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OZET

Testikiiler Torsiyonun indiikledigi Kisirhga Mezenkimal Kok Hiicrenin Ve

Melatoninin Koruyucu Etkisi
Nazire Gul NESET
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Tez Yéneticisi: Dr. Ogr. Uyesi Nazli CiL
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Bu calismada akut tek tarafli testis torsiyonu olusturulan siganlarda melatonin ve kok
hiicre uygulamasinin etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Wistar-Albino cinsi, 8
haftalik 40 adet erkek sican kullanildi. Siganlar 5 gruba ayrildi. Sham grubu (S) (n=8),
torsiyon/detorsiyon grubu (T/D) (n=8) torsiyon/detorsiyon olusturulduktan sonra 25
mg/kg melatonin verilen grup (M) (n=8); torsiyon/detorsiyon olusturulduktan sonra kok
hicre verilen grup (KH), torsiyon/detorsiyon olusturulduktan sonra melatonin ve kok
hiicre birlikte verilen grup (KH+M) (n=8). MDA, Testosteron, FSH ve LH seviyeleri
ELIZA yontemiyle belirlenmistir. Testislerde histopatolojik analizler yapilmistir. Gruplar
arasinda testosteron, FSH, LH, degerlerinde anlamli bir farklihk saptanmamigtir.
Modifiye Johnson skorlamasi yapilan gruplarda sag ve sol testis sham grubunda
(9.93+0.1), diger gruplara gére anlamli olarak ylksek olarak bulunmustur. Torsiyon
detorsiyon grubunda sag testiste Johnson skoru en disuik olarak bulunurken (4.9+£1.07)
sham grubundan sonra en yiksek melatonin grubunda (7.8311.4) hesaplanmistir.
Testis torsiyon grubunda dejeneratif seminifer tlblller anormal spermatogenez ve
maturasyon arresti gozlenmistir. KH, KH+M ve M gruplarinda dejeneratif goérinimun
bazi tlbdlllerde devam ettigi bazi tibdlllerde ise dejenerasyon ¢ok azaldigi belirlendi.
immuhistokimyasal sonuglarina gére Kaspaz-3 ekspresyonu en yilksek T/D grubunda
rastlandi. SOX-9 ekspresyonu tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yuksekti.
VASA ekspresyonu KH gruplarinda disuk saptanmasi dikkat ¢ekiciydi. KH, KH+M ve
M uygulamasi torsiyonun testis dokusunda olusturdugu dejenerasyonu diuzeltmekle
birlikte bu tedavilerin birbirine Ustunligunun olmadigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Testikuler Torsiyon-Detorsiyon, Kok hiicre, Melatonin, Apoptoz
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ABSTRACT

Protective Effect of Mesenchymal Stem Cells and Melatonin on Testicular
Torsion-Induced Infertility

NESET NAZIRE GUL
MSC Thesis in Histology and Embryology
Supervisor: Ast. Prof. Nazh CiL
July 2021, 61 Pages

The aim of this study is to investigate the effect of melatonin and stem cell in rats
with acute unilateral testicular torsion. 40 male Wistar-Albino rats, 8 weeks old were
used. The rats were divided into five groups such as sham group (n=8),
torsion/detorsion group (T/D)(n=8), 25 mg/kg melatonin given group (M) after
torsion/detorsion (n=8), stem cells given group (SC) after torsion/detorsion (n=8),
Melatonin and stem cell co-treated group (SCM) after torsion/detorsion creation. MDA,
Testosterone, FSH, LH levels were determined by ELISA. Histopathological analyses
were performed on the testicles. There was no significant difference in Testosterone,
FSH, LH values between the groups. In the modified Johnson scoring, the right and left
testis in the sham group (9.93+0.1) were found to be significantly higher than the other
groups. The lowest Johnson score was found in the right testis of the T/D group
(4.9£1.07). the highest Johnson scoring was calculated in the M group (7.83+1.4) after
the sham group. Degenerative seminiferous tubules, abnormal spermatogenesis and
maturation arrest were observed in T/D group. It was observed that the degenerative
appearance continued in some tubules, and degeneration decreased in some tubules
in SC, M and SCM groups. According to the immunohistochemical results, the highest
caspase-3 expression was found in the T/D group. SOX-9 expression was statistically
significantly higher in the treatment groups. It was remarkable that VASA expression
was low in the SC groups. Although SC, SCM and M treatment corrected the
degeneration caused by torsion in the testicular tissue, it was determined that this
treatment was not at the desired level.

Keywords: Testicular Torsion-Detorsion, Stem cell, Melatonin, Apoptosis
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1. GIRIS

infertilite, 12 ay boyunca diizenli korumasiz cinsel iliskiye ragmen gebeligin
olusmamasi olarak tanimlanir. infertilite diinya Gzerindeki yaklasik ciftlerin dértte birini
etkilemektedir. Bu vakalarin %30’u erkek faktorlerinden kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte erkek kaynakl infertilite nedenlerinin %50’si hala daha tam olarak
belirlenememistir. Bu alanda yapilan calismalar daha Kkaliteli spermlerin eldesine
yoneliktir. Daha kaliteli sperm eldesi icin glinimizde uygulanan yéntemler olmasina
karsin bunlar yeterli degildir ve yeni yontemlere ihtiyag duyulmaktadir ve yapilan
calismalar dinya nufusunun %15’inin infertiliteden etkilendigini gostermektedir (Singh,
2011).

Testis torsiyonu spermatik kordun kendi ekseni etrafinda donmesine bagli olarak
testis ve ilgili yapilara kan akisinin azalmasi ya da tamamen durmasidir. Ozellikle
¢ocukluk ¢aginda ve geng ergenlerde hizli bir sekilde teshis edilmeli ve cerrahi olarak
tedavi edilmelidir (Gul ve Gurgl, 2018). Testis torsiyonundaki ana tedavi manuel veya
cerrahi olarak testisin detorsiyonudur.

Testis torsiyonu antioksidanlarin toplam miktarini azaltir ve toplam oksidanlarin
miktarini ve oksidatif stres indeksini arttirir (Abasiyanik ,2004). iskemi reperfiizyon (i/R)
hasari sonucu olusan serbest oksijen radikalleri testis yaralanmasina yol acar
(Sekmenli,2017).

Melatonin pineal bez, retina, gastrointestinal sistem, testis gibi dokular
tarafindan sentezlenir (Sekmenli,2017) ve serbest radikalleri de temizleyici 6zellidi
sayesinde, eksojen melatonin kullanimi oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltir.
Melatoninin erkek Ureme sisteminde ve hayvanlarda direkt etkisi Leydig hiicrelerinden
testosteron sentezinde oldugu saptanmistir (RJ Reiter,1996). Bazi c¢alismalarda
melatoninin, testiste iskemi-reperfizyon kaynakli oksidatif hasar Uzerinde iyilestirici
etkisinin oldugu belirtiimektedir (Oner,2001).

Kok hucreler, kendileri ile benzer hlcreler Gretme kabiliyetine ve cesitli spesifik
somatik hlcrelere farklilasma kabiliyetine sahip farklilasmamis hiicreler olarak bilinir.
Mezenkimal kok hicreler (MSC' ler), ¢codalma, kendini yenileme ve farklilasma

potansiyeli dahil olmak Uzere benzer birgok 6zellige sahiptir (Karimaghai,2018).



Adipoz dokudan tiretilmis mezenkimal kok hiicrelerin, testikller torsiyon kaynakli
germ hicre hasarini kurtarma ve busulfan ile indiklenmis azospermik sicanin seminifer

tibullerinde spermatogenezi indikleyebildigi gosterilmistir (Hsiao,2015).

Melatoninin MSC' lerin proliferasyon kapasitesini arttirdigint ve MSC' lerin

apoptozisini in vitro ve in vivo olarak ortadan kaldirdigi gosterilmistir (Hsiao,2015).

1.1. Amag:

Testis torsiyonu sonucunda olusan iskemik hasar infertilite nedenlerinden biridir.
Melatonin ve koék hicrenin testis torsiyonundaki etkisi ayri ayri incelenmigtir.
Melatoninin mezenkimal kok hicre proliferasyonunu arttirdi§i ve mezenkimal kok hiicre
apoptozunu engelledigi c¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir. Bizim bu c¢alismadaki
amacimiz akut tek tarafli testis torsiyonu olusturulan sicanlarda melatonin ve kék hiicre

tedavisinin etkisini incelemek ve karsilastirmaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Testis:

Testis hem ekzokrin hem de endokrin bez olarak gorev yapan ve cift halinde vicut
disinda yerini almis skrotumun icerisinde yer alan erkek Ureme sistemi organidir
(Ovalle ve Nahirney 2009).

2.1.1. Testis gelisimi:

Embriyo kromozomal ve genetik olarak cinsiyeti fertizasyon aninda belirlenmis
olmasina ragmen yedinci haftada gonadlarda cinsiyete gore degisiklikler ortaya c¢ikar.
Gonadlar 3 yapidan kéken almaktadirlar. Mezodermden koken alan mezotelyum,
altindaki mezensim ve primordiyal germ hucreleridir. Gonadlar 5.haftada mezonefroz
Uzerinden kalinlasmis bir alan olarak belirlenir. Gonadal olarak adlandirilan hicre
topluluguna doénusdrler, primer seks kordlari adi verilen uzantilarla alttaki mezankimle
iliski kurarlar. Boylelikle korteks ve medulladan olusan bir gonad olusur. Erkek genital
sistemde korteks gerileyecek, medulla testise diferansiye olacaktir. Erkek yonde
gelisim igin Y kromozomunun kisa kolunda bulunan genler cinsiyet i¢cin ¢ok énemlidir.
Testis belirleyici faktér varliginda testikiler diferansiyasyon olusabilmektedir, seminifer

tubdllerde bu sekilde konumlanirlar (Langman’s 1996).

Erkek Genital Yapilarinin Gelisimi ise SRY (Y-kromozomun cinsiyet belirleyen
bolgesi) etkisi altinda primitif seks kordlarinin kortikal bolgeleri dejenere olurken,
meduller bolgesi sertoli hiicrelerine diferensiye olur. SRY varliginda sadece seks kord
hicreleri sertoli hicrelerine donusur. Yedinci haftada sertoli hiicreleri testis kordlarini
olusturur. Germ hdcreleri ile testis kordlari pubertede kanalize olarak seminifer tibulleri
olusturur. Seminifer tlbdllerin distalinde bulunan testis kordlari [imen olusturur ve rete
testis adi verilen ince kenarli kanallara farklanir. Gonadin medialindeki reta testis
tubdlleri efferent duktus ile birleserek 5-12 adet nefrik kanallari olusturur. Vaz
deferenste nefrik kanallardan meydana gelir. Ve boylelikle testis yuvarlak hale gelmeye
baslar ve mezonefroz ile temasi azalir. Testis gelisimine devam ederken seks

kordunun kortikal kismi peritoneal epitelden ayrilmaya baslar.

SRY proteinin etkisi ile leydig hicreleri 9. ve 10. haftada mezenkimal hiicrelerden
gelisir. Leydig hucreleri testosteron Uretir. 8. ve 12. haftalar arasinda leydig

hicrelerinden salinan testosteron vaz deferense kanallarin donlismesini indikler. 9.



haftada epididim bdlgesindeki 5-12 nefrik kanal rete testisin seks kordlari ile baglanti
kurar. Bu tubuller 3. aya kadar rete testis ile eferent duktuliler olarak iliski saglar
(Campbell-Walsh 2014).

2.1.2. Testis histolojisi:

Spermatozoa diye de bilinen erkek gamet Uretimi, depolanmasi ve testosteron
saliminda ydnetici organdir. Testis oval yapida ve 4 cm uzunlugunda,3 cm genisliginde
ve kalinligindadir. Testis kapsul ile sariidir. Testis kapsuli kollajen yapidaki bag
dokusundan olusur ve albuginea olarak adlandirilir. Albuginea altindaki damarlardan
zengin bag dokusu tunika vaskuloza olarak adlandirilir ve testisin vaskuler kapsulinu
olusturur. i¢ kisimda ise mediastinum testisi olusturur. Bununla birlikte olusan bag
dokusundaki septalar testis dokusunu boélimlere ayirir. Piramidal seklindeki bu yapilar
tek bir testis igin yaklasik olarak 50 tanedir, testikiler lobtller adini alir (Color textbook
of Histology 2001). Lobduller sinir hicreleri, lenf damarlan ve vaskularize gevsek bag
dokusu ile sariimis 1-4 tene seminifer tibdlden olusur. Seminifer tlbdlller arasinda
leydig hucreleri adi verilen intertisyel hicreler bulunur, seminifer tubduller
spermatozoonlari Uretirken leydig hicreleride testosteron salgilarlar (Basic histology,
Text&Atlas 2009).

2.1.2.1. Semifer tubdller:

Ozellesmis seminifer epitelyum ile ici ddseli merkezi bir limen olmak Uzere iki ayr
hiicre populasyonu icerir. Bu hiicreler somatik sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicrelerdir (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatitler). Epiteli bazal membran
ile kollajen lifle, fibroblastlar ve myoid hicrelerden olusan bir duvarla sariimigtir. Myoid
hicreler hareketsiz spermleri rete testise ileten kasilma hareketinde gorevlidir.
Spermler epididimal kanaldan gectikten sonra motilite 6zelliklerini kazanir (Netter’ s
Essential Histology 2009). (Sekil 2.1.2.1).



Sekil 2.1.2.1: Seminifer tibdllerin genel gérinimu, A:10X, B:20X, H&E boyamasi

2.1.2.2.Sertoli Hucreleri:

Puberteye kadar sertoli hicreleri epitelin dominant hiicre tipidir. Seminifer
tubdllleri puberteden sonra ddseyen epitelin %10luk kismini olusturur (Netter's
Essential Histology 2009). Sertoli hlcreleri; bazal membrandan baglar ve gdvdeleri
limene kadar uzanir boylelikle tublller arasi bogluklarda koprl goérevi yaparlar.
Prizmatik sekilli ve diuzensiz sinirhdir. Sertoli hicrelerinin gorevleri: spermatogenik
hlcreleri desteklemek, beslemek ve korumaktir; spermatidler ile atilan rezidtel cisimleri
fagositoz ile yok edilir; olgunlasan spermatidlerin aktin aracili§i kasiimalarla seminifer
[imene salinimini kolaylastirir. Seminifer tubul limenine protein ve iyonlardan olusan
bir sivi salgilar. Sertoli hucreleri FSH uyarimina cevap verir. FolUkul uyarici hormon
androjen baglayici protein (ABP) sentezini dizenler. Sertoli hiicreleri inhibin ve aktivin
salgilar. inhibin, hipotalamus ve énhipofizden salinan gonodotropin salgilayici faktér ve
FSH Uzerine olumsuz feedback etki gosterirken aktivin FSH Uzerine olumlu feedback
etki gosterir (Histology and Cell Biology 2002). (Sekil 2.1.2.2).



Sekil 2.1.2.2: Seminifer tubullerde H&E ile boyanmis; A) leydig hicreleri (OK) 40X

blyutmede B) seminifer tibdlllerde spermatogenez gdsterilmistir.100X bulyldtmede.

2.1.2.3. Spermatogenik hicreler:

Spermatogoniumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile yakin iliskide olan
diploid spermatogenik hicrelerdir. Sertoli hiicreleri ile tikayici baglantilarin arasinda yer
alir. Bu nedenle Kan-Testis bariyeri digindadir. Spermatogoniumlarin kdk hicre 6zelligi
vardir. Erkek infertilitesinde énemli etkileri vardir. Spermatositler ve farklilagsmakta olan
spermatitler radyoterapi ve kemoterapiye duyarldirlar spermatogonial kdk hucreler

spermatogenik sureci tekrar olusturabilirler (Histology and Cell Biology 2002).

2.1.2.3.1. interstisyel Doku:

Seminifer tiblller arasindaki sinirler, bag dokusu, lenf damarlari ile kaph alandir.
Bu alanin en dénemli kismi leydig hicresidir. Leydig hicresi tG¢gen seklinde merkezi
cekirdeklidir. Leydig hucresi testosteron salgilar ve spermatogenez, foétal yasam
sirasindaki cinsiyet farklilagsmasi ve gonodotropin salgisinin kontroll igin énemlidir
(Basic Histology 2009).

2.1.2.3.2. Spermatogenez:

Spermatogonia’nin olgun sperme donlisme olayina spermatogenezis denir. Germ
hlcrelerinin gelisimi ilk olarak pubertede baslar. Fetal yasamda testis seminifer

tublllerinde spermatogonia aktif halde bulunur, pubertede sayilar gittikge artar.



Spermatogonialar da mitoz gecirerek cogalir ve degisime ugrarlar. Sertoli hicreleri
yasam boyunca sperm Uretimi icin gerekli kosullari olusturur. Seminifer tubdaller
arasindaki intersitisyel doku; lenf damarlarini, testosteron Uretiminden sorumlu leydig
hicrelerini, buyime faktorleri ile makrofajlari, kan damarlarini igerir. Peritibuler miyoid
hicreler seminifer tlbulleri sarar, destek saglar, blyume faktérlerinin kaynagidir ve
seminifer tibdl limeninde sivi akisi ve sperm hareketliligini diizenler. Spermatogonyal
kok hicre havuzundaki germ hcrelerinin farklilagsma sirecine girerek sperm uretimini
sagladigr gelisimsel slrece spermatogenez denir. Seminifer tobdl igindeki
spermatogonya en buylk germ hucresi olan primer spermatosite donugur. Bu olaydan
sonra mayoz bolinme gecirerek 2 ye bélinen primer spermatosit sekonder
spermatosite dénlslr ve daha sonra ikinci kez mayoz bdlinmeye gecer ve spermatid
olusur. Bu olay yaklasik 2 ay surer. Spermiogenezis tamamlandidinda spermler

seminifer tabdllerin [imen acgikligina inerler.

Sertoli hicreleri spermleri besleyen ve destekleyen hiicrelerdir ve bilim insanlari
tarafindan spermatogenezin dizenlenmesine buylk katkisi oldugu dusundlmektedir.
Spermler seminer tibllden olgunlasip epididimise tasinirlar burada da depolanip

islevsel olarak olgunlug@a eristiginde hareketli bir sekilde duktus deferense tasinir.

Bircok gen ve molekiler faktorlerin rol oynadigi disinilen spermatogenezisde
yapilan calismalarda Bcl-2 proteinlerinin germ hucrelerinin olgunlasmasi ve yasamsal
fonksiyonlarinin geligsimleri icin énemli bir yer aldigi belirtiimektedir. Yani normal
spermatogenezis igin Y kromozomu ¢ok degerlidir. Cunkd kromozomdaki
mikrodelesyonlar spermatogenezisin zarar gérmesine ve boylelikle infertiliteye neden
olur (Moore Persaud,2009).

2.1.2.3.3. Spermin Yapisi:

Antoni Van Leuwenhook tarafindan sperm morfoloji mikroskobun kesfi ile ilk kez
tanimlanmistir. Spermin morfolojik siniflandirmasint WHO 1980 yilinda yapmistir.
Morfoloji ile fertilizasyon ve gebelik oranlari arasindaki iliski 1987 yilinda Kruger
yapilarak kesin kriterler kullaniimigtir (Delilbag1,2008). Sperm morfolojileri; bas, boyun,
kuyruk oOzelliklerine goére incelenir; Bas 2-3um. eninde, 4-5um. boyunda dizgtn, oval
gorinimde ve basin akrozom kismi %40-70’ini kapsayacak sekilde olup vakuol

icermemeli.

Bas anomalileri; buyuk, kiguk, yuvarlak amorf ve vakuolli diye olusabilir. Boyun;
4-5um. uzunlugunda dizgin kenarli ve basin alt kisminda aksiller konumda

baglanmali. Boyun bdlgesindeki sitoplazmik cisimcik basin yarisindan biylk olmamali.



Kuyruk; 50-55u uzunlugunda dizgin kivrimli, boyun kismindan daha ince ve sona
dogru daha da incelmelidir. Kuyruk anamonileri ise; kisa, kivrik, birden fazla kuyruk

veya kendi ekseni etrafinda kivrilmis kuyruklari kapsar (Delilbasi,2008).

Sican spermleri igin glnimizde kullanilan net bir siniflandirma sistemi
bulunmamaktadir. Sperm morfolojisinin genel olarak degerlendiriimesinde kullanilan
blyltmede orta parcayi ayirt etmek zordur ve yapilan calismalarda sican sperminin
orta parcasinin az sayida anormalligi bildirilmis bu sebeple de sadece bas ve kuyruk

anormalliklerine bakilarak inceleme yapilir.
Sperm anormallikleri;

Bassiz sperm: sadece kuyruk olarak gorindr. Sperm yaymasinda ise genellikle
sadece bas olarak goérinir. Bu da degerlendirmede bas ve kuyruk bir olmadigi igin

degerlendirimeye alinmaz.

Duzlestiriimis bas: kigulmis kanca veya muz seklini andirir. Bu bazen egrilik

yoklugu ile bazen de basin azaltilmis egrilik dereceleri olarak goéralur.
igne bas: bas civi basini andirir ve kapall ya da egimli olabilir.

Kivrilmis kuyruk: orta parganin baglanti yerinde gorulir. Bazen nadirde olsa
kuyrugun ucunda bukulme olarak da goérulebilir.

Coklu anormallikler: tek bir sperm iginde gértilmesinin mimkin olduguna dikkat
edilmelidir (Rat Sperm,2018).

2.2. Testis Torsiyonu:

Testis torsiyonu spermatik kordun kendi ekseni etrafinda donmesine bagl olarak
testis ve ilgili yapilara kan akiginin azalmasi ya da tamamen durmasidir (Gul ve
Gurgul,2018). Testis torsiyonu siklikla geng erkeklerde gorilen ve midahale edilmedigi
taktirde, testisin kaybina kadar gidebilen Urolojik acil durumlardan biridir. Testis ve tum
eklerinde 25 yasina kadar torsiyon goérilme insidansi 1/160 iken, sadece testis i¢in bu
oran 1/4000°dir. Testis torsiyonu her yas grubunda gérilebilmesine ragmen, hastalik ile
Ozellikle ergenlik déneminde ve ilk bir yasta siklikla karsilasilir. Olgularin %65 i ergenlik
déneminde ve 13 yas grubundadir (Campbell Uroloji 2014). Ozellikle gocukluk ¢aginda
ve geng ergenlerde hizl bir sekilde teshis edilmeli ve cerrahi olarak tedavi edilmelidir
(Gul ve Gurgul 2018). Testis torsiyonundaki ana tedavi manuel veya cerrahi olarak
testisin detorsiyonudur. Basarili bir midahalede bile, testis atrofisi olusabilir ve bu
hastalarin %40-60'Inda kisirlik gelisir. (Barada and Weingarten,1989). Testiste gelisen

iskemi/reperflUzyon hasarinin olusmasi ve suresinin fertiliteyi etkiledigi bilinen bir



gercektir. Olusan torsiyona ilk 6 saat iginde uygulanan detorsiyon olumlu sonug¢
vermektedir. Tek tarafli testis torsiyonu olan vakalarin kargi testisinde de endokrin ve
ekzokrin fonksiyonlarda hasar olabilecegi gosterilmektedir (We and MJ 1984). ik 6 saat
icerisindeki mudahale oldukga dnemlidir enfarktiis gelisimi agisindan, 10 saatten sonra
vakalarin yarisinda 24 saatten sonra ise hepsinde enfarktis gelisir. Testiste vendz
konjesyon, interstisyel kanama, enflamatuvar hicre infiltrasyonu ve sonrasinda
hemorajik enfartlis gerceklesir. Birka¢ hafta sonra granilasyon dokusu ve fibroz skar
dokusu iyilesir (Uropatoloji 2016).

Testis torsiyonu ani baglayan testis agrisi ve sislik ile kendisini belli eder. Agn
travmayi veya fiziki aktiviteyi takiben olusabilir. Bununla birlikte bazen uykuda da
aniden olusabilir. Daha ¢ok ¢ocuklarda ve ergenlerde gorllir ancak testis agrisi ile
basvuran 40-50 yas grubu hastalarda da testis torsiyonu g6z éniinde bulundurulmahdir
(Guncel Uroloji 2019). Renkli doppler ultrason tanida ¢ok énemli yer kaplar. Zarar goren
testisin diger testis ile karsilastirilip kan akiminin olup olmadidina bakilarak
degerlendirilir. Testiste kan akiminin olmamasi veya azalmasi torsiyon olustugunu
gosterir. Anamnez, fizik muayene, laboratuvar ve Doppler USGye ragmen torsiyon
supheliyse testis sintigrafisi ve kontrasth testis MR'I tani konmasina etki eder. Tani
konulunca hemen detorsiyon yapilmalidir. Detorsiyon basarili oldugunda korddaki
kivrilma ortadan kalkip kord uzar. Doppler ile manevra sonrasi testis kanlanmasi
kontrol edilmelidir. Manuel detorsiyon yapilsa bile cerrahi islem geciktirimemelidir ve
mutlaka eksplorasyon ve fiksasyon yapilmalidir. Detorsiyon yapildiktan sonra testiste
yeterli kanlanma go6zlenmezse sicak kompleks ile sariimali ve dyle izlenmelidir. Tedavi
basarisini etkileyen sebeplerin basinda gecen sure ve torsiyon derecesi onemlidir. Agri
baslar baglamaz 6 saat iginde yapilacak cerrahi islem ile kanlanma saglanabilir (Guncel
droloji 2019).

Testis torsiyonu antioksidanlarin toplam miktarini azaltir ve toplam oksidanlarin
miktarini ve oksidatif stres indeksini arttirir (Abasiyanik ve Dagdénderen 2004). iskemi
reperfiizyon (I/R) hasari sonucu olusan serbest oksijen radikalleri testis yaralanmasina
yol acar (Sekmenli ve Gindiz 2016). Spermlerin, plazma membranlarinda yuksek
seviyede doymamis yag asitleri bulundugundan, oksidatif strese ve 6zellikle lipid
peroksidasyonuna karsi olduk¢a hassastirlar. Buna bagdli olarak, serbest oksijen
radikallerinin bu mekanizma yoluyla spermler Gzerindeki olumsuz etkisine bagl olarak
sperm hareketliliginin kaybi, 6zellikle hiicre ve aksonem hasarinda adenosin trifosfat
kaybi, sperm canliligi kaybi ve morfolojik degisiklikler sperm kapasitesini ve akrozom
tepkisini bozar (Morielli and O'Flaherty 2015).
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2.3. Kok hicre

Kok hiicre, mitoz bollinmeyle 6zellesmis hicre tiplerine farklilasabilen ve daha fazla
kok hicre Uretmek icin kendini yenileme yetenegine sahip olan, butin ¢ok hicreli
canlhlarin doku ve organlarini olusturan oncul hiicrelerdir. Bir baska deyisle bu hicreler
Ozellesmemis ya da farklilasarak 6zel islevler kazanmamis ana hicrelerdir. Temel kok
hiicre 6zellikleri; Kok hiicreler uzun sire boyunca bdliinme ve kendilerini yenileyebilme
Ozelligine sahiptir ve kok hicreler 6zellesmis hlcrelere dénusebilirler son olarak klon
olusturabilirler (Tuch BE 2006). KOk hucreler organizmanin yasami boyunca kendi
kopyasini olusturacak sekilde ¢ogalirlar. Gerektiginde organ ve dokuya 6zgu oncu
hucrelere donusebilirler. Embriyonik gelisim surecinde, yetigkin insan hucrelerinin ve
dokularinin uzun sureli korunmasi ve onariminda, kok hticreler ile farklilasmakta olan

hiicreler arasindaki dengeyi kurarlar (Yazir 2015).

Kok hicreleri 6ncl hicrelerden ayiran en énemli ézelliklerinden biri, boélinmeler
sirasinda kok hicreler bir yandan dncu hlicreye donusecek hicreyi Uretirken diger bir
yandan da kendini yedeklemesidir. Bu olay asimetrik hiicre bélinmesi sonucu olusur

ve kok hiicre havuzunun yasam boyu sabit kalmasini saglar (Yazir 2015).

Kok hucre belirteglerini kullanarak kok hicre tipini belirlemek en yaygin kullanilan
yontemlerdendir. Hicrelerin ylizeyinde yer alan, hiicrede sinyal yolaklari Gizerinde veya
hiicre-hiicre yapisma molekdlleri olarak rol oynayan bu belirteglerden birgogu 'CD'
(Farklanma Kumeleri: Cluster of Differantion) olarak bir baslik altinda toplanmis olup,
hicre turine gore ¢ok 6zgun veya c¢ok yaygin olarak bulunurlar. Embriyonik kok
hicreler icin yaygin kullanilan belirtegler: SSA1, SSA4, TRA-1-60, Sox2, Oct4;
hematopoetik kok hicreler igin en yaygin kabul edilen belirtegler CD33, CD34, CDA45;
mezenkimal kok hicreleri ayirt etmek icin CD29, CD54, CD90, CD106 kullanilir (K6k
Hucre-Biyolojisi 2014).

2.3.1.Kok hiicre gesitleri ve kaynaklari

Kok hucreler iki kaynaktan elde edilir. Embriyonik gelisim surecinin erken
doneminde blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hicreler ve
embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kék hicreler. Embriyonik olmayan koék
hicreler: dokuya 6zgu kdék hlcrelerdir ve dogum sonrasi donemdeki kok hcreleri
kapsar.3 cesidi vardir. Bunlar; Mezenkimal kdk hticreler, Hematopoetik kok hicreler ve

Organlardaki kok hticrelerdir.
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2.3.2. Mezenkimal Kok Hicreler:

“Mezenkim” epiblastin farklilasmasindan bagslayarak embriyonun gelismesinde ve
daha sonra fetislin yasaminda 6nemli yer tutan, gevsek bag dokusu yapisindaki
dokulara verilen isimdir. Mezoderm tabakasindan kéken alir. Organlarin bag
dokularinda bulunan erigkin kok hicrelerdir. Stromal hiicreler de denir. Go¢ edebilme
kapasiteleri oldukgca gelismistir. Bu sayede hasarli bolgeye giderek hasarli dokunun
tamirini yaparlar. Plastik flasklara yapigma 0Ozelligi gosterirler. Yizeylerinde bulunan
bazi proteinler ve bulunmayan bir takim proteinlerle ayirt edilirler: CD29(+), CD90(+),
CD54(+), CD106(+), CD34(-), CD45(-), CD11b(-) veya CD14(-), CD19(-) veya CD79a(-
), HLA-DR1(-) Kemik iliginden, yag dokusundan, amniyotik sividan, gobek
kordonundan, dis pulpasindan ve plesentadan elde edilebilirler. Kolay elde
edilebilmeleri ve birgok dokuya ddnlsebilmeleri kullanimlari agisindan biylk avantaj
saglar. Birden ¢ok hucre serisine farkhlagabilmeleri ve in vitro cogalabilmeleri nedeniyle

bu hucreler mezenkimal kok hucre adini alirlar (Yazir 2015).
2.3.3. Kok hiicrelerin kullanim alanlari

Gunumuzde hastaliklarin tani ve teshisindeki gelismeler hizli bir sekilde devam
etmektedir. Modern tip' da ki bu gelismelere ragmen bu son yodntemlerin kesin
tedavisinde etkin olamadigi bazi hastalik gruplari vardir; Tip 1 Diyabet, Multiple skleroz
ve Romatoid artrit gibi giderek artan siklikla gortlen tum otoimmun hastaliklar, halen
kesin nedeni bilinmeyen o6limcul bir hastalik olan Amyotrofik lateral skleroz, cesitli
nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikan kesin tedavisi icin canli vericiden nakil gerektiren
kalp-karaciger ve bobrek gibi organlarin yetmezlikleri, genetik tabani olmayan sagirlik-
korlak gibi hastaliklar, gesitli seviyelerdeki omurilik hasari sonucu ortaya ¢ikan felgler,
denge bozukluklari ile karakterize serobrospinal ataksiler, Alzheimer ve Parkinson gibi
nérodejeneratif hastaliklar, miuskuler distrofi gibi néro-muskiler dejeneratif hastaliklar,
diyabete bagli olarak veya bagska nedenlerle periferik damarlarda ortaya c¢ikan
olumsuzluklardan kaynaklanan ve amputasyona kadar giden ayaklarda iyilesmeyen
yaralarla karakterize Ulserler, tedavisi gl¢ olan yaniklar, iyilesmeyen kiriklar, kikirdak
dejenerasyonlari, osteoartritler, tedavisi mimkin olmayan bel agrilari, treme hcresi
Uretilememesi sonucu ortaya ¢ikan kisirlik, cinsel yetersizlik ve idrar kagirma gibi. Bu
saglik sorunlarina sahip bireylerin yiz binlerle ifade edilen blytk bir kismi kisith
kaliteyle yagsamlarina devam edebilirken blylk cogunlugu, 6zellikle kesin tedavi igin
organ nakli gerektiren hastaliklarda yasamlarini yitirmektedir (Kok Hucre-Biyolojisi
2014).
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MSC' lerin in vitro erkek germ hicrelerine farklilasma potansiyeline sahip olduklari
gosterilmistir (Nayernia and Lee 2006). Yakin zamanda, adipoz dokudan tiretilmis
mezenkimal kok hicrelerin (AAMSC’ ler), testikiler torsiyon kaynakli germ hicre
hasarini kurtarma ve busulfan ile indidklenmis azospermik siganin seminifer
tibullerinde spermatogenezi indukleyebildigi gostermislerdir (Hsiao 2015). Lokal
enjeksiyon yoluyla nakledilen AdAMSC' lerin i/R ile indiiklenen intrinsik apoptozu
Onledigi, yaralanan testis dokusunun oksidatif stresini azalttiyi ve spermatogenetik
hicrelere transdiferansiye ettigi gésterilmistir (Cakici 2013). Bununla beraber yapilan
calismalar otolog kiltirlenmemis SVF' nin, oksidatif stresi azaltarak, cinsel hormon
homeostazini yeniden saglayarak ve buylime faktorlerini Ureterek; testisleri hasardan
koruyabildigini ve T/D siganlarda spermatogenezi tesvik edebildigi gdsterilmistir
(Liuhua 2018).

2.4. Melatonin ve kullanimi

Melatonin; pineal bez, retina, gastrointestinal sistem, testis gibi dokular tarafindan
sentezlenen gucli bir endojen antioksidandir (Reiter and Tan 2013). Melatonin
antienflamatuar sireclerde yer alan, sirkadiyen ve endokrin ritim dizenlenmesi ve
timor inhibisyonu dahil birgok biyolojik fonksiyona sahip bir hormondur. Mevcut kanitlar
melatoninin enflamatuar sitokinlerin salinimini azaltabildigini, MSC'lerin proliferasyon
kapasitesini arttirdigini ve MSC'lerin apoptozisini in vitro ve in vivo olarak ortadan
kaldirdigini gostermistir. Ayrica, melatonin ROS Ureten etkenleri ve antioksidan
genlerin ekspresyonunu dizenleyerek, MSC' lerin koruyucu ve anti-apoptotik

mekanizmalarini arttirdig1 gosterilmistir (Hu and Li 2019).

Serbest radikalleri temizleyici 6zelligi sayesinde, eksojen melatonin kullanimi

oksidatif stresi ve inflamasyonu azaltir (Mirhosein 2018).

Ayrica melatonin, dolayli bir mekanizma ile glutation peroksidaz, superoksit
dismutaz ve glutatyon gibi dogdal antioksidan seviyelerini artirabilir (Yurtcu 2008).
Melatonin, lipofilik ve hidrofilik komponenetlere sahip olmasi sayesinde, farkli

organlarin fizyolojik bariyerlerinden serbestce gecebilir (Tahan 2010).

Melatoninin direkt etkisi erkek Ureme sisteminde ve hayvanlarda Leydig
hicrelerinden testosteron sentezinde gdzlenmistir (Reiter 1996). Bazi ¢alismalarda
melatoninin, testiste iskemi-reperfuzyon kaynakli oksidatif hasar Uzerindeki etkisi

go6zlenmistir (Kanter 2010).
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Yapilan c¢alismalar melatoninin, oksidatif stresi azaltarak, cinsel hormon
homeostazini yeniden saglayarak ve buylme faktérlerini Ureterek; testisleri hasardan
koruyabildigini ve T/D sicanlarda spermatogenezi tesvik edebildigi gdsterilmistir (Zhou
and Song 2018).

3. GEREC VE YONTEMLER:
3.1. Hayvan modeli ve testis torsiyonunun olugturulmasi:

Calismamiz igin gerekli hayvanlar Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi
Uygulama Merkezinden temin edildi. Calismamizda Wistar-Albino cinsi, saglikli 40 adet
erkek sican kullanildi. Ortalama agirliklart 350-400 gr agirh§indaki 8 haftalik sicanlar
rastgele secilerek 5 gruba ayrildi. Sham grubu (S) (n:8), testis torsiyon/detorsiyonu
olusturulmayan sadece cerrahi insizyon yapilan grup; torsiyon/detorsiyon grubu (T/D)
(n:8), cerrahi insizyonla sag testiste torsiyon/detorsiyon olusturulan grup;
torsiyon/detorsiyon olusturulduktan sonra melatonin verilen grup (M) (n:8);
torsiyon/detorsiyon olusturulduktan sonra kok hicre verilen grup (KH) (n:8);
torsiyon/detorsiyon olusturulduktan sonra melatonin ve koék hicre birlikte verilen grup
(KH+M) (n:8) olmak Uzere ayrildilar (Sekil 3.1.3).

S grubu: Sag inguinal skrotal insizyon yapilarak gubernakulum agildi ve sag testis
¢ikarildi. Daha sonra torsiyon yapiimadan skrotuma geri yerlestirildi ve gubernakulum

suttire edilerek kapatildi.

T/D grubu: Sag testis c¢ikarildi, sonra saat yoninde 720° dondudruldi ve bu
pozisyonda 3 saat bekletildi. 3 saatin sonunda sag testis detorsiyone edilerek skrotuma

yerlestirildi ve gubernakulum sutlire edilerek kapatildi.

M grubu: Testis torsiyonundan 3 saat sonra detorsiyon yapilir yapilmaz bir doz (25

mg/kg) melatonin intraperitoneal olarak uygulandi.

KH grubu: Torsiyon/detorsiyon iglemi tamamlaninca 3X10° hticre/kg dozunda

mezenkimal kok hucre 20 pl PBS igerisinde sag testise lokal olarak uygulanmistir.

KH+M grubu: Torsiyon/detorsiyon isleminden sonra intraperitoneal olarak 25
mg/kg melatonin ve 3X10° mezenkimal kok hiicre 20 ul PBS icerisinde sag testise lokal

olarak uygulanmistir.
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Sekil 3.1.3 : Deneysel cerrahi yapilarak testis torsiyonu olusturulmasi;

3. 2. Kok hucrelerin elde edilmesi ve transplantasyonu:

Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenen 2016BSP001 numarali '‘Deneysel olarak Asherman Sendromu
Olusturulan Siganlarda Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hicre Tedavisi bashkh
projeden elde edilen Mezenkimal Kok Hicreler Akim sitometri analizi kullanilarak kok
hiicre yizey belirteci olarak CD29, CD90, CD45, CD54, CD71, CD106 yonlerinden
incelendi. Biz bu ¢alismada 2016BSP001 nolu projede hem akim sitometriyle hem de
farklilasma deneyleriyle mezenkimal kok hiicre oldugunu destekledigimiz kdk hicreler
kullanilmistir. 3. pasajda dondurdugumuz hucreleri bazal medium hazirlayarak steril
sartlarda ve 37 °C de laminal kabin altinda c¢ozdirtlmistir. T75 flasklara ekilen
hdcrelerin gogalmasi takip edilerek, deney proseduru olusturulduktan sonra KH, KH+M
gruplarina T/D olusturulduktan sonra 3X10° hiicre dozunda mezenkimal kok hiicre 20

pl PBS icerisinde sag testise lokal olarak uygulanmigtir.

Deney islemleri tamamlandiktan sonra buttn siganlar grup kafeslerine konulmus ve her
sicana agriyl azaltmak igin 5 mg/kg? dozunda subkutan ketoprofen enjeksiyonu
yapiimistir. islemden 7. glinin sonunda siganlar tekrar tartilip genel anestezi altinda

her sicandan kan 6rnekleri alinmistir. Kan érneklerinde FSH, LH, Testosteron ve MDA
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seviyeleri ELISA yontemi kullanilarak incelenmistir. Perflizyon sonrasinda testis dokusu

fiksatife konulduktan 72 saat sonra doku takip islemleri yapilmistir.

3. 3. Sperm sayimi ve morfolojik degerlendirme:

Testisler cikartildiktan sonra, kauda epididimis alinmis ve 2 ml izotonik sollisyon
icerisinde parcalanmistir. Ornekten 1 damla makler sayim kamerasina koyulmus sonra
Istk mikroskopu altinda 40X bulylutmede 100 karede spermler sayilarak sperm
hiicrelerinin toplam sayisi 10%ml olarak ifade edilmistir. Kauda epididimisten elde
edilen sperm ornekleri her sican icin iki lam olarak yayilip havada kurutma ile kurutulan
drnekler morfolojik degerlendirme igin DIFF QUICK metoduyla boyanmis ve lamlar i1sik
mikroskopunda 100x buyutmede goruntilenmistir. Her lamda toplam 200 sperm
hicresi incelenmis ve normal, bas ve kuyruk anormallik oranlari ylizde olarak ifade

edilmistir.

3.4. ELISA yontemi

Alinan érneklerden 3500 devirde 10 dakika santriflij sonunda elde edilen serumlar
ependorflere ayrilarak calisma glnlne kadar -80 derecede saklandi. Calisma gunu
oda sicakligina getirilen serumlar, Bioassay technology Laboratory (BT Laboratuvari-

Shanghai, China) ticari kiti kullanilarak analiz edildi.

Calismada kullanilan kitlerin standart ve kimyasallari hazirlandiktan sonra
mikroplakada bulunan kuyucuklara standartlar ve o6rnekler pipetlenmistir. Ardindan
prospektuste anlatilan adimlar izlenerek orneklerin testlerin konsantrasyonlarina gore
renklendirilmesi saglanmigtir. Renk olusumu gdzlendikten sonra 450 nanometrede
(nm) Biotek EIx800 Mikroplaka okuyucu (BioTek Instruments Inc., USA) kullanilarak
kuyucuklarin absorbans degerleri okunmustur. Gen5 data analiz programi ile serum
absorbans degerleri kullanilarak FSH (mIU/mL), LH (mIU/mL), Testosteron (ng/mL) ve
MDA (nmol/mL) seviyeleri hesaplanmistir. Analiz edilen 4 arastirma parametresi igin

calisma ici CV<8% ve galigmalar arasi CV<10% olarak verilmistir.

Cobas 801 immun oto analizériinde (Roche Diagnostic Systems, Manheim, Germany)
kemiliminesan yontemle immun reaksiyon prensibine dayali 6lgim yontemi ile analiz

edilmistir.
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3.4.1.ELIiSA yontemi prosediirii

1. Calismadan o6nce kitler, malzemeler ve &rnekler oda sicakligina gelinceye
kadar beklendi.
25X’lik yikama tamponu 1 X olacak sekilde seyreltildi.

Calismaya baglamadan 15 dk. 6nce, 100 X biotinlateddetection Ab 1X’e dilie

edilir.

4. Calismaya baslamadan 15 dk. énce, 100 x consantarted HRP Conjugate 1 X'e
dilue edildi.

Assay Proseduru:

1.

100 ul standart veya 6rnekler kuyucuklara koyulur. 90dk 37 ‘C de inkibe
edildi.

Sivi uzaklastinldi ama yikama yapilmadi. 100 pl Biotinylateddetectin Ab.
Eklenir. 1 saat inkiibasyona birakildi.

inkiibasyondan sonra sivilar uzaklastirildi. inkiibasyon sonrasinda
aspirasyon ve 3 defa yikama tamponu (350 pl) ile yikama iglemi yapildi.

100 ul HRP conjugate eklendi. 30 dakika 37 °C’de inklibe edildi.

inkiibasyon sonrasi aspirasyon ve 5 defa ylkama tamponu ile yikama islemi
yapildi.

90 pl Substrate reagent eklendi. 15 dakika 37 “C’de inklbe edildi.

50 pl Stop solisyonu eklendi. 450 nm’de mikroplaka okuyucu cihazi (eliza)
ile okuma islemi yapildi.

Sonugclar hesaplanip, analiz edildi.

3.5. Histopatoloiji:

Reaktif Hazirlanmasi:

Fiksatif Solisyonu Hazirlama: Bouins Solution Hazirlanisi;

1500mI Saturated aqueous solution of Picric Acid

500ml Neutral Buffered %10 Formalin

100ml Glacial acetic acid

Bouins solusyonu fiksasyon siiresi max.18 saattir. ideal zaman olarak testis dokusunda

12-14 saat araligi tespit edilmigtir.

Bouins Solusyonunda Fiksasyon islemi
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Orsiektomi sonrasi disseke edilen dokular dikkatlice dnce petriye alinarak ince igneler
ile (insulin ignesi) delikler acgilip fiksatifin icine atilmistir ve 2 saat bekletilmistir. Enjektor
yardimiyla testis icine fiksatif yavasca verilerek doku icine nlfus etmesi
kolaylastirlmistir. 3 saat slreyle oda kosullarinda kultlr kaplarinda fiksatifte kalan
dokular ¢ikarilip bisturi yardimiyla dikkatlice enine 3-4 halka olacak sekilde dilimlenip
kasetlere alinarak etiketleri ile birlikte daha buyik bir fiksasyon kabina alinmistir.
Fiksatif miktar yaklasik olarak igerdeki dokularin kapladigi hacmin 10 kati fazla olmak
durumundadir. Bu ylzden fiksasyon i¢in tekli doku kaplarindan kasetlere alinan dokular
daha buyuk hacimdeki bir doku takip kabina alinarak daha fazla fiksatifle muamele
edilmistir. Bouin solusyonundaki total fiksasyon suresi igin testis buyukligune gore 12-

14 saatin optimal oldugu géraimustar.

Formaldehitle fikse edilen testis dokulari 12 saat bouin sollisyonu ve ardindan 72
saat formaldehitde bekletilen dokular gikarildi ve akan su altinda 1 saat yikandi. Rutin
doku takip yontemi ardinda hematoksilen eozin boyanan kesitlerde seminifer tubul

alani, seminifer epitel kalinligi ve Modifiye Johnsen skorlamasi yapiimistir.

3.5.1. Doku Takip Yontemi:
1.Alinan dokular 72 saat formaldehitte bekletildi.
2.Akarsuda 60 dakika yikandi.
3.%50 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
4.%70 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
5.%80 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
6.%090 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
7.%100 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
8.Ksilen | de 1 saat bekletildi.
9.Ksilen Il de 1 saat bekletildi.
10.Parafin | de 1 saat bekletildi.
11.Parafin Il de 1 saat bekletildi.

12.Dokulara parafine gémme ve etiketleme islemi yapildi.
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3.5.2. Hematoksiklen-Eozin Boyama Protokoli:

Dokular etiivde 60 dakika boyunca deparafinizasyona ugratildi. Etivden alinan dokular

siraslyla su asamalardan gegirilir:

o 1.Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika

o 2.Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika

e 3.%100 Etil alkol 10 dakika

e 4.9%96 Etil alkol 10 dakika

e 5.%80 Etil alkol 10 dakika

e 6.%70 Etil alkol 10 dakika

e 7.Distile suda 10 dakika bekletme

e 8.Hematoksilen 3 dakika bekletme

e 9.Akansuda Yikama

e 10.Asit -Alkol Batirip ¢cikarma

e 11.Amonyak 1-2 saniye

e 12.Akarsu Yikanma

e 13.Eozin 10 saniye

e 14.%70 Etil alkol 10 dakika

e 15.%80 Etil alkol 10 dakika

e 16.%96 Etil alkol 10 dakika

e 17.9%100 Etil alkol 10 dakika

e 18. Ksilen 10 dakika

e 19.Kapatma; Ksilen den alinan lamlar (zerine entellan damlatildi. Hava
kabarcigl birakilmayacak sekilde lamellerle kapatilarak i1sik mikroskobunda

incelenmeye hazir hale getirdi.

3.5.3. Seminifer Tubil Alanlarinin ve Seminifer Epitel Kalinhiginin Hesaplanmasi:

Her grup igin parafin bloklardan Microtom cihazi ile 5 ym’ lik kesitler alinmistir ve
H/E boyama yontemi ile boyanmistir. 20X blyutmede seminifer epitel kalinligi (um) ve
seminifer tlbdl alani (um?) hesaplanmistir. Gruptaki bltiin siganlardan rastgele 10 alan
her alanda 4 seminifer tabul dlgulmustur. Kesitler Olympus BX-51 1s1k mikroskobu ve

Olympus PP72 Digital Kamera atagmani ile incelenerek fotograflari ¢ekilmigtir.



19

3.5.4. Modifiye Johnsen Skorlamasi:

H&E ile boyanan kesitler, spermatogenezi degerlendirmek icin 1sik mikroskobu
altinda incelenmistir. Bu sistem, olgunluk sirasina goére dizenlenmis ana hicre
tiplerinin yokluguna veya varligina goére, 1 ila 10 arasinda bir dlgekte spermatogenezin
korunmasini tanimlar. Bir Johnsen skoru 9 veya 10 normal histolojiyi gésterir, 8 puan
hipospermatogenezi gosterir, 3-7 skoru matirasyon durmasi, 2 skoru germinal hiicre

aplazisi (sadece Sertoli hiicreleri) ve 1 skoru tubuler fibrozisi temsil eder.

Her testis i¢in 30 tbdl germinal epitelyumu degerlendirilmis ve her bir sigan igin
Modifiye Johnsen skoru hesaplanmigtir.
1. Seminifer epitelyum yok.
Yalniz Sertoli hiicresi var. Germinal hiicre yok.
Yalniz spermatogonia var.
Spermatid veya spermatozoa yok, birka¢ spermatosit var.
Spermatid veya spermatozoa yok, ¢cok sayida spermatosit var.
Spermatozoa, ge¢ sparmatid yok, birkag erken spermatid var.
Spermatozoa ve ge¢ spermatid yok, cok sayida erken spermatid var.

Her tibulde 5 spermatozoadan daha az, birka¢ ge¢ spermatid var.

© ©® N o g bk~ D

Hafif bozulmus spermatogenez, birgok ge¢ spermatid, dliizensiz epitel.

10. Tam spermatogonezis

3.5.5. immunohistokimyasal Boyama Yéntemi

Doku takip yéntemi tamamlanan doku bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 ym’ lik
kesitler alinip, kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol sirasi

asagidaki gibidir:

1) Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagsima sepetine yerlestirilir.
2) Lam tagima sepeti etiivde 60 °C’de 1 gece bekletilir.

3) Ksilende, deparafinizasyon islemi icin 1 saat bekletilir.

4) Ksilenden cikarlip havada kurutularak PAP pen ile dokular isaretlenir.

5) Kesitler sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50'lik etil alkol serilerinde 2’ser dakika
bekletilir.

6) Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika slreyle yikanir.
7) Antijen retrieval islemi i¢cin énceden hazirlanmis ve 37°C’de bekletilen Tripsin
solisyonu (200cc PBS + 0,2gr Tripsin) ile 37°C’de 30 dakika bekletilir.
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8) 10 dakika PBS’de birakilir.

9) Dokulardaki endojenperoksidaz aktivitesi, %30’luk H202: Metanol (1:9) karisimi ile
10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirilr.

10) Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, Gzerlerine ilave edilen serum

bloklama solisyonu ile 10 dakika oda sicakhginda bekletilir.

11) Kesitler Uzerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece inkiibasyona birakildi.
Bu calismada kullanilacak primer antikorlar SOX-9 (Bioss antibadies lot:
AA12301405, dilie 1:200, USA), VASA (Bioassay technology, 10t:20190628 diltie
1:200 China), Kaspaz-3 (Elabscience, lot:EC5206, dilie 1:200, USA) ‘dur. Btin
primer antikorlar PBS ile dilie edilir.

12) Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,

biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edilir.

13) Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis-sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horse radish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10
dakika kadar muamele edilir.

14) Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasi DAB ile 3- 10 dakika

kadar muamele edilir.

15) Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gbzlenmesi icin kesitlere hematoksilen ile zit

boyama yapillir.

16) Kesitler akan suda yikanir ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’ luk etil alkol

serilerinde 2’ ser dakika bekletilir.

17) Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen | ve ksilen I'de 2’ser dakika bekletilir.
18) Ksilenden alinan dokularin tzeri kurumasi beklenilmeden entellan ile kapatilir.
19) Boyanmanin degerlendiriimesinde asagidaki skala kullanilr.

Kaspaz-3, SOX-9 ve VASA ekspresyonu gruplarda H skoru [H SCORE=} Pi (I1+1)]

Kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi. Burada |, boyama yogunlugunu belirtir
(O=ifade yok, 1=hafif, 2=orta ve 3=gulcll). Pi, her yogunluk i¢in boyanan hcrelerin

ylUzdesini belirtir.
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3.5.6. TUNEL Boyama Yontemi

Her gruptan 5 pm kalinlhktaki kesitler polilizinli lam Gzerine alindi. TUNEL metodu
kullanilarak spermatojenik hicre apoptozisi degerlendirildi. Nukleuslari kahverengi
boyananlar TUNEL pozitif hiicre olarak kabul edildi ve her lamda 5 rasgele alan segcildi.

Her alanda 200 spermatojenik hiicre sayilip Apopitotik indeks (Ai) hesaplandi.
Apopitotik indeks (Al): Pozitif hiicreler X 100/Total Hiicre sayisi
TUNEL boyama protokolu:

%4 tamponlu formaldehit ¢dzeltisinde 10 dakika bekletilerek fiksasyon iglemi

uygulandi.
1. Lamlar PBS ile yikandi.
2. Yikama sonrasi lamlar %70 lik etil alkolde 5 dakika bekletildi.
3. %95’lik etil alkolde 5 dakika bekletildi.
4. %100’luk etil alkolde 5 dakika bekletildi.
5. Lamlar kurutulup +4 ‘C’de saklandi.

Boyama islemi asagidaki basamaklara gore yapildi;

1. Rehidratasyon iglemi uygulandi.
a. %100 etil alkolde 5 dakika,
b. %095 etil alkolde 5 dakika,
c. %70 etil alkolde 5 dakika bekletildi.
d. PBS ile yikama yapildi.
2. %3 H.O, 5 dakika bekletildi. (Not: DNA ya zarar verebilecegi icin 5
dakikadan daha fazla bekletiimedi.)
3 kere 2 ser dakikalik araliklarla PBS ile yikma yapildi.
0,2% Triton X-100, Tween-PBS Cozeltisi ile 30 dakika bekletildi (%0,2
olacak sekilde Tween-PBS igerisinde seyreltildi) (0,5 ml Tween 20 ve 2 ml
Triton X-100, 1 L PBS'ye ilave edildi).
Proteinaz-K 50 ul ilave edilip 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
PBS ile yikma 3 kere 2 ser dakika yapildi.
Pre-incubation buffer soliisyonundal0 dakika bekletildi.
TdT reaction: TdT Reaction Mixture 2 saat 37 °C de nemli ortamda (5ul TdT

© N o o

Enzyme reagent-45ul TdT Label Reagent karigtirilarak)1 saate inkube
edildi.

9. PBS ile yikma 3 kere 2 ser dakika yikama yapildi.

10. 50 pl Background reducing buffer solisyonunda oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi.
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11. PBS ile yikma 3 kere 2 ser dakika yikama yapildi.

12. Mouse anti-DIG soliisyonunda 1 saat 37 °C nemli ortamda inkUbe edildi.
13. PBS ile yikma 3 kere 2 ser dakika yapildi.

14. HRP label polymer soliyonunda 30 dakika bekletildi.
15. PBS ile yikma 3 kere 2 ser dakika yapildi.

16. DAB Chromojen uygulamasi 20 dakika boyunca yapildi.
17. Hematoksilen 30 saniye bekletildi.

18. Akar suda yikama yapildi.

19. %95 etil alkol 5 dakika bekletildi.

20. %100 etil alkol 3 er dakika 2 kez dakika bekletildi.

21. Ksilen 5 er dakika 2 kere bekletildi.

22. Entellan ile kapama islemi uygulandi.

3.6. Istatiksel analiz:

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY:IBM
Corp.)) paket programiyla analiz edilmistir. Strekli degiskenler ortalama * standart
sapma ve kategorik degiskenler sayi ve ylUzde olarak verilmigtir. Bagimsiz grup
incelemelerinde Mann Whitney U testi ve Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi.
Sayisal degiskenler arasindaki iligkilerin incelenmesinde Spearman korelasyon
katsayisi kullanildi. Testiste torsiyon olusturulmasi ve infertilite Uzerine etki eden
faktorlerin incelenmesinde ise Lojistik Regresyon analizi kullanildi. Bagimsiz grup
incelemelerinde; Parametrik test varsayimlari saglandiginda Tek Yonlu Varyans Analizi
(ANOVA, post hoc: Tukey testi) kullanildi. Tum analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR:

4.1. Mezenkimal K&k Hicrelerin Karakterizasyonu

2016BSP001 numarali 'Deneysel olarak Asherman Sendromu Olusturulan
Sicanlarda Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hicre Tedavisi' baslkl projeden
elde edilen ve dondurulan Mezenkimal Kok Hicrelerin Akim sitometri analizi
mezenkimal kok hicre yilizey belirteci olarak CD29, CD90, CD45, CD54, CD71, CD106
yonlerinden yapiimisti (Sekil 3). Buradan alinan sonuglara gére CD29, CD90, CD54
(%99,36, %93.68, %99.07) ylizey belirteclerinin yiksek titrete olmasi ve CD45, CD71
(%0.64 ve %1.99) yuzey belirteclerinin ¢ok dusuk bulunmasi bize mezenkimal kok

hicre elde ettigimizi gostermistir. (Sekil 4.1.4-5)
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Sekil 4.1.4: Mezenkimal K&k Hicrelerimizin Flow Sitometri Sonuglari: CD29, CD90,
CD54 sirasi ile %99,36, %93.68, %99.07 pozitif, CD45 ve CD71 ise %0.64 ve %1.99
pozitif.
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Yapilan farkllasma deneyleri sonucunda kok hucrelerin adipojenik,

kondrojenik ve osteojenik farklilastigi gosterilerek, elde ettigimiz hicrelerin mezenkimal

kok hlicre oldugu flow sitometri analiz sonuglarina destek olarak ispatlanmistir (Sekil
4).

Sekil 4.1.5: ADMSC'nin Gglincl pasajda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik dokuya
farkhlasmasi. ADMSC'nin ¢oézuldikten sonraki goérintisu (A), adipojenik farklilasma

(B), kondrojenik farklilagsma (C) ve osteojenik farklilasma (D). X20, inverted mikroskop.

4.2.Si1gan agirhklarinin, sperm sayiminin ve morfolojik olarak

degerlendirilmesinin istatistiksel sonuclari

Sicanlarin agirliklar karsilastirildiinda baglangic ve son agirliklari gruplar
arasinda anlamh farklilik géstermistir. Baglangic ve son agirliklari kdk hicre, KH+M
gruplarinda anlamli olarak yuksek saptanmigtir. (p<0,05) gruplarin baslangi¢ ve deney
bitis agirliklari arasindaki fark hesaplanip, istatiksel olarak degerlendirildiginde anlaml
bir farklihk saptanmamistir.

Gruplarin sperm morfolojileri incelendiginde S grubunda sperm baslari, kuyruklari ve
boyutlari birbiriyle uyumlu ve olagan olarak degerlendirilmigtir. T/D grubunda az sayida
olan spermler incelendiginde sperm basglarinin kisaldigi, bazi spermlerde kisa kuyruk
ve bas kopmalarinin oldugu saptanmistir. M grubunda ise sperm sayisi azdi ama buna
ragmen sperm morfolojisi T/D grubuna gore S grubu gibi normal morfolojide sperm
yogunlugu fazlaydi. Gruplar arasindaki kruger morfolojik dederlendirmesinde normal
morfolojideki sperm sayisini S grubunda %98,42 +1.16, T/D grubunda %15,75+12.89,
M grubunda %30,25+15.85 olarak saptanmistir. S grubunda normal morfolojideki
sperm sayisi anlamli olarak daha vyiksek saptandi (p<0,05). Bas morfolojik

degerlendiriimesinde bas anamolisi torsiyon grubunda anlamli olarak daha ylksek
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bulunmustur (p<0,05). KH ve KH+M gruplarinda sag epididimiste sperm saptanamadigi
icin degerlendirilememistir (Sekil 4.2.6).

Gruplarin sperm konsantrasyonlari karsilastirildiinda gruplar arasinda anlamli
farkhlik saptanmamistir. Fakat testis torsiyonu olusturdugumuz sag testisteki sperm
saylisi, melatonin verdigimiz gruptaki sag testiste sperm sayisi sham grubuna goére
dusukti (26.68+ 36.85, 20.38+18.05, 68.5+53.98), p>0.05).

Sekil 4.2.6: Sham Grubu, Testis T/D Grubu, Melatonin Grubu morfolojik boyanma. Diff-
Quick boyama, 100X (a: kuyruk anamonisi, b: kuyruk anamonisi, c: bas, boyun

anamonisi).

Gruplarin Kan FSH, LH, Testosteron ve MDA seviyelerinin karsilastiriimasi

Gruplarin MDA dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik
saptanmamistir. MDA dlzeyi S grubunda 1.9 + 0.38, T/D grubunda 2.03 + 0.15, M
grubunda 2.15 + 0.18, KH grubunda 1.63 + 0.59 ve KH+M grubunda 1.63 + 0.45
oldugu goérdlmustar. KH ve KH+M grubunda MDA duzeyleri dusuk olarak
saptanmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir disus degildir (p>0,05). Gruplarin
hormon dizeyleri karsilastirildiginda Testosteron, FSH, LH, degerleri arasinda anlamli
bir farklihk saptanmamistir. FSH istatistiksel olarak anlamli olmasa da S grubunda
diger gruplara gore daha dislk oldugu saptanmistir. FSH dlzeyi diger gruplarda T/D
grubuna gére herhangi bir azalma gdstermemistir (Tablo 4.2.1, Sekil 4.2.7-10).
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SH T/D M KH KH+M p
MDA 1.9+0.38 2.03t0.15 2.15+0.18 1.63+0.59 1.63+0.45
2.03(1.16- | 2.03(1.87- | 2.15(1.81- | 1.61(0.8- 1.67(1.06- | 0.103
(nmol/ml)
2.22) 2.18) 2.39) 2.44) 2.14)
TESTOSTERON | 42.79:t0.14 | 42.75:0.3 | 42.8+0.3 42.96+03 43.15+0.11
42.83(42.57- | 42.77(42.24- | 42.86(42.31- | 43.08(42.51- | 43.16(43.03-
(ng/ml) 0.12
42.99) 43.19) 43.2) 43.24) 43.24)
FSH 13.49+2.44 | 16.62+2.76 | 17.33t1.49 | 16.26+3.46 | 16.83t0.54 | 0.116
12.99(10.92- | 16.56(12.27- | 17.85(15.34- | 16.58(11.12- | 16.88(16.12-
(mIU/ml)
16.94) 21.66) 18.99) 21.49) 17.43)
LH 85.98+17.49 | 94.7+10.18 | 81.05+18.92 | 91.68+12.16 | 87.88+7.72 | 0.674
(miU/mi) 94.29(53.12- | 93.42(83.24- | 76.78(53.56- | 88.58(75.67- | 86.43(80.42-
mlU/m
97.93) 112.6) 103.6) 110.2) 98.22)

Tablo 4.2.1: FSH, LH, Testosteron ve MDA seviyelerinin gruplar arasinda

karsilastiriimasi

MDA Konsantrasyon (nmol/mL)
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Sekil 4.2.7: Gruplarin kan MDA degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.2.8: Gruplarin kan Testosteron degerlerinin karsilastiriimasi

FSH Konsantrasyon (mlU/mL)
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Sekil4.2.9: Gruplarin kan FSH degerlerinin karsilastiriimasi
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LH Konsantrasyon (mlU/mL)
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Sekil 4.2.10: Gruplarin kan LH degerlerinin karsilastiriimasi

Gruplarin tiibil alani, Epitel kalinlhigi ve Modifiye Johnsen Skorlama Sonuglari

Sag testis tibill alanlarini karsilastirdigimizda S grubunun tibdl alani torsiyon
grubuna gore anlamli olarak yuksek saptanmistir. KH+M grubunda tubdl alanlari, S
grubuna gore anlamh olarak yiksek saptanmigtir. M grubunda sag tubul alaninda
torsiyon detorsiyon grubuna goére artma saptanmasina ragmen istatistiksel olarak

anlamh degildir.

Sag ve sol testislerin epitel kalinligi S grubunda diger gruplara goére yuksek

saptanmistir.

Modifiye Johnson skorlamasi yapilan gruplarda sag ve sol testis S grubunda
(9.93+0.1), diger gruplara gére anlaml olarak yiksek elde edilmistir. T/D grubunda sag
testiste Johnson skoru en disuk oldugu gortlmastir (4.9+1.07). Johnson skorlamasi S
grubundan sonra en yuksek M grubunda (7.83t1.4) daha sonra KH+M grubunda
(6.25+1.43) ve KH grubunda (5.97+1.11) olarak hesaplanmistir. Sol testisteki Johnson
skorlamasinda batin gruplarin Johnson skoru 9 un Gzerindeyken melatonin grubunda
8.5%1 olarak saptanmistir. Bu sonucun S grubuna istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
diusuk oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.2.11).
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Sekil 4.2.11: Gruplarin Modifiye Johnsen skorlanmasi; mavi: sol testis, kirmizi: sag

testis

Gruplarin H&E Boyama Sonuglari:

S grubunun testis dokusu normal testis goéruntisindeydi. Seminifer tip epiteli
morfolojik ve kalinlik olarak normaldi. S grubunda hicre tabakalari seminifer tubal
boyunca normal boyutlarinda goéruliyordu. Normal spermatogenez bitin epitel
boyunca gorilmekteydi (Sekil 12). Testis torsiyon grubunda seminifer tlbil capi
azalmis olarak saptandi. Anormal spermatogenez ve maturasyon aresti gorildi. T/D
grubunda hcreler arasinda kistik degisiklikler, vakuolizasyon, seminifer tabul
hlcrelerinde dejenaratif degisiklikler, hicreler arasi kopmalar mevcuttu. Dahasi hasarli
tibullerdeki hiicre yodunlugunun azaldigi dikkat g¢ekiciydi. T/D incelmis epitel, genis bir
Ilimen testikiler damarlarda konjesyon saptandi. Kalinlasmis bir bazal membran
gozlendi (Sekil 4.2.13).

Melatonin verilen grupta histolojik gorunti T/D grubuna gore sham grubuna
benzerdi. Spermatojenik seri hiicreler epitel kalinligi boyunca gértintiyordu. Fakat bazi
tubdllerde multindkler dev sekilli hiicrelerin gérilmesi dikkat gekiciydi (Sekil 4.2.14). KH
ve KH+M grubunda bazi tubullerde hicresel baglantilarin kopmasi ile birlikte saglam
tubdller de gorulmekteydi. M grubunda gozlenen dev hicreler KH, KH+M gruplarinda
saptanmadi (Sekil4.2.15-16).



Sekil 4.2.14: Melatonin Grubu H&E gorinumu: 20X ve 40X buyitmede
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Sekil 4.2.16: Kok Hiicre Melatonin Grubu H&E gdérinimi: 20X ve 40X blylitmede

Gruplarin SOX-9, VASA ve Kaspaz-3 Ekspresyonunun Immuinohistokimyasal

Sonuglar:

SOX-9

S grubunda SOX-9 seminifer tublllerde yer yer pozitif ekspresyon gosterirken,
interstisyel alanda Leydig hiicrelerinde, damar duvarinda ve bag dokusunda negatif

ekspresyon gosterdigi belirlendi.

T/D grubunda seminifer tibullerde membran negatifken spermatojenik serinin kuvvetli
pozitif oldugu dikkati cekti. intestisyel alanda tiim yapilarin negatif bazi alanlarda ¢ok

zayIf pozitif oldugu gdzlendi.

M grubunda reaksiyon seminifer tibdlleri cevreleyen bazal membranda negatif olarak
izlenirken spermatojenik seride bazi hicrelerin pozitif reaksiyon gosterdi belirlendi.
intestisyel alanda Leydig hiicrelerinin, damar duvarinin ve bag dokusunun da kuvvetli

pozitif boyandidi g6zlendi.
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SOX-9 KH grubunda kuvvetli reaksiyon géstermisti. Seminifer tibullerde spermatojenik
seri, Sertoli hiicrele, Iinterstisyel alanda leydig hiicreleri, damar duvari, bag dokusu

kuvvetli pozitif ekspresyon gosterdi.

KH+M grubunda reaksiyon seminifer tubulleri ¢evreleyen bazal membranda negatif
olarak izlenirken, spermatojenik seride reaksiyonun kuvvetli pozitif oldugu dikkati cekti.
intestisyel alanda Leydig hiicrelerinde, damar duvarinda ve bag dokusunda

reaksiyonun kuvvetli oldugu belirlendi.

Sox-9 ekspresyonunda S ve TD gruplari arasinda anlamh bir fark saptanmadi. Fakat
tedavi gruplariyla karsilastirildiginda anlaml olarak daha disuk ekspresyon gosterdigi
bulundu (p<0,05). Tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiinda anlamli bir
farklilik saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4.2.17-21) (Tablo 4.2.2).

TORSIYON |

MELATONiN

KOK HUCRE+MELATONIN

Sekil 4.2.17: Hematoksilen imminoperoksidaz yapilan SOX-9 gruplarinin gérintisu;

ok ile gosterilen yapilar seminifer tibuller, bag dokusu lifleri ve damar duvari.
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SOX-9 VASA KASPAZ-3 TUNEL
Ort. S.S Ort. S.S Ort. S.S Ort. S.S

Sham 149,16 | 25,30 | 277,33 14,89 93,83 12,10 84,50 | 38,87
Torsiyon/Detorsiyon 141,83 | 29,45 | 290,00 7,09 292,83 | 10,51 | 293,66 | 8,40
Melatonin 276,33 | 20,01 | 298,16 2,22 96,33 5,68 164,33 | 23,15
Kok Hicre 271,66 | 19,21 | 187,00 25,02 | 141,16 | 45,72 | 142,66 | 32,82
Kok Hucre +

Melatonin 237,00 | 15,63 | 197,83 | 24,20 | 181,50 | 24,88 | 135,33 | 28,04

Tablo 4.2.2: Gruplardan alinan testis dokusunda TUNEL, KASPAZ-3, SOX-9, VASA

ekspresyonunun H skor analizi sonuglari. istatistiksel olarak anlamhlik p<0,05 .

VASA

S grubunda seminifer tabul duvari, interstisyel alanda Leydig hticreleri, damar duvari

ve bag dokusu kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi.

T/D grubunda VASA seminifer tibul bazal membraninda, spermatojenik seride ve
sertoli hicrelerinde interstisyel alanda, leydig hucrelerinde, damar duvarinda ve bag

dokusunda kuvvetli pozitif reaksiyon gésterdi.

M grubunda seminifer tibillerde spermatojenik seride kuvvetli pozitif boyama izlendi.
Bununla birlikte geg¢ tipte spermatidlerin bas bdlgesinin negatif oldugu ilgiyi cekti.

interstisyel alanda leydig, damar duvari, bag dokusu kuvvetli pozitif boyanma gosterdi

KH grubunda reaksiyon seminifer tibulleri cevreleyen bazal membranda negatif olarak
izlenirken, spermatojenik seride bazi hicrelerin zayif pozitif reaksiyon gdsterdigi
belirlendi. intestisyel alanda Leydig hiicrelerinin, damar duvarinin ve bag dokusunun

da kuvvetli pozitif boyandigi gézlendi.

KH+M grubunda seminifer tubullerin kuvvetli pozitif reaksiyon gosterirken geri
kalanlarda reaksiyonun zayif pozitif oldugu belirlendi. Kuvvetli reaksiyon gdsteren
tiblllerde tim spermatojenik seri hiicrelerinde reaksiyon kuvvetli pozitifti. interstisyel

alanda Leydig hticreleri, damar duvari, bag dokusu kuvvetli pozitif izlendi.

VASA ekspresyonu S, TD, M gruplarinda yuksek saptandi. S, TD, M gruplari kendi

aralarinda istatistiksel olarak bir fark saptanmazken, KH, KH+M gruplarina gére VASA
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ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli yiksek bulundu (p<0,05). VASA ekspresyonu
en yuksek M grubundaydi. Tedavi gruplari kendi aralarinda karsilastirildiginda M
grubundaki VASA ekspresyonu KH, KH+M gruplarina gére anlamli olarak ylksek
bulundu (p<0,05) (Sekil 4.2.18-21) (Tablo 4.2.2).

TORSIYON 2

KOK HUCRE (&

KOK HUCRE+MELATONI

Sekil4.2.18: Hematoksilen imminoperoksidaz yapilan VASA gruplarinin gortntisi; ok

ile gbsterilen yapilar seminifer tabduller, bag dokusu lifleri ve damar duvari.
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Kaspaz-3

S grubunda reaksiyon seminifer tibulleri ¢cevreleyen bazal membranda negatif olarak
izlenirken spermatojenik seride bazi hicrelerde zayif sitoplazmik pozitif reaksiyon
gézlendi. intestisyel alanda Leydig hiicreleri, damar duvari ve bad dokusu orta

derecede pozitif reaksiyon gosterdi.

T/D grubunda reaksiyonun c¢ok kuvvetli oldugu izlendi. Seminifer tlbullerde tim

hicrelerde ve intestisyel alanda tim yapilarda Kaspaz-3 kuvvetli pozitif boyanmisti.

M grubunda reaksiyon seminifer tubulleri cevreleyen bazal membranda negatif olarak
izlenirken spermatojenik seride bazi hicrelerde ¢ok zayif pozitif reaksiyonun varligi
ilgiyi gekti. intestisyel alanda Leydig hiicrelerinin, damar duvarinin ve bag dokusunun

zay|f pozitif reaksiyon gosterdigi belirlendi.

KH grubunda pozitif reaksiyon seminifer tubdllerin bazal membraninda interstisyel
alanda leydig hlicrelerinde damar duvarinda ve bag dokusu liflerinde izlendi. Spermatik
seride reaksiyon izlenmezken bazi seminifer tlbullerde spermatid kuyruklarinda orta

derecede reaksiyon gorildigu belirlendi.

KH+M grubunda Kaspaz-3 reaksiyonu seminifer tubdilleri gcevreleyen bazal membranda
kuvvetli olarak izlenirken spermatojenik seride bazi hiicrelerde zayif pozitif reaksiyonun
varli§i ilgiyi ¢ekti. interstisyel alanda alanda pozitif reaksiyon izlendi. intestisyel
alanda Leydig hucrelerinin, damar duvarinin ve bag dokusunun kuvvetli reaksiyon

gOsterdigi belirlendi.

Kaspas-3 ekspresyonunda H skor analizi sonuglarina gére TD grubunda diger gruplara

gore anlamli olarak artmistir (p<0,05).

KH ve KH+M grubunda S grubuna goére Kaspaz-3 ekspresyonu anlamli olarak
yuksektir (p<0,05). M grubuyla S grubu arasinda anlaml bir farkliik saptanmamistir.
Tedavi gruplar kendi aralarinda karsilastinldiginda M grubu, KH ve KH+M grubuna
gore Kaspaz-3 ekspresyonu anlamli olarak disuk bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.2.19-
21) (Tablo 4.2.2).
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KOK HUCRE

KOK HUCRE+MELATONIN

Sekil 4.2.19: Hematoksilen immunoperoksidaz yapilan Kaspaz-3 gruplarinin
gorintusu; ok ile gosterilen yapilar seminifer tubuller, bag dokusu lifleri ve damar

duvari.

Gruplarin TUNEL Boyama Sonuglari:

S grubunda seminfer tiblllerde spermatojenik seri hlcrelerinde interstisyel alanda
Leydig hicreleri, damar duvari ve bag dokusu orta derecede TUNEL negatif reaksiyon
gosterdi.

T/D grubunda seminifer tublllerde, spermatojenik seri de interstisyel alanda leydig
hicrelerinde, damar duvarinda ve bag dokusunda TUNEL kuvvetli pozitif reaksiyon
gosterdi.
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M grubunda seminifer tiblllerde spermatojenik seri TUNEL negatif ekspresyon
gOsterirken, intertisyel alanda Leydig htcreleri, damar duvari ve bag dokusu orta

derecede tunel pozitif reaksiyon gosterdi.

KH grubunda seminifer tibillerde spermatojenik seri intesrstisyel alanda Leydig

hicreleri, damar duvari ve bag dokusu orta derecede TUNEL pozitif reaksiyon gdsterdi.

KH+M grubunda seminifer tibullerde, spermatojenik seri ve sertoli hiicreleri TUNEL
negatif iken interstisyel alan Leydig hucreleri, damar duvart TUNEL pozitif reaksiyon

gOsterdi.

Gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda S grubunun TUNEL pozitifligi diger
gruplara gore istatiksel olarak anlamli duguk saptanmigtir (p<0,05).

TUNEL pozitifligi diger gruplara gére anlaml ylksektir.

M, KH, KH+M gruplarinda S grubuna gére anlaml olarak ylksek saptanmasiyla birlikte
TD grubuna gore anlamli olarak diguk bulunmustur (p<0,05). Tedavi gruplar kendi
aralarinda kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05)
(Sekil 4.2.20-21) (Tablo 4.2.2).
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SHAM

TORSIYON

MELATONIN

KOK HUCRE

B I-‘IUCRE.H\"ELATONI-

Sekil 4.2.20: TUNEL yapilmis gruplarin gérinimu.
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Sekil 4.2.21: Gruplardan alinan testis dokusunda TUNEL, KASPAZ-3, SOX-9, VASA
ekspresyonunun H skor analizi sonugclarinin grafik gérintisu.
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5.TARTISMA

Bizim g¢aligmamizda torsiyon detorsiyon olugturulan si¢canlarda M, KH, KH+M
tedavisinin hormonal fonksiyonlari etkilemedigi gorulmustur. Bir oksidatif biyobelirteg
olan MDA nin tedavi gruplarinda azalmasi, bu tedavilerin oksidatif hasari azalttiklarini
goOsterdi. Kaspaz-3 ve TUNEL sonuclari bize bu tedavilerin intrensek apopitotik

yolaginda etkili oldugunu gdstermistir.

Testis torsiyonunun infertilite Gzerinde etkisi ve mekanizmasi Uzerine hala
¢alismalar yapilmaktadir. Marco ve ark. yaptidi calismada detorsiyon yapilan deney
grubuyla orgiektomi yapilan deney grubunun sperm yogunlugu bakimindan bir fark
bulunmamistir (Marco 2007). Torsiyon olusturulup detorsiyon yapilan gruplarin sperm
morfolojisinde bozukluklar meydana geldigi ve hareket fonksiyonlarinda azalma oldugu
gozlenmistir. Diger testisin etkilendigini gosteren otoimmuin mekanizmalarla kan
akiminin azaldigi gézlenmistir. Bu azalma infertilite ile dogru orantilidir (Karagtizel
2004). Yapilan bir c¢alismada testis T/D olusturulan siganlara 3x10* MSC
detorsiyonunda 30' 6nce verilmis. Cerrahiden 3 guin sonra testis ve epididimisde sperm
sayimi yapimistir. Sonugta MSC ‘in lokal enjeksiyonunun sperm motilitesini
korudugunu, glikoz metabolizmasini regule ettigi saptanmistir (Hsiao 2019). Azizollahi
ve ark. (2016) T/D olusturduklan farelere spermatogonial kok hicre vermis, 8 hafta
sonra kesilen siganlarin testisleri alinarak incelenmistir. Epididimiste kok hticre verilen
grupta sperm sayisi T/D grubuna goére anlamli olarak ylksek bulunsa da kontrol ve
sham grubuna gore disik saptanmistir. Bu ¢alismada testikller biyopsi skorlamasiyla,
sperm sayisi arasinda yuksek kolerasyon saptanmistir (Azizollahi ve ark. 2016). Bizim
calismamizda T/D grubunda sperm morfolojisi ve hareketliliginin azaldigi saptanmistir.
M grubunda istatistiksel olarak anlamlhi olmasa da sperm canliigi ve normal
morfolojideki sperm sayisi T/D grubuna gore daha yuksek oldugu saptanmigtir. KH ve
KH+M gruplarinda epididimiste sperm gérmememizin sebebi olarak da torsiyona bagli
gelisen sperm kaybinin sakrifikasyon yaptidimiz 7 gunliuk sure igerisinde geri
dénmemesine bagl oldugunu dustnmekteyiz. Sperm hareketliligi ve sperm sayisinin
geri kazanilmasi igin optimal MSC dozunun vyarisina MSC ‘lerin uzun sureli
spermatogenez uzerindeki etkisi, torsiyondan sonra antisperm antikor ile kontrolateral
testis Uzerindeki etkisi ve potansiyel sekellerinin daha fazla aragtiriimasi gerekir (Hsiao
2019).

MDA iskemi ve iskemi-reperfiuzyon hasari sirasinda siklikla oksidatif stres
biyobelirteci olarak kullanilan organik bir bilesiktir (Sireger ve ark. 2021) .Testis

torsiyonu ve detorsiyonu uyguladiklari si¢anlara insan adipoz kdkenli mezenkimal kok
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hicre vermigler. Tedavi gruplarinda MDA seviyelerini anlamli olarak dusik
saptamislardir. Sonugta intratestikiler ADMSC uygulamasinin iskemi-reperflizyon
hasarina bagli ROS hasarini inhibe edebilecegini savunmuslardir (Sinegar 2021).
Hasio ve ark. orbital yag doku MSC’ler MDA ekspresyonunu duastrdaguna
saptamislardir (Hsiao 2015). Yapilan baska bir ¢alismada T/D olusturulan si¢anlara
kultire edilmeyen adipoz doku elde edilen stromal vaskiler fraksiyon (SVF) lokal
olarak verilmis. 3., 7., 14. ve 28. gunlerde degerlendirme yapilmigtir. MDA T/D
grubunda ylksek bulunmustur. SVF anlaml olarak MDA seviyesini azaltmistir (Zhou
2019). Bizim calismamizda da bu calismayla paralel olarak kok hicre verilmesi 7.
gunde bakildiginda MDA dlzeyini dusirmistlr. Fakat istatistiksel olarak anlaml

saptanmamistir.

ipsilateral testis hasari kontralateral testis dokusuna zarar verir (Mirhoseini
2017). Yapilan bir galismada sag IR olusturulan prepubertal si¢anlara intraperitoneal
50mg/kg? tek doz melatonin verilmis, ipsilaretal ve kontralateral testis biyokimyasal
olarak incelenmistir. Melatonin uygulamasinin lipit peroksidasyonunu ve enzim
aktivitesini anlamli olarak azaltti§i saptanmistir. Yapilan ¢alismada ipsilateral yapilar
hasarin kontralateral testise de zarar verdigi goriimustir (Parlaktas 2014). Melatoninin
hicrelerde fosfolipid tabakasinin dis ylzeyine baglanir. Membrandan 6nce serbest
radikallerle temas eder ve bu sekilde hiicre membranini korur. Sonucta c¢ekirdegi
organelleri ve hiicre membranini serbest radikal hasarina karsi korur (Karabulut 2020).
Melatoninin serum ve seminal plazma seviyeleri infertil hastalarda disuktir. Melatonin
ROS ve lipit peroksidasyonu etkili bir sekilde azaltir (Yu 2018). Semercioz ve ark. Tek
tarafli testis T/D olusturduklan siganlara 3 hafta boyunca c¢inko ve melatonin
uygulamiglar. Bu tedavilerin oksidatif stresi azalttigini, bunun yanisira inhibin B
dizeylerini saptamiglardir. Testis T/D olusturulmadan énce verilen melatoninin kan ve
doku Glutatyon (GSH) ve MDA seviyelerinde diizelmeye sebep oldugu saptanmistir
(Semercioz 2017). Geng ve yash sicanlarda yapilan bir ¢galismada 10mg/kg subkutan
melatonin testisteki koruyucu etkisi incelenmis. Yagl hastalarda melatonin tedavisinin
MDA seviyesini azalttigi, GSH ve testosteron seviyesini arttirdigini saptamislar.
Melatonin tedavisinin apopitotik hicre sayisini azalttigini ve motil sperm sayisini
arttirdigini saptamislardir (Muratoglu 2019). Mirhoseni ve ark. testis T/D olusturduklari
sicanlara 15ng/kg melatonin vermisler. 7 saat sonra sakrifiye edilen si¢anlar
histopatolojik olarak incelenip, MDA seviyeleri bakilmistir. MDA seviyelerinde anlamli
bir iyilesmenin olmadidi belirlenmigtir (Mirhoseini 2017). Bizim calismamizda ise
melatonin testis torsiyonu detorsiyonu olusturulan sicanlarda 7. ginde MDA seviyesini

istatistiksel olarak anlamli olmasa da azaltmak yerine bir miktar attirmistir. KH+M
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grubunda MDA seviyesinin sadece torsiyon olusturulan gruba ve tedavide sadece
melatonin verilen gruba goére dislUk saptanmasi kék hicrelerin oksidatif hasari

dizeltmede melatoninden bagimsiz olarak etkili oldugunu distndirtmastir.

Erkek gamet farklilasma ve olgunlasma slreci olan spermatogenezis hipofiz
bezinden salgilanan LH ve FSH, testisteki Leydig hicrelerinden salgilanan testosteron
gibi ¢esitli hormonlar tarafindan dizenlenir (Yu 2018). Testikller iskemiye bagl gelisen
tubller hasar sonucu gelisen FSH seviyesindeki bozulma, sperm yogunlugundaki
patolojilerin nedeni olabilir (Anderson 1986). FSH seviyelerindeki degisiklikler germinal
epitel hasarini géstermede major belirtectir. Sen ve ark. calismasinda sperm
hareketliligindeki diststn artmis FSH konsantrasyonuna bagli gelisen germinal epitel
hasarina baglanmistir. Bircok calisma FSH ylksekliginin sperm konsantrasyonunu ve
motilitesini azalttigini gostermistir (Sen 2018). Baska bir ¢calismada FSH ve LH T/D
gruplarinda anlamh olarak daha yuksek bulunmustur (Zhou 2019). Hsiao ve ark yaptigdi
calismada ise FSH seviyeleri T/D ‘da artarken, kd&k hiicre verilen grupta 7. glinde
normale doéndugu belirtiimektedir (Hsiao 2015). Bizim galismamizda istatistiksel olarak
anlamh olmamakla birlikte S grubuna gére artmis FSH dulzeyleri bitlin gruplarda

devam etmekteydi.

Hasio ve ark. orbital yag doku MSC enjeksiyonundan sonra 7. ginde serum
testosteron seviyelerinin normale déndigu saptamis ve T/D 13. glinde LH seviyesini
arttirrken 7. gunde kok hidcre verilmesi LH degisikligini etkilemedigini gostermistir
(Hsiao 2015). Bizim galismamizda ise LH seviyesi gruplar arasinda anlamli bir farkhlik

gostermemistir.

Melatoninin testislerde ve epididimiste reseptorlere sahip oldugu gdsterilmistir.
Pineal bezin cikartilmasi testis, prostat, seminal vezikul agirliginin anlamh bir sekilde
arttirmistir. Melatonin direkt sigan Leydig hicrelerini etkiler ve testosteron seviyelerini
arttinir. Fakat gen¢ sigcanlarda tek doz Melatoninin uygulanmasi serum testosteron
seviyelerini disurmemistir (MaitracaRay 2000). Dislk doz melatonin fertiliteyi ve
testosteron seviyelerini arttirir. Muratoglu ve arkadaslari (2019) Melatonin yash
hastalarda apopitotik hiicre ve testosteron sayisini azalttigini saptamistir (Muratoglu
2019). Karabulut ve arkadaslari yaptigi calismada thioasetemidin indukledigi testis
hasarinda melatoninin etkileri incelemislerdir. Serum testosteron seviyeleri hasarli
testis grubunda diger gruplara goére anlamli olarak disik oldugu saptanmistir
(Karabulut 2020). Melatonin koyun testislerindeki testosteron oranini iki kat arttirdigi
bulunmustur (Deng 2016). Leydig hucreleri melatonine duyarhdir. Melatoninin Leydig
hiicrelerindeki melatonin membran reseptdriine baglanarak androjen sekresyonunu

dizenler (Yu 2018). Bizim c¢alismamizda bu calismalara zit olarak melatonin
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testosteron seviyesini arttirmamigtir. Fakat istatistiksel olarak anlamli olmasa da KH
verilen gruplarda testosteron seviyeleri bir miktar artirmis olmasi kdk hicrelerin Leydig

hicrelerini olumlu etkiledigini distndirtta.

Testikller T/D modeli seminifer tlbll capinin azalmasina neden olur
(Semercioz 2017). Melatonin testikiiler torsiyonda (Ekici 2012), iskemi-Reperfiizyonda
(Parlaktas,2014), siklofosfomidin neden oldugu toksisitede (Chabra and Shokrzade
2014) koruyucu etki gdsterir. Melatonin testis T/D hasarinda spermatogenezi
iyilestirdigi  bildirilmistir (Mirhoseini 2017). Yapilan bir c¢alismada melatoninin
uygulanmasinin tubdl capini  arttirdidi  géralmustar. Melatonin  uygulanan deney
grubunda ortalama tubul capr ve MJS’ si deg@erlendirildiginde kontrol grubuna yakin
degerlerde oldugu saptanmistir. Apopitotik hlcreler degerlendirildiginde testis hasarli
gruba gore melatonin uygulanan grupta kontrol grubuna benzer sonugclar elde edilmigtir
(Karabulut 2020). Mirhoseni ve ark. yaptidi caligmada 15ng/kg melatoninin siganlarda
tibdl capinda artma saptamislar. Fakat istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir.
Epitel uzunlugu agisindan gruplar arasinda anlamli bir farkliik saptanmamistir.
Calismamizda tubdl alani ve epitel kalinhd@r en yuksek S grubunda, en distk T/D
grubunda saptanmistir. Ama tedavi gruplariyla karsilastirildiginda anlamh bir farkhlik

saptanamamistir.

Sireger ve ark. (2021) testis torsiyonu ve detorsiyonu olusturduklari sicanlarda
histopatolojik degerlendirmede, MJS’ si insan adipoz mezenkimal kok hicre verilen

grupta anlamli olarak yuksek bulmusglardir.

Baska bir galismada SVF’ nin  MJS’ u anlaml olarak arttirdigini saptanmistir. Enjekte
edilen SVF hucreleri anlamli olarak intertisyel bdlgeye ge¢mis ve testiste seminifer
tiblllerde Fibroblast Blyime Faktori ve kok hicre blyume faktér sekresyonunu
artirmistir. Germ hucrelerinde ve Leydig hicrelerinde de hasari azaltmigtir. T/D
testiste hem 3. hem de 7. guinde irregiler ve atrofik seminifer tibuller gézlenmistir. 28.
gunde sadece spermatogonianin oldugu tibuller saptanmistir. SVF uygulamasi sham
grubuyla ayni olmasa da MJS’ in1 T/D grubuna gére anlamh olarak arttirmistir. Fakat
28. gunde bakildiginda SVF verilen grupta ciddi hasar ve azalmis MJS’ | bulunmustur.
(Zhou 2019). Bizim sonuglarimiza gbére hormon duzeyleri etkilenmemekle birlikte
melatonin, testisin yapisal olarak dizenlenmesine katki saglamistir. MJS sonuglarina
go6re T/D grubuna gore tedavi gruplarinda sag testiste diizelme gorilmustir. En belirgin

dizelme M grubundadir.

Yapilan bir galismada testis T/D olusturulan siganlara melatonin 17 mg/kg ve 1

mg/kg kolsisin 7 guin boyunca (oral) verilmis ve histopatolojik olarak degerlendirilmigtir.
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T/D olusturulan grupta HE boyama sonucunda nekrotik alanlar dikkati ¢ekmistir.
Melatonin ve Kolsisin hasarlayici etkileri azalmigtir. Fakat melatonin ve kolsisin verilen
gruplarda Giant (dev) hicreler saptanmistir (Sekmenli 2017). Bizim ¢alismamizda da
sadece Melatonin verilen grupta multinikleer dev hicrelere rastlaniimistir. Fakat KH+M
grubunda bu dev hiicrelerin gérilmemesi dikkat c¢ekicidir. Kanimaghai ve ark. yaptigi
calismada hemsterlarda bistlfanla indiklenen testis hasarinda intratibel olarak
ADMSC vermisler. Bu hicrelerin azospermik testikiler tibilde spermatogenesis
indeksi ADMSC transplasyonunu yapilan hemsterlardan normal hemster grubuyla ayni
bulunmustur (Kanimaghai 2018). ADMSC'ler testikiler kan duvari dahil intertisyel ve
seminifer tubul bolgelerine integre olabilir. Burada cesitli buyime faktorleri salgilar
(FGF, SCF), oksidatif stresi azaltir, hormon seviyelerini dizenler. Leydig hucrelerinin
ve germ hucrelerinin yenilenmesini saglar. Bdylece histolojik dizelmesine katkida
bulunur (Sineger 2021). Calismamizda deney gruplarinda seminifer tibdllerde ve
intertisyel alanlarda histolojik olarak duzelmelerin gézilmesi bu calismalari destekler
niteliktedir.

Mezenkimal kok hicreler parakrin olarak imminsupresif etki yaparlar. HUC-
MSC’ ler inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-18 eksprasyonunu azaltir (Zhang
2020). Yapilan bir calismada Enjekte edilen SVF hicreleri anlamli olarak intertisyel
bolgeye gecmis ve testiste seminifer tlbullerde Fibroblast Bluylime Faktéri ve kok
hicre buyume faktdr sekresyonunu arttirmistir. Germ hicrelerinde ve Leydig
hicrelerinde hasari azaltmistir. SOX-9 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamli
bir farklillk bulunmamistir (Zhou 2019). Bizim calismamizda Sox-9 ekspresyonunda S
ve TD gruplari arasinda anlamh bir fark saptanmadi. Fakat tedavi gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli olarak daha dusuk ekspresyon goésterdigi bulundu. T/D
VASA ve P450(+) hucre ekspresyonu tedavi gruplarinda T/D grubuna goére anlamli
olarak ylksek bulunsa da S grubuna gbére hala dusiktir (Zhou 2019). Bizim
¢alismamizda bu calismaya zit olarak VASA ekspresyonu S, TD, M gruplarinda

oldukga yuksekken kdk hlicre verilen gruplarda diisik oldugu saptandi.

Sert invivo mikro ¢cevre MSC tabanl tedavinin etkisini zayiflatir. Son yillarda
melatonin  MSC’in hayatta kalma oranini arttirmakta etkili bir ajan oldugu
belirtimektedir. iltihabi, apopitozisi ve oksidatif stresi azaltarak bircok organin
fonksiyonlarinin geri kazandiriimasinda sinerjik etki gosterdigi saptanmistir (Hu,2019).
Ming liu ve ark. (2019) yaptigi calismada testis torsiyonu olusturduklar Sprague-
Dawley sicanlara detorsiyondan 15 dk. énce 17mg/kg melatonin vermiglerdir 24 saat
sonra sakrifiye ettikleri siganlarda melatonin testis dokusunda apopitoz iliskili genlerin

ekspresyonunu  dizenleyerek ve total antioksidan kapasiteyi  arttirarak
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spermatogenezisi korudugu saptanmistir (Liu 2019). Sen ve ark. yapti§i calismada
radyasyona bagli meydana gelen testis hasarinda intraperitonel olarak 1 hafta 12
mg/kg/giin olacak sekilde melatonin vermigledir. Radyoiyodinin apoptozis ve sperm
kalitesini bozan etkisini dlisirdiguni saptamislardir (Sen 2018). Hasio ve ark. yaptigi
calismada TUNEL testi ve Kaspaz-3 ve BAX sonuglari kok hicrelerin intrensek
apoptozisi indukledigini géstermiglerdir. (Hsiao 2015). Zhang ve ark. (2020) testikiler
IR hasari olusturduklari siganlara intraven6z insan-umblikal kord multipotent
mezankimal stromal hdcreler vermigler. Kok hucrelerin inflamatuar yaniti ve oksidatif
stresi azaltarak spermatojenik hldcre hasarini azalttigini saptamiglardir. Kok hicre
verilen grupta nétrofil infiltrasyonunun, ROS, germ hicre apopitozisinin azaldigini
bulmuslardir. Testikller torsiyon germ hiicre apopitozise neden olur. Apopitotik yol
genellikle inflamasyon ve ROS ile aktive edilir. TUNEL sonuglan testikuler torsiyon
germ hucre apopitozisini 6zellikle 1. ve 3. gunlerde indikledigi géstermektedir. Bununla
birlikte kdk hicre verilen grupta 1. ve 3. gunlerde apopitotik hicre orani kontrol
grubuna yakindir. TUNEL (+) hlcre varligi 7. giinden sonra torsiyon grubunda, kok
hiicre ve kontrol grubuyla benzer bulunmustur (Zhang ve ark. (2020). Bizim
galismamizda tedavi gruplarinda spermatojenik seri hicrelerde 7. gunde alinan
dokularda apopitotik hiicre sayisi azalmistir. S grubu kadar dusiik olmasa da tedavi
gruplarindaki TUNEL pozitifligi TD grubuna gére anlamh olarak dusik bulunmustur.
Fakat tedavinin etkinligi dogrultusunda gruplar arasinda anlamh bir farkhlik

saptanmamigtir.

Azospermisi olan fare testisine spermatogonial kdk hicre nakliyle es zamanl
verilen 20mg/kg melatonin transplantasyonun etkinligi ve testis dokusunun yapisal
Ozelliklerini iyilestirdigi saptanmistir (Gholami 2014). Bagka bir ¢alismada azospermik
farelerde spermatogonial kdk hucrelerin melatoninlerle ayni anda transplantasyonunun

testis dokusunun yapisal dzelliklerini iyilestirdigi saptanmigtir. (Yu 2018)
6.SONUC

Sonug olarak calismamizda bitin tedavi gruplari torsiyonun testis dokusunda
olusturdugu dejenerasyonu dizeltmistir. Melatonin  ve kdk hicrenin birlikte
uygulamasinin diger tedavi gruplarina gére VASA, SOX-9, Kaspaz-3 ekspresyonu ve

apopitozise etkisi ydninden bir Gstlinliglnin olmadidi saptanmistir.
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