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OZET

Ebru KOCAKAYA, Infiliksimabin Sicanlarda Testikiiler Torsiyon Detorsiyon
Hasarinda NF-xB, MAP Kinazlar ve HSP70 Uzerine Etkileri. Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019

Bu ¢aligmada, testikiiler torsiyon/detorsiyon (T/D) hasarina tiimor nekrozis faktor
alfanin (TNF-a) etkilerini ve bu etkilerde niikleer faktér kappa B (NF-kB),
mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolaklar1 ve 1s1 sok proteini 70 (HSP70)’in
katkistnin  olup olmadigi TNF-o inhibitorii infiliksimab (INF) kullanilarak
aragtirildi. Siganlar SHAM, T/D ve INF+T/D olarak 3 ana gruba ayrildi. Sag testisin
spermatik kordunun saat yoniinde 720° déndiiriiliip batina sabitlenmesi ile 3 saatlik
torsiyon gergeklestirildi. Siganlara detorsiyondan 10 dak once tek doz 5 mg/kg (i.p.)
INF veya ¢oziiciisii uygulandi. Detorsiyonun 2. ve 24. saatinde testislerin agirliklari
tartildi. Detorsiyonun 2. saatinde testislerde HSP70 diizeyleri 6l¢iildii. Detorsiyonun
24. saatinde testislerde histopatolojik hasar ve NF-kB ile JNK, p38 MAPK ve ERK
1/2’yi igeren MAPK yolaklar1 degerlendirildi. T/D'nin uygulandigi testislerde
detorsiyonun 2. saatinde agirlik artisi, 24. saatinde ise histopatolojik hasar da artis
gozlendi. Detorsiyonun 2. saatinde testis dokusundaki HSP70 diizeyleri SHAM
grubunun diizeylerinden farkli bulunmadi. INF tedavisi testis agirhiklari,
histopatolojik hasar ve HSP70 diizeyleri iizerine T/D etkisini degistirmedi. T/D
uygulamasinin, detorsiyonun 24. saatinde tiibiil liimenine yakin Spermatogenik
seriye ait hiicrelerde NF-kB ve ERK1/2 ile orta siddette, seminifer tiibiil liimenine
yakin spermatidlerde JNK ile, liimendeki sperm ve liimene yakin spermatositlerde
p38 MAPK ile siddetli immiin boyanmaya neden oldugu fakat INF tedavisinin
immiin boyanmanin siddetini azaltmadig1 gozlendi. Bu ¢alisma ile testikiiler T/D
hasarinda NF-kB ile MAPK yolaklarindan o6zellikle JNK ve p38 MAPK’nin
germinal hiicrelerde aktive oldugu gosterilmistir. T/D sonrasi gdzlenen hasarin INF
tarafindan azaltilmamasi; TNF-a’nin testikiiler T/D hasarinda bu proteinlerin

aktivasyonunda tek basina rol almadigin1 géstermektedir.

Anahtar Sézciikler: Testikiiler torsiyon/detorsiyon, TNF-a inhibitérii, infiliksimab,
MAP kinaz yolagi, NF-kB, JNK, ERK, p38 MAPK, HSP70



ABSTRACT

Ebru KOCAKAYA, The Effects of Infliximab on NF-xB, MAP Kinases and
HSP70 on Testicular Torsion Detorsion Injury in Rats. Zonguldak Biilent
Ecevit University, Health Science Institute, Department of Pharmacology,
Master of Science Thesis, Zonguldak, 2019

The purpose of the present study, the effects of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)
in testicular torsion/detorsion (T/D) injury and whether there is a contribution of
nuclear factor kappa B (NF-kB), mitogen activated protein kinase (MAPK) pathways
and heat shock protein 70 (HSP70) in these effects to investigate using infliximab
(INF) as a TNF-a inhibitor. Rats were divided into 3 groups as SHAM, T/D and
INF+T/D. Torsion was created by rotating the right testis 720° clockwise and
maintained by fixing the testis for 3 hours. The rats were treated with infliximab 5
mg/kg (i.p.) and vehicle, at 10 min prior detorsion. Two and 24 hours after detorsion,
weights of testes were measured. At the 2nd hour of detorsion, HSP70 levels were
measured in the testes. At the 24th hour of detorsion, histopathological damage and
MAPKK activated JNK, p38 MAPK and ERK pathways and NF-kB was evaluated
in the testes. In the testis with T/D; there was the weight increase at the 2nd hour of
detorsion and an increase in the histopathological damage at 24th hours of detorsion.
After 2 hours of detorsion, levels of HSP70 in testicular tissue were not different
from those of SHAM group. INF did not effected on testis weights, histopathological
damage and HSP70 levels. At the 24th hour of detorsion, T/D application was
observed to cause the Immiinological staining at the middle intensity NF-xB and
ERK1/2 in spermatogenic cells and at the severe intensity JNK in the spermatids
close to seminiferous tubule liimen and p38 MAPK in the sperm in lumen and close
lumen in spermatocytes. However it was observed that INF treatment did not reduce
the severity of Immiine staining. This study demonstrated that NF-xB and MAPK
pathways, especially JNK and p38 MAPK, are active in germinal cells in testicular
T/D injury. It was that not reduced T/D injury by INF was showed TNF-a does not
act alone in the activation of these proteins in testicular T/D injury.

Keywords: Testicular torsion/detorsion, TNF-o inhibitor, Infliximab, MAP kinaz
pathways, NF-xB, JNK, ERK, p38 MAPK, HSP70
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1. GIRIS

Testikiiler torsiyon 25 yasindan geng¢ erkeklerde 1/4000 oraninda goézlenen,
erken tami ve cerrahi gerektiren acil {irolojik bir durumdur (1). Testikiiler
torsiyon/detorsiyonun (T/D) ana patofizyolojisinin, testisin iskemi/reperfiizyon (I/R)
hasar1 oldugu goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarla testikiiler I/R
hasarinda timor nekrozis faktér-o (TNF-a)’nin katkisinin oldugu ve Ozellikle
reperfiizyonun erken saatlerinde doku Orneklerinde ve kanda diizeylerinin arttigi
gosterilmistir (2-3). TNF-o’nin {iretiminin inhibisyonunun ya da antikorlarla TNF-a
ndtralizasyonunun, iskemik bdlgeye nétrofil infiltrasyonunu ve I/R hasarmni azalttig
bildirilmektedir (4). Boylece TNF-o iretimini azaltan ya da etkisini bloke eden
tedavi yollar: gesitli organlarm I/R hasarmi azaltmada etkili olabilir.

Infiliksimab (INF), bir anti-TNF-a fare/insan kimerik immiinglobulin G (IgG)
monoklonal antikorudur. INF, TNF-a’ya baglanarak onun biyolojik aktivitesini
notralize eder ve TNF-o’nin kendine ait reseptorlerine baglanmasini inhibe eder.
INF’nin TNF-a inhibisyonu yaparak, akciger, karaciger ve intestinal I/R
hasarlarinda, bu hiicreleri korudugu ve tedavi edici etkiler gosterdigi bildirilmektedir
(5-7), ancak testikiiler I/R hasarinda etkili olup olmadig1 gdsterilmemistir.

Hiicrelerdeki sinyal transdiiksiyon yolaginda mitojenle aktive protein kinaz
(MAPK) 6nemli rol oynar ve testis I/R hasarinda TNF-a tarafindan aktive edilir.
MAPK aktivasyonuna baglh ERK1/2, INK ve p38 MAPK yolaklar testikiiler I/R
hasarinda etkilidirler (3). Niikleer faktor kappa B (NF-kB) inflamasyon, immiin
regiilasyon ve hiicre sag kaliminda etkili bir transkripsiyon faktoriidiir. Aktive NF-
kB, TNF-a gibi inflamatuvar proteinler i¢in hedef genlerin transkripsiyonunu aktive
eder (8) ve NF-«B testikiiler I/R hasarinda TNF-a tarafindan indiiklenen apoptozu
antagonize etmektedir (9).

Yiiksek 1s1 ve stres gibi durumlarda hiicrenin ortaya ¢ikardigi ve savunma
mekanizmalarindan biri olan 1s1 sok protein 70 (HSP70), 1s1 sok proteinleri ailesinin
bir iiyesidir (10). Yapilan ¢alismalarda, hiicrenin strese maruz kalmasit durumunda
HSP70' in antiinflamatuvar aktivite gosterdigi ve hiicre koruyuculuguna katkida
bulundugu ifade edilmektedir (11-12). Bobrek (13), karaciger (14), mesane ve prostat
(15) /R hasarinda HSP70 seviyelerinin artti§1 ve hiicrelerde sitoprotektif etkinlik
gosterdigi belirtilmektedir. Testikiiler I/R hasarinda da HSP70 ekspresyonunda artis
oldugu gosterilmis, ancak HSP70’in etkileri tam olarak belirlenememistir (16). TNF-



a kaynakli apoptozda hiicrede HSP70 seviyelerinin arttig1 ve apoptoza kars1 hiicreleri
korudugu da bildirilmektedir (17-18).

Bu c¢alismada, testikiiler torsiyon/detorsiyon (T/D) hasarinda TNF-a
inhibitori olan infiliksimab kullanilarak, TNF-o’nin olasi etkilerinde niikleer faktor
kappa B (NF-xB), mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolaklar1 ve 1s1 sok
proteini 70 (HSP70)’in katkisinin olup olmadig1 arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Torsiyonu

Testis torsiyonu, spermatik kord ve yapilarmin testikiiler eksen etrafinda
donmesi sonucu testis kan akiminin bozulmasidir. Testis 360°-720°arasinda
torsiyone olabilmektedir. Torsiyonun nedeni genellikle bilinmemektedir ve torsiyon
olaymna miidahale edilmedigi takdirde hastalarda gonad kaybi gelisebilmektedir.
Travma, asir1 egzersiz, kremaster veya dartos kaslarimin kasilmasi torsiyonun
baslamasinda etken olabilir (19-20). Cevre 1sistmin 2 °C’nin altina  diistiigii
ortamlarda torsiyonun daha sik goriildiigii bildirilmistir (21). Puberte doneminde
testisteki hizli voliim artis1 torsiyonun bu donemde sik goriilmesine neden
olmaktadir. Sol testis daha uzun bir spermatik korda sahip oldugundan sag testise
oranla iki defa daha sik torsiyona ugrayabilir (22). Testikiiler torsiyonun goriilme
sikligi 25 yasindan geng erkeklerde 1/4000°dir (1). Her yasta goriilebilmesine
ragmen vakalarin 2/3’i 12-18 yas arasindadir; en fazla 14 yasinda, daha sonra
yenidogan doneminde tespit edilir ve yenidogan doneminde goriilen torsiyonlarin
%72’si prenatal, %28’i ise postnatal donemde goézlenir, olgularmm %2 kadar1 ise
bilateraldir (23). Torsiyon sonucu meydana gelen hasarda torsiyon derecesi, siiresi ve
tekrarlayan torsiyon sayisi etkilidir. Testikiiler torsiyonun intravajinal ve
ekstravajinal olmak tizere iki tipi vardir:

- Ekstravajinal Torsiyon: Perinatal donemde goriiliir. Testisin skrotuma
fiksasyonunun tamamlanamamasindan kaynaklanir. Spermatik kord, testis ve
tunika vajinalis birlikte biikiiliir, torsiyonun baslangicinda vendz tikaniklik
goriliir ve bu tikaniklik arteriyal dolasimi da bozar. Torsiyon genellikle
testikiiler atrofi ile sonuglanir. Skrotumda goriilen sislik en 6nemli belirtisidir.
Erken cerrahi girisim Onerilir (24).Ekstravajinal torsiyonda ilk alt1 saat kritik
zaman dilimidir. Bu donemde testis %85-97 oraninda kurtarilabilir. 6-12
saatte bu oran %55-85 ve 12-24 saat arasinda %20-80 iken 24. saatten sonra
%10’un altina inmektedir (25).

- Intaravajinal Torsiyon: Siklikla peripubertal yas grubunda, nadiren de
perinatal donemde goriiliir. Testis tunika vajinalise normalden farkli sekilde
tutunur. Tunika vajinalis i¢inde serbest sekilde asili kalir ve kolayca torsiyona

ugrar. Testis ve spermatik kord tunika vajinalisin i¢inde doner. Torsiyon



sonucu olusan anatomik bozukluga “Bell Clapper Deformitesi” denir. En
belirgin sikayet ani baslayan agridir. Agriya bulanti ve kusma da eslik
edebilir. Intravajinal torsiyon g¢ogunlukla bilateraldir. Bu tip torsiyonlarda
kritik zaman dilimi ilk 12 saattir. Sadece ilk 12 saat igerisinde detorsiyon

yapilan testisler kurtarilabilir (26).

2.2. iskemi/Reperfiizyon Hasarinin Fizyopatolojisi

Viicudumuzdaki tiim organlarda meydana gelebilen I/R hasari, sadece
olustugu organla sinirli kalmayan, pek cok organ ve sisteme de olumsuz etkiler
yapan bir patolojidir (27). Organlarin I/R hasarinin fizyopatolojisi ile ilgili, birbiriyle
iliskileri karmasik hiicresel ve hiimoral gesitli faktorler ileri stiriilmiistiir (28). Serbest
oksijen radikalleri (SOR), polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), kompleman sistemi
ve endotel hiicreleri hasarin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu diisiiniilen faktdrlerden
bazilaridir (29).

Iskemi, dokuda yeterli miktarda kanlanma olmama durumudur ve doku
hasarinin ilk basamagim olusturur. iskemi sirasinda dokuya yetersiz oksijen gitmesi
nedeni ile hiicrede ihtiya¢c duyulan enerji miktar1 karsilanamaz. Enerji depolar
bosalmaya baglar, ATP konsantrasyonunun azalmasiyla hiicre membraninda bulunan
Na*,K*-ATPaz pompasmin fonksiyonu bozulur ve hiicre icinde Na* ve Ca*
iyonlarinda artislar meydana gelir (30). Hiicre iginde artan Ca*? konsatrasyonu ile
yikimdan sorumlu gesitli enzimler ve proinflamatuvar sitokinler aktive edilir. TNF-a.
ve interlokin-1B (IL-1B) gibi proinflamatuvar sitokinler oksidatif stres varliginda
stres bagimli kinaz yolunu aktive ederek iskemik bdlgeye nédtrofil gogiinii artirirlar
(2), bunun sonucu bu bolgede SOR miktar1 artar ve doku hasar1 ger¢eklesmeye baslar
(31). SOR bir veya daha ¢ok sayida ¢iftlesmemis elektronlar igerir ve en iyi
bilinenleri siiper oksit anyonu (O2°) ve hidroksil (OH") radikalleridir. Bunlar yiiksek
reaktiviteye sahiptirler ve kararsizdirlar. Kararli hale gelmek i¢in diger molekiillerle
reaksiyona girebilecek aktif bir yapi1 gosterirler. SOR, hiicrelerin lipid, protein,
karbonhidrat, DNA ve enzim gibi tiim Onemli bilesikleri ile reaksiyona girer ve
oksidatif hasara neden olur (32).

Oksidatif stres ile endotel hiicrelerinin aktivasyonu bozulur, kompleman
sistemi aktive olur. Kompleman sistemi, 16kosit adezyon molekiilleri (LAM)

ekspresyonu ve TNF-o, interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) gibi



proinflamatuvar sitokinlerin sekresyonu dahil olmak iizere cesitli inflamasyona
neden olan sinyalleri baslatir. LAM, PMNL’lerin aktivasyon ve migrasyonuna neden
olur. PMNL hiicrelerinin, I/R hasarinda mikrovaskiiler okliizyon, SOR f{iretimi,
vaskiiler permeabilite artisi, sitotoksik enzim salinimi ve sitokin salinimi artig1 gibi
mekanizmalarla doku hasarina neden oldugu 6ne siiriilmektedir. Iskemi sirasinda
yavaslayan veya duran kan akimi reperfiizyon esnasinda normale doner, ancak
paradoksal olarak iskemik dokunun reperfiizyonu doku hasarini arttirir.
Reperfiizyondaki kanlanma boyunca meydana gelen biyokimyasal ve molekiiler
degisimler SOR’un olusumuna neden olurlar (31). Ayrica hasara yanit olarak endotel
hiicrelerinden koruyucu mediyatdr olan nitrik oksid (NO) salgilanir ancak ilerleyen
stirecte endotel hiicrelerinin NO {iretim fonksiyonlar1 bozuldugu i¢in reperfiizyonun
erken doneminde bu hiicreler NO iiretemez, Oz birikimi olur ve SOR iiretimi
gerceklesir (33). Bdoylece iskemi ile olusan hasar reperfiizyon ile daha da
artabilmektedir.

TNF-a; monositler-makrofajlar, lenfositler ve dogal dldiirticii (NK) hiicreler
gibi pek cok hiicreden salinan inflamatuvar, immiinoregiilatdr ve normal hiicrelerin
proliferasyonunu aktive eden bir sitokindir. TNF-o, I/R hasarinda kendisi gibi
proinflamatuvar sitokinlerin artigini uyarir, iskemik hasarmn siddetlenmesine yol agar
(34) ve kendi reseptorleri araciligi ile apoptozu indiikler (35). TNF-a ve IL-1 gibi
inflamatuvar sitokinler NF-kB’yi aktive ederler, NF-kB ise pek ¢ok antiapoptotik
faktoriin aktivasyonunu kontrol ederek hiicrede apoptozu inbibe etmektedir (36). NF-
kB, inflamasyon genlerinin transkripsiyonunda ve immiin regiilasyonda gorev alir ve

bazi durumlarda aktive olarak, hiicrelerin 6liimiinii hizlandirabilmektedir (37).

2.3. Testikiiler Iskemi/Reperfiizyon Hasarinin Fizyopatolojisi

Testikiiler I/R hasarinda gesitli biyokimyasal ve immiinolojik mediyatérler rol
almaktadir (38). Son yillarda, bu mediyatorlerden TNF-a’nin testis I/R hasarinda yer
aldig1 gosterilmistir (39).

TNF-0, inflamatuvar, immiinoregiilatdr ve antiviral etkilere sahiptir. Normal
hiicrelerin proliferasyonunu aktive ederken, tiimor hiicrelerine karsi sitolitik ve
sitostatik etki gostermektedir. Fizyolojik durumlarda TNF-o’nin testiste bazi

diizenleyici islevleri bulunmakla birlikte, I/R sonrasinda testis dokusunda



ekspresyonu artmakta ve proinflamatuvar sitokinleri artirarak hiicrede hasara neden
olmaktadir (39).

TNF-a etkilerini kendi reseptorleri olan TNF-reseptorleri 1 ve 2 (TNFRI1 ve
TNFR2) ile gosterir.

TNFRI1 sitoplazmik 6liim alani igeren Oliim reseptdr ailesinin bir liyesidir.
TNF-o. TNFR1’e baglanarak apoptotik etki meydana getirir. TNF-o’nin TNFRI
araciligr ile hiicre hasar1 ve apoptozisle sonuglanan farkli yolaklar1 tetikledigi
diistiniilmektedir. TNF-a’nin uyardig1 ve inflamasyona uzanan bu yolaklardan biri
mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) aktivasyonudur. Bu ailenin iyeleri
olan c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK), p38 MAPK ve ekstraselliiler sinyalle iligkili
kinazlar 1/2 (ERK1/2)’nin de testiste I/R sonrasinda artan TNF-a ekspresyonuna
bagli olarak aktive olduklar1 gosterilmistir (3, 40). ERK yolag: 6ncelikli olarak hiicre
cogalmasi, biiyiimesi ve farklilagmasinda aktive olurken, JNK ve p38 MAPK
yolaklar1 ise inflamasyon ve hiicre 6liimii gibi durumlarda aktive olmaktadir (41).

Pek ¢ok transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonundan sorumlu olan MAPK’ nin
son yillarda testis I/R hasarinda da rolii oldugu tespit edilmistir. Bu ailenin
tiyelerinden ERK1/2 ve JNK’nin reperflizyon olaymni takiben aktive olduklari
bildirilmistir (3). Aktif haldeki MAPK lar, inflamasyona aracilik eden sitokinlerin
ekspresyonunu uyarirken, ayrica kendisi gibi inflamatuvar sitokin ekspresyonunu
artiran NF-kB’yi de fosforile ederler (42). Tim hiicre tiplerinde bulunan NF-kB bir
transkripsiyon faktoriidiir; stres, sitokinler ve serbest radikaller ile wuyarilr,
inflamasyon genlerinin transkripsiyonunda ve immiin regiilasyonda rol alir. NF-
kB’nin testis I/R hasarinda onemli fonksiyonu vardir. NF-kB geninden yoksun
“knockout” farelerle yapilan bir ¢aligmada, bu farelerde TNF-a ekspresyonunun ve
histolojik hasarin bu gene sahip farelere gore daha az oldugu ortaya konulmustur (8).
NF-xB inflamatuvar yolak disinda antiapoptotik yolakla da iliskilidir. Aktif haldeki
NF-kB niikleusa transloke olur ve antiapoptotik proteinlerin sentezini artirarak
hiicrenin yagamasini saglar (43). Ayrica inflamatuvar siire¢ esnasinda JNK yolagini
baskilayarak TNF-a’nin apoptotik etkisini de antagonize eder (9). Read ve ark.
calismalarinda, TNF-a’nin, JNK ve p38 MAPK ile NF-kB sinyal yolagini aktive
ederek testis dokusuna notrofil gociine neden oldugunu bildirmektedirler (40).
Nétrofil gogii ise testiste I/R durumunda apoptotik hiicre 6liimii igin olmazsa olmaz

bir faktor gibi goriinmektedir (44).



Diger taraftan TNF-a, yine TNFR1 araciligiyla NF-kB yolagimi aktive ederek
antiapoptotik etki ortaya ¢ikmasina da neden olabilir (36). NF-xB, inhibit6ér kB (IxB)
ile birlikte inhibitér kB Kinaz (IKK) kompleksini olusturur ve bu olusan kompleks
inaktiftir. TNF-a, lkB’nin fosforlanmasina ve proteolitik olarak pargalanmasina
neden olur. IkB’nin par¢alanmasi sonucu serbest kalan NF-kB, aktif hale geger ve
niikleusa transloke olur (45). Boylece TNF-a, NF-«B ile hiicre niikleusunda
antiapoptotik proteinlerin sentezini artirarak hiicrenin yasamasini saglayabilir.

Testikiiler I/R hasaryla iliskili olan bir diger olay SOR iiretimidir. Iskemiyi
takip eden reperfiizyon safhasinda artan oksijen konsantrasyonuna bagli olarak
dokudaki SOR miktar1 artar. SOR hiicrenin membranindaki lipid, karbonhidrat ve
proteinlere saldirarak lipid peroksidasyonuna neden olur. Immiinolojik agidan
oldukca korunakli olan testisler lipid bakimindan zengin bir hiicre membranina sahip
olduklar i¢in oksidatif strese olduk¢a duyarlidirlar. SOR hiicre membraninin yapi
taglarinin yaninda hiicrenin DNA’sina da saldirir. Bu sekilde SOR’un saldirisina
ugrayan testiste spermatogenez olayr hasar goriir; sperm motilitesi azalir ve
bozulmus sperm sayisinda artis gozlenir. Bu durum infertiliteye kadar uzanabilir (46-
47). SOR lipid peroksidasyonunun yani sira apoptoz kaynakli hiicre 6limiine de
neden olur ve testis I/R hasarma katkida bulunur.

Sicanlarda olusturulan testikiiler I/R hasar1 modellerinde testis dokularinda 1s1
sok protein 70 (Heat-shock protein, HSP70) isimli bir saperon proteinin diizeylerinde
belirgin artislar oldugu gosterilmistir (15-16). Normal sartlarda hiicrelerde diisiik
seviyede bulunan HSP70’in, iskemi durumunda {iretiminin arttig1 bildirilmistir (43,
48); iskemi gibi stres durumlarinda, HSP70 hiicrelerde artan toksik proteinleri tanir,
birikmelerini engeller ve bu proteinlerin dogru bir bigimde katlanmalarina yardimci
olur (49). Iskemi durumunda artan HSP70 iiretiminin, NF-xB’nin IxB ile
olusturdugu inaktif haldeki IKK nin gama alt birimine baglanip NF-kB’nin aktif hale
gecmesini engelleyerek inflamatuvar cevabi baskiladigi ileri siiriilmektedir (50).
Boylece HSP70’in, TNF-a aktivasyonuna bagli NF-kxB’nin aktif hale ge¢mesini
engelleyerek TNF-o aracili hiicre dlimiine duyarliligi artirdigi gosterilmistir (51).
Ayrica TNF-a, HSP70 {iretimini artirmaktadir (52). Bununla birlikte bazi
calismalarda da HSP70’in apoptoza karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.
HSP70’in, MAPK aktivasyonunda JNK ve ERK fosforilasyonu ile p38 MAPK’nin

translokasyonunu diizenleyerek apoptozu Onledigi bildirilmektedir (53-54).



HSP70’in testikiiler I/R hasarindaki rolii {izerinde yapilan calismalarda farkli

sonuglar elde edilmistir.

2.4. Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a)

TNF ilk olarak 1975 yilinda Carswell ve ark. tarafindan endotoksinler ile
indiiklenen ve sarkomlarda hemorajik nekroza neden olan bir glikoprotein olarak
tamimlanmustir (55). Aggarwal ve ark. ise 1984’te yapilar1 birbirinden farkli olan iki
tane TNF geni klonlamiglardir. Bunlardan biri makrofajlardan salinan TNF-a’dir,
digeri ise lenfositlerden salinan, lenfotoksin olarak bilinen, timor nekrozis faktor
betadir (TNF-B) (56).

TNF-a basta monositler ve makrofajlar olmak tizere T hiicreleri, PMNL, NK
hiicreleri, endotel hiicreleri ve tiimor hiicrelerinde 26 kDa agirliginda pro-TNF olarak
sentezlenir, TNF-a donistiiriicii enzim (TACE) tarafindan pro-domaininden ayrilarak
17-kDa molekiil agirliginda 157 aminoasitten olusan bir protein olan TNF-o’ya
dontigiir ve pek ¢ok inflamatuvar, enfeksiydz ve malign olayda goérev alir (57).
TNF-o kaseksi, endotoksik sok, inflamasyon, dogal ve kazanilmis immiinolojik
olaylar, koagiilasyon, hiicre proliferasyonu, apoptoz ve I/R hasarinda rol oynar (35).
Diisiik konsantrasyonlarda TNF-a, 16kosit ve endotel hiicrelerinde diizenleyici
biyolojik etkiler gosterirken; yliksek konsantrasyonlarda oldiiriicii etki gosterir.
Damar endotel hiicrelerinden prostasiklin (PGI2) ve NO gibi otakoidlerin
saliverilmesini uyartp damar diiz kaslarini gevseterek kan basmcii ve doku
perflizyonunu azaltir. Aynmi etkileri diiz kas hiicrelerine direkt etki ederek de
gergeklestirir. Miyokardin kasilabilirligini ve doku perfiizyonunu azaltir (58).

TNF-a, biyoaktivitesini TNFR1 ve TNFR2 ile gosterir. Bu reseptorler hiicre
membrani {lizerinde ya da membrandan ayr1 olarak ¢oziinebilir (STNFR) formda
bulunurlar. TNF-a, TNFR2’ye TNFR1’den 5 kat fazla afinite gostermesine ragmen,
biyolojik aktivitesinin ¢ogunlugunu TNFR1 ile baglatir. Bu iki reseptdr arasindaki
temel fark, TNFR1’in TNFR2’de olmayan 6liim domainine (DD) sahip olmasidir.
TNFR1, bu 6liim domaini sayesinde apoptotik hiicre 6liimiinii indiikleme yetenegine
sahip Olim reseptor ailesinin 6nemli bir iiyesidir. TNFR1, apoptozun yaninda
yasamsal hiicre sinyalleri ve cogalma ile ilgili yolagi da aktive eder. TNF-a,
TNFR1’in ekstraseliiler domainine baglanir ve sinyal baglar. Reseptore bagl 6lim

domainlerine gelen sinyal hiicre i¢indeki pek ¢ok adaptdr protein araciligiyla iletilir.



Bu adaptor proteinlerden biri olan TNFR1 ile iligkili 6lim domaini (TRADD); TNFR
iligkili faktor (TRAF2), reseptor iliskili protein 1 (RIP1) ve Fas-ile iligkili 6liim
domaini (FADD) gibi proteinleri aktive eder. TRAF2 aktivasyonuyla MAPK yolagi
aktiflenir ve JNK, ERK fosforilasyonu ile p38 MAPK’nin translokasyonu diizenlenir.
TRAF2 ayn1 zamanda RIP yolagini da indiikleyerek NF-xB’nin inaktif haldeki IKK
kompleksinden ayrilip aktif hale gegmesine neden olur (59).

TNF-a testis dokusunun homeostazinda 6nemli role sahiptir. Normal testisin
germ hiicrelerinde CYP450 aromataz salinimini artirarak androjenlerden Gstrojen
sentezini indiikler (60), dolayli yoldan spermatogenezi destekler ve Sertoli
hiicrelerindeki hiicre i¢i androjen reseptorii (AR) testesteron sinyaline aracilik eder.
Sertoli hiicrelerinde NF-kB’nin fazla eksprese edilmesi AR’ nin promotdr aktivitesini
uyarir. TNF-a ise, bu hiicrelerde NF-kB’nin aktivasyonunu stimiile ederek AR
promotoriine baglanmasimi uyarir ve endojen AR ekspresyonunu artirir. TNF-o,
invitro olarak Sertoli hiicrelerindeki transferin mRNA ve protein seviyelerini artirir,
bu hiicrelerdeki laktat dehidrojenaz A salimini stimiile ederek spermatogenezin
devamliligin1 saglar. Ayrica, Sertoli hiicrelerinde insiilin benzeri biiylime faktori
baglayan protein-3 (IGFBP-3)'ii stimiile eder. Sigan Sertoli hiicre kiiltiirlerinde IL-1a
ve IL-6 iiretimini artirir. Bu da Sertoli hiicrelerindeki sitokin iiretimini degistirdigini
ve Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar1 ile spermatogenezi etkileyebilecegini gosterir.
Hem Sertoli hem de seminifer peritiibiiler hiicrelerde indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz1 (iNOS) ve nitriti stimiile eder. Sertoli hiicrelerindeki TNF-a, IL-1p ve IL-6
kombinasyonu transferrin ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) sekresyonunda
artisa neden olur. TNF-a, konsantrasyona bagimli olarak, insan seminifer epitelyal
kiltir segmentlerinde germ hiicre apoptozunu inhibe eder. Seminifer epitelyum
segmentlerinin Fas ligand {retiminde down-regiilasyona neden olur. Sertoli
hiicrelerinde diisiik konsantrasyonlarda ¢6ziiniir Fas (hayatta kalma faktorii olan)
tretimini indiiklerken, inflamasyon esnasinda ise yliksek konsantrasyonlara ulasarak
membrana bagimli Fas (hiicre 6liimiine neden olan) iiretimini indiiklemektedir (39).

TNF-o’min I/R hasarindaki rolii seksenli yillarin sonunda anlasilmistir.
Miyokard infarktiisii gecirmis kisilerin serumlarinda TNF-a’nin diizeylerinin arttig1
gbzlenmistir (61). Daha sonra TNF-o’nin karaciger (62) ve intestinal (63) I/R
hasarindaki etkileri tanimlanmistir. Intestinal I/R hasarinda TNF-a iiretiminin artt1g1
ve TNF-a’nmn intestinal I/R sonrasi1 meydana gelen akut akciger hasarinda da en

onemli rolii olan sitokin oldugu belirlenmistir (64).



Normal kosullarda testis homeostazinda mitojenik Ozellik gosteren TNF-a,
testiste /R durumunda inflamasyona ve apoptoza (39) neden olur. inflamatuvar
reaksiyon sirasinda TNF-a ve IL-6 sekresyonu Leydig hiicrelerinde steroidogenezis
inhibisyonuna neden olabilir. Testis fonksiyonlarini bozar ve apoptozu baglatir.
Immiinoregiilatdr cevaplarda rol oynar (65). Lysiak ve ark. testiste I/R sonrasinda
TNF-a konsantrasyonunun arttigin1 ve TNF-a’nin proinflamatuvar sitokinlerin artigini
uyararak hiicrede hasara neden oldugunu gostermistir (39). Minutoli ve ark. TNF-o’nin
testis I/R durumunda hiicre hasarina neden olan yolaklardan biri olan MAPK yolagini
aktive ettigini ortaya koymustur (3). Bu ailenin iiyeleri olan JNK, p38 MAPK ve
ERK1/2’yi aktive eder. TNF-a, JNK ve p38 MAPK ile NF-kB sinyal yolagini aktive

ederek testise notrofil infiltrasyonunu saglar ve apoptotik etki artar (2).

2.4.1. Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) inhibitorleri

TNF-a retimi, g¢esitli otoimmiin bozukluklar gibi birtakim patolojik
durumlarda ¢ogalir. TNF-a; 1990 yillarda, romatoid artrit (RA) ve inflamatuvar
barsak hastalig1 gibi durumlarin tedavisinde gecerli bir terapotik hedef haline gelmis
ve TNF-a’y1 hedef alan biyolojik ilaglar gelistirilmeye baglanmistir (66). Giiniimiizde
INF, etanersept, adalimumab, golimumab, sertolizumab pegol olmak iizere Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis ve Tiirkiye’de klinikte kullanilan
5 (bes) adet TNF-a inhibitorii bulunmaktadir (Tablo 1).

- Adalimumab, sadece insan peptid sekanslari igeren rekombinant IgGl
monoklonal antikorudur. TNF-o’nin reseptorlerine baglanmasini engeller.

- Etanersept, TNF p75 reseptorii ve bir insan IgGl'in Fc fraksiyonu arasindaki
rekombinant bir flizyon proteinidir. TNF-o’nin hiicre yiizeyindeki TNFR’lere
baglanmasini inhibe eder.

- Golimumab, IgGlkx monoklonal antikorudur. Insanda TNF-a’nin biyoaktif
formlarina yiiksek afinite ile baglanarak stabil kompleksler olusturur ve
TNF-o’nin reseptorlerine baglanmasini 6nler.

- Sertolizumab Pegol TNF-a’y1 yiiksek afiniteyle inhibe eder. Sertolizumab
Escherichia coli hiicre kiiltiirii ile iretilmis, daha sonra polietilen glikole
kimyasal olarak baglanmis insan IgG4 Fab parcasidir (66) ve normal/tam bir
antikorda bulunan kristalize (Fc) fragment bdlgesine sahip olmadigindan

sitotoksik etkilere neden olmamaktadir (67).
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TNF-a inhibitorleri gastroenterolojide Crohn hastaligi gibi iltihaph
hastaliklarin, romatolojide RA, psoriatik artrit ve spondiloartropatilerin  ve
dermatolojide psoriyazisin tedavisi gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (68). Inflamasyonu azaltirlar, 6zellikle inflamatuvar hastaliklarda
doku 1iyilestirici etki saglarlar ve remisyonu baslatirlar (7). TNF-o inhibitorlerinin
kullaniminin etkinlik ve giivenlik bakimindan olumlu sonuglar gostermesi ve pek ¢cok
hastaligin patogenezinde TNF-a'nin etkisinin varliginin kanitlanmast TNF-a
inhibitorlerinin kullanimlarini tesvik etmektedir.

TNF-a inhibitdrlerinin en yaygin yan etkileri, enfeksiyonlar (iist solunum
yolu enfeksiyonlari) ile agr1, kasinma, kizariklik ve enjeksiyon bolgesinde kanama
gibi enjeksiyon yeri reaksiyonlaridir. Bu inhibitorler immiin sistemi etkilemekte ve
kullanimlari, viicudun enfeksiyona ve kansere karsi olan savunmasin

etkileyebilmektedir. Ayrica, ciddi hematolojik, ndrolojik ve otoimmiin yan etkiler de
bildirilmistir (67).
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Tablo 1. TNF-a Inhibitorleri ve Genel Ozellikleri

Infiliksimab Adalimumab Etanersept Golimumab Sertolizumab pegol
Ticari isim Remicade®, Remsima®  Humira® Enbrel® Simponi® Cimzia®
Hedef MTNF-a, STNF-a MTNF-a, STNF-a STNF-a, LT-a MTNF-0, sTNF-a MTNF-a, sSTNF-a
Kaynak Insan ve fare Insan Insan Insan Insan
Uygulama Sekli V. s.C. s.C. S.C. s.C.
Endikasyon
Romatoid artrit X X X X X
Psoriyatik artrit X X X X X
Psoriyazis X X X X
Ankilozan spondilit X X X X
Crohn hastalig1 X X
Ulseratif kolit X X X
Hidradenitis suppurativa X
Poliartrikiiler idiyopatik X
juvenil artrit
Uveit X




2.4.2. Infiliksimab (INF)

Infiliksimab (INF) TNF-o'ya kars1; kimerik insan-miirin IgG1 monoklonal
antikorudur (7). INF, ¢esitli romatolojik, gastrointestinal, dermatolojik ve kronik
okiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Inflamasyonu hafifletir ve bolgedeki
SOR'u temizler (69). INF, I/R hasarlarinda TNF-a inhibisyonu yaparak TNF-a’nin
aktive ettigi yolaklari bloke eder ve iyilesmeyi saglar (7). TNF-a’nin ¢dziinebilen ve
transmembrandz formlarma yiiksek afinite ile baglanir (70). Son zamanlarda INF’in
ince barsak, akcigerler, karaciger ve renal I/R hasari iizerine koruyucu etkisi cesitli
deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (5-6, 71).

INF’in ilk orijinal ticari formu Remicade® 1990’11 yillarin sonunda, ikinci
{irin Remsima® 10 yil sonra onayland1 (72). Her iki iiriin de Crohn hastaligi,
Romatoid artrit, Psoriyatik artrit, Psoriyazis, Ankilozan spondilit ve Ulseratif kolit
igin onay almustir. Uriinlerin endikasyonlar1 ve uygulama sekli Tablo 1°de
gosterilmistir. INF’1n; Behget hastaligi, enfeksiydz olmayan iiveit ve diger okiiler
inflamatuvar ~ bozukluklarin  tedavisinde de etkinligi klinik ¢alismalarla
desteklenmektedir. Caligsmalar bu ajanlarin etkili oldugunu gdstermekle birlikte konu
ile ilgili karar verebilmek i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (70).

INF tedavisi sirasinda hastalarda yan etkiler ortaya cikabilir. infiizyona bagh
olarak anafilaksi, konviilsiyonlar, eritemli dokiintii ve hipotansiyon gibi akut ve ciddi
reaksiyonlar goriilebilir. Tedavi sirasinda, Multipl skleroz, Guillain-Barré sendromu
ve demiyelinizan noropati gibi ndrolojik bozukluklarin basladigi ya da siddetlendigi,
hepatit ve kolestatik hastaliklara neden olabilecegi bildirilmektedir. INF dahil TNF-o
blokorii alan hastalarda non Hodgkin lenfoma, akciger kanseri, deri kanseri gibi
malignite vakalar artabilir (73). INF ve diger TNF-a blokérii ilaglarla tedavi olan
hastalarda ciddi enfeksiyon riski artmaktadir. Tedavi sirasinda hastalarda tiiberkiiloz
meydana gelebilir. Tedaviye baglanmadan Once hastalar tiiberkiiloz agisindan
degerlendirilmeli ve tiiberkiiloz tanist konan hastalarda INF tedavisine

baglanmamalidir (74).
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2.5. Niikleer Faktor Kappa-B (NF-«xB)

Niikleer faktor kappa B (NF-xB ) ilk kez 1986 yilinda Baltimore ve ark.
tarafindan tanimlanmustir (75). NF-kB, Onceleri B hiicrelerinde Ig kappa hafif
zincirinin iretimini kolaylagtiran bir faktdr olarak tanimlanmistir, daha sonralar
birgok organizmada ve her hiicre tipinde bulunan, organizmanin kendini savunmada
kullandig1 ana faktorlerden birisi olarak kabul edilmistir (76).

NF-kB ailesi homo ve heterodimerik NF-kB/Rel proteinlerinden olusan 5
tiyeden meydana gelir. Bu tiyeler; NF-kB 1 (p50/p105), NF-xB 2 (p52/p100), RelA
(p65), RelB ve c-Rel olup her biri ¢esitli transkripsiyonel aktivasyon ozelliklerine
sahiptir. NF-xB hiicrede bir uyari olmadigi siirece sitoplazmada yer almaktadir.
Burada bir inhibitér protein olan IkB ile IkK kompleksini olusturur ve bu halde
inaktif formdadir. Indiikleyici uyaranlar IkK aktivasyonunu baslatarak fosforilasyon,
ubiquitinasyon ve IkB proteinlerinin degradasyonuna yol acar. NF-«B ile kB ayrilir
ve NF-kB aktif hale geger (45).

NF-xB c¢esitli dokulardaki normal gelisimde ve homeostazda fizyolojik
acidan 6nemli aktivitelere sahiptir. NF-kB sitokinler, IL-1, TNF, serbest radikaller,
virisler, ¢ift sarmalli RNA, endotoksinler, forbol esterler, UV 15181, iyonlastirici
radyasyon ve stres gibi birgok faktor tarafindan aktive olur (77). Aktif NF-«B,
immiino-inflamatuvar yanitlar, hiicre siklusu, apoptoz, hiicre adezyonu, anjiyogenez
gibi olaylarda rol oynayan pek ¢ok genin transkripsiyonunu kontrol ederek (37), viral
enfeksiyonlar, immiino-inflamatuvar hastaliklar, kanser ve ldsemiler gibi bircok
hastaligin patofizyolojisinde karsimiza ¢ikmaktadir (78).

NF-xB, proinflamatuvar sitokinler, kemokinler, 16kosit adezyon molekiilleri
ve inflamatuvar enzimler arasinda hem dogustan hem de adaptif immiiniteye dahil
genleri diizenler (79) ve TNF-a, IL-1, IL-2, IL-12, IL-16, IL-18 ve interferon-gama
(IFN-y) gibi sitokinlerin transkripsiyonunu artirarak inflamasyonda énemli bir gorev
alir. Ekspresyonu artan sitokinlerin NF-kB aktivasyonunu uyarmalari ile inflamasyon
kronik bir hal alir ve siddeti artar (80). NF-kB’nin; inflamatuvar bagirsak hastaligi,
otoimmiin artrit, glomeriilonefrit, astim, akciger fibrozu, septik sok, karsinogenezis
ve AIDS'de patolojinin baslatilmast ve ilerlemesinde &nemli rol oynadif
diistiniilmektedir (79).

Inflamasyon ve immiinite iizerindeki roliine ek olarak, NF-xB alt birimleri

apoptozun, hiicresel proliferasyonun ve onkogenezin O6nemli bir diizenleyicisidir.
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Kanser hiicresinin yagam siiresini uzatir, timor olusumuna neden olur ve tiimdriin
progresyonunu hizlandirir. Bu duruma karsilik kanser hiicrelerinde onkogenezdeki
asir1 hiicre proliferasyonu giiclii bir apoptotik sinyali de aktive eder. Bu nedenle,
kanser hiicrelerinde bu etkiye kars1 koyan NF-kB aktivasyonu artar ve antiapoptotik
sinyal saglanir (81). Apoptozu baslatan birgok sinyalin de, apoptozu baskilayan NF-
kB'yi aktive ettigi goriilmektedir (77). NF-xB transkripsiyon faktorleri hem anti-
apoptotik hem de proapoptotik etkilere sahip olabilir. NF-xB'min apoptozu tesvik ya
da inhibe edip etmedigi spesifik hiicre tipine ve indiikleyicinin tiiriine bagl olarak
gbzlemlenebilir (36).

NF-xB, hiicresel stres ile aktive olur ve tepki verir, bu nedenle daha genel
olarak strese yanitin arabulucusu olarak diisiiniilebilir (77). Iskemi reperfiizyon
hasarinin reperfiizyon asamasinda hizla artan ROS, NF-xB' yi aktive eder ve dokuda
reperflizyon hasarini artirir, dolayisiyla birgok organin islev bozuklugunda rol
oynayabilir (82). Burma ve ark. kalpte yaptiklar1 I/R modelinde, NF-xB diizeyleri
anlamli olarak artmis ve NF-kB aktivasyonu bastirildiginda reperfiizyon hasarinin
inhibe edilebilecegi gosterilmistir (83). Bir baska calismada, akciger I/R modelinde
NF-kB’nin hiicre hasarina katkida bulundugu ve NF-xkB aktivasyonunun
engellenerek hasarin azaldig1 ve akciger fonksiyonlarinin diizeldigi bildirilmektedir
(84). TNF, iyonlastirici radyasyon ve kemoterapdtik bilesikler gibi bazi uyaranlardan
sonra, bazi hiicrelerde NF-kB’nin antiapoptotik etkinlikleri gézlemlenmistir (36). Erl
ve ark., insan ve sigan diiz kas hiicrelerinde NF-xB inhibisyonunun apoptozu
indiikledigini, NF-kB’nin diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasin1 tesvik ettigini
gostermistir (85).

Delfino ve Walker’in yaptiklari ¢alismada NF-«xB alt birimleri p50 ve p65
proteinlerinin, sigan testisinden kiiltiirlenen Sertoli hiicrelerinin niikleusunda yapisal
olarak aktif sekilde var oldugu bulunmustur (86). Lilienbaum ve ark. si¢anlarda
yaptiklar1 ¢alismada NF-kB’nin spermatositlerde aktiflestigini ve testiste modiile
edici bir rol oynadigimi gostermistir. NF-kB mayoz boliinmenin pakiten evresinde
bulunur ve germ hiicresi farklilasmasi ve olgunlasmasi agamalarinda aktif kalir. NF-
kB spermatogenez sirasinda agamali olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
rol oynar (87). Delfino ve ark. 1999°da memeli spermatogenezinde NF-«B’nin rolii

oldugunu ileri siirmiistiir (88).
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Diger organ hasarlarinda oldugu gibi testis I/R hasarinda da NF-«xB hayati bir
rol oynamaktadir. Testis torsiyonu olustugunda NF-kB aktive edilmistir. Torsiyon
sonrasinda, oOzellikle niikleer NF-kB protein seviyeleri artmis ve daha sonra
spermatogenik hiicrelerin apoptozunda artislara neden olmustur (89). Testis I/R
hasarinda NF-«B’nin aktivasyonu, hem MAPK vyolagi hem de inflamatuvar
sitokinler TNF-a ve IL-6 ekspresyonu ile inflamatuvar yaniti yayarak hasarin
gelisimine katkida bulunmustur (42). Pentikainen ve ark.’nin yaptigi ¢alismada sigan
testisinde NF-xB alt birimlerinden RelA ve p50 proteinlerinin Sertoli hiicrelerinin
cekirdeklerinde, spermatogenezin tiim evrelerinde eksprese edildigi gozlenmistir.
Sican Sertoli hiicrelerinde NF-kB’nin DNA baglanma aktivitesinin artigini TNF-
o'nin indiikledigi gdzlenmistir. insan erkek germ hiicrelerinin in vitro olarak
indiiklenen apoptozu sirasinda Sertoli hiicrelerinde niikleer NF-xB ekspresyonunun
ve DNA baglanmasinin hizla arttigi ortaya koyulmustur. Testis NF-«xB
aktivasyonunun inhibisyonu ile germ hiicresi 6liimiiniin etkili bir sekilde bastirildigi
belirtilmistir.  Sican  testisinde apoptoz durumunda Sertoli hiicrelerinde
spermatogenezin her asamasinda niikleer NF-kB’nin ekspresyonu gozlenirken, insan
testisinde sadece seminifer tiibiillerin bir kisminda niikleer NF-kB ekspresyonu
goriilmistiir (36). Delfino ve ark. (86) si¢an testisinde ge¢ mayotik ve post mayotik
germ hiicrelerinde gozlemledigi niikkleer NF-kB ekspresyonuna karsin Pentikain ve
ark.'min c¢alismasinda sican testis germ hiicrelerinde niikleer NF-«xB uyarimi
gbzlenmemistir. Germ hiicrelerinde niikleer NF-kB uyarim1 gézlemeyen Pentikain ve
ark. ge¢c mayotik ve post mayotik germ hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi, buna
karsin Sertoli hiicrelerinin hayatta kaldiklarin1 ortaya koymustur. Pentikainen ve ark.
testikiiler stres sirasinda Sertoli hiicresindeki NF-kB proteinlerinin, germ hiicreleri
tizerinde proapoptotik etkiler uyguladigini, NF-kB'nin farmakolojik olarak
inhibisyonunun, asir1 germ hiicresi Oliimiinii iceren gecici stres durumlarinda
terapotik bir hedef olabilecegi ihtimalini arttirmaktadir (36). Budde ve ark. germ
hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonu, destekleyici Sertoli hiicreleri tarafindan kontrol
edilen aktif bir siire¢ olabilecegini, Sertoli ve germ hiicrelerinde Fas ligandinin farkli
uyarimlar yoluyla ortaya ¢ikan niikleer NF-kB'nin bu hiicreler iginde
ekspresyonunun, hayatta kalma sinyali gorevi gorebilecegini ifade etmistir. NF-xB

muhtemelen hiicrelerde sag kalim icin gerekli genlerin ifadesini diizenler ve
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gelismekte olan germ hiicrelerinin daha da farklilagmasini tesvik eden genlerin
sentezlenmesine neden olabilir (90).

TNF-a, iltihaplanma, bagisiklik, apoptoz ve farklilasmada 6nemli bir rol
oynar ve muhtemelen NF-kB'nin en gii¢lii indiikleyicisidir (9). TNF-a apoptoza
neden olur ve bu durum NF-kB aktivasyonuyla paraleldir. NF-kB aktivasyonunun,
TNF-o sinyalizasyonu kaynakli bir negatif geri bildirim mekanizmas: ile hiicre
Oliimlerini baskiladig1 ortaya koyulmustur (91). Bu, NF-kB'nin aslinda bir hayatta
kalma faktorii olarak hizmet edebilecegini onermektedir. TNF-a, TNFR-1 aracili
sinyalini hiicre icinde TRADD araciligiyla iletir. TRADD, transkripsiyon faktori
NF-kB'nin aktivasyon sinyalini vermek i¢cin TRAF-2 ile etkilesime girer. TRAF-2,
reseptor iliskili protein (RIP) yolagini indiikleyerek NF-kB’nin inaktif haldeki IxK
kompleksinden ayrilip aktif hale gegmesine neden olur (59). Yapilan ¢alismalarda T
hiicrelerinin TNF-a kaynakli apoptoza artmis duyarliligi NF-xB aktivasyonunun
azalmas ile iligkilendirilmistir. TNF-a ile indiiklenen apoptozun NF-«kB tarafindan
bastirilmasi organizmanin hayatta kalmasi ve hasara tepkisi i¢in ¢ok onemlidir (9).
Erigkin karacigerinde TNF-a kaynakli apoptoza karst NF-kB’nin direng gosterdigi
gozlenmistir (92). TNFR ile uyarilan apoptozun NF-kB aracili inhibisyonu kronik
inflamatuvar hastaliklarda rol almaktadir (9). NF-kB’nin 6zellikle RelA (p65) alt
birimi eksik farelerde yapilan bir ¢alismada, bu alt birimlerin TNF-o bagimli genlerin
indiiksiyonu ic¢in gerekli oldugu goriilmiistiir. RelA (p65) geninden yoksun olan
farenin hiicrelerinin TNF-a ile tedavisi yasama kabiliyetinde belirgin bir azalmaya
neden olurken, RelA (p65) eksikligi olmayanlar tedaviden etkilenmemistir. RelA
(p65)’nin farelere yeniden verilmesi, hiicrelerde sag kalimi artirmis ve TNF-a
tarafindan indiiklenen apoptozdan korunmak icin RelA (p65) varligmmin gerekli

oldugunu gostermistir (93).

2.6. Mitojenle Aktive Protein Kinaz (MAPK) Yolag:

Mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi dkaryotik hiicrelerdeki
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Hiicre dis1 sinyallerin
hiicrede iletimini saglayarak bliylime, ¢ogalma, farklilasma, gé¢ ve apoptoz gibi
temel hiicresel siiregleri kontrol eder. MAPK'lar sitokinler, biiyiime faktorleri,
antijenler, toksinler, farmakolojik ilaglar ve ultraviyole (UV) 1simnina maruz kalma

gibi ¢esitli uyaranlarla aktive edilir. MAPK yolagi yukaridan asagiya dogru mitojenle
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aktive protein kinaz kinaz kinaz (MAPKKK), mitojenle aktive protein kinaz kinaz
(MAPKK) ve MAPK’dan olusur (94).

Insanlarda belirgin sekilde diizenlenmis ERK1/2, JNK ve p38 MAPK olmak
tizere 3 ana MAPK grubu tanimlanmustir (Sekil 1). MAPK’larin aktivasyonu {izerine,
sitoplazmada veya cekirdekte bulunan transkripsiyon faktorleri fosforilasyon sonrasi
aktive edilir ve hedef genlerin sentezlenmesine dolayisiyla biyolojik tepkiye neden
olur (3).

ERK1/2, JNK ve p38 MAPK hiicre apoptozu ve sag kalimda onemli rol
oynamaktadirlar. MAPKyolaklar ile ilgili yapilan ¢caligmalarin cogunda ERK1/2’ nin
antiapoptotik rolii ve p38 MAPK ve JNK'nin siirekli aktivasyonu i¢in proapoptotik
bir rolii oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, bu yollarin her birinin fonksiyonu,
hiicrelerin tipine ve fizyolojik/patolojik olaylara olduk¢a bagimlidir (95). MAPK ’lar
memeli testislerinde, hiicre boliinmesine, farklilasmasina, hayatta kalma ve Sliimiin
kontrol edilmesine katilirlar ve spermatogenez icin kritik 6nem tasirlar. Normal
spermatogenezi silirdiirmede rol oynarlar ve germ hiicresi gelisiminin birgok
asamasinda yer alirlar (96-97). Hayvan modelleri ile yapilan calismalara gore,
MAPK yolaginin aktivasyonu spermatogenezi ve germ hiicrelerinin veya Sertoli
hiicrelerinin  diger islevlerini siklikla bozmaktadir. Bunun sonucunda, sperm
kalitesinde ve dogurganlikta diislis gozlenir. MAPK yolagi iiyelerinin sperm
fonksiyonlarmin bozulmasi veya testikiiler hasardan sonra sperm kalitesindeki ve
dogurganliktaki gerilemeyi tersine ¢evirmek icin terapotik hedef olabilecegi

belirtilmistir (97).
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Sekil 1. MAPK yolaklar1 (ASK: Apoptoz sinyal diizenleyici kinaz, TRAF: TNF
reseptor iligkili faktor, ERK: Ekstraseliiler sinyalle iliskili kinaz, JNK: c-Jun NH2-
terminal kinaz, MKK4/7: MAPK kinaz 4/7, MKK3/6: MAPK kinaz 3/6, MEK1/2:

MAPK kinaz 1/2) (96).

2.6.1. Ekstraseliiler sinyalle iliskili kinazlar (ERK)

ERK’ler MAPK ailesinin 3 ana iiyesinden biridir ve ERK1-2-3-4-5-6-7 ve 8
olmak iizere 8§ alt gruba sahiptir. ERK yolu, biiylime faktorleri, sitokinler, mitojenler,
hormonlar ve oksidatif ya da sicak stres gibi ¢esitli ekstraseliiler uyaranlarla aktive
edilebilir (95). ERK1 ve ERK2, sirasiyla 44 ve 42 kDa agirhginda, iyi karakterize
edilmis MAPK'lardir (96). ERK1/2 yolu, hiicre proliferasyonunda onemli rol oynar.
Biiylime, cogalma, go¢, farklilasma, apoptoz ve otofaji gibi genis hiicre davraniglarini
diizenler ve inflamatuvar yanitlara aracilik eder (95). ERK yolagimm aktivasyonu

patogenez, progresyon ve onkojenik olaylarda etkinligini géstermektedir (94).
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Memeli hiicrelerinde ilk olarak ERK yolaginin roliinii belirleme ¢aligmalar1 Ras
proteinleri ile yapilmistir. Ras sicanlarda sarkomalara neden olan tiimor viriislerinin
onkojenik proteinleridir. Ras aktivasyonu Raf’1 aktive eder ve plazma zarindan sitozole
tasinmasima neden olur. Aktive olmus olan Raf sitozolde ikinci protein kinaz olan
mitojenle aktive protein kinazkinazi (MEK) fosforilleyerek ERK yolaginin
aktivasyonunu saglayan protein kinaz yolaginin ¢alismasina neden olur (98).

ERK1/2 yolagmmm I/R hasarli hiicrenin sag kaliminda rol oynadigi
goriilmiistiir; beyin, bdbrek ve karaciger dokularma ait I/R hasarinda apoptoz ile
iliskilendirilmistir ve hiicrenin sag kalimina katki sagladigi bildirilmistir (99).
Testikiiler hiicrelerde ERK1/2 yolaklari, hiicre boliinmesi, biiylime, farklilasma ve
sag kalim gibi c¢esitli biiylime faktorii tarafindan uyarilan siireclere aracilik eder. Bu
yolaklar, spermatogenezis ve sperm fonksiyonlarinda kritik rol oynar ve germ
hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in de onemlidir (96). ERK1/2, testikiiler iskeminin
patogenezinde de temel bir rol oynar (3) ve sigan testislerinde olusturulan I/R
yaralanmasindan sonra reperfiizyonun erken evresinde aktive olmus ve hiicrelerin
sag kalimini saglamistir (99).

ERK1/2, TNF-a mRNA’nin sitoplazmaya ge¢isini, stabilitesini, translasyonun
baslamasint ve TNF-o'nin TACE fosforilasyonuyla dokiilmesini diizenler. ERK1/2
yolaginin inhibisyonunun TNF-a {iretimini azalttig1 gdsterilmistir. Ayni zamandaTNF-a,

ERK1/2 ve diger MAPK ’larin aktivasyonunu da saglayabilir (100).

2.6.2. c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK)

JNK; TNF-a, inflamatuvar sitokinler, oksidatif stres, ozmolarite veya
metabolizma degisiklikleri, DNA hasari, UV 1sinlamasi, iskemi ve 1s1 soku gibi
cesitli hiicresel ve gevresel uyaranlara yanit olarak aktive olur (95-96). JNK, o6zellikle
IL-1B ve TNF-a dahil olmak iizere proinflamatuvar sitokinler ve reaktif oksijen
tiirleri gibi hiicresel stresler tarafindan uyarilir, stresle aktive protein kinaz olarak
adlandirilir (2). JNK’lar JNK-1, JNK-2 ve JNK-3 olmak iizere 3 izoforma sahiptir.
JNK transkripsiyon faktorlerini aktive eder; gen ekspresyonundaki degisiklikler,
hiicre 6liimii veya degistirilmis hiicre proliferasyonu gibi énemli hiicresel sonuglari

etkileyebilirler (95).
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JNK yolu kaspazlar aktive ederken; p53, Bel-2 ve Bax da dahil olmak {izere
apoptoz diizenlenmesiyle ilgili proteinleri regiile eder. Mitokondriyal 6liim yolunu
etkiler (94). JNK aktivasyonu ile uyarilan en yaygin biyolojik yanit apoptozdur ve
germ hiicresi apoptozunun da JNK aktivasyonunu igerdigi gosterilmistir (96). JINK
apoptozu iki ayr1 mekanizma ile tetikleyebilir:

- Aktivator Protein-1 (AP-1)in aktivasyonu ile c-Jun ve Aktive Edici

Transkripsiyon Faktor-2 (ATF-2)'nin fosforilasyonunu tesvik edebilir veya

- Fas/FasL sinyal yolagi ile ilgili proteinlerin sentezlenmesini saglayarak

kaspaz 8'in ve kaspaz 3’lin aktivasyonunu tesvik edebilir (101).

Uehara ve ark. JNK’nim karaciger I/R hasarinda aktive oldugunu ve JNK
baskilanmasinin I/R hasarmni azalttigini belirtmistir. JNK inhibitdrleri hem nekroz
hem de apoptozu azaltmistir (102). INK'nin ii¢ izoformu da testiste bulunur ve JNK1
ve 2’nin Sertoli ve germ hiicrelerinde varliklar1 tanimlanmistir (96). Minutoli ve ark.
yaptiklar1 bir ¢alismada JNK’nin testikiiler iskeminin patogenezinde rolii oldugunu
ileri stirmiistiir (3). JNK'lar iskemi sirasinda aktif degildir, daha ¢ok reperfiizyon
sirasinda aktiftir (103). JNK aktivasyonu, testisin reperflizyonundan sonra TNF-a
gibi proinflamatuvar sitokinlerin iiretimi ile korelasyon gosterir. TNF-a, TNFRI1 ile

JNK aktivasyonuna yol acar (2).

2.6.3. p38 mitojenle aktive protein kinaz (p38 MAPK)

[k olarak 1994 yilinda tanimlanan p38 MAPK, 38 kDa’luk bir polipeptiddir
(104). p38 MAPK’larin a, B, y ve & olmak {izere 4 izoformu bulunur. p38 MAPK,
ozmolarite veya metabolizma degisiklikleri, DNA hasari, 1s1 soku, iskemi,
inflamatuvar sitokinler, UV 1sinlamas1 ve oksidatif stres gibi ¢esitli hiicresel ve
cevresel streslere karsi es zamanli olarak aktive edilir (95). p38 MAPK aktivasyonu
genellikle inflamasyon veya apoptoz ile sonuglanir, fakat ayni zamanda hiicre
cogalmasi, farklilasmasi, adezyonu ve gogii dahil olmak {iizere diger hiicresel
fonksiyonlart da diizenler (96). p38 MAPK’nin hiicredeki rolii, hiicre tipine ve
uyarana bagli olarak cesitlilik gosterir. Hiicre biiylimesini ve sag kalimi arttirdigr gibi
hiicre 6limiinii de tesvik ettigi gosterilmistir (94).

p38 MAPK iskemi sirasinda aktiflenir ve reperfiizyon boyunca aktif kalir
(103). p38 MAPK’nin iskemi sonrasi karaciger hasarinda inflamatuvar sitokin

ekspresyonunu indiikleyerek 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (105). I/R hasar
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modellerinde artan TNF-a diizeylerinin, p38 MAPK aktivasyonuna neden oldugu ve
bu durumu takiben hasara ugrayan organda apoptoz artis1 goriildiigii bildirilmektedir
(2). Bobreklerde I/R hasarinda p38 MAPK'nin SOR tarafindan aktivasyonu TNF-o
indiiksiyonuna yol agar (106). Buna ek olarak, p38 MAPK inhibisyonunun I/R
hasarini azalttigin1 gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir (107). Minutoli ve ark.p38
MAPK’1n testis I/R hasarinda da 6nemli rol oynayabilecegini bildirmektedirler
(108).

Ranawat ve ark. testisde yaptiklar1 ¢alismada p38 MAPK’nin tiim
spermatogenik evrelerde yer aldigini ve spermatogenezin diizglin ilerlemesi igin
onemli oldugunu gostermistir. Caligsmalarinda p38 MAPK nin oksidatif stres altinda
ekspresyonunun modiile oldugunu ve kaspaz-8’in aktive olmasi ile testis

hiicrelerinde apoptoz meydana geldigini belirtmislerdir (109).

2.7. Is1 Sok Protein 70 (HSP70)

Is1 sok proteinleri (HSP), ilk kez italyan bilim adami Ritossa ve ark.’nin 1962
yilinda yaptifi ¢alismada 1s1 artis1 ile meyve sinegi Drosophila Melanogaster’in
tiikiiriik bezi kromozomlarinda asir1 transkripsiyonel aktivite ile kromozamal yapilar
gozlemlemesi sonucu ortaya ¢ikmistir (110). HSP, Ritossa ve ark.’nin ¢alismasindan
12 yil sonra Tissieres ve ark. “is1 soku ile artan gen iiriini” seklinde adlandirmistir
(111). Birg¢ok ¢alisma, HSP'lerin stres kosullari altinda hiicrelerin hayatta kalmasi
icin 6nemli oldugunu gostermistir (112-114).

Protein denatiirasyonuna yol acan kosullar, biyolojik sistemlerin biitiinliigiini
ve hayatta kalmasini siirekli olarak tehdit eder. Protein denatiirasyonuna karsi
koymak i¢in hiicreler, hiicresel stres tepkisi gibi gii¢lii savunma mekanizmalar1 ile
donatilmistir (115). Yiiksek 1s1, anoksi, oksitleyici ajanlar, viral enfeksiyonlarla
hiicrenin enfekte olmasi, agir metaller, IFN-y uyarimi, glikoz yoklugu HSP’lerin
sentezine, olusan HSP’ler de c¢evresel faktorler degistikge hiicrede farkli
adaptasyonlarin olugsmasina neden olur. Bu da HSP’nin sadece 1s1 soku ile degil
hiicrede stres olusturan degisik ajanlarla da uyarildigin1 gosterir ve “stres proteinleri”
olarak da adlandirilmasimi saglar, bakterive tim Okaryotlarin hiicrelerinde bulunur
(10). HSP'ler molekiil agirliklari, yapilarina ve fonksiyonlarina gore bes siifa ayrilir.
Bunlar HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve kiictik 1s1 sok proteinleridir. Farkli sinif

HSP'lerin uygun protein montaji, katlanma ve yer degistirmeyi igeren farkli gorevleri
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vardir. HSP70, HSP60 ve kiiciik 1s1 sok proteinleri protein agregasyonunu onler ve
protein katlanmasina yardimci olur. HSP100 agregasyona ugramis proteinlerin
yeniden dagilimini saglar. HSP90 proteinlerin olgunlagmasi ve aktivasyonunda temel
bir rol oynamaktadir (116). HSP70, genis doku dagilimi, birgok molekiil ile
etkilesime girme kabiliyeti ve potansiyel antiinflamatuvar 6zellikleri nedeniyle en sik
calisan 1s1 sok proteinidir (117).

HSP70 insan viicudunda iyi tanimlanmis, neredeyse tiim hiicre igi
kompartmanlarinda bulunan bir saperon proteinidir ve 70kDa molekiil agirligina
sahiptir (118). HSP70 proteinleri, 45 kDa'lik bir N-terminal ATPaz alanindan ve
yaklagik olarak 25 kDa'lik bir C-terminal substrat baglama alanindan olusur.
C-terminal substrat baglama alani da 15 kDa'lik korunan bir substrat baglamaalani ve
10 kDa'lik daha az korunumlu bir C-terminal alt alanindan olusur (119).

HSP70, organellar ve sekretuvar proteinlerin membran translokasyonu ve
diizenleyici proteinlerin aktivitesinin kontrolii dahil olmak iizere yeni sentezlenen
proteinlerin birlestirilmesi ve katlanmasi, yanlis katlanmis ve toplanmis proteinlerin
yeniden katlanmasi siirecine yardimei olur (119). HSP70 hiicre dongiisiiniin farkli
fazlar1 boyunca hiicre biiyiime ve farklilasmasinda fonksiyon gosterir (120). Anormal
sekilde katlanan proteinleri baglamakla kalmaz, ayni zamanda apoptozda rol
oynayan artan sayida proteini baglar ve fonksiyonlarini diizenler. HSP70 sinyal
transdiiksiyon yolaklarinda ¢ok genel bir rol oynar; hiicrelerin ve organizmalarin
stresli kosullara adaptasyonu saglar (121).

HSP70 saperonlar sinyal iletimi, hiicre dongiisii diizenlemesi, farklilasma ve
programlanmis hiicre 6liimiine katilirlar; bu nedenle onkogenez, ndrodejeneratif ve
otoimmiin hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve yaslanma gibi gelisimsel ve patolojik
stiregler igin O6nemli faktorlerdir (119). Hipertermi, kanama, epilepsi, iskemi ve
cesitli norotoksik uyarilarda HSP70 ekspresyonu farkli cevaplar gosterir (10). Birgok
malign tiimor hiicresinde bol miktarda HSP70 eksprese edilir ve bu durum artmais
malignite ve tedaviye direng ile korelasyon gosterir. Kanser hiicrelerinde HSP70
seviyelerinin down-regiilasyonu tiimor hiicresinin Oliimiinii tetikler (122). Asiri
apoptoz ile karakterize Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligt ve
spinoserebellar ataksi gibi norodejeneratif hastaliklarda HSP70 asir1 ekspresyona
ugradigt ve bu hastaliklara bagli noérodejeneratif semptomlarin iistesinden
gelebilecegi bildirilmistir (119). Borges ve ark. ¢esitli yolaklar tizerinden HSP70’in

antiinflamatuvar etkisini gosterirken (117), baska bir arastirmaci grubu potansiyel
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olarak pro-inflamatuvar etkilerinin oldugunu (13) ve HSP70’in TNF-q, IL-1p ve IL-6
gibi inflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini artirabilecegini bildirmislerdir (11).

HSP70, molekiiler koruyucu olarak 1s1 soku, iskemi ve inflamasyon gibi
cesitli streslere cevap verebilir (123). Yapilan ¢alismalar, HSP70'in stres donemleri
boyunca iskeminin patogenezine ve hiicre koruyuculuguna katkida bulundugunu
gosterir (11). Yao ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada miyokard I/R hasarinda diisiik doz
lipopolisakkarit 6n tedavisi ile HSP70 seviyelerinin 6nemli 6l¢iide yiikseldigini ve
bunun da NF-xB translokasyonunu dramatik olarak inhibe ettigini
bildirmektedir (124). NF-kB'nin inhibisyonu, inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-
1B ve IL-6) salmmasini zayiflatmis ve I/R hasarini takiben miyokard ve infarkt
alaninin apoptozu azalmistir. HSP70’in, I/R ile uyarilan oksidatif stresi diizeltebildigi
belirtilmistir (124). HSP70 serebral iskemide noroprotektif etkiye sahiptir (11).
Soriano ve ark. 10 dakika fokal iskeminin, orta serebral arter bolgesi boyunca artmis
HSP70 ekspresyonu ile sonuglandigini bildirmektedir (125). Zhan ve ark. sicanlarda
gecici iskemik ataklar modelinde damar okliizyonunu takiben, HSP70'in tiim orta
serebral arter bolgesi boyunca néronlarda indiiklendigini gostermistir (126). Serebral
iskemi modelinde HSP70 infiizyonunun erken sathada proinflamatuvar molekiillerin
(TNF-a, IL-1pB ve IL-6) iiretimini daha da arttirdigi, buna karsin ayni enjeksiyonun
sonraki asamasinda devam eden antiinflamatuvar sitokin (IL-10 ve IL-1 reseptor
antagonisti) Uretimini artirdigi gozlenmistir (11). Bu hipotezin lehine, HSP70'in
antiinflamatuvar aktivitesini destekleyen daha giiclii verilere sahip calismalar da
bulunmaktadir (12). Bébrek I/R hasarinda HSP70 seviyeleri artmistir, sitoprotektif
etki gdstererek normal hiicresel fonksiyonlar1 yerine getirmeye ¢alistig1 belirlenmistir
(13). HSP70 bobrek nakli sonrasi iskeminin geri doniisiimiine katki saglayarak
iyilesme siirecini hizlandirmistir (118). Sakai ve ark. stres kaynakli karaciger I/R
hasarinda HSP70‘in hem JNK yolagim1 hem de kaspaz-3 yolagim etkileyerek
apoptozu Onledigini gostermistir. HSP70 aracili sitoprotektif fonksiyon, kaspaz
aktivasyonunun inhibisyonunu igermistir. HSP70 karaciger I/R hasarmda hiicre sag
kalimini saglamistir. Mesane ve prostat I/R hasarinda HSP70 ekspresyonu artmis ve
doku hasarinin iyilesmesine katki saglamistir (14-15). HSP70’in koruyucu etkisinin
yaninda apoptozu dogrudan antagonize ettigi de bildirilmistir (11).

HSP70 pek ¢ok dokuda oldugu gibi testis doku hiicrelerinde de eksprese
edilir. HSP70, spermatositler ve spermatidlerde {iretilir. Testiste HSP70 geninin

aktivitesi, embriyo gelisiminin erken ddneminde, yani morfogenez basladiginda
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goriilmektedir (127). Testis germ ve Sertoli hiicrelerinin detorsiyondan sonra HSP70
{irettigi goriilmiistiir (128). Tamamura ve ark. sigan testis I/R hasarinda HSP70 asir1
ekpresyonunu gdzlemistir (15). Tsounapi ve ark. da testikiiler I/R hasarinda hem
ipsilateral hem de kontraleteral testiste HSP70 ekspresyonunda artis oldugunu
belirtmigtir. Fakat testikiiler I/R hasarinda HSP70’in gbrev ve etkileri heniiz
aydinlatilamamistir (16).

HSP70'in asir1 iiretimi, TNF-a gibi apoptozu indiikleyen ajanlara karsi artan
dirence yol acarken, HSP70 seviyelerinin diismesi bu ajanlara karsi duyarliligi
artirmaktadir (119). Yapilan pek ¢ok calismada, HSP70’in TNF-a kaynakli apoptoza
kars1 hiicreleri korudugu goriilmiistir (17, 129). HSP70'in indiiksiyonu TNF-a
tiretimini etkili bir sekilde inhibe eder (130), bu inhibisyon protein denatiirasyonunu
onler, I/R sirasinda hiicresel canliligi korur ve I/R hasari sonrasi hiicresel iyilesmeyi
destekler (18). TNF-oa’nin da HSP70 iiretimini artirdigi bildirilmektedir (52).
Dokladny ve ark. HSP70 upregiilasyonu ile proinflamatuvar sitokin ekspresyonu
baskilanmasmin, IkB degradasyonu inhibisyonu ve NF-kB niikleer translokasyonu
ile iligkili oldugunu gostermistir (131). Bir dizi ¢alisma 1s1 sokunun veya yiiksek
HSP70 varligimin NF-xB aktivitesini baskiladigini gostermistir (51). HSP70, TNF-a
tiretimini inhibe ederek hiicre sag kalimini desteklerken; TNF-a kaynakli NF-«xB
aktivasyonunu inhibe eder ve NF-kB’nin antiapoptotik etkisini engeller. HSP70, IKK
aktivasyonunu inhibe ederek IxB’nin fosforilasyonunu ve degradasyonunu ve bunu
takiben de NF-«B aktivasyonunu ve NF-kB’ye bagli olarak proinflamatuvar sitokin
ekspresyonunu inhibe eder (132). NF-xB aktivitesinin HSP70 araciligiyla azaltilmasi
TNF-o stimiilasyonuna bagli hiicre 6limii ve sag kalimi arasindaki dengenin hiicre
oliimii lehine kaymasina yol agmistir (51). In vitro olarak yapilan bir ¢alismada,
HSP70'in MAPK inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir. HSP70 tiretimi stres
kaynakl1 artan JNK ve p38 MAPK aktivasyonunu inhibe eder ve boylece apoptozu
baskilar (121). Hiicre 6liimiinii JNK sinyal yolundan aktive eden tiim streslerden
sonra ortaya ¢ikan apoptoz HSP70 tarafindan bastirilabilir. Bu veriler, JNK'nin veya
JNK aktivitesi regiilatorlerinin apoptoz yolagindaki aktiviteleri tizerinde HSP70'in
Onleyici etkilerinin oldugunu gdstermektedir (133). HSP70, p38 MAPK
aktivasyonunu Onleyerek hiicrelerin ve organizmalarin stresli  kosullara
adaptasyonuna neden olur (121). Gabai ve ark. HSP70'in I/R hasarindaki koruyucu
etkisinin, JNK ve p38 MAPK'in inhibisyonuyla iliskili oldugunu ifade etmistir
(133). HSP70, apoptozda ERK1/2 fosforilasyonu iizerinde diizenleyici fonksiyonlar
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sergiler. HSP70 aktivasyonu ERK1/2'nin aktivasyonuna neden olur. TNF ve HSP70
proteinlerinin, proapoptotik ve antiapoptotik proteinleri ve ERKZL/2 sinyalini

diizenleyerek protektif etkiler saglayabildigi gosterilmistir (134).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Deneylerde, Biilent Ecevit Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde iiretilen Wistar cinsi 250-350 gram (@) agirliginda 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 beslendiler. Hayvanlar iizerinde yapilan uygulamalar ve
protokoller igin, “Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan” onay alind1 (EK:1.).

3.2. Kimyasallar

Deneylerde infiliksimab (Remicade®, Schering Plough Tibbi Uriinler Ticaret
A.S.) ve anestezi igin tiyopental sodyum (Pental®, IE Ulugay Ilag Sanayi A.S.)

kullanilds. Ilaglarin hepsi salinde ¢oziildii.

3.3. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Siganlar  rastgele olarak SHAM, torsiyon/detorsiyon (T/D) ve
infiliksimab+T/D (INF+T/D) olmak iizere 3 ana gruba ayrildi. Her grup kendi i¢inde
2 saat siire ve 24 saat siire ile detorsiyon uygulanacak sekilde tekrar ikiye ayrildi
(Sekil 2). Testis agirliklart ve testis dokularinda HSP70 diizeylerini 6lgmek icin
sicanlarin bir kismina 2 saat siire ile detorsiyon uygulandi. Testis agirliklari, testis
dokularmin histopatolojik olarak degerlendirilmesi ve immiinohistokimyasal boyama

yontemi ile degerlendirilmesi igin ise 24 saat siire ile detorsiyon uygulandi.
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LD e Ddetorsivon 24 saat
dak
Infliksimab
(O mgkg ip)
Sekil 2. Deney gruplari.

3.4. Testikiiler Torsiyon Detorsiyon (T/D) Islemi

Sicanlara 50 mg/kg tiyopental sodyum intraperitoneal (i.p.) verilerek anestezi
edildi. Sicanlara abdominal insizyon uygulanarak sag testisleri disart ¢ikarilip
spermatik kord saat yoniinde 720° dondiiriiliip batia sabitlenildi. Torsiyon 3 saat
sirdiiriildiikten sonra spermatik korda detorsiyon uygulanarak testisler skrotuma
yerlestirildi. Tedavi edilecek gruba infiliksimab (5 mg/kg), detorsiyondan 10 dak
once tek doz i.p. olarak uygulandi. Detorsiyon siirelerinin bitiminde siganlar tekrar
anestezi edilerek, torsiyone edilen taraftaki (ipsilateral) testis dokulari g¢ikarildu.

SHAM grubundaki siganlara spermatik kordun T/D’si harig¢ ayni islemler uygulandi.
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3.5. Testis Agirhklarimin Olgiimii

Detorsiyon isleminin 2. ve 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral ve kontralateral

testislerin agirliklar1 hassas terazi ile 6l¢iildii.

3.6. Testis Dokularinda HSP70 Diizeylerinin Olgiilmesi

Detorsiyonun 2. saatinde ¢ikarilan testislerde HSP70 diizeyleri ticari firmanin
(Cusabio, Wuhan, China) talimat ve kilavuzlarina gore ELISA kiti kullanilarak
degerlendirildi. Olgiim 62.5-4000 pikogram/mililitre (pg/ml) kalibrasyon araligi ve
15.6 pg/ml analitik hassasiyetle yapildi. Kendi iginde ve totalde varyasyon
katsayisinin  degerleri sirastyla  <%8 ve <%I10 idi. Sonuglar tablolarda

nanogram/miligram (ng/mg) protein olarak ifade edildi.

3.7. Testis Dokularinin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

Detorsiyonun 24. saatinde c¢ikarilan ipsilateral testis dokularmin her biri
makroskobik olarak tariflenip, %10’luk tamponlanmis nétral formalin soliisyonuna
aliarak 24 saat fikse edildi. Testis dokular1 transvers olarak iki esit parcaya ayrildi.
Tiim 6rnekler histopatolojik inceleme i¢in rutin doku takibi islemlerinden gegirilerek
parafine gomiildii. Parafin bloklardan elde edilen 5 pm kalinhigindaki kesitler
hematoksilen-eozin (H&E) boyast ile boyandi.

Histopatolojik degerlendirmeler Zeiss marka Axiolab Al model 151k
mikroskobu (Carl Zeiss, Almanya) altinda, H&E boyali preparatlar iizerinde
gerceklestirildi. On incelemede, hazirlanan tiim preparatlar kiiciik biiyiitmede (x40)
gbzden gecirildi ve testis dokusunun genel morfolojisi (kesit diizlemindeki seminifer
tiibiil sayisi, bazal membran yapisi, intersitisyel doku ozelligi, Leydig hiicreleri,
peritiibiiler hyalinizasyon vb.) degerlendirildi. Seminifer tiibiillerdeki histolojik
bulgular Cosentino ve ark. (1986)’nin yapmis oldugu skorlama sistemine uygun
olarak 1-4 arasinda degisen bir skalada skorlandi (135) (Tablo 2). Dértyiiz
biiyiitmede 10 ardigik alanda goriintiilenen Seminifer tiibiiller ve interstisyel bag

dokusu skorlanarak ortalamalar1 alindu.
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Tablo 2. Testis Hasarin1 Degerlendirmede Temel Alinan Histopatolojik Kriterler
(A) ve Skorlama Sistemi (B) (135).

A) Seminifer Tiibiiller Interstisyum
Spermatozoa ve spermatidlerin kaybi1 Leydig hiicre proliferasyonu
Germ hiicre tabakalarinin yoklugu Odem
Germ hiicre tabakalarinin dejenerasyonu Hemoraji
Germ hiicre tabakalarinin diizensizlesmesi Graniiloma
Tiibiillerin par¢alanmasi Fibrozis

Parcalanan tiibiillerde Leydig hiicrereaksiyonlari

Miyoid hiicre tabakasinin kalinlagmasi

B) Skor  Histolojik bulgular

1 Germ hiicrelerin normal dizilimi ile karakterli normal testis parankimi

2 Germ hiicrelerin diziliminde hafif derecede bozulma ve hiicrelerde
kohezyon kaybu ile karakterli testis parankimi

3 Germ hiicre niikleuslar1 piknotik ve biiziilmiis gorlinlimde; hiicreler
seminifer tubiil limenlerine dokiilmiis, seminifer tubiil sinirlar
belirginligini kaybetmeye baglamig

4 Germ hiicrelerinde koagiilasyon nekrozu ile karakterli testis parankimi

“Cosentino et al. (135)

3.8. Testis Dokularinda NF-xB ve MAPK Yolaklarimm immiinohistokimyasal
Boyama Yontemi ile Degerlendirilmesi

Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan testis dokularinda NF-xB ve MAPKK
aktivasyonuna bagli olarak olusan JNK, p38 MAPK ve ERK yolaklari
immiinhistokimyasal boyama yapilarak degerlendirildi. Testis dokusundan 4 um
kalinliginda alinan transvers kesitler, deparafinizasyon islemi i¢in 61 ‘C’de inkiibe
edilip swrastyla ksilen ve alkol serilerinden gecirilerek suya indirildi. Dokuda
formaldehit fiksasyonundan kaynaklanan reseptér maskelenmesini onlemek igin,
sitrat tamponuna alinan kesitlere mikrodalgada yiiksek 1s1 uygulandi. Antijenik

determinant bdlgelerinin agiga cikarilmasindan sonra kesitler sitrat tamponundan
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distile suya alimip 20 dak oda sicakliginda tutuldu. Kesitler fosfat tamponlu salin
(PBS) igerisinde 3 defa calkalandiktan sonra, endojen peroksidaz aktivitesini
onlemek amaciyla 15 dak siireyle %3’liik hidrojenperoksit ile muamele edildi.
Nonspesifik baglanmay1 énlemek amaciyla 5 dak’lik Ultra V block (LabVision, TA-
015-UB) uygulamasimi takiben 1/100 diliisyonlarda hazirlanan NF-xB (p65), JNK,
p38 MAPK ve ERK primer antikorlari kesitlere nemli bir ortamda 1 saat oda
sicakliginda 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, K0609) kompleksi uygulandi. Tekrar PBS’ye alinan kesitlere immiin
reaksiyon gergeklesinceye kadar (mikroskop altinda kontrol ederek) diaminobenzidin
(DAB) kromojen soliisyonu (Vector, SK-4100) uygulandi, zit boyama Mayer’s
hematoksilen ile yapildi. Kesitler alkol serilerinden gecirilip, ksilen ile muamale
edildikten sonra entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Zeiss marka Axiolab
A1 model 151k mikroskobu (Carl Zeiss, Almanya) altinda degerlendirilerek bulgular
fotograflandi.

3.9. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Olgiilebilen
verilerin normal dagilima uygunluklar tek ornek Shapiro Wilk testi ile bakildi.
Veriler normal dagilim gostermedigi i¢in gruplar arasi sayisal ol¢tiimlerde farklilik
olup olmadig1 Kruskal-Wallis varyans analizi kullanilarak degerlendirildikten sonra,
ikili karsilastirilmalar Mann-Whitney U Testi ile yapildi. Sag ve sol testislerin
parametrik olmayan degerlerinin karsilastirilmasinda ise Wilcoxon testi kullanildi. P

<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Testis Agirhklar:

Deney hayvanlarindan detorsiyonun 2. ve 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral ve

kontralateral testis agirliklart 6l¢iilmiistiir (Tablo 3).

Tablo 3. Detorsiyonun 2. ve 24. Saatinde Ipsilateral ve Kontralateral Testislerin
Agirliklar.

Agirlik (g)
2 saat 24 saat
Gruplar
Ipsilateral Kontralateral Ipsilateral Kontralateral
Testis testis testis testis

SHAM 1.49+0.065 1.52+0.070 1.36+0.367 1.21+0.468
T/D 1.67+0.082%* 1.48+0.086 1.48+0.200 1.43+0.530
INF+T/D 1.77+0.208%* 1.55+0.154 1.55+0.280 1.52+0.089

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. 2 p<0.05 SHAM’den, *: p<0.05

kontralateral testisden farki gosterir.

Detorsiyonun 2. saatinde, gruplarin ipsilateral taraftaki testis agirliklar
ortalamalar1 karsilastinldiginda, T/D ve INF+T/D gruplarinin ortalamalart SHAM
grubuna gore yiiksek bulunmustur (sirastyla p=0.002 ve p=0.003). Ancak, gruplarin
kontralateral taraftaki testis agirliklar1 ortalamalar1 arasinda istatistiksel bir farklilik
bulunmamustir.  Ipsilateral ve kontralateral testis agirliklart  ortalamalar:
karsilagtirildiginda, SHAM grubunun ortalamalar1 arasinda istatistiksel fark
bulunmazken; T/D (p=0.018) ve INF+T/D (p=0.018) gruplarinin ortalamalari
ipsilateral tarafta daha yiiksek bulunmustur.

Detorsiyonun 24. saatinde, gruplarin testis agirliklarinin ortalamalart hem
gruplar arasinda hem de ipsilateral ve kontralateral testisler arasinda herhangi bir

istatistiksel farklilik gostermemistir.
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4.2. Testis Dokularinda HSP70 Diizeyleri

Detorsiyonun 2. saatinde c¢ikarillan ipsilateral ve kontralateral testis

dokularinda HSP70 diizeyleri 6l¢iilmiistiir (Tablo 4).

HSP70 diizeyleri degerlendirildiginde, hem SHAM, T/D ve INF+T/D
gruplarinin diizeyleri arasinda hem de bu gruplarin ipsilateral ve kontralateral testis

dokularinin diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaistir.

Tablo 4. Detorsiyonun 2. Saatinde Testis Dokularindaki HSP70 Diizeyleri.

HSP70 proteini

(ng/mg)
Gruplar Ipsilateral testis Kontralateral testis
SHAM 347 +0.728 3.63+1.128
T/D 3.07 £0.365 2.86 +0.568
INF+ T/D 3.71 +0.755 2.96 + 0.632

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu.

4.3. Testis Dokularindaki Histopatolojik Bulgular

Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan testis dokular1 Cosentino skorlamasi

dogrultusunda degerlendirilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Detorsiyonun 24. Saatinde Ipsilateral Testis Dokularimin Histopatolojik

Skorlamasi.
Gruplar Skor
SHAM 2.00+1.414
T/D 18.57 +5.3182
iNF+ T/D 9.29 + 6.264°

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. ; p<0.05 SHAM’den gdsterir.
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Sekil 3. Detorsiyonun 24. saatindeki; SHAM, T/D ve INF+ T/D gruplarina ait ipsilateral
ve kontralateral testislerin morfolojisi. A. SHAM grubu, ipsilateral testis dokusunda
normal morfoloji izlenmekte. B. T/D grubu, 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 c¢ekmekte. INF tedavisine bagli olarak tiibiillerin bir kisminin korundugu
izlenmekte. D (SHAM kontralateral), E (T/D kontralateral) ve F (INF+ T/D)

kontralateral testislerinde normal morfolojik yap1 izlenmekte. H-E, scale bar: 50 um.
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Ipsilateral testis dokulari histopatolojik olarak incelendiginde; SHAM
grubunun testis dokularinda normal morfoloji ve matiir spermatogenez izlenmistir
(Sekil 3A). T/D grubunun Cosentino skor ortalamasit SHAM grubuna gore yiiksek
bulunmustur (p=0.002) ve interstisyel bag dokusunda peritiibiiler hyalinizasyon ve
yogunluk artigi, seminifer tiibiillerde yer alan hiicrelerde disorganizasyon ile birlikte
vakuolizasyon ve spermatogonya matiirasyonunda belirgin azalma gozlenmistir
(Sekil 3B). Infliksimab ile tedavi edilen T/D grubunun Cosentino skor ortalamasi
(T/D grubu gibi) SHAM grubunun ortalamasina gore yiiksek bulunmustur (p=
0.006). Bu deger T/D grubunun skor ortalamasina gore diisitk olmasina ragmen,
istatistiksel olarak anlamli degildir. INF+T/D grubunda interstisyel bag dokusu
normal yapida izlenmesine ragmen, tiibiillerin bazilarinda dejeneratif degisiklikler ve
vakuolizasyonlar gozlenirken, bir kisminin ise korundugu izlenmistir (Sekil 3C).

Kontralateral testis dokularinda (Sekil 3D-E-F) normal morfolojik yap1 ve

matlir spermatogenez izlendigi i¢in skorlama yapilmamustir.

4.4, Testis Dokularinda NF-xB ve MAPK Yolaklarimn Iimmiinohistokimyasal
Boyanma Bulgular

Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan testis dokularinda NF-xB ve MAPKK
aktivasyonuna bagli olusan JNK, p38 MAPK ve ERK yolaklan
immiinohistokimyasal boyama ile degerlendirilmistir.

SHAM grubuna ait testis dokular1 JNK antikoru ile boyandiginda, 6zellikle
spermatogonyumlarda (oklar) siddetli immiin reaktivite izlenmistir (Sekil 4B). p38
MAPK antikoru ile seminifer tiibiildeki spermatogenik seriye ait hiicreleri pozitif
boyanmustir (Sekil 4C). ERK antikoru ile seminifer tiibiildeki Sertoli hiicreleri (oklar)
pozitif immiin reaktivite gostermistir (Sekil 4D). NF-xB (p65) antikoru ile
spermatogonyumlarda kuvvetli boyanma izlenmistir (Sekil 4E).

T/D grubuna ait testis dokularinda JNK ile 6zellikle seminifer tiibiillere yakin
spermatidlerde siddetli immiinboyanma izlenmistir (Sekil 5A). p38 MAPK ile
seminifer tlibiil liimenindeki sperm kiimesi (yildiz) ve limene yakin spermatositlerde
(oklar) siddetli boyanmalar gozlenmisken spermatidlerde herhangi bir reaksiyon
izlenmemistir (Sekil 5B). ERK antikoru ile seminifer tiibiil limenine yakin
spermatogenik seriye ait hiicrelerde orta siddette boyanma goriilmiis, interstisyel

alanda ise herhangi bir reaksiyon izlenmemistir (Sekil 5D). NF-kB (p65) antikoru ile
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immiinboyanma seminifer tiibiil limenine yakin spermatogenik seriye ait hiicrelerde
lokalizedir (Sekil 5C).

Infiliksimab ile tedavi edilen T/D grubuna ait testis dokularinda JNK ile
seminifer tlibiildeki spermatogenik seriye ait hiicrelerde ve interstisyel alanda pozitif
reaksiyon gorilmistiir (Sekil 6B). p38 MAPK ile seminifer tiibiildeki primer
spermatositlerde (oklar) kuvvetli ekspresyon izlenmistir (Sekil 6C). ERK ile
seminifer tlibiil liimeninde ve interstisyel alanda orta siddette immiin reaktivite
goriilmiistiir (Sekil 6E). NF-kB (p65) ile seminifer tiiblilde spermatogenik seriye ait
olan hiicrelerde pozitif reaksiyon tespit edilmistir (Sekil 6D).
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Sekil 4. SHAM grubuna ait detorsiyonun 24. saatindeki testis dokularinin

immiinohistokimyasal boyama ile degerlendirilmeleri. A. Negatif kontrol olarak
boyanan testis dokusunda bir seminifer tiibiile ait (yildiz) goriintii: Spermatogenik
seriye ait hiicrelerin hig¢birinde pozitif boyanma izlenmemektedir, B. JNK boyamas:
yapilan bu kesitte 6zellikle spermatogonyumlarda (oklar) siddetli immiin reaktivite
izlenmektedir, C. p38 MAPK antikoru ile boyanmis seminifer tiibiildeki
spermatogenik seriye ait hiicrelerin pozitif boyandigi izlenmektedir, D. ERK antikoru
ile boyanmis seminifer tiibiilde ilging olarak Sertoli hiicreleri (oklar) pozitif immiin
reaktivite gostermektedir. E. NF-xB (p65) antikoru ile boyanmig testis dokusunda
spermatogonyumlarda kuvvetli boyanma izlenmektedir.
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Sekil 5. T/D grubuna ait detorsiyonun 24. saatindeki testis dokularinin
immiinohistokimyasal boyama ile degerlendirilmeleri. A. JNK boyamas: yapilan bu
kesitte Ozellikle seminifer tiibiiline yakin spermatidlerde siddetli boyanma
goriilmektedir, B. p38 MAPK boyamas1 yapilan bu kesitte 6zellikle seminifer tiibiil
limenindeki sperm kiimesi (yi1ldiz) ve liimene yakin spermatositlerde (oklar) siddetli
boyanma izlenmektedir, burada spermatidlerde herhangi bir reaksiyon
goriilmemektedir, C. NF-kB (p65) boyamasi yapilan bu kesitte seminifer tiibiil
limenine yakin spermatogenik seriye ait hiicrelerde orta siddette boyanma
goriilmektedir, D. ERK boyamasi1 yapilan bu kesitte seminifer tiibiil liimenine yakin
spermatogenik seriye ait hiicrelerde orta siddette boyanma goriilmekte, interstisyel

alanda herhangi bir reaksiyon goriilmemektedir.
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Sekil 6. INF+T/D grubuna ait detorsiyonun 24. saatindeki testis dokularinin

immiinohistokimyasal boyama ile degerlendirilmeleri. A. Negatif kontrol olarak boyanan
testis dokusunda birka¢ seminifer tiibiile ait goriintii izlenmekte, spermatogenik seriye ait
hiicrelerin higbirinde pozitif boyanma izlenmemektedir, B. JNK boyamas1 yapilan bu
kesitte seminifer tiibiilde spermatogenik seriye ait hiicrelerde ve interstisyel alanda
pozitif reaksiyon goriilmektedir, C. p38 MAPK boyamasi yapilan bu kesitte seminifer
tibiilde primer spermatositlerde (oklar) kuvvetli ekspresyon izlenmektedir, D. NF-xB
(p65) boyamas: yapilan bu kesitte seminifer tiibiilde spermatogenik seriye ait hiicrelerde
pozitif reaksiyon goriilmektedir, E. ERK boyamasi yapilan bu kesitte seminifer tiibiil

liimeninde ve interstisyel alanda orta siddette immiin reaktivite goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada testis T/D hasar1 patogenezisinde rol oynadig: diistiniilen TNF-
a aracili NF-kB, MAPK yolaklar1 immiinohistokimyasal boyama ile gosterilirken
HSP70 diizeyleri ELISA yontemi ile oOlgiildi. TNF-a aracili etkiyi
degerlendirebilmek icin TNF-a inhibitérii INF kullamldi. T/D'nin uygulandig
ipsilateral testislerde detorsiyonun 2. saatinde 6deme baglh agirlik artisi, detorsiyonun
24. saatinde ise histopatolojik hasar1 gosteren Cosentino skorlamasinda artis
gozlendi. Detorsiyonun 2. saatinde testis dokusundaki HSP70 diizeyleri SHAM
grubunun diizeylerinden farkli bulunmadi. INF tedavisi Cosentino skorlamasi ve
HSP70 diizeyleri tizerinde bir etki gostermedi. Caligmamizda, T/D uygulanan grupta,
detorsiyonun 24. saatinde spermatogenik seriye ait hiicrelerde NF-xB ve ERK ile
orta siddette, seminifer tiibiil limenine yakin spermatidlerde JNK ile siddetli ve
liimendeki sperm ve liimene yakin spermatositlerde p38 MAPK ile siddetli
immiinboyanmalar izlenmistir, ancak INF tedavisinin bu immiin boyanmanin
siddetini azaltmadig1 gozlenmistir.

TNF-a birgok fonksiyonu olan bir sitokindir. TNF-a testiste, Sertoli hiicreleri,
pakiten spermatositler, yuvarlak spermatidler ve interstisyel alanda bulunan
makrofajlar tarafindan iretilmektedir. TNF-a’nin etkilerinin ¢oguna aracilik eden
TNFR1’in Sertoli ve Leydig hiicrelerinde bulundugu gosterilmistir (136). TNF-a
tarafindan TNFR1’in uyarilmasi kaspaz aktivasyonuna, NF-kB, Janus kinaz/Sinyal
transducer ve trankripsiyon aktivatorii3 (JAK/STAT3) ile INK ve p38 MAPK gibi
yolaklarin aktivasyonuna neden olabilir (136-137). TNF-o hiicrelerde aktive ettigi
yolaga gore ya hiicre 6liimiine ya da hiicrenin sag kalimina neden olabilir. TNF-o’nin
diisiik diizeylerinin normal testikiiler homeostazisi sagladigi, yiiksek diizeylerinin
patolojik durumlara neden olabilecegi bildirilmektedir (39, 138).

Testikiiler T/D hasarinda TNF-a, IL-1B gibi proinflamatuvar sitokinlerin
diizeylerinin ve gen ekspresyonlarmin arttigin1 gosteren bir¢ok ¢aligma vardir;
Lysiak ve ark. miirin testislerine uygulanan 2 saatlik torsiyon islemi sonrasi, TNF-a
ve IL-1B ekspresyonlarinin detorsiyonun 30. dk.’sinda, fosforile JNK gen
ekspresyonunun ise hem 30. dk. hem de 2. saatte anlamli bir sekilde arttiginmi
bildirmiglerdir (2). Minutoli ve ark. sicanlara uygulanan 1 saat iskemi sonrasinda
reperfiizyonun 1. saatinde baslayan TNF-o ekspresyonundaki artigin reperfiizyonun

3. saatine kadar siirdiigiinii ve 5. saatte bazal degerlere indigini ve ERKI1/2
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diizeylerinin reperfiizyonun 10. ve 60. dk.’lar1 arasinda yiiksek seyrettigini rapor
etmiglerdir(3). Maghrebi ve ark. siganlara 1 saat iskemi ve 4 saat reperflizyon
uygulama sonrasinda, ipsilateral testislerinde TNF-a, IL-1p ve IL-6’nin diizeylerinin
yiiksek oldugunu ve ayni zamanda proapoptik olan p53 ve BAX ile inflamasyonun
belirleyicisi kabul edilen monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) ve INOS
genlerinin ekspresyonlarinin arttigini da bildirmislerdir (139). Zhang ve ark. 2 saatlik
testis torsiyonu sonrasi, detorsiyonun 24. saatinde TNF-a ve IL-1B genlerinin
ekspresyonlar1 ile NF-xB ekspresyonu, JNK ve p38 MAPK’larin fosforile
formlarinin arttigin1 rapor etmislerdir (140). Yukarida bahsedilen g¢aligmalarda
arastirmacilar, testikiiler T/D hasarinda TNF-a ve beraberinde aktive olan yolaklarin
ve proteinlerin rol oynadigini belirtmislerdir. Biz bu ¢alismada, diger calismalardan
farkli olarak, testikiiler T/D hasarinda TNF-o‘nin roliinii belirlemek i¢in TNF-a
inhibitérii olan INF kullandik. Ayrica, T/D hasarinda TNF-a tarafindan etkilenen ya
da TNF-o’y1 etkiledigi ileri siiriilen NF-xB ile ERK1/2, JNK ve p38 MAPK gibi
MAPK larin testis T/D hasarindaki yerini ve TNF-o inhibitorii olan INF’in bu
proteinler, yolaklar tizerindeki etkisini degerlendirmek istedik.

NF-kB, I/R ve inflamatuvar siireclerde 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir.
ROS, TNF-a ve IL-1B; NF-xB’yi inaktif halde sitoplazmada tutan IxB’nin
fosforilasyonuna neden olarak IkB’nin degradasyonuna ve boylece NF-kB’nin
aktivasyonuna ve nukleusa translokasyonuna neden olurlar (40, 141-143). NF-xB’nin
aktivasyonu ile I/R hasarinda da rol oynadigi diisiiniilen intraseliiler adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler seliiler adezyon molekiil 1 (VCAM-1), E-selektin,
INOS, siklooksijenaz-2, TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar bir¢ok
molekiiliin dretimi gerceklesir (143-148). NF-«B hem TNF-o, IL-1B ekspresyonunu
artirir, hem de bu sitokinler tarafindan kendi ekspresyonu artirtlir.

Testikiiler I/R hasarmdaki NF-xB’nin rolii ile ilgili birgok ¢alisma literatiirde
yer almaktadir. Lysiak ve ark. T/D uygulanan miirin testislerinde detorsiyonun 2.
saatinde NF-xB aktivasyonunun oldugunu ve ozellikle Sertoli hiicrelerinde immiin
boyanma gozlendigini ve bir¢ok gen ekspresyonunun etkilendigini (bazilariin azalip
bazilarmin arttig1) bildirmisler ve bu nedenle NF-kB ile ekspresyonu degistirilen
proteinlerin I/R patofizyolojisinde rol alabileceklerini ileri siirmiislerdir (149). Zhao
ve ark. 2 saat torsiyon ve 72 saat detorsiyon sonrasinda niikleer ve sitoplazmik NF-
kB’lerin arttigmni, NF-xB immiin boyanma ile spermatogonyumlarin ve

spermatositlerin tamaminin, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve endotelyal
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hiicrelerin az kisminin lokalize bir sekilde boyandigini ve germ hiicrelerinde
apoptozisin gergeklestigini rapor etmislerdir (89). Ayrica, IkB’nin fosforilasyonunu
inhibe ederek, NF-kB’nin inaktivasyonuna neden olan siilfasalazinin, T/D’ ye bagh
gelisen bu etkileri anlamli olarak azalttigini da bildirmislerdir. Zhou XL ve ark 2 saat
torsiyon 4 saat detorsiyon sonrasinda NF-kB ekspresyonu ile birlikte TNF-a, IL-2,
IL-4, IL-10 diizeylerinin ve lipid peroksidayonunun arttiini, siiperoksid dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin azaldigin1 géstermislerdir
(150). Kabay ve ark. 2 saatlik torsiyon 4 saatlik detorsiyon sonrasinda gelisen lipid
peroksidasyonundaki artisin, SOD ve katalaz (KAT) gibi antioksidan enzimlerdeki
azalmanin ve ortaya c¢ikan histolojik hasarin NF-kB inhibitorii pirolidin
ditiyokarbamat tarafindan geri dondiiriildiigiinii rapor etmislerdir (151). Bizim
calismamizda, INF ile tedavi edilen ve edilmeyen T/D uygulanan gruplarda birbirine
benzer sekilde seminifer tiibiil liimenine yakin spermatogenik seriye ait hiicrelerde
NF-«kB ile lokalize ve orta siddette immiin boyanmalar gozlendi. Calismamizda INF
tedavisinin immiin boyanmada azalma yapmamasmi, I/R hasarinda NF-kB'nin
ekspresyonunu artiran farkli molekiillerin olmasindan kaynaklandigini diisiinebiliriz.

MAPK'lar ¢esitli ekstraseliller sinyallerin  6nemli mediyatorlerinin
fonksiyonlarina neden olan serin/treonin kinazlarin bir ailesidir (152). Memelilerde
ERK1/2, JNK ve p38 MAPK en iyi bilinen {i¢ major MAPK yolaklaridir. ERK1/2
yolag1 biiyiime faktorlerine cevap olarak, hiicre proliferasyonuna aracilik ederken
(153), JNK ile p38 MAPK yolaklari inflamasyon ve strese cevap olarak apoptozise
neden olurlar (154-155). Bununla birlikte MAPK yolaklarinin fonksiyonlari,
fizyolojik ya da patolojik durumlarda etkilenen hiicre tiplerine gére degismektedir
(153-155). ERK1/2, JNK ve p38 MAPK'nin izoformlarinin ¢ogu, memeli testisinde
seminifer epitelyumdaki hem Sertoli hem de germ hiicrelerinde bulunur ve
spermatogenezisin her bir basamaginda 6nemli rol oynar (96). Ayrica, bu izoformlar
spermatogonyal kok hiicrelerin mitozisi, germ hiicre siklusu ve mayozisi,
spermiyogenezis ve spermiasyon, sperm maturasyonu ve motilitesi ve spermin
fertilizasyon oOncesi kadin {ireme yollarinda ovuma karst hiperaktivasyonu,
kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunda da rol alirlar (97, 156).

Bizim g¢alismamizda ERK1/2, JNK ve p38 MAPK'nin hem SHAM hem de
T/D uygulanan grubun testislerinde immiinohistokimyasal olarak varlig
gosterilmistir. Fizyolojik durumu yansittigi diisiiniilen SHAM grubunda o6zellikle

Sertoli hiicrelerinde ERK1/2'ye ait immiin boyanma yogunlukta go6zlenirken;
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JNK'nin spermatogonyum hiicrelerinde, p38 MAPK'nin ise spermatogenetik seriye
ait hiicrelerin hepsinde yaygin bir sekilde boyandig1 gozlendi. Sertoli hiicreleri germ
hiicrelerinin gelismesi i¢in mekanik ve niitrisyonel destek saglayan hiicrelerdir. Ayn
zamanda, Sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini olusturur ve olgun spermatozoanin
gelismesinde ona zarar verebilecek maddelerin gegisini engellerler (96); bu anlamda
Sertoli hiicreleri germ hiicreleri i¢in ¢ok 6nemlidir ve fizyolojik durumlarda, ERK1/2
yolaginin bu hiicrelerin proliferasyonuna neden olmasi muhtemeldir. Moon ve ark.
calismalarinda, testikiiler T/D uyguladiklar1 grubun testis dokularinda, ERK1/2
immiin boyanmasinin Sertoli hiicrelerinde lokalize oldugunu bildirmislerdir (99).
Spermatogenetik serinin ilk hiicreleri olan spermatogonyum hiicrelerinin bir kismi
kaynak hiicre olarak kalirken bir kisim spermatogonyumlar ise bazal membrandan
seminifer tiibiil liimenine hareket eder ve mitoz ile boliinerek primer spermatositleri
olustururlar. ~ Sertoli  hiicrelerinin  destekleyeceginden fazla sayida olan
spermatogonyum hiicrelerinin apoptozise gittigi bilinmektedir (157). Bizim
calismamizda, testis dokularinda 6zellikle spermatogonyal hiicrelerde JNK ile yogun
immiin boyanmanin olmasi ve spermatogenetik seriye ait hiicrelerin p38 MAPK ile
immiin boyanma gostermesi, testisteki germ hiicrelerinin iiretimi sirasinda fizyolojik
apoptotik siirecte JINK ve p38 MAPK'nin rol alabilecegini diistindiirmektedir.

MAPK 'larin testiste fizyolojik olaylara katkis1 disinda I/R hasarinda da rol
aldiginm1 goésteren birgok calisma bulunmaktadir. Zhang ve ark. testis I/R'sinde TNF-a.
mRNA'sinin arttigini ve bu durumun JNK ve p38 MAPK'nin forforilasyonunda ve
NF-kB'nin ekspresyonunda artigsa neden oldugunu bildirmislerdir (140). Minutoli ve
ark. testis torsiyonunun patogenezisinde MAPK'larin kisa siireli testikiiler
reperflizyon hasarinda erken mediyatorler olduklarimi ve inflamasyonu tetikleyerek
sonugta organ hasarina neden olabileceklerini ileri stirmiiglerdir (3). Minutoli ve
ark.'nin diger bir ¢alismalarinda ise 1 saat iskemi 24 saat reperfiizyon uygulanan NF-
kB "knockout" fareler vahsi-tip farelerle karsilastirildiklarinda; ERKI1/2'nin
fosforolizasyonunun yani aktivasyonlarinin arttigimi, JNK ve p38 MAPK™in
fosforilizasyonunun tamamen yok oldugunu ve TNF-a ekspresyonunun azaldigim
rapor etmislerdir (8). Calismamizda, T/D grubuna ait testis dokularinda detorsiyonun
24. saatinde, ozellikle seminifer tiibiil liimenine yakin spermatidlerde JNK ile,
seminifer tiibiil limenindeki spermlerde ve liimene yakin spermatositlerde p38
MAPK ile siddetli ve seminifer tiibiil liimenine yakin spermatogenik seriye ait

hiicrelerde ERK ile orta siddette immiin boyanmalar gozlenmistir. Bu sonuclar, T/D
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isleminin germ hiicrelerinde JNK ve p38 MAPK gibi MAPK'lar {izerinde belirgin
etkilerinin oldugunu ve proliferasyon/apoptozis dengesini apoptozis yoniinde
etkiledigini gostermektedir. Lysiak ve ark. testis I/R'sinde artan TNF-a ve IL-1B'nin
JNK fosforilasyonundan sorumlu oldugunu ileri stirmiislerdir (2). Testis dokusuna
TNF-0, IL-1B ya da her ikisinin beraber enjeksiyonu sonrasi, JNK fosforilizasyonu
gozlemlendiginde; tek basina IL-1B'nin enjeksiyonu sonrasit JNK fosforilasyonunda
anlaml artis olurken, tek basina TNF-a uygulamasi sonrasi artis olmamustir, her ikisi
beraber uygulandiginda ise (IL-1Bmin tek basimna uygulanmasina gore) JNK
fosforilasyonunda daha fazla artis olmustur ve bu durumu JNK fosforilizasyonunda
IL-1pB'nin biyolojik olarak daha aktif oldugunu ileri siirerek agiklamislardir (2). TNF-
o inhibitérii INF uyguladigimiz ¢alismamizda, T/D uygulamast ile artan JNK ve p38
MAPK immiin boyanmalar1 azalmamistir; INF’in T/D uygulamasi ile gdzlenen
sonuclart degistirmemesi, Lysiak ve ark. c¢alismalarinda da bildirildigi gibi
MAPK'larin aktivasyonunda TNF-a disinda IL-1f gibi bagka faktorlerinde etkisinin
olabilecegini diisiindiirmektedir.

HSP ailesi sitoplazma, mitokondri ve endoplazmik retikulumdaki proteinlerin
katlanmasi, transportu ve montajinda yardimei olan saperon proteinlerdir (158). Bu
proteinlerden memeli hiicrelerinde en yaygin bulunan HSP70 1s1 soku, iskemi ve
inflamasyon gibi gesitli streslere yanit olarak artar (123). Dokladyn ve ark. HSP70'in
asir1 lretiminin  NF-kB'nin translokasyonunu inhibe edebilecegini, inflamatuvar
faktorlerin ~ salimmini  azaltabilecegini  ve  miyokardiyumun  apoptozisini
azaltabilecegini bildirmislerdir (131). HSP70'in koruyucu mekanizmalarindan biri
olarak, NF-«B aracili inflamatuvar reaksiyon {izerindeki inhibitor etkisi ileri
stirilmektedir (131, 159). HSP70, IxB kinaz aktivasyonu ve bunun sonucunda IxB
proteinlerinin fosforilasyonu ve degradasyonunu engelleyerek, iskemi ile indiiklenen
NF-kB aktivasyonunu o6nler (160-163). Tamamura ve ark. HSP70 ekspresyonunun
testikiiler torsiyon sonrasinda testislerde arttigini rapor etmislerdir (15). Tsounapi ve
ark. 90 dak iskemi sonrasi reperfiizyonun 2. ve 48. saatlerinde ipsilateral ve
kontralateral sigan testislerinde HSP70 diizeylerinin kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek oldugunu goézlemlemislerdir (16). Sonmez ve ark. HSP70 immiin
reaktivitesinin  SHAM grubundaki testislerde Leydig ve vaskiiler endotelyal
hiicrelerinde, T/D uygulanan testislerde ise germinal hiicrelerde lokalize oldugunu
bildirmislerdir (164). Literatiirde, HSP70 ile proinflamatuvar sitokinlerin deneysel

testikiiler I/R hasarinda birlikte calisildigi bir calismaya rastlanmamistir. Ancak,
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2016 yilinda Nagata ve ark.’nin deneysel olarak olusturduklari renal I/R hasarinda
HSP70 diizeylerinin arttigin1 ve INF tedavisi ile HSP70 diizeylerinin azaldigimi
bildirmislerdir; bobrek dokusunda, renal reperflizyonunun 1. saatinde TNF-a, IL-1p
ve IL-6 protein diizeylerinin, reperflizyonun 3. saatinde ise HSP70 proteininin
anlamli olarak yiikseldigini gdstermislerdir (71). Muhtemelen, /R hasarinda
reperfiizyon isleminden hemen sonra proinflamatuvar sitokinler, ilerleyen siire i¢inde
ise HSP70 proteini diizeyinde artislar olmaktadir. Bu bilgiler 1siginda, HSP70
diizeylerinin artmasmin, NF-kB’yi inhibe ederek, proinflamatuvar sitokinlerin
seviyesini disiirdiigiinii ve boylece dokuda inflamasyonu sinirlayicit bir mekanizma
olusturabilecegini diisiinebiliriz. Ayrica, baz1 ¢alismalarda HSP70'in I/R ile
indiiklenen bobrek, kalp hasarinda koruyucu etkilerinin oldugu gosterilmistir (165-
166). Ancak, bizim ¢alismamizda T/D uygulanan testis dokularinda HSP70
diizeylerinde anlamli bir artis bulunmamistir. HSP70 diizeyinde degisiklik bulmamis
olmamiz; deneylerde kullanilan hayvanlarin tiirii ve cinsinin, ¢alisilan organlarm, I/R
ya da T/D siiresinin, HSP70'1 gostermek i¢in deneylerde kullanilan yontemlerin ve
bakilma zamanlarinin farkli olmasi ile ilgili olabilir. Calismamizda HSP70 diizeyi,
ELISA yontemi ile 3 saat torsiyon sonrasi detorsiyonun 2. saatinde degerlendirildi.
Sénmez ve ark. 2 saat torsiyon sonrasi detorsiyonun 10. giiniinde HSP70'i immiin
boyama ile gostermislerdir (164). Tsounapi ve ark. ise ¢alismalarinda reperfiizyonun
2. saatinde HSP70 diizeyinin artigini belitmislerdir, ancak bu ¢alismada iskemi siiresi
90 dak olarak belirlenmistir (16).

Sonu¢ olarak; bu c¢alisma ile testikiiler T/D hasarinda NF-xB ile MAPK
yolaklarindan Ozellikle JNK ve p38’in germinal hiicrelerde aktive oldugu
gosterilmistir. Calismamizda kullandigimiz TNF-a inhibitorii INF tarafindan T/D
sonrast gdzlenen hasarin azaltilamamasi; TNF-o’nin I/R hasarinda yer alan bu

proteinlerin aktivasyonunda tek basina rol almadigin1 gostermektedir.

45



6. SONUCLAR

Tez calismamizda sicanlarin sag testisleri 3 saat boyunca torsiyone edidi ve
ardindan detorsiyon islemi uygulandi. Detorsiyonun 2. saatinde testis agirliklar1 ve
HSP70 diizeyleri 6l¢iildii. 24 saat sonra testisler ¢ikarilip testis agirliklart 6lgiildi,
histopatolojik olarak incelendi ve immiinhistokimyasal boyama yapilarak testislerde
NF-kB ve MAPKK aktivasyonuna bagli olusan JNK, p38 MAPK ve ERK yolaklari
degerlendirildi. Bu sekilde tek tarafli uygulanan testikiiler I/R hasarinda; TNF-o’ nin
rolii olup olmadigi ve TNF-o’nin olasi etkisinde NF-xB, MAPK yolaklar1 ve
HSP70’ in katkisinin olup olmadigi TNF-a inhibitdrii olan INF kullanilarak
arastirildi.

-Testis agirliklar1 yoniinden degerlendirildiginde, detorsiyonun 2. saatinde,
ipsilateral taraftaki testis agirliklari hem T/D hem de INF+T/D gruplarinda yiiksek
bulunmus, kontralateral taraftaki testis agirliklar1 arasinda farklilik gézlenmemistir.
Detorsiyonun 24. saatinde ipsilateral ve kontralateral taraftaki testis agirliklarinin
ortalamalar birbirlerinden ve gruplar agisindan da farkli bulunmamastir.

-Detorsiyonun 2. saatinde HSP70 diizeyleri agisindan, hem gruplar arasinda
hem de o grubun ipsilateral ve kontralateral testisleri karsilastirildiginda anlamli
farklilik gozlenmemistir.

- Testis dokular1 histopatolojik olarak degerlendirildiginde, detorsiyonun 24.
saatinde ipsilateral testislerin Cosentino skorlamasinda artis gézlendi. Infliksimab ile
tedavi edilen grubun ipsilateral testislerinde testikiiler hasar T/D grubuna gore daha
azdir, ancak bu azalma anlamli degildir. Kontralateral testislerde normal morfolojik
yap1 izlendi.

- Detorsiyonun 24. saatinde, SHAM grubuna ait testis dokular1 JNK antikoru
ile ozellikle spermatogonyumlarda, p38MAPK ile seminifer tiibiil spermatogenik
seriye ait hiicrelerde, ERK ile seminifer tiibiil Sertoli hiicrelerinde ve NF-kB (p65)
ile spermatogonyumlarda boyanmalar izlenmistir.

- Detorsiyonun 24. saatinde, T/D grubunda, JNK ile seminifer tiibiillere yakin
spermatidlerde ve p38MAPK ile seminifer tiibiildeki sperm kiimesi ve liimene yakin
spermatositlerde siddetli, ERK ile seminifer tiibiil liimenine yakin spermatogenik
seriye ait hiicrelerde orta siddette ve NF-xB (p65) ile seminifer tiibiil liimenine yakin

spermatogenik seriye ait hiicrelerde boyanmalar gézlenmistir.
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- Detorsiyonun 24. saatinde, INF grubunda, JNK ile seminifer tiibiildeki
spermatogenik seriye ait hiicrelerde ve interstisyel alanda, p38MAPK ile seminifer
tiibiildeki primer spermatositlerde, ERK ile seminifer tiibiil liimeninde ve interstisyel
alanda ve NF-xB (p65) ile seminifer tiibiilde spermatogenik seriye ait olan hiicrelerde
boyanmalar tespit edilmistir.

- Testikiiler T/D hasarinda NF-kB ve MAPK yolaklarinin rolii oldugu fakat

bu yolaklarin rolii tizerinde TNF-o’ nin tek basina etkili olmadig diistiniilmektedir.
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