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OZET

Semiral Albayrak Semalar, Infliksimabin Sicanlarda Testikiiler Torsiyon
Detorsiyon Hasar1 Uzerine Etkileri. Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi,
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans
Tezi, Zonguldak, 2019.

Tiimor nekrozis faktor-alfa hiicre 6liimiinden doku rejenerasyonuna kadar degisen
cok yoOnlii etkilere sahip olan proinflamatuvar bir sitokindir. Bu ¢aligmanin amaci,
sicanlarda tek tarafli uygulanan testikiiler torsiyon/detorsiyon (T/D) hasarinda bir
anti-TNF-o. fare/insan kimerik IgG monoklonal antikoru olan infliksimabimn (INF),
apoptotik yolaklar ve sperm miktarina etkilerini arastirmaktir. Wistar albino erkek
sicanlar tiyopental sodyum ile anestezi edildi ve sham, T/D ve INF+T/D olarak 3
gruba ayrild1 (n=7). Torsiyon, anestezi sonrasi sag testisin spermatik kordunun saat
yoniinde 720° dondiiriiliip batina sabitlenmesiyle gerceklestirildi. Sicanlara
detorsiyondan 10 dak 6nce INF (ip. 5 mg/kg) ve ¢dziiciisii uygulandi. Torsiyon (3
saat) sonrast spermatik korda detorsiyon uygulandi. Detorsiyonun 24. saatinde ve
65. giinlinde cikarilan testis ve kauda epididimlerin agirliklar: tartildi. Detorsiyonun
24. saatinde, histopatolojik hasar Johnsen skorlamasi ile kaspaz-3, kaspaz-8 ve
kaspaz-9 aktiviteleri immiinohistokimyasal boyama yontemi ile degerlendirildi.
Detorsiyondan 65 giin sonra kauda epididimlerde sperm sayimi yapildi. T/D
grubunun testis ve kauda epididimlerin agirliklari, sperm sayis1 ve Johnsen skoru
sham grubuna gore anlaml diisiik bulunurken; spermatogenik seriye ait hiicrelerden
ozellikle spermatosit ve spermatitlerde, apoptozis belirtegleri olan kaspaz-3, kaspaz-
8 ve kaspaz-9'a ait belirgin immiin boyanma gozlendi. INF tedavisinin, T/D'ye baglh
testis ve kauda epididim agirliklarinda, sperm sayisinda ve Johnsen skorundaki
azalmayr Onlemedigi ve spermatogenik hiicrelerdeki kaspazlara ait immiin
boyanmanin siddetini azaltmadig goézlendi. Sonug olarak, INF ile olusturulan TNF-

a blokasyonu sigan testikiiler T/D’ye bagli hasarda koruyucu etki gostermemistir.

Anahtar Kelimeler: Infliksimab, Kaspaz, Sperm, Testis, Torsiyon/detorsiyon



ABSTRACT

Semiral Albayrak Semalar, Effects of Infliximabine on Detection of Testicular
Torsion in Rats. Zonguldak Biilent Ecevit University, Institute of Health
Sciences, Department of Medical Pharmacology, Master of Science Thesis,
Zonguldak, 2019.

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) is a proinflammatory cytokine with multiple
effects ranging from cell death to tissue regeneration. The aim of this study was to
investigate the effects of an anti-TNF-a, mouse / human chimeric 1gG monoclonal
antibody, infliximab (INF) on apoptotic pathways and sperm amount in unilateral
testicular torsion / detorsion (T / D) injury in rats. Wistar albino male rats were
anesthetized with thiopental sodium and divided into 3 groups as sham, T / D and
INF + T /D (n=7). Torsion was created by rotating the right testis 720° clockwise
and maintained by fixing the testis. Rats were treated with INF (ip, 5 mg / kg) and
solvent 10 min before detorsion. After torsion (3 hours), spermatic cord detorsion
was performed. Weights of testis and cauda epididymis were measured at 24th and
65th day of detorsion. At 24 hours of detorsion, histopathological injury was
evaluated by Johnsen scoring and caspase-3, caspase-8 and caspase-9 activities by
immunohistochemical staining. 65 days after detorsion, sperm count was performed
in cauda epididymis. The weight of T / D group, testis and cauda epididymis, sperm
count and Johnsen score were significantly lower than sham group. spermatocytes
and spermatitis, especially those of the spermatogenic series, showed significant
immunostaining of caspase-3, caspase-8 and caspase-9, which are the markers of
apoptosis. INF therapy did not prevent the decrease in sperm count and Johnsen
score of T / D and testis and cauda epididymis, and did not decrease the severity of
immunostaining of caspases in spermatogenic cells. As a result TNF-o. blockade

created with INF did not show a protective effect on rat testicular T/D injury.

Key words: Infliximab, Caspase, Sperm, Testis, Torsion / detorsion
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RNS Reaktif Nitrojen Tiirleri

SOR Serbest Oksijen Radikali

STNF-a Coziinebilir TNF-a

SC Subkutan

TACE Tiimor Nekroz Faktor Doniistiirticii Enzim
T/D Torsiyon/detorsiyon

TNF Tiimor Nekroz Faktor

TNF-a, Timor Nekroz Faktor Alfa

TNF-p Tiimdr Nekroz Faktor Beta

TNFR Tiimor Nekroz Faktor Reseptori
TNFR-1 Tiumor Nekroz Faktor Reseptorii-1
TNFR-2 Tiumor Nekroz Faktor Reseptorii-2

VCAM-1 Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1
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1. GIRIS

Testikiiler torsiyon 25 yasindan gen¢ erkeklerde 1/4000 gozlenen acil bir
durumdur. Testikiiler torsiyon, spermatogenezisin siirdiiriilebilmesi agisindan, akut
olarak tedavi edilmesi gereken onemli bir hasardir. Hastay1 infertiliteden korumak
icin torsiyona ugramis olan testisin detorsiyonu gereklidir (1). Testikiiler
torsiyon/detorsiyonda (T/D), spermatik kordun torsiyonu testikiiler arterin
okliizyonuna, dolayisiyla testis dokusunun iskemiye ugramasina ve tedavi amagh
uygulanan detorsiyon islemi de dokunun yeniden kanlanmasina yani reperfiizyonuna
neden olur (2). Torsiyona ugramis testisin tedavi amagli detorsiyona ugratilmasi
islemi de testiste ek bir hasar meydana getirmektedir (3). Ayrica, son zamanlarda
deneysel ve klinik galismalarda tek tarafli testis torsiyonunun, torsiyona ugramayan
testiste de yapisal degisikliklere neden oldugu ve boylece infertilite riskini artirdigi
gozlenmektedir (2, 4-6).

Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) hiicre 6liimiinden doku jenerasyonuna
kadar degisen ¢ok yonlii etkilere sahip olan proinflamatuvar bir sitokindir (7). Son
zamanlarda testikiiler iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarma proinflamatuvar
sitokinlerden olan TNF-o’nin katkisinin oldugu ve 6zellikle reperfiizyonun erken
saatlerinde doku ve kandaki diizeylerinin arttigi gosterilmistir (8-9). TNF-a’nin
liretiminin inhibisyonu ya da antikorlarla TNF-o’nin nétralizasyonunun, iskemik
bolgeye notrofil infiltrasyonunu ve I/R hasarini azalttig1 bildirilmektedir (10-11). Bu
yiizden, TNF-a iiretimini sinirlayan ya da etkisini bloke eden tedavi yollar1 gesitli
organlarin I/R hasarmi azaltmada ve/veya dnlemede etkili olabilir.

Infliksimab (INF), bir anti-TNF-o fare/insan kimerik immunglobulin G (IgG)
monoklonal antikorudur (12).TNF-a’ya baglanarak onun biyolojik aktivitesini
notralize eder ve TNF-o’nin kendine ait reseptorlerine baglanmasini inhibe eder (13).
Son zamanlarda yapilan deneysel calismalarda, INF’nin bobrek, kalp, karaciger,
beyin, spinal kord ve ince barsak gibi c¢esitli organlara uygulanan iskemi
reperfiizyona bagli hasarda, koruyucu etkisinin olabilecegi gosterilmistir (10, 14-18).
Bununla birlikte testikiiler I/R hasarinda INF’nin etkileri arastirilmamustir.

Bu c¢alismada, sicanlarda deneysel olarak olusturulan testikiiler
tosiyon/detorsiyon (T/D) hasar iizerine INF nin testis dokusundaki histolojik etkileri

ve sperm sayisi iizerine etkileri arastirilmistir.



Bu calismanin amaci, sicanlarda tek tarafli uygulanan testikiiler
torsiyon/detorsiyon (T/D) hasarinda bir anti-TNF-o fare/insan kimerik 1gG
monoklonal antikoru olan infliksimabimn (INF), apoptotik yolaklar ve sperm

miktarina etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Torsiyonu

Spermatik kord torsiyonu olarak da bilinen testis torsiyonu, testis vaskiiler
pedikiiliiniin kendi etrafinda donmesi sonucu akut olarak ortaya ¢ikan ve acil cerrahi
miidahale gerektiren bir durumdur (19).

Testis torsiyonunun en sik goriildiigli donemler neonatal ve puberte donemi
olup ileri yaslarda goriilmesi enderdir. Prenatal ve neonatal donemde ortaya ¢ikan
torsiyon ekstravajinal; adolesan ve daha ileri donemde karsilasilan torsiyon ise
intravajinal torsiyon olarak bilinmektedir. Yas disinda anatomik oOzellikler de bu
ayrima neden olmaktadir. Intravajinal torsiyon ¢an tokmagi deformitesi denilen
anatomik bir bozukluk tasirken ekstravajinal torsiyonun nedeni ¢ok iyi bilinmemekte
ve bu tipteki torsiyon herhangi bir anatomik bozukluk icermemektedir (20).

Torsiyon olay1 testiste atrofiye ve infertiliteye yol acabilir. Bu nedenle
torsiyon olayma erkenden ve dogru sekilde miidahale etmek biiyiik 6nem tasir (21).
Miidahale ilk 6 saat icinde gerceklesmezse, geri doniisiimii olmayan iskemi siireci
baslar. Bu siirecin 10 saati agmas1 durumunda torsiyone olan testisin % 80’inin; 24
saati agmasi halinde ise %100’liniin infarkte ve kurtarilamaz hale geldigi tespit
edilmistir (20). Testisin alabilecegi hasar1 belirleyen bir diger etmen torsiyon
derecesidir. Lievano ve ark. calismasina gore 720° donen testiste kan akisi anlamli
derecede azalirken; 360° donen testiste kan akisinda anlaml bir degisiklik olmadiginm
bildirmislerdir (22). Unilateral testis torsiyonunun kontralateral testisde de hasar

yapabilecegini rapor eden ¢aligmalar bulunmaktadir (23).

2.1.1. Testis iskemi reperfiizyon hasari

Iskemik durumdaki bir doku oksijenden yoksun kalir. Iskeminin uzamasi
membran potansiyelinde, iyon dagiliminda ve hiicre i¢i voliimde degisikliklere neden
olmakta ve endotel hiicrelerinin yapisim1 bozmaktadir. Enerji depolar1 tiikkenen
iskemik hiicrelerde, prostasiklin ve nitrik oksit (NO) gibi baz1 biyoaktif maddelerin
sentezi azalirken; adezyon molekiilleri ve sitokinlerin sentezi artmaktadir (24).

Torsiyon ve sonrasinda kan dolasiminda meydana gelen tikanikligi diizeltmek
amaciyla yapilan detorsiyon islemi I/R hasarma yol agar (25). Yani, reperfiizyon

evresi iskeminin hiicrelere verdigi hasari siddetlendirmektedir. I/R sonrasinda



hiicrelerde sisme ve pinostotik vesikiil kayb1 gibi baz1 morfolojik degisikliklerin yani
sira reaktif oksijen metabolitlerinde asir1 diizeyde artis gozlenmektedir (24). Bu
metabolitler membran yapitaslarina saldirarak hiicrenin isleyisini bozmakta ve hatta
Olimiine neden olmaktadir. Coklu doymamis yag asitleri agisindan zengin bir
membranina sahip olan testis hiicreleri, lipid peroksidasyonuna ve oksidatif strese
olduk¢a duyarhdirlar ve serbest radikaller spermatogenezis agisindan tehlike
olustururlar (26). Reperfiizyon sonrasi TNF-a, interlokin-1 beta (IL-1f) gibi
proinflamatuvar sitokinler (9) ve mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) (27)
gibi inflamasyonu indiikleyen birtakim maddelerin ekspresyonu artar ve hasarli
bolgeye notrofil gogli gergeklesir (28). Serbest radikallerin ve inflamatuvar
mediyatorlerin artisi, testise dogrudan zarar verdigi gibi apoptoz kaynakli hiicre

oliimiine neden olarak dolayli yoldan da hasara yol agar (9, 29).

2.2. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
fizyolojik hiicre 6liimiinii ifade etmek i¢in tanimlanmistir (30). Nekrozdan farkli bir
oliim sekli olan apoptoz (31), ¢ok hiicreli bir organizmanin embriyonik donemdeki
gelisiminden baslayarak erigkin bir organizma olarak var olmasina ve yaslanmasina
dek birgok gelisim asamasinda organizmada homeostazinin silirmesini saglayan
onemli bir fizyolojik islevdir. Apoptoz yukarida bahsedilen homeostatik mekanizma
olarak karsimiza cikabilecegi gibi, ayni zamanda hastalik ya da zararli ajanlar
tarafindan hiicreler zarar gordiiglinde ya da immiin reaksiyonlarda oldugu gibi bir
savunma mekanizmasi olarak da olusabilir (32). Viral enfeksiyonlarda ve bazi
norodejeneratif hastaliklarda apoptozun rolii oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan
azalmis apoptotik hiicre aktivasyonu da, vaktinde 6lmeyen hiicrelerin mutasyona
ugramast sonucu malign hastalik riskini artirmaktadir. Dolayisiyla hem yavaslamig
hem de hizlanmis apoptoz, canli hiicreler i¢in dengenin bozulmasi demektir.

Cok hiicreli canlilarin normal gelisimleri sirasinda da apotozun rolii vardir.
Kurbagalarin yetiskin forma gecerken kuyruklarin1 kaybetmesi, insan embriyosunun
el parmaklart arasinda bulunan perdelerin ilerleyen donemde kaybolmasi gibi
ornekler, programlanmis hiicre Olim mekanizmasininin  yani apoptozun

gostergesidir.



Apoptozun esas morfolojisini niikleusun yogunlasmasi ve sonrasinda
parcalanmasi olay1 olusturur. Bu olay hiicrenin biiziismesi ve etrafindaki hiicrelerle
temasinin kaybolmasi ile karakterizedir. Hiicre biiziismesine yol acan mekanizma
Na*, K*, CI tasiyici sisteminin durmasindan kaynaklanan hiicrenin i¢i ile dist
arasinda sivi hareketinin olmamasidir. Apoptotik uyart sonrasi, hiicrenin hacmi
kiigliliir ve g¢evre ile temast kesilir (33). Nekrozda, hiicre zar1 ya da hiicredeki
metabolik siirecler ¢ok hizli isler, hiicreler agir bicimde hasar goriir, zar patlar ve
hiicre icindeki yasamsal maddeler disar1 sagilir. Nekrotik siirecten farkli olarak
apoptozda zar bitiinligii bozulmaz (34). Apoptoz Onceden belirlenen bir yol ile
koordineli olarak meydana gelirken, nekroz bir¢ok biyokimyasal olaydan bagimsiz
olarak gergeklesir ve hiicrede enerji stoklarinin tilkenmesi ile aktive olur (35).

Apoptoz temel olarak iki yolla baglatilir (36) (Sekil 1):

1) Hiicre disindan tetiklenen, pozitif (TNF-a varligil) ya da negatif (biiyiime
faktorii yoklugu) ekstrensek yol: Bu sinyal yolunda tiimor nekrozis faktor (TNF)
reseptor gen siiper ailesinin iiyelerinden Fas ve TNF o6liim reseptorlerini igeren
transmembran reseptorleri rol almaktadir. Reseptor kisimlart hiicre yiizeyinde
bulunur. Bu reseptdrlere Fas ligand (FasL) ve TNF-a ve B gibi 6liim aktivatdrlerinin
baglanmas1 ile bu reseptorler sitoplazmaya apoptotik sinyalleri iletirler. Bunun
sonucunda kaspaz-8 aktive olur, aktif kaspaz-8 diger kaspazlari aktive eder ve
sonugta hiicrenin fagosite edilmesine sebep olur.

2) Hiicre ic¢indeki deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarindan, endoplazmik
retikulum stresinden ya da mitokondriden tetiklenen intrensek yol: Saglikh
hiicrelerin mitokondrilerinin dig membraninda B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) proteini,
membran yiizey proteini olarak eksprese olur. Bcl-2 proteini, apoptotik proteaz
aktive edici faktor-1 (Apaf-1) protein molekiiliine bagli olarak bulunur. Hiicrede
olusan i¢ hasar Bcl-2 proteinini etkileyerek Apaf-1 molekiiliiniin kopmasina, bunun
sonucu mitokondrinin i¢inde bulunan sitokrom-c’nin sitoplazmaya sizmasina neden
olur. Salinan sitokrom c, Apaf-1 ile birlikte kaspaz-9 molekiillerine yapisir ve
kaspaz-9 diger kaspazlara baglanarak onlarin aktive olmalarini saglayarak hiicre
oliimii kaskadi baglamis olur (37).

Bu iki yola ilave olarak apoptozise neden olan T-hiicre aracili sitotoksisiteyi

ve perforin-granzim bagimli hiicre dliimiinii de igeren bir yol daha vardir (38).
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Sekil 1. Apoptoz yolaklari. Kisaltmalar: Apaf-1, Apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1; Bax, B hiicreli lenfoma-2 iligkili X proteini; Cyto-c, sitokrom c; DED,
efektor 6liim bolgesi; FADD, Fas iliskili 6liim bolgesi; TNFR, tiimor nekrozis faktor
reseptort (36).

Mitokondri araciligiyla diizenlenen hiicre i¢i yol aslinda hiicre dist ve hiicre
ici etkenlerin ortaklastigi bir mekanizma olusturur. Apoptotik siire¢ ister hiicre i¢i,
isterse hiicre disi mekanizmayla baslamis olsun, kaspazlar adi verilen proteolitik
enzimler tarafindan gergeklestirilir.

Kaspazlar proteaz enzimleridir, bugiine dek 20’den fazla farkli tiirleri
tanimlanmustir, sitoplazmada inaktif proenzimler halinde bulunurlar, aktif katalitik
bolgelerinde sistein igerirler ve substratlarin1 aspartat igeren 6zgiil bir bolgeden
keserler. Apoptozisin aktivasyonunda major rolii Gistlenirler ve birgok hiicrede inaktif
proenzim formunda yaygin bir sekilde bulunurlar. Bir kez aktive olduklarinda, bir
proteaz kaskadinin baglamasina izin veren diger prokaspazlar1 aktive edebilirler. Bir
kaspazin diger kaspazi aktive edebildigi bu proteolitik kaskad, apoptotik sinyal
yolunu arttirir ve bdylece hizli hiicre 6liimiine neden olur.

Kaspaz kaskadi, sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz-9’un
aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlarda sitokrom c’nin saliverilmesine

neden olabilirler.



Tanimlanmis olan 10 biiyiik kaspaz su sekilde kategorize edilmistir (39):

- Bagslaticilar (kaspaz-2,-8,-9,-10),

- Effektorler ya da karar vericiler (kaspaz-3,-6,-7) ve

- Inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1,-4,-5).

Apoptozda rol oynayan faktorler:

Apoptozun baslamasindaki iki temel yoldan biri olan mitokondriyel yol, esas
olarak hiicre membraninda bulunan Bcl-2 proteini ile alakalidir. Bcl-2 ailesi
antiapoptotik ve proapoptotik liyelerden olusan ve apoptozisi diizenlemede en 6nemli
role sahip olan protein grubudur. Bcl-2 ve Bcl-XL apoptozu engelleme fonksiyonunu
ya kaspazlarin 6ncii formlarin1 durdurarak ya da kaspaz akigini direkt olarak aktive
eden sitoplazmadaki apoptoz uyarict faktér (AIF) ve sitokrom c gibi apoptoz
faktorlerin mitokondriden serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir (40). Hem
pro-apoptotik hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin tiyelerinin mitokondri
tizerindeki etkileriyle sitokrom c, sitoplazmaya saliverilir veya sitokrom c’nin
sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir. Sitokrom c, apoptozis sirasinda mitokondriden
salmmarak kaspaz aktivasyonunu baslatan, mitokondriyel elektron zincirinin bir
bilesenidir (41).

Apoptozun diizenlenmesi:

Apoptozis p53 ile baglayan ve kaspazlara kadar devam eden bir siirectir. p53
bir timor siipresor gen olarak ¢alisir, mutasyona ugradigi ya da bulunmadigi zaman
hiicre yasami uzar. Ayrica p53’in Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplariin
oranlarini diizenledigi diisiinilmektedir (42). pS3 apoptozis iizerinde uyarict bir
proteindir. Bircok anti-timér ilag, hedef olarak hiicre DNA’sim1 seger ve p53
seviyesini artirir. Bu aktivasyon ya hasarin tamirine ya da apoptozise yol agar (43).

Apoptozisi baslatan c¢esitli nedenler vardir. Klasik olarak, hiicre 6liim
reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimdr nekrozis
faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar ile etkilesime girmesi sonucu
apoptozis indiiklenir. Bu hiicre yiizeyi reseptorleri membranda bulunurlar ve TNFR
ailesinin iiyesidirler. Fas reseptorleri lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi timdr
hiicrelerinde, akcigerlerde ve hatta miyokardda bulunur. Ilgili ligandina da FasL
denir. FasL, TNF ailesinin bir iiyesidir. FasL, sitotoksik T lenfositlerinde ve dogal

oldiirticii hiicrelerde bulunur (44).



2.2.1. I/R hasan ve apoptoz

Arteriyel ya da ven6z kan akimi azalmasina bagli organ ve dokunun yetersiz
kanlanmas1 sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde
tanimlanan iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasina ve toksik metabolitlerin
birikmesine bagli hiicre Oliimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuda hiicrenin
rejenerasyonunu ve toksik metabolitlerin temizlenmesini saglayan dokunun yeniden
kanlanmasi reperfiizyon olarak tanimlanir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu
dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir
hasara da yol agabilir (45).

Reperfiizyon doneminde gozlenen hasarda, hiicre icine molekiiler oksijen
girigi ile hizla olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) basta olmak iizere birgok
mekanizma rol oynamaktadir. iskemi sirasinda kiigiik oranda SOR olusmaktaysa da,
reperfiizyon doneminde dokunun yeniden oksijenlenmesinin ardindan c¢ok daha
biiyiik miktarda SOR olugmakta ve bunlar da lipid peroksidasyonuna yol agarak
hasar1 artirmaktadirlar (46). iskemik dénemde olusan oksidatif fosforilasyon hasari,
hem adenozin trifosfat (ATP) depolarinda hizli tiikkenmeye hem de azalmis ATP’ye
bagli hiicre ic¢i kalsiyumunda hizli artisa neden olur. Dolayisiyla, hiicre igi
kalsiyumun artis hiz1 ve miktari, hasari etkileyen en énemli ve erken mekanizmadir
ve de bu mekanizmanin hiicrenin nekroz ve apoptozuyla direkt ilgili oldugunu
gosteren birgok g¢alisma bulunmaktadir (47). Miyokard infarktiisii ve inme gibi
iskemik durumlarda hiicre 6liimii nekroz veya apoptoz yoluyla meydana gelebilir
(48). Bobrek (49), barsak (50) ve karaciger (51)dokularinda I/R hasari ile apoptozis
arasindaki iliski hayvan modellerinde calisilmis; kalpte /R hasarinda Fas
reseptoriiniin miyokard hasarinda rol aldigi gésterilmistir (48).

Benzer sekilde karacigerde yapilan ¢aligmalarda reperfiizyonun ilk saatlerinde
apoptoza bagl hiicre 6liimleri yiiksek oranda gézlenmistir (51). Apoptozda 6nemli
rol oynayan TNF-o’'nin aktivasyonunun durdurulmasinin, boébrek I/R hasarinda

koruyucu oldugu saptanmustir (49).

2.2.2. Testis I/R hasar1 ve apoptoz

Testiste apoptoz araciligryla hem kendiliginden hem de ¢esitli uyaranlarin
tetiklemesi sonucunda hiicre 6liimii meydana gelmektedir. Apoptoz sperm liretimi ve

olgunlagmasi siirecinde rutin bir hiicre 6liimii seklidir. Testislerde spermatogenez



sonucunda tiretilen spermler seminifer tiiblil liimenine salinir. Tiibiil hiicrelerinin
sayisinin normal diizeyde kalmasi agisindan hiicre proliferasyonu ve apoptotik hiicre
Oliimii arasindaki denge belirleyici rol oynamaktadir. Spermatogenezin baglangicinda
gonositlerin spermotogonyalara farklilasmasi sirasinda apoptozun arttigl tespit
edilmistir. Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalar spermatogenezin erken
doneminde goriilen apoptoza hem intrinsek hem ekstrensek yolagin aracilik
edebilecegini ortaya koymustur (52). Apoptoz normal sartlarda spermatogenez igin
gerekli bir mekanizmadir, ancak I/R’de oldugu gibi asir1 artmasi germ hiicre
oliimiine neden olmaktadir (53). Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda, testis I/R
sonucundaki histolojik incelemelerde, apoptotik hiicre sayisinin ve kaspaz-8 (54),
kaspaz-9 ile kaspaz-3 (55) aktivasyonun arttigi gézlenmistir.

Testis dokusunda I/R sonras1 apoptoz goriilmesinin baslica nedenlerinden biri
oksidatif strestir. Testis hiicrelerinin membran lipidleri fazla miktarda ¢oklu
doymamis yag asidi icerdigi i¢in oksidatif strese olduk¢a duyarlidir. Reperfiizyon
sirasinda oksijen miktariin asir1 diizeyde artmasi testisteki SOR ve reaktif nitrojen
tiirlerini (RNS) artirir. Olusan serbest radikaller hiicre membraninda basta lipidler
olmak tiizere proteinler ve DNA’y1 okside ederek hiicrenin islevini bozarlar ve bu
olay hiicre 6liimiine kadar uzanabilir. Testis I/R ¢alismalarinda hem SOR’un hem de
RNS’nin germ hiicrelerinde apoptoza neden oldugu ortaya konmustur (26, 56).
Lysiak ve ark. calismalarinda /R nedeniyle ortamda biriken oksidatif stres
tiriinlerinin mitokondriyel kaspaz-9 bagimli yolak araciligiyla apoptozu indiikledigini
gostermislerdir. Apoptotik mediyatorler olan Bcl-2 iliskili X(Bax) proteini ile
kaspaz-2’nin mitokondriye translokasyonu ve sitoplazmik sitokrom c proteininde
artts gozlenmesi bu sonuca varilmasinda etkili olmustur (57). Endotelyal veya
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz(NOS) enzim aktivitelerinin ve buna bagl olarak
NO diizeylerinin artmasi sonucunda da apoptozun indiiklendigi gosterilmistir (56).

Oksidatif stresten baska testis I/R’de apoptoza neden olan bir diger olay ise
ortama noétrofillerin gociidiir. Lysiak ve ark. ¢aligmalarinda, nétrofillerin dokuya
infiltrasyonunun bir belirteci olan miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinde ve
testikiiler subtunikal venlerdeki notrofil miktarinda artiglar oldugunu bildirmislerdir
(28). Bu artigla birlikte germ hiicre apoptozunda da artis olmustur. Ayni ¢alismada
endotelyal hiicre adezyon molekiilii olan E-selektinden yoksun farelerin testisinde ise
testis I/R sonrast MPO aktivitesi ile testikiiler subtunikal venlerdeki nétrofil

miktarinin ve apoptozun az oldugu gozlenmistir. Bu sonugclar 1s181inda arastirmacilar



germ hiicre apoptozunda ortamda nétrofil birikmesinin sart oldugunu ve E-selektinin
bu olaya aracilik ettigini ileri siirmiislerdir. Testiste nétrofil toplanmasi ise SOR
artisa neden olabilir. Bu da yine SOR aracili hiicre hasarina ve apoptoza yol agabilir.

Memelilerde apoptoza neden olan yolaklardan biri olan ekstrinsek sinyal
yolag1 diger deyisle 6liim reseptorii kaynakli yolak da, testikiiler I/R sonras1 apoptoz
meydana gelmesinde rol oynar. Saglikli yetiskin fare testisinde bu yolagin
tiyelerinden Fas ve ligandi FasL’nin ekspresyonu gosterilmis; ancak germ hiicre
apoptozu ile arasinda iliski olmadigr saptanmistir. Ayni calismada, Fas/FasL
sisteminin ise testis I/R nedeniyle hasar goren spermatojenik hiicrelerde apoptozu
indiikledigi tespit edilmistir (58).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda proinflamatuvar sitokin ailesinin ve
ekstrensek sinyal yolaginin bir iiyesi olan TNF-a’nin da testis I/R sonrasinda
apoptoza neden oldugu ortaya konmustur. TNF-a’nin bébrek ve beyin gibi gesitli
organ hasarlarinda inflamasyon ve apoptoz mediyatorii olarak rol oynadigr ve
aktivasyonunun engellenmesinin ise organ hasarinda koruyucu oldugu gosterilmistir
(59-60). TNF-a’nin testikiiler bir patoloji olan otoimmun orsitte makrofajlar
tarafindan sekresyonunun arttig1 ve beraberinde apoptoza yol agtig1 bildirilmistir. Bu
olumsuz etki selektif TNF-a blokorlerinden biri olan etanersept kullanilarak tersine
¢evrilmistir (61). Normal kosullarda testiste TNF-a, germ hiicreleri tarafindan tretilir
ve spermatogenez ile Leydig hiicrelerinde steroidogenezi diizenler. Spermatogenez
sirasinda, germ hiicreleri olgunluga erismeden Once apoptoza ugrar. TNF-o ayn
zamanda hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunu uyarir. Apoptotik hiicre
6liimiiniin 6nemli bir mediyatorii olan TNF-a bu etkisini TNFR-1 araciliiyla yapar
(62). Rodriguez ve ark. calismalarinda testis I/R sonucunda kontralateral testiste
TNF/TNFR-1 ekspresyonu aracili germ hiicre apoptozunun meydana geldigini ve
apoptotik germ hiicrelerinin yaklagik % 40’min TNFR-1 eksprese ettigini
bildirmislerdir (63). Ozellikle reperfiizyonun erken saatlerinde doku ve kanda
diizeyleri artan TNF-o’ nin hem inflamasyonu hem apoptotik mekanizmay1 aktive

ettigi cesitli calismalarda gosterilmistir (8, 63).
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2.3. Tiimor Nekrozis Faktor

TNF, organizmada bir¢ok farkli hiicre tiiriine etki ettigi i¢in pleotropik 6zellik
gosteren sitokin ailesinin bir iiyesidir. Polipeptid yapidaki bu mediyatoriin iki cesiti
vardir. Onceleri TNF-o veTNF-B olarak smiflandirilan TNF tiirlerinin isimleri
1990’larin sonunda sirasiyla TNF ve lenfotoksin-a (LT-a) olarak degistirilmistir.
Buna ragmen TNF-a ismi yaygin olarak kullanilmaya devam edilmektedir (64).

TNF-a baglica makrofaj ve monositlerden, LT-a ise aktif T hiicrelerinden
salinir (65). TNF-a makrofaj ve monositlerin yani sira lenfositler, fibroblastlar, mast
hiicreleri, endotel hiicreleri ve néronal doku gibi pek ¢ok yerde sentezlenmektedir
(66). Testiste ise yuvarlak spermatidlerin  TNF-o sentezledigi ve pakiten
spermatositler ile makrofajlarin TNF-a mRNA’sina sahip oldugu bilinmektedir (67).
TNF-a sentezi, basta lipopolisakkaritler olmak iizere antijenler, enterotoksin,
anafilatoksin ve TNF gibi bir bagka sitokin olan interlokin-1 (IL-1) gibi uyaranlar ile
indiiklenmektedir. Ayrica TNF-a otokrin bir etkiyle kendi sentezini tetikleyebilir
(68).

TNF-a viicutta iki sekilde bulunmaktadir. Bunlardan ilki membrana bagh
sekli olan transmembranal TNF-o’dir (mTNF-a, 26kDa), bu haliyle aktiftir ve ayni1
zamanda prekiirsor Ozellige sahiptir. Bir metalloproteaz olan TNF-a doniistiiriicti
enzim (TACE) tarafindan pargalanarak ¢ozlinebilir TNF-a’ya (sTNF-o, 17kDa)
dontstiiriilir. sSTNF-o da mTNF-a gibi biyolojik olarak aktiftir (69).

TNF-o hem immiin sistem hem immiin sistem disindaki sistemlerde ¢ok
cesitli etkilere sahiptir. Proinflamatuvar 6zellik gosteren TNF-o’nin inflamasyon
slirecinin baglamast ve devam etmesinde merkezi rolii vardir (70). TNF-a konak
hiicreyi lokal hasar durumunda korur; ancak TNF-o’nin seviyesi yiiksek
konsantrasyonlara eristiginde inflamasyonun siddeti de ayn1 sekilde artar ve doku
hasari meydana gelir. Asirt miktarda salinmasi septik sokla sonuglanabilir (64).
Herhangi bir hasar veya enfeksiyon varliginda kanda ilk olarak goriilen sitokin TNF-
o’dir. IL-1P, IL-6 gibi diger proinflamatuvar sitokinlerin salinimi ise daha ¢ok TNF-
a’ya baghdir (71). TNF-a E-selektin, hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1)
ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) araciligiyla 16kositlerin endotele
adezyonuna neden olur (72). TNF-a’nin inflamatuvar siirecin disinda hiicrenin hem
sag kalimi ve farklilasmasinda hem de apoptoza ugramasinda rolii vardir. Normal

hiicrelerde mitojenik 06zellik gosteren TNF-a, degisime ugramis hiicrelerde ise
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apoptozu baglatir. TNF-o’nin hangi yonde etki gosterecegi ilgili hiicrede aktive
edilen sinyal yolag: ile iliskilidir. Bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor
kappa B’yi (NF-kB) aktive ederek hiicrenin sag kalimma neden olan TNF-a,
kaspazlar1 aktive etmesi durumunda ise apoptoza yol acar (Sekil 2) (73).
Endotoksinle muamele edilen farelerdeki bazi tiimorlerin nekrozuna yol agarak
sitotoksik  Ozellik gosteren TNF’nin bu 0Ozelliginden kanser tedavisinde
yararlanilabilecegi diisiiniilse de, aksine TNF mRNA ekspresyonunun over, meme,
kolorektal ve bagka kanser tiirleri ile iliskili oldugu bulunmustur (74-75). TNF-a’nin
yukarida belirtilen etkilerinin yaninda insiilin rezistansi, kaseksi, enerji
metabolizmasi ile de iliskili oldugu, pirojenik, anoreksijenik ve prokoagiilan etki
gosterdigi, endokrin sistem ve gastrointestinal sistemde c¢esitli rollere sahip oldugu
bilinmektedir (70).

Hemen her dokuda etkili olan TNF-a, diisiik konsantrasyonda testisin normal
fonksiyonlarmin siirekliligi i¢cin de Onemlidir. Sertoli hiicrelerinde NF-xB’nin
aktivasyonunun yani sira transferrin iiretimini artirarak  spermatogenezi
desteklemektedir. Yapilan ¢aligmalarla sitokrom P450 (CYP 450) aromataz, IL,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve nitrit diizeylerini degistirdigi tespit
edilmistir. Konsantrasyonu yiiksek diizeylere eristiginde ise apoptoz aracili hiicre
6liimiine neden olmaktadir (67).

TNF-a etkilerini glikoprotein yapidaki reseptorleri TNFR-1 (CD120a,
p55/60) ve TNFR-2’ye (CD120b, p75/80) baglanarak gosterir. Bu reseptorlerin ikisi
de ekstraselliiler kisimlarinda sistein igermesine ragmen sitoplazmik kisimlari
farklidir. mTNF-o her iki TNF-a reseptoriinii uyarirken sTNF-a esas olarak TNFR-
1’e baglanir. Cogu dokuda eksprese edilen TNFR-1 TNF-a’nin proinflamatuvar ve
apoptotik etkisine aracilik eder. Diger taraftan TNF-o’nminNF-xB’yi aktive ederek
hiicrenin sag kalimina neden olmasi da TNFR-1’e baglanmas1 sonucu gerceklesir.
Buradan anlagilacagi tlizere TNF-o, TNFR-1 araciligiyla birbirine zit etkiler
gosterebilir. TNFR-1’in aksine TNFR-2’nin ekspresyonu ise daha ¢ok immiin
sistemde olmak iizere kisithidir. T hiicrelerinde proliferatif oldugu ve anti-apoptotik
6zelliginin bulundugu bildirilmistir. Ancak apoptoza neden olduguna dair goriisler de
vardir. Reseptorle etkilesen protein (RIP) varliginda hiicre oliimiinii tetikleyen
TNFR-2’nin RIP olmadigr zamanlarda ise NF-xB’yi aktive ettigi diisiiniilmektedir
(76).
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Sekil 2. TNF-a sinyal yolaklari. Kisaltmalar: NIK, NF-«B indiikleyen kinaz (73).

2.3.1.Tiimoér nekrozis faktor alfa (TNF-o) inhibitorleri

TNF-a basta romatoid artrit olmak tiizere, psoriyatik artrit, psoriyazis,
ankilozan spondilit, iilseratif kolit ve Crohn hastalig1 patogenezinde rol oynadig1 i¢in
bu hastaliklarin tedavisinde TNF-a inhibisyonundan yararlanilmaktadir. Giiniimiizde
klinikte kullanilan, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis 5
tane TNF-a inhibitdrii ilag vardir. Bunlar onay aldiklari tarihe gore sirasiyla INF,
etanersept, adalimumab, sertolizumab pegol ve golimumabdir. Bu ilaglardan INF
insan ve sigan kaynakli immiinglobulin G1 (IgGl) monoklonal antikoru olup
intravendz (iv) yoldan uygulanmaktadir. Etanersept insan IgGl ve TNF p75
reseptoriinden olusan bir rekombinant flizyon proteinidir. TNF-a’dan baska LT-
a’ya baglanma o6zelligi de vardir. Sertolizumab pegol bir hiimanize IgG4 antijen
baglayict fragman (Fab) pargacigi olup yapisina polietilen glikol (PEG) eklenmistir.
Adalimumab ve golimumab ise tamamen insan kaynakli monoklonal antikorlardir.
INF disinda sayilan diger ilaglar subkutan (sc) yolla verilmektedir (77). Tablo 1°de

TNF-o inhibitorlerinin endike oldugu hastaliklar ve bazi karakteristik 6zellikleri
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belirtilmistir(64,78). Tablo 2’de ise TNF-a inhibitdrlerinin deney hayvanlarinda
olusturulan I/R hasar1 iizerine koruyucu etkilerini gdsteren calismalar sunulmustur.
Bu ila¢ grubundan INF, etanersept ve adalimumab Behget hastalig1, sarkoidoz
ve non-enfeksiyoz iiveitte endikasyon disi kullanilmaktadir (79). Giintimiizde Saglik
Bakanligi, TNF-a inhibitorlerinin, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, romatoid artrit,
psoriatik artrit, ankilizon spondilit, psoriasis vulgaris ve iilseratif kolit, fistiilize aktif
luminal Crohn hastalig1 teshislerinde bedelini 6demektedir. TNF-o’nin astim ve
kronik obstriiktif solunum yolu hastaligi gibi inflamatuvar hastaliklarin
patogenezinde rolii oldugu diistiniilmekte ve TNF-a inhibitorlerinin bu hastaliklarda
kullanimina iligkin klinik aragtirmalar devam etmektedir (80). Ayrica santral sinir
sisteminde yapilan ¢alismalar major depresyon, narkolepsi, Alzheimer hastaligi,
Parkinson hastalig1, multiple skleroz gibi bazi hastaliklarda da TNF-a sisteminin rolii
oldugunu gostermektedir (73). Oniimiizdeki yillarda bu yonde yapilacak olan
arastirmalar TNF-a inhibitorlerinin daha ¢ok kullanim alant kazanmasini

saglayabilir.
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Tablo 1. TNF-o inhibitorleri (64, 78)

Infliksimab Adalimumab  Etanersept Sertolizumab Golimumab
pegol
Ticari isim Remicade®, Humira® Enbrel® Cimzia® Simponi®
Remsima®
Hedef MTNF-a MTNF-a STNF-a MTNF-a MTNF-a
STNF-a STNF-a LT-a STNF-a STNF-a
Kaynak Insan ve fare  Insan Insan Insan Insan
tie 8-10 giin 10-20 giin 4 gilin ~ 14 giin 7-20 giin
Crnax 118 pg/mL 47+1.6 1.1£0.6 70.8+18.9
pg/mL png/mL pg/mL
Endikasyon
Romatoid artrit X X X X X
Psoriyatik artrit X X X X X
Psoriyazis X X X
Ankilozan spondilit X X X X X
Crohn hastalig1 X X X
Ulseratif kolit X X X
Hidradenitis suppurativa X
Uveit X
Poliartrikiiler idiyopatik juvenil artrit X X X




2.3.1.1. Infliksimab (INF)

INF, TNF-o’ya spesifik ve ~149100 Da molekiiler agirliginda bir monoklonal
antikordur. Kimerik yapidaki bu madde %75 insan ve %25 sican bdliimlerinden olusur.
Hem membrana bagl sekildeki hem de ¢oziinebilir TNF-a’ya yiiksek afinite ile
baglanma yetenegine sahip olan INF, TNF-a’nin reseptdrlerine baglanmasini engeller.
Béylelikle TNF-o’nin aktivasyonunu inhibe etmis olur. INFnin LT-o’ya baglanma
ozelligi ise yoktur (81).

Anti-TNF ilag sinifinm ilk iiyesi olan INF, Crohn hastalig1 i¢in 1998 yilinda
FDA’dan onay aldigindan beri ¢esitli inflamatuvar hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Ulkemizde de Remicade® ve Remsima® ticari adiyla piyasada mevcut
olup bunlardan ilk ruhsatlandirilan Remicade, Saglik Bakanligi’'ndan 2002’de ruhsat
almugtir. INF’nin romatoid artrit, Crohn hastaligi, ankilozan spondilit, iilseratif kolit,
psoriyatik artrit ve psoriyazis hastaliklari i¢in tek basina ve/veya metotreksat ile kombine
sekilde kullamim endikasyonu vardir. Pediatrik (> 6 yas) inflamatuvar barsak
hastaliginda halen FDA’nin onayladigi tek TNF inhibitoriidiir. Romatoid artrit i¢in
baslangic ve idame dozu 3 mg/kg iv inflizyon olup endike oldugu diger hastaliklar i¢in 5
mg/kg iv inflizyon seklindedir. Doz ve tedavi semalari hastanin durumuna ve
hastaliklarin seyrine gore degismektedir (77-78). INF ayrica Japonya’da Behget hastali
ile iligkili {iveoretinitte kullanilmak {izere endikasyon almistir (82). Tiirkiye’de
28.11.2018 tarihinden itibaren gegerli olan Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu'nun ek
onay1 alinmadan kullanilabilecek endikasyon dis1 ilag listesine gore; lokal veya sistemik
steroid, azatiyopurin, siklosporin ve interferon direngli behget hastaliginda bedeli
O0denmektedir.

Yapilan arastirmalar INF’nin dagilim hacminin diisiikk oldugunu ve vaskiiler
kompartiman ic¢inde dagildigim1 ortaya koymustur. Spesifik olmayan proteazlar
tarafindan yikildigi diisiiniilen INF’nin klerensini hastanin albumin seviyesi, viicut
agirhgl ve tedavi siiresince olusan anti-ilag antikorlar1 etkileyebilir. Bu antikorlar ilacin
dolasimdaki miktarini ve tedaviye verilen cevabi azaltir (83-84).

INF kullanimi ile en sik gozlenen yan etkiler infiizyon reaksiyonlari ve
enfeksiyonlardir. Serum hastalifi benzeri reaksiyon, lupus benzeri otoimmun
bozukluklar ve uzun siireli kullanima bagli malignite de olas1 yan etkiler arasinda
sayllmaktadir (85-86). Ilacin prospektiisiinde, klinik calismalarda sik olarak bas agrisi,

vertigo, ylizde kizarma, bulanti, diyare, karaciger transaminazlarinda yiikselme, dokiintii,
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kasmti, cilt kurulugu, dispne, siniizit, iist ve alt solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi yan
etkilerin goriildiigii bildirilmistir. Yan1 sira kullanim sonrasi ciddi laringeal, faringeal
0dem ve bronkospazm gibi anafilaktik benzeri reaksiyonlar ve nobet vakalar1 da rapor

edilmistir.

2.3.1.2. Etanersept

Dimerik yapidaki etanersept anti-TNF ilag grubunun ¢o6ziinebilir reseptor
iiyesidir. INF ve diger monoklonal antikorlarin aksine tek bir TNF reseptdriiniin (TNF
p75) ozelliklerini tagir. TNF-a ile etanersept birbirine hizli ve geri doniisiimlii olarak
baglanir. Bu nedenle etanersept membran TNF-a’s1 ile INF kadar stabil bir kompleks
olugturamaz. TNF-a’ya ek olarak LT-o’ya baglanabilmesi etanerseptin juvenil idiyopatik
artritte tedavisinde 6ne ¢ikmasini saglar. Diger anti TNF-a ajanlara gére immunojenite
potansiyeli ve anti-etanersept antikorlar1 daha azdir (77).

Subkiitan enjeksiyonu takiben yavagga absorbe edilen etanerseptin
biyoyararlanimi saglikli bireylerde %58’dir. Varfarin, digoksin veya metotreksat ile

birlikte uygulandiginda doz ayarlanmasina gerek yoktur (87).

2.3.1.3. Adalimumab

Rekombinant DNA teknolojisiyle iiretilen insan IgG1 monoklonal antikorudur.
Molekiiler agirligr 148 kDa olup 1330 aminoasitten olugsmaktadir (88). Adalimumabin
TNF-o’ya afinitesi ¢ok yiiksektir; ancak LT-o’y1r inhibe edemez. Adalimumab
membrana bagli ve ¢6ziinebilir formda bulunanTNF-o’nin her ikisine birden siki bir
sekilde baglanir ve TNF-a’nin reseptdrleri TNFR-1 ve TNFR-2 ile etkilesmesini onler.

Tamamen insans1 yapida oldugu igin alerjik reaksiyon goriilme olasiligi azdir (89).

2.3.1.4. Sertolizumab pegol

Sertolizumab pegol, bir diger insan monoklonal antikoru olup yapisinda Fab
icermektedir. Fab kisminin PEG ile konjuge olmasi sertolizumab pegoliin dolasimda
daha cok kalmasini, etkinliginin ve inflamasyonlu dokulara gegisinin artmasini
saglamaktadir. Sertolizumab pegol Fc bolgesi icermedigi i¢in diger monoklonal
antikorlar gibi sitotoksisiteye neden olmaz. TNF-o’ya afinitesi yiiksektir. Monoklonal
antikorlarin genel bir 6zelligi oldugu tizere hem ¢6ziinebilir hem membrana bagli TNF-

a’ya baglanabilir; LT-o’ya ise etkisizdir (90).
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2.3.1.5. Golimumab

Anti-TNF ilag pazarina en son dahil olan insan monoklonal antikorudur.
Adalimumab gibi tamamen humanize ve insan IgG’sine benzer Ozellikte olup
immiinojenitesi azdir. Diger Anti-TNF smifindaki ilaglardan daha az siklikta (ayda

bir kez) uygulanmaktadir (77).

Tablo 2. TNF-o inhibitorlerinin I/R hasar1 Uzerine Koruyucu Etkileri

Ajanlar Organ Koruyucu Etkileri Kaynak
Karaciger ~ Laminin ekspresyonunda azalma (92)
Anti- TNF-a aktivite
Bobrek Makrofaj ve monosit birikiminde
azalma (93)
Inflamatuvar sitokinlerin inhibisyonu
Karaciger  Histopatolojik degisikliklerde iyilesme
Antioksidan aktivite (94)
TNF-a diizeyinde azalma
Barsak Mukozal hasari ve apoptozisin (50)
onlenmesi
Kaspaz 9 ve 3 aktivasyonunda
s inhibisyon
Infliksimah Barsak INK si)r:yalinde inhibisyon
I/R’ye (95)
bagh Antiinflamatuvar ve antioksidan etki
akciger
hasari
Spinal Vaskiiler proliferasyon, 6dem ve ndron (16)
kord kaybinda azalma
Iskelet kast  Antioksidan etki (96)
Histopatolojik iyilesme
Miyokard  Notch-1 sinyal yolaginin aktivasyonu (97)
sonucu miyokardial oksidatif/nitratif
streste azalma
Karaciger  Antiinflamatuvar ve antioksidan etki (98)
Etanersept Histopatolojik hasarda diizelme
Serebral Antiinflamatuvar etki (99)
Bobrek ERK aktivasyonunu (59)
Bcl-2/Bax oranininda yiikselme
Bobrek Antiinflamatuvar ve antioksidan etki (100)
Adalimumab  Akciger Sitokin salinimi, SOR {iretimi ve kaspaz
yolaginin aktivasyonunu dnleme (101)
Endotelin-1 saliniminda azalma
Histopatolojik hasar1 6nleme
Karaciger  Antiinflamatuvar ve antioksidan etki (91)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Deneylerde, Biilent Ecevit Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde iiretilen Wistar cinsi 300-350 gram (@) agirhiginda 42 adet (n=7) erkek
sican kullanildi. Siganlar 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik olan 21+£2 C°
sicaklikta, % 60+5 nem oranindaki odalarda barindirildilar. Hayvanlar pellet yem ve
cesme suyu verilerek beslendi. Hayvanlar {izerinde yapilan uygulamalar ve
protokoller igin, “Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan” onay alindi (Ek 7.1.).

3.2. Kimyasallar

Deneylerde infliksimab (Remicade®, Schering Plough Tibbi Uriinler Ticaret
A.S.) ve anestezi igin tiyopental sodyum (Pental®, IE Ulugay Ilag Sanayi A.S.)
kullanild1. Tlaglarin hepsi salinde ¢oziildii. Infliksimab salinde ¢oziildiikten sonra, oda
1sisinda saklanarak 5 saatlik, buzdolabinda saklanarak ise 8 saatlik siire iginde

kullanildi.

3.3. Gruplar

Siganlar rastgele olarak sham, T/D ve infliksimab +T/D olmak iizere 3 ana
gruba ayrildi. Her grup kendi icinde histopatolojik degerlendirme ve
immiinohistokimyasal boyama i¢in 24 saat detorsiyon; sperm sayimui, testis ve kauda
epididimlerin agirliklarin1 degerlendirmek i¢in 65 giin detorsiyon uygulanacak

sekilde tekrar ikiye ayrildi (Sekil 3).
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3 saat

24 saat
Sham R —
[ 10 65 giin
dak
Salin (ip)
Torsivon 3 saat Detorsivon 24 saat
TD
T Detorsivon 65 giin
10
dak
Salin (ip)
Torsivon 3 saat = Detorsivon 24 saat
INF+T/D
L 0 Detorsivon 65 giin
dak
Infliksimab
(3 mg/kg ip)
Sekil 3. Deney gruplart.

3.4. Testikiiler Torsiyon Detorsiyon (T/D) Islemi

Sicanlara 50 mg/kg tiyopental sodyum intraperitoneal (ip) verilerek anestezi
edildi. Abdominal insizyon uygulanarak, sicanlarin sag testisleri disar1 ¢ikarilip
spermatik kordlar1 saat yoniinde 720° déndiiriiliip batina sabitlendi ve 3 saatlik
torsiyon iglemi sonrasi spermatik korda detorsiyon uygulanarak testisler skrotuma
yerlestirildi. infliksimab ile tedavi edilecek gruba detorsiyondan 10 dk énce, 5 mg/kg
INF tek doz ip olarak uygulandi. Kontrol grubu siganlara, sham uygulama ile
spermatik kordun T/D islemi hari¢, ayni islemler uygulandi. Torsiyon yapilan
taraftaki (ipsilateral) ve karsi taraftaki (kontralateral) testis dokulari, detorsiyon

bitiminde anestezi altinda ¢ikarildi.
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3.5. Sperm sayimi

Detorsiyonun 65. giiniinde ¢ikarilan gruplara ait ipsilateral ve kontralateral
testisler ile kauda epididimler tartildi ve kauda epididimlerde sperm sayimi yapildi
(Sekil 4).

Epididimal sperm sayimi Yokoi ve ark.’nin (102) ¢aligmast modifiye edilerek
yapildi. Hayvanlarin kauda epididimleri ¢ikartilip, bir cetvel yardimi ile 1 cm
boyunda kesilip tartildiktan sonra, bir eppendorf tlipe yerlestirildi ve lizerine 1 ml
serum fizyolojik eklenerek katarakt makasi ile parcalanip yarim saat siire ile 37 C°
sicaklikta bekletildi. Bu islem epididimdeki spermlerin siviya salinmasini saglamak
amactyla uygulandi. Makler kamera yardimi ile 20’lik objektifte 151k mikroskopisi
altinda sperm saymmi yapildi. Ornekten alinan 10 pl sivi makler kameranin alt
kisimdaki diskin iizerine yerlestirildikten sonra bu diskin iizeri ayr1 bir cam disk ile
kapatildi. Yan yana 10 kare igindeki spermler sayildi (Sekil 4).Sayilan 2-3 alan
icindeki sperm sayisinin ortalamasi alindi. Sperm saymmi x 10%g epididim olarak
sunuldu.

Sekil 4. Makler kamerada sperm saymmi yapilirken spermlerin uzaktan (A) ve

yakindan (B) goriintiisi.

21



3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Detorsiyonun 24. saatinde anestezi edilerek c¢ikarilan ipsilateral ve
kontralateral testisler ile kauda epididimler tartildiktan sonra testis dokular1 %10°luk
tamponlanmis noétral formalin soliisyonuna alindi ve 24 saat fikse edildi. Testis
dokular transvers olarak iki esit pargaya ayrildi.

Tiim Ornekler histopatolojik inceleme i¢in rutin doku takibi islemlerinden
gecirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklardan elde edilen 5 pum kalinligindaki
kesitlere hematoksilen-eozin (H&E) boyasi uygulandi.

Histopatolojik degerlendirmeler Zeiss marka Axiolab Al model 151k
mikroskobu (Carl Zeiss, Almanya) altinda, H&E boyali preparatlar iizerinde
gerceklestirildi. On incelemede, hazirlanan tiim preparatlar kiigiik biiyiitmede (x40)
gbzden gecirildi ve testis dokusunun genel morfolojisi (kesit diizlemindeki seminifer
tiibiil sayisi, bazal membran yapisi, intersitisyel doku o6zelligi, Leydig hiicreleri,
peritiibiiler hyalinizasyon vb.) degerlendirildi.

Seminifer tiibiillerde gézlenen histolojik bulgular Johnsen skorlama sistemine
uygun olarak 1-10 arasinda degisen bir skalada (103), 400 biiyiitmede 10 ardisik
alanda skorland1 ve ortalamalari alindi1. Johnsen skorlamasi, 6ncelikle en matiir hiicre
tiplerinin kaybi ile germinal epitelin ilerleyici dejenerasyonu ve spermatozoa,
spermatid, spermatosit ve son olarak da Sertoli hiicrelerinin goézlenememesi ile
karakterize, testikiiler hasar1 temel alan bir skorlamadir. Hasar arttik¢a skorlamada

puan azalir (Tablo 3).
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Tablo 3. Johnsen Skorlama Sistemine Gore Histopatolojik Kriterler (103)
Skor Histolojik bulgular

10 Biitiinliyle matiir spermatogenez izlenmektedir. Seminifer tiibiillerde

germinal epitel cok siralidir ve ¢ok sayida spermatazoa igerir.

9 Hafif derecede bozulmus spermatogenez izlenir. Seminifer tiibiillerin
germinal epitelinde disorganizasyon ve liimene dogru yigilma yani sira

cok sayida ge¢ spermatozoa goriiliir.

8 Yogun niikleer boyama gdsteren 10 taneden az spermatozoa

gozlenmektedir. Bazen piknotik cisimciklere rastlanir.

7 Spermatozoa yoktur, ancak ¢ok sayida matiir spermatidler gozlenir. Bu
hiicrelerin diisiik yogunluktaki niikleer boyanma o6zellikleri nedeniyle

periferik yerlesimi gosterilebilir.

6 Az sayida soluk kromatinli ve dar oval baghkli orta-biiytikliikte

spermatidler gozlenir, sirali olarak dizilmislerdir. Piknotik cisimcik

yoktur.
5 Spermatozoa ve spermatid yoktur, ancak ¢ok sayida spermatosit goriiliir.
4 Sadece ¢ok az bir miktar spermatosit (5’ten az) gozlenir. Spermatid ve

spermatozoa gozlenmez.

3 Germ hiicre olarak sadece spermatogonia vardir.
2 Hig bir germ hiicresi yoktur, fakat Sertoli hiicreleri vardir.
1 Tiibiiler boliimde hiicre yoktur.

3.7. Immiinohistokimyasal Boyama ile Degerlendirme

Detorsiyonun ~ 24.  saatinde  ¢ikarilan  testis doku  Orneklerinde
immiinohistokimyasal boyamalar yapildi. Anti-caspase 3, 8 ve 9 aktivitesini
arastirmak amaciyla ABC (Avidin-Biotin Kompleks) yontemi kullanildi. Testis
dokusundan 4 pm kalinlhiginda alinan transvers kesitler, deparafinizasyon islemi icin
61 C°de inkiibe edilip, sirasiyla ksilen ve alkol serilerinden gegirilerek suya
indirildi. Dokuda formaldehit fiksasyonundan kaynaklanan reseptdr maskelenmesini
onlemek i¢in, sitrat tamponuna alinan kesitlere mikrodalgada yiiksek 1s1 uygulanda.
Antijenik determinant bdlgelerinin aci8a c¢ikarilmasindan sonra kesitler sitrat

tamponundan distile suya almnip 20 dak oda sicakliginda tutuldu. Kesitler
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fosfattamponlu salin (PBS) icerisinde 3 defa calkalandiktan sonra, endojen
peroksidaz aktivitesini dnlemek amaciyla 15 dak siireyle %3’liik hidrojen peroksit ile
muamele edildi. Nonspesifik baglanmay1 6nlemek amaciyla 5 dak’lik Ultra V block
(LabVision, TA-015-UB) uygulamasini takiben, 1/100 diliisyonlarda hazirlanan anti-
cleavage caspase 3, anti-caspase 8 ve anti-caspase 9 primer antikorlar1 kesitlere oda
sicakliginda ve nemli bir ortamda 1 saat siire ile uygulandi. Primer antikor
asamasindan sonra, kesitler PBS’ye alinip uygun sekonder antikor (Biotinylated
Link, Dako, K0609) ile 30 dak muamele edildi. Ardindan tekrar PBS’ye alinan
kesitlere 10 dak Streptavidin peroksidaz (Streptavidin HRP, Dako, KO0609)
kompleksi uygulandi. Tekrar PBS’ye aliman kesitlere immiin reaksiyon
gerceklesinceye kadar (mikroskop altinda kontrol ederek) diaminobenzidin (DAB)
kromojen soliisyonu (Vector, SK-4100) sonrasi, Mayer’s hematoksilen ile zit
boyama yapildi. Kesitler alkol serilerinden gegcirilip, ksilen ile muamale edildikten
sonra entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Zeiss marka Axiolab A1 model
151tk mikroskobu (Carl Zeiss, Almanya) altinda degerlendirilerek bulgular
fotograflandi.(Sekil: 5,6,7,8)

3.8. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Olgiilebilen
verilerin normal dagilima uygunluklar tek 6rnek Shapiro Wilk testi ile bakildiktan
sonra normal dagilim gostermedigi i¢in gruplar arasi kiyaslamalarda Kruskal-Wallis
varyans analizi uygulandi. Gruplar arasindaki farkliliklar Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Sag ve sol testislerin karsilastirilmasinda Wilcoxon testi kullanildi.

Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde, p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Testis ve Kauda Epididim Agirhiklar:

Detorsiyonun 24. saatinde ve 65. giiniinde ¢ikarilan sican testis ve kauda
epididimlerin agirliklar1 hassas terazi ile g cinsinden ol¢iilmiistiir (Tablo 4, Tablo 5).
Detorsiyonun 24. saatinde, hem ipsilateral hem de kontralateral taraftaki testis ve

kauda epididim agirliklarinin gruplar arasinda farklilik gostermedigi belirlendi.

Tablo 4. Detorsiyonun 24. Saatinde Cikarilan Ipsilateral ve Kontralateral Testis ve

Kauda Epididimlerin Agirliklar

Agirhk(g)
Gruplar Ipsilateral Kontralateral Ipsilateral  Kontralateral
testis testis kauda kauda
epididim epididim
Sham 1.40+0.354 1.27+0.451 0.21+0.043 0.19+0.035
T/D 1.47+0.184 1.46+0.491 0.23+0.015 0.21+0.029
INF+T/D 1.52+0.269 1.53+0.842 0.23+0.046 0.22+0.011

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu.

Detorsiyonun 65. giiniinde ipsilateral ve kontralateral testis ve kauda epididim
agirliklart birbirleriyle karsilastirildiginda, sham uygulanan grupta anlamli bir
farklilik olmadig1 gozlendi. T/D islemi uygulanan grubun ipsilateral taraftaki testis
(p=0.002) ve kauda epididim (p=0.002) agirlik ortalamalari sham grubuna gore
diisiik bulunurken; kontralateral taraf ortalamasi sham grubundan farkli bulunmadi.
Benzer sekilde INF+T/D gruplarinda ipsilateral taraftaki testis (p=0.003) ve kauda
epididim (p=0.003) agirliklarinin ortalamalar1 sham grubuna gore diisiik bulunurken;
kontralateral taraf ortalamasi sham grubundan farklilik gostermedi. Ipsilateral
testislerle kontralateral testisler karsilastirildiginda, T/D grubundaki ipsilateral
testislerin  (p=0.018) ve kauda epididimlerin (p=0.018) agirhk ortalamalar
kontralaterale gore diisiik bulundu. Benzer sekilde INF+T/D grubunda da ipsilateral
taraftaki testis (p=0.018) ve kauda epididim (p=0.028) agirliklarinin ortalamalari

kontralaterale gore diisiik bulundu.
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Tablo 5. Detorsiyonun 65. Giiniinde Cikarilan ipsilateral ve Kontralateral Testis ve

Kauda Epididimlerin Agirliklar

Agirhk(g)
Gruplar Ipsilateral Kontralateral Ipsilateral ~ Kontralateral
testis testis kauda kauda
epididim epididim
Sham 1.37+0.205 1.22+0.342 0.25+0.049 0.21+0.301
T/D 0.73+£0.1212* 1.49+0.109 0.13+0.0172* 0.22+0.010

INF+T/D  0.80+0.132%* 1.61+0.531 0.12+0.247** 0.24+0.012
Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. : p<0.05 sham’den,*:
p<0.05 kontralateralden farki gosterir.

4.2. Epididimal sperm miktari

Detorsiyonun 65. giinii ipsilateral ve kontralateral kauda epidimler
c¢ikarilarak, gruplarin sperm miktarlar1 degerlendirildi (Tablo 6).

Sham uygulan grubun sperm miktar1 degerlendirildiginde, ipsilateral ve
kontralateral kauda epididim degerlerileri karsilastirildiginda anlamli bir fark
gozlenmedi.

T/D uygulanan grubun ipsilateral kauda epididimlerinde, sperm miktar
(p=0.002) sham grubuna gore diisitk bulundu. T/D uygulanan grubun kontralateral
kauda epididimlerinde sperm miktar1 sham grubundan anlamli farkli bulunmadi. T/D
uygulama sonrasi, ipsilateral kauda epididimlerdeki sperm miktar1 (p=0.018)
kontralateral tarafla karsilastirildiginda diisiik bulundu.

INF ile tedavi edilen T/D grubundaki sperm sayismin (sadece ipsilateral
kauda epididimlerde) T/D uygulanan grubun sperm sayisina benzer sekilde sham
grubundan diistik oldugu (p=0.003) belirlendi.

INF+T/D ile T/D grubu Karsilastinldiginda sperm miktar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi. Bu gruplarin ipsilateral kauda
epididimlerdeki sperm miktarlar1 (p=0.027) kontralateral taraflarin degerleri ile

karsilastirildiginda diisiik bulundu.
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Tablo 6. Detorsiyonun 65. Giiniinde Alinan Kauda Epididimlerden Elde Edilen

Sperm Analizi
Sperm Sayim
(x10° / g epididim)
Gruplar Ipsilateral Kontralateral
Sham 85.7+ 45.80 85.6 +48.92
T/D 2.4 +1.40% 67.1 £19.71
INF+T/D 2.0 £ 1.67% 51.7 +20.11

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. 2: p<0.05 sham’den,*:
p<0.05 kontralateralden farki gosterir.

4.3. Histopatolojik degerlendirme

Detorsiyonun 24. saatinde alinan ipsilateral ve kontralateral testislerin
histopatolojik degerlendirmesinde Johnsen skorlamasi yapilmistir (Tablo 7).

Sham grubunun ipsilateral (Sekil 5A) ve kontralateral (Sekil 5B)testis
dokularinda normal morfoloji ve matiir spermatogenez izlendi.

T/D grubundaki ipsilateral testis dokularinda (p=0.002) Johnsen skoru, sham
grubuna gore diisiik bulunurken; kontralateral testis dokularinda anlamli farklilik
gozlenmedi. T/D grubunun ipsilateral testis dokularinda, interstisyel bag dokusunda
peritiibiiler hyalinizasyon ve yogunluk artis1, seminifer tiibiillerde yer alan hiicrelerde
disorganizasyon ile birlikte vakuolizasyon ve spermatogonya matiirasyonunda
belirgin azalma gozlendi (Sekil 5C) Kontralateral testislerde ise normal morfoloji
izlendi (Sekil SD).

INF ile tedavi edilen T/D grubundaki ipsilateral testis dokularinda (p=0.002)
Johnsen skoru sham grubuna gore diisiik bulundu. T/D grubuna gore ise, Johnsen
skoru yiiksek bulunmasina ragmen, bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi. INF
ile tedavi edilen T/D grubunun ipsilateral testis dokularinda tespit edilen histolojik
degisiklikler, sadece T/D uygulanan ipsilateral testis dokularinda kilere benzemekle
birlikte, yogunluk olarak daha az gozlendi. Bu gruba ait dokularda interstisyel bag
dokusu normal yapida izlenmekle birlikte, tiibiillerin bazilarinda dejeneratif
degisiklikler ve vakuolizasyon tespit edildi (Sekil SE). INF ile tedavi edilen T/D
grubunun kontralateral testis dokularinda sham ve T/D grubuna gore bir farklilik

bulunmadi (Sekil 5F).
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Ipsilateral testisler ile kontralateral testisler karsilastirildiginda ise sham
grubu (p=0.518) hari¢ diger gruplarin ipsilateral testislerinde (p=0.018) skor diisiik
bulundu (Tablo 7).

Tablo 7. Detorsiyonun 24. Saatinde Almnan Testislerdeki Histopatolojik Hasar

Skorlamasi
Gruplar Ipsilateral testis Kontralateral testis
Sham 9.69 +£0.122 9.73 +£ 0.076
T/D 7.63 +0.844 3* 9.54+0.151
INF+ T/D 8.70 + 0.594%* 9.63+0.125

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. #: p<0.05 sham’den,
*: p<0.05 kontralateralden farki gosterir.

28



Ipsilateral Testis Kontralateral Testis
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Sekil 5. Detorsiyonun 24. saati; Sham, T/D ve INF+ T/D gruplarma ait ipsilateral (A-B-C)
ve kontralateral (D-E-F) testis dokularinin histolojisi.A. Sham grubu, ipsilateral testis
dokusunda normal morfoloji izlenmekte. B. T/D grubunun ipsilateral testise ait interstisyel
bag dokusunda peritiibiiler hyalinizasyon ve yogunluk artis1 izlenmekte (yildiz), seminifer
tiibiillerde yer alan hiicrelerde disorganizasyon ile birlikte vakuolizasyon (ok) dikkat
cekmekte. C. INF+T/D grubunun ipsilateral testise ait interstisyel bag dokusu normal yapida
izlense de, tiibiillerin bazilarinda dejeneratif degisiklikler, vakuolizasyon (ok) dikkat
cekmekte. Infliksimab tedavisine bagli olarak tiibiillerin bir kisminin korundugu izlenmekte.
Tiim gruplarin kontralateral testislerinde (D-E-F) normal morfolojik yap1 izlenmekte. H-E,

scale bar: 50 pm.
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4.4. Apoptotik Degerlendirme

Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral ve kontralateral testis
dokularinda immiinohistokimyasal boyama yontemi ile kaspaz-3, kaspaz-8 ve

kaspaz-9 aktiviteleri degerlendirildi (Tablo 8).

Tablo 8. Detorsiyonun 24. Saatinde Cikarilan Ipsilateral ve Kontralateral Testis
Dokularinda Immunohistokimyasal Boyama Yontemi ile Kaspaz-9, Kaspaz-8 ve

Kaspaz-3 Aktiviteleri

Spermatogonyumlar Spermatositler Spermatidler

Grup  Kaspaz Kaspaz Kaspaz Kaspaz Kaspaz Kaspaz Kaspaz Kaspaz Kaspaz

9 8 3 9 8 3 9 8 3
Sham +++ +/- +/- + ++ +/- + +++ +/-
T/D +/- +/- - ++ +++ +++ ++ +++ +/-
iNF ++ + +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
T/D

Sham grubundaki ipsilateral testis dokularinda, 6zellikle spermatogonyumlar
kaspaz-9 ile kuvvetli boyanirken; spermatogenetik seriye ait diger hiicrelerde ise
nispeten daha zayif bir boyanma izlenildi (Sekil 6A). Seminifer tiibiiliin liimene
yakin kismindaki spermatidlerde kaspaz 8 ile kuvvetli boyanmalar gozlenirken (Sekil
7A), seminifer tiibiiliin periferindeki spermatogonyumlarda, spermatositlerde ve
limene yakin yerlesimli spermatidlerin bazilarinda kaspaz 3 ile ¢ok zayif bir immiin
reaktivite izlendi (Sekil 8A).

T/D grubundaki ipsilateral testis dokularinda dejenere olmus seminifer
tiibiillerde, spermatogonyumlar disindaki hiicrelerde kaspaz-9 ile orta siddette
boyanmalar izlenirken (Sekil 6B); seminifer tiibiildeki spermatositlerde kaspaz-8 ile
immiin reaksiyon goriildii (Sekil 7B). Seminifer tiibiiliin periferindeki dejenere olmus
spermatogonyumlarda kaspaz-3ile herhangi bir reaksiyon gozlenmezken, Ozellikle

spermatositlerde kuvvetli boyanma izlenmektedir (Sekil 8B).
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INF+T/D grubundaki ipsilateral testis dokularinda kaspaz-9 ile 6zellikle
spermatositlerde kuvvetli; spermatogenetik seriye ait diger hiicrelerde de nispeten
daha zayif bir boyanma gozlenmistir (Sekil 6C). Kaspaz-8 ile seminifer tiibiildeki
spermatogonyumlarda zayif boyanma, spermatositlerde ve spermatidlerde kuvvetli
boyanmalar gozlenmistir (Sekil 7C). Kaspaz 3 ile spermatogenetik seriye ait
hiicrelerin hepsinde kuvvetli boyanmalar izlenmistir(Sekil 8C).

Tiim gruplara ait kontralateral testis dokularinda kaspazlarin sham grubuna

benzer 6zellikte boyanmalar sergiledigi gozlendi (D-E-F).
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Ipsilateral Testis Kontralateral Testis

Sekil 6. Detorsiyonun 24. saati; Sham, T/D ve INF+ T/D gruplarina ait ipsilateral (A-B-C)
ve Kkontralateral (D-E-F) testislerde immunohistokimyasal kaspaz-9 boyamasi. A. Sham
grubunda Ozellikle spermatogonyumlarda (oklar)  kuvvetli boyanma goriilmektedir.
Spermatogenetik seriye ait diger hiicrelerde de nispeten daha zayif bir boyanma
izlenmektedir. B. T/D grubunda dejenere seminifer tiibiilde spermatogonyumlar (oklar)
disinda hiicrelerde orta siddette boyanma izlenmektedir. C. INF+T/D grubunda 6zellikle
spermatositlerde (oklar) kuvvetli boyanma goriilmektedir. Spermatogenetik seriye ait diger
hiicrelerde de nispeten daha zayif bir boyanma gozlenmektedir. Kontralateral testislerde (D-

E-F)nonspesifik boyanmalar disinda herhangi bir immiinreaktivite izlenmemektedir.
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Ipsilateral Testis Kontralateral Testis

Sekil 7. Detorsiyonun 24. saati; Sham, T/D ve INF+ T/D gruplarina ait ipsilateral (A,B,C) ve
kontralateral (D-E-F) testislerde immunohistokimyasal kaspaz-8 boyamasi. A. Sham
grubunda seminifer tiibiilin limene yakin kismindaki spermatidlerde kuvvetli (oklar)
boyanmalar izlenmektedir. B. T/D grubunda dejenere seminifer tiibiillerde ozellikle
spermatositlerde (oklar) immiin reaksiyon goriilmektedir. C. INF+T/D grubunda seminifer
tiibiilde spermatogonyumlarda (oklar) zayif boyanma goézlenirken, spermatositlerde (ok
basi) ve spermatidlerde (yildiz) kuvvetli boyanma gozlenmektedir. Kontralateral testislerde
(D-E-F) baz1 bolumlerdeki ¢ok zayif nonspesifik boyanmalar disinda spesifik bir immiin

reaktivite izlenmemektedir.
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Sekil 8. Detorsiyonun 24. saati; Sham, T/D ve INF+ T/D gruplarma ait ipsilateral (A-B-C)
ve Kkontralateral (D-E-F) testislerde immunohistokimyasal kaspaz-3 boyamasi. A. Sham
grubunda seminifer tiibiiliin perifer kismindaki spermatogonyumlarda, spermatositlerde ve
liimene yakin yerlesimli spermatidlerin bazilarinda ¢ok zayif bir immiin reaktivite mevcuttur.
B. T/D grubunda seminifer tiibiiliin perifer kismindaki dejenere olmus spermatogonyumlarda
herhangi bir reaksiyon gozlenmezken (ok basi), 6zellikle spermatositlerde (oklar) kuvvetli
boyanma izlenmektedir. C. INF+T/D grubunda spermatogenetik seriye ait hiicrelerin
hepsinde kuvvetli boyanma goriilmektedir. Tiim gruplardaki kontralateral testislerin (D-E-F)

sham grubuna benzer 6zellikte boyandigi goriilmektedir.

34



5. TARTISMA

Bu calismada sicanlara tek tarafli uygulanan testikiiler torsiyon/detorsiyon
(T/D) hasarinda bir anti-TNF-a fare/insan kimerik IgG monoklonal antikoru olan
infliksimabin, apoptotik yolaklar ile sperm miktar1 iizerine etkileri arastirildi. T/D
grubunun testis ve kauda epididimlerinin agirliklari, sperm sayist ve Johnsen skoru
sham grubuna gore anlamli diisiik bulunurken; spermatogenik seriye ait hiicrelerden
ozellikle spermatosit ve spermatitlerde, apoptozis belirtegleri olan kaspaz-3, kaspaz-8
ve kaspaz-9'a ait belirgin immiin boyanma gézlendi. INF tedavisinin, T/D'ye baglh
testis ve kauda epidim agirliklarinda, sperm sayisinda ve Johnsen skorundaki
azalmayr Onlemedigi ve spermatogenik hiicrelerdeki kaspazlara ait immiin
boyanmanin siddetini azaltmadigi gozlendi.

INF, kimerik bir monoklonal antikor olup TNF-o’ya baglanir veTNF-a’nin
etkilerini onler (81). TNF-a ¢ok yonli bir sitokindir. Fizyolojik pek ¢ok rolii
bulunmakla birlikte, miktarinin yiiksek seviyelere ulasmasi sonucu patolojik etki
gosterebilir. Inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde siklikla karsilagilan TNF-a,
reseptoriit TNFR1 araciligiyla apoptotik hiicre 6liimiine de neden olabilir (62). TNF-
o’nin iretimi inhibe edilerek veya antikorlarla notralizasyonu saglanarak etkileri
onlenebilmektedir. Bir TNF-a antikoru olan INF’in daha énce yapilan arastirmalar
sonucunda bazi organlarin I/R hasarinda faydali etkileri oldugu bildirilmistir.
DiPaola ve ark., calismalarinda bobrek I/R hasarinda farelere 10 mg/kg dozda
uygulanan INF ©6n tedavisinin, TNF-o’y1 inhibe ederek hasari &nledigini
bildirmislerdir (104). Akdogan ve ark. sigan karaciger dokusunda I/R sonrasinda
mukozada olumsuz etkiler, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve nekroz gibi
histopatolojik hasarlar tespit etmislerdir. Arastirmacilar, siganlara karaciger iskemisi
oncesinde giinde 3 mg/kg dozda ardisik 3 giin boyunca infliksimab uyguladiklarinda
ise TNF-a ekspresyonunda azalma, NF-xB p65 ekspresyonunda artma, fibrozis
belirteci olarak kullanilan laminin ekspresyonunda azalma gozlemleyerek, hasarin
azaldigim bildirmislerdir (92). Guzel ve ark. ¢aligmalarinda sicanlarda barsakta I/R
modeli olusturarak siganlara intestinal I/R’den 3 giin dénce 3 mg/kg dozunda INF
uygulamiglar ve I/R sonrasi uzak organ akcigerin akut hasarinda bu ilacin roliinii
aragtirmislardir. INF 6n tedavisinin akciger dokusundaki 6dem, hemoraji, alveolar

duvar kalinlasmasi gibi morfolojik hasari, inflamatuvar hiicre sayisini ve iNOS
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ekspresyonunu azalttigi; oksidatif stresle iliskili enzim aktivitelerinde I/R’yi
iyilestirici yonde etki gosterdigini ortaya koymuslardir (95).

Literatiirde yer alan bdbrek, karaciger gibi organlara uygulanan I/R sonras1 bu
organlarda gdzlenen hasarm ya da bagirsak I/R sonrasi akcigerde gozlenen uzak
doku hasarimin INF tarafindan azaltildigim  gosteren calismalara ragmen
calismamizda INF tedavisi T/D hasarmi belirlemek igin kullandigimiz Johnsen
skorlamasin1 anlamli olarak etkilemistir. Johnsen skorlamasina goére, skorun
yiiksekligi hasarin az oldugunu, skorun diisiikliigii hasarin ¢ok oldugunu
gostermektedir (103). Calismamizda, T/D islemi uygulanan ipsilateral testislerde,
onceki ¢alismalara benzer sekilde Johnsen skorunda diisme oldugu belirlendi. INF ile
tedavi edilen T/D grubundaki dokulara ait Johnsen skoru, T/D grubuna gore yiliksek
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmadi. T/D isleminin sham
grubuna kiyasla interstisyel bag dokusunda peritiibiiler hiyalinizasyon ve yogunluk
artis1, seminifer tiibiillerde yer alan hiicrelerde disorganizasyon ile birlikte
vakuolizasyon ve spermatogonya matiirasyonunda belirgin azalma gibi dokuda
onemli hasarlara yol actig1 histolojik olarak tespit edildi. INF ile tedavi edilen T/D
grubundaki histolojik degisiklikler de T/D grubuna benzer bulundu; ancak daha az
yogunlukta gézlendi. INF ile tedavi edilen grupta interstisyel bag dokusunun normal
yapida oldugu ve tiibiillerin bir kisminin korundugu goézlendi. Calismamizda yer alan
biitiin gruplarin kontralateral testislerinde ise normal morfolojik yap1 izlendi. Bu
sonuglara gore, tek tarafli uygulanan T/D, ipsilateral testislerde hasar olustururken;
kontralateral testislerde hasar meydana getirmedi ve INF tedavisinin ipsilateral
testislerdeki histolojik hasart anlamli bir sekilde azaltmadig tespit edildi.

Torsiyonun siiresi ve derecesi testisteki hasar derecesini belirleyen iki dnemli
etkendir (105). Torsiyona ugrayan testisi bu iskemik durumdan kurtarmak igin acil
yapilan manuel veya cerrahi detorsiyon islemi ile reperfiizyon saglanmakla birlikte,
bu islem de testisde ek bir hasar olusturmaktadir. Baker ve Turner, 1 saatlik iskemi
ve 720%lik torsiyon ve reperflizyon sonrasinda spermatogenezde kalici kayip
yasanabilecegini bildirmislerdir (106). Spermatogenezdeki bu kaybin, germ hiicre
apoptozisi ile oldugu distiniilmektedir (53, 107). Yurtcu ve ark. g¢alismalarinda
testikiiler T/D sonrasinda detorsiyonun 6. saatinde Sertoli hiicreleri ve
spermatogenezisin yeterliligi acisindan Onemli bir yeri olan serum inhibin
diizeylerinin azaldigin1 gézlemlemislerdir (108). Hekimoglu ve ark. ¢alismalarinda

reperfiizyondan 30 gilin sonra sperm sayisinda ve motilitesinde azalma ile anormal
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sperm oraninda artma oldugunu tespit etmislerdir (26). Calismamizda detorsiyonun
65. giiniinde cikarilan kauda epididimlerde sperm miktarin1 degerlendirdigimizde;
T/D uygulanan ipsilateral kauda epididimlerde sperm miktarinin sham grubuna ve
kontralateral kauda epididimlere gore diisiik oldugu bulundu. INF ile tedavi edilen
T/D grubundaki ipsilateral kauda epididimlerdeki sperm miktarinin sham grubuna ve
kontralateral kauda epididimlere gore diisiik oldugu gorilirken; T/D grubu ile
karsilastirildiginda sperm miktar1 agisindan aralarinda istatistiksel anlamli bir fark
bulunmadi. Bu sonuglara gore, tek tarafli uygulanan T/D, ipsilateral kauda
epididimlerde sperm sayisini azaltirken; kontralateral kauda epididimleri etkilemedi
ve INF tedavisi sperm sayisini artirmadi.

T/D sonras, testiste atrofi gelistigi deneysel calismalar ve insanlardaki klinik
gozlemler ile bildirilmektedir (20-21, 23). Testiste gelisen atrofi deneysel ¢aligmalarda
testis agirhigr oOlgiilerek kolayca gosterilebilir. Spermatogenezis agisindan spermlerin
niteligi ve niceligine ek olarak testis agirligindaki degisimler de 6nemlidir ve testikiiler
T/D sonrasinda testis agirliklarinda azalma yoniinde bir degisiklik oldugu da onceki
yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (28, 109). Calismamizda detorsiyonun 24. saatinde ve
65. giinlinde testis ve kauda epididim agirliklar1 degerlendirilmistir. Detorsiyonun 24.
saatinde cikarilan doku agirliklan karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. Detorsiyonun 65. giiniinde ¢ikarilan doku agirliklart incelendiginde ise,
T/D islemi uygulanan grupta doku agirliklarinda sham grubuna ve kontralateral tarafa
gore azalma oldugu; ancak INF tedavisinin bu azalmayr &nlemedigi belirlenmistir.
Detorsiyonun 24. saati ve 65. giiniinde ¢ikarilan kontralateral taraftaki testis ve kauda
epididim agirhiklarinda sham grubundan farklilik gézlenmemistir. Bu sonuglar,
literatiirde bildirildigi iizere testikiiler I/R sonrasi apoptotik hiicre &liimiinde goriilen
artiga bagh olarak testikiiler dokuda atrofi meydana gelmesini desteklemektedir (107,
110). T/D sonrasinda germ hiicre apoptozisinde artis oldugu o6zellikle son yillarda
yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur (27, 111-112). Bu durumun germ hiicre
olimiinden ve spermatogenezdeki kayiptan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (53, 107).

Apoptotik hiicre 6liimii ayn1 zamanda spermatogenezin baslangicinda yogun
bir sekilde gergeklesen fizyolojik bir siiregtir (52). Spermatogonyumlar,
spermatogenetik serinin ilk hiicreleridir. Spermatogenezis esnasinda bu hiicrelerin bir
kismi1 kaynak hiicre olarak kalir; bir kismi ise seminifer tiibiiliin bazal membranindan
liimene dogru hareket ederler ve mitoz bdliinme sonucu primer spermatositleri

meydana getirirler (113). Sertoli hiicreleri, germ hiicrelerinin gelismesi i¢in besin ve
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mekanik destek saglayan, zararli maddelerin kan-testis bariyerinden gecisini
engelleyen hiicrelerdir (114). Sertoli hiicreleri ile germ hiicre sayisinin oraninda bir
denge kurulmasi olayr agisindan spontan apoptozis Onemlidir, bu evrede
spermatogonyum hiicreleri Sertoli hiicrelerinin destekleyebileceginden fazla sayida
oldugu i¢in elimine edilmektedir (111).

Apoptotik hiicre dliimiine giden bu siirecin mitokondriyel (intrensek) yolak
araciligiyla olabilecegi gibi 6liim reseptorii kaynakli (ekstrensek) yolak araciligiyla
da gerceklesebilecegi bildirilmektedir (107). Bizim ¢alismamizda T/D sonrasi
apoptotik siireci degerlendirebilmek i¢in kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitesi
immiinohistokimyasal yontemle boyanarak degerlendirildi. Kaspazlar, apoptozisi
baslatan ve devamini saglayan enzim ailesidir. Kaspaz-9 mitokondriyel yolagin,
kaspaz-8 ise 6liim reseptorii kaynakli yolagin baslatici kaspazlaridir. Kaspaz-3 ise
baslica uygulayici kaspazdir; hem kaspaz-9 hem kaspaz-8 tarafindan uyarilabilmekte
ve apoptotizisin devamini saglamaktadir (36). Daha &nce yapilan ¢alismalarda I/R’yi
takip eden saatler i¢inde apoptoziste artis oldugu, 24. saatte ise maksimum seviyeye
eristigi  bildirilmistir (55). Calismamizda detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan
ipsilateral testis dokulari incelendiginde; sham grubunda ozellikle kaspaz-9 ile
spermatogonyumlarda, kaspaz-8 ile spermatidlerde immiin boyanmanin fazla oldugu,
uygulayict kaspaz olan kaspaz 3’lin spermatosit ve spermatidlerde az bir immiin
boyanmaya neden oldugu; T/D grubunda spermatogonyumlarda immun boyanma
gozlenmezken, kaspaz-8’de daha fazla olmak {izere kaspaz-9 da dahil spermatosit ve
spermatidlerde yogun bir boyanma gozlendigi, ayni zamanda kaspaz-3 ile de
spermatositlerde yogun boyanmanin devam ettigi; INF+T/D grubunda ise
spermatosit ve spermatidlerde kaspaz-9, 8 ve 3 ile yogun boyanmalarin oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglardan hareketle; sham grubundaki boyanmalar fizyolojik
apoptozisi  gosterirken; T/D  uygulamasi sonrast apoptotik boyanmanin
spermatogonyumlardan ziyade spermatosit ve spermatidlerde daha belirgin oldugu
ve uygulayict kaspaz olan kaspaz-3’iin de aktive oldugu; TNF-o inhibitorii INF’nin
T/D uygulamasi ile gézlenen immiin reaktiviteleri degistirmedigini, hatta artirdigini
sOyleyebiliriz.

TNF-a, TNFRI1 reseptorii araciligiyla apoptotik hiicre Oliimiinii aktive
edebildigi gibi ayrica, NF-kB ve AP-1gibi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek
hiicrenin sag kalimina da aracilik edebilir. Suominen ve ark. tarafindan TNF-o’nin

sicanlarin  seminifer epitelinde, hiicrenin sag kalimimi destekleyici yonde etki
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gosterdigi ve bu etkinin INF tarafindan 6nlendigi bildirilmistir (115). Bu duruma,
apoptozisi engelleyen Bcl-xL’nin TNF-a tarafindan mitokondri membraninda up-
regiile edilmesi; INF’nin ise bu up-regiilasyonu inhibe etmesinin neden oldugu
diistiniilmektedir. Pentikainen ve ark. yaptigi bir diger calismada da insan testis
dokularinda TNF-o’nin Fas ligand’1 down regiile ettigini ve germ hiicre apoptozisini
inhibe ettigini bildirmislerdir (116). Bizim ¢alismamizda da INF ile gerceklestirilen
TNF-o inhibisyonu sonucu kaspazlardaki immiin boyanmanin goriilmeye devam
etmesi hatta artmasi, testikiiler T/D olayinda TNF-o’nin apoptozis-sag kalim
ikileminde, etkisinin daha c¢ok sagkalim yoniinde gergeklesmis olabilecegini
distindiirmektedir.

Testikiiler /R sonrasinda, germ hiicre apoptozisine birden ¢ok etmen yol
acabilmektedir. Bunlardan biri reaktif oksijen iirlinleridir ve c¢esitli antioksidanlar
kullanilarak yapilan galigmalarda I/R nedeniyle ortaya cikan histopatolojik hasarin
diizeldigini ve germ hiicre apoptotizisinde azalma saglandigi bildirilmistir (56, 117).
Lysiak ve ark. calismalarinda oksidatif stres fiiriinlerinin /R sonrasinda
mitokondriyel kaspaz-9 bagimli yolak araciligiyla apoptozu indiikledigini
gostermistir (28). T/D sonrasinda inflamasyon mediyatorii olarak rol oynayan ve
germ hiicrelerinin apoptozisine neden olan mitojenle aktive protein kinaz (MAPK)
ailesi testikiiler I/R patogeneziyle iliskili bir diger etmendir (27). Bu bilgiler 1s131nda
calismamizda INF tedavisinin apoptotik siireci baskilamamis olmasinin bir diger
nedeni de apoptotik siiregte TNF-a’nin tek basina rol oynamamasi olabilir. Her ne
kadar diger organlarin I/R hasarinda TNF-a patolojide sorumlu tutulsa ve INF ile
notralizasyonu koruyucu etkiler sergilese de, bizim calismamizda testis T/D
hasarida INF ile benzer bir koruyucu etki gézlenmemistir.

Sonug olarak, deneysel olarak olusturulan testikiiler I/R modelinde, TNF-a,
inhibitérii INF tedavisinin T/D'ye bagl testis ve kauda epididim agirliklar ve sperm
sayisindaki azalmay1 onlemedigi ve histopatolojik hasar lizerinde olumlu etkiler
yapmadig1 ve spermatogenik hiicrelerdeki kaspazlara ait immiin boyanmanin

siddetini azaltmadig1 gozlenmistir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda siganlarin sag testislerinin spermatik kordunun saat yoniinde

720° derece dondiiriilmesi ile 3 saatlik torsiyon ve sonrasinda detorsiyon islemi

gerceklestirilerek olusturulan T/D hasarinda INF’nin etkileri arastirildi. Bu amagla

tedavi grubuna INF detorsiyondan 10 dak dnce 5 mg/kg dozda i.p. yoldan verildi.

Detorsiyonun 24. saatinde ve 65. giinlinde ipsilateral ve kontralateral testisler ve

kauda epididimler ¢ikarilip tartildi. Detorsiyonun 65. giiniinde ¢ikarilan kauda

epididimlerde sperm sayimi yapildi. Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral

ve kontralateral testislerde histopatolojik incelemeler yapildi. Detorsiyonun 24.

saatinde cikarilan testis doku 6rneklerinde immiinohistokimyasal boyama yontemi ile

kaspaz- 3, 8 ve 9 aktivitesi degerlendirildi.

Testis ve kauda epididim agirliklar1 degerlendirildiginde; detorsiyonun 24.
saatinde ¢ikarilan ipsilateral ve kontralateral tarafa ait dokularda gruplar
arasinda anlaml bir fark bulunmamistir. Detorsiyonun 65. giiniinde ¢ikarilan
dokularda, ipsilateral tarafta T/D ve INF+T/D gruplarmin agirhik
ortalamalarinin sham grubuna kiyasla daha az oldugu belirlenmistir.
INF+T/D grubu ile T/D grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamuistir.

Sperm miktar1 degerlendirildiginde; ipsilateral taraftaki T/D ve INF+T/D
gruplarinin  sperm miktarlart sham grubuna gore diisiik bulunmugtur.
INF+T/D grubu ile T/D grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
Histopatolojik degerlendirmede; T/D uygulamasinin dokuda histoloijk hasara
neden oldugu; INF+T/D grubunda da T/D grubuna benzer histolojik
degisikliklerin goriildiigli; ancak daha az yogunlukta oldugu belirlenmistir.
Apoptozis belirtegleri olan kaspaz aktiviteleri degerlendirildiginde; T/D
isleminin kaspaz-3, 8 ve 9 ile immiin boyanmada belirgin olarak artmaya
neden oldugu; ancak INF tedavisinin immiin boyanmanm siddetini
azaltmadig1 gozlenmistir.

Kontralateral testisler, olusturdugumuz T/D hasarindan etkilenmemistir.
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