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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dali
Fizyoloji

AGOMELATIN VE SELENYUM, DENEYSEL iSKEMI REPERFUZYON HASARLI
RAT TESTIS MODELINIi NASIL ETKILER?

Ahmet Talha INAL
Konya-2023

Agomelatin, literatiirde antioksidatif, antiinflamatuar, antiapoptotik ve diiz kaslarda miyorelaksan
etkileri oldugu bildirilen bir melatonerjik reseptér analogudur. Selenyum ise ¢ok uzun zamandir antioksidan
enzim aktivitesini arttirdig1 kanitlanmis olan, organizma icin dnemli bir eser elementtir.iskemi Reperfiizyon (IR)
hasari, doku ve organ diizeyinde geri doniisii olmayan ciddi saglik sorunlarina neden olabilir. Bu ¢alismanin
amaci, agomelatinin tek basma ve selenyumla birlikte testikiiler IR hasarina kars1 olas1 etkilerini arastirmaktir.

40 adet erkek rat randomize 5 gruba ayrilmistir (n=8): Sham Operasyon (ShamOp), Agomelatin Kontrol
(AgoK), Iskemi Reperfiizyon (IR), Agomelatin + Iskemi Reperfiizyon (AgoiR), Agomelatin + Selenyum +
Iskemi Reperfiizyon (AgoSelR). ShamOp, saglikli grup; IR, hasar grubu; AgoK, proflaktik tedavi grubu; AgoiR
ve AgoSelR ise proflaktik tedavi + hasar grubudur. Agomelatin (20 mg/kg) ve selenyum (1,5 mg/kg), 1 mililitre
(ml) distile su igerisinde vortekste karigtirilarak ¢ozdiiriilmiis ve tedavi igeren tiim gruplara arka arkaya 14 giin
boyunca intraperitoneal (i.p.) enjeksiyonla verilmistir. IR hasari, intramiiskiiler ketamin-xylazin (75 mg/kg-8
mg/kg) anestezisi altinda, 720° cerrahi torsiyon (4 saat) / detrorsiyon (24 saat) uygulamasiyla indiiklenmistir.
Histopatolojik incelemeler sol taraf testisler kullanilarak, Modifiye Johnsen Skorlamasi ile yapilmistir.
Fizyolojik incelemeler ise sag taraf testisler kullanilarak izole organ banyosu sisteminde gergeklestirilmistir.

Histopatolojik verilerimizin istatistiksel analizine gore gruplarimiz arasinda anlamli farkliliklar
bulunmaktadir. Modifiye Johnsen skorlar;, AgoIR ve AgoSelR gruplarinda IR grubuna gore anlamh diizeyde
yiikselmisti (p<0.001). Bunun yaninda, AgoSelR grubu, AgoiR grubundan da anlamh 6lciide daha yiiksek
Johnsensokruna sahipti (p<0.05). AgoK grubu AgolR grubundan istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek
Johnsen skoruna sahipti (p<0.05). Benzer sekilde, AgoK grubu AgoSelR grubundan da yiiksek Johnsen skoruna
sahipti ancak aradaki fark anlamli degildi (p>0.05). Johnsen skoru ShamOp grubunda, AgoiR ve AgoSeiR
gruplarindan daha yiiksekti. Ancak aradaki farklilik AgoIR grubunda anlamliyken (p<0.05) AgoSeiR grubunda
degildi (p>0.05). Bununla birlikte, ShamOp grubu, AgoK grubuyla anlamli bir farklilik gostermedi (p>0.05).
Son olarak AgoK ve ShamOpgrublari IR grubuna gére anlamhi diizeyde Johnsen skorlarina sahipti
(p<0.001).izole organ banyosu verilerimizin istatistiksel analizine gére gruplarimiz arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir (p>0.05). Ancak genlik parametrelerini grup i¢i zaman degerleri lizerinden analiz ettigimizde
AgoK, IR ve AgolR gruplarinda anlamli azalmalar oldugunu belirledik (p<0.05). ShamOp grubu, anlamli
diizeyde olmasa da AgoK, IR ve AgolR gruplarindan daha iyi bir kasilma giiciine sahipti (p>0.05).

Agomelatin cerrahi torsiyon/detorsiyonla indiiklenmis testikiiler IR hasarina kars1, olasilikla oksidatif
stresi azaltarak, anlaml diizeyde iyilestirici etki goéstermistir (p<0.001). Selenyum agomelatin ile beraber
uygulandiginda bu iyilestirici etkiyi anlamli diizeyde arttirmaktadir (p<0.05). Bununla birlikte; ulastigimiz
verilerin giivenilirligi acisindan, sonuglarimizin biyokimyasal parametreler iizerinden elde edilecek ilave
kanitlarla giiclendirilmesi gerektigine inaniyoruz.Testis kapsiiliiniin diiz kas igeren tunica albuginea
tabakasindaki kontraktilitenin spermi seminifer tiibiillerden epididimise ileten giiclerden biri oldugu ve kapsiiliin
kasilabilirligindeki bir azalmanin inferiliteyi tetikleyebilecegi bildirilmektedir. Deneysel verilerimizin analizine
gore, agomelatinin testis kapsiilii iizerindeki kismi inhibitdr etkisi ilacin doz bagimli ¢aligmalariyla
desteklenmeye ihtiyag duymaktadir.

Anahtar Kelimeler:Agomelatin, Selenyum, Testis, Iskemi, Reperfiizyon
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of HealthSciences
Department of Physiology
Physiology

HOW DO AGOMELATINE AND SELENIUM AFFECT THE EXPERIMENTAL
ISCHEMIA REPERFUSION INJURED RAT TESTICULAR MODEL?

Ahmet Talha INAL
KONYA-2023

Agomelatine is a melatonergicreceptor analog that has beenshownto be antioxidative, anti-inflammatoryand
anti-apoptotic in theliterature, andmyorelaxanteffects on smoothmuscles, althoughtherearefewstudiesdemonstrating.
Selenium is an importanttrace element forourorganism, which has beenproventoincreaseantioxidantenzymeactivityfor
a verylong time.lschemia-Reperfusion (IR) injury can causeseriousirreversiblehealthproblems at thetissueand organ
level. Theaim of  thisstudy is toinvestigatethepossibleeffects of agomelatinealoneand in
combinationwithseleniumagainsttesticular IR injury.

40 maleratswererandomlydividedinto 5 groups (n=8): ShamOperation (ShamOp), Agomelatine Control
(AgoC), Ischemia-Reperfusion (IR), Agomelatine + Ischemia-Reperfusion (AgolR), Agomelatine + Selenium +
Ischemia-Reperfusion (AgoSelR). ShamOp is healthygroup; IR is injurygroup; AgoK is prophylactictreatmentgroup;
AgolRandAgoSelRareprophylactictreatment + injurygroups. Agomelatine (20 mg/kg) andselenium (1.5 mg/kg)
weredissolved in 1 milliliter (ml) of distilledwaterbymixing in thevortexandgiventoalltreatment-containinggroupsby
intraperitoneal (i.p.) injectionfor 14 consecutivedays. IR injurywasinducedbyintramuscular ketamine-xylazine (75
mg/kg-8 mg/kg) anesthesiaunder 720° surgicaltorsion 4 hours)/detrosion (24 hours).
HistopathologicalexaminationswereperformedwiththeModifiedJohnsenScoreusingleft-sidedtesticles.
Physiologicalexaminationswereperformed in an isolated organ bathsystemusingright-sidedtesticles.

Accordingtothestatisticalanalysis of ourhistopathologicaldata, ourgroupshavesignificantdifferences.
ModifiedJohnsenscoresweresignificantlyhigher in theAgolRandAgoSelRgroupscomparedtothe IR group (p<0.001).
Inaddition, theAgoSelRgroup had a significantlyhigherJohnsenscorethantheAgolRgroup (p<0.05). TheAgoCgroup had
a statisticallysignificantlyhigherJohnsenscorethantheAgolRgroup  (p<0.05).  Similarly, theAgoCgroup had
higherJohnsenscoresthantheAgoSelRgroup, but thedifferencewas not significant (p>0.05). TheJohnsenscorewashigher
in theShamOpgroupthan in theAgolRandAgoSelRgroups. However, thedifferencewassignificant in theAgolRgroup
(p<0.05) but not in theAgoSelRgroup (p>0.05). However, theShamOpgroupdid not

differsignificantlyfromtheAgoCgroup (p>0.05). Finally, theAgoCandShamOpgroups had
significantJohnsenscorescomparedtothe IR group (p<0.001). No significantdifferencewasfoundbetweenourgroups
(p>0.05) based on thestatisticalanalysis of ourisolated organ bathdata. However,
whenweanalyzedtheamplitudeparametersoverthewithin-group time values,

wedeterminedthatthereweresignificantdecreases in theAgoC, IR andAgolRgroups (p<0.05). TheShamOpgroup had
bettercontractilestrengththantheAgoC, IR andAgolRgroups, although not significantly (p>0.05).

Agomelatineshowed a significanttherapeuticeffectagainstsurgicaltorsion/detorsion-inducedtesticular IR
injury,  possiblybyreducingoxidativestress  (p<0.001). Whenselenium is  appliedtogetherwithagomelatine,
thiscurativeeffectincreasessignificantly (p<0.05). Beyond that, webelievethatourresultsshould be
strengthenedwithadditionalevidencefrombiochemicalparameters in terms of thereliability of thedatawehavereached. It
has beenreportedthatthecontractility in thesmoothmuscle-containingtunicaalbuginelayer of the testis capsule is one of
theforcesthat transmit the sperm fromtheseminiferoustubulestotheepididymis, and a decrease in thecontractility of
thecapsulemaytriggerinfertility. Thepartialinhibitoryeffect of agomelatine on thetesticularcapsuleneedsto be
supportedbydose-dependentstudies of thedrugbased on theanalysis of ourexperimentaldata.

Keywords: Agomelatine, Selenium, Testes, Ischemia, Reperfusion
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1.GIRIS VE AMAC

Testisler; tunika albuginea isimli bag dokusundan yapilmis kapsiil ile ¢evrili, seminifer
tiibiil halkalarindan olusmus, skrotum igerisinde spermatik kordlara asili olarak konumlanmas,
erkek tireme sisteminin fonksiyonel birimi olarak islev géren bir ¢ift orgami temsil eder.
Testisin temel gorevleri, spermatogenez ve testosteron hormonunu sentezleyip salgilamaktir.
Boylelikle spermin gelisimi ve transportu ile erkege 6zgii fenotipik 6zelliklerin (kil yapasi,
kalin ses, biiyiikk kas ve kemik kiitlesi vb.) agiga ¢ikmasi saglanmig olur (Rhoades ve Bell,
2017). Ancak bazi durumlarda testisler infertiliteye kadar uzanan ¢ok sayida patofizyolojik
siiregle kars1t karsiya kalabilmektedir.Bu patolojilerin en sik rastlananlarindan biri testis
torsiyonudur. Testis torsiyonu (spermatik kordun kivrilmasi), saat yoniinde veya saatin tersi
yonde (intravajinal-ekstravajinal); 180°°den 720°’ye kadar donerek siddeti degisebilen bir
iskemik hasar tablosudur. Az sayidaki iirolojik acil vakadan biri olarak kabul edilmektedir.
Organin sag kalimi i¢in testisler ilk 6 saat igerisinde detorsiyone edilmelidir. Detorsiyon ile
kan akiminin yeniden kazanilmasi (reperfiizyon) hedeflenmektedir. Fakat, beklenenin aksine
reperfiizyon dokuya iskemik hasardan daha fazla zarar verebilir (Robbins, 2014;Macnicol,
1974).

Iskemi reperfiizyon (IR) hasari olarak tanimlanan bu fenomenin gelisiminden, serbest
radikal tiretimi sorumlu tutulmaktadir. Reperfiizyon ile gelen oksijen ve besince zengin kan,
karmasgik birtakim biyokimyasal reaksiyonlar araciliiyla ¢ok sayida reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) sentezlenmesine neden olur. Testisin premordiyalgerm hiicreleri serbest radikal
etkilesimlerine karsi ¢ok hassastir. Organizmanin intrensek antioksidan kapasitesi serbest
radikallerin verdigi zarar1 tolere edemezse, devaminda infertiliteye kadar ilerleyebilecek,
oksidatif stres hasari meydana gelebilir (Akgur ve ark., 1993). IR hasarini engellemek igin
ozellikle antioksidan sistemin iyilestirilmesi ve gili¢lendirilmesi amaglanmistir. Giiniimiize
kadar IR hasarin1 énlemeye yonelik, antioksidan etkisi oldugu diisiiniilen ¢ok sayida ajanin
tedavi edici yoni gosterilmistir. Bunlardan biri olan agomelatin, melatonerjik bir agonist
olarak Frsansa’da gelistirilmis, antidepresan bir ilagtir (Uzbay, 2012). Ancak bir melatonin
analogu oldugu ve melatoninin de ¢ok giiclii antioksidan etkileri bilindigi i¢in, yillar
icerisinde agomelatinin de antioksidan yonii pek ¢ok doku ve organ patolojilerinde deneysel
olarak kesfedilmek iizere arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Bu duruma bobrek (Aykora,
2020), mesane (Vidin, 2019; Al-Bayati, 2021), ovaryum (Yapca ve ark., 2014), serebrum
(Chumboatong ve ark., 2017) gibi organlar iizerinde yapilan ve agomelatinin antioksidan

etkisini gérmeyi amaclayan g¢alismalar 6rnek olarak verilebilir.Bir bagka antioksidan etkili
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ajan olan selenyum ise, 1817 yilinda Brezelius ve Gahn tarafindan kesfedilisinden giiniimiize
kadar(Santi ve Bagnoli, 2017)¢ok yonlii bir sekilde yararli etkileri ortaya konmus, organizma
icin gerekli esansiyel bir elementtir.Selenyum, gastrocnemius kast (Gholami ve ark., 2015),
retina(Yazici ve ark., 2015), miyokard (Venardos ve ark., 2007) periferik sinir (Zendedel ve
ark., 2015) ve testis dokusunda (Kara ve ark., 2016) IR hasarma kars1 tedavi edici etkileri
acisindan  incelenmistir. Bununla birlikte, literatirde agomelatin ve selenyum
kombinasyonunun testiste IR hasarina karsi gosterecegi etkileri dogrudan inceleyen bir

caligmaya rastlanmamastir.

Bu tez projesinin amaci bilateral torsiyon/detorsiyon modellenerek IR hasari
olusturulmus rat testisinde agomelatinin tek basina ve selenyumla birlikte gosterecegi
antioksidan etkiyi histopatolojikve fizyolojik agidan incelemektir. Deney asamasinda Wistar
albino cinsi erkek ratlardan alinan doku 6rnekleri ile histopatolojik olarak spermatogenez,
seminifer tubiil ¢aplari ve epitel uzunluklarinin hesaplanmasi (Johnsen skorlamasi, 1970)
gerceklestirilmistir. Ayrica IR hasar1 olusturulan hayvan modelinde agomelatin ve selenyum
kombinasyonu ile testis kapsiillerinin(tunika albuginea) kasilma giiciinde meydana gelen

degisiklikler genlik parametreleri olarak incelenmistir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.Diiz Kas Fizyolojisi

Organizmamizda onlarca ¢esit hiicre bulunmasina ragmen bunlarin pek azi uyarilabilir
tirdedir. Bu az sayida hiicre tiiriinden biri de kaslardir.Diiz kaslar; genellikle 1-5 mikrometre
capinda ve 20-500 mikrometre uzunlugunda liflerden olusur. Iskelet kasindaki bir¢ok kasilma
prensibi diiz kas i¢in de gegerlidir. Ornegin, diiz kasta da aktin-miyozin iplik¢ikleri arasindaki
cekici gilicler kasilmaya neden olur. Ancak diiz kas liflerinin fiziksel ve kimyasal i¢ diizeni
birtakim farkliliklar gosterir (Guyton ve Hall, 2017). Cesitli organlardaki diiz kaslarin kasilma
etkinliginin ¢ok ¢esitli etmenlerden etkilenebilmesi diiz kas liflerinin siniflandirilmasini
giiclestirmistir. Diiz kaslar, tek-birimli diiz kaslar ve ¢ok-birimli diiz kaslar olmak iizere

plazma zarmin elektriksel niteliklerine gore iki gruba ayrilmistir (Vander, 2018).

2.1.1. Cok birimli diiz kaslar

Cok birimli diiz kaslarda hiicreler arasinda oluklu baglant1 gegitleri (gapjunction) ya
hi¢ bulunmaz ya da ¢ok azdir (Vander, 2018;Costanzo, 2018). Birbirinden ayrilmis ve her biri
digerinden bagimsiz is goren kas liflerinden olusurlar (Guyton ve Hall, 2017). Tim kas
dokusunun kasilma yaniti, etkinlestirilen kas hiicrelerinin sayist ile sinir uyarilmasinin
frekansina baglhidir. Kas dokusunun néronlar tarafindan uyarilmasi bir 6l¢lide depolarizasyona
ve bir kasilma yanitina yol agsa da bu tip diiz kaslarin ¢ogunda aksiyon potansiyelleri
goriinmez. Ayrica dolasimdaki hormonlar, bu tip diiz kastaki kasilma etkinligini arttirip
azaltabilir. Ancak gerilme bu tip diiz kasta kasilmay1 uyarmaz (Vander, 2018). Bu tip liflerin
en onemli o6zelligi, her lifin digerlerinden bagimsiz kasilabilmesi ve agirlikli olarak sinir
sinyalleri ile kontrol edilmeleridir (Guyton ve Hall, 2017). Her hiicre bagimsiz olarak yanit
verir ve kas dokusu, ¢ok birimli olarak davranir (Vander, 2018). Kisacas1 her bir kas lifi,
iskelet kasina benzer sekilde ayr1 bir motor birim gibi islev gérmektedir (Costanzo, 2018). Bu
tip diiz kas hiicreleri, otonom (parasempatik ve sempatik) sinir sisteminin postgangliyonik
lifleri tarafindan zengin sekilde inerve edilirler. Islevi diizenleyen bu inervasyondur
(Costanzo, 2018;Vander, 2018). Goziin silyer kasi ve iris kasi, sempatik uyariyla aktive olan
piloerektor kaslar (Aktiimsek, 2001;Guyton ve Hall, 2017), akcigerin genis havayollarinda
bulunan kaslar, kalin arterlerde yer alan kaslar (Vander, 2018) ¢ok birimlidir. Ayrica ¢ok

birimli diiz kas, vasdeferenste de bulunur (Costanzo, 2018).



2.1.2. Tek birimli diiz kaslar

Tek birimli (iliniter, viseral) diiz kas hiicreleri hem elektriksel hem de mekanik olarak
senkronize etkinlik gosterir. Bu hiicreler uyarildiklarinda kasin tamama tek bir birim gibi yanit
verir. Ciinkii her bir kas hiicresinin, bitisigindeki liflere, aksiyon potansiyellerinin yerel
akimlarla diger hiicrelere yayilmasina izin verenbaglanti gecitleri (gapjunction) vardir.
Dolayistyla, bir grup tek birimli diiz kas hiicre kiimesinin herhangi bir yerinde goriilen
elektriksel etkinlik, baglantili hiicrelerin tiimiine iletilebilir (Vander, 2018). Bu kaslar
karakteristik olarak, kendi uyarisini kendi iiretebilir (spontanpacemaker) veya yavas dalgalar
olusturabilir. Bir organdaki yavas dalgalarin sikligi, aksiyon potansiyellerinin karakteristik
sekillerini ayarlar ve buna bagli olarak kasilmalarin sikligini belirler (Costanzo, 2018).
Sinirler, hormonlar ve lokal faktorler, tek birimli diiz kaslarin kasilma etkinliklerini
degistirebilir. Bu hiicrelerin inervasyon dereceleri farkli organlarda Onemli derecede
degisiklik gosterir. Tiim kasin etkinligi, uyaran odag: hiicrelerin aksiyon potansiyel frekansin
diizenleyerek denetlenebilir. Bu kas tipinin diger bir 6zelligi, kas dokusundaki gerilmenin
¢ogu kez bir kasilma yanitin1 uyarabilmesidir. Ornegin mide gibi pek ¢ok i¢i bos organda,
liimendeki materyal hacminin artmasiyla organin duvarlarindaki diiz kasin gerilmesi bir
kasilma cevabimi baslatir (Vander, 2018). ince ¢apli kan damarlari, gastrointestinal kanal,

mesane, uterus, ireter ve safra kanallar1 gibi ¢ok sayida i¢ organin duvarinda bulunurlar

(Guyton ve Hall, 2017;Costanzo, 2018;Vander, 2018).

2.1.3. Iskelet kas1 ve diiz kasfizyolojisinin karsilastiriimasi

Iskelet kasi ve diiz kasin fiziksel organizasyonu, uyarilma-kasilma eslesmesi,
kasilmanin kalsiyum iyonlarinca diizenlenmesi, kasilma siiresi ve kasilma icin gerekli enerji
miktar1 arasinda birtakim benzerlik ve farkliliklar vardir. Diiz kaslar, iskelet kasindaki gibi
cizgili yerlesim gostermeseler deaktin-miyozin miyofilamentlerini igerirler. Ayrica, kasilma
stireci kalsiyum iyonlar1 ile aktiflenir ve kasilma igin gerekli enerji Adenozin Trifosfat
(ATP)’in yikimindan elde edilir.Aktin filamentleri yogun cisimlere (dens body) baglanir.
Yogun cisimlerin bazilar1 hiicre icinde dagilmistir ve yogun bir cismi digerine baglayan
yapisal bir protein iskelesi tarafindan yerinde tutulmaktadir. Digerleri hiicre zaria baglanir ve
bitisik hiicrelerin yogun govdeleriyle baglar olusturarak kasilma kuvvetinin bir hiicreden
digerine iletilmesine izin verir. Miyozin filamentleri ise, aktin filamentlerinin arasina
serpistirilmistir. Miyozin filamentleri, aktin filamentlerininkinin iki katindan daha biiytik bir

capa sahiptir. Diiz kas hiicrelerinin kontraktil iiniteleri, iki yogun cisim arasindan 1sinsal



tarzda karsilikli olarak uzanan aktin filamentlerinden olusur; bu filamentler, yogun cisimlerin
ortasinda yer alan tek bir miyozin filamentinin iistiine binerek ortiisiir. Boylelikle, ayn1 yapisal
diizenlilige sahip olmasa da diiz kasin yogun cisimleri iskelet kasindaki Z diskleri ile ayni
islevi yerine getirmis olur (Guyton ve Hall, 2017). Diiz kas miyozin filamentlerinin ¢ogu “yan
kutup” adli ¢apraz kopriiler seklinde diizenlenmistir. Bir taraftaki kopriiler bir yone kayarken,
karsi taraftaki kopriiler aksi yone kaymaktadir (Guyton ve Hall, 2017). Bu organizasyonda,
miyozin filamentleri her iki ugtan da ¢ekilebildiginden iskelet kasinda kasilmayla kasin boyu

%30’dan az oranda kisalirken, diiz kasta bu oran %80’¢ ¢ikar (Pinar, 2016).

Iskelet kaslarinin gogu hizli kasilip gevserken diiz kas kasilmalarinin ¢ogu bazen
saatler hatta giinler siiren tonik kasilmalardir. Ciinkii diiz kastaki miyozin capraz koprii
dongiisiiniin hizi, iskelet kasindakinden ¢ok daha diisiiktiir. Bu durum, ¢apraz kopriilerin aktin
iplik¢iklerine bagl kaldig: siirenin ¢okea arttig1 varsayimi ve ¢apraz koprii baslarinin iskelet
kasindakinden ¢ok daha az Adenozin Trifosfataz (ATPaz) aktivitesine sahip olmasi ile
iligkilendirilmistir. Diiz kasta bir kasilmay:1 siirdiirmek icgin iskelet kasinda gerekli olan
enerjinin sadece 1/10 - 1/300" kadar enerji gerekir. Bu durumun ¢apraz kopriilerin baglanma-
ayrilma dongiisiinlin yavasligindan kaynaklandigina inanilir. Bagirsaklar, mesane, safra kesesi
ve diger i¢c organlar tonik kasilmasini devamli olarak siirdiirdiigiinden diiz kasin enerji
kullanimindaki bu tutumluluk, organizmanin enerji metabolizmasina biiyiik katki saglar. Tipik
bir diiz kas dokusu uyarildiktan 50-100 milisaniye sonra kasilmaya baglar ve ortalama bir
iskelet kasimin 30 kat1 olan toplam kasilma siiresi 1- 3 saniye arasindadir (Guyton ve Hall,
2017). Diiz kasin yavas baslangicli kasilma-gevseme karakteristigi miyozin ATPaz’inin

cizgili kasa gore daha yavas aktivite gostermesi nedeniyledir (Yegen, 2014).

Diiz kasin maksimum kasilma kuvveti genellikle iskelet kasindan daha fazladir. Bu
artan c¢ekim kuvvetinin, miyozin c¢apraz kopriilerinin aktin filamentlerine uzun siireli
baglanma periyodundan kaynaklandigi varsayilmaktadir. Diiz kas bir kez tam kasildiktan
sonra, kasin aktivasyon derecesi baglangic seviyesinin ¢ok altina diisse de, kas daha az enerji
tilketerek tam kasilma giiciinii korur. “Mandal mekanizmasi1" ad1 verilen bu olgunun 6nemi,
uzun siireli tonik kasilmayir ¢ok az enerjiyle saatlerce siirdiirebilmesidir. Bdylelikle, az
miktarda sinirsel ya da hormonal uyarici sinyalin devamliligina gereksinim duyulur. Birgok
ici bosluklu organdaki viseral iiniter tip diiz kaslar, uzatilma veya kisaltilmalarindan sonraki
saniyeler i¢inde neredeyse orijinal kasilma giiciine dénebilme yetenegine sahiptir. i¢i bosluklu
bir organin biiylik hacim degisikliklerine ragmen liimenindeki basinci uzun siire sabit

tutmasia izin veren bu dnemli fenomene “diiz kasin stres gevsemesi” denir.iskelet kast,
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gerilmis uzunlugunun yaklasik 1/4 - 1/3’1 kadar yararli bir kasilma mesafesine sahipken diiz

kas gerilmis uzunlugunun 2/3’tinden fazlasini kasabilir (Guyton ve Hall, 2017).

2.1.4.Diiz kas kasilmasi ve gevsemesi

Sitozolik kalsiyum derisimindeki degisiklikler, diiz kas liflerindeki kasilma etkinligini
cizgili kaslarda oldugu gibi denetler (Vander, 2018). Bu degisiklikler diiz kas lifinin sinirsel
ya da hormonal yolla uyarilmasi, lifin gerilmesi veya kimyasal ¢evresindeki degisikliklerle
meydana gelebilir (Guyton ve Hall, 2017). Ote yandan, diiz kasin uyarilma-kasiima
eslesmesindeki mekanizmalar iskelet kasindan oldukca farklidir. Iskelet kasinda
kalsiyumuntroponin C’ye baglanmasi aktin ile miyozinin baglanmasina izin verir (Costanzo,
2018). Fakat diiz kasta troponin bulunmaz (Koz, 2010). Aktin miyozin etkilesimi, kalsiyumun
kalmodulin adli proteine baglanmasiyla kontrol edilir (Costanzo, 2018). Kalmodulintroponine
benzese de kasilmay1 baslatma bigimi farklidir. Kalmodulin miyozin gapraz kopriilerini aktive
ederek kasilmayi baslatir (Guyton ve Hall, 2017). Diiz kasta uyarilma kasilma eslesmesi su

sirayla gergeklesir:

(I) Diiz kasin depolarizasyonu sarkolemmadaki voltaj kapili kalsiyum kanallarin1 agar
ve kalsiyum elektrokimyasal gradiyent dogrultusunda hiicre i¢ine akar. Boylece hiicre i¢inde
kalsiyum konsantrasyonu artar. Bununla birlikte, voltaj kapili kalsiyum kanallariyla iceri
giren kalsiyum, sarkoplazmik retikulum (SR)’dan ilave kalsiyum salinimina (kalsiyum ile
uyarilan kalsiyum salinimi) da neden olur. Dolayisiyla hiicre i¢i kalsiyumun artig1 kismen
sarkolemmadan kalsiyum girisi ve kismen de hiicre i¢i SR depolarindan kalsiyum salinmasina

baghdir.

(IT) Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artis kalsiyumun kalmoduline geri
doniisiimlii olarak baglanmasina neden olur. Iskelet kasindaki troponin C’ye benzer sekilde,
kalmodulin de dort kalsiyum iyonunu kooperatif tarzda baglar. Kalsiyum kalmodulin

kompleksi, miyozin hafif zincir kinaza baglanir ve enzimi aktiflestirir.

(1) Aktive miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincirini fosforiller.
Fosforilasyon, miyozin basinin konformasyonel olarak sekil degistirmesine ve ATPaz
aktivitesinin biiyiik 6l¢iide artmasina neden olur. Bu da miyozinin aktine baglanmasia ve
boylece c¢apraz koprii dongiisiiyle gerim {iretilmesine izin verir. Gerim miktar1 hiicre ici

kalsiyum konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Costanzo, 2018).



Kasilmis diiz kasin gevseyebilmesi i¢in kalsiyum iyonlarinin sitozolden
uzaklagtirilmasi (hiicre zarindan disariya veya SR icine) ve bunun sonucunda da kalsiyumun
kalmodulinle olusturdugu kompleksin bozulmasi gereklidir. ATP harcanmasin1 gerektiren
pompalarla kalsiyum iyon konsantrasyonu kritik seviyenin altina diistiiglinde, miyozin baginin
fosforilasyonu sona erer. Bunu, diizenleyici hafif zincirden fosfat1 ayiran miyozin fosfataz
enzimi gergeklestirilir. Ardindan ¢apraz dongiiler inaktive olur ve kasilma sonlanir (Guyton
ve Hall, 2017). Bu mekanizmanin yani sira hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu, voltaj kapili
kalsiyum kanallarin1 kapatan hiperpolarizasyon da dahil olmak iizere birka¢ farkli sekilde
daha diisiiriilebilir. Ornegin, siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve siklik guanozin
monofosfat (cGMP) gibi ligandlar ile kalsiyum kanallar1 dogrudan inhibe edilebilir,inozitol
trifosfat (IP3) diretimi inhibe edilerek SR’den kalsiyum salimimi durdurulabilir, SR
membraninda bulunan enerji bagimh kalsiyum pompalariin aktivitesinde artis saglanarak
retikulum i¢ine pompalanan kalsiyum miktar1 arttirilabilir (Costanzo, 2018). Ayrica kan
hiicrelerini icinde bulunduran damar endotel hiicrelerinden diiz kas1 gevseten endotel kaynakli
gevsetici faktor (EDRF) serbestlendigi ve etkisini cGMP iizerinden gosterdigi bilinmektedir.
EDFR’ninnitrik oksit (NO") oldugu daha sonradan kesfedilmistir (Koylii, 2019).

2.1.5.Diiz kasta kasilmaya neden olan kalsiyum iyonlariin kaynaklari

Diiz kasta kalsiyum iyon kaynaklari iskelet kasindan farklidir. Iskelet kasinda, kasilma
icin gerekli kalsiyum iyonlarinin neredeyse tamami SR kaynakliyken, diiz kaslarin pek
cogunda bu organelin total niceligi daha diisiiktiir (Guyton ve Hall, 2017). Bundan dolayidir
ki, hiicre dis1 sividaki kalsiyum derisimi sitozoldekinden 10* kat daha biiyiiktiir. Boylelikle,
plazma zarindaki kalsiyum kanallariinn agilmasi hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunun artigi
ile sonuglanir (Vander, 2018). Sonu¢ olarak, diiz kas kasilmasinin giicii genellikle
ekstraseliiler kalsiyum diizeyine belirgin olarak bagimlidir (Guyton ve Hall, 2017). Diiz kas
kasilmasii baslatmak iizere sitozolik kalsiyum diizeyindeki artisa genelde SR ve
sarkolemmadaki kanallar aracilifiyla igeri giren ekstraseliiler kalsiyum iyonlar1 katkida
bulunur (Vander, 2018). Bununla birlikte sitozolik kalsiyum diizeylerinin artmasina da ligand
kapili kalsiyum kanallar1 ve IP3 kapili kalsiyum salinim kanallar1 katkida bulunabilir. Kas
hiicresinin membraninda bulunan ligand kapili kalsiyum kanallar1 ¢esitli hormonlar ve
norotransmitterler araciligiyla acilabilir ve hiicre dis1 sividan ilave kalsiyum girisine izin
verebilir. SR zarindaki IP3 kapili kalsiyum salinim kanallari ise hormonlar ve
norotransmitterler tarafindan agilabilir. Her iki mekanizma da depolarizasyonun neden oldugu

sitozolik kalsiyum diizeyindeki artis1 giiglendirir (Costanzo, 2018).
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2.1.6.Diiz kas kasilmasinin sinirsel kontrolii

Iskelet kasindaki, sinir lifiyle kas hiicresi arasinda Ozellesmis diizenli sinir-kas
kavsaklar1 diiz kasta yoktur (Koylii, 2019). Otonom sinir lifleri, ¢gogu durumda, transmitter
maddelerini diiz kasin matriks kaplamasina salgilayan diffiiz kavsaklar olusturur vetransmitter

madde daha sonra hiicrelere yayilir (Guyton ve Hall, 2017).

Diiz kas liflerini inerve eden aksonlar, iskelet kas liflerinin motor son plaktaki tipik
dallanan ayakuglarma da sahip degildir. Bunun yerine, ince terminal aksonlarin c¢ogu,
eksenleri boyunca dagilmis birden fazla varikoziteye sahiptir. Varikoziteler, transmitter
madde yiiklii vezikiiller igerir (Guyton ve Hall, 2017). Daima asetilkolin (ACh) igeren iskelet
kas kavsagindaki vezikiillerin aksine, diiz kas1 inerve eden otonom sinir lifi sonlanmalarindaki
vezikiiller bazi liflerde ACh bazilarinda ise norepinefrin igerir (Koylii, 2019).Baz1 nadir
durumlarda, 6zellikle ¢ok {iiniteli diiz kaslarda, varikoziteler dogrudan kas lifi zar1 iizerinde
bulunur. Bunlara temas kavsaklar1 denir ve iskelet kasi sinir-kas kavsaklarina benzer bir isleve
sahiptir. Bu tarz diiz kas liflerinin kasilma hiz1 difiiz baglantilarla uyarilan liflere gére oldukca

yuksektir (Guyton ve Hall, 2017).

ACh ve norepinefrin diiz kas néromiiskiiler kavsaginda uyarict veya inhibe edici
etkilere sahip en 6nemli transmitter maddelerdir (Guyton ve Hall, 2017). Diiz kaslar1 inerve
eden otonom sinirler tarafindan salgilanan bu transmitter maddeler hi¢gbir zaman ayni sinir
lifleri tarafindan salgilanmazlar. ACh bazi organlarda diiz kas lifleri i¢in eksitator, bazilarinda
ise inhibitordiir. ACh bir kas lifini uyariyorsa norepinefrin onu inhibe ediyordur ve bunun tam

tersi de gecerli olabilir (Koyli, 2019).

Diiz Kasta Membran ve Aksiyon Potansiyelleri

Diiz kas hiicrelerinin kararli bir dinlenim zar potansiyeli yoktur. Kasin durumuna gore
yaklagik -50/-60 milivolt (mV) civarindadir (Pinar, 2016). Bu deger iskelet kasindakinden
ortalama 30 mV daha pozitiftir. Aksiyon potansiyelleri ise, viseral kas gibi tek birimli diiz
kasta, iskelet kasinda oldugu gibi meydana gelirken, ¢ok tiniteli diiz kaslarin ¢ogunda olusmaz
(Guyton ve Hall, 2017). Viseral diiz kasin aksiyon potansiyelleri sivri (spike) veya platolu
olmak {iizere iki sekildedir (Pinar, 2016). Dikensi potansiyellerin ¢ogu tek tiniteli diiz kas
tipinde meydana gelir. Elektriksel stimiilasyon, gerilme veya hormonlarin, transmitter
maddelerin etkisi ile ortaya ¢ikabilir ya da kas lifinde kendi kendine de olusabilirler. Platolu

aksiyon potansiyellerinin ise baglangic1 tipik dikensi potansiyele benzer. Ancak,



repolarizasyon birkag yiiz milisaniye gecikir. Plato; lireterde, baz1 kosullar altinda uterusta ve
baz1 vaskiiler diiz kas tiplerinde meydana gelen uzun siireli kasilma donemlerini

aciklamaktadir (Guyton ve Hall, 2017).

Diiz kas uyarilmasinda sodyumdan ziyade voltaj kapili yavas kalsiyum kanallarinin
rolii vardir (Pinar, 2016). Sodyum, ¢ogu diiz kasta aksiyon potansiyelinin olusumuna ¢ok az
katilir. Bunun yerine, lifin igine kalsiyum iyonlarinin akisi, aksiyon potansiyelinden esas

olarak sorumludur (Guyton ve Hall, 2017).

Tek birimli diiz kastaki yavas dalga potansiyelleri, aksiyon potansiyellerinin spontan
iretimine neden olur. Yavas dalganin kendisi bir aksiyon potansiyeli degildir, zar
potansiyelindeki yavas salinimlardir. Yavas dalgalar; sodyum pompasi aktivitesinde sodyum
hizli pompalandiginda zar potansiyelinin daha negatif olmasina ve sodyum yavas
pompalandiginda daha az negatif olmasina neden olan salinimlar veya ritmik olarak artip
azalan iyon kanallarinin iletkenligi nedeniyle olugsmaktadir (Guyton ve Hall, 2017). Yavas
dalganin potansiyeli esigin lizerine ¢iktiginda (yaklasik —35 mV) aksiyon potansiyeli dogar,
kas kitlesinde yayilir ve kasilma meydana gelir (Koyli, 2019).

Spontan aksiyon potansiyelleri genellikle viseral (tek tniteli) diiz kas gerildiginde
dretilir. Spontan aksiyon potansiyelleri, gerilmenin kendisinin neden oldugu zar
potansiyelinin negatifliginde bir azalmaya ek olarak normal yavas dalga potansiyellerinin bir
kombinasyonundan kaynaklanir. Bu gerilme tepkisi, asir1 arttiginda bagirsak duvarinin

otomatik olarak kasilmasina ve gerilmeye direnmesine izin verir (Guyton ve Hall, 2017).

2.1.7. Lokal doku faktorleri ve hormonlarin diiz kas kasilmasi iizerine etkisi

Tiim diiz kas kasilmasinin neredeyse yarisi, diiz kasin kasilabilir birimlerine dogrudan
etki eden uyaric1 faktorlerle ve aksiyon potansiyelleri olmadan baglatilmaktadir. Sinirsel
olmayan ve aksiyon potansiyeli dogurmayan uyarici faktorlerin iki tipi siklikla, lokal
kimyasal doku faktorleri ve ¢esitli hormonlardir.Kii¢iik kan damarlarina dogrudan ulasan bir
sinir yoktur veya az miktardadir. Ancak kan damarlarinin diiz kaslar1 kasilmaya ¢ok yatkindir.
Kendisini ¢evreleyen intersitisyel sividaki lokal kimyasal sartlar ile kan basincindaki
degisimler nedeniyle olusan gerilmelere hizla yanit verirler. Normal dinlenim durumunda bu
kiiciik kan damarlarinin pek c¢ogu kasili haldedir. Fakat dokuya fazladan kan akimi
gerektiginde pek cok faktor damar duvarini gevsetebilir, boylelikle akimda artis saglanir. Bu
yolla, giiclii bir yerel geribildirim kontrol sistemi doku alanina dogru bdlgesel kan akimin

diizenler. Ornegin; asir1 karbondioksit, hidrojen iyon konsantrasyonunun artmasi, dokularda
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yerel oksijen eksikligi diiz kasta gevsemeye ve dolayisiyla vazodilatasyona neden olur.
Ayrica; adenozin, laktik asit, potasyum iyonlarinin artmasi, kalsiyum iyon konsantrasyonun
azalmas1 ve viicut sicakligiin artmasi da lokal vazodilatasyona neden olabilir. Vaskiiler diiz
kas geriminin azalmasi ile kan basincinin diismesi de bu kii¢iik kan damarlarin1 dilate eder.
Dolagsimdaki hormonlarin ise bir¢ogu, diiz kasin kasilmasinmi bir dereceye kadar etkiler ve
bazilarinin etkileri belirgindir. Norepineftrin, epinefrin, anjiyotensin II, endotelin, vazopresin,
oksitosin, serotonin ve histamin bunlarin en Onemlileri arasindadir. Duz kaslar farkli
hormonlara, norotransmitterlere ve diger maddelere yanit olarak kasilma veya gevsemenin
baslatilmas1 acisindan ©Onemli farkliliklar gosterirler (Guyton ve Hall, 2017). Bazi
norotransmitterler farkli diiz kas dokularinda zit ekiler meydana getirebilir. Ornegin
noradrenalin, damar diiz kaslarinin ¢ogunda, a-adrenerjik reseptorleri etkileyerek kasilmay1

arttirirken, brons diiz kaslarindaP-2 reseptorlere etki yaparak gevseme olusturur (Vander,

2018).

2.2. Testisin Fizyolojik Yapisi ve Islevleri

Iki adet testis (erkek gonadlari), genital kanallar, aksesuar bezler ve penisten olusan
erkek lireme sistemi (Koylii, 2019); sperm (spermatozoon) yapimi, erkek seks hormonlarinin
iretimi ve erkek gamet hiicrelerinin disi {ireme sistemine iletilmesi islevlerini yerine getirir
(Gartner, 2009). Testisler viicut disinda skrotum iginde bulunan, oval sekilli organlardir (Koz,
2010). Bir ¢ift testisin her biri yaklagik 10-15 gram agirhginda, yaklasik 4,5 - 5 cm boyunda
ve 2,5 cm ¢apindadir (Aktiimsek, 2001).

2.2.1. Seminifer tiibiiller ve testiste sperm iiretimi: spermatogenez

Testisi ¢evreleyen zarlardan tunika albuginea, mediyastinum testis boliimiinde
kalinlagir ve buradan ¢ikan septumlar testisi 250 kadar lobuli testise boler. Her lobiilde 1-4
adet, kivrimli yapida, ana islevi sperm iiretimi olan seminifer tiibiil bulunur (Sekil 2.1.).
Seminifertiibiillerin duvari birkag¢ hiicre tabakasi kalinliginda epitelle doselidir. Bu epitelin

bazal hiicreleri sertoli ve germ hiicrelerinden (spermatogonyum) olusmaktadir (Gartner,
2009).

Spermatogonyumlar kendilerini ¢ogaltmak ve primer spermatositleri olusturmak iizere
mitoz aktivitesiyle bdliintirler. Diploid yapidaki primer spermatositler 1. mayoz bdliinme
sonrasinda sekonder spermatositleri meydana getirirler. Bu bdliinmenin ardindan 2. mayoz

boliinmeyi tamamlayan hiicreler haploidspermatidler halini almislardir. Bu siirecin ardindan,
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spermatidler sitoplazmalarinin ¢ogunu kaybederler, organelleri yeniden organize olur ve
erkek gamet hiicresi olan spermlere (spermatozoalara) doniisiirler (Sekil 2.1.). Sperm

farklilagmast sertoli hiicrelerinin fiziksel ve besleyici destegi ile gergeklesir (Gartner, 2009).
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Sekil 2.1. A)Spermatogenez ve hiicre bolinmeleri (Koyli, 2019), B)Testisin longitudinal kesiti ve
ductusdeferens (Ross and Wilson, 2001)

2.2.2. Testiste sertolihiicreleri ve islevleri

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiillerin bazal membranint meydana getirir, germ
hiicrelerinin farklilasma ve olgunlagsmasi i¢in ortam saglar. Bu hiicreler, spermatogenezde
olduk¢a 6nemli fonksiyonlar1 yerine getirir. Sperm {iiretimi sirasinda germ hiicreleri seminifer
tiibtillerin i¢ bosluguna dogru,sertoli hiicreleri boyunca gog eder. Sertoli hiicreleri sitoplazmik
uzantilariyla i¢ bosluguna dogru giden spermatogonyum hiicre serilerini kusatarak gelisim
stiregleri boyunca fiziksel ve metabolik olarak onlara destek olur (Koylii, 2019). Sertoli
hiicreleri spermiyogenezis sirasinda olusan sitoplazma artiklar1 (Gartner, 2009) ve hatali
iiretilen sperm hiicrelerini fagosite eder (Koylii, 2019). Ayrica, spermleri destekleyen ve bu
hiicrelerin seminifer tiibiillerde ve genital kanallarda tasinmalar1 i¢in gerekli akiskan ortami

saglayan fruktozdan zengin bir siv1 salgilarlar (Gartner, 2009).

Sertoli hiicreleri germ hiicreleri ile 6zel baglanti kompleksleri olusturur. iki sertoli
hiicresi yanlara dogru yaptiklar1 sitoplazmik uzantilariyla birbirine tutunur. Bu uzantilarin
arasinda, spermatogenetik seriye ait germ hiicrelerini kusatarak onlar1 hapsederler. Boylece

germ hiicrelerinin ¢evreyle irtibat1 kesilir. Beslenme, hormonal etkilesim gibi fonksiyonlar
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sertoli hiicreleri araciligiyla gergeklestirilir. Spermatogonyumlar bazal membran iizerine
oturduklart i¢in sadece {iist kutuplarindan sertoli hiicrelerinin yaptiklari bu baglant1 ile
kusatilirlar. Oysa daha ileri evrelerde bulunan spermatositler ve spermatidler tim g¢evreleri
boyunca kusatilarak tamamen dis ortamdan izole edilirler. Sertoli hiicrelerinin birbirleriyle
yaptiklar1 siki baglantilarla (zonulaocludens tiirii baglantilar) olusan bu bariyere kan-testis
bariyeri adi verilir (Koylii, 2019). Bu durum gelismekte olan spermleri immiin sistemin
saldirgan ve yok edici etkisinden korur (Gartner, 2009). Bdylelikle seminifer tiibiilleringerm
hiicreleriyle doseli duvari, kan testis bariyeri sayesinde bazal ve luminal kompartman olarak
ikiye ayrlmis olur. Bazal kompartman i¢inde spermatogonyumlar ve geng¢ spermatositler,
luminal kompartmanda ise olgun spermatositler, spermatitler ve spermatozoa bulunur (Koyli,
2019).

Adenohipofizden salgilanan folikiil stimiile edici hormonun (FSH) etkisiyle, Sertoli
hiicreleri androjen baglayici protein (ABP) salgilar. ABP testesteronla baglanir ve testesteronu
seminifer tiibiillerin limeninde serbest birakarak spermatogenezin gerceklesmesi igin gerekli
esik diizeyin iizerinde etkin olmasini saglar (Gartner, 2009). Kisacas1 ABP, tiibiil sivisindaki
testosteron diizeyini yliksek ve sabit tutar (Koyli, 2019). Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda, FSH
salinimini geri besleme (feedback) mekanizmasiyla 6nleyen inhibin hormonunu da salgilar.
Sertoli hiicreleri embriyonik gelisim esnasinda Miiller kanalinin gelisimini engelleyen anti-
miillerian hormonu iiretirler. Bdylece embriyonun erkek olarak gelismesi kesinlesmis olur

(Gartner, 2009; Koyli, 2019).

2.2.3.Seminalsivimin testisten ejekiilatuvarkanala iletimi

Ejekiilator (genital) kanallar, semineal vezikiillerden, prostat bezi ve bulboiiretral
bezlerden gelen salgilart alir ve sperm ile karistirir (Koz, 2010). Olusan semenin s1vi ve sperm
iceriginin viicut dismma c¢ikisini saglar (Gartner, 2009). Seminifer tiibiillerde big¢imlenen
spermatozoa (Rhoades ve Bell, 2017), seminifer tiibiillerintubulirekti adli kisa ve diiz
tiibiillerle birleserek mediastinumda olusturdugu (Gartner, 2009) rete testise tasinir (Koyld,
2019). Spermler buradan, epididimisin ilk parcasi (bas) olan ve duktus epididimise (gévde ve
kuyruk) agilan 15-20 adet duktuliefferentes’e (efferentduktus) gecerek testisi terk etmis olur
(Gartner, 2009; Koyli, 2019). Sperm hiicrelerinin depolanmasi, korunmasi, tasinmasi ve
olgunlagsmas1 epididimisin fonksiyonlaridir. Buradaki olgunlasma spermin epididimis
boyunca kendi hareketini saglayan fonksiyonel kapasitede bir degisikligi kapsar. Spermler

epididimis govdesi boyunca gocii sirasinda ileri dogru hareket yetenegi kazanir. Spermler
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kuyrukta (kauda) depolanirken, sperm olgunlagsmasimin onemli bir boliimi bas (kaput)
kisminda meydana gelir (Rhoades ve Bell, 2017). Epididim, 30-35 cm uzunlugundaki
vasdeferens (duktusdeferens) ile devam eder (Koylii, 2019). Kauda epididimis, prostata
girmeden Once genislemis bir tip seklindeki ampullayr olusturan duktusdeferense
baglanmistir. Ampulla da spermin depolandig1 bir yer olarak islev goriir (Rhoades ve Bell,
2017). Kalin, kasli bir yapiya sahip olan vasdeferens, inguinal kanaldan spermatik kordonun
bir pargasi olarak gegerek karin (abdomen) bosluguna ulasir ve buradan prostat bezine girer
(Sekil 2.2)). Prostat bezine giren duktusdeferensin devami ejekiilatuvar kanal
(duktusejekiilatoriyus) adini alir. Sag ve sol ejekiilatuvar kanallar son olarak idrar ve semeni

digartya tastyan iiretrayla birlesir (Gartner, 2009).

idrar kesesi

Ampulla
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\‘

Uretra \,\ N Ejakiilasyon
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doku —— / \i Bulbotiretral

Seminal
vezikiil

/ bez

Prepusyum —‘a,§ i / ] [— Vas deferens
Glans / / Epididim
penis Testis \Skrotum P

Sekil 2.2. Erkek iireme sistemi (Guyton ve Hall, 2013)
2.2.4.Seminalsivi icerigini zenginlestiren aksesuar bezler

Erkek tireme sisteminde semenin sivi bilesimini olusturan {i¢ adet aksesuar bez
bulunur. Bunlar; prostat bezi, iki adet seminal vezikiil ve bir ¢ift kiigiik bulboiiretral (Cowper)
bezdir (Gartner, 2009).

Cowper bezleri, prostatin altinda yer alan, sekil ve biiytlikliik olarak bezelyeye
benzeyen olusumlardir (Aktiimsek, 2001). Testislerden viicut disina acilan zincirin son
boliimii {iretradir ve bu bezler liretranin baslangic bolgesine ¢ok yakin yerlesimlidirler
(Guyton ve Hall, 2013). Mukdz ve alkali karakterdeki salgilarini testosteronun kontrolii
altinda seksiiel uyar1 ile kaverndz (spongiy6z) tiiretraya bosaltirlar (Aktiimsek, 2001).
Bulboiiretral bezlerin epitel hiicrelerinden salgilanan bu mukus benzeri sivi, penisin
lubrikasyonuna (kayganlagsmasina) yardimci olarak cinsel birlesmeye hazirlar (Yegen, 2014).
Ayrica tretrada kalmis olan idrarin asitligini noétralize eder (Koz, 2010). Testesteron

yoklugunda bu bezler atrofiye olur (Aktiimsek, 2001).
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Seminal vezikiiller tiibiiler bir yapiya sahiptirler ve epitel hiicrelerinden bol miktarda
fruktoz, sitrik asit ve diger besin maddeleriyle birlikte ¢ok miktarda prostoglandinler ve
fibrinojen igeren mukoid bir siv1 salgilarlar. Vasdeferensin spermi bosaltmasindan kisa bir
stire sonra her bir vezikiil i¢erigini ejekiilator kanala verir. Boylelikle semene biiyiik bir hacim
eklendigi gibi, seminal sivida fruktoz ve diger besleyici maddelerin artmasi ile ejekiilattaki
spermin ovumu dollemesine kadar gegen siire¢ icinde beslenmesi saglanir. Prostoglandinler;
hem servikal mukusla reaksiyona girerek sperm hareketleri i¢in daha uygun bir ortam
olusturur hem de ejekiile spermin overlere dogru hareketi i¢in uterusta ve fallop tiiplerinde zit
yonde peristaltik kasilmalara neden olurlar (Guyton ve Hall, 2013). Semene karakteristik sar1
rengi veren de bu bezin besleyici salgisidir (Gartner, 2009) ve ejekiilatin %60-70’ini meydana
getirir (Aktiimsek, 2001).

Prostat bezi mesanenin hemen altinda bulunur. Ortasindan prostatik {iretra geger
(Koylii, 2019). Bezin salgist bosaltici kanllar ile prostatik tiretraya akitilir (Gartner, 2009).
Prostat, semene siit goriintiislinii veren ve igeriginde kalsiyum, sitrat, fosfat, ¢inko, pihtilasma
enzimi, fibrinolizin ve PSA (Prostat Spesifik Antijen) igeren akigkan alkali siviy1 salgilar.
Prostat sivisinin bu alkali karakteriovumun ddllenmesinde 6nemlidir. Clinkii kadinin vajinal
salgilar1 gibivasdeferens sivisi da asidiktir ve bundan dolay1r spermin fertilite Ozelligi
baskilanir. Sperm, ortam pH’1 6-6,5 diizeyine ulagsana kadar hareketsizdir. Prostat salgisi1 diger
stvilarin  asiditesini noétralize eder ve semende ortalama pH diizeyinin 7,5-8 diizeyinde
olmasin1 saglar. Boylece spermin hareket ve fertilizasyon yetenegi arttirilmis olur (Koyld,

2019).

2.2.5.Testisin endokrin fonksiyonu

Testislerin iki ana islevi olan spermatogenez ve testosteron salgisi, hipotalamus-
hipofiz ekseni tarafindan feedback mekanizmasiyla kontrol edilir (Sekil 2.3.). Hipotalamik
hormon gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) iken, 6n hipofiz hormonlari
gonadotropinler olarak da bilinen FSH ve liiteinize edici hormon (LH)’dur (Costanzo, 2018).
FSH ve LH, testisleri uyararak spermatogenez ve endokrin islevler {izerinden testikiiler
fonksiyonu diizenler (Rhoades ve Bell, 2017). Seminifer tiibiillerde bulunan germ hiicreleri
(spermatogonyum) ve seminifer tiibiillerin bazal membranini olusturan sertoli hiicrelerine ek
olarak testiste goriilen iigiincii spesifik hiicre tipi Leydig hiicreleridir. Intersitisyel hiicreler
olarak da adlandirilan bu endokrin hiicre kiimeleri, seminifer tiibiiller arasindaki bag

dokusuna yayilmiglardir ve gorevleri LH hormona yanit olarak erkek cinsiyet hormonu olan

14



testosteronu iiretmektir. Leydig hiicreleri seminifer tiibiil hacminin yaklasik %20’sini
olusturur ve viicuttaki testosteronun %95°1 testislerde bu hiicrelerden sentezlenir (Koyli,
2019). Puberteden Once testosteron iiretilmez. Pubertenin baslamastyla, hipofiz bezi LH ve
FSH salgilar (Gartner,2009). FSH ise spermatogenezi ve sertoli hiicre islevini uyarir
(Costanzo, 2018). GnRH, LH ve FSH salgisi ise testosteron tarafindan negatif geri bildirimle
diizenlenir. Testosteron salgisinin artmasi GnRH’nin atim frekansini ve salgisini azaltir. Bu da
adenohipofizden LH ve FSH salgisim1 azaltir. LH’nin azalmasi da testislerden testosteron
salgisin1 azaltir. Boylelikle testosteron salgisinin artmasi negatif geri bildirimle hipotalamus
ve hipofiz salgisin1 azaltarak testosteron diizeyi normale getirilir. FSH salgisi, ek olarak
sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin ile de azaltilr. Oyle ki, FSH salgis1 esas olarak
inhibinin negatif feedback inhibisyonu altindadir. Inhibinsertoli hiicrelerinin FSH ile
uyarilmasiyla salgilanan bir hormondur. Adenohipofizi dogrudan etkileyerek FSH salgisini
inhibe eder. Tim bunlarin tersine testosteron salgisi azaldiginda ise GnRH salgist artar,

adenohipofizden LH ve FSH salgisi artar ve tekrar testosteron diizeyi yiikselir (Koylii, 2019).

Tetosteron, fetal gelisim sirasinda mezonefrik kanalin olgunlagsmasindan, dolayisiyla
ic genital organlarin (epididim, ductusdeferens, ductusejekiilatoryus, seminal vezikiiller)
gelisiminden sorumludur. Testislerin inmesinde rol oynar (Guyton ve Hall, 2013). Puberte ve
sonrasinda ise erkek sekonder cinsiyet karakterlerinin olugsmasini saglar. FSH ile birlikte
spermatogenezi siirdiiriir. Protein metabolizmasindaki anabolizan etkisiyle biiylimeyi
destekler. Kemik biiyiimesini ve kalsiyum depolanmasini arttirir. Bazal metabolizmay arttirir.
Eritrosit sayisint arttirir (Yegen, 2014). Deri kalinligini arttirir. Orta diizeyde sodyum,
potasyum, su, kalsiyum, siilfat ve fosfat tutulumuna neden olur (Guyton ve Hall, 2013).
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Sekil 2.3.Testesteron salgisinin geri bildirimle diizenlenmesi (Rhoades ve Bell, 2017)
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2.2.6.Testisin kanlanmasi: arteryelbeslenme - ven6z bosaltim

Testisler skrotum igerisinde pampiniformpleksusun zit akimli 1s1  degistirme
mekanizmasi sayesinde viicut sicakligindan 3-4° daha disiik sicaklikta tutulmaktadir (Ko6yli,
2019). Testisler, epididimis ve testis kiliflar1; aortadan direkt olarak gelen A. testicularis,
A.iliacainterna’dan gelen A. ductusdeferentis ve A. epigastricainferior’dan gelen
A.cremasterica olmak tizere birbirleri ile anastomoz yapan tii¢ farkli arter tarafindan
beslenirler (Sekil 2.4.). Skrotumu besleyen damarlar ise A.pudentainterna’dan gelir
(Prometheus, 2009).

Testis ve epididimisten toplanan vendéz kan ise Vv. testicularis’e akar. Ven,
A testicularisin dallarin1 sarar ve arterle beraber kasik kanalindan gegerek retroperitoneal
alanda yoluna devam eder. Bu noktada sag taraftaki V. testicularis V.cavainferiora, sol
taraftaki ise V. renalissinistrayadokiiliir (Sekil 2.4.). Farkli venéz drenaj klinik agidan
onemlidir: sol ven, V.renalissinistraya dik a¢1 ile dokiildiiginden burada fizyolojik bir dar
bogaz olusur. Dolayisiyla burada vendz kanin akmasinda zorluklar ortaya ¢ikabilir. Bu da sol
V.testicularis’de ve bununla beraber plexuspampiniformis’te varis seklinde genislemeler
(varikosel) olusturabilir. Pleksuspampiniformis, bundan dolay1 6zel fonksiyonu olan “sicagi
ayarlama” (A.testicularis’ten gelip geriye donen vendz kanin sogutulmasi) islevini tam olarak
yerine getiremeyebilir. Bunun sonucu lokal bir sicaklik artmasi ve buna bagl olarak da sol

testiste fertilite azalmasi ortaya ¢ikar (Prometheus, 2009).

V. renalis sinistra

Vv. testiculare

@ \ (Plexus pampini- A. testicularis
i \ \ formis)
S _\ \ A.ductus
: ﬁ deferentis
\\ _// Vv. ductus
deferentis

V. testicularis

sinistra A.cremasterica

V. cremasterica

# ™\ Canalis inguinalis

Vv. testiculares
(Plexus pampini-
formis)

Sekil 2.4. A)Testisin vendz bosaltimi (Prometheus, 2007), B) Testisin arteryel beslenmesi (Prometheus, 2007)
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2.2.7. Testis kapsiiliiniin kontraktilitesi ve fizyofarmakolojikinnervasyonu

Fetal gelisim sirasinda testisler skrotuma gd¢ ederken peritonun prosessusvajinalis adlt
uzantisini da inguinal kanal aracilifiyla beraberlerinde tasirlar. Zamanla bu uzanti oblitere
olur ve periton boslugundan ayrilarak testislerin ¢evresinde tunikavajinalis denen serdz iist
katman1 meydana getirir. Tunikavajinalis, dista parietal icte viseral tabakadan olusur. Viseral
tabaka, testisin on ve yan kisimlarinda tunika albuginea adli alt katman1 orter (Prometheus,
2007). Fibromuskiiler bag dokusu yapisinda bir kapsiil olan tunika albuginea ise (Gartner,
2009); i¢ kisminda, kan damarlarinca zengin gevsek bag dokusu yapisindaki tunikavaskiiloza

ile birlikte her bir testisi sarar (Ross ve Pawlina, 2014).

Testis kapsiilii, testis parankimi i¢in koruyucu bir dokudan daha fazlasidir. Testis
kapsiiliiniin farkli uyaranlara kars1 kasilma/gevseme yetenegi gostermesi, testis islevi tizerinde
daha ayrintihi bir rol oynadigina isaret etmektedir (Jurkiewicz ve ark., 2020). Tunica
albuginea, testis kapsiiliiniin ana bilesenidir ve kontraktil diiz kas igerdigi ilk defa 1960’larin
sonlarinda gosterilmistir (Sneddon ve Westfall, 1983). insan da dahil, farkli memeli tiirlerinin
testis kapsiilleri kendiliginden motor aktivite sergiler. Ayrica, kasilmalara ndronal
stimiilasyon veya ekzojen ilag uygulamasi da aracilik edebilir. Bununla birlikte; testikiiler
kapsiil motor aktivitesinin, fizyolojik islevi ve erkek lireme sisteminin dogurganlik tizerindeki
fizyolojik rolii heniiz tam anlamiyla netlik kazanmamistir. Fakat bu aktivitenin
spermatozoanin seminifer tiibiillerden kaput epididimise taginmasinda,
interstisyel/intratestikiiler basincin korunmasinda ve testikiiler kan akiginin kontroliinde rolleri

olduguna dair kanita dayali ¢alismalar vardir (Jurkiewicz ve ark., 2020).

Kapsiilotomi uygulanmis rat testisinin seminifer gecis segmentinde sperm retansiyonu
gostermesi, testis kapsiilii kasilmalarinin sperm hiicresinin seminifer tiibiillerdenrete testise
taginmasi i¢in gerekli oldugunu gostermektedir (Jurkiewicz ve ark., 2020). Spermin testisten
epididime hareketinde, testis kapsiiliiniin kasilmast 6nemli bir rol oynayabilmektedir (Banks
ve ark, 2006). Oyle kijtunikaalbugineanin  kasilmasinin  spermi  seminifer
tiibiillerdenepididimin bagina iten mekanizmalardan biri oldugu varsayildigindan (Hargrove
ve ark., 1977), testis kapsiiliiniin kasilma aktivitesinde meydana gelebilecek disfonksiyonun
erkek fertilitesinde bir azalmayi tetikleyebilecegi 6n goriilmektedir (Dantas da SilvaJunior ve
ark., 2014).

Tunica albuginea; fibroblastlar, miyofibroblastlar, kollajen lifler, diiz kas, ektopik

Leydig hiicreleri, sinir uclar1 ve kan damarlarindan olusur. Insan testis kapsiiliinde,
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tunicaalbuginea'nin dis boélgesinde miyofibroblastlar, i¢ bolgelerinde ise diiz kas hiicreleri
baskindir. Ote yandan, ratlarin testis kapsiilii, tunicaalbugineada sadece diiz kas hiicrelerini
icerir. Kemirgen ve insan testis kapsiiliindeki kontraktil aktivite, sinir uyarimi veya eksojen
ilag uygulamasi ile de ortaya ¢ikarilabilir. Ornegin; adrenerjik sinirlerin esas olarak rat testis
kapsiiliinii innerve ettigi (superior-inferior spermatik sinirler), kolinerjik liflerin ise bu dokuda
seyrek olarak dagildig1 bildirilmistir. Insan testis kapsiiliinde de adrenerjik sinir uglarinin
varlig1 gosterilmistir. Testis kapsiilii uzun siire inert bir doku olarak kabul edilmis ve sadece
testis parankimi i¢in koruma sagladigi diisiiniilmiistiir. Ancak c¢alismalar, izole edilmis rat
testis kapsiilliniin, ekzojen olarak eklenen otonomik ilaglarla in vitro inkiibasyona yanit olarak
kasilabilecegini gostermis ve ilk kez testis kapsiiliiniin daha 6nemli fizyolojik islevlere sahip
olabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Arastirmacilar, izole edilmis rat testis kapsiiliiniin eksojen
olarak uygulanan noradrenalin veya adrenaline yanit olarak kasildigini ve bunun dokuda

adrenoseptorlerin varligini diisiindiirebilecegini belirtmistir (Jurkiewicz ve ark., 2020).

Daha sonraki c¢aligmalar, rat testis kapsiiliiniin elektrik stimiilasyonuyla uyarilan
kasilmalarina agirlikli olarak adrenerjik sinir uglarindan salinan noradrenalinin aracilik
ettigini gdstermistir. Izole rat testis kapsiilii kullanilarak yapilan organ banyosu calismalari,
noradrenalinle (ndronal olarak aracilik edilen veya eksojen olarak uygulanan) indiiklenen rat
testis kapsiilii kasilmalarinda o2-adrenoseptorlerin katilimini isaret etmektedir. Bununla
birlikte insandan alinan testis kapsiiliiniin de (heniiz adrenoseptdr tipi tanimlanmamis olsa da)
ndronal stimiilasyonla veya eksojen olarak uygulanan noradrenaline yanit olarak kasildigi
bildirilmistir. Immiinohistokimyasal calismalarla, kemirgen ve insan testis kapsiiliiniin diiz
kas1 tizerinde ATP'nin de bir yardimci iletici olarak roliiincelenmis ve ekzojen olarak
uygulanan ATP’nin, rat, insan ve fare testis kapsiilii kasilmalarini1 indiikledigi bildirilmistir.
Testikiiler kapsiil motor aktivitesini modiile etmek i¢in hangi hiicrelerin ATP saliverdigi,
heniiz cevaplanmamis bir soru olsa da, elde edilen veriler ATPmin testis kapsiliini
kasabildigini gostermektedir. Histaminin de farkli dokularda adrenerjik ndrotransmisyonun
onemli bir modiilator ajani olabilecegini diislindiiren giiglii kanitlar vardir. Histamin
reseptorleri, insanlardan ve kemirgenlerden alman testis kapsiilii ve parankiminde
tamimlanmustir. Calismalar yiiksek konsantrasyonlarda (>10*M) histaminin (prostaglandin

sentezi yoluyla) rat testis kapsiiliinii kasabildigini goéstermistir (Jurkiewicz ve ark., 2020).

ACh, ratlardan alinan testis kapsiiliinde kasilmalar1 indiikleyebilmektedir. Caligmalar,
kolinerjik ilaglar tarafindan indiiklenen rat testis kapsiiliiniin kasilmalarinamuskarinik 3 (M3)

reseptorlerinin aracilik ettigini gostermistir. Rat testis kapsiiliindeki bu muskarinik reseptor alt
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tipinin aktivasyonu, L tipi voltaj kapili kalsiyum kanallarindan ve hiicre i¢i depolardan (SR ve
mitokondri) kalsiyum salimimina yol agar. Ancak ¢ok ilging bir sekilde, rat testikiiler
parankiminin kolinerjik innervasyondan yoksun oldugu bildirilmistir. Bu durum da rat
testisinde noronal olmayan bir kolinerjik sisteme isaret etmektedir. Melatonin de rat ve insan
testisinde lokal olarak sentezleniyor gibi gériinmektedir. Insan testisinde koruyucu bir rol
oynamasina ragmen melatoninin testis kapsiilii tizerindeki etkileri heniiz tam olarak

degerlendirilmemistir (Jurkiewicz ve ark., 2020).

2.2.8. Testis torsiyonu

Testis torsiyonu, spermatik kordun ve igeriginin biikiilmesidir (Sharp ve ark., 2013).
Her y1l 25 yasindan kiiglik 4.000 erkekten birini etkiledigi diisiiniilmektedir (Ringdahl ve
Teague, 2006). Testis torsiyonunun yas dagilimi bimodal olup, ilk zirve yenidogan
doneminde ve ikinci zirve puberte civarindadir. Yenidoganlarda, prosesusvajinalis de dahil
olmak {izere tiim kordun biikiilmesiyle ekstravajinal torsiyon baskindir. Ekstravajinal torsiyon
antenatal veya erken postnatal donemde ortaya c¢ikabilir. Tipik olarak akut inflamasyonla
birlikte veya akut inflamasyon olmaksizin agrisiz skrotal sislik olarak ortaya ¢ikar. Daha
biiyiik cocuklarda ve yetigkinlerde testis torsiyonu genellikle intravajinaldir (Sharp ve ark.,
2013). Prosesusvaginalis'in konjenital bir malformasyonunun neden oldugu intravajinal
torsiyon, vakalarin %90'mi1 olusturur (Candocia ve Solomon, 2003). Bu malformasyonda
tunikavajinalis sadece testis ve epididimi degil ayn1 zamanda spermatik kordu da kapsar. Bu,
testisin tunikavajinalis i¢inde serbest¢e donmesine izin veren bir "¢an tokmagi deformitesi”

yaratir (Ringdahl ve Teague, 2006).

Hastalar1 travma diginda testis torsiyonuna yatkin hale getiren faktorler arasinda testis
hacminde artis (genellikle ergenlikle iliskili), anormal horizontal egilim, testis tiimori,
kriptorsidizm Gykiisii ve uzun intraskrotal kism1 olan spermatik kord bulunmaktadir (Arce ve
ark., 2002). Kalic1 hasar olusmadan Once tipik olarak 4-8 saatlik bir zaman araligi vardir
(Sharp ve ark., 2013). Detorsiyon semptomlarin baslangicindan 6 saatten daha kisa bir siire
sonra meydana gelirse testis kurtarma orani %90'dir, ancak 12 saat sonra %50'ye ve 24 saat

sonra %10'un altina diiser (Ringdahl ve Teague, 2006).

Testis torsiyonu ani baglayan siddetli tek tarafli testis agris1 ile kendini belli eder
(Sharp ve ark., 2013). Testis torsiyonunda en hassas fiziki bulgu kremasterik refleksin
olmamasidir (Caesar ve Kaplan, 1994). Ayrica spermatik kord biikiildiik¢e kisalir, bu nedenle

testis etkilenen skrotumda daha yiiksek goriinmesi de ¢ok spesifik bir bulgudur. Venoz
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tikaniklik nedeniyle, etkilenen testis etkilenmeyen testisten daha biiyiik goriinebilir (Ringdahl
ve Teague, 2006).Teshis i¢in goriintiileme yalnizca torsiyon ihtimalinin diisiik oldugu siipheli
durumlarda yapilmalidir. Oykiisii ve fizik muayenesinde torsiyon siiphesi olan her hasta
hemen ameliyat edilmelidir (Galejs, 1999). En sik kullanilan tan1 yontemleri Doppler
ultrasonografi, radyoniiklid goriintiileme ve cerrahi eksplorasyondur(Ringdahl ve Teague,
2006).

Testis torsiyonu ister intravajinal ister ekstravajinal olsun (Nguyen ve ark., 1999),
torsiyon ilk olarak vendz doniisii engeller (Davenport, 1996). Bunun sonucunda vendz ve
arteriyal basinglarin esitlenmesi ile arteryal kan akis1 engellenerek testikiiler iskemi meydana
gelir. Iskeminin derecesi, torsiyonun siiresine ve spermatik kordun rotasyon derecesine
baglhdir (Davenport, 1996).Testis torsiyonu, hizli tan1 ve miidahale gerektiren cerrahi bir acil
durumdur. Dolayisiyla testisin fonksiyon kaybini 6nlemek i¢in derhal cerrahi detorsiyon
yapilmalidir. Ancak testisin detorsiyonu (reperfiizyonu) beklenmedik sekilde daha fazla
hasara neden olabilir (Erol ve ark., 2009). Ciinkii oksijenli kanin restorasyonu, iskemiden
daha fazla hasara neden olan bir reaksiyon dizisini baglatir (Tanriverdi ve ark., 2020).
Kisacasi testis torsiyonunda birincil patofizyolojik olay iskemi ve ardindan reperfiizyondur.
Bu nedenle, testis torsiyonu-detorsiyonu, testis icin bir iR hasaridir (Filho ve ark., 2004). IR
hasari, ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’nin asir1 iiretimi ile iligkilidir (Mogilner ve ark.,
2006).

Radikaller, testis germ hiicrelerinde deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarmna ve
apoptoza neden olurken; buna karsilik dokularda da antioksidan savunma mekanizmalari
gelismistir (Tanriverdi ve ark., 2020). Antioksidan sistem, serbest radikal olusumunu engeller,
ancak ciddi hasar donemlerinde yetersiz kalabilir (Bast ve ark., 1991). Denge oksidanlar
lehine bozulursa oksidatif doku hasari meydana gelebilir (Cay ve ark., 2006). Memeli
testisleri oksidatif strese kars1 oldukg¢a hassastir. Oksidatif stresin erkek infertilitesinin baslica
nedeni oldugu gosterilmistir ve infertil erkeklerin biiyiik bir kisminda seminal ROS seviyeleri

yiikselmistir (D6kmeci ve ark., 2007).

IR hasarinin, endotel hiicrelerinin aktivasyonu ve ardindan etkilenen bdlgeye
l6kositlerin toplanmasi ile sonuglanmasi nedeniyle inflamatuar bir yanita benzedigi de
bildirilmistir (Yoshida ve ark., 1999). Aerobik kosullar altinda yasayan tiim hiicreler gibi,
spermatozoa da ¢ogunlukla normal metabolik aktiviteden kaynaklanan ROS iiretir. Ancak
yliksek ROS konsantrasyonlar1 spermatozoada olusan hasarin patofizyolojisinde 6dnemli bir
rol oynar (Dokmeci ve ark., 2007).
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Testisi IR hasarindan kurtarmak igin terapdtik uygulamalarin belirlenmesi ve testisin
diger oksidatif stres formlarindan korunmasi potansiyel olarak yararlidir (Erol ve ark., 2009).
Testiste IR hasarin1 6nlemek igin cesitli anti-inflamatuar ilaglar (Mogilner ve ark., 2006),
antioksidanlar ve serbest radikal siipiiriiciiler (Unsal ve ark., 2006) kullanilmistir. Bugiine
kadar, hayvan testis torsiyonu modellerinde IR hasarmi azaltmak icin oksijen radikal
stipliriiciiler gibi bir dizi kimyasal ve ila¢ basariyla kullanilmistir, ancak bu kimyasallardan
veya ilaglardan ¢ok az1 klinik kullanimdadir (Erol ve ark., 2009).Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz, allopurinol, melatonin, selenyum, N-asectilsistein, sarimsak, ve L-karnitin gibi
antioksidanlarin ve ROS siipiiriiciilerin 6n tedavisinin, testis torsiyonuna bagli erkek

kisirhiginda IR hasarini 6nledigi gosterilmistir. (Dékmeci ve ark., 2007).

2.3. Iskemi Reperfiizyon Hasar1
2.3.1.Iskemi - iskemik hasar

Kalp ve damarlar araciligiyla hiicre, doku ve organlarin kan ile beslenmesi ve
oksijenizasyonu perfiizyon olarak tanimlanir (Amag, 2020). Organ veya dokulara giden bu
kanin herhangi bir nedene bagli olarak belirgin sekilde azalmasi sonucunda perfiizyonun
bozulmasia ise iskemi adi verilir (Ozcan, 2015). Hipoksi ise, iskemiye ugrayan doku ve
organlarin, thtiyact olan oksijenin temininde gerekli fizyolojik diizeylere ulasilamamasi
durumudur.Hipoksi, iskemiden ayirt edilmelidir. Hipoksinin en sik goriilen nedeni iskemi olsa
da oksijen eksikligi, kanin yetersiz oksijenlenmesinden veya kanin oksijen tasima

kapasitesinin azalmasindan da kaynaklanabilir (Robbins, 2014).

Iskemi ve onun dogal bir sonucu olan hipoksi, basta hiicresel diizeyde olmak iizere
baz1 hasar mekanizmalarini tetikler. Hiicrelerin enerji deposu olan ATP, mitokondrilerin
elektron transport sisteminde oksijenin indirgenmesi sirasinda, adenozin difosfat (ADP)’in
oksidatif fosforilasyonuyla iiretilir. Ayrica oksijen yoklugunda glikolitik yolak, dolasimdan ya
da hiicre i¢i glikojenin hidrolizinden saglanan glukozu kullanarak da ATP iiretebilir (Robbins,
2014). Iskemik siiregte, eslik eden hipoksi ve besin tedariginin saglanamamasi, hiicre igi
enerji liretiminin anaerob tarafa kaymasina ve glikojen depolarinin hizla tiiketilmesine neden
olur. Sonugta hiicre, enerji iiretimini kompanse edemez ve belirgin ATP kayb1 gergeklesir. Bu
durumdan tiim enerji bagimli iyon pompalar1 ve aktif transport sistemleri olumsuz yonde
etkilenir. Hiicrede ATP kaybindan ilk etkilenen yapi sodyum-potasyum ATPaz (Na'-
K*ATPaz) pompalaridir (Mis ve Yeltekin, 2014). Pompanin ¢alismasinda bir yavaslama,

hiicre i¢inde sodyum, hiicre disinda ise potasyum iyonlarinin birikmesine neden olur
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(Robbins, 2014). Ikinci sirada ise kalsiyum-ATPaz (Ca**-ATPaz) pompalar1 hasar goriir
(Lehotsky ve ark., 2002). iskemik siirecte, sitozoldeki kalsiyum diizeyleri, baslangigta
mitokondri ve diiz endoplazmik retikulum (ER) gibi hiicre igerisindeki depolardan, daha sonra
da plazma membranindan kalsiyum girisine bagl olarak yiikselir. Ancak hem Ca**-ATPaz
pompalarinin hem de Na"™-K*ATPaz pompasi ve onunla antiport ¢alisan sodum-kalsiyum
degistiricilerinin aktif olarak calismak i¢in gereksinim duydugu ATP enerjisi yeteri kadar
iiretilemediginden pompalarin ¢alismasi yavaslar ve hiicre icerisinde sodyum iyonlarina ek

olarak kalsiyum iyonlar1 da belirgin olarak birikmeye baslar (Robbins, 2014).

Hiicre icerisindeki metabolik artiklarin aktif olarak uzaklastirilamayisi, ¢oziinmiis
madde artis1 vesitozolde biriken sodyum-kalsiyum iyonlarin varligi hiicrede osmotik basincin
artmasina ve hiicrenin su alarak belirgin sekilde sismesine neden olur. Meydana gelen izo-
osmotik tutulumER’nin genislemesine de neden olur (Robbins, 2014). Normal sartlar altinda,
hiicre hacminin kontroliinde gorevli yapilarin en Onemlilerinden biri Na*-K"*ATPaz
pompasidir. Herhangi bir nedenden dolay1 hiicre sismeye baslarsa, pompa otomatik olarak
aktiflesir ve suyla birlikte fazla iyonlar1 hiicre disina tasir. Boylece normal hiicre hacminin

stirdiiriilmesinde siirekli bir denetim gorevi yapar (Guyton ve Hall 2017).

Iskemik hasar déneminde ATP kaybinin uzun siirmesi veya siddetlenmesi, protein
sentez diizeneginin yapisal bozukluguna yol agar. Bu bozulma ribozomlarin kaba ER’den
ayrilmasina ve polizomlarinmonozomlara ayrigmasina, sonug¢ olarak da protein sentezinin
azalmasina yol acar (Robins, 2014). Ayrica, bu siiregte azalmis olan hiicre i¢i potasyum

konsantrasyonu da protein sentezinde azalmayi tetikler (Rhoades ve Bell, 2017).

Iskemik siiregte, enerji kaybmni kompanse etmek amaciyla anaerob glikoliz baskin hale
gelir. Ancak bunun sonucunda laktik asit tiretiminde de artis olur. Laktik asit birikimi, hiicre
ici pH degerini diisiiriir. Meydana gelen asidoz hiicredeki bir¢ok enzimin aktivitesinin
azalmasina neden olur. Ayrica bu donemde hipoksi nedeniyle hasar goren mitokondri
membraninda “mitokondriyal gegirgenlik gecis gozenegi” (MPTP) adi verilen yiiksek
iletkenlikte kanal olusumu gergeklesir. Bu kanalin ag¢ilmasi da, mitokondrilerdeki membran

potansiyelinin azalmasina ve pH degisikliklerine yol agar (Robbins, 2014).

Iskemik dénemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar
sitokinlerin ve 16kosit adezyon molekiillerini yapiminda artis olurken antioksidan enzimlerin
olusumunda bir azalma meydana gelir. Bu durum hiicreyi reperfiizyon donemindeki hasara

kars1 dayaniksiz kilar (Parks, 1988).Sitozoldeki kalsiyum iyonlarinin artmasi, hiicre iizerinde
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tehlikeli etkilere sahip olabilecek cok sayida enzimi aktive eder. Bunlardan fosfolipazlar
membran hasarina neden olur, endoniikleazlar DNA’nin ve kromatinin zarar gormesine ve
ATPaz’lar da ATP kaybinin hizlanmasina sebep olur. Proteazlar ise gerek membrandaki,

gerekse de hiicre iskeletindeki proteinleri yikma egilimindedir (Robbins, 2014).

Iskemi déneminde ATP iiretimi belirgin olarak azaldigi halde kullanimi devam eder
(Parks, 1988). Ve hiicre igerisinde bulunan mevcut ATP katabolize olarak sirasiyla: ADP,
adenozin monofosfat (AMP), adenozin, inozin ve son basamakta da hipoksantin agiga ¢ikarir
(Baines, 2009). Normal sartlarda hipoksantiniirik asite metabolize olur. Bu reaksiyonu,
ksantin dehidrojenaz enzimi, nikotinamidadenindiniikleotidin okside formunu (NAD®) son
elektron alic1 olarak kullanarak katalizler (Parks, 1988). Ancak intraseliiler kalsiyum artisi,
kalsiyum bagimli sitozolik proteazlari aktive eder (De Martino, 1981). Aktivasyonu artan
proteazlar, hiicre i¢i ksantindehirojenaziksantin oksidaz enzimine doniistiiriir (Schaffer, 1983).
Ksantin oksidaz ise, hipoksantini {irik asite doniistiirmek i¢in elektron alic1 olarak reperfiizyon
doneminde gelen molekiiler oksijeni kullanir (Valko, 2005). Bu durum “reperfiizyon hasar1”
olarak adlandirilan ve beklenmedik bir sekilde iskemik donemdeki hiicresel hasar1 daha da

arttiran siirecin onemli komponentlerinden birini olusturur.

2.3.2.Reperfiizyon - reperfiizyon hasari

Reperfiizyon, kisaca iskemik dokunun yeniden kanlanmasidir. Ancak paradoksal
olarak hiicre ve dokulara iskemik hasardan daha fazla zarar verir. Beklenmeyen bu cevabin
olusumundan,postiskemik dokuya reperfiizyonla tasinan oksijenin doniistiigli reaktif
metabolitler sorumlu tutulur. Serbest radikal etkinligi gosteren bu metabolitlerin liretiminden

sorumlu bazi mekanizmalar 6nerilmistir.

Ksantin Oksidaz Aracili Radikal Uretimi

Iskemik siiregte olusan ksantin oksidaz, dehidrojenaz formundan farkli olarak,
hipoksantini iirik asite doniistirmek i¢in NAD" yerine elektron alici olarak reperfiizyon
doneminde gelen molekiiler oksijeni kullanir ve hipoksantini 6nce ksantine ve sonra da iirik
asitedoniistiirtir (Sekil 2.5.). Ancak son iki basamakta iiriin olarak reaktif oksijen tiirlerinden

sliperoksit anyonu olusur (Valko, 2005).
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Sekil 2.5. IR hasarinda ksantin oksidaz aracili ROS olusumu (Ozcan, 2015)

Normal fizyolojik kosullarda; olusan siiperoksit, SOD ile 6nce hidrojen peroksit
(H202)’e sonra da katalaz etkisi ile suya doniisiir. Fakat reperfiizyonda ksantin oksidaz
etkisine bagli olarak artan siiperoksit radikali ve H20., antioksidan kapasiteyi asar ve
ortamdan etkin bir sekilde temizlenemez. H2O. daha sonra Fe*? gibi gegis metalleri veya
siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girer (Sekil 2.6.) ve en giiclii radikal olarak bilinen
hidroksil radikalini olusturur (Valko, 2005).

Fenton Reaksiyonu:
1. Oy +Fetd ——_=TFetl + Oy
2. HyOp+ Fet? — = 0OH + OH- + Fet3
Haber-Weiss Reaksiyonu:

Oy + H;03 ———-->0;+ OH + OH-

Sekil 2.6.Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari (Yontem ve Unaldi, 2018)
Notrofil - Endotel Etkilesimine Bagl Radikal Uretimi

Postiskemik hiicresel disfonksiyonun olusumunda reaktif oksijen metabolitleri ve
aktive grantilositlerin roliine isaret eden ¢ok sayida kanit vardir. Asagidaki sekilde, graniilosit
infiltrasyonu ve postiskemik dokularda meydana gelen mikrovaskiiler ve parankimal hiicre
islev bozuklugu etkilesimini agiklamak i¢in Onerilen bir hipotez 6zetlenmistir (Sekil 2.7.).
Buna gore, reperflizyonda iiretilen ksantin oksidazdan tiiretilen oksidanlar, daha sonra
graniilositleri ¢eken ve aktive eden proinflamatuar ajanlarin olusumunu ve salinimini baslatir.
Aktive notrofiller mikrovaskiiler endotelyuma yapisir, ekstravazasyonla damar disina ¢ikar ve
doku disfonksiyonuna katkida bulunan sitotoksik oksidanlari1 ve proteazlari serbest birakmak

iizere dokulara go¢ eder. Extravaze lokositler, sitotoksik cephaneliklerini yapistiklar
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parankimal hiicrelere karsi odaklayabilirler ve bdylece hiicresel hasara neden olurlar
(Korthuis ve Granger, 1993).

Xanthine-oxidase-dependent Cell injury
oxidant production ; destruction
Elaboration of Leukocyte adhesion Microvascular
proinflammatory stimuli to parenchymal cells dysfunction

v NS

. Leukocyte adhesion —> Leukoeyte emigration
in postcapillary venules into the tissues

Sekil 2.7.Postiskemik dokularda ksantin oksidaz tiirevi oksidanlar ve graniilosit infiltrasyonuna bagli hiicresel
islev bozuklugu (Korthuis ve Granger, 1993)

Polimorfoniikleer 16kositler (PMNL)postiskemik dokularda birikip aktiflestiklerinde
cok miktarda reaktif oksijen metaboliti meydana getirdiginden, bu hiicreler reperfiizyon
sirasinda 6nemli miktarda oksidan iiretiminden sorumludur. Ozellikle nétrofiller, oksidan
aracili IR hasarmin patogenezinde belirgin bir rol oynar. Bu fagositik hiicreler reperfiize
dokularda 6nemli bir reaktif oksijen metaboliti kaynagidir. Mikrovaskiiler endotelyuma
notrofillerin yapismasi, graniilositleriniskeminin neden oldugu hiicresel islev bozuklugunu
siddetlendirecek sekilde hareket ettikleri postiskemik dokularda toplanmasi ve birikmesi igin

bir 6n kosuldur (Korthuis ve Granger, 1993).

Postiskemik dokularda sitotoksik oksidanlarin 6nemli bir baska potansiyel kaynagi ise,
notrofilik NADPH (indirgenmis NADP) oksidaz (NOX)’dir. Fagositik lokositler, sitoplazmik
NADPH'yiNADP*'ya (nikotinamidadenindiniikleotit fosfat) oksitleyen, zara baghh NOX
enzimini igerir. Tipki ksantin oksidaz gibi, NOX da siiperoksit veH20: tiretebilir (Grisham,
1989; Weiss, 1989). Buna ek olarak, notrofil tiirevi siiperoksit ve H>O2’nin diisitk molekiiler
agirlikli demir ile etkilesime girerek hidroksil radikalleri olusturdugu da One siirtilmiis
olmakla birlikte, son veriler graniilositlerin in vivo olarak ¢ok az miktarda hidroksil radikali
irettigini  gostermektedir (Winterbourne, 1986). Bu durum; aktive edilmis graniilositler
tarafindan salinan ve graniiler bir enzim olan miyeloperoksidaz (MPO)’mn, neredeyse tiim
H20.’yi tiikketme, dolayisiyla bu oksidanin siiperoksit ve demir ile etkilesimini sinirlandirma

yetenegi ile iliskilendirilmistir (Korthuis ve Granger,1993).

Aktive notrofiller tarafindan da salgilanan MPO, H20: ve kloriir iyonlarindan
hipokloréz asit (HOCI) olusumunu katalize eder. HOCI, gii¢lii bir oksitleyici ve klorlayici
maddedir (Grisham, 1989; Weiss, 1989). Notrofil tiirevli HOCl ve H»O.de nétrofilik
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proteazlar tarafindan katalize edilen hidrolitik reaksiyonlari baslatabilir (Weiss, 1989).
Ornegin HOCI; doku proteazlar1 ve antiproteazlar arasindaki dengeyi, ya birka¢ plazma
proteaz inhibitoriiniin oksidatif inaktivasyonuyla ya da latent proteazlarin (kollajenaz,
jelatinaz gibi) ve yahut da her ikisinin aktivasyonu ile degistirebilir. Birka¢ rapor, notrofil
tirevli proteazlarin, IR'nin neden oldugu hiicresel islev bozuklugunda 6nemli bir rol
oynayabilecegini gostermektedir (Inauen, 1989). Bu nedenle; nétrofilin, graniilositin yikici
potansiyelini kolaylastirmak i¢in NOXenzim sistemini ve graniiler bilesenleri koordineli bir

sekilde kullandig1 agiktir (Korthuis ve Granger, 1993).

Mitokondriyal Elektron Transport Zincirinin Aracilik Ettigi Radikal Uretimi

Mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ), organizmadaki en Onemli serbest
radikal kaynaklarindan biridir. Mitokondriyum ise, normal fizyolojik kosullarda hiicre igi
olusan siiperoksitin baslica kaynagidir (Solaini, 2005). Hiicrelere giren oksijen, mitokondri
tarafindan tiiketilirken bunun yaklasik %98’1 suya indirgenir. Ancak bu sistemdeki elektron
tastyicilar, zincirden nikotinamidadenindiniikleotidhidrid (NADH) dehidrojenaz basamagi
(kompleks 1) ve Ubikinon (Koenzim Q) basamagi olmak iizere iki yeden oksijene elektron
sizdirir (Yontem ve Unaldi, 2018). Kalan %1-2’lik kisim (Solaini, 2005), sistemin son
komponenti olan sitokrom oksidaz enziminden, elektron kagagi nedeniyle indirgenemeyerek
siiperoksit ve H20, radikallerine déniisiir (Yontem ve Unaldi, 2018). Normalde olusan bu
stiperoksitler, SOD enzimi tarafindan hizlica dismutasyona ugratilir. Ancak iskemi
durumunda ETZ’de molekiiler oksijen yokluguna bagl olarak elektron akisi durdugundan bu
kompleksler (6zellikle kompleks 1) indirgenmis diizeyde kalir. Reperfiizyonda ise yliksek
yogunlukta molekiiler oksijenin geri gelisi ile ETZ’den elektron sizintis1 artar ve patolojik
stire¢ siiperoksit tiretiminin artist ile devam eder (Solaini, 2005). Ayrica serbest radikallerin
mitokondriyal membran yapilarinda olusturdugu hasar sonucunda mitokondrilerden ortama
daha fazla serbest radikal salmir (Ozcan, 2015). Mitokondriyal ROS iiretiminden sorumlu
diger bir énemli mekanizma; 6zellikle kardiyak IR hasarinda oksidatif stres olusumunda
onemli bir rol oynadigi gosterilmis olan monoaminoksidaz (MAQO) enzimi ile sekillenir
(Kvietys, 2012). Mitokondriyum dis =zarinda bulunan MAO, normal sartlarda
norotransmitterdeaminasyonundan sorumludur ancak reaksiyon sirasinda yan {iriin olarak pro-

oksidan bir molekiil olan H202’yi de iiretir (Di Lisa, 2009).
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Nitrik oksit-Siiperoksit Dengesindeki Bozulmanin Araciltk Ettigi Radikal Uretimi

Nitrik oksit (NO"), reaktif bir radikal olup baslica nitrik oksit sentaz (NOS) ailesinin
endotelyal (eNOS), indiiklenebilir (iNOS) ve noéronal (nNOS) izoformlar1 tarafindan
sentezlenir (Szocs, 2004). Reaksiyon dokularda; oksijen varliginda,
tetrahidrobiopterininkofaktorliigiinde, arginininsitriilline okside olmasiyla gerceklesir
(Hein,2003). Normal fizyolojik kosullarda, eNOS tarafindan endotelyal hiicrelerde olduk¢a az
miktarda iiretilen NO’nun; vazodilatasyon, diiz kaslarda relaksasyon, 16kosit adhezyonunu
engelleme, trombosit fonksiyonlari ve hiicre i¢i sinyal iletimini diizenleme gibi ¢esitli
gorevleri vardir (Esme, 2006). Oldukg¢a kompleks etki mekanizmalaria sahip olanNO’nun,
bu etkilerinin liretim hizi ve miktarina gore degiskenlik gosteriyor olmasi reperflizyon

hasarinda kritik rol oynar (Hein, 2003).

Normal sartlar altinda NO™ {iretim hiz1 siiperoksitin olduk¢a tizerindedir. Bu durum,
hiicre i¢i dugiik stiperoksit seviyelerinin etkili bir bi¢imde temizlenmesine, diiz kasta
guanilatsiklaz araciligiyla arteriyol tonusun diismesine, trombosit agregasyonu ve trombiis
olusumunun Onlenmesine ve Idkositler ile endotel hiicre yiizeyi arasindaki adeziv
etkilesimlerin en aza indirgenmesine olanak tanir. Reperfiizyon hasarinda ise, endotel
hiicrelerinde NO' ile siliperoksit arasindaki denge degisir ve hem arteriyollerde endotel bagimli
vazodilatasyonda bozulma, hem de veniillerde akut inflamatuvar yanit olusumu meydana
gelir. Oyle ki, iskemik dokularda reperfiizyondan dakikalar sonra NO™ ile siiperoksit
arasindaki denge siiperoksit yoniine kayar. Dengedeki bu farklilasma, hem endotel hiicreleri
ve yapisik 10kositler tarafindan iiretilen siiperoksit miktarinda biiytlik bir artisa hem de eNOS
aracili NO™ sentezinde bir azalmaya neden olur (Teke, 2008).

Bununla birlikte, endotel hiicrelerince iiretilen ¢ok diisiik seviyelerdeki NO, bol
miktardaki siiperoksit ile reaksiyon verme egilimindedir (Teke, 2008). Reperfiizyonda
olusumu olduk¢a artan siiperoksit radikalleri, ortamda endojen olarak bulunan NO- ile
reaksiyona girerek (Sekil 2.8.) oldukga reaktif ve potansiyel olarak toksik bir bilesik olan
peroksinitrit (ONOO)’in olusumuna sebep olur (Szocs, 2004).

27



%

(0}

\
N

——

eNOS
HaB

(Siiperoksit)
02 =

A}
Nomw
/

NO’

L-argi,g\/ (Nitrik oksit)

L-sitriilin

\

ONOO

(Peroksinitrit)

J

Sekil 2.8. Iskemi-reperfiizyonda olusumu artan siiperoksit, nitrik oksitle birleserek peroksinitrit iiretimine yol
acar (Ozcan, 2015)

Endojen olarak iiretilen NO™ miktarinin belirgin olarak azalmasi, hemNO”’nun
koruyucu etkilerinin kisitlanmasina hem de oksidatif stresin artmasina neden olur (Vaghasiya,
2010). Ustelik endoteliyal ortamda NO™ kalmadigi igin endotel bagimli, NO- aracili
vazodilatasyon da gelisemez. Ayrica, NO™ yoklugunda meydana gelen siiperoksit birikimi
H20> iiretiminde artis meydana getirir. Bu ikKi reaktif oksijen metaboliti (siiperoksit ve H202)
veniillerde 1) fosfolipaz aktivasyonu araciligiyla trombosit aktive edici faktoriin liretimine yol
acarak; 2) depolanmig P-selectin havuzunu l6kosit yuvarlanmasina aracilik edecek sekilde
endotel hiicre ylizeyine gondererek; 3) komplemanin aktivasyonuna ve endotel hiicre

yiizeyinde birikimine yardimer1 olarak reperfiizyon hasarina katkida bulunur (Teke, 2008).

Kompleman Sistemin Aracilik Ettigi Radikal Uretimi

Kompleman sistem, dogustan gelen bagisiklik savunmasi ve inflamasyonun énemli bir
aracis1 olarak uzun siiredir taninmaktadir (Arumugam ve ark., 2004). Ancak IR hasarindaki
rolii tam olarak agikliga kavusmus degildir (Thrane, 2007). IR hasari, bir dizi enflamatuar
lokal da
indiiklemektedir. Aktivasyon, kompleman faktorler C3a, C5a ve membran atak kompleksi

mediatoriin  dretimi ile sonuglanacak olan kompleman aktivasyonunu

(MAC)’nin iiretimine yol agmaktadir (Arumugam ve ark., 2004)

Endotel hiicrelerinde bulunanlar da dahil olmak {izere hiicre zarlari, kompleman
saldirilarina kars1 koruma saglayan proteinler igerir. Bu koruyucu proteinlerin hasar goérmesi,
IR hasart sirasinda kompleman aktivasyonunun ilerlemesine izin veren olasi
mekanizmalardan biridir. Kompleman sistem; antikora bagiml klasik yol, alternatif yol veya
mannoz baglayict lektin (MBL) / MBL iligkili serin proteaz (MASP) yolu (MBL/MASP)
olmak iizere iic yoldan herhangi biri tarafindan etkinlestirilebilir. Klasik yol tipik olarak,
immiinoglobulin M (IgM) veyaimmiinoglobulin G(lIgG) antijen/antikor kompleksleri,

komplemanin birinci bileseni olan Cl'e baglandiginda baslatilir. Alternatif yol, ¢esitli
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kompleks polisakkaritlerin yani sira mikrobiyal hiicre yiizeyleri tarafindan tetiklenir ve C3'lin
yavag Uretimi ile karakterize edilir. MBL/MASP yolu ise, C4 ve C2 bdliinmesine ve ardindan
C3'in aktivasyonuna neden olur. C3a, eozinofillerin ve mast hiicrelerinin gdgiine aracilik
eder. C5, C5a ve C5b'yi liretmek i¢in C5 doniistiiriicii tarafindan boliintir. C3a, C5a'dan daha
diistik potansiyele ve daha az biyolojik etkiye sahiptir (Arumugam ve ark., 2004).

PMNL'ler, monositler ve makrofajlar iizerindeki C5a reseptoriine yiiksek afiniteyle
baglanarak nétrofil yapiskanligini arttirir ve agregasyonu uyarir. CSa ise, oksidatif
metabolizmay1 ve notrofillerde ROS  iretimini uyarir.  Ayrica makrofajlardan ve
PMNL'lerden lizozomal enzimlerin; monositlerden ve makrofajlardan ise proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasini indiikler. C5b ise, C5b-C8'i olusturmak i¢in C6, C7 ve C8’e sirayla
baglanir; bu durum da, MAC olusturmak i¢in C9'un polimerizasyonunu katalize eder. C3a,
C4a ve C5a, anafilatoksinler olarak adlandirilmaktadir. Mast hiicrelerinden ve fagositlerden

cesitli aracilarin salinmasini indiiklerler ve bu da inflamatuar yanitlar artirir (Arumugam ve

ark., 2004).

2.3.3. Iskemi reperfiizyon hasarinda serbest radikaller ve organizmaya etkileri

Serbest radikaller dis orbitalinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren,
yiiksek enerjili atom veya molekiillerdir (Nawar, 1996). Ortaklanmamis elektronlar1 nedeniyle
radikaller, radikal olmayanlara gére daha kararsiz, daha kisa omiirlii ve daha az stabildirler.
Yapilarindaki dengesizlik nedeniyle, ¢ok aktif yapili olan serbest radikaller, tiim hiicre
bilesenleriyle etkilesebilme 6zelligine sahiptir. Eslenmemis elektron, bu molekiilleri oldukca
reaktif hale getirir. Etkilesime girdikleri molekiillerden bir elektron alarak veya vererek
molekiiliin yapisin1 bozarlar. Boylece radikal olmayan bir yap: da radikale doniismiis olur
(Yoéntem ve Unaldi, 2018). Giiniimiizde insan hastaliklarinda serbest radikallerin roliiniin
arastirtlmasi1 hiz kazanmistir (Karabulut ve Giilay, 2016). Basta kanser olmak {iizere
kardiyovaskiiler hastaliklar, diabet, romatoit artrit gibi pek cok hastalikta ve yaslanma

olayinda radikallerin etkileri ortaya konmustur (Y&ntem ve Unaldi, 2018).

Aerobik metabolizmast olan memelilerde, baslica serbest radikal kaynaklarinin
molekiiler oksijenden tiiredigi kabul edildiginden; biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest
radikaller, oksijenden olusan serbest radikallerdir. ROS ifadesi; oksijenin metabolik
reaksiyonlarda son iiriin olarak suya indirgenmesi sirasindaki basamaklarda aciga ¢ikan ¢ok

sayida yiiksek derecede reaktif ara {irtinleri tanimlamak i¢in kullanilir. Bu ara iirtinlerin hepsi
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radikal olmamakla birlikte; hiicrenin c¢esitli fraksiyonlarinda hidrojen, azot, karbon, kiikiirt

gibi atomlarla etkilesebilmektedirler (Yontem ve Unaldi, 2018).

2.4.Agomelatin

Depresyon yasam kalitesini ve is giiciinii olumsuz yonde etkileyen énemli bir mental
hastaliktir. Dr. JozephSchildkraut'un "monoamin hipotezi" depresyon farmakoterapisinde bir
dontim noktasi olarak kabul edilir (Schildkraut, 1965). Diger monoaminler olan serotonin ve
dopaminin de katilimi ile monoamin hipotezinin kapsami ve 6nemi giderek artmistir. Ancak
depresyon farmakoterapisinin bazi direngli olgularda yetersiz kalmasi, ilaglarin ¢ogunda
antidepresan etki i¢in birka¢ haftalik siireye ihtiyag duyulmasi, bazi antidepresanlarin
baslangigta belirtileri daha da kotiilestirebilmesi, antidepresanlarin biiyiik bir kisminda
gozlenenen cinsel islev bozukluklar1 gibi yan etkiler, yaslhilarda ve kardiyovaskiiler sorunu
olanlarda bazi antidepresanlarin kullanim giicliigli gibi nedenler her zaman yeni ve daha etkili
antidepresan ilaglarin gelistirilmesi konusunu giindemde tutmustur. Son zamanlarda
depresyon farmakoterapisine yonelik ila¢ gelistirme ¢alismalarinda melatonin sistemi gibi

monoaminlerin digindaki bagka hedeflere yonelim olmustur (Catena-Dell'Osso ve ark., 2012).

Deney hayvanlarinda gergeklestirilen ¢aligmalarda eksojen olarak verilen melatoninin
antidepresan benzeri etkiler olusturdugu (Raghavendra ve ark., 2000) ve kronik stresin neden
oldugu olumsuz etkileri tersine ¢evirdigi (Kopp ve ark., 1999) gosterilmistir. Bununla beraber,
klinik kullanimda elde edilen veriler bu goézlemleri ¢ok fazla desteklememistir. Klinik
caligmalarin sonuglart melatoninin depresyon hastalarinda uyku-uyaniklik diizenini yeniden
olusturma ve uyku siiresini artirma diginda 6nemli bir etkisinin olmadigina isaret etmektedir
(Hickie ve Rogers, 2011). Bu sebeple yeni antidepresan gelistirme ¢alismalari, melatoninin
kendisinden ¢ok depresyonun tiim klinik semptomlara etkili olmas1 beklenen analoglarini
gelistirmeye yonelmistir. Bu ¢alismalar sirasinda gelistirilen birgok melatonin analogundan

biri de agomelatindir (Uzbay, 2012).

Agomelatinin (N-[2-(7-metoksinaftalen-1-yl)etil]Jacetamid) molekiil formiili
CisH17NOgseklindedir  (Sekil 2.9.). Pineal bezde sentezlenip saliverilen melatonin
hormonunun sentetik analogudur. Melatoninden kimyasal yapisinda indol grubu yerine bir
naftalenbiosestere grubu ve NH grubu olan yerde HC=CH grubu igermesi ile ayrilir (Uzbay,
2012).
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Sekil 2.9. Melatonin ve agomelatinin yapisal olarak kargilastirilmasi (Kennedy, 2007)

Deneysel c¢alismalar agomelatinin beyin melatonin sistemini modiile ettigini ve
ozellikle MT1 ve MT2 melatonerjik reseptorler ile etkilestigini gostermektedir. Agomelatin
melatonin MT1 ve MT2 reseptorleri iizerine giiglii bir agonist aktiviteye sahip olmakla
beraber, monoamin kaynakli serotonin 5-HT2C reseptorii lizerinde antagonize edici etki
gosterir (Uzbay, 2012). Serotonin 5-HT2C reseptorlerini segici olarak bloke etmesi sekonder
olarak frontokortikal yolaklarda noradrenalin ve dopamin aktivitesinde artiglara neden olur.
Agomelatinin bu 06zelligi, antidepresan etkinligine katkida bulunur (Millan ve ark., 2003;

Stahl, 2007).

Melatonin MT1 ve MT2 reseptorleri hipotalamusun suprakiazmatik niikleus
(SCN)’unda, hipokampusta, niikleus akumbens ve frontal kortekste bulunmaktadir. 5-HT2C
reseptorleri ise SCN'min yani sira ventraltegmental alan (VTA)’da, frontal korteks, lokus
seruleus, amigdala ve hipokampus gibi depresyon ve anksiyete ile iligkili limbik yapilarda
yaygin olarak bulunur (de Bodinat ve ark., 2010).Agomelatinin yapisal ndroplastisite lizerine
hiicresel diizeyde olumlu etkileri vardir. Bu olumlu etkilerinin ilacin melatonerjik MT1 ve
MT?2 reseptorleri uyarici ve serotonerjik 5-HT2C reseptorleri bloke edici etkilerinin ayn1 anda

ve birlikte ¢aligmasi ile iligkili oldugu ileri siiriilmistiir (Racagni ve ark., 2011).

Agomelatin serotonin diizeylerini arttirmadigindan cinsel islev bozuklugu, psikomotor
ajitasyon, viicut agirliginda artis ve serotonin sendromu gibi serotonin temelli etki diizenegine
sahip diger antidepresanlarda gdzlenen pek c¢ok yan etki agisindan avantajli bir konumdadir
(Hickie ve Rogers, 2011).Agomelatin ile kronik tedavinin ani kesilmesi sonrasi kesilme
semptomlart goriilmez ve ilacin bagimlilik yapma potansiyeli yoktur (Uzbay,2012).
Monoamin gerialimint inhibe ederek etkili olan antidepresanlarin aksine agomelatin
“rapideyemovement” (REM) uykusunu ne depresyonlu hastalarda ne de saglikli kisilerde

degistirmez (de Bodinat ve ark., 2010). Agomelatinin cinsel islevler tizerine etkilerini
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inceleyen calismalarin sonuglar1 genellikle olumludur. ilag cinsel islevler iizerine etkileri
bakimindan bupropion, nefazadon, trazodon, mirtazapin ve tianeptin gibi zararsiz

antidepresanlar arasinda degerlendirilmektedir (Montejo ve ark., 2011).

Melatoninin iglevsel mekanizmalarindan biri de antioksidan etkilerle kendini gosterir.
Melatoninin antioksidan etkileri Iana ve arkadaslari tarafindan 1991 yilinda ortaya konmus ve
sonrasinda yapilan ¢alismalarla da desteklenmistir (Iana ve ark., 1991).Agomelatinin diger
melatonin agonistleri arasinda her yoniiyle melatonine daha fazla yakin 6zellik gostermesi ve
bircok agidan daha {istiin olmasi, ¢ok giiclii bir antiokasidan olan melatoninin bu yoniiniin
agomelatin i¢in de arastirilmasi fikrini giindeme getirmistir (Aykora, 2020). Antidepresan
ozellikte oldugu kadar antioksidan sistemlerdeki islevi ve etkilerinin de melatonin kadar gii¢li
olabilecegi diislincesi bilimsel calismalarda Onemle yerini almistir. Bu amagla; bdbrek
(Aykora, 2020; Kartal, 2019), ovaryum (Yapca ve ark., 2014), serebrum (Chumboatong ve
ark., 2017), miyokard (Jia ve ark., 2018) vb. pek ¢ok doku ve organda agomelatinin
antioksidan etkilerinin aragtirildig1 calismalar mevcuttur. Ayrica kontraksiyon islevi agisindan
fonksiyonel 6nem tasiyan doku ve organlar icin de agomelatinin kasilma cevabina etkileri
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Giiniimiizde mesane, uterus, ince bagirsak vb. kasilabilir

yapilarin agomelatin ile olan etkilesimini inceleyen calismalarla karsilasmak miimkiindiir.

2.5.Selenyum

Selenyum son yillarda {izerinde en ¢ok arastirma yapilan minerallerden biridir
(Mehmetoglu,2004). Memeli hiicreleri i¢in 6nemli bir eser elementtir (Naziroglu, 2009).
Selenyum organik ve inorganik bilesikler halinde bulunur ve viicuttaki bir¢ok metabolik
olayda, bir¢ok biyokimyasal tepkimede gorevi oldugu bilinmektedir. Bitkilerde genellikle
selenometiyonin ve selenosistein halinde bulunan, viicut i¢in esansiyel bir elementtir. Bu
ozelligi, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin yapisina katilmasi ile ilgilidir (Yarsan,
1998).

Selenyum, GSH-Px enzim aktivitesini artiran, iyi bilinen bir antioksidandir (Gamain ve ark.,
1996). Peroksitlerin indirgenmesini katalize eden ve bdylece hiicreleri oksidatif hasardan
koruyan GSH-Px enziminin aktif bdlgesinin bir bilesenidir (Yarsan, 1998). Dolayisiyla

selenyum, GSH-Px antioksidan enziminin bir kofaktoriidiir (Naziroglu, 2009).

Selenyumun viicuttaki en 6nemli fonksiyonu, GSH-Px’in yapisinda yer almasidir
(Mehmetoglu, 2004; Yarsan, 1998). Bu enzim glutatyonun oksidasyonunu katalize eder.
Boylece indirgenmis glutatyon haline ¢evirir. Reaksiyon sdyledir:
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2GSH (Rediikte Glutatyon) + H,O, ----- GSH-Px-----> GSSG (Okside Glutatyon) + 2H,0

Bu reaksiyonla birlikte; GSH-Px, rediikte glutatyonu okside ederken H2O, ve yag asidi
hidroperoksitleri yok edilerek eritrositler korunmus olur (Mehmetoglu, 2004).

Antioksidan bir etkiye sahip olan E vitamini (alfa tokoferol) ile selenyum
metabolizmas1 birbirleri ile yakin iligkilidir (Mehmetoglu, 2004). Bunun dogal bir sonucu
olarak, GSH-Px, selenyum ve E vitamini arasinda da kuvvetli bir iliski vardir. E vitamini ve
selenyum eksikligi sonucunda, GSH-Px enzim aktivitesinde bir azalma meydana gelir.
Selenyum ve E vitamini sinerjik davranarak, birbirlerinin organizma i¢in gerekli miktarlarini
ayarlarlar. Selenyum E vitamininin lipoproteinlerde tutulmasini saglarken, E vitamini de

selenyum kaybini énler ve onu organizmada aktif halde tutar (Yontem ve Unalds, 2018).

C Vitamini (Askorbik Asit), E Vitamini, beta karoten ve selenyum kombinasyonunun
verilmesinin plazma lipit peroksitlerinde azalmaya neden oldugu gdosterilmistir (Yontem ve
Unald1, 2018). Lipit peroksidasyonunun dénlenmesinde E vitamini ve selenyumun etkin bir
rolii bulunmaktadir (Burton ve Traber, 1990). Lipid peroksidasyonundan koruyucu rolii
acisindan iki tip GSH-Px enzimi vardir. Bunlardan birincisi, selenyum bagimli ikincisi ise
selenyum bagimsiz GSH-Px’dir. Selenyum bagimli tip GSH-Px ¢evresel baski altindadir ve
selenyum eksikliginde etkinligi azalir. Selenyum bagimli GSH-Px in-vivo olarak etkinlik
gosterir, bu etkiyi H2O2’nin indirgenmesi seklinde gerceklestirir. Ayrica Fenton tepkimesinde
hidroksil grubunun etkisine kars1 doymamais yag asitlerini korur. Selenyum bagimli GSH-PX,
selenyum bagimsiz olandan daha etkilidir. Selenyum bagimli olmayan GSH-Px organik

hidroperoksitleri indirgemesine karsin H202’yi pargalayamaz (Yarsan, 1998).

Oksijen varliginda, doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarim1 kiran zincirleme
reaksiyonlar meydana gelir. Bu reaksiyonlar, olusmus kimyasal radikaller ortadan kalkincaya
kadar siirer. Ozellikle GSH-Px enziminin kofaktdrii olan selenyum, bu radikallerin ortadan
kaldirilmasinda 6nemlidir. (Yontem ve Unaldi, 2018). Lipid peroksidasyon olaym tesvik
eden bir madde olan monensinin bu yondeki etkilerinin 6nlenmesine yonelik olarak yapilan
bir ¢alismada, etlik pili¢lerde vitamin E ve selenyumun koruyucu yondeki etkileri ayr1 ayr1 ve
birlikte verilerek degerlendirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda, Ozellikle vitamin E ve
selenyumun bir arada verilmesinin bu olayin belirleyici unsurlarindan olan malondialdehit
(MDA)'in karacigerdeki miktarinda énemli oranda azalmalara neden oldugu gosterilmistir

(Wills, 1987).
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Son aragtirmalar selenyumun immiin mekanizmalar ve mitokondriyal ATP sentezi gibi
olaylarda da rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Selenyum eksikliginde kalpte dilatasyon
(bliylime) ve bunun sonucunda kalp yetmezligi meydana gelir (Mehmetoglu, 2004).
Selenyum, tiroid hormon sentezinin diizenlenmesi, fagositoz ve mitokondriyal fonksiyon gibi
cesitli fizyolojik diizenleyici fonksiyonlara da sahiptir (Naziroglu, 2009).Selenyumun
apopitoz seviyesi ve kaspaz aktivasyonu iizerinde hiicreye 6zgii etkilerinin oldugunu gosteren
kanitlar vardir. Selenyum, normal hiicreleri apopitozundown regiilasyonu yoluyla apopitoza
kars1 korurken, kanser hiicrelerinde oksidatif stresin up regililasyonu yoluyla apopitozu

indiikler (Simsek ve ark., 2016).

Selenyumun IR hasar iizerinde yararli etkileri oldugu da gosterilmistir. Selenyumun
antioksidan aktivitesi, deneysel ¢aligmalarda gosterildigi gibi kalp, akciger, beyin, bobrek ve
karacigerdeki IR hasarma karsi koruma saglamaktadir (Kara ve ark., 2016). Selenyum,
1990'larin basindan beri bildirildigi iizere, viicutta oksidatif stresi azaltan eser bir elementtir
(Poltronieeri ve ark., 1992). Selenyum {izerine yapilan birgok ¢alisma, selenyumun oksidatif

stres ve IR hasarini azalttigin1 ortaya koymustur (Guo ve ark., 2012).

Selenyumun ratlarda testikiiler IR hasarinin neden oldugu oksidatif stresi ve apopitozu
azaltigi da bildirilmistir. Selenyumun bu koruyucu o&zelliklerine, antiapoptotik ve
antioksidatif etkileri aracilik ediyor gibi goriinmektedir (Kara ve ark., 2016). Erken donem
deneysel hayvan galismalarinda, selenyumun sadece sperm gelisimi ve hareketliligi i¢in degil,
ayni zamanda testosteronun biyosentezi ve salgilanmasi i¢in de onemli oldugu gosterilmistir
(Behneve ark., 1982). Selenyum eksikliginin vimentinimmiinoreaktivitesinin yogunlugunu
hafifce azalttigi ve germ hiicre apoptozunu onemli Olgiide artirdigi da ortaya konmustur
(Erkekoglu ve ark., 2012). Calismalar, detorsiyondan 6nce tek bir sodyum selenit dozunun,
lipid peroksidasyonunu azaltarak ve antioksidatif kapasiteyi artirarak testisdedoku hasarinin

biyokimyasal belirteglerini degistirdigini gostermektedir (Avlan ve ark., 2005).
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3.GEREC VE YONTEM

Tez projesi, Konya Necmettin Erbakan Universitesi (NEU) Deneysel Tip Uygulama
ve Arastirma Merkezi (KONUDAM) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK)
2021-031 numarali karar1 ile onaylanmis, Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi

tarafindan 211318007 numarali proje kapsaminda desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlarinin Genel Ozellikleri ve Barinma Kosullar

Calisma kapsaminda kullanilan 40 adet Wistar albino 1rki yetigkin erkek rat
KONUDAM tarafindan temin edilmis olup; siire¢ boyunca hayvanlarin beslenme ve
barinmalari, tiim cerrahi uygulamalar, ilag enjeksiyonlar1 ve dokularinalinmasiyine bu
merkezde gerceklestirilmistir.Ratlar, kolayca hareket edebilecekleri, smnirsiz olarak
erisebildikleri su kaplar1 ve yem bulunan, konvansiyonel plastik kafeslerde barindirilmas,
kafeslerin temizligi haftalik olarak yapilmis ve altlik olarak talag kullanilmistir. Standart
laboratuvar sartlarinda 12 saat gece/giindiiz periyoduna uygun olarak, %45-55 nemli ortamda
ve 21-23°C oda sicakliginda yasamlarini siirdiiren ratlarin, dekapite edilecekleri giine kadar

ortam sartlar1 degistirilmemistir.

3.2.Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Randomize olarak 5 gruba ayrilan (n=8) ve agirliklar1 301-443 gram arasinda degisen
ratlar; giinliik ila¢ dozu belirlenirken bir standart olusturabilmek adina: (I) 300-350 gram
araliginda bulunanlar, (II) 350-400 gram araliginda bulunanlar ve (III) 400-450 gram
araliginda bulunanlar olmak tizere 3 farkli agirlik kategorisine dahil edildiler. Buna gore, ilk
kategoride yer alan tiim ratlarin agirliklar ortalama deger olan 325 gram, ikinci kategoride
yer alanlar 375 gram ve son kategoride yer alanlar 425 gram olarak kabul edildi. Boylelikle
deney siiresince yasanacak kismi kilo alim1 veya kayiplarinin, ilag dozunu etkilemesinin de

oniine gecilmis oldu.

Sham Operasyon Grubu (ShamOp): Bu gruptaki ratlara 14 giin boyunca herhangi bir
medikal ya da cerrahi uygulama yapilmadi. 15. giin ketamin-xylazin (75 mg/kg-8 mg/kg)
anestezisi altinda perineal bolge insize edildi; testislere herhangi bir miidahelede
bulunulmadan insizyon boélgesinesiitur atildi. Bu islemden 24 saat sonra, yine anestezi
altinda,bilateral orsiektomi islemleri yapilan ratlar servikal dislokasyonla sakrifiye edildi.
Orsiektomi sonrasi sag taraf testisler, kapsiiler kontraksiyon amplitiiddegerleri incelenmek

lizere krebs c¢ozeltisi igerisinde izole organ banyosuna alindi; sol taraf testisler ise
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histopatolojik inceleme icin %10’luk formaldehit ¢ozeltisi icerisinde ilgili anabilim dal

laboratuvarina gonderildi.

Iskemi Reperfiizyon Hasar Grubu (IR): Bu gruptaki ratlara 14 giin boyunca herhangi bir
medikal ya da cerrahi uygulama yapilmadi. 15. giin ketamin-Xxylazin (75 mg/kg-8 mg/kg)
anestezisi altinda cerrahi olarak izole edilen testislere, medial yonde 720° bilateral torsiyon
uygulandi. Torsiyone halde skrotal bosluga fikse edilip kapatilan testisler, 4 saat siireyle
iskemik hasara maruz birakilmis oldu. 4. saatin sonunda testisler, anestezi altinda detorsiyone
edildi ve tekrar skrotal bosluga yerlestirilip kapatildi. 24 saatlik reperfiizyonun devaminda,
ratlara anestezi altindabilateral orsiektomi iglemleri yapildi, ardindan ratlar servikal
dislokasyonla sakrifiye edildiler. Orsicktomi sonrasi sag taraf testisler, kapsiiler kontraksiyon
amplitiiddegerleri incelenmek iizere krebs ¢ozeltisi icerisinde izole organ banyosuna alinds;
sol taraf testisler ise histopatolojik inceleme icin %10’luk formaldehit ¢6zeltisi igerisinde ilgili

anabilim dali laboratuvarina gonderildi.

Agomelatin Kontrol Grubu (AgoK): Bu gruptaki ratlara 14 giin boyunca, her giin ayni saat
araliginda (13.50-14.10) olmasina dikkat edilerek ve intraperitoneal olarak, 1 cc distile su
igerisinde ¢ozdiiriilmiis, tek doz (20 mg/kg) agomelatin verildi. 15. giin ketamin-Xxylazin (75
mg/kg-8 mg/kg) anestezisi altindabilateral orsicktomi islemi yapilip ratlar servikal
dislokasyonla sakrifiye edildi. Orsiektomi sonrasi sag taraf testisler, kapsiiler kontraksiyon
amplitiiddegerleri incelenmek lizere krebs ¢ozeltisi igerisinde izole organ banyosuna alindi;
sol taraf testisler ise histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehit ¢cozeltisi icerisinde ilgili

anabilim dali laboratuvarina gonderildi.

Agomelatin + Iskemi Reperfiizyon Hasar Grubu (AgoiR): Bu gruptaki ratlara 14 giin
boyunca, her giin ayni saat araliginda (13.50-14.10) olmasina dikkat edilerek ve
intraperitoneal olarak, 1 cc distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis, tek doz 20 mg/kg agomelatin
verildi. 15. giin ketamin-xylazin (75 mg/kg-8 mg/kg) anestezisi altinda cerrahi olarak izole
edilen testislere, medial yonde 720° bilateral torsiyon uygulandi. Torsiyone halde skrotal
bosluga fikse edilip kapatilan testisler, 4 saat siireyle iskemik hasara maruz birakilmis oldu. 4.
saatin sonunda testisler, anestezi altinda detorsiyone edildi ve tekrar skrotal bosluga
yerlestirilip kapatildi. 24 saatlik reperfiizyonun devaminda, ratlara anestezi altindabilateral
orsiektomi islemi yapildi, ardindan ratlar servikal dislokasyonla sakrifiye edildiler.
Orsiektomi sonrasi sag taraf testisler, kapsiiler kontraksiyon amplitiiddegerleri incelenmek

iizere krebs c¢ozeltisi icerisinde izole organ banyosuna alindi; sol taraf testisler ise
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histopatolojik inceleme igin %10’luk formaldehit ¢ozeltisi igerisinde ilgili anabilim dali

laboratuvarina gonderildi.

Agomelatin + Selenyum + Iskemi Reperfiizyon Hasar Grubu (AgoSeiR): Bu gruptaki
ratlara 14 giin boyunca, her giin ayni saat aralifinda (13.50-14.10) olmasina dikkat edilerek ve
intraperitoneal olarak, 1 cc distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis, tek doz 20 mg/kg agomelatin ve
tek doz 1,5 mg/kg selenyum sirasiyla verildi. 15. giin ketamin-xylazin (75 mg/kg-8 mg/kg)
anestezisi altinda cerrahi olarak izole edilen testislere, medial yonde 720° bilateral torsiyon
uygulandi. Torsiyone halde skrotal bosluga fikse edilip kapatilan testisler, 4 saat siireyle
iskemik hasara maruz birakilmis oldu. 4. saatin sonunda testisler, anestezi altinda detorsiyone
edildi ve tekrar skrotal bosluga yerlestirilip kapatildi. 24 saatlik reperfiizyonun devaminda,
ratlara anestezi altindabilateral orsiektomi islemi yapildi, ardindan ratlar servikal
dislokasyonla sakrifiye edildiler. Orsiektomi sonrasi sag taraf testisler, kapsiiler kontraksiyon
amplitiiddegerleri incelenmek iizere krebs ¢ozeltisi icerisinde izole organ banyosuna alinds;
sol taraf testisler ise histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formaldehit ¢ozeltisi i¢erisinde ilgili

anabilim dal1 laboratuvarina gonderildi.

3.3. iskemi-Reperfiizyon Hasar1 Modelinin Olusturulmasi

Cerrahi islem uygulanan gruplardaki ratlar, oncelikle intramiiskiiler ketamin-xylazin
(75 mg/kg-8 mg/kg) uygulanarak anestezi altina alindi. Devaminda insize edilecek hat olan
perine bolgesi tespit edildi. Penis kokii ile aniis arasinda kalan saha ve ¢evresi tiiylerden
arindirlldi. Batikon yardimiyla dezenfekte edildi. Ardindan yapilan insizyonla beraber
ylizeyelfasyalar gecilmeye baglandi. Testisler gubernakulum ve derin fasyalardan da
arindirildi. Izolasyonlar1 tamamlanan testisler, bilateral olarak medial ydnde 720°torsiyone
edildi ve siiturlanarak fikse edildi. Boylelikle 4 saat siirecek olan iskemik hasar siireci

baslatilmis oldu (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1.Ratlarda 4 saatlik 720°medial cerrahi torsiyon ile iskemik hasarin indiikklenmesi

Belirgin renk degisiminin de gdzlemlenmesiyle birlikte testisler skrotalkeseye yerlestirildi.
Devaminda perinal insizyon hattt da siiturlanarak kapatildi. 4. saatin sonunda ratlar yine
anestezi altinda uyutuldu, insizyon hatt1 tekrar agildi, testisler bilateral olarak lateral yonde
720°detorsiyone edildi, boylelikle 24 saat siirecek olan reperfliizyon hasari siireci baglatilmig
oldu. Ardindan testisler serbestce skrotal bosluga tekrar yerlestirildi, perineal insizyon hatti
tekrar siiturlanarak kapatildi. 24. saatin tamamlanmasiyla birlikte rat testislerinde torsiyon-

detorsiyon uygulanarak iskemi-reperfiizyon hasari modellenmis oldu (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Rat testisinde 4 saatlik 720°medial torsiyonu takiben 24 saatlik detorsiyon ile IR hasari modellenmesi
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3.4. izole Organ Banyosu Analizleri

Testisin kapsiiler yapisinda 6nemli bir komponent olan ve kontraksiyonunun spermi
seminifer tlibiillerdenepididim basina iten mekanizmalardan biri oldugu varsayilan Tunica
Albuginea tabakasinin kasilma giiciindekidegisiklikler izole organ banyosu sistemi ile
arastirildi. Bu amagla, orsiektomi sonrasi ratlarin sag taraf testisleri kullanildi. Cerrahi islem
sonrasi ivedilikle krebs ¢ozeltisi icerisine alinan testisler, skrotal kilif ve yag tabakasi gibi
cevre dokulardan izole edildikten sonra, seritlere ayrilmadan, bir biitiin olarak izole organ

banyosu sistemine yerlestirildi (Sekil 3.3.).

A

Sekil 3.3. izole organ banyosunda 1 gr. gerim altindan kasilma cevabi olusturulan rat testisi

4 adet doku yerlestirme haznesi (Sekil 3.4.), termostath (36,5-37°C) dolagim pompasi,
02-CO» karisim tiipii (HABAS) ve amplifikatorden olusan izole organ banyosu sistemi, sahip
oldugu yazilim programi sayesinde, 1 gram gerim altinda kasilma cevabi olusturulmus
testislerden amplifiye ettigi verileri bilgisayara aktardi (Sekil 3.5.). Ardindan kayit altina

alinan veriler, genlikdegerleri arastirilmak tizere istatistiksel incelemeye tabi tutuldu.
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Sekil 3.4. izole organ banyosu sistemi
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Sekil 3.5. izole organ banyosu tarafindan olusturulan kasilma cevabini amplifiye eden yazilim programi
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1 litre distile su igerisine, sirasiyla eklenerek ve vortekstekaristiralarak hazirlanan Krebs-
Henseleit ¢ozeltisinin kimyasal bilesenleri ve bunlarin miktarlart asagidaki gibidir (Tablo

3.1).

Tablo 3.1.Krebs-Henseleit ¢ozeltisinin kimyasal bilesenleri ve miktarlar
Bilesigin Molekiil Formiilii =~ Miktar (gr)

CaCl; (Kalsiyum Kloriir) 0,31
CsH1206 (Glukoz) 2,07
NaHCO; (Sodyum 1,33

Bikarbonat)
KCI (Potasyum Klortir) 0,35
NaCl (Tuz) 6,88
KH,PO, (Potasyum Fosfat) 0,16
C10H16N20s (EDTA) 0,005
MgSO4 (Magnezyum Siilfat) 0,3

3.5. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik incelemeler NEU Meram Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda, gruplardaki ratlarin sol taraf testisleri kullanilarak gerceklestirildi.
Spermatogenez ve seminifer tiibiil degisikligini kiyaslamak i¢in modifiye Johnsen Skorlama
Sistemi (Johnsen, 1970) kullanild1 ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.
Tiimgruplardanalinan  testis  dokudrnekleri  %10’luk  formaldehidsoliisyonunda 48
saatfikseedildi. Rutinhistolojiktakiptensonrayaklagik 5p kalinhigindakesitleralindi. Kesitler,
Hematoksilen-Eozinve Masson Trikromboyalariileboyanipkapatildi.
Dahasonraboyanmigpreparatlarisikmikroskobundaincelendiip, fotograflandi. Seminifer
tiibiillerin olgunlagsmasii ve kalitesini arastirmak i¢in boyanmis slaytlar 400x biiylitmede
degerlendirildi (her grup i¢in ayr1 ayr1 10 tiibiil) ve epitel olgunlagsmasina gore her bir tiibiile

1-10 arasi bir puan verildi (Tablo 3.2.).

3.5.1. Hematoksilen-eozin (HE)boya protokolii

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
dehidratasyon islemi i¢in 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (BS-001 LOT 022022.021 Harris Hematoksilen
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BES LAB) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi
icin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika Eozin (Eosin Y Soliisyonu, Beslab ) boyasi
ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absoliit alkolden gegirilen
kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan

(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
3.5.2. Masson-trikrom (MT)boya protokolii

Deparafinizasyon icin 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler {i¢ farkli ksilende
tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda c¢alkalandiktan sonra
MassonTrikrom boyama seti (MassonTricchrome 100 testlik, Beslab) igerisindeki boya Kitleri
sirastyla damlatildi. Boyamanin ardindan akarsu altinda yikanan kesitler artan alkol

serilerinden gegirildi. Ksilen ile seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.

Tablo 3.2.Johnsen Skorlama Sistemi

Skor 1 Seminifer tiibiilde hig hiicre yok

Skor 2 Birkag sertoli hiicresi var, germ hiicresi hi¢ yok

Skor 3 Sadece birkag spermatogonyum var

Skor 4 Spermatozoon ve spermatid hi¢ yok, spermatosit sayist <5

Skor 5 Birkag tane spermatosit var, spermatid veya spermatozoon yok,
Skor 6 Hig spermatazoon yok, spermatid sayis1 <10

Skor 7 Cok miktarda spermatid var, ancak hi¢ spermatozoon yok

Skor 8 Germ epiteli ¢ok tabakali, liimende spermatozoon sayist <10
Skor 9 Germ epiteli ¢cok tabakali ancak disorganize, liimendeki epitel hiicreleri

spermatozoonlarla karigmis,

Skor 10 Germ epiteli ¢ok tabakali, acik santral liimen, ¢ok miktarda spermatozoon

3.6. istatistiksel Analizler

Sayisal degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma istatistikleri verildi. Sayisal
degiskenlerin analizinde karma etki modellerinden faydalanildi. Posthoc karsilastirmalarda en

kiigtik kareler ortalamalar1 kullanildi. Analizler R 4.2.2 programu ile yapildi. p<0.05 anlamli
kabul edildi.
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4.BULGULAR
4.1. izole Organ Banyosu Verileri

1 gram gerim altinda, izole organ banyosu aracilifiyla elde edilen kasilma cevaplari
(tinicaalbuginea), genlik parametreleri cinsinden degerlendirildi(Tablo 4.1.). Her grup ve rat
icin, genlik degerleri 30 dakikalik periyotlarda, toplam 3 saat boyunca kaydedildi. Boylece,
istatistiksel olarak anlamli olup olmama agisindan, hem grup degerlerini kendi aralarinda
karsilagtirdik, hem de gruplardaki ratlarin kasilma giiciindeki degisikliklerin zamanla ne
sekilde degistigini gézlemlemis olduk. Baslangigta tiim gruplar “gere¢ ve yontem” bashiginda
belirtildigi sekliyle (n=8)deneysel asamalara tabi tutulmus olsalar da, bazi1 dokular
ongoremedigimiz nedenlerden dolay1 izole organ banyosunda saglikli bir kasilma cevabi

iiretemediler ve genlik parametreleri agisindan degerlendirmeye alinmadilar.

Tablo 4.1. Izole organ banyosu genlik ortalamalar1 (*Mean=SD)

Dakika Degisken = AgoK n=7* AgoIR n=8*  AgoSelR n=6* IR n=7* ShamOp n=7*

Min 0 Genlik  1,040.00+£374.71 948.88+161.76 1,129.00+698.41 963.71+293.68 1,092.86+266.57
Min30  Genlik  922.57+457.07 882.38+194.58 1,025.17£667.47 940.00+281.14 1,037.29+326.68
Min60  Genlik  763.14+483.19 910.62+260.01 1,090.17+584.76 893.00+254.65 951.43+292.27
Min90  Genlik  765.14+455.06 828.75+195.25 990.50+539.94 792.43+311.45 906.71+£315.04
Min 120 Genlik ~ 721.57+416.14 810.38+185.72  983.50+509.88 741.57+320.98 889.14+315.98
Min 150 Genlik ~ 735.00+417.75 783.62+184.65 987.00£516.91 746.00+299.24 883.00+325.89
Min 180 Genlik  706.43+403.71 784.50+169.75 1,001.50+£553.69 722.57+313.35 889.14+289.93

4.1.1. Tzole organ banyosu verilerinin istatistiksel analizi

Izole organ banyosu verilerinin istatistiksel analizine gore, gruplarimiz arasinda
fizyolojik olarak anlamli bir farklilik (p<0.05) bulunamadi (Sekil 4.1., Tablo 4.2.).
Calismamiz, deneysel dizayn itibariyle profilaktik bir kurguya sahipti ve kullandigimiz ajanlar
(Agomelatin 20mg/kg, Selenyum 1,5mg/kg) doz bagiml degildi. Basta cerrahi metod olmak
iizere farkli nedenler ileri siiriilebilse de, gruplar arasi farkliligin anlamli olmayisim esas

olarak bu durumla iligkilendiriyoruz.
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Tablo 4.2. Genlik degerlerinin grup zaman etkilesim degerleri

NumDF DenDF Fvalue Pr(>F)

zaman 6 180.000 42.381 0.000
grup 4 30.000 0.424 0.790
zaman:grup 24 180.000 2.034 0.005
1500-
Group
é Sham Opere
c I | iR Hasari
o)} ] - -+ Ago Kontrol
G 000- NI T T 1 1 >< Ago+IR Hasar
A | Ago+Se+IR Hasari
T ;LV‘\Q\V{J’J N N | A
1 T T ﬁri“’*-—« S T

500-

Min0  Min30 Min0 Ming0 Min120 Min150 Min180
Zaman

Sekil 4.1.30 dakikalik periyotlarla, 3 saat siireyle kaydedilen genlik degerlerinin karsilastirilmasi

Ote yandan; genlik parametrelerini grup ici zaman degerleri iizerinden analiz
ettigimizde, AgoK, IR ve AgolR gruplarinda, zaman igerisinde anlamli azalmalar oldugunu
tespit ettik (Tablo 4.2. ve 4.3.). ShamOp grubu, anlamli diizeyde olmasa da, grafikten de

goriilecegi iizere (Sekil 4.1.) AgoK, IR ve AgolR gruplarindan daha iyi bir kasilma giiciine
sahipti.

AgoSelR grubu sasirtici ise bir sekilde, yine anlaml1 olmasa da, diger gruplardan daha
yiiksek genlik parametrelerine sahipti (Sekil 4.1.). Ancak bu etkinin nasil olustuguna dair net
bir fikir iiretemedik. Soyle ki: IR hasar1 hiicrede serbest radikal iiretimine yol acacagindan,
kasin (tunika albuginea) kontraksiyon giiciinii olumsuz yonde etkilemelidir. Benzer sekilde
agomelatinin diiz kasi inhibe ettigini bildiren c¢alismalar da vardir. Ancak selenyum bir

antioksidan oldugundan, radikal siipiiriicii olarak islev gormesi beklenir. Bununla birlikte;
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ayniislevi antioksidan yonii pek c¢ok defa kanitlanmis olan melatonin hormonundan
sentezlenen agomelatinin de yerine getirmesini beklemek mantiklidir. Dolayisiyla AgoSelR
grubunda agomelatinin zit yonlii olasi iki etkiye sahip olmasi, net etkisinin hangi yonde

oldugunu anlamamiz giiglestirmektedir.

Tablo 4.3. izole organ banyosu verilerine gére zaman-grup degerleri anlamli ¢ikan sonuglar

Contrast grup Estimate SE df tratio  p.value

Min 0-90 IR 171.286 39.793  180.000 4.304 0.001
Min 0-120 IR 222.143 39.793  180.000 5.582 0.000
Min 0-150 IR 217.714 39.793  180.000 5.471 0.000
Min 0-180 IR 241.143 39.793  180.000 6.060 0.000
Min 30-90 IR 147571 39.793  180.000 3.708 0.005
Min 30-120 IR 198.429 39.793  180.000 4.986 0.000
Min 30-150 IR 194.000 39.793  180.000 4.875 0.000
Min 30-180 IR 217.429 39.793  180.000 5.464 0.000
Min 60-120 IR 151.429 39.793  180.000 3.805 0.004
Min 60-150 IR 147.000 39.793  180.000 3.694 0.005
Min 60-180 IR 170.429 39.793  180.000 4.283 0.001

Min 0-60  AgoK 276.857 39.793  180.000 6.957 0.000

Min0-90  AgoK 274.857 39.793  180.000 6.907 0.000
Min 0-120  AgoK 318.429 39.793  180.000 8.002 0.000
Min 0-150  AgoK 305.000 39.793  180.000 7.665 0.000
Min 0-180  AgoK 333.571 39.793  180.000 8.383 0.000
Min 30-60  AgoK 159.429 39.793  180.000 4.006 0.002
Min 30-90  AgoK 157.429 39.793  180.000 3.956 0.002
Min 30-120 AgoK 201.000 39.793  180.000 5.051 0.000
Min 30-150 AgoK 187.571 39.793  180.000 4.714 0.000
Min 30-180 AgoK 216.143 39.793  180.000 5.432 0.000

Min0-90  AgoiR 120.125 37.223  180.000 3.227 0.025
Min 0-120  AgolR 138.500 37.223  180.000 3.721 0.005
Min 0-150  AgolR 165.250 37.223  180.000 4.439 0.000
Min 0-180  AgolR 164.375 37.223  180.000 4.416 0.000
Min 60-150 AgolR 127.000 37.223  180.000 3.412 0.014
Min 60-180 AgolR 126.125 37.223  180.000 3.388 0.015
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4.2. Histopatolojik Bulgular ve Modifiye Johnsen Skorlari

ShamOp grubunun testis kesitlerinin mikroskobik olarak incelenmesi sonucunda; testis
dokusunun parankimasini seminifer tiibiiller, interstisyel bag dokusu ve interstisyel alandaki
Leydig hiicrelerinin olusturdugu, gevsek bag dokusu, normal bag dokusu hiicreleri, damarlar
etrafinda kiimelenmis normal yapida Leydig hiicrelerinin bulundugu, yine normal yapida
seminifer tiibiiller ve seminifer tiiblillerin bazal membran1 {izerine oturmus
spermatogonyumlar, yer yer Sertoli hiicreleri ve bunlarin {izerinde olgunlagmakta olan

spermatogenik seriye ait hiicrelerin (spermatidler, spermiyumlar) bulundugu diizenli germinal

hiicre dizilimi saptandi.Bu veriler normal testis dokusu bulgulariyla uyumlu bulundu (Tablo
4.4., Sekil 4.2. ve 4.3.).

Sekil 4.2.Y1ldiz igareti: normal gortiniimlii interstisyel alan, ok: normal seminifer tiibiil ve spermatogenik seri
hiicreleri (HE 5X biiyiitme, sol);yildizlar: normal seminifer tiibiil ve spermatogenik seri hiicreleri, ok: normal
gOriinimli interstisyel alan (HE 10X biiyiitme, orta);yildiz isareti: normal seminifer tiibiil, ok: spermatogenik
seri hiicreleri, (HE 20X biiyiitme, sag).

46



Sekil 4.3. OKlar: interstisyel alan (MT 10X, sol), ok isareti: interstisyel alan (MT 20X, sag).

Tablo 4.4. Mikroskobik inceleme sonucu ShamOp grubu i¢in verilen Johnsen skorlari

Tibiil 1 Tibiil2 Tibil3 Tiibiil4 Tibiil5 Tibilé Tiibiil7 Tiibiil8  Tiibiil9 Tiibiil10

n=1 9 9 10 10 10 9 9 9 9 7
n=2 10 9 8 8 8 8 9 9 10 9
n=3 8 8 7 8 8 9 9 8 9 9
n=4 9 9 10 10 9 9 8 9 9 9
n=5 10 10 9 9 8 9 9 8 9 9
n=6 9 9 8 10 9 9 9 10 10 9
n=7 8 8 8 9 9 10 10 9 9 10

IR grubunun testikiiler doku kesitlerinde; germinal epitelde hiicrelerarasi baglanti
komplekslerinin kayboldugu, hiicrelerin birbirinden ayrildigi, interstisyel alanda kan
damarlar1 ¢evresinde hemoraji, 6dem, ve konjesyonun varligi, tiibiillerdevakuolizasyon,
liimene dokiilmiis halde spermatogenik hiicre kiimeleri ve c¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler
gozlendi. Bu veriler testis dokusunda ileri derecede hasarlanma olustugu seklinde yorumlandi.
MassonTrikrom ile boyanmis kesitlerde interstisyel alanda bag doku artis1 gozlemlendi(Tablo
4.5., Sekil 4.4. ve 4.5.).
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Sekil 4.4.0klar: sertoli ve spermataogenik hiicrelerde kayip, yildiz isareti: interstisyel alanda 6dem (HE 5X
biiyilitme, sol); ince oklar: sertoli ve spermatogenik hiicrelerde kayip, yildizlar: tiibiillerdevakuolizasyon, kalin
ok: interstisyel alanda 6dem (H.E 10X biiyiitme, orta); ince oklar: sertoli ve spermatogenik hiicrelerde kayip,
kalin oklar: ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler (HE 20X biiyiitme, sag).

Sekil 4.5. Kirmiz1 oklar: interstisyel alanda bag doku artist (MT 10X biiyiitme, sol); kirmiz1 ok: interstisyel
alanda bag doku artis1 (MT 20X biiyiitme, sag).

Tablo 4.5. Mikroskobik inceleme sonucu IR grubu igin verilen Johnsen skorlar1

Tiibiill  Tiibiil2  Tiibiil3 Tiibiil4 TiibiilS Tiibiilé Tiibiill7 Tiibil8 Tiibiil9  Tiibiil10

n=1
n=2
n=3
n=

n=5
n=6

n=7

6 5 5 4 6 4 6 5 5 4
4 4 4 5 5 5 4 6 4 5
5 5 5 6 5 4 6 6 4 5
4 4 5 6 4 4 6 5 4 5
5 5 5 5 4 6 6 4 4 4
6 6 4 6 4 5 5 5 5 6
4 4 4 5 4 6 4 4 5 5

AgoK grubunun testikiiler doku kesitlerinde; normal seminifer tiibiil yapisi, normal
interstisyel alan ve Leydighiicreleri gozlendi. Germinal epitel ve hiicre morfolojisinin Sham

grubu ile benzer 6zellikte oldugu seklinde yorumlandi (Tablo 4.6., Sekil 4.6. ve 4.7.).
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Sekil 4.6. ince ok: normal seminifer tiibiil yapisi, kalin ok: normal interstisyel alan (HE 10X biiyiitme, sol); ince
ok: normal seminifer tiibiil yapisi, yildiz: normal interstisyel alan (HE 20X biiyiitme, sag).

Sekil 4.7. Yildiz isaretleri: interstisyel alan (MT 10X biiyiitme, sol); yildiz: normal interstisyel alan (MT 20X
biiyiitme, sag)
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Tablo 4.6. Mikroskobik inceleme sonucu AgoK grubu i¢in verilen Johnsen skorlari

Tiibiill  Tiibiil2 Tiibiil3 Tiibiil4 TiibiilS Tiibiille Tiibiil7 Tiibiil8 Tiibiil9  Tiibiil10

n=1 10 10 9 9 8 9 10 9 8 9
n=2 9 9 9 8 10 10 10 9 8 9
n=3 9 10 10 10 9 9 9 9 10 10
n=4 8 8 9 9 9 10 10 10 9 9
n=5 10 9 8 9 9 10 10 9 9 10
n=6 9 9 9 9 10 10 10 10 9 9
n=7 10 9 9 8 9 9 9 9 10 10

AgolR grubunun testis dokusu kesitlerinde; diizenli germinal epitele sahip seminifer
tiibiillerin, germinal epitelde hiicreleraras1 ayrilmalar ve bazal membrandan kopmalar1 da
iceren tiibiillerin bir arada oldugu yine tiibiillerdevakuolizasyon devam ettigi goriildii. Nadir
alanlarda interstisyel hemoraji varlig1 goriildii. Ayrica seminifer tiibilillerin diizenli hiicre
dizilimine sahip oldugu, Leydig hiicrelerinin normal hiicresel 6zellikte oldugu saptandi. Bu
veriler testis dokusundaki hasarlanmanin IR grubundan daha az olmadig: seklinde yorumlandi

(Tablo 4.7., Sekil 4.8. ve 4.9.).

Sekil 4.8. ince oklar: seminifer tiibiildekispermatogenik hiicreler, yildiz isareti: tiibiildekivakuolizasyon, kalin
ok: interstisyel alan (HE 10X biiyiitme, sol); ince ok: seminifer tiibiildekispermatogenik hiicreler, kalin ok:
tiiblildekivakuolizasyon, yildiz: interstisyel alan (HE 20X biiyiitme, sag).
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Sekil 4.9. Yildiz isaretleri: interstisyel alanda bag doku artist (MT 10X biiyiitme, sol); yildiz: interstisyel alanda
bag doku artigt (MT 20X biiyiitme, sag).

Tablo 4.7. Mikroskobik inceleme sonucu AgoIR grubu igin verilen Johnsen skorlar

Tiibiill  Tiibiil2 Tiibiil3 Tiibiill4 TiibilS Tiibiil6 Tiibiil7 Tiibiil8 Tiibiil9  Tiibiill0

n=1
n=2
n=3
n=4
n=5
n=6
n=7

8 9 8 6 8 7 6 8 8

© ~N 00 © o0 o
© O 0 ~N 0 0 o

8
8
7
8
7
7

O N 00 0o © N

8 8 6 8 9
9 8 8 7 7
6 7 7 8 8
9 9 9 8 9
7 8 8 7 8
8 6 8 7 7

~N OO 00 N 00 ©

AgoSelR grubunun testis dokusu kesitlerinde; germinal epitel hiicreleri diizenli
yerlesmis oldugu ve Leydighiicrelerinin interstisyel alanda kan damarlari ¢evresinde
kiimelestigi, morfolojisinin normal oldugu goriildii. Ayrica seminifer tiibiil limeninde
spermiyumlar tespit edildi. Diizenli germinal epitele sahip tiibiiliislerin, Sham grubu ile benzer

ozellikte oldugu saptandi. (Tablo 4.8., Sekil 4.10. ve 4.11.).
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Sekil 4.10. Ince oklar: normal seminifer tiibiil yapisi, yildiz: no
ince oklar: normal seminifer tiibill ve spermatogenik hiicre serisi, yildiz igareti: normal interstisyel alan (HE 20X
biiylitme).

SRS D ’
% { [N { A

; ok: interstisyel alan (MT 20X biiyiitme, sag)

Sekil 4.11. Ok: normal interstisyel alan (MT 10X biiyiitme, sol)

Tablo 4.8. Mikroskobik inceleme sonucu AgoSeiR grubu igin verilen Johnsen skorlart

Tiibiill  Tiibil2 Tiibil3d Tiibil4 TubilS Tibilé Tiubil7 Tiibil8 Tiibil9  Tiibiill0

n=1 8 9 8 6 8 7 6 8 8
n=2 6
n=3 8
n=4 9
n=5 8
n=6 7

9

8
7
8
8
7
n=7 7

O 0 00 ~N 0O O o

6 9
8 7
7 8
9 9
8 8
8 7

o 00 © ~N 0 ©©

8 9 7 8
8 8 9 9
7 7 8 6
8 8 8 9
7 6 7 7
7 7 6 8
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Tablo 4.9.Johnsen Skor Ortalamalar1 (*Mean+SD)
Degisken AgoK n=7* AgoiR n=7* AgoSeiR n=7* IRn=7* ShamOp n=7*

Tiibiil 1 Skor 9.29+0.76 7.86+1.07 8.29+0.76 4.86+0.90 9.00+0.82
Tiibiil 2 Skor 9.14+0.69 7.71+0.76 8.43+0.98 4.71+0.76 8.86+0.69
Tiibiil 3 skor 9.00+0.58 7.57+0.98 8.43+£0.79 4.57+0.53 8.57+1.13
Tiibiil 4 Skor 8.86+0.69 7.29+1.11 8.86+0.38 5.29+0.76 9.144+0.90
Tiibiil 5 Skor 9.14+0.69 7.86+1.07 8.29+0.76 4.57+0.79 8.71+£0.76
Tiibiil 6 Skor 9.57+0.53 7.57+0.98 8.14+0.69 4.86+0.90 9.00+0.58
Tiibiil 7 Skor 9.71+0.49 7.43%1.13 8.57+0.53 5.294+0.95 9.00+0.58
Tiibiil 8 Skor 9.29+0.49 7.57+0.53 8.71£1.11 5.00+0.82 8.86+0.69
Tiibiil 9 Skor 9.00+0.82 8.00+0.82 8.14+0.69 4.43+0.53 9.294+0.49
Tiibiil 10 Skor 9.43+0.53 7.86+0.38 8.86+0.38 4.86+0.69 8.86+0.90

4.2.1. Histopatolojik verilerin istatistiksel analizi

Mikroskobik incelemeler iizerinden elde ettigimiz Johnsen skorlamalarinin istatistiksel
analizine gorre, gruplarimiz arasinda anlaml farkliliklar tespit ettik (Tablo 4.10. ve Sekil

4.12).

Tablo 4.10.Johnsen skorlarinin grup tiibiil etkilesim degerleri

etki NumDF DenDF F value Pr(>F)
tiibiil 9 270.000 0.789 0.627
group 4 30.000 272.858 0.000
tiibiil:group 36 270.000 0.781 0.813
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Sham Opere
IR Hasan
Ago Konirol
+ Ago+|R Hasar
Ago+Se+IR Hasan

T:Tiibiil

Johnsen Skoru

Tl T2 T3 T4 T5 Té T7 T8 T9 TIi0

Sekil 4.12. Modifiye Johnson skorlarinin karsilastirilma grafigi

Buna gore; IR grubudiger tiim gruplara gore anlaml dlgiide diisiik Johnsen skorlarina
sahipti. Ozellikle AgoIR ve AgoSelR gruplarindaki anlamli yiikselisin (p<0.01), agomelatin
ve selenyumun antioksidan oOzelliklerinden ileri geldigini gli¢lii bir sekilde savunuyoruz
(Tablo 4.11.). Ayrica, AgoSelR grubu, AgolR grubundan anlamli 6l¢iide (p<0.05) daha
yiikksek Johnsensokruna sahipti. Aradaki farki selenyumun ilave antioksidan etkisiyle

iligkilendiriyoruz.

AgoK grubu AgolR grubundan istatistiksel olarak anlamli 8lciide (p<0.01) yiiksek
Johnsen skoruna sahipti. Aradaki farkliligi IR hasarmnin {irettigi serbest radikallerin hiicresel
zararl etkileriyle iligkilendiriyoruz (Tablo 4.12.). Diger taraftan, AgoK grubu anlamli olmasa
da AgoSelR grubundan da daha yiiksek Johnsen skoruna sahipti. Aradaki farkin AgolR
grubundakine benzer sekilde anlamli olmayisini, selenyumun ilave antioksidan etkisiyle
iliskilendiriyoruz. Selenyum olasilikla daha fazla serbest radikalin siipiiriilmesine aracilik etti

ve fark anlamli olmaktan ¢ikti.

ShamOp grubu, AgolR ve AgoSelR gruplarindan daha yiiksek Johnsen skoruna
sahipti. Ancak aradaki farklililk AgoiR grubunda anlamliyken (p<0.05) (Tablo 4.12.),
AgoSelR grubunda anlamli degildi. Bunun anlamli olmayisin nedenini selenyumun ilave
antioksiden etkisiyle agikliyoruz. Bununla birlikte, ShamOp grubu,AgoK grubuyla anlamli bir
farklilik gostermedi (Sekil 4.12.).
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Tablo 4.11.iR grubu modifiye Johnsen skorlarinin diger gruplarla istatistiksel olarakkarsilastirilmas(T*: T

Contrast T* Estimate SE df tratio p.value Contrast T* Estimate SE df tratio p.value
ShamOp-
iR 1 4143 0.413 296.036 10.022 0.000 ShamOp-iR 6  4.143 0413 296.036  10.022  0.000
iR-AgoK 1 -4.429 0413 296.036 -10.713 0.000  iR-AgoK 6 -4714 0413 296.036 -11.404 0.000
iR-AgoiR 1 -3.000 0413 296.036 -7.257 0.000 IR-AgoiR 6 -2714 0413 296.036 -6.566  0.000
iR-
AgoSeiR 1 -3.429 0413 296.036 -8.294 0.000 iR-AgoSeiR 6 -3.286 0413 296.036 -7.948  0.000
ShamOp-
iR 2 4143 0.413 296.036 10.022 0.000 ShamOp-iR 7 3714 0413 296.036 8985  0.000
iR-AgoK 2 -4.429 0413 296.036 -10.713 0.000  iR-AgoK 7  -4429 0413 296.036 -10.713  0.000
iR-AgoiR 2 -3.000 0413 296.036 -7.257 0.000 IR-AgoiR 7 -2143 0413 296.036 -5.184  0.000
iR-
AgoSeiR 2 -3.714 0413 296.036 -8.985 0.000 iR-AgoSeiR 7 -3286 0413 296.036 -7.948  0.000
ShamOp-
iR 3 4.000 0.413 296.036 9.676  0.000 ShamOp-iR 8  3.857 0413 296.036  9.331  0.000
iR-AgoK 3 -4.429 0413 296.036 -10.713 0.000  iR-AgoK 8 -4286 0413 296.036 -10.367  0.000
iR-AgoiR 3 -3.000 0413 296.036 -7.257 0.000 IR-AgoiR 8 -2571 0413 296.036 -6.220  0.000
iR-
AgoSeiR 3 -3.857 0413 296.036 -9.331  0.000 iR-AgoSeiR 8 -3.714 0413 296.036  -8.985  0.000
ShamOp-
iR 4 3.857 0.413 296.036 9.331  0.000 ShamOp-iR 9  4.857 0413 296.036 11.750 0.000
iR-AgoK 4 -3571 0413 296.036 -8.640 0.000  iR-AgoK 9 -4571 0413 296.036 -11.059  0.000
iR-AgoiR 4 -2.000 0413 296.036 -4.838 0.000 IR-AgoiR 9 -3571 0413 296.036 -8.640  0.000
iR-
AgoSeiR 4 -3571 0413 296.036 -8.640 0.000 iR-AgoSeiR 9 -3.714 0413 296.036 -8.985  0.000
ShamOp-
ir 5 4143 0.413 296.036 10.022 0.000 ShamOp-iR 10 4.000 0413 296.036  9.676  0.000
iR-AgoK 5 -4571 0413 296.036 -11.059 0.000  iR-AgoK 10 -4571 0413 296.036 -11.059  0.000
iR-AgoiR 5 -3.286 0413 296.036 -7.948 0.000 IiR-AgoiR 10 -3.000 0413 296.036 -7.257  0.000
iR-
AgoSeiR 5 -3.714 0413 296.036 -8.985 0.000 iR-AgoSeiR 10 -4000 0413 296.036 -9.676  0.000
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Tablo 4.12. IR grubu disinda kendi arasinda anlamli farkliliklar olan gruplar

Contrast Tiibiil  Estimate SE df tratio p.value
ShamOp-AgoiR 1 1.143 0.413 296.036 2.765 0.047
AgoK-AgolR 1 1.429 0.413 296.036 3.456 0.006
AgoK-AgolR 2 1.429 0.413 296.036 3.456 0.006
AgoK-AgolR 3 1.429 0.413 296.036 3.456 0.006
ShamOp-AgoiR 4 1.857 0.413 296.036 4.493 0.000
AgoK-AgolR 4 1.571 0.413 296.036 3.801 0.002
AgolR-AgoSelR 4 -1.571 0.413 296.036 -3.801  0.002
AgoK-AgoiR 5 1.286 0413  296.036  3.110  0.017
ShamOp-AgoiR 6 1.429 0.413 296.036 3.456 0.006
AgoK-AgolR 6 2.000 0.413 296.036 4.838 0.000
AgoK-AgoSeiR 6 1.429 0.413 296.036 3.456 0.006
ShamOp-AgoiR 7 1571 0.413 296.036 3.801 0.002
AgoK-AgolR 7 2.286 0.413 296.036 5.529 0.000
AgoK-AgoSeiR 7 1.143 0.413 296.036 2.765 0.047
AgolR-AgoSelR 7 -1.143 0.413 296.036 -2.765 0.047
ShamOp-AgoiR 8 1.286 0.413 296.036 3.110 0.017
AgoK-AgolR 8 1.714 0.413 296.036 4.147 0.000
AgolR-AgoSelR 8 -1.143 0.413 296.036 -2.765 0.047
ShamOp- AgoiR 9 1.286 0.413 296.036 3.110 0.017
AgoK-AgolR 10 1571 0.413 296.036 3.801 0.002
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5. TARTISMA

Pineal bezde sentezlenip salgilanan ve sirkadiyen ritmin diizenlenmesini saglayan
melatonin hormonu, merkezi sinir sistemindeki etkilerini kendine spesifik ve G protein kenetli
MT1-MT2 membran reseptorleri lizerinden olusturur. Sentetik olarak alinmasi antidepresan
etkilidir. Ancak Klinik raporlar melatoninin depresyonda yalnizca uyku-uyaniklik
diizenlenmesindeetkili olabilecegini belirtmektedir. Bundan dolayr melatonin agonisti
antidepresan ilaglarin kesfine ihtiya¢ duyulmus ve bir¢ok melatonin analogu gelistirilmistir.
Agomelatin, bu dogrultuda iiretilmis, melatoninerjik reseptér MT1- MT2 agonisti ve 5-HT2C
reseptOr antagonisti ilk antidepresan ilagtir (Tekin, 2017).

Melatoninin mevcut yiiksek antioksidan kapasitesi, zamanla agomelatinin de
antidepresan dis1 etkilerinin arastirilabilecegi fikrine zemin hazirlamistir. Giiniimiizde bu
diisiinceyle yola ¢ikan arastirmalarin sayis1 artmaktadir. (Tekin, 2017). Selenyum ise bir eser
elementtir ve radikal siipiirlicii olarak hareket etmektedir. Oksidatif hasara karsi koruma
saglamada ¢ok Onemli rolii olan GSH-Px enziminin yapisal bilesenidir. Selenyumun bu
enzimin aktivitesini arttirdigi kanitlanmistir. GSH-PX, reaktif molekiillere ve serbest
radikallere kars1 hiicresel antioksidan savunma sisteminin bir parcasini olusturur. Selenyumun
kalp, akciger, karaciger ve bobrek IR hasarini énlemede antioksidan etkilere aracilik ettigi

gosterilmistir (Avlan ve ark., 2005).

Bu calisgmada agomelatin ve selenyumun, testikiiler cerrahi torsiyon-detorsiyon
modeliyle indiiklenmis IR hasari iizerindeki etkileri arastirilmistir. Mevcut bilgilerimize gore,
bu calisma agomelatinin tek basina ve selenyumla birlikte testikiiler IR hasarina karst

antioksidan etkilerini arastiran ilk ¢alismadir.

Mikroskobik goriintiileme teknikleriyle analiz edilen veriler (Modifiye Johnsen
Skorlamalar1), IR hasarmin testis dokusu seminifer tiibiil hiicrelerini saglikli gruplara kiyasla
(ShamOp ve AgoK) anlamli sekilde olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir (p<0,001).
Agomelatin ve selenyum alan gruplarda ise (AgoIR ve AgoSeiR) bu etkilerin anlamli sekilde

tersine ¢evrildigi goriilmiistiir (p<0,05).

Avlan ve ark. (2005), testikiiler IR hasarinda selenyumun (0,2 mg/kg) ipsilateral ve
kontralateral testisleri koruyucu etkisini arastirdilar. IR hasarini 4 saat siireyle, saat yoniinde
720° torsiyon uygulayip 4 saat siireyle detorsiyone ederek modellediler. Sonug olarak,
kurguladiklar1 modelin her iki testis dokusunda biyokimyasal ve histolojik degisikliklerle

kanitlanan testis hasarma neden oldugunu ve selenyum 6n tedavisinin ipsilateral testis IR
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hasarindan sonra kontralateral testislerde de biyokimyasal degisiklikleri Onledigini ve

morfolojiyi korudugunu gdosterdiler.

Bagska bir ¢alismada Kara ve ark. (2016) saat yoniinde 720° torsiyon uyguladiktan 3
saat sonra detorsiyone ederek indiikledikleri testikiiler IR hasarma karsi selenyumun (0,5
mg/kg) antioksidan etkilerini biyokimyasal ve histopatolojik ag¢idan degerlendirdiler.
Selenyumun ratlarda testikiiler IR hasarmin neden oldugu oksidatif stresi azalttigim ortaya
koydular. Arastirmacilar mevcut calismalarinda, selenyumun testisi koruyucu yoniine

antioksidatif etkilerinin aracilik ettigini vurgulamaktadirlar.

Mevcut calismada AgolR ve AgoSelR gruplarmi kiyasladigimizda ise, AgoSelR
grubunun anlamli diizeyde daha yiiksek Johnsen skorlarina sahip oldugunu tespit ettik
(p<0.05). Aradaki bu farkliligin selenyumun goéstermis oldugu antioksidan etkilerden ileri
geldigini anliyoruz. Dolayisiyla mevcut calismanin sonuglari, Avlan ve ark. (2005) ile Kara

ve ark. (2016) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarin bulgulariyla értiismektedir.

Ayrica Basg ve Naziroglu (2019) tarafindan gergeklestirilen calisma da, selenyumun
testiste oksidatif hasar1 azalttigi yoniindeki bulgularimizi destekler niteliktedir. Docetaksel,
uzun zamandir kanser tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Ancak bazi dokularda asiri1 ROS
tireterek apoptotik etkilere neden olur. Bas ve Naziroglu (2019) fare bobrek ve testisinde
docetaksel kaynakli apoptoz ve oksidatif hasara karsi melatonin (10 mg/kg) ve selenyum (1.5
mg/kg) tedavisinin glutatyon ve E vitamininin up-regiilasyonu ile kaspaz yollarinin down-
regiilasyonu yoluyla modiilatér gorevi gorebilecegini rapor etmislerdir. Bu sonuglar; bizim
calismamizin giincel verileriyle de oriisecek sekilde, selenyum tedavisinin testis dokusunda
antioksidan mekanizmalar iizerinden oksidatif hasar1 azaltici etkiler gosterdigini ortaya

koymaktadir.

Agomelatin ile yapilan arastirmalarda da antioksidan Ozelliklerinin oldugu
bildirilmektedir (Tekin, 2017). Yapca ve ark. (2014), 3 gruptan (n=10) olusan ¢aligmalarinda,
sag ovaryumun uterusla birlestigi bolgeyi arteryel klip kullanarak 3 saat siireyleiskemiye
maruz biraktilar. 2 saatin ardindan kliplerin kaldirilmasiyla saglanan reperfiizyonun
devaminda ratlarsakrifiye edildiler. Ardindan arastirmacilar sham operasyon grubu ve IR
hasar1 olusturulan gruplardan (IR, Agomelatin+IR) ovaryum dokularmi alip biyokimyasal
olarak incelediklerinde, deneysel sonuglara géreagomelatin tedavisinin (25 mg/kg) IR hasarli
rat yumurtaliklarinda meydana gelen oksidatif hasart Onemli Olclide engelledigini

gostermislerdir.
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Aykora (2020), farkli dozlarin1 (20 mg/kg ve 40 mg/kg) kisa ve uzun siireli (1 giin/7
giin) kullanarak agomelatinin bdbrek IR hasarindaki olas1 koruyucu roliinii arastirmistir.
Renal arterin 45 dakika klemplenip 24 saat reperfiize edilmesiyle IR hasarinin
modellenendigibu deneysel ¢alismada, bobrek dokusu ve kan serumundan elde edilen veriler
incelenmistir. Anioksidan enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyon iiriinleri biyokimyasal ve
histopatolojik acidan degerlendirilmis ve sonucta IR hasarina bagl olarak azalan antioksidan
enzim aktivite diizeylerinin agomelatin uygulamasiyla anlamli olarak arttig1, lipid
peroksidasyon iriinlerinin ise azaldigi belirlenmistir (p<0.05). Histopatolojik veriler ise;
kontrol grubuna gére IR grubunun korteksinde intertiibiiler alanda belirgin infiltrasyon,
hemoraji veintratiibiilercast olustugunu, agomelatin verilen gruplarda ise histopatolojik
hasarin (6zellikle uzun siireli gruplarda) belirgin olarak azaldigini gostermistir. Bu

calismadaki histopatolojik veriler, mevcut ¢alisma ile uyumludur.

Tez projemizde IR ve AgolR gruplari kiyasladigi zaman, AgolR grubunda istatistiksel
olarak anlamli 6l¢iide daha yiiksek Johnsen skorlari oldugu tespit edildi (p<0.001). Aradaki
bu farkliliga, agomelatinin gostermis oldugu antioksidan etkilerin aracilik ettigi diistintildii.
Dolayisiyla mevcut galigmanin sonuglari, Yapca ve ark. (2005) ile Aykora (2020) tarafindan

yiriitiilen ¢caligmalarin bulgulartyla ortiismektedir.

Mevcut projede histopatolojik verilerinin analizine gore agomelatin testis dokusunda
oksidatif hasara karsi antioksidan mekanizmalar araciligiyla koruyucu ve iyilestirici etkiler
gostermektedir. Elde edilen verilerle benzerlik gosteren baska bir ¢aligmada Yigittlirk ve ark.
(2017) streptozosin (55 mg/kg) ile indiiklenmis Tip 1 Diyabetik ratlarin testis dokularinda
agomelatinin (20 mg/kg) oksidatif stres lizerindeki antioksidan roliinii aragtirmiglardir. Elde
ettikleri sonuglara gore; agomelatin tedavisinin rat testislerinde, biyokimyasal parametreler ve
histopatolojik goriiniimde 1yilesme gosterdigini, ayrica agomelatinin oksidatif stres seviyesini
diisiirerek testis hasarini azaltmada potansiyel olarak faydali bir ajan oldugunu ve testikiiler

doku hasarini iyilestirdigini rapor etmislerdir.

Farkli bir calismada ise tek seferlik streptozosin enjeksiyonu ile (50 mg/kg)
olusturulan deneysel tip 1 diyabet modelinde, agomelatinin (16 mg/kg) rat epididimislerindeki
oksidatif stres iizerine histolojik etkileri arastirilmistir (Ugur, 2014). Elde edilen bulgulara
gore intersitisyel alanda, Diyabet grubu duktus epiteli apikal yilizeyinde stereosilyalarda kayip,
fibrozis ve kapstilde kalinlasma olurken; Agomelatim+Diyabet grubu

incelendigindestereosilyalarda daha az dokiilme goriilmiis ve kapsiilde kalinlagma
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izlenmemistir. Ayrica  Diyabet grubu epididimislerinde yogun gbzlenen

fibrozis,Agomelatin+Diyabet uygulanan grupta azalmistir.

Sonug olarak, diyabetin testis (Yigittiirk ve ark. 2017) ve epididimis (Ugur, 2014)
dokusunda olusturdugu yapisal dejenerasyona karsiagomelatinin koruyucu etkiler gosterdigini
ifade eden bu 2 ¢alismanin histopatolojik verileri, mevcut ¢alismanin bulgulariyla paralellik
gostermektedir. Ayrica, Yalgin ve ark. (2022) tarafindan gerceklestirilen c¢alisma da
agomelatinin testiste oksidatif hasar1 azalttig1 yoniindeki bulgularimizi destekler niteliktedir.
Ratlarda lipopolisakkaridin (LPS) neden oldugu sepsis nedenli testikiiler doku hasarina karsi
agomelatinin roliinii arastiran bu deneysel c¢alismada; 3 gruba ayrilan (Kontrol, LPS,
LPS+Agomelatin / n=8) ratlarin, testis ve epididimis dokular1 biyokimyasal ve histopatolojik
acidan incelenmistir. Testikiiler dokuda katalaz ve SOD enzim aktivitelerinin LPS (5
mg/kg)+Agomelatin (20 mg/kg) grubunda, LPS grubuna goére anlamli dercede yiiksek oldugu,
epididimal dokuda ise bu farkin anlamli olmadig gériilmiistiir. Histopatolojik veriler ise, LPS
grubundaki ratlarmn testis ve epididimislerinde belirgin hiperemi mevcutken, LPS+Agomelatin
grubunda testis ve epididimislerin normal oldugunu gdstermistir. Ayrica LPS grubunda
seminifer tiibiillerdekispermatid yogunlugu LPS+Agomelatin grubuna gore belirgin sekilde
azalmistir. Sonug¢ olarak arastirmacilar ¢alismalarinda agomelatin ile tedavinin LPS ile
indiiklenen testislerde histopatolojiyi ag¢ik¢a iyilestirdigini belirtmektedir. Bu veriler,
agomelatinin  tez projesindeki histopatolojik sonuglara olan katkisiyla tutarlilik

gostermektedir.

Agomelatinin antioksidan etkilerini arastiran baska bir ¢alismada, Kartal (2019) ilacin
farkli dozlarinin (20 ve 40 mg/kg), yiiksek doz parasetamolle (2 g/kg) indiiklenen akut bobrek
toksisitesi iizerine etkilerini biyokimyasal parametreler {lizerinden degerlendirmistir. Buna
gore; nefrotoksisite olusturulmus grupta serum iire ve kreatinin degerleri anlamli sekilde
yukselirken, agomelatin ile tedavi edilen gruplarda bu degerler anlamli sekilde azalmistir.
Fakat bu durumun agomelatinin farkli dozlarinda degisiklik gostermedigi tespit edilmistir.
Doku diizeyinde yapilan degerlendirmelerde ise nefrotoksisite olusturulmus grupta
antioksidan enzim aktivite seviyelerinin anlamli olarak diistiigli ve lipid peroksidasyon
irtinlerinin anlamli sekilde ytikseldigi goriiliirken, agomelatin ile tedavi edilen gruplarda bu
degerler anlamli sekilde tersine donmiistiir. Bu bulgular da calismamizin sonuglariyla

uyumluluk gdstermektedir.

Kanser ilaglar1 tireme sisteminde toksik yan etkiler gosterebilmektedir. Metotreksat
(MTX) kemoterapotik  bir ilagtir.  Aslanko¢ ve ark. (2020)agomelatinin (40
60



mg/kg)ratlardaMTX’in (20 mg/kg) neden oldugu testikiiler ve epididimal hasara karsi olasi
proflaktik etkilerini arastirdiklar1 deneysel ¢alismada (3 grup: Kontrol, MTX ve
MTX+Agomelatin), sag taraf testis ve epididimisi histopatolojik ve immunohistokimyasal
parametreler; alinan kan Orneklri ile sol taraf testis ve epididimisi ise biyokimyasal
parametreler {izerinden degerlendirmislerdir. Buna gore; MTX grubunda, sperm sayisinda
azalma, hiperemi, 6dem, inflamatuar reaksiyon, dejenere ve nekrotik hiicreler gézlenmistir.
Ayrica, antioksidan enzimler olan katalaz, SOD veGSH-Pxenzim aktiviteleri de kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde azalmistir. Ancak arastirmacilar agomelatin grubunda adi
gecen antioksidan enzim aktivitelerinin anlamli derecede arttigini, MTX’in testislerde ve
epididimislerde neden oldugu yapisal patolojik kosullari tersine ¢evirdigini gérmislerdir. Bu
caligmanin bulgularina gore, agomelatinin MTX'in testislerde ve epididimislerde neden
oldugu oksidatif hasari ve inflamasyonu Onleyebilecegi sonucuna varilmistir. Agomelatin

mevcut projede de testiste oksidatif hasari 6nleyici etkiler gostermistir

Bortezomib de kemoterapotik bir ilagtir ve toksik yan etkileriyle testikiiler hasara
neden olabilmektedir. Akaras ve ark. (2017) agomelatinin (25 mg/kg) bu hasara karsi olasi
koruyucu etkilerini, lipit peroksidasyon (LPO) seviyeleri ve SOD enzim aktivitesi lizerinden
arastirmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gore, sadece Bortezomib (0,2 mg/kg) ile tedavi edilen
gruplarda LPO seviyesi yiikselirken SOD aktivitesinin azalmistir. Yine bu gruplarda, bazal
membran kalinlagmasi, inflamatuvar hiicrelerde ve bag dokusunda artig ile germ hiicreleri
arasinda 6dem olustugu tespit edilmistir. Buna karsilik, Bortezomib + Agomelatin gruplarinda
normal bazal membran, daha az 6dem ve daha normal olgunlagsma gortiliirken, LPO seviyeleri
ve SOD aktiviteleri denormallesmistir. Akaras ve ark. (2017), agomelatin uygulamasinin
antioksidan etkilere katkida bulundugunu ve agomelatin tedavisinin, bortezomib kemoterapisi
sirasinda kullanim i¢in koruyucu bir ajan potansiyeline sahip olabilecegini belirtmektedirler.
Aslankog ve ark. (2020) tarafindan ytriitiilen ¢alisma ile birlikte ele alindiginda bu sonuglar,
bizim caligmamizda da oldugu gibi, agomelatinin oksidatif stresi azaltici etkiler ortaya

koydugun gostermektedir

Aslankog¢ ve ark. (2020) ile Akaras ve ark. (2017) tarafindan ulasilan sonuglarla
tutarlilik gosteren baska bir incelemede, insan ovaryum ve prostat kanseri hiicre canliligi
lizerine agomelatinin etkileri arastirilmistir. Kanser hiicre canliliginda meydana gelen
degisimlerin  3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir  testi ile
belirlendigicalismada, agomelatinin tiim konsantrasyonlarinin (0.1 mM, 1 mM, 5 mM ve 10

mM) kanser hiicre canliligi yiizdesini azalttigi bildirilmistir (p<0.05). Agomelatinin insan
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prostat ve over kanseri hiicre hatlaria karsi gii¢lii sitotoksik ve antitiimoér etkilerinin oldugu
bildirilen bu galismada, agomelatinin de kanser hiicreleri lizerinde melatonin kadar etkili

olabilecegi belirtilmektedir (Tekin, 2017). .

Agomelatinin basta IR hasar1 olmak iizere antioksidan etkilerini inceleyen calismalar
iirogenital sistem ile sinirli degildir. Miyokardiyal iR hasarinin MPTP agilmasiyla yakindan
iliskili oldugunu &ngdren bir ¢alismada; Jia ve ark. (2018), miyokardiyal IR hasarma kars
agomelatinin MPTP agilmasini1 engelleyerek kalbi koruyucu etkiler gosterdigini bildirmistir.
Buna gore; izole edilen rat kalpleri 30 dakika iskemi ve ardindan 120 dakika reperfiizyona
tabi tutulmus ve izolasyonun 1 saat 6ncesinde agomelatin (10 mg/kg, 20 mg/kg ve 40 mg/kg)
intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Sonug olarak, agomelatin tedavisinin (20 mg/kg ve
40 mg/kg) IR hasarindan sonra kardiyak fonksiyonun iyilesmesini arttirdigi ve miyokardiyal
IR hasarmni doz bagimli bir sekilde zayiflattig tespit edilmistir (p<0,05).

Chumboatong ve ark. (2017)ise agomelatinin ratlarda antiapoptotik bir yolak
iizerinden serebral IR hasarina kars1 nérokoruma sagladigini gésteren bulgulara ulasmislardir.
Orta serebral artere 2 saatlik okliizyonu takip eden 24 saat reperflizyonla olusturduklari
modelde, agomelatin (20 mg/kg, 40 mg/kg ve 80 mg/kg) 1 saat 6ncesinden intraperitoneal
olarak uygulanmistir. Alinan beyin dokulari ile yapilan incelemelerde, agomelatinin apoptozu
baskiladigi, ROS ve lipid peroksidasyonunu azalttig: tespit edilmistir. Aragtirmacilar sonug
itibariyle, agomelatinin fokal IR hasar iizerinde noroprotektif etkilere sahip oldugunu ve bu
etkilerin agomelatinin  antioksidan ve anti-apoptotik etkisiyle iliskili oldugunu
savunmaktadirlar. Mevcut projede antioksidan ozellikleriyle IR hasarmi iyilestirici etkiler
gosteren agomelatin, Jia ve ark. (2018) ile Chumboatong ve ark. (2017) tarafindan yiiritiilen

caligmalarin sonuglarini da benzer sekilde etkilemistir.

Melatoninin diiz kas kontraksiyonlarini azalttigi gosterilmistir (Ercan ve ark., 2017).
Bu baglamda, reseptdr analogu olan agomelatinin de diiz kaslarda gevsetici etkilerinin
olabilecegi diisiincesi ilgi ¢ekicidir. Ciinkii bu etki, kontraksiyonun beklenenin disinda artig
gosterdigi durumlarin  kontrol edilmesinde kullanilabilir. Bununla birlikte; diiz kas
kontraksiyonun inhibisyonuyla meydana gelebilecek fizyopatolojilerde agomelatinin
potansiyel inhibitor etkisi hakkinda fikir sahibi olmak da Onemli olabilir. Antidepresan
tedavilerin uzun siireli oldugu ve pek ¢ok defa cinsel islev bozukluguyla iligkilendirildigi goz

ontinde bulunduruldugunda bu 6nem artacaktir.
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Yapilan literatiir taramasina gore, ¢alismamiz kontraksiyonel agidan agomelatinin
testis kapsiilii diiz kas tabakasina (tunica albuginea) etkilerini inceleyen ilk calismadir. Izole
organ banyosu verilerinin istatistiksel analizine gore, testis kapsiilii kasilmasimin inhibisyonu
acisindan gruplar arasinda fizyolojik olarak anlamli bir farklilik bulunamamstir (p>0.05). Ote
yandan; genlik parametrelerimiz grup i¢i zaman degerleri lizerinden analiz edildiginde AgoK,
IR ve AgolR gruplarinda zaman igerisinde anlamli azalmalar oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Kisith sayida da olsa, 6zellikle iirogenital eksende ele alindiginda, inhibisyona dair

bulgularimizi destekleyen bagka ¢aligmalar da bulunmaktadir.

Al-Bayati (2021), agomelatinin mesane kasilma-gevseme mekanizmasi iizerindeki
etkilerini erkek ratlar iizerinde aragtirmistir. Calismasinda, haznesinde krebs ¢ozeltisi bulunan
izole organ banyosuna mesane seritlerini yerlestirmis ve kasilmalar1 ACh ile indiikledimistir.
Ardindan agomelatinin 100 pM, 200 pM ve 1000 puM dozlarim1 mesane seritlerine
uygulamigtir. Buna gore; agomelatin diisilk ve yiliksek konsantrasyonlarda mesane diiz
kaslarmin kasilma aktivitesini azaltirken, orta diizeydeki konsantrasyonlarda kaslarin
kasilmasini arttirmistir. Sonug itibariyle, agomelatinin rat mesane diiz kasinda konsantrasyona
bagimli bir sekilde gevsemeye aracilik ettigi ifade edilen calismada, agomelatinin asir1 aktif

calisan mesane fizyopatolojilerinde potansiyel terapotik etkileri olabilecegi belirtilmistir.

Yapilan bagka bir ¢calismada, yine ratlar kullanilarak elde edilen mesane seritleri (2x10
mm) icerisinde krebs ¢ozeltisi bulunan izole organ banyosuna yerlestirilmistir. 1. protokolde
10° M ACh ile indiiklenen kasilmalar iizerine herhangi bir ilave islem uygulanmazken, 2.
protokolde ise 10°M ACh ile indiiklenen kasilmalar {izerinde agomelatinin kiimiilatif doz
bagimli etkileri gézlemlenmistir. Kaslara 10 dakika arayla ve sirastyla 108M, 107M, 10°M,
10°°M, 10*M, 10° M agomelatinin arka arkaya uygulanmis ve kasilmalardaki inhibisyonun
10*M ve 10°M dozlarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.001).
Ancak sasirtict bir sekilde, en yiiksek dozdan sonra kasilmalarin tekrar artisa gectigi
goriilmiistiir. Calismanin sonuglarina gore, bu durum ilacin doza bagh giivenilirliginin diisiik
oldugu seklinde yorumlanirken, agomelatinin kiimiilatif dozlarinin ACh ile indiiklenen in

vitro rat mesane diiz kasi kasilma cevaplarini azalttig1 belirtilmistir (Vidin, 2019).

Al-Bayati (2021) ve Vidin (2019) tarafindan yiiriitiilen ¢alismalarin sonuglar1 birlikte
ele aldindigina, mevcut tez projesinin bulgularini destekler nitelikte olduklarini agikca ifade
edebiliriz. Ancak her iki aragtirmact da, agomelatin tedavisinin asir1 aktif mesane
sendromunda yararli etkileri olabilecegini vurgulasa da, ilacin doz bagiml giivenilirliligindeki
diisiikliigiin mekanizmasi hakkinda agiklayici bilgilere yer vermemistir.
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Agomelatinin, gebe ratlarin uterus kontraksiyonlarina etkilerini inceleyenbir
calismada, izole organ banyosuna yerlestirilenve kasilmalari oksitosin ile indiiklenen
miyometriyum kesitlerine3 ayri protokolde (50uM, 100uM ve 200uM) agomelatin
uygulanmustir. Sonugta doz bagimli olarak frekans, genlik ve alan degerleri belirgin olarak
azalmis veuterin kontraksiyonlar iizerinde agomelatinin tiim gruplarda istatistiksel olarak
anlamli inhibitér etkiye sahip oldugu ifade edilmistir. Ozellikle gebelik déneminde
agomelatinin daha diisiikk dozlarda inhibisyona neden olmasi, bu donemde artan melatonerjik
reseptor sayisi ile iligskilendirilmistir. Ayrica mevcut inhibitér etkinin luzindol ile (bir
melatonin reseptor antagonisti) geri donmesi, agomelatinin inhibitor etkisini MT1 ve MT2

reseptorleri tizerinden yaptigi seklinde degerlendirilmistir (Tan, 2018).

Kacar ve ark. (2022) tarafindan gerceklestirilen ve agomelatinin bagirsak diiz kasi
kontraktilitesine etkisini ilk kez arastiran bir bagka giincel ¢alismada ise, disi rattan elde
edilen ince bagirsak kesitleri kullanilmistir. Hazirlanan duodenum, jejunum, ileum ve kolon
stripleri izole organ banyosuna yerlestirilmis ve 80 mM potasyum kloriir ile indiiklenen kas
seritlerine 100 pM, 200 uM ve 1000 pM dozlarinda agomelatin uygulanmistir. Sonugta,
kasilmalarin doz bagimlh bir sekilde inhibe oldugu; frekans, egri altinda kalan alan ve P-P
degerlerinin ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi bulunmustur (p<0,05). Bu
calismada da luzindol uygulamasi agomelatinin etkisini anlamli diizeyde azaltmistir (p<0.05)
ve bu durum agomelatinin melatonin reseptérleri araciligiyla bagirsak diiz kaslarini etkiledigi

ifade edilmistir.

Diostrus donemindeki ratlarin miyometriyum seritleri ile izole organ banyosunda
yapilan bagka bir ¢alismada (Ercan ve ark., 2017), spontan ve oksitosin ile indiiklenmis
kasilmalara 50 pM, 100 uM ve 200 pM konsantrasyonlarda agomelatin uygulanmis ve
kontraksiyonlarin frekans, amplitiid ve alan degerlerinin anlamli diizeyde azaldigi tespit
edilmistir. (p<0.05). Ayrica 200uM dozundaki azalmalar diger konsantrasyonlardan daha
anlamli olmustur (p<0.001). Yazarlar, agomelatinin doz ile orantili bu inhibitor etkisinin,
diistik riski tasiyan gebelerde uterus kasilmalarini inhibe etmek amaciyla kullanilabilecegi
onermektedir. Ote yandan, bu ¢alismada luzindol inhibisyonu geriye déndiirmemistir ve bu
durum agomelatinin melatonin reseptorlerine baglanmadigi seklinde degerlendirilmistir. Basta
bizim arastirma sonug¢larimiz olmak iizere; agomelatinin doz bagimli inhibitor etkisi iizerine
daha once tartistigimiz ¢aligmalar birbirleriyle uyumlu olsalar da, bu ¢alisma, ilacin melatonin
reseptorlerine baglanip baglanmamasi noktasinda Tan (2018) ile ve Kacar ve ark. (2022)

tarafindan elde edilen bulgu ve yorumlarla ¢elismektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Agomelatin testiste cerrahi torsiyon-detorsiyon modeliyle indiiklenmis iR hasarina
kars1 belirgin antioksidan etkiler gostermistir. Histopatolojik analizlerle (Johnsen Skorlamasi)
ortaya koydugumuz bu bulgu, biiylik olasilikla agomelatinin serbest radikal stipiiriicii etkisyle
oksidatif hasar1 geriletmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Selenyum, agomelatinin testiste IR
hasarina karst gostermis oldugu antioksidan etkilere anlamli diizeyde katkida bulunmustur.
Selenyum bu etkisini muhtemelen yapisina katildigi ve kofaktorii oldugu GSH-Px enziminin
aktivitesini arttirarak gergeklestirmistir. Bununla birlikte, agomelatin ve selenyumun testiste
IR hasarma karsi gdstermis olduklari bu antioksidan etkilerin ilerleyen calismalarda

biyokimyasal parametrelerle desteklenebilecegine inaniyoruz.

Agomelatin testis kapsiilii diiz kas tabakasinda (tunica albuginea) grup i¢i zaman
degerlerine gore anlamli diizeyde inhibitdr etkiler gostermistir. izole organ banyosu
analizlerine dayandirdigimiz bu bulgu, literatiir ile paralellik gostermektedir. Agomelatinin
miyorelaksan etkisinin gruplar arasinda anlamlilik géstermemesinin ise deneysel kurgumuzda

ilacin doz bagimli olmamasindan ileri geldigini diisiiniiyoruz.

Testis kapsiiliindeki kasilma aktivitesinin, spermi seminifer tiibiillerden epididimise
iten faktorlerden biri oldugu savunulmaktadir. Dolayisiyla agomelatin iligkili inhibisyon,
tunica albuginea’da kasilma aktivitesini azaltabilir ve infertilite i¢in predispozan bir faktor
olabilir. Agomelatinin, elde edilen verilere gore, testis kapsiilii tunica albuginea tabakasindaki
kismi inhibitor etkisi, ileride doz bagimli izole organ banyosu ¢aligmalariyla desteklenebilir
ve bu etkinin doz bagiml giivenilirligi tartisilarak daha net hale gelmesi saglanabilir. Ayrica,
luzindol gibi melatonin antagonisti ilaglar kullanilarak, agomelatinin testis kapstiliindeki

inhibitor etkisinin MT1-MT?2 reseptorleri izerinden olup olmadigi da sorgulanabilir.
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8. EKLER

8.1. Etik Kurul Onay Belgesi

T.C. =
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Arastirma Merkezi Miidiirliigi KONODAM

Karar Sayisi: 2021 - 031 Karar Tarihi: 02.07.2021
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karari

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiltesi Fizyoloji ABD'den Dog. Dr. Z. Isik
SOLAK GORMUS, ve Ahmet Talha INAL' in “Agomelatin ve Selenyum Deneysel iskemi
Reperfiizyon Hasarli Rat Testis Modelini Nasil Etkiler?” bashkli tez projesi 11 yenin
katiimi ile degerlendirildi.

Projede 5 grupta toplam 40 adet sican kullanilacagi ve anestezi altinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edilecegi bildirilmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesindeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru
sahibinin sorumluluklar ve hayvan deneyleri ile ilgili etik ilkeler sakl kalmak kosulu ile
projenin hazirlanmasinda yoénerge ilkelerine uyuldugu ve calismanin deneysel kismini
gergeklestirecek arastirmacilarin deney hayvanlar kullanim sertifikasina sahip oldugu dikkate
alinarak projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar
verilmistir.

Prof. Dr Mehmet Tugrul YILMAZ
Baskan

73



