet spermatozoa mevcut
Cok sayida spermatozoa mevcut ancak germinal epitel diizensiz
Tamamlanmis spermatogenez ve normal organize tiibiiller

O (N[OOI~ W|IN

=
o

13



@’@‘@‘”@2 =

PaleA | PaleA PaleA | PaleA PaleA | PaleA

Dark A Dark A Dark A Dark A Dark A Dark A
| Il 1] v Vv Vi

Sekil 4.4. Spermatogenez asamalari(27)

4.3. Testosteron Sentezi

Testosteron,  Sa-dihidrotestosteron  (DHT), androsteron, androstenedion, 17-
hidroksiprogesteron, progesteron ve pregnenolon ile birlikte testisin ana salgi triiniidiir(31).
Leydig hiicreleri adrenal korteksin aksine 21f-hidroksilaz veya 11B-hidroksilaz icermez ve bu
nedenle glukokortikoid veya mineralokortikoid sentezleyemez. LH (adrenal korteksteki
ACTH'ye paralel bir etkiyle), yoldaki ilk adim olan kolesterol desmolaz1 uyararak testosteron
sentezini artirir.  Aksesuar seks organlar1 (6rnegin prostat), testosteronu aktif formu olan

dihidrotestosterona doniistiiren 5-alfa rediiktaz igerir(32).

Hipotalamusun arkuat cekirdekleri hipotalamik-hipofizyal portal kana GnRH salgilar.
GnRH, FSH ve LH salgilamas1 i¢in 6n hipofizi uyarir. FSH, spermatogenezi siirdiirmek i¢in
sertoli hiicrelerine etki eder. Sertoli hiicreleri ayrica FSH salgilanmasimin negatif geri
bildiriminde rol oynayan inhibin salgilar. LH, testosteron sentezini uyarmak igin leydig
hiicrelerine etki eder. Testosteron, sertoli hiicrelerinde FSH'nin spermatojenik etkilerini
giiclendirmek i¢in intratestikiiler bir parakrin mekanizma yoluyla etki eder. Testosteron,

hipotalamustan GnRH salinimini inhibe ederek ve 6n hipofizden LH salinimini dogrudan inhibe
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ederek LH salmimini inhibe eder. Ayrica Inhibin, 6n hipofizden FSH salgilanmasin

engeller(33).

Testosteron Kkolesterolden bir dizi asamada sentezlenir. LH, leydig hiicresi yiizeyinde
bulunan LH ve hCG i¢in olan LHCGR olarak adlandirilan G protein ile biitiinlesmis reseptore
baglanarak reseptor agregasyou ve konformasyonel bir degisiklik sonucu Gs proteinini aktive
eder. Takiben siklik adenozin monofosfata (cAMP) bagli protein kinaz A (PKA) aktive olur.
PKA’nmn aksivasyonu steroidogenezi ve testosteron biyosentezini regiile eden proteinlerin

iretimini arttirir(34).

LH ile stimiile edilen PKA’nin regiile ettigi ana proteinler sunlardir:

1) Steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR): Bir 30 kDa mitokondriyal faktor olan
steroidojenik akut diizenleyici (StAR) protein, steroid hormon biyosentezinin dnemli bir
diizenleyicisidir ve kolesteroliin distan i¢ mitokondriyal membrana transferini kolaylastirir(35).

Steroid iiretimi i¢in hiz sinirlayici basamaktir.

2) Kolesterol yan zincirini kiran enzim (CYP11A1): Steroid sentezindeki ilk adim,
mitokondride kolesteroliin pregnenolon'a doniisiimiidiir ve bu doniisiimiinii saglayan p450scc

enziminin ekspresyonundan CYP11A1 geni sorumludur(36).

3) CYP17 (17a-hidroksilaz): Pregnanolonun 17-OH-pregnanolon’a doniismesini katalize
eder. Testosteron sentezindeki ikinci enzimatik basamaktir. Takiben bir dizi sentez basamagi

sonucu testosteron sentezlenir(34).

Testosteron leydig hiicre membranindan pasif diflizyonla interstisyel alana gegerek

ekstraselliiler s1v1 ve kan plazmasinda steroid baglayan proteinler tarafindan baglanarak taginir.

Testosteron, cinsiyet farklilasmasinin diizenlenmesinden, erkek cinsiyet 6zelliklerinin
iiretilmesinden, spermatogenezden ve fertiliteden sorumlu birincil erkeklik hormonudur. Bunun
yani sira kemik ve kas kiitlesini arttirilmasi, lipit profilinin diizenlenmesi, insiilin duyarliliginin
ve eritropoezin arttirilmasi, kan basincinin  disiliriilmesi gibi metabolik etkileri de

bulunmaktadir(37).
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Sekil 4.5. Testosteron sentezi(38)

4.4, Testis Torsiyonu

4.4.1. Tanim ve Etyoloji

Testis torsiyonu, testisin spermatik kord boyunca biikiilmesi olarak tanimlanir, bu da
vendz tikaniklia ve zayif arteriyel kan akimina neden olur ve sonucta iskemiye yol acar.

Morbidite ve potansiyel infertilite riski nedeniyle testis torsiyonu iirolojik bir acil durumdur.

Torsiyon oncelikle testis ve tunika vajinalisin anormal veya eksik fiksasyonu nedeniyle
olusur(39). Tunika vajinalis spermatik kordu igerir ve normalde testisin posterolateral kismina
yapisir. Eksik veya anormal bir fiksasyon, testisin spermatik kord boyunca biikiilmesine neden
olabilir, bu da vendz cikis1 azaltir ve testiste vaskiiler konjesyona neden olur. Bu, testisin
sismesine, hassaslasmasina ve eritemli hale gelmesine neden olur ve biikiilmenin devam
etmesiyle arteriyel akis azalir, bu da iskemi ve hatta infertilite ile birlikte kalic1 hasara neden

olur(38). Iskemi en sik torsiyon baslangicindan 4-8 saat sonra ortaya cikar(40).

Testis torsiyonu, intravajinal ve ekstravajinal torsiyon olarak ikiye ayrilabilir.
Ekstravajinal torsiyon genellikle prenatal donemde ve yenidogan doneminde ortaya ¢ikar; bu
durum, tunika vajinalislerin spermatik korda baglanti noktalarinin proksimalinde gelisir.

Siklikla addlesan donemde goriilen intravajinal torsiyon ise, testis ve epididimisin uygun bir
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kisminin kordu skrotum iginde saran fasyaya ve kas tabakalarina normal bir fiksasyon

yapamamasina bagli olarak olusur(41).

Torsiyonun kesin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, birka¢ faktorden
bahsedilmektedir. Puberte doneminde testis hacminin bes-altt kat artmasi, torsiyonun bu
donemde daha sik goriilmesine yol agmaktadir. Ayrica, travma ya da asir1 egzersiz, kremaster
veya dartos kaslariin kasilmasi da torsiyonu tetikleyebilir. Sicakligin diisiik oldugu ortamlarda

torsiyonun daha sik goriildigii bildirilmistir(42).

4,42, Tam

Testis torsiyonu cogunlukla acil servise ani baslayan, tek tarafli, agr1 kesicilerle bile
kontrol altina alinamayan skrotal agr1 ile bagvurmaktadir(43). Fizik muayenede erken evrede
palpe edilebilen spermatik kord zamanla 6dem ve sislige bagli olarak palpe edilmesi zor hale
gelir. Yine kremaster refleksinin olmamasi ve testisin elevasyonu ile agrinin artmasi, veya
azalmamasi (Prehn belirtisi) torsiyon lehinedir. Yenidoganda torsiyonun lokal ve sistemik
semptomlar1 daha az farkedilebilir olup skrotal cilt 6demi, renk degisikligi, huzursuzluk,

istahsizlik gibi 6zellikli olmayan bulgular eslik edebilir ve bu nedenle teshis gecikebilir(44).

Testis torsiyonu tanisi ¢cogunlukla klinik olarak koyulur ve genellikle laboratuvar veya
hatta goriintiilleme degerlendirmesi gerektirmez. Ancak tam kan sayimi, bobrek fonksiyonu

testleri, elektrolit tayini ve idrar tahlili yapilabilir(45).

TWIST (The Testicular Workup for Ischemia and Suspected Torsion) puanlama sistemi
siklikla testis torsiyonunun varligini belirlemek i¢in kullanilir(46). Skor ne kadar yiiksekse

hastada torsiyon olma olasilig1 da o kadar yiiksektir. Puani diisiik olanlara USG onerilir.

Tablo 4.2. TWIST puanlama sistemi

Semptomlar Puanlamasi
Skrotal Odem veya Inflamasyon 2
Testiste Endiirasyon 2
Bulanti/Kusma 1
Kremasterik refleks yoklugu 1
Yiiksek yerlesimli testis 1

17



Renkli Doppler USG’nin tanida yeri 6énemlidir. Doppler USG ile torsiyone testiste kan
akiminin olmamasi veya azalmasi torsiyon lehinedir. Anamnez, fizik muayene, laboratuvar ve
Doppler USG’ye ragmen torsiyon tanisi stipheli ise testis sintigrafisi ve dinamik kontrastli testis

MRG da tantya yardimci olabilir(47).

4.4.3. Tedavi

Testis torsiyonu cerrahi acil bir durumdur. Acil serviste gegirilen siire ¢ok 6nemlidir,
clinkii hastalar genellikle ilk olaydan birkag saat sonra bagvururlar ve kurtarma orani en fazla
4-8 saat iginde basarili olur. Acil yonetim, semptom yonetimi (6rn. analjezikler, antiemetikler)
ve operatif yonetim i¢in acil Ttroloji konsiiltasyonunu gerektirir. Tanidan kuvvetle
siipheleniliyorsa ileri degerlendirme yapilarak cerrahi degerlendirme ve tedavi

geciktirilmemelidir(48).

Cerrahi miidahale, ameliyathanede testislerin eksplorasyonu ve intraoperatif detorsiyonu
ve fiksasyonunu igerir. Uzun siireli iskemi, testis iskemisi ve nekrozuna yol agarak orsiektomiyi

gerektirebilir(40,48). Acil olarak ameliyat miimkiin degilse, manuel detorsiyon Onerilir.

Basaril1 detorsiyonun belirtileri arasinda agrinin azalmasi, testisin normal anatomik
pozisyonu (yani skrotumun asagisinda uzunlamasina bir yonelime doniismesi) ve normal renkli

Doppler USG yer alir(40,48).

4.5, Iskemi - Reperfiizyon Hasar

Iskemi dokularin hipoperfiizyonu olarak tanimlanir. Sepsis, akut koroner sendrom, organ
nakli ve uzuv yaralanmasi gibi ¢esitli durumlar doku hipoperfiizyonuna neden olabilir(49).
Iskemi sonucunda belirli bir siire oksijenden yoksun kalan dokuda, doku hasar1 veya nekroz
meydana gelir(50). Reperfiizyon ise iskemi sonrasinda kan akiminin yeniden saglanmasidir.
Son ¢aligmalar, reperfiizyonun, iskemi-reperfiizyon (I/R) hasart olarak adlandirilan bir olgu
olan iskemik dokuda daha sonra hasara yol agma potansiyeline sahip oldugunu gdstermistir.
Iskemi-reperfiizyon hasari, hekimlerin hiicre hasarmi kontrol altina almasi ve organ

fonksiyonlarimi korumasi gereken kritik bir durumdur(49).
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I/R hasarmin temelinde; hiicre veya organel membranlarinin gegirgenliginde ve
fonksiyonlarinda bozulma, buna bagli molekiiler mekanizmalarin hiicresel hasara yol agmasi
ve bunun sonucunda hiicresel fonksiyonlarin geri dondiiriilememesi vardir. I/R hasar1 igin temel
molekiiler mekanizma hiicre igin gerekli olan oksijenin saglanamamasina bagli ATP sentezinin

bozulmasi veya yikiminin artigidir(51).

Hem ATP sentezinin bozulmasi hem de hiicre igerisindeki ATP yikiminin artisi
sonucunda ATP bagimli iyon pompalarinda fonksiyon bozuklugu meydana gelir ve hiicre i¢i
metabolizma anaerobik faza kayar. Bunun sonucunda biriken laktat ve hidrojen hiicre i¢i pH 11

diisiiriir ve asidoz olusur(50).

Hiicre igindeki artan hidrojen iyonu yiikiinii dengelemek amaciyla Na* -H* pompasi
kullanilarak fazla hidrojen iyonlar1 hiicre disina atilir. Ayni zamanda Na* -Ca** pompasi da
kalsiyumun hiicre i¢ine girmesini saglar. Benzer sekilde, endoplazmik retikulumda da hasarlar
meydana gelir ve bu durum hiicre i¢ine kalsiyum salinimina yol agarak kalsiyum seviyesinin
artmasina neden olur. Bu artis, kalsiyum bagimli proteazlarin aktivasyonunu tetikler(52). Yine
ksantin oksidaz aracili reaktif oksijen radikalleri miktarindaki artis sonucu hiicre
membranlarindaki lipit yapilarda hasar, hiicre i¢i proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulma

ve DNA’da yapisal hasar meydana getirerek hiicre zedelenmesine yol agar(53).

4.6. Serbest Radikaller, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ve Oksidatif Stres

4.6.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dig ydriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
bulunduran yiiksek enerjili atom veya molekiiller olarak tanimlanabilir(54). Yarilanma
omiirleri oldukga kisadir ve hizla tepkimeye girerler(55). Oksijenden tek elektron indirgenmesi
sonucu olusan serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidan yikim; iskemi,
hiperoksijenizasyon ve doku inflamasyonu gibi bir¢ok olayda yer alarak hastaliklarin

patogenezinde 6nemli rol oynar(56).

Aerobik metabolizma yapan tiim canlilarda oksijenin kullanimi, mitokondriyal elektron
tasima zincirinde, cesitli sentez ve degradasyon reaksiyonlarinda, ayrica oksidatif fagositoz

stireclerde serbest oksijen radikallerinin olusmasina yol acar. Bunun yani sira, kimyasallar,
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sigara, alkol gibi toksinler, hava kirliligi, glines 15181 ve X-1smnlart gibi etmenler de dissal

kaynaklardan serbest radikallerin ortaya ¢ikmasina neden olur(57).

4.6.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen ayr1 yoriingelerde iki eslesmemis elektrona sahip biradikal bir molekiildiir.
Hiicrelerde rutin olarak meydana gelen bazi enzimatik ve enzimatik olmayan siireglerde, O2 tek
elektronlar1 alarak reaktif oksijen tlirlerini (ROT) olusturur. ROT, oldukca reaktif oksijen
radikalleri veya hiicrelerde bu reaktif radikallere kolaylikla doniistiiriilebilen bilesiklerdir.
Serbest radikallerin fizyolojik olaylardan ve oksidatif hasardan baslica sorumlu yapilari

ROT’lardir; ancak her ROT serbest radikal fonksiyonu géstermemektedir(54).

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi birgok anabolik ve katabolik islemler
sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislar1 olur ve bu sirada ROT'lar
olusur. Oksijenli solunum, katabolik ve anabolik islemler gibi normal durumlar ya da iskemi,
hemoraji, travma, radyoaktivite, intoksikasyon gibi oksidatif stres yapici durumlar, ksenobiotik
maddelerin etkisi, ilaglar, ksantin oksidaz, indolamin dioksigenaz, siklooksigenaz,
lipooksigenaz, monoamino oksidaz gibi oksidan enzimler, stres ile artan katekolaminlerin
oksidasyonu, fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit, makrofaj,
eosinofil, endotelyal hiicreler), uzun siireli metabolik hastaliklar ve yaslanma siireci viicutta

ROT iiretiminin ana kaynaklaridir(58).

Tablo 4.3. Reaktif oksijen tiirleri siniflandirmasi (54)

Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest Radikaller

Radikal Olmayanlar

Stiperoksit, O2-~
Hidroksil, OH-
Hidroperoksil, HO2-
Karbonat, CO3-~
Peroksil, ROz
Alkoksil, RO-
Karbondioksit CO2-~
Singlet oksijen, 02! g+

Hidrojen peroksit, H202
Hipobromik asit, HOBr?
Hipoklordz asit, HOCIP

Singlet oksijen, 02! Ag

Organik peroksitler, ROOH
Peroksinitrit, ONOO ©
Peroksinitrat, 02NOO ©
Peroksinitroz asit, ONOOH °
Peroksinitrik asit, O2NOOH °
Nitrozoperoksikarbonat, ONOOCO:2"
Peroksomonokarbonat, HOOCO:

a: HOBr reaktif bromin iiriinii olarak da kabul edilmektedir.
b:HOCI genellikle reaktif oksijen tiirleri i¢erisine dahil edilmektedir.
c: ONOO~, O:NOO~, ONOOH, O,NOOH genellikle reaktif oksijen tiirleri igerisine dahil edilmektedir.
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Siiperoksit radikali (02 7 ):

Stiperoksit radikali oksijen molekiiliine bir elektron ilavesiyle molekiiler oksijenin
indirgenmesiyle olugsmaktadir(59). Hiicre mitokondrisinde elektron transfer sistemi ATP’nin
ana kaynagi olup, enerji doniislimii esnasinda az miktarda da olsa olusan elektron kacaklari
oksijenin siliperoksit radikaline doniislimiine neden olmaktadir. Siiperoksit, elektron tasima
zincirinin hem Kompleks I hem de IIT'iinden firetilir ve bir kez anyonik formda oldugunda i¢

mitokondriyal membrani kolayca gecemeyecek kadar giiglii yiikliidiir(60).

O2+e > 02

Stiperoksit radikali yiiksek derecede reaktif degildir ve direkt olarak zarar vermez. Bu
radikal anyonun asil énemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir(61).

Fe*2 + 02>Fe*® + 02~

Cu* + 02> Cu*2 + 0y~

Hidrojen Peroksit (H20,):

Hidrojen peroksit (H202), siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron veya
molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan peroksitin

iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

O2+e +2H" = H202

O2+ 2e "+ 2H" > H202
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin iiretimi siiperoksidin (O27) dismutasyonu ile
gerceklesir. Bu reaksiyonda iki tane siiperoksit molekiilii iki proton alarak hidrojen peroksit ve

molekiiler oksijeni olusturur. Siiperoksit dizmutaz enzimi bu reaksiyonu katalizler ya da

spontan olarak gerceklesir(62).
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2027+ 2H" > H202+ O2

Hidrojen peroksit kendisi serbest radikal olmamasina karsin ge¢is metallerinin (Fe*?, Cu*
gibi) varliginda Fenton reaksiyonu ile ve siiperoksit radikallerinin varliginda Haber-Weiss
reaksiyonu ile en gii¢lii oksitleyici radikallerden birisi olan hidroksil radikalini OH olusturur
(63). Uretilen H202; katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler olarak adlandirilan

antioksidan enzim sistemleri tarafindan ortadan kaldirilir.

Hidroksil radikali (HO):

Hidroksil radikali HO' Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olusmaktadir(62). Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz
kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir,

yarilanma 6mrii ¢ok kisadir.

Fe"+ 02 > Fe? + 02

Fe*?+ H202 > Fe* + HO + OH"
(Fenton Reaksiyonu)

O2™ + H202 2 O2+ HO + OH"

(Haber-Weiss Reaksiyonu)

4.6.3. Oksidatif Stres

Viicutta, hiicrelerin enerji iiretme slireglerinin bir parcast olarak oksijenle ¢esitli
reaksiyonlar gerceklesir. Oksidatif stres, bu reaksiyonlarin {iriinii olan serbest radikallerin
tiretimi ile hiicrelerin antioksidan ozellikleri arasindaki dengesizliktir. Serbest radikallerin

tiretimini etkileyen faktorler fiziksel ajanlar, kimyasal ajanlar ve biyolojik ajanlardir(64).

Serbest radikaller, agirlikli olarak hiicresel solunum ve normal metabolizma sirasinda
iretilen olduke¢a reaktif molekiillerdir ve bu radikaller hiicresel bilesenlere zarar verebilir. Bu
da nekroz veya apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine yol agar(65). Bu hasar, bazi hastaliklarin nedeni

olarak gosterilmektedir ve viicudun yaslanma siireci iizerinde bir etkiye sahiptir.
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Dokularin zarar gormesini 6nlemek igin serbest radikalleri notralize etmek 6nemlidir.
Antioksidan liretimi tlim serbest radikalleri notralize etmek ve temizlemek i¢in yetersizdir. Cok
cesitli gidalarda bol miktarda antioksidan bulunmaktadir. Diyetle antioksidan alimi artirilarak
viicudun savunma sisteminde yardimci olunabilir. Gida bazli antioksidanlara 6rnek olarak
vitaminler (E vitamini, C vitamini, beta karoten), antioksidan enzimlerin bilesenleri olan eser

elementler (selenyum, bakir, ¢inko ve manganez) ve bazi besin dis1 maddeler verilebilir(66).

Lipit Peroksidayonu

Serbest oksijen gruplarinin biyolojik sistemlerdeki en 6nemli etkilerinden birisi lipitler
tizerine olan etkileridir. Bu olay lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve kisaca hiicrelerdeki zar
fosfolipitlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi olarak tanimlanir. Bu olayda

etkili olan oksijen metaboliti siiperoksit grubu ve hidroksil grubudur(67).

Lipit peroksidasyonu baslatma, ilerleme ve sonlanim olmak iizere 3 temel asamada

meydana gelir.

Baglatma: Coklu doymamuis yag asitleri bir hidrojen atomu kaybettiklerinde lipit radikali

(Le ) meydana gelir.

HO +LH — H20 + L

[lerleme: Karbon temelli bu molekiil O2’yle tepkimeye girdiginde lipit peroksidasyonunu
baslatan lipit peroksil radikali (LOOe ) olusur. Hiicre membran1 ve organellerde bulunan
membranlar, membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitleri nedeniyle oksidatif ataklara
oldukca duyarlidirlar. Lipit peroksil coklu doymamuis yag asitlerinden bir hidrojen alarak lipit
hidroperoksite (LOOH) doniisiirken yeni bit lipit radikali olusumuna yol acar

L + O2— LOO

LOO +LH — LOOH + L

Sonlanma: Tek elektron iizerinden yeniden yapilanma lipidin pargalanmasi ile sonuglanir.

Zincir reaksiyonu, zincir kirici antioksidanlar (vitamin E vs.) tarafindan sonlandirilabilir(68).
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LOO + L +2H+ — LOOH + LH
L+VitE—>LH+VitE

VitE +L — LH + Vit Eox

Lipit peroksitler yikildiginda agiga ¢ikan yikim tirlinleri (acrolein, malondialdehit, 4-
hidroksinonenal) biyolojik olarak aktiftir. Bunlar ya hiicrede metabolize edilir ya da hiicrenin
diger bdliimlerine hasar1 yayar. Lipit peroksitlerinin derisimleri artttkca membranlarin
akigkanliklar1 azalir, kalsiyum gibi iyonlarin hiicre i¢ine ge¢isi kolaylasir ve hiicre islevlerinde

bozukluklar ortaya ¢ikmaya baslar(69).

4.7. Oksidatif Stres Belirtecleri

Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), arasidonik asidin ve daha biiyiik coklu doymamus yag asitlerinin
enzimatik veya enzimatik olmayan yolla ayrigmasi sonucu olusan son iiriindiir. Yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir gostergesi olmamakla beraber lipit
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. 1960’lardan bu yana, in vivo ve in vitro

olarak oksidatif stres seviyesini 6lgmek i¢in bu molekiil degerlendirilmistir(70).

Kimyasal olarak MDA, 6karyotlar arasinda yaygin olarak bulunan, karbon 1 ve karbon 3
pozisyonlarinda iki aldehit grubu bulunan ti¢ karbon molekiiliinden olusan kiiciik ve reaktif bir
organik molekiildiir(71). MDA olusumu ROT tarafindan nonenzimatik olarak veya
lipoksigenaz aktivitesi tarafindan enzimatik olarak indiiklenebilir. Her iki durumda da, birincil
lipit hidroperoksit iiriinlerinin miktarinin belirlenmesi, kararsizliklari ve reaktiviteleri nedeniyle
zordur. Bu nedenle, lipit peroksidasyonunun 6l¢iimii genellikle MDA gibi bu ilk hidroperoksit
aldehitlerden tiiretilen ikincil oksidasyon f{iriinlerinin konsantrasyonu oOlgtlilerek tahmin
edilir(72).
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Sekil 4.6. Malondialdehit (MDA) kimyasal yapis1(71)

Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksidaz, piirin niikleotidlerinin pargcalanmasiyla iirik asit iretimi i¢in gerekli olan
enzimdir. Urik asidin kendisi ve enzimatik reaksiyon sirasinda aciga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri

viicut tizerinde zararli etkilere sahip olabilmektedir(73).

XO; flavin adenin diniikleotid, bir molibden ve dort demir-siilfiir eki igeren yaklasik
290kD net molekiiler kiitleye sahip molibden ailesine iiye bir bilesiktir. Enzim ayrica ksantin
dehidrojenaz (XD) aktivitesine de sahip olabilir. Dehidrojenaz, hafif proteolitik modifikasyon

ile oksidaza donustiiriiliir(74).

Bir dizi reaksiyonla piirinler, guanin monofosfat (GMP) ve adenozin monofosfat (AMP)
ya hipoksantin ya da ksantine doniistiiriiliir. Hipoksantin ve ksantinin parcalanma reaksiyonu
XO tarafindan iirik aside katalizlenir(74). Bu enzim memeli hiicreleri i¢in hayati dnem tasir
¢linkii hiicre dongiisii viicutta siirekli devam eden bir siirectir ve endojen olarak iiretilen veya
disaridan alinan piirinler siirekli olarak bozulur ve yenilenir. XO’nun bir baska formu da ksantin
dehidrojenazdir (XD). Her iki form da birbirine doniistiiriilebilir ve ayn1 reaksiyonlar1 katalize
eder. Ancak, kullanilan kofaktorler bakimindan farklilik gosterirler; XO substrat olarak oksijen
kullanirken, XD ayni reaksiyonu gerceklestirmek igin NADH kullanir(75). XO tarafindan
gerceklestirilen reaksiyon, oksijeni bir siiperoksit anyonuna indirger ve bu da sonunda hidrojen

peroksite doniisiir.

Hidrojen peroksit bir ROT tur ve fazlasi biitiin hiicreler i¢in toksiktir. Ayrica yaslanma,
diyabet ve Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif bozukluklar gibi ¢ok sayida durumla da

baglantis1 vardir(76).
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Sekil 4.7. Piirin niikleozid katabolizmasi(74)

4.8. Antioksidan Sistem

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyen ve bu maddelerin neden oldugu
hasar1 onleme gorevi goren, normal hiicre metabolizmasinin toksik yan {iriinii olan serbest
radikalleri etkisiz hale getirerek koruyucu etki gosteren savunma sistemine antioksidan sistem
adr verilir. Antioksidanlar fazla miktardaki reaktif tiirleri dengeleyerek dejeneratif hastalik
gelisimi riskini azaltabildiginden, insan saglig1 i¢in hayati 6neme sahiptir(77). Cesitli hastalik
durumlarinda oksidanlar artabileceginden, dissal kaynaklardan antioksidan alimi c¢ok
onemlidir. Baz1 antioksidanlar dogal olarak endojen sentezlenebilirken bazilari beslenme

yoluyla eksojen olarak viicuda alinir(78).

Cesitli antioksidan smiflar1 arasinda siipeoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimatik antioksidanlar; iirat, askorbat, glutatyon ve
flavonoidler gibi hidrofilik olanlar; tokoferoller, karotenoidler ve ubikinol gibi lipofilik olanlar
say1labilir(79).
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Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak

iki alt grupta degerlendirilebilir.

Enzimatik Antioksidanlar

Superoksit dismutaz(SOD), katalaz(KAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) en iyi bilinen
enzimatik antioksidanlardir. ROT'a kars1 yiiksek afiniteye sahip olduklar1 i¢in oksidatif stres

durumunda daha etkin koruma saglarlar.

Superoksit Dismutaz (SOD)

Cu, Mn, Zn ve diger metal iyonlarini igeren bir metalloenzim olan SOD, tiim aerobik
organizmalarda ve ROT aracili oksidatif strese duyarli tiim subseliiler kompartmanlarda
bulunan en etkili intraselliiler enzimatik antioksidandir(80). Radikal zincir reaksiyonlarinin
baslaticis1  olarak degerlendirilen siiperoksit radikalinin oksijene dismutasyonunu
gerceklestiren ve daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen peroksit olusumuna sebep olan bir
antioksidan enzim olan SOD, oksidatif strese karsi savunmada ilk basamak olarak kabul
edilmektedir. Hidrojen peroksit de katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler

tarafindan temizlenmektedir(81).

O+ 02" +2H = 02 + H202

Serbest radikalleri ortadan kaldirma siirecinde SOD, toksik ara triinleri metabolize
ederken maksimum katalitik aktivite gdstermek i¢cin demir, manganez veya bakir ve ¢inko gibi

kofaktorlere ihtiyag¢ duyar.
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Tablo 4.4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi(82)

ENDOJEN ANTiIOKSiDANLAR

ENZIMATIK ANTIiOKSIiDANLAR

ENZIMATIK OLMAYAN ANTiOKSiDANLAR

Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Katalaz (KAT)

Glutatyon Peroksidaz(GSH-Px)
Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon Koenzim Q10
Melatonin Selenyum
Urik asit a- lipoik asit
Bilirubin Transferrin
Albumin Seriiloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

VITAMIN EKSOJEN
ANTIOKSIiDANLAR

ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN
ANTIOKSIiDANLAR

a-Tokoferol (Vitamin E)
B-karoten (Vitamin A)
Askorbik asit (Vitamin C)
Folik asit (Vitamin B9)

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol, pterin
aldehit, tungsten)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kal-
siyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)
Rekombinant siiperoksit dismutaz

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini
artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin) Notrofil
adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir gelatorleri

Okaryotlardaki SOD'lar baglayici metal kofaktorlerine ve hiicresel lokalizasyonlarina

gore sitoplazmada bulunan veya ekstraseliiler siviya salgilanan bakir-¢inko siiperoksit dismutaz

(Cu/Zn-SOD veya SODI1), mitokondriyal matrikste bulunan manganez igeren siiperoksit
dismutaz (Mn-SOD veya SOD2) ve ekstraseliiler stiperoksit dismutaz (EC-SOD veya SOD3)

olmak iizere 3¢ ayrilir(83). SOD'un oksijen toksisitesine kars1 onemli bir hiicre i¢i koruyucu

oldugu ve yapilan galismalara gore serbest radikalleri temizleyerek oksidatif hasari azalttigi,

yaslanmaya kars1 savastigl, kanser gibi hastaliklarin engellenmesinde rol oynadigi, oksidatif

stresle iliskili hastaliklarin tedavisini gii¢lii bir sekilde destekledigi ve gosterilmistir(84).

Tablo 4.5. SOD tiirleri ve yerlesimleri(83)

Tip Yerlesim Metal Kofaktorii
SOD1 Sitoplazma, mitokondrinin zarlar1 arasi ve cu
(Cu/ZnSOD) diger (niikleus, lizozom, peroksizom)

SOD2 . . . 2
(Mn-SOD) Mitokondriyal matriks Zn

SOD3 Ekstraselliiler matriks, hiicre yiizeyi ve Cu*?
(EC-SOD) ekstraseliiler sivi Zn*?
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Katalaz (KAT)

Katalaz, hidrojen peroksitin, H20 ve O2’ye doniisiimiinii katalize eden, stres kosullarinda
ROT detoksifikasyonu i¢in vazgecilmez olan tetrahedral olarak diizenlenmis, her biri aktif bir
hem grubu ve NADPH igeren 60 kDa alt birimden olusan dort 6zdes tetramerik bir
enzimdir(85).

Katalaz, biiylik ol¢iide peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde ve daha az olarak
mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur. Hidrojen peroksit bir radikal olmamasina ve
biyolojik dnemi olan molekiillerin ¢ogu ile reaksiyona girmemesine ragmen, Cu ve Fe
iyonlarinin katalizorliiglinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii olan hidroksil
radikali(OH") olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir. Bu nedenle katalaz 6nemli

bir antioksidan enzim olarak kabul edilmektedir(86).

2 H202 2 2H20 + O2

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon, neredeyse biitiin 6karyotik hiicrelerde sentezlenen, hiicrenin redoks durumunu
korumada, detoksifikasyon sisteminin ¢alismasinda, eikozanoidlerin sentezlenmesinde, hiicre
sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptozisde yer alan bir
antioksidandir(87). Her bir alt birimi bir selenyum atomu igeren dort protein alt biriminden
olusan glutatyon peroksidaz(GSH-PXx) ise elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanarak
H202’yi ve organik hidroperoksitleri metabolize eden bir enzimdir. GSH-Px enzimi aktif
bolgesinde selenyum igerip igermemelerine gore ikiye ayrilir. Aktif bolgesinde selenyum iceren
selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz(Se-G GSH-Px) H202 ve organik hiperoksitlere karsi
etkilidir. Selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz (GST) ise daha c¢ok organik
hidroperoksitlerin metabolize edilmesinde faaliyet gosterir. Bu sirada GSH, hidrojen verici
olarak hareket ettiginden dolay1 H202 ve hidroperoksitler indirgenirken GSH glutatyon disiilfite
(GSSG) okside olur(88). Oksitlenmis glutatyon (GSSG) olustugunda, redoks siklusunda
glutatyon rediiktaz ile siilfidril formuna indirgenmelidir. Glutatyon rediiktaz(GR), bir flavin
adenin diniikleotid (FAD) igerir ve elektronlarint NADPH'den GSSG'nin disiilfid bagina
transferini katalizler. Bu sebeple NADPH serbest radikal hasarina karst korunma igin

gereklidir(89).
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H02 + 2GSH____ GSSG + 2H20
GSH-Px

2GSSG + NADPH + H* _2GSH + NADP*

GR

4.9. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), zar proteinlerinin sentezi, katlanmasi ve olgunlasmasinda
kritik bir rol oynar. Ayrica, olgunlasan proteinlerin Golgi aparatusuna gegisinde de merkezi bir
oneme sahiptir. Yeni sentezlenen proteinler, ER limeninde N-glikozilasyon, disiilfid bag
olusumu, oligomerizasyon ve hidroksilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlara
ugrar(90). ER ayn1 zamanda uygun protein katlanmasini saglayarak kalite kontroliinii saglayan

bir dizi saperon proteinini de barindirir.

ER stresi sonucu olusan protein birikimi, hiicrelere zarar vererek tip 2 diyabet ve obezite
gibi metabolik hastaliklarin yani sira Parkinson, Alzheimer, serebral iskemi, uyku apnesi ve

multipl skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde de 6nemli bir rol oynar(91).

Stres donemleri sirasinda ER, protein katlanmasindaki patolojik degisiklikleri ¢c6zmek
amactyla katlanmamis protein tepkisi (UPR) olarak adlandirilan bir dizi basa ¢ikma
mekanizmasini baglatir(92). UPR aktivasyonu sonucunda, protein katlanmasindaki kusurlarin
giderilmesine yardimci olmak igin hiicresel transkripsiyonel, translasyonel ve yikim yollar

yeniden yapilandirilir(93).

ER limeninin izlenmesi ve UPR’nin sinyalizasyonu, PERK (PKR-like Endoplasmic
Reticulum Kinase), IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1) ve ATF6 (Activating Transcription
Factor 6) adi verilen 3 ER-membran iligkili protein araciligiyladir(90). UPR'nin ilk agsamast;
salg1 aparatinin genisletilerek, ER hacminin artirilmasi, yeni sentezlenen proteinlerin yiikiiniin
azaltilarak, ER ile iliskili yikim (ERAD) olarak adlandirilan bir islemle katlanmamis
proteinlerin ER'den uzaklastirilmasinin artirilmasi ve otofajinin uyarilarak ER ile iliskili stresin
¢oziilmesinin amaglanmasidir(94). Bu nedenle UPR, salgi hiicre tiplerinde 6zel 6neme sahip
onemli bir fizyolojik adaptasyon mekanizmasi olarak hizmet eder. Ancak stresin iistesinden

gelmeye yonelik bu girisimler basarisizlikla sonuglandiginda hiicre 6liimii meydana gelir(95).
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Glukoz ile diizenlenen protein 78 (GRP78)

ER'nin normal islevi i¢in gerekli olan ER saperonlarindan en iyi karakterize
edilenlerinden biri, BiP veya HSPADS olarak da adlandirilan 78-kDa biiyiikliigiindeki glukozla
diizenlenen protein 78 (GRP78)’dir. GRP78, yalnizca ER’de degil, ayn1 zamanda nukleus ve

mitokondride de bulunur.

GRP78, yeni sentezlenen polipeptitlerin ER membram1  boyunca dogru
konumlandirilmasina, proteinlerin katlanmasina ve bir araya getirilmesine yardimci olur.
Ayrica, yanlis katlanmis proteinlerin hedeflenmesi icin ERAD (endoplazmik retikulumda
dogru katlanmamis proteinlerin parcalanmasi) siirecinde yer alir, kalsiyum homeostazini
diizenler ve ER stres sensorii olarak islev goriir. Antiapoptotik 6zelliklere sahip biiyiik bir ER
saperonu olarak, UPR (unfolded protein response) sinyalizasyonunun aktivasyonunu kontrol
etme yetenegi sayesinde ER stresinin ana diizenleyicisi konumundadir Ayrica, UPR disinda
embriyolojik gelisim, kanserin ilerlemesi ve ila¢ direnci gibi siireglerde de rol
oynamaktadir(96). GRP78, ER homeostazisinin merkezi diizenleyicisidir. Patolojik kosullar
altinda GRP78, UPR yolunun etkinlestirilmesine neden olan ii¢ ER stres sensoriinii serbest
birakir. Bu nedenle GRP78 ekspresyon diizeyi dogrudan ER stresinin yogunluguyla
iliskilidir(11).

Aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6)

ATF6, hiicrede endoplazmik retikulum (ER) stresi olmadiginda, ER membraninda
GRP78 ile birlikte inaktif bir durumda bulunur. ER stresi meydana geldiginde, GRP78, protein
katlanmasina yardimci olmak {izere liimene gonderilirken ATF6 da posttranskripsiyonel
modifikasyona ugrar. Golgiye tasinan ATF6, sitel proteaz (S1) ile etkileserek kesilir. Ardindan
site2 proteaz (S2) tarafindan daha da kesilen ATF6, nukleusa geger ve burada ER yanit elementi
ile baglanir. Bu siireg, GRP78 ve GRP94 gibi ER saperonlarinin ekspresyonunu artirarak, bu
proteinlerin sentezini artirir. Sonug olarak, ER katlama kapasitesi ylikselir ve hiicre, stresle basa

¢ikma mekanizmalarini giiglendirir(97).
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Sekil 4.8. UPR sinyal yolagi (98)

4.10. Apoptoz

ER stresinin neden oldugu apoptoz, oncelikle Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol
edilen mitokondriyal yol yoluyla ilerler. Katlanmamig proteinler ER liimeninde biriktiginde
GRP78'e baglanirlar ve bu da UPR’yi indiikleyen ER stres sensorleri ATF6, PERK ve IRE1'in
aktivasyonuna yol acar. UPR, translasyonun asag1 dogru regiilasyonunu ve ER homeostazisini
ve hiicre hayatta kalmasini tesvik eden genleri diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu igerir. Bununla birlikte, uzun siireli veya siddetli ER stresi sirasinda apoptozu

indiikleyen genler yukar1 dogru diizenlenir.

ER’la baglantili apoptozisin indiiklenmesinde sistein proteaz ailesinin {iyesi olan
kaspazlar énemli rol oynarlar. Ozellikle kaspaz 12, 3 ve 9’un rolleri ER stresiyle ilgili
calismalarda 6nemli bir sekilde gosterilmistir. Kaspaz 12, ER stresiyle indiiklenen apoptozda
anahtar bir medyator olarak kritik bir 6neme sahiptir(99). Kalsiyum tarafindan aktive olan
stoplazmik proteazlar olan kalpainler, kaspaz 12’yi aktive eder. Bu aktivasyon, sirasiyla kaspaz

9 ve kaspaz 3’iin aktivasyonuna yol acarak sonunda apoptoz siirecini tetikler.
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Kaspaz-3

Kaspaz-3 ayni adli gen tarafindan kodlanan, hiicre apoptozunun yiiriitme asamasinda
merkezi bir rol oynayan sistein-aspartik asit proteaz (kaspaz) ailesine ait bir proteindir. Kaspaz-
3, apoptotik yolda merkezi bir oyuncudur; burada, iltthaplanmaya neden olmadan kontrollii
hiicre parcalanmasini saglamak icin ¢esitli hiicresel proteinleri parcalayarak bir uygulayici
olarak gorev yapar. Bu siire¢ normal gelisim, doku homeostazisi ve hasarli veya istenmeyen

hiicrelerin viicuttan uzaklastirilmasi i¢in gereklidir.

Apoptoz, DNA hasari, biiylime faktoriiniin ¢ekilmesi veya bagisiklik sistemi sinyalleri
gibi ¢esitli sinyallerle tetiklenir. Bu sinyaller, kaspaz-8 veya kaspaz-9 gibi baslatici kaspazlarin
farkli yollardan aktivasyonuna yol acar. Baslatic1 kaspazlar aktive edildikten sonra kaspaz-3'i
parcalayip aktive ederler. Aktive edilen kaspaz-3, yapisal proteinler ve DNA onarim enzimleri
dahil olmak tiizere ¢esitli hiicresel proteinleri pargalar. Bu boliinme siireci hiicrenin yapisal

bilesenlerini pargalara ayirarak hiicrenin biiziilmesine ve par¢alanmasina yol acar(100).

Hiicresel proteinlerin kaspaz-3 tarafindan bdliinmesi, apoptotik hiicrelerde DNA
parcalanmasi, membran tasmasi ve apoptotik cisimlerin olusumu gibi karakteristik
degisikliklere yol acar. Apoptotik hiicre ve onun parcalar1 daha sonra taninir ve komsu hiicreler
veya fagositik bagisiklik hiicreleri tarafindan yutulur, bdylece zararli hiicresel igeriklerin
cevredeki dokuya salinmasi Onlenir. Kaspaz-3 gibi kaspazlarin aracilik ettigi apoptoz,
inflamasyonu tetiklemeyen, doku biitiinliigiinii korumak ve inflamasyona bagli hasar1 6nlemek

i¢in ¢ok 6nemli olan diizenli bir siirectir(101).

Hesperidin

Gidalarin olast faydali etkileri mikro besinlerden (6rnegin vitaminler ve mineraller),
fonksiyonel gida ve antioksidan igeriklerinden yani “fitokimyasal —maddelerden”
kaynaklanmaktadir. Fitokimyasallar, meyve ve sebzelerde bulunan ve giinliik olarak alindiginda,
kronik ve dejeneratif hastaliklarin Onlenmesini saglayacak sekilde insan metabolizmasini
diizenleme potansiyeli olan maddeler olarak tanimlanabilir(102). Giiniimiizde 6nemli fizyolojik
etkilere sahip olabilecek binlerce fitokimyasal iizerinde bir¢cok calisma yapilmaktadir.

Fitokimyasallar arasinda flavonoidler turunggillerde yaygin olarak bulunmaktadir (103).
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Turunggiller ayrica kanser ve dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinden sorumlu oldugu
One siiriilen C vitamini, folat, 1if, karotenoidler gibi diger biyoaktif bilesenleri igerirler(104).

Temel olarak flavonoidler 15 karbon atomundan (C6-C3-C6) olusan bir iskelete sahiptir.
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Sekil 4.9. Flavanoidlerin kimyasal yapisi(105)

Santral piran halkasinin oksidasyon durumuna gore flavonoidler ¢esitli alt gruplara
ayrilir. Bunlar; flavonlar, flavonoller, flavanonlar, isoflavonoidler, neoflavonoidler, flavanoller
(flavan- 3-oller ya da katesinler), antosiyanidinler ve kalkonlardir(106). Hesperidin, gogunlukla
limon ve portakalda bulunan suda ¢oziiniirliigli zayif, beyaz ile sar1 kristal toz yapisinda bir
flavanon glikozitidir(107). Hesperidinin kapali formiilii C2sH34015 olup molekiil agirligi;
610,5606 g/mol, yogunlugu; 1,65 g/cm3, erime noktasi; 258-262°C ve 760 mmHg’de kaynama
noktast; 930,1 °C olup aci bir tada sahiptir(108).
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Sekil 4.10. Hesperidinin kimyasal yapis1(109)

Hesperidin, antibakteriyel, antioksidan, antiinflamatuar, anti-kanser, anti-diyabetik ve
kardiyovaskiiler iyilestirici Ozelliklere sahip, umut verici fitokimyasal bilesik olarak
tanimlanmigtir. Ayrica bazi ¢alismalarda hem kemopreventif hem de kemoterapotik 6zelliklere

sahip oldugu gosterilmistir(110).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlan

Bu ¢aligmanin yapilabilmesi icin Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuari’ndan yerel etik kurulu onay1 alindi (Onay Tarihi: 31/01/2024, Onay numarasi
2024-02-11). Ratlarin bakimi ve calismaya iliskin tiim islemler Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvari’nda yiriitiildii. Yapilan gii¢ analizi
sonucunda; kontrol, T/D, hesperidin ve T/D+hesperidin gruplarinda ER stresi diizeylerini
karsilagtirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada biiyiik diizeyde bir etkiyi (Cohen’s f=0.60) a=0.05
yanilma diizeyinde 0.80 giic ile test etmek i¢in ¢alismaya her bir grupta en az 9 hayvan olmak
tizere toplam 36 hayvan alinmasi hesaplanarak, c¢alisma i¢in 36 adet 10-12 haftalik, 250-300
gr agirhginda, erkek Wistar Albino rat kullanildi. Calismada tiim ratlar; 22+2°C’de, uygun
nemde ve sicaklikta, 12 saatlik 1s1k-karanlik siklusu olan odalarda tutuldu ve yeterli miktarda
gida ve suya ulagimlar1 (ad libitum) saglandi. Ratlar caligma sirasinda Rat (Sican) Tam Yemi
ile beslendi (Korkutelim Yem Gida San. Tic. A.S, Antalya). Yem igerisinde kullanilan
hammaddeler soya fasiilyesi kiispesi, misir, arpa, bugday kepegi, pelet baglayici, dcp, bypass
yag, toksin baglayici, kanatli minerali, D L. Methionine, L-Lysine, mineral, kolin Kklorid
barindirmaktadir. Yem icerisindeki temel besin maddeleri ham yag (%3,00), ham kiil (%6,55),
lizin (%1,30), fosfor (%0,74), ham protein (%23,50), ham seliiloz (%6,95), metionin (%0,43),
kalsiyum (%0,62), sodyum (%0,04) olarak icermektedir. Arastirmanin baslangicindan
sakrifikasyon asamasina kadar ratlarin genel saglik durumlar stabil seyretmis ve arastirma

sonuna kadar len rat olmamustir.
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Sekil 5.1. Ratlarin kafes goriintiisii

5.2. Deney Gruplari

Calisma 9’ar adet rattan olusan 4 grup olarak planlanda.

Grup 1 (Kontrol Grubu): Ratlara 7 giin boyunca giinde 1 kere 1 cc oral yolla misir 6zl

yag1 verildi.

Grup 2 (T/D grubu): Ratlara 7 giin boyunca giinde 1 kere 1 cc oral yolla misir 6zii yagi
verildi. Caligmanin 7. Glinli intramuskuler yoldan 90 mg/kg ketamine ve 10 mg/kg xylazine
verilerek genel anestezi olusturuldu. Ratlarin skrotumu median longitudinal kesi ile agilarak
testisler skrotumdan digar1 alindi. Ardindan testislere sirasiyla 720° lik rotasyon uyguland1 ve
torsiyon modeli olusturuldu. Torsiyon olusturulduktan sonra testisler 4/0 vicryl ile ¢evre
dokuya fikse edildi ve skrotumdaki insizyon usuliine uygun olarak kapatildi. Torsiyonun 4.
saatinde skrotumdaki eski insizyon tekrar acilarak testislere ulasildi. Ardindan testislerdeki
fiksasyon sutiirleri kesilerek testisler detorsiyone edildi ve skrotumdaki insizyon usuliine uygun

olarak tekrar kapatildi.
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Grup 3 (Hesperidin grubu): Ratlara 7 giin boyunca giinde 1 kere 100 mg/kg hesperidin 1
cc misir Ozii yagi icerisinde ¢dzdiiriilerek oral olarak verildi. Verilecek hesperidin miktari

belirtilen dozlara uygun sekilde ratlarin viicut agirligina gore hesaplandi.

Grup 4 (T/D+Hesperidin grubu): Ratlara 7 giin boyunca giinde 1 kere 100 mg/kg
hesperidin 1 cc musir 6zii yagi i¢erisinde ¢ozdiiriilerek oral olarak verildi. Verilecek hesperidin
miktar1 belirtilen dozlara uygun sekilde ratlarin viicut agirligina gore hesaplandi. Calismanin 7.
Gilinti intramuskuler yoldan 90 mg/kg ketamine ve 10 mg/kg xylazine verilerek genel anestezi
olusturuldu. Ratlarin skrotumu median longitudinal kesi ile agilarak testisler skrotumdan disar1
alind1. Ardindan testislere sirastyla 720 lik rotasyon uygulandi ve torsiyon modeli olusturuldu.
Torsiyon olusturulduktan sonra testisler 4/0 vicryl ile ¢evre dokuya fikse edildi ve skrotumdaki
insizyon usuliine uygun olarak kapatildi. Torsiyon sonrasinda 4. saatinde skrotumdaki eski
insizyon tekrar agilarak testislere ulasildi. Ardindan testislerdeki fiksasyon sutiirleri kesilerek

testisler detorsiyone edildi ve skrotumdaki insizyon usuliine uygun olarak tekrar kapatildi.

Sekil 5.2. Ratlara oral hesperidin verilmesi
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Sekil 5.3. Ratlara anestezi uygulanma asamasi

Grup 3 ve grup 4’e belirlenen protokoller gergevesinde 7 giin siiresince 100 mg/kg
hesperidin (Cayman, Michigan, ABD) bilesigi verildi(15).

Son tedavi dozundan sonra grup 2 ve grup 4’e daha once bahsedildigi gibi intramuskuler
(IM) 90 mg/kg ketaminofen (Ketosol, Interchemie Werken, Hollanda), 10 mg/kg xylazinum
(Xylazinbio, Bioveta, Cek Cumbhuriyeti) uygulanarak ratlarda genel anestezi olusturularak
torsiyon ve ardindan detorsiyon uygulandi. Detorsiyon sonrasi 4. saatte intrakardiak kan
aliarak otenazi uygulandi. Ardindan skrotumdaki eski insizyon skarlar1 agilarak testislere

bilateral orsiektomi uygulandi.

Son tedavi dozundan sonra grup 1 ve grup 3’e intramuskuler (IM) 50mg/kg ketaminofen
(Ketosol, Interchemie Werken, Hollanda), 10 mg/kg xylazinum (Xylazinbio, Bioveta, Cek
Cumbhuriyeti) uygulanarak ratlarda genel anestezi olusturuldu. Ardindan intrakardiak kan
alinarak otenazi uygulandi. Skrotuma median longitudinal kesi uygulanarak testislere ulasildi

ve bilateral orsiektomi uyguland.
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Sekil 5.4. Testikiiler torsiyon dncesi ve sonrasi

Serum parametreleri ¢alisilmasi i¢in her bir rat i¢in 1 adet kirmiz1 kapakli seperator jel
igeren tiipe intrakardiyak kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rnekleri 4000 devirde (RCF: 1790 x g)
10 dakika siireyle santrifiij edilerek serum elde edildi. Elde edilen serum ornekleri, eppendorf
tiiplere paylastirildi ve analiz edilene kadar -80 °C’de dondurularak saklandi. Elde edilen serum
orneklerinden serum testosteron, ER stres belirtegleri (ATF6, GRP78), apoptoz belirteci
(kaspaz 3/CPP32), ksantin oksidaz (XO) , katalaz (KAT) olgiilmesi amaglandi. Calismanin
sonunda ratlarin viicut agirliklart 6lgiildii. Ratlarin testisleri eksize edilerek 1slak agirliklar
oOl¢iildiikten sonra ratlarin sag testisleri 151k mikroskobisi ve histokimyasal degerlendirilme
amaciyla Bouvin soliisyonuna konuldu. Sol testisleri dokuda malondialdehit (MDA), katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Olgiilmesi amaciyla -
80°C’de saklandi. Arastirmada yer alan tiim dokulara iliskin protein miktar tayinleri Lowry
yontemi ile gergeklestirilmis olup, dokulara iliskin tiim sonuglar doku protein miktarina
oranlanarak verildi(111). Doku calismalari i¢in testis dokularinin agirliklart tartilarak 1:10
(w/v) oraninda serum fizyolojik ile diliie edilip homojenize edildi. Elde edilen homojenat 4000

rpm hizda 15 dakika santrifiij edilerek siipernatan ayrildi.

Calisma sirasinda exitus olan rat olmadi.

5.3. Deneylerde Kullamlan Arac¢ ve Geregler

Niive FR 490 derin dondurucu (-80°C) (Niive, Ankara, Tiirkiye),

Niive NF 1200 santrifiij cihaz1 (Niive, Ankara, Tiirkiye),
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ELISA okuyucu ve yikayici (Biotek, Model: EPOCH2NS Mikroplaka Spektrofotometre),
Ayarlanabilir hacimli ¢esitli hacimlerde otomatik pipetler,

Tek kullanimlik pipet uglart,

1,5 ml hacimli kapakli standart eppendorf tiipii,

Serum ATF6, GRP78, Kaspaz 3 ve testorteron ol¢limii yapmak tizere her bir parametreye

0zgii Shangai Coon Koon Biotech Co. (Shangai, Cin) marka ELISA kitleri kullanildi.

ELISA kitleri ALGEN Diagnostik Medikal Sirketi’nden (Istanbul, Tiirkiye) saglanmis
olup; biitgesi tarafimdan karsilandi. ELISA 6l¢iimleri ve oksidatif durum belirtegleri olan MDA
diizeyi, glutatyon peroksidaz aktivitesi, ksantin oksidaz aktivitesi, siiperoksit dismutaz
aktivitesi ve Kkatalaz aktivitesi dl¢iimii Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Anabilim Dal1 laboratuvarinda yapildi.

5.4. Ol¢ciim Yontemleri

5.4.1. Serumda ATF6 Ol¢iim Yontemi

Rat Activating Transcription Factor 6 (ATF6) ELISA Kit (Shangai Coon Koon Biotech
Co.,Shangai, Cin) ile rat serumunda, firma tarafindan hazirlanan kit prospektiisii ile uyumlu
sekilde calisilmistir. Kite ait ATF6 saptama araligi: 20-2000 pg/ml’dir. Kitin intra-assay
(calisma 1¢1) varyasyon katsayist (CV) <%7; inter-assay (caligmalar arasi) varyasyon katsayisi
(CV) <%]10’dur. Kit ile rat serum 6rneklerinde ATF6 diizeyini kantitatif olarak 6l¢gmek igin
sandvi¢ enzim immunassay yoOntemi analiz amaciyla kullanildi. Kit igerisindeki plakada
bulunan kuyucuklar, ATF6 monoklonal antikoru ile daha 6nceden kaplanmis halde hazir olarak
bulunmaktaydi. Standartlar kit igerisinden hazir olarak temin edildi. Rat numuneleri ve
standartlar, biyotinle isaretlenmis ATF6’ya 06zgii antikorlar ile birlikte mikroplaka
kuyucuklarina ilave edildi. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra her bir kuyucuga HRP
(‘Horse Radish’ Peroksidaz) reaktifi ilave edildi. Gerekli inkiibasyon beklendi, renklendirici
reaktifler ortama eklendi. Reaksiyon sonucunda ATF6, biyotin-konjuge antikor ve enzim-
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konjuge avidin igeren kuyucuklarin renginde bir degisiklik meydana geldi. Olusan renkli

¢Ozeltinin 450 nm dalga boyunda absorbansi spektrofotometrik olarak 6l¢tildii.

5.4.2. Serumda GRP 78 Ol¢iim Yontemi

Rat Glucose Regulated Protein 78 (GRP 78) ELISA Kit (Shangai Coon Koon Biotech
Co., Shangai, Cin) ile rat serumunda, firma tarafindan hazirlanan kit prospektiisii ile uyumlu
sekilde ¢alisilmistir. Kite ait GRP 78 saptama araligi: 1-32 ng/ml’dir. Kitin intra-assay (¢calisma
i¢i) varyasyon katsayist (CV) <%7; inter-assay (¢aligmalar arasi) varyasyon katsayisi (CV)
<%10’dur. Kit ile rat serum 6rneklerinde GRP78 diizeyini kantitatif olarak 6l¢gmek i¢in sandvig
enzim immunassay yontemi analiz amaciyla kullanildi. Kit igerisindeki plakada bulunan
kuyucuklar, GRP 78 monoklonal antikoru ile daha 6nceden kaplanmis halde hazir olarak
bulunmaktaydi. Standartlar kit igerisinden hazir olarak temin edildi. Rat numuneleri ve
standartlar, biyotinle isaretlenmis GRP 78’¢ 0zgii antikorlar ile birlikte mikroplaka
kuyucuklarina ilave edildi. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra her bir kuyucuga HRP
(‘Horse Radish’ Peroksidaz) reaktifi ilave edildi. Gerekli inkiibasyon beklendi, renklendirici
reaktifler ortama eklendi. Reaksiyon sonucunda GRP 78, biyotin-konjuge antikor ve enzim-
konjuge avidin igeren kuyucuklarin renginde bir degisiklik meydana geldi. Olusan renkli

¢Ozeltinin 450 nm dalga boyunda absorbansi spektrofotometrik olarak ol¢tildii.

5.4.3. Serumda Kaspaz 3 Ol¢iim Yontemi

Rat cysteinyl aspartate specific proteinases 3 (Caspase-3/CPP32) ELISA Kit (Shangai
Coon Koon Biotech Co., Shangai, Cin) ile rat serumunda, firma tarafindan hazirlanan kit
prospektiisii ile uyumlu sekilde ¢alisilmistir. Kite ait kaspaz 3 aktivitesi saptama araligi: 1-
48U/mL’di. Kitin intra-assay (¢alisma i¢i) varyasyon katsayist (CV) <%7; inter-assay
(calismalar arasi) varyasyon katsayisi (CV) <%10’dur. Kit ile rat serum orneklerinde kaspaz3
diizeyini kantitatif olarak 6lgmek icin sandvi¢ enzim immunassay yontemi analiz amaciyla
kullanildz. Kit i¢erisindeki plakada bulunan kuyucuklar, kaspaz 3 monoklonal antikoru ile daha
onceden kaplanmis halde hazir olarak bulunmaktadir. Standartlar kit igerisinden hazir olarak
temin edildi. Rat numuneleri ve standartlar, biotinle isaretlenmis kaspaz 3’e 6zgii antikorlar ile
birlikte mikroplaka kuyucuklarina ilave edildi. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra her bir

kuyucuga HRP (‘Horse Radish’ Peroksidaz) reaktifi ilave edildi. Gerekli inkiibasyon beklendi,

41



renklendirici reaktifler ortama eklendi. Reaksiyon sonucunda kaspaz3, biyotin-konjuge antikor
ve enzim-konjuge avidin igeren kuyucuklarin renginde bir degisiklik meydana geldi. Olusan

renkli ¢ozeltinin 450 nm dalga boyunda absorbansi spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

5.4.4. Serumda Testosteron Ol¢iim Yontemi

Rat testosteron ELISA Kit (Shangai Coon Koon Biotech Co., Shangai, Cin) ile rat
serumunda, firma tarafindan hazirlanan kit prospektiisii ile uyumlu sekilde ¢calisilmistir. Kite ait
testosteron saptama araligi: 1-32nmol/L’dir. Kitin intra-assay (¢alisma i¢i) varyasyon katsayisi
(CV) <%10; inter-assay (¢aligmalar arasi) varyasyon katsayis1 (CV) <%15’tir. Kit ile rat serum
orneklerinde testosteron diizeyini kantitatif olarak 6lgmek i¢in kompetetif enzim immunassay
yontemi analiz amaciyla kullanildi. Kit igerisindeki plakada bulunan kuyucuklara Kit
igerisinden hazir olarak temin edilen standartlar ve rat numuneleri biyotinle isaretlenmis antijen
ile birlikte mikroplaka kuyucuklarina ilave edildi. Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra her
bir kuyucuga avidin-HRP (‘Horse Radish’ Peroksidaz) reaktifi ilave edildi. Gerekli inkiibasyon
beklendi, renklendirici reaktifler ortama eklendi. Reaksiyon sonucunda kuyucuklarin renginde
bir degisiklik meydana geldi. Olusan renkli ¢ozeltinin 450 nm dalga boyunda absorbansi

spektrofotometrik olarak 6lgiildii.

5.4.5. Serumda Ksantin Oksidaz (XO) Ol¢iim Yéntemi

Ksantin oksidaz (XO) enzimi ksantini yikima ugratarak {irik asit meydana getirmektedir.
Bu 6l¢lim yonteminin prensibi XO enzim aktivitesi sonucunda agiga ¢ikan iirik asidin optik
dansitesinin 293 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Birim zamanda olusan

tirik asit miktari tizerinden XO aktivitesi hesaplanir(112).

Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Fosfat tamponu (pH 7,5; 0,5 mM Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA); 50 mM fosfat):
93 mg EDTA (disodyum tuzu, dihidrat), 3 g Na2zHPOa4 ve 0,5 g KH2PO4 distile suda ¢oziildii ve

hacim 500 mL’ye tamamlandi.
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Ksantin ¢ozeltisi (2 mM): 25 ml fosfat tamponunda 7,6 mg ksantin ¢o6ziilerek hazirlandi.

Deney protokolii asagidaki gibi uygulanir.

Tablo 5.1. Ksantin oksidaz aktivitesi 6l¢iim yontemine ait protokol

Fosfat Tamponu 2,8 ml
Ksantin 0,1 ml
Serum 0,1 ml

Deney tiipiindeki ¢ozeltinin optik dansitesi 293 nm dalga boyunda kuvartz kiivet
kullanilarak distile suya kars1 6lgiildii. Ayni1 drnekler oda sicakliginda inkiibe edilerek 1.saatin
sonunda optik dansiteleri tekrar Sl¢iildii. 0. ve 1. Saatlerde yapilan dl¢limler arasindaki optik
dansite farki (AOD) ve {irik asitin molar absorbsiyon katsayisindan faydalanilarak asagidaki

formiile gore XO enzim aktivitesi hesaplandi:
XO aktivitesi ( mlU/ml)= (AOD/dakika) x F

Bu ¢aligmadaki hesaplamalarda F degeri 3000 alinmistir.

5.4.6. Protein Miktar1 Olciim Yontemi (Lowry Yontemi):

Doku homojenatlarindan elde edilen siipernatanlarin protein miktarinin belirlenmesinde
Lowry yontemi kullanildi(111). Lowry protein analizi, tespit hassasiyetini artirmak igin ek
adimlar ve reaktifler iceren biiiret reaksiyonuna dayanmaktadir. Biiiret reaksiyonunda bakir,
peptitlerin dort nitrojen atomuyla etkilesime girerek bakirlt bir kompleks olusturur. Ardindan
Folin-Ciocalteu reaktifi olarak da bilinen fosfomolibdik/fosfotungstik asit eklenir. Bu reaktif,
bakir iyonlar1 ve tirozin, triptofan ve sisteinin yan zincirleriyle etkilesime girerek 650 nm ile
750 nm arasinda tespit edilebilen mavi-yesil bir renk iretir(113). Sonug¢ protein

konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
Analizde kullanilan rekatiflerin hazirlanisi:
A Reaktifi: 0.5 gr CuSO4.5H20 ve 1 gr sodyum sitrat 100 ml distile suda ¢oziiliir.

B Reaktifi: 20 gr Na2CO3 1 L 0,1 N NaOH i¢inde ¢oziiliir.
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C Reaktifi: 50 ml B reaktifine 1 ml A reaktifi eklenir.

D Reaktifi: 10 ml Folin-Ciocalteu reaktifine 10 ml distile su eklenir.

Deneyin yapilisinda asagidaki protokol kullanildi.

Tablo 5.2. Protein miktar1 6l¢iim yontem protokolii

KOR NUMUNE (Nm)
SUPERNATAN - 10 ul
DISTILE SU 500 ul 490 pl
C REAKTIFI 2,5 ml 2,5 ml

Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildikten sonra hem kor hem de numune tiiplerine 0,25
ml D reaktifi eklenir. Oda sicakliginda 30 dk daha beklendikten sonra tiiplerin her ikisinin de
absorbanslar1 700 nm dalga boyunda distile suya kars1 spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir. Protein
konmsantrasyonunun hesaplanmasi i¢in alblimin standardindan yararlanildi. Buna goére faktor

degeri 20 alinarak hesaplama asagidaki formiille yapildi.

Protein konsantrasyonu (mg/ml) = (ODnm-ODxkor) X Faktor (F)

5.4.7. Serum ve Dokuda Katalaz (KAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Katalaz aktivitesi rat serumu ve doku siipernatani i¢in ayri ayri hesaplanmustir.

Katalaz, H20:'yi substrat olarak kullanir. Bu deneyin prensibi; Katalaz enziminin
katalizledigi reaksiyon sirasinda H2O2'nin parcalanmasina eslik eden absorbans azalmasinin

240 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasina dayanir(114).

Deneyde kullanilan reaktiflerin icerigi:

Fosfat tamponu: KH2PO4 ve NazHPOa4 kullanilarak 50 mM, pH 7 olan fosfat tamponu

hazirlanir.

H20:2 ¢ozeltisi: Stok H202 ¢dzeltisinden (% 30 v/v) 0,2 ml alinir, 100 ml fosfat tamponu
ile seyreltilir.
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2,99 ml H202 ¢6zeltisi, 0,01 ml serum veya doku siipernatani ve 0,01 ml fosfat tamponu,
kuvartz kiivete konuldu. Spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda absorbans 1 dakika siireyle
izlendi. Ortaya ¢ikan absorbans farki (AOD) hesaplandiktan sonra Katalaz aktivitesi H202'nin
molar absorpsiyon katsayisi kullanilarak hesaplandi. Buna gore, “Faktor” degeri 7320 olarak

bulundu.

Hesaplama asagidaki sekilde yapilir.

KAT doku aktivitesi ( [U/mg)= (AOD/dakika) x F / [Protein konsant. (mg/mL)]

KAT serum aktivitesi ( IlU/ml)= (AOD/dakika) x F

5.4.8. Dokuda Siiperoksit Dismutaz (SOD) Ol¢iim Yéntemi

SOD enzim aktivitesinin 6l¢iimii; SOD enziminin siiperoksit radikallerini ortamdan
uzaklagtirmasi ve nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin siiperoksit tarafindan
indirgenmesinin engellemesi (SOD aktivitesi ile dogru orantil1 olarak) prensibine dayanan bir

yontemle ol¢tilmiistiir(115).

SOD aktivitesine ait 6l¢iim protokolii asagidaki gibidir.

Tablo 5.3. SOD aktivitesi 6l¢iim yontem protokolii

Numune(N) Kor
Reaktif 1 2,75 mi 2,75 ml
Stipernatan 100 pl -
X0 50 pl 50 ul
Tipler oda sicakliginda 20 dk. bekletilir.
CuCl2 100 pl 100 pl
Siipernatan - 100 pl

Reaktif 1’in Hazirlanisi:

9,1 mg ksantin, 1 N NaOH’den birkag damla distile su i¢ine damlatildiktan sonra bu
¢ozeltiye ilave edilerek ¢oziildii, daha sonra distile su ile hacim 200 ml’ye tamamlandi. 100 ml

distile suda 25 mg EDTA ¢oziildii. 100 ml distile suda 12,3 mg NBT ¢oziildii. 30 ml distile suda
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30 mg sigir albiimini ¢ozildi. 60 ml distile suda 2,54 g Na2COs ¢oziildii. En son islem olarak
tiim bu ¢6zeltiler birlestirilerek Reaktif 1 elde edildi. Toplam hacim 490 ml’dir.

Ksantin Oksidaz (XO) ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 10 uL. XO 1ml 3,2 M amonyum siilfatta

¢oziildi.

CuClz ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 108 mg CuCl2 tartilip 100 ml distile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

Bir SOD {initesi (U), NBT nin indirgenmesini % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesi
olarak tanimlanmaktadir. Kor ve numunelere ait absorbanslar spektrofotometrede 560 nm’de

distile suya kars1 okunduktan sonra SOD aktivitesi su sekilde hesaplandi:

Doku SOD aktivitesi (U/mg) = [(ODKo6r - ODN) / ODKor] x F / Protein kons. (mg/ml)

Bu ¢alismada F=20 alinmistir.

5.4.9. Dokuda Malondialdehit (MDA) Ol¢iim Yéntemi

MDA diizeyi ise MDA’ nin tiyobarbitiirik asitle (TBA) asidik ortamda pembe renkli

bilesik olusturmasina dayanan spektrofotometrik bir yontemle analiz edilmistir.

MDA 6l¢iim yonteminde kullanilan reaktiflerin igerigi:

Fosfat tamponu (pH 6; 100 mM): 2,13 g Na2HPO4 ve 11,56 g KH2POs tartilarak distile

suda ¢oziildiikten sonra hacim distile suyla 1 litreye tamamlandi.

Trikloroasetik asit (TCA; % 20 w/v): 500 mL 0,6 N HCl i¢inde 100 g kat1 TCA ¢oziilerek

hazirlandi.

TBA ¢ozeltisi (% 2 w/v): 200 mg katt TBA 10 mL distile suda ¢oziildii.

Etil alkol (% 95; V/v).
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Tablo 5.4. MDA 6l¢iimiinde kullanilan deney protokolii

Numune Kor
Siipernatan 100 ul 100 pl
Etil alkol 1ml 1ml
Fosfat tamponu 1ml 1ml
TCA 1ml 1ml
TBA 1ml

30 dakika boyunca kaynar suda inkiibe edilen deney tiipleri 4000 devirde 20 dk siireyle
santrifiij edildi. Spektrofotometrik 6l¢iim sirasinda kor tiiplerine 1 ml TBA ¢ozeltisi konuldu.
532 nm dalga boyunda numune ve kor tiiplerindeki ¢ozeltilerin absorbanslar1 distile suya karsi

spektrofotometrik olarak olgiildii.

Bu 6l¢iimde MDA standardi olarak tetraetoksipropan (TEP) kullanilir (% 96; d=0,92;
MA=220,3).

TEP Molaritesinin Hesaplanmasi:

0,92 x 1000 =920 g (TEP ¢ozeltisinin 1 litresinin agirligi)

920 : 100 x 96 = 883,2 g ( 1 litre ¢ozeltideki TEP miktar)

883,2 : 220,3 = 4 mol TEP (1 litre ¢ozeltide 4 mol TEP oldugu i¢in, ¢ozeltideki TEP’in

konsantrasyonu 4 molar (M) dur.

4 M’lik cozelti etil alkolle 400.000 kat diliie edilerek, 10 uM’lik standart ¢ozelti elde
edilir. Ayn1 deney protokolii standart ve standart korii i¢cin uygulanir ve spektrofotometrede
absorbanslar okunur. Buna gore “Faktor” degeri asagida gorildigi sekilde 161,3 olarak
hesapland:.

Standardin optik dansitesi (ODS) = 0,152

Standart koriiniin optik dansitesi = 0,090

AODS = 0,062

Doku MDA konsantrasyonu (nmol/mg) = AODN x Standardin konsantrasyonu / AODS /

Protein kons. (mg/ml)
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= AODN x 10 uM / 0,062/ Protein kons. (mg/ml)

= AODN x 161,3 / Protein kons. (mg/ml)

5.4.10. Dokuda Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Ol¢iim Yéntemi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi enzimin katalizledigi reaksiyonda olusan
yiikseltgenmis glutatyonun indirgenmesi sirasinda NADPH’nin NADP’ye ddniismesi sonucu

NADPH absorbansindaki azalma prensibine dayanan bir yontemle analiz edilmistir(116).
Deneyde kullanilan reaktiflerin igerigi:

Fosfat tamponu (ph:7, 50 mM fosfat, 5,6 mM EDTA): 2,08 g EDTA, 4,2 g Na2HPO4 ve
2,72 g KH2POx4 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Glutatyon ¢ozeltisi: 250 mg glutatyon 5 mL fosfat tamponunda ¢6ziildii.
NADPH: 15 mg NADPH 2,5 mL fosfat tamponunda ¢oziildii.

Glutatyon rediiktaz enzimi: 3,2 M, 1 mL amonyum siilfatta, 10 pL glutatyon rediiktaz

enzimi seyreltildi.
H20:2 ¢o6zeltisi: 5 mL fosfat tamponuna, 15 pLL H20z2 stok ¢ozeltisi (% 30 v/v) ilave edildi.
Sodyum azid: 5 mL fosfat tamponunda 65 mg sodyum azid ¢oziildii.

Tablo 5.5. Glutatyon Peroksidaz aktivitesi 6l¢iim yontemi protokolii

Fosfat Tamponu 2,5 ml
GSH 100 pl
NADPH 50 ul
GSH Rediiktaz 100 pl
Sodyum Azid 100 ul
Siipernatan 100 pl

Spektrofotometre 340 nm dalga boyuna ayarlandi ve fosfat tamponuyla sifirlandi.
Protokoldeki maddeler kiivete konulduktan sonra 1 dakika siireyle absorbans takip edildi ve

boylece kor degeri elde edildi. Ayni islem 100 pl H202 ¢ozeltisi eklenerek tekrar edildi ve bu
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kez numune degeri bulundu. Numune ile 1 dk’da elde edilen AOD degerinden, kor ile 1 dk’da
elde edilen AOD degeri ¢ikarilarak absorbans farki (AOD) hesaplandiktan sonra GSH-Px
aktivitesi NADPH’in molar absorpsiyon katsayisi (¢) kullanilarak hesaplandi. Buna gore,
Faktor degeri 4800 olarak bulundu.

GSH-Px aktivitesi (mlU/mg):

AOD x (1/eNADPH) x (Vtoplam/Vnumune) x (1/zaman (dk)) x Seyreltme Faktori

GSHPx aktivitesi (mlU/mg) = (AOD/dk) x 4800/ Protein kons. (mg/ml)

5.5. Isikk Mikroskobik inceleme ve Histolojik Bulgular

Sicanlarin testisleri, tespit amaciyla diseksiyon sonrast Bouin soliisyonuna alindi ve oda
1s1sinda bir gece bekletildi. Fikse olan dokular rutin histolojik takibe alindi; dokular %70, %380,
%90 ve %]100’lik etil alkol serilerinde pikrik asitten kaynaklanan sari renk tamamen
kayboluncaya kadar bekletilerek dehidrate edildi ve ksilol icerisinde seffaflandirildi. Etiivde
60° C’de iki kere ikiser saat bekletilerek siv1 parafinle inkiibe edildi. Parafin infiltrasyonunu
takiben dokulara pozisyon verilerek sert parafin bloklara gomiildiikten sonra dokular kesit
alinmas1 amaciyla -20° C’de sogutuldu. Dokulardan Leica RM 2125 (Leica Biosystems,
illinois, ABD) rotary mikrotom ile 5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler
Hematoksilen&Eozin ile boyanip Zeiss AxioScope M1 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Almanya)
151k mikroskobunda incelendi 40X’lik biiyiitmede Zeiss AxioCam MRc5 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Almanya) ile fotograflar1 g¢ekildi. Cekilen fotograflardaki seminifer tiibiiller,
Johnsen skorlama sistemine gore degerlendirilerek skorlandi. Her hayvan i¢in ayr1 preparat

kullanildi, her kesitte toplamda en az 50 seminifer tiibiil sayildi.

5.6. istatistiksel Yontemler

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
analitik yontemler (Kolmogorov Smirnov Testi) kullanilarak incelenmistir. Kategorik
degiskenler yiizde ve sayi olarak, siirekli degiskenler ise ortalamatstandart sapma (SS)
sunulmustur. Bagiml gruplarin {i¢ ve lizeri 6l¢iimlerinin karsilastirilmasinda; normal dagilima

uyan veriler igin tekrarli dlgiimlerde ANOVA testi yapilmistir. Ikili gruplarin
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karsilagtirilmasinda varyans homojenitesi saglayan gruplarin degerlendirilmesinde Tukey HSD
testi, homojeniteyi saglamayanlarda ise Tamhane testi yapilmistir. Bu ¢alismada istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Arastirma verilerinin istatistiksel analizleri
icin Statistical Package for Social Sciences (SPSS), Windows igin siiriim 25.0 bilgisayar paket

programi kullanilmigtir
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6. BULGULAR

Calisma sonrasinda ratlarin viicut ve testis agirliklar1 karsilastirllmistir. Ratlarin viicut
agirliklart  degerlendirildiginde ¢alisma sonunda gruplar arasinda istatistiksel fark

saptanmamaigtir.

Sol testis agirliklar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmustir.
Gruplar kendi i¢lerinde degerlendirildiginde kontrol grubunun sol testis agirliginin istatistiksel
anlamli olarak T/D grubunun sol testis agirligindan daha fazla oldugu gériilmiistiir (p=0,046).
Sag testis agirliklar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel fark izlenmis olup
gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde kontrol grubunun sag testis agirliginin T/D
grubunun sag testis agirhigindan istatistiksel olarak daha fazla oldugu izlenmistir (p=0,003).
Ayrica kontrol grubunun sag testis agirliginin T/D+hesperidin grubundan istatistiksel olarak
daha yiiksek oldugu goriilmistiir (p=0,01). Viicut agriliklar1 ve testis agirliklar1 Tablo 6.1.’de

verilmistir.

Tablo 6.1. Ratlarin demografik bilgileri

Viicut agirlig: (gr) +SD Sag testis agirligi (gr) +SD Sol testis agirlig: (gr) +SD
(min-max) (min-max) (min-max)
Kontrol (n=9) 280 + 13,9 2,16+ 0,40 2,15+0,51
(Grupl) (269,3-290,7) (1,86-2,47) (1,76-2,54)
T/D (n=9) 2719+ 194 1,52 +027 1,54 £ 0,30
(Grup2) (257,0-286,8) (1,31-1,73) (1,31-1,77)
Hesperidin(n=9) 276,7+ 18,6 1,72 £ 0,15 1,68 £0,18
(Grup3) (262,4-291,0) (1,60-1,84) (1,54-1,82)
T/D+Hesperidin (n=9) 268,4+139 1,60 + 0,49 1,61 +0,50
(Grup4) (257,8-279,1) (1,23-1,98) (1,23-2,00)
. p<0,05

ANOVA testi 0=0,47 Grupl-2: p=0,003 S 1";_0’05_’0 04

Grupl-4: p=0,010 rupL-c- p=t,

Ratlarin ATF6 ve GRP78 degerleri incelendigi zaman gruplar arasinda istatistiksel
anlaml bir farklilik izlenmedi. ATF6 degerleri incelendiginde kontrol grubunun en yiiksek
degerlere, T/D+Hesperidin grubunun en diisiik degerlere sahip oldugu gézlenmesine ragmen
bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli ¢ikmadigi izlendi. GRP78 degerleri incelendiginde
degerler acisindan en yiiksek grubun Hesperidin grubunda, en diisiik degerlerin ise T/D
grubunda oldugu izlendi. ATF6 ve GRP78 degerleri Tablo 6.2.’de ve hata grafikleri Sekil 6.1.
ve Sekil 6.2.’de verilmistir.
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Tablo 6.2. Ratlarin ATF6 ve GRP78 degerleri

Kontrol (n=9) T/D (n=9) Hesperidin(n=9) T/D+Hesperidin(n=9) *
(Grupl) (Grup2) (Grup3) (Grup4) P
ATF6 (pg/ml)
Ortalama + SD 2273,56 + 388,68 2017,15 £+ 609,37 1890,09 =+ 355,84 1718,10 £422,10 0,08
(min-max) (1974,80-2572,32) (1548,75-2485,56) (1616,56-2163,61) (1393,64-2042,56)
GRP78 (ng/ml)
Ortalama + SD 33,369 + 8,089 33,278 £ 6,484 37,221 £4,224 35,104 + 7,488 0,57

(min-max) (27,151-39,587) (28,294-38,263) (33,974-40,468) (29,348-40,859)
*ANOVA testi
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Grup

Hesperidin

T/D

Sekil 6.1. ATF6 hata ¢ubuk grafigi
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42,000

40,000

38,000

36,000

34,000

GRP78 (ng /ml)

32,000

30,000

28,000

33,369

Kontrol

T/D+Hesperidin

Grup

Hesperidin

T/D

Sekil 6.2. GRP78 hata ¢ubuk grafigi

Ratlarin kaspaz-3 degerleri incelendiginde gruplar arasinda

istatistiksel anlamli fark

izlenmedi. Ancak anlamli fark olusturmasa da en yiiksek degerlere T/D grubu sahip iken en

diisiik degerlerin T/D+Hesperidin grubunda oldugu izlendi. Kaspaz-3 degerleri Tablo 6.3te,

hata grafikleri Sekil 6.3’de verilmistir.

Tablo 6.3. Ratlarin kaspaz-3 degerleri

Kontrol T/D Hesperidin T/D+Hesperidin -
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) P
Kaspaz-3 (U/ml)
Ortalama + SD 37,80+ 6,54 | 39,02+16,97 | 33,52+7,78 32,01 + 6,56 0,476
(min-max) (32,78-42,83) | (25,98-52,06) | (27,54-39,50) | (26,97-37,06)
*ANOVA testi
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Sekil 6.4.Testosteron hata ¢ubuk grafigi

Calismada kullanilan ratlarin kan testosteron degerleri incelendiginde, kan testosteron
degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik izlenmedi. Kan testosteron
seviyeleri en yliksek kontrol grubunda izlenirken, en diisiik olarak istatistiksel anlaml1 bir fark
olusturmasa da T/D grubunda oldugu goriildii. Kan testosteron seviyeleri Tablo 6.4’de, hata

grafikleri Sekil 6.4’de verilmistir.
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Tablo 6.4. Ratlarin serum testosteron degerleri

Kontrol (n=9) T/D (n=9) Hesperidin(n=9) T/D+2—r|]e_s§)er|d|n p*
Testosteron
(nmol/L) 0.107
Ortalama = SD 31,18+ 2,53 28,01 + 3,38 28,02 + 3,31 29,73 £3,07 '
(min-max) (29,24-33,12) (25,40-30,61) (25,48-30,56) (27,37-32,09)
*ANOVA testi

Ratlarin testisleri degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli farklhilik izlendi
(p=0,046). Johnsen skorlarinin en yiikksek kontrol grubunda oldugu izlendi. Johnsen
degerlerinin sirasiyla azalarak Hesperidin ve T/D+Hesperidin grubunda oldugu ve en diisiik
olarak T/D grubunda oldugu izlendi. Gruplar arasi degerlendirilme yapildiginda kontrol grubu
ile T/D grubu arasinda istatiksel anlamli bir farklilik oldugu izlendi (p=0,029). Johnsen skoru
degerleri Tablo 6.5’de ve mikroskobik goriintiileri Sekil 6.5’de verilmistir.

Tablo 6.5. Ratlarin Johnsen skorlari

Kontrol (n=9) | T/D (n=9) | Hesperidin(n=9) 1 D+Z|1e:s§)erld|n "
(Grupl) (Grup2) (Grup3) (Grupd)
Johnsen skoru
Ortalama + SR 8254080 7,79+0,30 8,09:0,32 8,00+0,28 0,046
(min-max) (7,91-8,65) (7,56-8,02) (7,84-8,33) (7,78-8,22) Grup1-2: p=0,029

*ANOVA testi

Sican testis kesitlerinde yapilan mikroskobik inceleme ve Johnsen skorlamasi
degerlendirildiginde kontrol grubunda seminifer tiibiil epitel hiicrelerinin biitlinliiglinii
korudugu ve tiibiiliin normal morfolojide oldugu gézlendi. T/D grubunda kontrol grubuna gore
daha diisiik Johnsen skoruna sahipti. Seminifer tiibiil biitiinliigliniin bozuldugu, germinal epitel
hiicrelerinin normal morfolojilerini koruyamadiklar1 ve hiicrelerin birbiriyle baglantilarini
koruyamadiklari i¢in ayrildiklari izlendi. Sitoplazma ve g¢ekirdek goriiniimii kontrol grubuna
gore daha eozinofilik ve hiicre boyutlar1 daha kiigiiktii. T/D+Hesperidin ve Hesperidin
gruplarmin kontrol grubuna gore germinal epitel hiicreleri agisindan incelendiginde tiibiil
epitelinin biitiinliigiliniin bozulmadig1 ve liimende spermatozoonlarla birlikte hiicrelerin normal

goriinlimde oldugu izlendi.
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Sekil 6.5. Rat testislerinin mikroskobik goriintiileri (Mikroskobik goriintiilerde leydig hiicreleri,
primer spermatosit, spermatid, spermatozoon ve sertoli hiicreleri siyah renkli oklarla

gosterilmistir.)

Ratlarin antioksidan marker degerleri incelendigi zaman doku SOD, serum ve doku KAT
degerleri, doku GSH-Px degerleri ve doku MDA degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik izlenmistir (p<0,001; p=0,027; p<0,001; p<0,001; p=0,002). Ancak serum XO

degerleri incelendiginde istatistiksel anlamli bir farklilik saptanmamustir (p=0,280).

SOD degerleri incelendiginde istatistiksel anlamli olarak kontrol grubunun sirasiyla
T/D+Hesperidin ve T/D gruplarindan daha yiiksek olarak izlendi (p<0,001; p<0,001). Ayrica
incelemeye devam edildiginde Hesperidin grubunun istatistiksel anlamli olarak T/D ve
T/D+Hesperidin gruplarindan daha yiiksek oldugu izlenmistir (p<0,001; p<0,001). SOD ile
yapilan son ikili grup incelemesinde ise T/D+Hesperidin grubunun istatistiksel anlamli olarak
T/D grubundan daha diisiik degerlere sahip oldugu goriilmiistiir (p=0,014). SOD degerleri
Tablo 6.6’da ve hata grafikleri Sekil 6.6’da verilmistir.
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Ratlarin serum KAT degerleri incelendigi zaman gruplar arasinda istatistiksel anlamli
farklilik igerdigi izlendi (p=0,027). Serum KAT degerlerinin en diisiik kontrol grubunda ve en
yiiksek T/D+Hesperidin grubunda oldugu izlendi. Gruplar kendi iglerinde degerlendirildiginde
kontrol grubunun istatistiksel anlamli olarak T/D+Hesperidin grubundan daha diisiik oldugu
izlenmistir (p=0,019). Serum KAT degerleri Tablo 6.6°da ve hata grafikleri Sekil 6.7°de

verilmistir.

Ratlarin doku KAT degerleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik izlendi (p<0,001). Doku KAT degerleri en yiiksek T/D grubunda izlenmisken,
degerler sirastyla T/D+Hesperidin, Hesperidin ve en diisiik olarak kontrol grubunda izlenmistir.
Gruplar ikili olarak degerlendirildiginde kontrol grubunun istatistiksel anlamli olarak T/D ve
T/D+Hesperidin grubundan anlamli olarak daha diisiik oldugu gortilmiistiir (p<0,001; p<0,001).
Ayrica Hesperidin grubu degerlendirildiginde istatistiksel anlamli olarak T/D ve
T/D+Hesperidin grubundan anlamli olarak daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0,001; p<0,001).
Doku KAT degerleri Tablo 6.6°da ve hata grafikleri Sekil 6.8’de verilmistir.

Ratlarin doku GSH-Px degerleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel
anlamli bir farklilik izlenmistir (p<0,001). Ayrica gruplar degerlendirildiginde en diisiik
degerler kontrol grubunda izlenmisken en yiiksek degerler T/D grubunda goriilmiistiir. Gruplar
kendi iglerinde degerlendirildiginde kontrol ve hesperidin grubunun istatistiksel anlaml olarak
T/D grubundan daha diisiik oldugu izlenmistir (p=0,016; p<0,001). Doku GSH-Px degerleri
Tablo 6.6°da ve hata grafikleri Sekil 6.9’da verilmistir.

Doku MDA degerleri incelendiginde istatistiksel anlamli farklilik izlenmistir (p=0,002).
Doku MDA degerleri incelendiginde en diisiik degerlerin kontrol grubunda oldugu izlenmis, en
ylksek degerlerin ise Hesperidin grubunda oldugu goriilmiistiir. Gruplar karsilagtirmali olarak
degerlendirildiginde kontrol grubunun sirasiyla T/D ve T/D+Hesperidin grubundan istatistiksel
anlamli olarak daha diisiik oldugu gézlenmistir (p=0,002;p<0,001). Doku MDA degerleri Tablo
6.6’da ve hata grafikleri Sekil 6.10’da verilmistir.

Serum XO degerleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmazken; degerlerin en yiiksek kontrol grubunda oldugu goriilmiistiir. Degerler
sirastyla Hesperidin, T/D+Hesperidin ve T/D grubunda azalarak devam ettigi goriilmiistiir.

Serum XO degerleri Tablo 6.6’da ve hata grafikleri 6.11°de verilmistir.
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Tablo 6.6. Ratlarin SOD, serum KAT, doku KAT, GSH-Px, MDA ve serum XO degerleri

T/D+Hesperidin

(min-max)

(2,493-2,535)

(2,417-2,455)

(2,503-2,543)

Kontrol (n=9) T/D (n=9) Hesperidin(n=9) (n=9) o*
(Grupl) (Grup2) (Grups3) (Grupd)
<0,001
Grul-4: p<0,001
Grupl-2: p<0,001
SOD doku (U/mg) Grup3-4: p<0,001
Ortalama + SD 2,514 + 0,027 2,436 + 0,024 2,532 + 0,026 2,386+ 0,047 | Grup4-2: p=0,014

(2,350-2,422)

Grup3-2: p<0,001

KAT serum (1U/ml)

Ortalama = SD 6,995£3,97 | 37,251 £28,078 | 26,667+ 13,552 | 48,800 £47,019 | 13;927_0 019
(min-max) (3,976-10,013) | (14,977-59,525) | (16,260-37,095) | (12,658-84,942) pi-a p=0,
<0,001

KAT doku ( 1U/mg)
Ortalama + SD

2,877+ 1,035

14,860 + 4,345

3,396 + 0,901

14,624 + 7,127

Grupl-4: p<0,001
Grupl-2: p<0,001
Grup3-4: p<0,001

(min-max) (2,082-3,673) | (11,519-18,200) (2,704-4,089) (9,145-20,102) | Grup3-2: p<0,001

GSH-Px doku

(mlU/mg) <0,001

Ortalama + SD 0,078 £0,017 0,101 + 0,006 0,084 = 0,007 0,093 £0,007 | Grupl-2: p=0,016

(min-max) (0,065-0,091) (0,096-0,106) (0,078-0,089) (0,087-0,098) | Grup3-2: p<0,001

MDA doku

(nmol/mg) 0,002

Ortalama + SD 0,525 +0,182 0,914 +0,187 1,019 £ 0,455 0,979 + 0,153 Grupl-4: p<0,001

(min-max) (0,385-0,665) (0,770-1,057) (0,670-1,368) (0,862-1,097) Grupl-2: p=0,002

XO serum (mIU/ml)

Ortalama + SD 8,350 £ 1,216 6,328 + 6,312 5,728 £ 0,983 5,394 £2,227

(min-max) (7,415-9,285) (1,476-11,180) (4,972-6,483) (3,682-7,107) 0,280
*ANOVA testi
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7. TARTISMA

Testis torsiyonu (TT) spermatik kordun rotasyonu ile testise giden kan akiminin
bozulmasi sonucu olusan klinik tabloyu ifade eder. Testisin nekrozu ve organ kaybi ile

sonuglanabilecek ciddi bir kliniktir(2).

Torsiyon oncelikle testis ve tunika vajinalisin anormal veya eksik fiksasyonu nedeniyle
olusur(3). Eksik veya anormal bir fiksasyon, testisin spermatik kord boyunca biikiilmesine
neden olabilir, bu da vendz ¢ikist azaltir ve testiste vaskiiler konjesyona neden olur. Bu, testisin
sismesine, hassaslasmasina ve eritemli hale gelmesine neden olur ve biikiilmenin devam
etmesiyle arteriyel akis azalir, bu da iskemi ve hatta infertilite ile birlikte kalic1 hasara neden
olur(39). iskemik degisiklikler torsiyon baslangicindan 4-8 saat sonra ortaya ¢ikar(40). Agrinin
baslamasini takiben 6 saat iginde yapilan miidahaleler ile testisin korunma ihtimali %90’1n

tizerinde iken 24 saati gecen vakalarda ise bu oran %10’un altina diismektedir.

Testikiiler torsiyon (TT), acil cerrahi miidahale gerektiren bir durumdur. Testisin erken
kurtarilma oraninin en 6nemli iki belirleyicisi, semptomlarin baslangici ile detorsiyon arasinda
gecen siire ve kordun torsiyon derecesidir. Erken donemde, ortalama torsiyon siiresi 13 saatten
az olan vakalarda fertilitenin korundugu gézlemlenmistir. Semptom baslangicindan sonraki 24
saat icinde tiim TT vakalarinda acil cerrahi miidahale gereklidir. Uzamis torsiyon vakalarinda,

detorsiyon ile birlikte fiksasyon yerine orsiektomi yapilmasi bir alternatif olarak

degerlendirilebilir(8).

Torsiyon sonucu olusan hasar torsiyonun siiresi kadar derecesine de baghdir. Testis
torsiyonu iizerine yapilan deneysel ¢alismalarda farkli torsiyon dereceleri arastirilmistir. Turner
ve ark. ratlarda testise 180°, 360°, 720° torsiyon uygulamis ve torsiyone testisi sirasi ile 1, 2, 4
saat sonra detorsiyone etmistir. Sonug olarak 360° ve 1 saatlik torsiyonun yalnizca akut vaskiiler
degisikliklere yol agtigimi, 720° ve dért saatlik torsiyonun ise tam iskemi ile sonuclandigini
saptamislardir(117). Bu c¢alismada literatiir bilgilerinin 1518imnda 4 saatlik 720° torsiyon

uygulanmustir.

Testis torsiyonu ve erken donemde farkedilmesi durumunda yapilan detorsiyon islemi
testis dokusuna farkli mekanizmalar ile zarar verebilmektedir. Bu durumlarin ilki torsiyon

sirasinda testise yeterli kan akimi olmamasi nedeniyle dokuda iskemi durumu olugmasidir.
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Diger bir durum ise testis detorsiyone edildikten ve kan akimi tekrar saglandiktan sonra kan
akimi ile gelen oksijen molekiillerinin dokuda oksijen radikalleri araciligiyla testisin yapi

biitiinliiglinlin bozulmasina neden olmasidir.

Cesitli hayvan deneylerinde testis torsiyonunun neden oldugu iskemi reperfiizyon
hasarin1 6nlemek amagli birgok farkli bilesik arastirilmigtir. Ho ve ark. yapmis oldugu bir fare
calismasinda T/D olusturulan ratlarda bir nikotinik reseptor parsiyel agonisti olan vareniklin
tedavisinin iskemi reperfiizyon hasarini azalttig1 ve testis atrofisini ve fibrozisi 6nlemede etkili
oldugu gosterilmistir(118). Yine Tanriverdi ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada bir H, -
reseptOr antagonisti olan famotidinin testis torsiyon ve detorsiyonunun neden oldugu iskemi-
reperfiizyon hasar1 sirasinda oksidatif stres belirteglerindeki artist ve antioksidanlarin

azalmasini 6nledigi gosterilmistir(119).

Turunggillerde bulunan bir flavanon glikozidi olan Hesperidin, antiinflamatuar,
antioksidatif ve antikanser etkileriyle iyi bilinen bir antioksidandir. Li ve ark. yapmis oldugu
bir ¢alismadan karacigerde iskemi reperflizyon hasari olusturulan farelerde hesperidinin
karaciger oksidatif stresini iyilestirerek, inflamasyonu baskilayarak ve hepatosit apoptozunu
onleyerek karaciger I/R hasarma karsi koruma sagladigini gostemistir(14). Celik ve ark. ise
sigan testis T/D modelinde hesperidinin iskemiye bagli biyokimyasal ve histolojik hasara kars1
koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir(15). Yine Meng ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada
hesperidinin TLR-4/NF-xB/iNOS sinyalizasyonunu etkileyerek I/R tarafindan indiiklenen

bobrek hasarina kars1 korudugunu gostermislerdir(120).

Testis torsiyonu tedavi sonrasi donemde testis atrofisi ile karsimiza g¢ikabilmektedir.
Atrofi gelismesinde iskemi-reperfiizyon hasarinin bir rolii oldugu goriilmektedir. Atrofiyi
saptamak amacli birgok caligmada testis torsiyonu sonrasi testis agirliklari 6l¢iilmiistiir. Song
ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada siganlarda testis torsiyonu sonrasi 6. ve 72. saatte yapilan
USG incelemesinde epididim basinin genisledigi ve spermatik kordun zamanla kalinlagtigi
kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada torsiyone testislerin kontrol testislerine kiyasla 6. saatte
ortalama 0,27 g agirhik kazanirken 72. saatte ortalama 0,22 g agirlik kaybettigi
goriilmiistiir(121). Turner ve ark. yapmis oldugu bir c¢alismada unilateral testis torsiyonu
olusturulan ratlarda torsiyonun 1,2 ve 4.saatlerinde her iki testis agirlig1 6l¢iilmiis ve torsiyone
olan testiste testis agirhi@inin azaldig1 goriilmistiir(117). Azizollahi ve ark. yapmis oldugu bir
fare calismasinda testikiiler torsiyon sonrasi kok hiicre transplantasyonu gerceklestirilmis ve

testis agirliklar1 {izerine torsiyon detorsiyon isleminin ve kok hiicre transplantasyonunun
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etkisini anlamsiz bulmuslardir(122). Abu-Khudir ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada
hesperidinin ratlarda kursun-asetat kaynakli testis hasarina kars1 koruyucu etkisi arastirilmis ve
hesperidinin testis agirligindaki azalmay1 azalttigi goriilmiistiir(123). Bizim ¢alismamizda ise
bilateral T/D uygulamasi sonrasi sag ve sol testis agirliklart ayr1 ayri degerlendirilmis ve sol
testis agirliklar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel fark saptanmistir. Gruplar
kendi iglerinde degerlendirildiginde literatiirle uyumlu olarak kontrol grubunun sol testis
agirhiginin istatistiksel anlamli olarak T/D grubunun sol testis agirligindan daha fazla oldugu
goriilmiistiir (p=0,046). T/D+Hesperidin grubunda ise istatisksel anlamli fark olmasa da bu
gruptaki sol testis agriliklarinin T/D grubundan daha fazla oldugu izlenmistir. Sag testis
agirliklar1 degerlendirildiginde ise gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark izlenmis olup
gruplar kendi i¢lerinde degerlendirildiginde kontrol grubunun sag testis agirliginin literatiir ile
uyumlu olarak T/D grubunun sag testis agirligindan istatistiksel olarak daha fazla oldugu
izlenmistir (p=0,003). Ayrica kontrol grubunun sag testis agirhiginin T/D+hesperidin
grubundan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu goriilmistiir (p=0,01). T/D+Hesperidin
grubunda ise istatisksel anlamli fark goriilmemis olsa da bu gruptaki sag testis agirliklarinin
T/D grubundan daha fazla oldugu izlenmistir. Bu bilgiler 1s181inda hesperidin uygulamasinin
bilateral testis torsiyonunda sag ve sol testis agirliklarindaki azalmay1 azaltarak testis atrofisine

kars1 koruyucu bir ajan olarak degerlendirilebilecegini sdyleyebiliriz.

ER'deki dogru protein katlama mekanizmasi; oksidatif stres, hipoglisemi, I/R hasari,
enfeksiyon ve inflamasyon gibi patolojik durumlarda bozulmaktadir(9). Bu stres kosullar
altinda ER'de yanlis katlanmis proteinler birikir ve bu patolojiye "ER stresi" adi verilir. Artmis
ER stresine sahip hiicreler, yanlis katlanmis proteinleri uzaklagtirmak i¢in katlanmamais protein

yaniti (UPR) yolunu aktive eder(10).

ER stresi ve iligkili UPR mekanizmalar1 testikiiler torsiyon modelinde ¢esitli calismalar
ile ortaya konmustur. Kazaz ve ark. yapmis oldugu klorojenik asitin testis torsiyonunun neden
oldugu ER stresine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada T/ D gruplarinda ER stres
belirteglerinden GRP78 ve ATF6’nin arttig1 gézlenmistir(124). Demir ve ark. yapmis oldugu
astaksantinin sicanlarda testis torsiyon detorsiyonunun sebep oldugu ER stresi {izerine
etkilerinin incelendigi c¢alismada T/D gruplarinda GRP78 ve ATF6’nin arttig
gbzlenmistir(125).

Hesperidinin ER stresi lizerine etkilerin arastirildigi bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Kizil ve

ark. yapmis oldugu bir ¢alismada sodyum floriir (NaF) ile testis hasar1 olusturularak ER stres

64


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abu-Khudir%20R%5BAuthor%5D

belirteglerinden ATF-6, GRP78, IRE1 ve PERK seviyelerini yiikseldigi, 14 giinlik 100 mg/kg
ve 200 mg/kg dozlarindaki hesperidin tedavisinin ise ilgili genlerin seviyelerini diistrdiigii
tespit edilmistir(16). Yine Ileritiirk ve ark. yapmis oldugu ¢alismada paklitaksel ile testis hasar1
olusturulan ratlarda ATF6, PERK, IRE1a, GRP78 diizeylerinin arttig1 ve 10 giinliik 100mg/kg
ve 200 mg/kg hesperidin tedavisi sonrasi bu belirteglerin diistiigii gézlenmistir(126).

Bizim ¢alismamizda ise ratlarin serum ATF6 ve GRP78 degerleri incelendigi zaman
gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik izlenmedi. ATF6 degerleri incelendiginde
daha Once yapilan arastirmalara benzer sekilde T/D+Hesperidin grubunun T/D grubuna goére
daha diisiik degerlere sahip oldugu gozlenmesine ragmen bu farkliligin istatistiksel olarak
anlaml ¢ikmadig1r goriildii. GRP78 degerleri incelendiginde degerler agisindan en yiiksek
grubun Hesperidin grubunda, en diisiik degerlerin ise T/D grubunda oldugu izlendi. Diger
calismalar ile karsilastirdigimzda ortaya ¢ikan bu farkin hesperidin tedavisinin 7 giin boyunca
ve 100 mg/kg uygulanmis olmasindan dolay1 olabilecegini diisinmekteyiz. Orneklem sayisi
arttirilarak ve tedavi siiresi uzatilarak yapilacak olan ilerideki ¢alismalarin bu ¢ikarimimiza

katk1 saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Testis torsiyonu sonrasinda olusan ER stresinin tetikledigi apoptoz germ hiicre kaybina
ve sonucunda infertiliteye kadar gidebilecek iireme fonksiyon kaybina neden olmasi agisindan
onemlidir(127). Testis torsiyonunun neden oldugu germ hiicre apoptozu bir¢ok ¢alismada ele
alinmistir. Liu ve ark. yapmis oldugu bir si¢an testis torsiyonu ¢alismasinda 2 saatlik torsiyon
detorsiyon igslemi sonrasinda testis dokusunda apoptozla iliskili Bax ve Fas/FasL molekiillerinin
artmis ekspresyonunu ve artmig sitokrom C saliniminit saptamislardir(128). Yine Shih ve ark.
calismalarinda testis torsiyonu uygulanan ratlarda testis dokusunda apoptoz belirteglerinden
Tunnel testi pozitifligi ve artmus kaspaz-3 akspresyonu saptamislar ve onemli bir sinyal
molekiilii olan sphigosine-1-phosphate (S1P) analogu FTY720’nin testis torsiyonuna bagli
germ hiicre apoptozunu azalttigini ortaya koymuslardir(129). Mestrovig ve ark. yapmis oldugu
bir calismada testis dokusunda immiinohistokimyasal olarak apoptotik hiicre belirteci olan
kaspaz-3 boyanmanin torsiyon detorsiyon uygulanan ratlarda arttigi1 ve Ca-kanal blokorii olan
nifedipinin bu boyanmay1 azalttigini belirtmislerdir(130). Bizim ¢aligmamizda rat serumunda
ELISA yontemiyle kaspaz-3 konsantrasyonu bakilmis olup bu degerler incelendiginde T/D
grubunun kaspaz-3 degerlerinin en yiiksek oldugu ve T/D+Hesperidin grubunda kaspaz-3
degerlerinin diistiigli gézlenmis olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmamistir. Bu sonuglar dogrultusunda hesperidinin germ hiicre apoptozuna yonelik etkileri
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ile ilgili 6rneklem sayisi arttirilarak ve farkli apoptotik belirtecler iizerinden farkli yontemler

ile caligilarak yapilacak olan ¢aligmalarin literatiire katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Klinik ve deneysel caligmalar testis torsiyonunun siireye ve donme derecesine baglh
olarak testiste c¢esitli hasarlar biraktigini ortaya koymustur(131). Torsiyon sonrasi testis
hasariin ciddiyetini derecelendirmeye yonelik girisimlerde fertilite gostergeleri, testis boyutu,
testis agirligi, testis histolojisi ve semen analizleri gibi genel parametreler kullanilmasinin yani
sira testis hasarinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar1 belirlemek i¢in ipsilateral ve
kontralateral testiste daha spesifik hiicresel fonksiyonlar (endokrin, parakrin, vb.) lizerine
calismalar da yapilmistir. Spermatogenezin desteklenmesinde bircok faktdér rol oynasa da,
testosteron bunlarin arasinda agikga kilit oneme sahiptir. Testosteron, testis interstisyumundaki
Leydig hiicreleri tarafindan iiretilir ve testis interstisyel sivisina (TIF) ve seminifer tiibtilleri
gevreleyen kilcal damarlara salgilanir(132). Testosteron, cinsiyet farklilasmasini diizenleyen,
erkek cinsiyet Ozelliklerini, spermatogenezi ve fertiliteyr saglayan birincil erkeklik
hormonudur; testikiiler inis, spermatogenez, penis ve testislerin biiyiimesi ve libidonun
artmasini igeren birincil sekstliel gelisimin gelismesinden sorumludur. Testosteron ayrica
maskiileniteden sorumlu olan ikincil erkeklik Ozelliklerinin diizenlenmesinde de rol
oynar(133). Testis torsiyonuna bagli gelisen iskemi/reperfiizyon (IR) hasarindan sonra
seminifer tiibiil epitelinin infraksiyonu ve sperm hiicrelerinin kaybi1 birgok calismada
gosterilmistir(134). Testis torsiyonu ile basvuran ve orsiopeksi veya orsiektomi yapilan
erkekler arasinda endokrin fonksiyon karsilagtirildigi calismalar mevcuttur. Kontrollerle
karsilastirildiginda, serum folikiil uyarict hormon (FSH), liiteinizan hormon (LH) ve testosteron
diizeyleri arasinda fark bulunmamustir. Ayni sekilde birgok calismada unilateral testis
torsiyonundan sonra insanlarda ve deneysel hayvanlarda serum testosteron ve gonadotropin
hormon konsantrasyonlar1 degerlendirilmis ve genel olarak Onemli Olglide degismedigi
goriilmiistiir. Anderson ve ark. yapmis oldugu bir ¢calismada 16 postpubertal erkek hasta testis
torsiyonu sonrast testosteron ve gonadotropin seviyeleri kontrol gruplar ile karsilastirilmis ve
serum testosteron seviyelerinde anlamli bir fark gériilmemistir(135). Pakzy ve ark. yapmis
olduklar1 bir diger ¢aligmada ise unilateral testis torsiyonu olusturulmus ratlarda kontralateral
testiste testosteron seviyesinin kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu goriilmistiir(136). Bu
sonuglardan farkli olarak Ameli ve ark. yaptigi bir baska rat ¢alismasinda testis torsiyonu
sonrasi torsiyon detorsiyon yapilan grupta kontrol grubuna goére serum testosteron seviyesinin
azaldig1 gosterilmistir(137). Hsiao ve ark. yapmis oldugu bir diger ¢alismada ise ratlarda
unilateral testis torsiyonu sonrasinda serum testosteron seviyesinin kontrol grubuna gore

azaldig1 ve FSH seviyelerinin arttig1 goriilmiis ve orbital yag kok hiicresi enjeksiyonunun
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testosteron seviyesindeki azalmayi azalttigi goriilmiistiir(138). Literatiirde testis torsiyonu
sonrasi yan etkiden veya reaktif oksijen hasarindan korunma amaciyla hesperidin kullanilan ve
kan testosteron diizeyi degerlendirilmesi yapilan c¢alisma bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda ise kontrol grubu ile T/D grubu karsilastirilmis ve T/D grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da kan testosteron diizeylerinde diisiis izlenmistir. Yine T/D ve
hesperidin verilen T/D gruplar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
hesperidin verilen torsiyon grubunda testosteron seviyesindeki azalmanin daha diisiik oldugu

gozlenmistir.

Testis torsiyonunun testis dokusu tizerindeki histopatolojik ve biyokimyasal acidan
olumsuz etkileri daha once pek ¢ok arastirmaci tarafinca degerlendirilmistir. Histopatolojik etki
acisindan baktigimizda testis torsiyonu testisin normal anatomik yapisin1 bozmakta, seminifer
tiibiillerin diizenli hali kaybolmakta, leydig hiicre sayisi azaltmakta, sertoli hiicre aralarindaki
sik1 baglantilar kaybolmakta ve tiim testis icerisinde genel morfolojik yapinin bozulmakta
oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir¢cok ¢alismada torsiyone olan testis histopatolojik olarak
incelendiginde testislerin normal yapisinin ortadan kalktigi, yerini nekroz, hemoraji ve
inflamasyon hiicrelerinin aldig1 goriilmektedir. Orsiektomi veya orsiopeksi yapilip
yapilmadigima bakilmaksizin, torsiyon sonrasi fertilite tam olarak anlagilamamistir. Bazi
caligmalarda, semen analizi kalitatif anormallikler gostermektedir. Daha kisa bir torsiyon stiresi
daha az testikiiler atrofi ile iligkilidir ve semen yogunlugu genellikle normaldir. Bazi
caligmalarda ise hastalarda testikiiler I/R hasarinin, testikiiler atrofi ve ardindan bozulmus
spermatogenez gibi olumsuz prognozlara yol actigi ve TT sonrasi anormal spermatogenez,
sperm miktar1 ve kalitesi de dahil olmak iizere semen kalitesinde azalmaya neden oldugu
gosterilmistir(139). Calismalar, testis torsiyonunun fertilite iizerindeki etkisi konusunda
celiskili sonuglar gostermistir(40). Testis torsiyonu sonrasinda erkek infertilitesinin
ararstirllmasinda anamnez, fizik muayene ve laboratuvar sonuglarinin yani sira testis

biyopsisinin de 6nemli bir yeri vardir.

Testis torsiyonu sonrasinda testis dokusununun germ hiicre durumunun Johnsen
skorlamasi ile incelendigi bir¢ok caligma literatiirde mevcuttur. Demir ve ark. yapmis oldugu
siganlarda bir testis torsiyonu ¢aligmasinda torsiyon/detorsiyon yapilan grupta torsiyone testiste
Johnsen skorunun azaldigi ve antaksantin uygulanmasinin bu azalmayi azalttii
goriilmistiir(125). Mahmoud ve ark. yaptigi bir diger ¢alismada yine ratlarda testis torsiyonu
olusturulmus ve 4 saatlik torsiyon detorsiyon sonucunda torsiyone testiste Johnsen skorunun

azaldig1 ve pioglitazon uygulamasinin bu skordaki diisiisii azalttig1 gosterilmistir(140). Katami
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ve ark. ise ratlar1 kontrol, yalnizca torsiyon yapilan, torsiyon ve sonrasinda detorsiyon yapilan
gruplar olmak tizere 3 gruba ayrilmis ve en diisiik Johnsen skorunun torsiyon yapildiktan sonra
detorsiyon uygulanan grupta oldugu gosterilmistir. Bu da iskemi ile birlikte reperfiizyon
hasarinin spermatogenez iizerindeki etkisini gostemektedir(141). Bizim g¢alismamizda ise
literatiirle uyumlu olarak sigan testis kesitlerinde yapilan mikroskobik inceleme ve Johnsen
skorlamas1 degerlendirildiginde kontrol grubunda seminifer tiibiil epitel hiicrelerinin
biitiinliiglinii korundugu ve tiibiiliin normal morfolojide oldugu gdzlendi. T/D grubu, kontrol
grubuna gore daha diisiik Johnsen skoruna sahipti. Ayrica T/D grubu ile karsilastirildiginda
T/D+Hesperidinin istatistiksel anlamli olmasa da Johnsen degerlerinde literatiir ile uyumlu
olarak daha yiiksek oldugu izlendi. Seminifer tiibiil biitiinliigliniin bozuldugu, germinal epitel
hiicrelerinin normal morfolojilerini koruyamadiklar1 ve hiicrelerin birbiriyle baglantilarin
koruyamadiklari i¢in ayrildiklar1 izlendi. Sitoplazma ve ¢ekirdek goriiniimii kontrol grubuna
gore daha eozinofilik ve hiicre boyutlar1 daha kiiciiktii. T/D+Hesperidin ve Hesperidin
gruplarinin kontrol grubuna goére germinal epitel hiicreleri agisindan incelendiginde tiibiil
epitelinin biitlinliigiiniin bozulmadig1 ve llimende spermatozoonlarla birlikte hiicrelerin normal
goriiniimde oldugu izlendi. Bu sonuglar hesperidinin torsiyon ve detorsiyona bagli gelisen
testisteki histopatolojik degisikliklere ve bunun sonucunda goriilen spermatogenezdeki
bozulmaya kars1 kullanilabilecek olast bir koruyucu ajan olabilecegini gostermekle birlikte,

ileride yapilacak olan ¢aligmalarin bu sonucumuza katki saglayabilecegini diistinmekteyiz.

Oksidan/antioksidan dengesizliginden ve oksidan fazlaligi ve/veya antioksidan
eksikliginden kaynaklanan oksidatif stres hiicre Olimiinii tetikleyen, ciddi metabolik
disfonksiyona ve makromolekiiler hasara yol acan bir siiregtir. Bu oksidatif stres durumunda
ROT iiretimi gergeklesir(142). Testis, yiiksek diizeyde ¢oklu doymamis yag asidi igermesi
nedeniyle ROT saldirisina karsi oldukga hassastir(143). Testikiiler I/R kaynakli olusan
ROT’un, oksidatif hasar yoluyla testikiiler membrani bozdugu, bdylece hiicrelerin ROT
saldirisina egilimli hale geldigi ve leydig hiicre popiilasyonunda azalmaya bagli testosteron
seviyelerinde diistise yol actigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir(144). Testis torsiyon ve
detorsiyonu islemi sonrasinda serumda oksidan, antioksidan diizeylerine bakilmis ve sonucta
dengenin oksidan yoniinde bozuldugu goriilmiistiir(145). Malondialdehit (MDA), arasidonik
asidin ve daha biiyiik ¢oklu doymamus yag asitlerinin enzimatik veya enzimatik olmayan yolla
ayrigmasi sonucu olusan son iiriindiir. Yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir
gostergesi olmamakla beraber lipit peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.
1960’lardan bu yana, in vivo ve in vitro olarak oksidatif stres seviyesini 6l¢mek i¢in bu molekiil

degerlendirilmistir(70). Testis torsiyonu modeli olusturulan bir¢ok c¢alismada testis
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dokusundaki hasarin olusmasinda oksidatif stresin roliinii test etmek i¢in doku MDA 6l¢limii
kullanilmistir. Erboga ve ark. yapmis oldugu bir calismada testis torsiyonu ve detorsiyonu
yapilan siganlarda 4 saatlik iskemi/reperfiizyon siiresi sonrasi testis dokusunda MDA
seviyelerinin 6nemli bir sekilde arttig1 goriilmiis ve timokinon uygulamasinin bu artig1 azalttigi
gosterilmistir(146). Kurt ve ark. yapmis olduklar1 bir diger siganlarda testis torsiyonu
gerceklestirilen ¢alismada torsiyon/detorsiyon olusturulan grupta testis dokusunda MDA
seviyelerinin arttig1 ve mannitol uygulamasiin bu artis1 azalttigini tespit etmislerdir(147).
Benzer sekilde Solak ve ark. yapmis olduklar1 c¢alismada testis torsiyonu/detorsiyonu
olusturulan ratlarda 3 saatlik iskemi reperfiizyon islemi sonrasinda testis dokusunda MDA
diizeyinin arttig1 ve intraperitoneal agmatin uygulamasinin bu artis1 azalttigi goriilmiistiir(148).
Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak doku MDA degerleri incelendiginde en diisiik
degerlerin  kontrol grubunda oldugu izlenmis, gruplar karsilagtirmali  olarak
degerlendirildiginde kontrol grubunun MDA degerlerinin sirasiyla T/D ve T/D+Hesperidin

grubundan istatistiksel anlamli olarak daha diisiik oldugu gozlenmistir.

I/R siirecinin iskemik fazi sirasinda, kan akisinin bozulmasi nedeniyle hipoksik kosullar
gelisir. Hipoksik kosullar, hipoksantin deoksijenazin bir siiperoksit enzim kaynagi olan XO'ya
doniismesine yol agar(149). XO, iskemi/reperfiizyon kaynakli hasarda merkezi bir role sahiptir.
Testis torsiyonundan sonra, iskeminin baslamasiyla birlikte hipoksantinin (adenozin trifosfatin
bir bozunma {iriinii) biriktigi ve ksantin dehidrojenazin hizla XO'ya doniistiigli gésterilmistir.
Reperflizyondan sonra, XO enzimi tarafindan hipoksantinin ksantin ve {irik aside
donistiiriilmesi i¢in gerekli olan fazla oksijen saglanir. Bu bozunma siireci sirasinda, oldukca
toksik siiperoksit anyonlar1 {retilir. Artan serbest radikal iiretimi, endojen serbest radikal
temizleyicilerinin kapasitesini asar ve onceden iskemik olan dokularda 6nemli hasara yol
acar(150). Akhigbe ve ark. yapmis olduklart bir c¢alismada siganlara 2,5 saatlik
torsiyon/detorsiyon islemi uygulanmis ve islem uygulanan grupta doku XO seviyelerinin
kontrol grubuna gore arttig1 tespit edilmistir ve omega 3 yag asiti uygulamasinin bu artisi
azalttigin1 tespit etmislerdir(144). Benzer bir calismada Unsal ve ark. siganlar1 kontrol grubu,
testis torsiyonu yapilan grup ve testis torsiyonu/detorsiyonu gerceklestirilen grup olarak
gruplara ayirmiglar ve testis torsiyon/detorsiyon yapilan grupta doku XO seviyesinin en yiiksek
oldugunu ve sarimsak ekstratinin bu yiikselmeyi azalttigimi tespit etmislerdir(151). Bizim
caligmamizda ise serum XO degerleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmasa da T/D+Hesperidin grubunda T/D grubuna kiyasla daha diigiik

XO degerleri izlenmistir.
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Siiperoksit dismutaz, siiperoksit anyon radikallerini segici ve hizli bir sekilde hidrojen
peroksite indirgeyebilen giiclii bir antioksidandir. Oksidatif stresi 6lgmek icin kullanilabilir.
Glutatyon peroksidaz da H202'nin neden oldugu hiicresel hasara kars1 etkilidir ve I/R hasarina
kars1 antioksidan savunma sisteminin ilk adimini olusturur. Katalaz, dokular1 I/R'den koruyan
bir baska enzimdir(147). Testis torsiyonu olusturulan bir¢ok modelde bu belirtegler
arasgtirtlmistir. Celik ve ark. yapmis olduklar1 bir calismada sigcanlarda testis torsiyonu ve
detorsiyonu durumunda hesperidinin diisiik doz (50 mg/kg) ve yiiksek dozlardaki (100 mg/kg)
etkilerini incelemisler ve antioksidan sistemin pargasi olan doku SOD, katalaz ve GSH-Px
degerlerinin torsiyon/detorsiyon sirasinda azaldigini ancak o6zellikle yiiksek doz hesperidin
uygulamasinin bu azalmayr azaltiimm ve normale yakin degerler elde ettiklerini
belirtmislerdir(15). Eksi ve ark. yapmis olduklar1 bir diger ¢alismada bununla uyumlu olarak
siganlarda testis torsiyon ve detorsiyonu olusturulduktan sonra SOD, katalaz ve GSH-Px
degerlerinin azaldig1 goriilmiis ancak bir flavonoid olan mirisetinin bu azalmaya etkisinin
olmadigini belirtmislerdir(152). Tanriverdi ve ark. yapmis olduklari bir diger ¢alismada ise yine
torsiyon detorsiyon olusturulan siganlarda doku SOD ve GSH-PX degerlerinin azaldigini ve
famotidin uygulamasinin SOD degerlerindeki azalmayi azalttigin1 ancak GSH-Px degerlerini
etkilemedigini saptamislardir(119). Bu g¢alismalardan farkli olarak Erdemir ve ark. yapmis
olduklar1 bir ratlarda testis torsiyon detorsiyonu g¢alismasinda, torsiyon detorsiyon yapilan
gruplarda doku SOD ve GSH-Px degerlerinin arttigin1 ve melatonin uygulamasinin bu artisi
azalttigini saptamislardir(153). Bizim ¢alismamizda da SOD degerleri incelendiginde literatiirle
uyumlu bir sekilde istatistiksel anlamli olarak kontrol grubunun, sirasiyla T/D+Hesperidin ve
T/D gruplarindan daha yiiksek olarak izlendi. Ayrica incelemeye devam edildiginde Hesperidin
grubunun istatistiksel anlamli olarak T/D ve T/D+Hesperidin gruplarindan daha yiiksek SOD
degerlerine sahip oldugu izlenmistir. SOD ile yapilan son ikili grup incelemesinde ise
T/D+Hesperidin grubunun istatistiksel anlamli olarak T/D grubundan daha diisiik degerlere
sahip oldugu goriilmiistiir. Yine ¢alismamizda ratlarin doku KAT degerleri degerlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik izlendi. Doku KAT degerleri en yiiksek
T/D grubunda izlenmisken en diisiik olarak kontrol grubunda izlenmistir. Ancak gruplar
hesperidin tedavisi agisindan degerlendirildiginde T/D+Hesperidin grubunun doku KAT
aktivitesinin T/D grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Son olarak ¢alismamizda ratlarin
doku GSH-Px degerleri degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik izlendi. Doku GSH-Px degerleri en yliksek T/D grubunda izlenmisken en diisiik olarak
kontrol grubunda izlenmistir. Bu bilgiler hesperidinin testis torsiyonu ve detorsiyonu
sonrasinda gelisen iskemi/reperfiizyon hasarmin neden oldugu oksidan-antioksidan durum

izerine olan etkilerinin daha ayrintili arastirilmaya ihtiya¢ duyuldugunu gdstermektedir.
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8. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda testis torsiyonu ve detorsiyonu durumlarinda flavonoid ailesine dahil olan
hesperidinin oksidatif stres, ER stresi, steroid hormon sentezi ve germ hiicre apopitozu iizerine

olan koruyucu etkilerinin aragtirilmasini amagladik. Bu ¢aligma sonucunda:

1) Testis torsiyonu sonrasi gelisen iskemi reperfiizyon hasari sonucunda oksidatif stres
ve lipid peroksidasyonu belirte¢lerinden doku MDA seviyesinin literatiirle uyumlu olarak
arttigint gormekle birlikte hesperidin uygulamasinin MDA artisin1 engelleme {izerine bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Yine iskemi/reperfiizyon kaynakli hasarda merkezi bir role
sahip olan serum XO seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark elde edilememistir. Iskemi
reperfiizyon hasarinin bir diger gostergesi olan antioksidan enzim belirteclerinden doku SOD
diizeyinin literatiirle uyumlu olarak torsiyon/detorsiyon islemi sonrasinda anlamli bulunmasa
da azaldigi goriilmistiir. SOD ile yapilan ikili grup incelemesinde ise T/D+Hesperidin
grubunun istatistiksel anlamli olarak T/D grubundan daha diisiik degerlere sahip oldugu
goriilmiistiir. Antioksidan enzim belirteglerinden doku katalaz seviyelerinin ise literatiirle
uyumsuz olarak doku KAT degerleri en yiiksek T/D grubunda izlenmisken en diisiik olarak
kontrol grubunda izlenmistir. Ancak gruplar hesperidin tedavisi agisindan degerlendirildiginde
T/D+Hesperidin grubunun doku KAT aktivitesinin T/D grubuna gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bir diger antioksidan enzim belirteci olan GSH-Px sonuglar istatistiksel olarak
anlamli olarak en yiiksek seviyenin T/D grubunda oldugu goriildii ve gruplar karsilastirildiginda

hesperidin uygulamasinin doku GSH-Px degerleri iizerine etkisinin olmadig1 goriildi.

2) Testis torsiyonu sonrast gelisen ER stresini belirlemek ve hesperidinin ER stresi
izerine etkilerini gbzlemlemek amagh ratlarin serum ATF6 ve GRP78 degerleri incelendigi
zaman gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik izlenmemesine ragmen ATF6 degerleri
incelendiginde literatiirle uyumlu olarak T/D-+Hesperidin grubunun T/D grubuna gore daha

diistik degerlere sahip oldugu gozlendi.

3) Germ hiicre apoptozunu ve hesperidinin etkilerini belirlemek amaglh rat serumunda
ELISA yontemiyle kaspaz-3 konsantrasyonu bakilmis olup bu degerler incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, literatiirle uyumlu olarak T/D grubunun
kaspaz-3 degerlerinin en yiiksek oldugu ve T/D+Hesperidin grubunda kaspaz-3 degerlerinin

diistliigii gézlenmistir.
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4) Torsiyon sonrasi testis hasarmin ciddiyetini derecelendirmek amagli endokrin
fonksiyonlarin kaybina ve hesperidinin bu kayip lizerindeki etkilerinin incelenmesine yonelik
baktigimizda c¢alismamizda kontrol grubu ile T/D grubu karsilastirildiginda T/D grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kan testosteron diizeylerinde diisiis izlenmistir. Yine T/D
ve T/D+hesperidin gruplari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hesperidin

verilen torsiyon grubunda testosteron seviyesindeki azalmanin daha diisiik oldugu gézlenmistir.

5) Son olarak testis torsiyonu sonrasinda erkek infertilitesinin arastirilmasinda énemli bir
yeri olan testis biyopsisi yapilan g¢alismamizda Johnsen skorlamasi degerlendirildiginde
literatlirle uyumlu olarak kontrol grubunda seminifer tiibiil epitel hiicrelerinin biitlinliigiinii
korudugu ve tiibiiliin normal morfolojide oldugu gozlendi. T/D grubu, kontrol grubuna gore
daha diisiik Johnsen skoruna sahipti. T/D+Hesperidin ve Hesperidin gruplarinin kontrol
grubuna gore germinal epitel hiicreleri agisindan incelendiginde tiibiil epitelinin biitiinligliniin
bozulmadig1 ve liimende spermatozoonlarla birlikte hiicrelerin normal goriiniimde oldugu

izlendi.

Bu sonuglar hesperidinin torsiyon ve detorsiyona bagli gelisen testisteki histopatolojik
degisikliklere ve bunun sonucunda goriilen spermatogenezdeki bozulmaya karsi

kullanilabilecek olasi bir koruyucu ajan olabilecegini gostermektedir.
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