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ÖNSÖZ 

 
ÇalıĢmamız, sıçanlarda deneysel olarak oluĢturulan testiküler iskemi reperfüzyon 

(Ġ/R) hasarına karĢı Urtica dioica'nın (UD) koruyucu etkisinin apoptotik ve proliferatif 

olarak araĢtırılması amacıyla yapıldı. ÇalıĢmamız Namık Kemal Üniversitesi Bilimsel 

AraĢtırma Projeleri Birimi tarafından desteklendi (Proje No: 

NKUBAP.00.20.AR.14.11). Projemizin amacı doğrultusunda gerekli malzemeler proje 

bütçesinden alınarak çalıĢmamız tamamlandı. 

ÇalıĢmamızda 24 adet erkek Sprague Dawley cins rat 3 gruba ayrıldı: Kontrol 

grubu, Ġ/R grubu ve Ġ/R+UD (2 ml/kg) grubu. Dört saat torsiyon ve 4 saatlik detorsiyon 

süresi sonunda sıçanlar ketamin-xylazin anestezisi altında sakrifiye edildi ve testis 

dokusu çıkartılarak histopatolojik incelemelerde kullanıldı. IĢık mikroskobik 

incelemeler için alınan testis dokusu Bouin solüsyonu içinde fikse edilerek parafin 

inklüzyonu yapıldıktan sonra, elde edilen bloklardan 5 μm kalınlığında kesitler 

alınarak histolojik yapı değiĢikliklerinin incelenmesi için hematoksilen-eozin (H&E) ile 

boyandı. Ayrıca yine parafin bloklardan elde edilen 5 μm kalınlığındaki kesitlere 

immünohistokimyasal yöntemle hücre proliferasyonunun değerlendirilmesi için 

proliferatif hücre çekirdek antijeni (PCNA) ve apoptozisin belirlenmesi için TUNEL 

yöntemi uygulandı.  

ÇalıĢmamızda Ġ/R sonucunda, STÇ ve JTBS’nun düĢtüğü görüldü. UD 

tedavisinin ise Ġ/R sonrası düĢen STÇ ve JTBS’nu yükselttiği görüldü. Ġ/R sonrasında 

testislerin interstisyel yapısında bozulma, seminifer tübül yapılarında düzensizlik ve 

germ hücre dökülmesi gözlendi. Testisteki bu yapısal bozulmaların UD tedavisi 

sonrasında hafiflediği görüldü. Ayrıca Ġ/R sonucunda seminifer tübüllerin duvarında 

çok sayıda TUNEL pozitif apoptotik hücre izlendi. UD tedavisinin ise TUNEL pozitif 

hücre sayısını düĢürdüğü görüldü. Ġ/R sonucu oluĢan testis hasarında PCNA pozitif 

hücre sayısı azalırken UD verilen grupta PCNA pozitif hücre saysının UD verilmeyen 

gruba kıyasla arttığı tespit edildi. 
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ÖZET 

Amaç: Testis torsiyonu çocukluk çağın akut skrotum tablosuna yol açan önemli 

sebeplerden biridir. Zamanında ve uygun tedavi edilmediği takdirde organ kaybıyla 

sonlanan ağır bir acil cerrahi problemdir. Testis torsiyonunun tedavisinde amaç 

Ġ/R’nin bozucu etkilerini azaltmak veya yok etmektir. Burada hücre membran 

bütünlüğünü koruyan etkili ajanlardan birisi antioksidanlardır. Bu çalıĢmada 

sıçanlarda deneysel testiküler Ġ/R modelinde antioksidan özellikleri olan Urtica 

dioica'nın (UD) antiapoptotik ve proliferatif olarak etkilerinin araĢtırılması amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem: ÇalıĢmamızda 24 adet erkek Sprague Dawley cinsi rat 3 gruba 

ayrılmıĢtır: Kontrol grubu, Ġ/R grubu ve Ġ/R+UD (2 mg/kg) grubu. Dört saat torsiyon ve 

4 saatlik detorsiyon süresi sonunda sıçanlar anestezisi altında sakrifiye edildiler ve 

testis dokuları çıkartılarak histopatolojik değerlendirmeler yapıldı. Histopatolojik 

olarak STÇ ölçümü, Johnsen skorlaması,  Hematoksilen-Eozin boyaması, proliferatif 

hücre çekirdek antijeni (PCNA) immünboyaması ve bir apoptozis belirteçi olan 

TUNEL boyaması yapıldı. Ayrıca tüm verilerin istatistiksel analizi ve gruplar arası 

karĢılaĢtırmaları da yapıldı. 

Bulgular: Urtica dioica tedavisinin, Ġ/R sonrası düĢen STÇ ve JTBS’nu yükselttiği 

görüldü. Ġ/R sonrasında testislerin interstisyel yapısında bozulma, seminifer tübül 

yapılarında düzensizlik ve germ hücre dökülmesi gözlendi. Testisteki bu yapısal 

bozulmaların UD tedavisi sonrasında hafiflediği görüldü. Ayrıca UD tedavisinin Ġ/R 

sonucu azalan PCNA aktivitesini yükselttiği, artan TUNEL pozitif hücre sayısını ise 

düĢürdüğü görüldü.  

Sonuç: Antiapoptotik ve koruyucu etkileri olan UD'nın, Ġ/R hasarının sıçan 

testislerinde neden olduğu histopatolojik değiĢiklikleri ve apoptozisi önlediği görüldü. 

 

Anahtar Kelimeler: Ġ/R, urtica dioica, testis, apoptozis, sıçan. 
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ABSTRACT 

Protective Effects of Urtica dioica on Experimental Testicular Ischemia 

Reperfusion Injury in Rats 

Objective: Testicular torsion is one of the most important reasons that cause to 

acute scrotum table in childhood and it is an urgent surgical problem that result in 

losing the organ as long as not treating timely and appropriately. The aim is to reduce 

or eliminate the disruptive effects of ischemia reperfusion (Ġ/R) in the treatment of the 

testicular torsion. Antioxidants are the one of the effective agents that protect the 

integrity of the cell membrane.  In this study,  it is aimed to examine the effects of 

urtica dioica (UD) that have antioxidant feature in the experimental testicular Ġ/R 

model in rats in terms of antiapoptatic and proliferative.   

Material and Method: In our study, 24 male rats have been divided into three 

groups: control group, Ġ/R group and Ġ/R+ UD (2 mg/ kg) group.  At the end of the four 

hourly torsion and detorsion process,  the rats have been sacrificed under 

anaesthesis and histopathological evaluations have been made by removing the 

testicular tissues. Seminiferous tubule caliber measurement,  Johnson score,  

Haematoxylan-Eosin staining, proliferative cell nucleus antigen (PCNA) 

immunohistochemical staining and TUNEL as histopathological have been conducted 

Results: It has been observed that the treatment of UD has increased the Johnson 

score and seminife tubule caliber that decrease after Ġ/R, and deterioration in the 

interstitial structure of testicular, irregularities in the seminife tubule structure, and 

germ cell loss have been seen after Ġ/R. This structural deterioration in the testicular 

has reduced after the treatment of UD. It has also observed that the treatment of the 

UD has increased the activity of PCNA that decreases as a result of Ġ/R and this 

treatment has also reduced the number of the TUNEL positive cells that increase.  

Conclusion: It has observed that the protective effects of UD and histopathological 

changes in the testicular of the rat have been prevented the apoptosis and 

histological damage.  

 

Keywords: Ġ/R, urtica dioica, testis, apoptosis, rat. 
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1. GİRİŞ 

Testis torsiyonu yüz elli yılı aĢkın bir süredir, ürolojinin organ kaybı ve infertilite ile 

sonuçlanabilen acil bir hastalığı olarak bilinir. Bu hastalık ilk defa 1840 yılında 

Delasiauve tarafından tanımlanmıĢtır (Delasiauve, 1840; Saba ve ark., 1997). 

Testisin, damarsal pedinkülü etrafında dönüĢ yapması sonucu dolaĢımının 

bozulmasıyla karakterizedir (Murphy, 2003) . 

Çocukluk çağında akut skrotumun en sık nedeni olmamasına rağmen, en 

önemlisidir. Pediyatrik akut skrotal hastalıkların %25-35’ini oluĢturur. 25 yaĢ altı 

erkeklerde görülme sıklığı yaklaĢık 4000’de birdir; neonatal dönemde ve 13 yaĢ 

civarında pik yapmaktadır. Nekroz insidansı yüksek olduğundan cerrahi bir acildir. 

Tanı geciktiği zaman testiste fonksiyon kaybına ve infertiliteye yol açabilir (Turner ve 

Brown, 1993; Casa ve ark., 1980; Williamson, 1985) . 

Testiküler torsiyon-detorsiyon nedeniyle oluĢan iskemi ve reperfüzyon (Ġ/R) 

testiküler hasara neden olmaktadır. Arteriyel ya da venöz kan akımı azalmasına bağlı 

organ ve dokunun yetersiz perfüzyonu sonucu bu doku veya organların oksijenden 

yoksun kalması Ģeklinde tanımlanan iskemi, hücresel enerji depolarının boĢalması ve 

toksik metabolitlerin birikmesi sonucunda hücre ölümüne yol açmaktadır. Ġskemik 

dokuya hem hücrenin rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi için 

yeniden kan akımı gerekir (Robinowitz ve Hulbert, 1995). Reperfüzyon ise iskemik 

dokuya yeniden kan akımıyla birlikte oksijenin sağlanması olayıdır. Reperfüzyon, 

iskemi ile oluĢan hasara göre çok daha ciddi bir hasara yol açar. Reperfüzyon 

hasarından serbest oksijen radikal (SOR) türevleri baĢta olmak üzere, polimorf nüveli 

lökositler, kompleman sistemi ve endotel hücreleri sorumlu tutulmaktadır (Vedder ve 

ark., 1989). Reperfüzyon hasarına en fazla duyarlı olan hücresel yapılar, zar lipitleri, 

proteinler, nükleik asitler ve deoksiribonükleik asit molekülleridir (Anderson ve 

Williams, 1990).  

Urtica dioica, Urticaceae bitki ailesine ait bir bitkidir. Türkiye'nin bazı 

bölgelerindeki birçok halk hekimliğinde, UD tohumları yaygın olarak ileri kanser 

tedavisinde ve çeĢitli hastalıklarda alternatif tedavi olarak kullanılmaktadır. Ġlaveten 

literatürlerde antimikrobial, antiinflamatuar, analjezik ve antioksidant özellikleri ile ilgili 

çalıĢmalar vardır (Özkol ve ark., 2011; Genc ve ark., 2011; Yener ve ark., 2009;  

Sayhan ve ark., 2012; Kanter ve ark., 2005; Meral ve ark. 2003).  Bunlar içinde 



 
10 

UD’nin testis üzerine koruyucu etkilerini araĢtıran çalıĢmalar da vardır (Ghafari ve 

ark., 2011; Golalipour ve ark., 2011). Ancak UD’nın testis Ġ/R hasarına etkilerini 

araĢtıran bir çalıĢmaya literatürde rastlayamadık.  

Testis torsiyonunun tedavisinde amaç Ġ/R’nun sebep olduğu hasarı azaltmaktır. 

ÇalıĢmamızda, sıçanlarda deneysel olarak oluĢturulan testis torsiyon/detorsiyon 

modelinde, meydana gelen testiküler hasara karĢı UD'nın apoptotik ve proliferatif 

etkilerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

 

2. MATERYAL METOD 

AraĢtırmamız Çanakkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

BaĢkanlığı tarafından onaylanmıĢtır ve çalıĢma süresince etik kurallara uygun olarak 

çalıĢılmıĢtır (Sayı: B.30.2.ÇAÜ.0.05.06-050.04-16 Tarih: 14.02.2014). 

2.1. Deney Hayvanlarının Bakımı 

ÇalıĢmamızda Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Deney Hayvanları 

Laboratuvarında üretilmiĢ ve standart laboratuvar koĢullarında (22±1 0C, 12 saat 

aydınlık/karanlık siklusunda) tutulan 24 adet Sprague Dawley türü sıçanın ağırlıkları 

birbirine yakın olanları (250±10 g) aynı grupta olacak Ģekilde üç grup oluĢturuldu. 

Deneklerin gruplandırılması aĢağıdaki Ģekilde yapıldı; 

Grup 1 (Kontrol, n=8): Bu gruptaki deneklerde torsiyon ve detorsiyon iĢlemi 

uygulanmamıĢtır.  

Grup 2 (İ/R, n=8): Bu gruptaki deneklerin anestezi altında sol testisleri kord 

elemanlarıyla birlikte saat yönünde olacak Ģekilde 720° döndürülerek deneysel 

ekstravaginal testis torsiyonu modeli oluĢturulmuĢtur. Torsiyone testis 6/0 propilen 

dikiĢlerle skrotum iç yüzüne tespit edilmiĢtir. Dört saatlik torsiyon süresi sonunda 

detorsiyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Testis yeniden skrotum içine yerleĢtirildi ve dört saatlik 

reperfüzyon sonucunda deneklere bilateral orĢiektomi yapılmıĢtır. 

Grup 3 (İ/R+UD, n=8): Bu gruptaki sıçanlara Ġ/R iĢlemi uygulanıp buna ilaveten 

detorsiyondan 30 dakika önce tek doz 2 ml/kg UD yağı, intraperitonal yoldan 

verilmiĢtir. 

Dört saat torsiyon ve 4 saatlik detorsiyon süresi sonunda sıçanlar anestezi 

altında sakrifiye edildiler ve testis dokuları çıkartılarak histopatolojik değerlendirmeler 

yapıldı. Histopatolojik olarak STÇ ölçümü, JTBS skorlaması,  Hematoksilen-Eozin 
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boyaması, proliferatif hücre çekirdek antijeni (PCNA) immünboyaması ve apoptotik 

hücreleri gösteren bir yöntem olan TUNEL boyaması yapıldı.  

2.2.  Histolojik Uygulamalar 

IĢık mikroskobik incelemeler için alınan testis dokusu örnekleri Bouin fiksatifinde 

tespit edilerek trimleme iĢlemi yapıldı. Elde edilen doku trimleri 2 gün % 70’lik alkolde 

yıkandıktan sonra rutin histolojik takip serilerinden geçirilerek parafine gömüldü 

(Tablo 2.1). 

Tablo 2.1. Histolojik takip basamakları 

Sıra No Kullanılan Madde Süre 

1 % 70 Alkol 1 saat 
2 % 90 Alkol I  1 saat 
3 % 90 Alkol II  1 saat 
4 % 96 Alkol I 1 saat 
5 % 96 Alkol II   1 saat 
6 % 100 Alkol I 45 dk 
7 % 100 Alkol II 45 dk 
8 % 100 Alkol III  45 dk 
9 Ksilol I 1 saat 
10 Ksilol II 1 saat 
11 Ksilol III 1 saat 
12 YumuĢak Parafin 1 saat 
13 Y. Parafin + Sert Parafin 1 saat 
14 Sert Parafin   3 saat 

 
Histopatolojik inceleme için mikrotomda 5 µm kalınlığında kesitler alınarak, 

hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandı (Tablo 2.2). Hazırlanan preparatlar araĢtırma 

mikroskobunda (Nikon Eclipse E200, Tokyo, Japan) incelenerek 40X büyütmede 

fotoğrafları çekildi. Testisteki histolojik yapı değiĢiklikleri incelendi.  

Tablo 2.2. Hematoksilen - Eozin boyama protokolü 

Kullanılan Madde Süre 

Ksilen (I) 10 dk 

Ksilen (II) 10 dk 

Ksilen (III) 10 dk 

% 100 (Absolü) Alkol 2 dk 

% 96 Alkol 2 dk 

% 80 Alkol 2 dk 

% 70 Alkol 2 dk 

ÇeĢme Suyu 2 dk 

Hematoksilen 5 dk 

ÇeĢme Suyu 4 dk 
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Eozin  30 s 

% 80 Alkol 2 kez daldır çıkar 

% 96 Alkol 2 kez daldır çıkar 

% 100 (Absolü) Alkol 5 dk 

Ksilen (I) 10 dk 

Ksilen (II) 10 dk 

Ksilen (III) 10 dk 

Entellan ile kapat 

 
2.3.  Seminifer Tübül Çapları  

 Seminifer tübüllerdeki etkilenmeyi saptamak için araĢtırma mikroskobunda ve 

mikroskoba uyarlanan oküler mikrometre yardımıyla bütün gruplara ait 100’er 

seminifer tübülün çapları (STÇ) ölçüldü. Her tübülün çapı dörder defa ölçülüp, 

ortalaması alındı. 

2.4.  Johnsen Testiküler Biyopsi Skoru 

Johnsen testiküler biyopsi skoru Tablo 2.3’teki ölçütlere göre derecelendirildi 

(Johnsen 1970). Her grup için ayrı ayrı 100 adet seminifer tübül değerlendirilerek 

ortalama Johnsen testiküler biyopsi skoru (JTBS) hesaplandı. 

Tablo 2.3. Johnsen testiküler biyopsi skoru (JTBS). 

Skor Histolojik Bulgular 

1 Tübüllerde hiçbir hücre yoktur 
2 Sadece Sertoli hücreleri vardır 
3 Sadece spermatogonyumlar vardır 
4 Az sayıda (5/ tübül) spermatosit vardır 
5 Fazla sayıda spermatosit mevcuttur 
6 Az sayıda (5/ tübül) spermatid mevcuttur 
7 Farklanma iĢareti olmaksızın fazla sayıda spermatid vardır 
8 Olgun spermatozoa olmaksızın geç spermatidler mevcuttur 
9 Az sayıda (5/ tübül) spermatozoa vardır 
10 Fazla sayıda spermatozoanın görüldüğü tam spermatogenez 

mevcuttur 
   

2.5. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End 

Labeling) Yöntemi 

Apoptozisin belirlenmesi amacı ile TUNEL tekniğinden yararlanıldı. Apoptotik 

germ hücrelerinin belirlenmesi için apoptozis kiti (TUNEL Universal Apoptosis 

Detection Kit-Biotin-labeled POD, Cat. No. L00290, GenScript USA Inc., Piscataway, 

USA) kullanıldı. 
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TUNEL tekniğinde apoptotik hücreler Ģu Ģekilde belirlenir; apoptotik sinyaller 

DNA üzerinde kırıklar oluĢturmaktadır. Açığa çıkan DNA parçacıklarının serbest 3'-

OH uçlarına terminal deoksinükleotidil transferaz (TdT) aracılığı ile biotin ile 

iĢaretlenmiĢ ve iĢaretlenmemiĢ deoksinükleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile 

iĢaretlenmiĢ nükleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz konjugatı ile tespit 

edilir. Diaminobenzidine, iĢaretlenmiĢ örnek ile tepkimeye girerek DNA kırığı 

bölgesinde çözünemeyen bir substrat oluĢturur. Metil yeĢili ile ters boyama yapılarak 

iĢlem sonlandırılır. Böylelikle dokulardaki apoptotik hücreler mikroskopik olarak 

görüntülenebilir. 

Bu iĢlemlerden geçirilerek boyanan testis dokusu kesitleri araĢtırma mikroskobu 

(Nikon Eclipse E200, Tokyo, Japan) ile değerlendirildi. Gruplardaki apoptotik germ 

hücreleri ve normal yapıdaki germ hücreleri sayıldı, apoptotik hücrelerin gruplara 

göre yüzdesi apoptotik indeks olarak hesaplandı ve istatistiksel olarak değerlendirildi. 

2.6.  İmmünohistokimyasal inceleme (PCNA) 

Yapılan immünohistokimyasal incelemeler Hsu ve ark. (1981) tarafından 

açıklanan metoda göre yapıldı. Ġmmünohistokimyasal inceleme için testis 

dokusundan 5 μm kalınlığında kesitler alındı ve deparafinizasyon iĢlemini takiben 

kesitler suya indirildi. Suya indirilen kesitler antijen retrival içinde mikrodalga fırında 

20 dk kaynatıldı. Oda ısısında 20 dk soğumaya bırakıldıktan sonra kesitler Fosfat 

Buffer Solusyonu (PBS; pH 7.6) (PBS) ile yıkandı. Bu aĢamadan sonra hidrojen 

peroksidaz aktivitesinin giderilmesi için metanolde (Riedel-de Häen 24229) 

hazırlanan %3’lük hidrojen peroksit (H2O2) ile 20 dk muamele edildi. Distile su içinde 

çalkalanarak kesitler PBS ile yıkandı. Özgül olmayan antikor bağlanmalarını 

bloklamak üzere kesitlere %1 preimmün rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-

015-UB) uygulandı. Daha sonra kesitler nemli chamber içinde 1/100 oranında 

sulandırılmıĢ primer antikor (Mouse monoclonal anti-PCNA antibody, ab2426-1, 

abcam, USA) ile 1 saat süre ile inkübe edildi. Kesitler 3 kez PBS ile yıkama 

sonrasında 20 dk sekonder antikor solüsyonunda (Biotinylated Goat Anti-Mouse, 

LabVision, TM-015-BN) tutuldu. 3 kez PBS’de yıkanan kesitlere 20 dk streptavidin 

peroksidaz solüsyonu (Streptavidin Peroxidase, LabVision, TS-015-HR) uygulandı. 

Kesitlere 3 kez PBS ile yıkama sonrasında 10 dk 3-amino 9 etil karbazol kromojen 

solüsyonu (LabVision, TA-002-HAC) uygulaması yapıldı. Kesitler distile su ile 

yıkandıktan sonra 5 dk Mayer hematoksilen uygulanarak zıt boyama yapıldı. Akar 
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suda 5 dk yıkanan kesitler kapatma solüsyonu (Mounting Medium, LabVision, TA-

060-UG) konarak lamel ile kapatıldı ve ıĢık mikroskobunda değerlendirmeye alındı.  

Gruplardaki PCNA-pozitif germ hücreleri sayılarak, PCNA-pozitif hücrelerin 

gruplara göre yüzdesi istatistiksel olarak değerlendirildi. 

2.7. İstatistiksel Analiz  

Verilerin istatiksel olarak değerlendirilmesinde “PASW® Statistics 18 for 

Windows” (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik paket programı kullanıldı. 

Grupların dağılımı Shapiro-Wilk testi ile değerlendirildi. Veriler normal dağılım 

göstermediği için non-parametrik testler kullanıldı. Gruplar arası karĢılaĢtırmalar 

Kruskal-Wallis testi ile, alt grup karĢılaĢtırmaları Mann-Whitney U testi ile yapıldı. 

Elde edilen “p” değerinin <0,05 olması istatistiksel olarak anlamlılık ifadesi olarak 

kabul edildi.  

3. BULGULAR 

3.1. Seminifer Tübül Çapları ve Johnsen Testiküler Biyopsi Skoru 

Kontrol, Ġ/R ve Ġ/R+UD gruplarına ait deneklerin STÇ ve JTBS değerleri Resim 

3.1 ve Resim 3.2’de gösterilmiĢtir.  

Seminifer tübül çapı her testis için ayrı ayrı değerlendirilip grupların aritmetik 

ortalamaları hesaplandı. STÇ’ları açısından gruplar incelendiğinde gruplar arasında 

anlamlı farklılık saptandı. Ġ/R grubu STÇ’ları kontrol grubu değerleri ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı bulundu (p<0,01). 

Ġ/R+UD grubu STÇ’ları Ġ/R grubunun değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

Ģekilde artmıĢ olduğu tespit edildi (p<0,01) (Resim 3.1). 

Johnsen testiküler biyopsi skorları her testis için ayrı ayrı değerlendirilip 

grupların aritmetik ortalamaları hesaplandı. JTBS’ları açısından gruplar 

incelendiğinde gruplar arasında anlamlı farklılık saptandı. Ġ/R grubu JTBS’ları kontrol 

grubu değerleri ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azaldığı 

bulundu (p<0,01). Ġ/R+UD grubu JTBS’ları Ġ/R grubunun değerlerine göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir Ģekilde artmıĢ olduğu tespit edildi (p<0,01) (Resim 3.2). 
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Resim 3.1. Kontrol, Ġ/R ve Ġ/R+UD gruplarına ait seminifer tübül çap değerleri.  a: 
p<0.01 kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, b: p<0.01 kontrol grubu ve Ġ/R grubu ile 
karĢılaĢtırıldığında. 

 
 
 

 
 
Resim 3.2. Kontrol, Ġ/R ve Ġ/R+ UD gruplarına ait Johnsen testiküler biyopsi skorları. 
a: p<0.01 kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, b: p<0.01 kontrol grubu ve Ġ/R grubu 
ile karĢılaĢtırıldığında. 
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3.2. Işık Mikroskopik Bulgular 

Histopatolojik değerlendirme için kesitler H&E ile boyanarak hazırlandı, ortaya 

çıkan bulgular resimlendirildi ve Resim 3.3, Resim 3.4 ve Resim 3.5,’de gösterildi.  

Ġ/R uygulaması sonucunda, testislerin seminifer tübül ve interstisyum 

yapılarında hasarlanma görülmüĢtür. Ayrıca seminifer tübüllerdeki spermatogenik 

seriye ait hücre sayısında azalma gözlendi. Yine Ġ/R grubu testislerinde seminifer 

tübülü oluĢturan hücrelerin bir kısmının lümene döküldüğü tespit edildi. Testisteki tüm 

bu yapısal bozulmaların UD tedavisi sonrasında hafiflediği görüldü. 

 

 
 

Resim 3.3. Kontrol grubuna ait ıĢık mikroskopik görüntü. H&E, X400. 
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Resim 3.4. Ġ/R grubuna ait ıĢık mikroskopik görüntü. H&E, X400. 
 

 
 

Resim 3.5. Ġ/R+urtica dioica grubuna ait ıĢık mikroskopik görüntü. H&E, X400. 
 
 

3.3. İmmunohistokimya (PCNA) Bulguları 

ÇalıĢmamızda kontrol, Ġ/R ve Ġ/R+UD gruplarının testis dokularında hücre 

proliferasyonunu değerlendirmek için immunohistokimyasal PCNA metodu kullanıldı 

(Resim 3.6, Resim 3.7 ve Resim 3.8). Ġ/R sonucunda PCNA pozitif hücre sayısında 

azalma izlendi. UD tedavisinin ise PCNA pozitif hücre sayısını arttırdığı görüldü. 
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PCNA pozitif hücreler sayılarak gruplara ait PCNA indeks değerleri hesaplandı. 

ÇalıĢmamızın sonucunda Ġ/R grubunda kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında PCNA 

indeks değerinin azaldığı, Ġ/R+UD grubunda ise PCNA indeks değerinin Ġ/R grubu 

değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde arttığı tespit edildi (Resim 3.9).  

 

 
 
Resim 3.6. Kontrol grubuna ait PCNA boyama görüntüsü. (Ok: PCNA pozitif germ 
hücreler). X400. 

 

 
 
Resim 3.7. Ġ/R grubuna ait PCNA boyama görüntüsü. (Ok: PCNA pozitif germ 
hücreler). X400. 
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Resim 3.8. Ġ/R+UD grubuna ait PCNA boyama görüntüsü. (Ok: PCNA pozitif germ 
hücreler). X400. 
 
 
 

 
 

 
Resim 3.9. Kontrol, Ġ/R ve Ġ/R+ UD gruplarına ait PCNA indeks değerleri. a: p<0.01 
kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, b: p<0.01 kontrol grubu ve Ġ/R grubu ile 
karĢılaĢtırıldığında. 
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3.4. TUNEL Bulguları 

ÇalıĢmamızda kontrol, Ġ/R ve Ġ/R+UD gruplarının testis dokularında apoptozisi 

belirlemek için TUNEL metodu kullanıldı (Resim 3.10, Resim 3.11 ve Resim 3.12 ). 

Ġ/R uygulaması sonucunda seminifer tübüllerin duvarında çok sayıda TUNEL pozitif 

apoptotik hücre izlendi. UD tedavisinin ise TUNEL pozitif hücre sayısını düĢürdüğü 

görüldü. 

TUNEL pozitif iĢaretlenen hücreler sayılarak gruplara ait apoptotik indeks 

değerleri hesaplandı. ÇalıĢmamızın sonucunda Ġ/R grubunda kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında apoptotik indeks değerinin arttığı, Ġ/R+UD grubunda ise apoptotik 

indeks değerinin Ġ/R grubu değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde 

azaldığı saptandı (Resim 3.13).  

 

 

 
 
Resim 3.10. Kontrol grubuna ait TUNEL boyama görüntüsü. (Ok: TUNEL pozitif 
iĢaretlenen apopitotik hücreler). X400. 
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Resim 3.11. Ġ/R grubuna ait TUNEL boyama görüntüsü. (Ok: TUNEL pozitif 
iĢaretlenen apopitotik hücreler). X400. 
 
 
 
 
 

         
 
Resim 3.12. Ġ/R+ UD grubuna ait TUNEL boyama görüntüsü. (Ok: TUNEL pozitif 
iĢaretlenen apopitotik hücreler). X400. 
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Resim 3.13. Kontrol, Ġ/R ve Ġ/R+UD'nın gruplarına ait apoptotik indeks değerleri. a: 

p<0.01 kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, b: p<0.01 kontrol grubu ve Ġ/R grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında. 

 

4. TARTIŞMA 

Testis torsiyonu, çocukluk çağında akut skrotuma yol açan spermatik kord ve 

yapılarının kendi ekseni etrafında dönmesi sonucunda kan akımının engellenmesi ile 

oluĢan acil cerrahi giriĢim gerektiren önemli bir ürolojik sorundur. Testis torsiyonu geç 

çocukluk ya da erken adolesan döneminde daha fazla görülmekle beraber, bu oranın 

25 yaĢ altındaki erkekler için 1:4000 olduğu bildirilmektedir (GüneĢ ve ark, 2015; 

Karagüzel ve ark, 2012;  Tsounapi ve ark, 2012). Testis torsiyonu sonucunda, 

testisde hasar oluĢumunu engellemek için acil olarak detorsiyon iĢlemi yapılmalıdır. 

Fakat cerrahi iĢlem gerçekleĢtirilse bile testisde atrofi geliĢerek infertiliteye neden 

olabilir (Karagüzel ve ark, 2012; Turner ve ark, 2004). Fertilizasyon için sağlıklı tek 

testis bile yeterli olmasına rağmen tek taraflı testis torsiyonu olgularında, %25 

oranında infertilite ve %90’a varan anormal sperm analiz sonuçları, tek taraflı testis 

torsiyonunun diğer testiste de histolojik ve hemodinamik değiĢikliklere neden olduğu 

görüĢünü desteklemiĢtir (Sadler, 1996; Tanyel, 2000).  
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Testis torsiyonu iskemik hasar, detorsiyon ise reperfüzyon hasarı oluĢturarak 

dokuda yapısal bir takım değiĢikliklerin ortaya çıkmasına neden olur (ġener ve ark, 

2014).  

Testis, iskemi sonucunda hücresel fonksiyon bozukluğuna yol açan ve hücre 

ölümü ile bitebilen bir dizi kimyasal reaksiyon baĢlatır (Mogilner ve ark, 2006; 

Prilmann ve Turner, 1997).  Doku hasarını arttıran en önemli faktör SOR olup üretimi 

iki evrede gerçekleĢir. Ġlk evre hemen reperfüzyonu takiben baĢlayarak,  hücrede geri 

dönülebilir hasara neden olmaktadır ve antioksidan defans sistemi aktivasyonu 

sayesinde hasar geçicidir. Sadece birkaç saat sürer ve tipik bir oksidatif stres 

görüntüsündedir. SOR üretiminin ikinci evresi ise, geri dönüĢümsüz hücre hasarı ve 

enflamasyonla karakterizedir. 4-6 saat süren deneysel testis Ġ/R modellerinde kalıcı 

doku hasarının oluĢtuğu hususunda fikir birliği vardır (Becker, 1995; Turner, 1997). 

Bizim çalıĢmamızda da 4’er saatlik torsiyon/detorsiyonla beraber ortaya çıkan Ġ/R 

modelinde çeĢitli histopatolojik değiĢiklikler gözlenmiĢtir. Bu çalıĢma histopatolojik 

hasar ve apoptozis aracılığıyla Ġ/R’nin testis üzerinde hücresel toksik etkisini 

doğrulamıĢtır. Ayrıca UD uygulaması ile tüm bu değiĢikliklerin nispeten düzeltildiğide 

gösterilmiĢtir. 

Memeli testisinde testiküler kan akımı ve iskemi değiĢikliklerini hakkında bilgi 

veren ilk detaylı çalıĢma 1949’da Harrison ve ark. tarafından yapılmıĢtır. Yapılan 

çalıĢmada araĢtırmacılar, ratlarda bir saatlik testis torsiyonu sonucunda ilk olarak 

Sertoli hücrelerinin normal yapılarını kaybettiği gözlemlemiĢlerdir. 1969’da yapılan 

baĢka bir çalıĢmada ise Steinberger ve Tjioe, iki saatlik iskemi sonrasında bu 

değiĢimleri ancak izleyebilmiĢlerdir. Orhan ve ark., (2004) çalıĢmalarında, altı saat 

devam ettirilen testis torsiyonunda ortaya çıkan doku hasarını trombosit aktive edici 

faktör antagonisti olan “Ginkgo biloba”nın azalttığını vurgulamıĢlardır.  

Deneysel testis torsiyonunda testisde kan akımının azaldığı bilinmektedir. Bu 

durumun sonucunda ise germ hücresinde apoptoz, testisin atrofisi ve 

spermatogenezde bozulma ortaya çıkmaktadır (Turner ve ark.1996). Ġskemi sonrası 

değiĢimler kontralateral testiste uzayan reperfüzyonla testiküler hasara neden 

olmuĢtur. Deneysel testis iskemi reperfüzyonunda 4- 6 saatten daha uzun süren 

reperfüzyon kalıcı doku hasarına neden olur (Ralitchkova ve ark.1990, Becker ve 

Turner, 1995, Granados ve ark. 1998). Ayrıca, sekiz saatlik torsiyon ardından kan 

akımının tamamen düzeldiğini bildiren yazarlar da vardır (Filho ve ark., 2004). Bizim 
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deneyde amacımız torsiyon oluĢturulmuĢ testislerde herhangi bir iĢlem yapmadan 

önce kabul edilebilir bir iskemi oluĢturmaktı. Aynı zamanda testiste geri dönüĢümsüz 

hasar geliĢmeden önce torsiyonun ve deneyin sonlandırılması gerekiyordu. Bu 

nedenlede çalıĢmada iskemi süresi dört saat olarak uygulandı.  

Spermatogenez testis torsiyonunda etkilenen en önemli parametrelerden birisidir. 

JTBS testisteki histolopatolojik hasarı, germinal epiteyumun geliĢimsel 

değerlendirilmesi sayesinde ölçen bir yöntemdir (Johnsen, 1970; Mogilman ve ark. 

2004). ÇalıĢmamızda JTBS değerleri Ġ/R grubunda daha düĢük olarak tespit edildi. 

Mogilman ve ark.’da yaptıkları çalıĢmada 4 saatlik iskemi arkasından 1 saatlik 

reperfüzyon uygulamıĢlar ve sonucunda da JTBS’nin Ġ/R grubunda azaldığını 

gözlemleniĢlerdir. Ayrıca, Ergur ve ark’ da ve Ghasemnezhad ve ark’da yaptıkları 

çalıĢmada Ġ/R sonucunda JTBS’nin ve STÇ azaldığını gözlemlemiĢlerdir.  

Seminifer tübüllerdeki atrofi ve spermatogenik hücrelerdeki azalma 

spermatogenezis eksikliğinin iĢaretidir. ÇalıĢmamızda STÇ değerleri, benzer Ģekilde 

oluĢturulan birçok torsiyon/detorsiyon çalıĢmada olduğu gibi Ġ/R grubunda daha 

düĢük olarak saptandı (Karagüzel ve ark, 2012; Ghasemnezhad ve ark, 2015; 

Mogilman ve ark 2004). Bununla birlikte hem JTBS hem de STÇ değerlerinde UD’nın 

uygulaması ile artma gözlendi. Golalipour ve ark. ’nın yapmıĢ olduğu çalıĢmada da 

diyabetin sebep olduğu testis hasarında seminifer epitelyum yüksekliğinin UD verilen 

grupta diyabetik gruba göre arttırdığı gösterilmiĢtir. Jalili ve ark.’da (2014) yaptıkları 

çalıĢmada nikotinin testise verdiği hasarın UD’nin koruyucu yönünün değerlendirildiği 

çalıĢmada, nikotin hasarına karĢı UD’nin farklı dozlarda verilmesi sonucunda STÇ’nin 

bu grupta nikotin verilen gruba göre anlamlı derecede yüksek olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Bu yönüyle bakıldığında sonuçların bizim çalıĢmamızla uyumlu 

olduğu ve UD’nin testis hasarına karĢı koruyucu rolü olduğu anlaĢılmaktadır.  

ÇalıĢmamızda testis dokusunun histopatolojik incelemesi sonucunda, interstisyel 

yapıda bozulma, seminifer tübül sınırlarında düzensizlik ve spermatogenik seri hücre 

dizisinde bozulma ve azalma gözlendi. Benzer bulgular daha önceki çalıĢmalarda da 

gözlenmiĢtir (Parlaktas ve ark., 2014; Minutoli ve ark., 2014).  Ayrıca, UD’nın Ġ/R 

uygulamasının neden olduğu histopatolojik hasarları azalttığı da görülmüĢtür. Daha 

önce yapılan çalıĢmalarda da UD’nın uygulamasının testiküler disfonksiyonu ve 

histopatolojik değiĢiklikleri azalttığı bildirilmiĢtir (Jalili  ve ark., 2014; Golalipour ve 

ark., 2011). 
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PCNA, hücre siklusunun proliferasyon fazını görüntülemek için kullanılan bir 

antijendir (ġen ve ark., 2002). Hücre kinetiğini ölçmede güçlü ve germ hücrelerinin 

proliferasyon aktivitesinin değerlendirilmesinde ucuz, basit ve doğru bir yöntemdir 

(Altay ve ark., 2003). PCNA germinal hücre kayıplarının saptanmasında kullanılır. 

Çünkü geminal kayıpta, özellikle PCNA düzeyi azalmıĢ ve DNA sentezinde bozulma 

uyarılmıĢtır. Spermatogenezin etkinliği; spermiyositogenezi ve mayozdaki germinal 

hücre kaybı ve spermatogonyum proliferasyon aktivetesine bağlıdır  (Altay ve ark, 

2003).  

  ÇalıĢmamızda kontrol grubu ratlarının spermatosit ve 

spermatogonyumlarında PCNA pozitif hücreler saptandı. Ġ/R uygulaması sonrasında 

ise PCNA pozitif hücre sayısı önemli derecede azaldığı görüldü. Bu durum bize 

testiküler germ hücrelerinde spermatogenezis ve proliferatif aktivitenin azaldığını 

göstermektedir. UD’nın uygulaması sonucunda ise PCNA ekpresyonunda artıĢ 

olduğu görüldü. Kanter (2010), testiküler iskemi reperfüzyon hasarında düĢen PCNA 

ekspresyonunun melatonin tedavisi ile beraber PCNA ekspresyonunu arttırdığını 

bildirmiĢtir. Yapılan bir baĢka çalıĢmada ise Taati ve ark. (2015), torsiyon-detorsiyon 

iĢlemi sonucunda oluĢan Ġ/R hasarına karĢı ghrelinin etkisini araĢtırmayı 

amaçlamıĢlar ve bu amaçlada, 1 saatlik torsiyon sonrasında 7 günlük dertorsiyon 

iĢlemi yapmıĢlardır. Sonucunda da PCNA düzeyini torsiyon/detorsiyon oluĢturulan ve 

ghrelinin verilen grupta torsiyon /detorsiyon oluĢturulup salin verilen gruba göre hafif 

derecede yüksek bulmuĢlardır.  Ayrıca, Erboğa ve ark (2015) ’in yapmıĢ olduğu 

çalıĢmada Ġ/R sebep olduğu testis hasarında Ġ/R grubunda PCNA indeksinin 

düĢtüğünü, timokinon tedavisinin ise PCNA ekspresyonunu arttırdığını bildirmiĢlerdir. 

Bizde çalıĢmamız da PCNA indeksini değerlendirdiğimizde Ġ/R’nin PCNA indeksini 

düĢürdüğü, UD’nın ise indeks değerlerini arttırdığını tespit ettik.  

    Torsiyon sonrası germ hücrelerinde meydana gelen apoptoza detorsiyonla 

beraber bu bölgeye lökositlerin göç ederek SOR’u arttırmasının da neden olduğa dair 

bilgileri bazı çalıĢmalarda bildirilmiĢtir  (Turner, 2004). Apoptozis, birçok fizyolojik ve 

patolojik olaylarda meydana gelen programlanmıĢ hücre ölümüdür.  

Spermatogenezisde apoptozis, germ hücre sayısının kontrolünden ve bozuk olan 

germ hücrelerinin ortadan kaldırılmasından sorumlu olan fizyolojik bir süreçtir (Aktan 

ve ark., 2005). Ayrıca, ısı Ģoku, iyonize radyasyon, toksik maddeler ve hormonal 

yetersizlik gibi olaylarda, total germ hücre kaybına yol açan testiküler apoptozisi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Altay%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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tetiklemektedir.  Apoptozisin yaygın özelliği olarak oksidatif stres tanımlanmaktadır 

(Ranawat ve Bansal, 2008). Oksidatif stres durumunda, serbest radikal yapımı ile 

antioksidan savunma mekanizması arasındaki denge bozulup, doku hasarı meydana 

gelmektedir (Altan ve ark, 2006; Serafini ve ark.,2004; Jedlınska  ve ark.,2006). 

Serbest oksijen radikalleri de hücre metabolizmasındaki birçok reaksiyonu 

etkileyerek DNA hasarına, lipid peroksidasyonuna, sitokinlerin ekspresyonuna, 

histolojik inflamasyona ve neticede fibrogeneze ve apoptozis veya nekrozla hücre 

ölümüne yol açmaktadırlar (Lavine, 2000; Chatterjee ve ark., 2002).  

Tsounapi ve ark (2012) ve Mogilnar ve ark (2006) Ġ/R uygulamasının testiste 

apoptosise neden olduğunu bildirmiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda da, Ġ/R testislerde 

apopitotik hücrelerin sayısını ve apoptotik indeksi arttırmıĢtır. Sonuçlarımız daha 

önceki çalıĢmalarla uyumludur (Ghasemnezhad ve ark, 2015; Karagüzel ve ark., 

2012; Mogilner ve ark., 2006;). Ghasemnezhad ve ark. (2015), 2 saatlik torsiyon ve 3 

saatlik detorsiyon uygulamasının ardından oluĢturdukları Ġ/R modelinde, Ġ/R 

grubunda oksitosinin koruyucu rolü sayesinde TUNEL pozitif hücre sayısında azalma 

olduğunu belirlemiĢlerdir.  Aktoz ve ark.’da (2009) çalıĢmalarında 5’er saatlik torsiyon 

ve detorsiyon uygulayarak Ġ/R modeli oluĢturmuĢlar ve detorsiyondan 40 dk. önce 15 

mg/kg quercetin uygulamıĢlardır. ÇalıĢmanın sonucunda Ġ/R grubunda TUNEL pozitif 

hücrelerin sayısında anlamlı derecede artıĢ gözlenirken, quercetin terapisinin 

yapıldığı Ġ/R grubunda TUNEL ekspresyonunda anlamlı derecede azalma 

gözlemlemiĢlerdir. 2011 yılında Kanter'in yaptığı bir çalıĢmada Ġ/R uygulamasının 

testiste apoptosise neden olduğunu Ginkgo biloba’nın ise hasar üzerine koruyucu 

etkisinin olduğunu bildirmiĢtir. Ayrıca, Ginkgo biloba’nın uygulaması ise hem 

apoptotik hücrelerin sayısını hem de apoptotik indeksi azaltmıĢtır.  

Sonuç olarak; Ġ/R sonucunda histolojik hasar ve apoptozisle karakterize bir 

durum olan testiküler toksisitenin ortaya çıktığı, UD’nın ise koruyucu etkisi ile 

testiküler toksisiteyi önemli ölçüde azaltıldığı bulundu. Bu durum UD’nın korucu 

özelliği sayesinde Ġ/R uygulamasına bağlı testiküler toksisiteyi önleyici bir etkiye 

sahip olduğunu göstermektedir. Tüm bu bilgiler ıĢığında, Ġ/R hasarına neden olan 

mekanizmaların anlaĢılması sonucunda klinik olarak fayda sağlayacak yardımcı yeni 

antioksidan tedavi seçeneklerinin geliĢtirilmesi açısından önemlidir. 
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