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OZET

Ezgi Akdeniz, Fosfodiesteraz 4 Enzim Inhibitérii Rolipramin Sicanlarda
Testikiiler Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Uzerine Etkileri. Biilent Ecevit
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal,
Doktora Tezi, Zonguldak, 2018.

Bu c¢alismada, fosfodiesteraz 4 (FDE 4) enzim inhibitorii rolipramin si¢anlarda
testikiiler torsiyon/detorsiyon (T/D) sonrasi, testislerdeki sperm miktar1 ve motilitesi
ile histopatolojik hasara olan etkileri, hasara katkisi oldugu diisiiniilen apoptotik
yolaklar ve proinflamatuvar sitokinler lizerinden arastirildi. Siganlar Sham, rolipram
(ROL), T/D ve ROL+T/D olarak 4 gruba ayrildi. Anestezi edilen siganlarin sag
testislerinin spermatik kordunun saat ydniinde 720° dondiiriiliip batina sabitlenmesi
ile 3 saatlik torsiyon olusturuldu. Detorsiyondan 15 dakika dnce, siganlara rolipram
(tek doz 10 mg/kg) veya ¢Oziiciisii intraperitoneal (i.p.) uygulandi. Detorsiyonun 4.
ve 24. saatinde testis dokularinda tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve interlokin-1
beta (IL-1B) diizeyleri ile spektrofotometrik yontemle kaspaz-3 aktivitesi olgiildii.
Detorsiyonun 24. saatinde histopatolojik doku hasarlar1 ve immiinohistokimyasal
boyama yontemi ile kaspaz-3, 8 ve 9 aktiviteleri degerlendirildi. Detorsiyonun 65.
giiniinde sperm sayisi ve motilitesi degerlendirildi. T/D uygulamasi ipsilateral
testislerde, detorsiyonun 4. ve 24. saatinde kaspaz-3 aktivitesinde anlamli artiga;
detorsiyonun 24. saatinde anlamli histopatolojik hasara ve kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile
spermatogonyumlarda kuvvetli immiin boyanmaya; detorsiyonun 65. giiniinde sperm
sayist ve motilitesinde anlamli azalmaya neden olmustur. Rolipram tedavisi, T/D
grubunda TNF-o ve IL-1B diizeylerinde anlamli artiglar yapmistir. T/D’ye bagl
kaspaz-3 doku aktivitesindeki artisi, germ hiicrelerindeki kaspaz-3 ve kaspaz-9
immiin boyanmayz, histolojik hasari, sperm miktar1 ve motilitesindeki azalmalar1 geri
dondiirememistir. Sonug¢ olarak, rolipram tedavisi T/D hasarinda proinflamatuvar
sitokinlerin diizeylerini artirmig, aktive olan intrensek apoptotik yolagi inhibe
edememis ve histopatolojik hasar ile sperm sayis1 ve motilitesi iizerinde koruyucu

etkiler gésterememistir.

Anahtar Kelimeler: Testikiiler torsiyon/detorsiyon, Fosfodiesteraz 4, Rolipram,
TNF-a, IL-1B, Kaspaz-3, Kaspaz-8, Kaspaz-9.



ABSTRACT

Ezgi Akdeniz, The Effects of Rolipram, a Phosphodiesterase 4 Enzyme
Inhibitor, on Testicular Ischemia Reperfusion Injury in Rats. Bulent Ecevit
University, Health Sciences Institute, Department of Medical Pharmacology,
Doctoral Thesis, Zonguldak, 2018.

In this study, the effects of phosphodiesterase 4 (PDE 4) enzyme inhibitor rolipram
on sperm count, motility and histopathological damages in rat testes after testicular
torsion/detorsion (T/D) in rats were investigated through apoptotic pathways and
proinflammatory cytokines which are thought to have contributions to the damage.
Rats were divided into 4 groups as Sham, rolipram (ROL), T/D and ROL+T/D.
Torsion was formed by rotating the spermatic cord of the right testes of anesthetized
rats 720° clockwise and fixing it to abdomen for 3 hours. Fifteen minutes before
detorsion, rolipram (single dose 10 mg/kg) or vehicle was administered
intraperitoneally (i.p.) to the rats. Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and
interleukin-1 beta (IL-1B) levels and spectrophotometric caspase-3 activity in
testicular tissues were measured 4 and 24 hours after detorsion. Twenty four hours
after detorsion, histopathologic tissue damages and activities of caspase-3, 8 and 9
using immunohistochemical staining method were evaluated. On the 65th day of
detorsion, sperm count and motility were evaluated. T/D caused significant increase
in caspase-3 activity at 4th and 24th hours of detorsion, significant histopathologic
damage and strong immunostaining for caspase-3 and caspase-9 in spermatogonia at
24th hours of detorsion, significant decrease in sperm count and motility at 65th day
of detorsion in ipsilateral testes. Rolipram treatment significantly increased TNF-a
and IL-1p levels in the T/D group. Rolipram didn’t restore increased caspase-3 tissue
activity, caspase-3 and caspase-9 immunostaining in germ cells, histological damage,
sperm count and motility reductions associated with T/D. In conclusion, rolipram
treatment increased the levels of proinflammatory cytokines in T/D injury, didn’t
inhibit the active intrinsic apoptotic pathway and showed no protective effects on

histopathological damages and sperm count and motility.

Keywords: Testicular torsion/detorsion, Phosphodiesterase 4, Rolipram, TNF-a,

IL-1B, Caspase-3, Caspase-8, Caspase-9.
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1. GIRIS

Testikiiler torsiyon, testisin kendi ekseni etrafinda donmesi sonucu dokuda
iskemiye neden olan iirolojik acil bir durumdur (1). insidans1 1-25 yas arasindaki
erkeklerde 4.5/100.000 olan (2) bu anormalite, daha ¢ok yenidogan ile puberte
doneminde goriilmektedir. Bu durum akut olarak diizeltilmezse iskemi sonucu testis
kaybedilebilir (3). Torsiyone testiste kan akisinin yeniden saglanmasi igin testis ters
yonde dondiriiliir, bir baska ifadeyle detorsiyone edilir.  Testikiiler
torsiyon/detorsiyon (T/D) bu agidan bir tiir iskemi/reperfiizyon (I/R) olayidir (4).
Iskemi olay1 tek basma dokuya hasar verdigi gibi reperfiizyon olayr da dokudaki
hasar1 siddetlendirmektedir (5). Bu durum sperm anormalileri (6) ve
spermatogenezin hasarlanmasina (4) yol agtig1 gibi infertiliteye de neden olabilir (7).
Ayrica, T/D’ye ugramis testiste gozlenen hasara ilave olarak kars: testiste de hasar
goriilme ihtimali vardir (6-8).

Testikiiler I/R hasarmn pek ¢ok fizyopatolojik siiregle iliskisi bulunmaktadur.
Proinflamatuvar sitokin ekspresyonu (9), serbest oksijen radikalleri (ROS) kaynakli
oksidatif stres, hasarli bolgeye notrofil toplanmasi (10) gibi durumlar bu siirecte
agirlikli olarak rol alan olaylardir. I/R hasarinda gozlenen fizyopatolojik siirecle
iligkili durumlarin, nekroz seklinde goriilen hiicre Oliimiine neden oldugu
diistiniilmekte iken son yillarda yapilan c¢aligmalarda apoptoz seklindeki hiicre
Olimiiniin de bu hasara katkida bulundugu anlasilmistir (11-14). Bu calismalar,
apoptozun reperfiizyon hasarina uzanan yolda ortak bir varis noktast konumunda
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu noktaya varis siirecinde, basta tiimor nekrozis faktor
alfa (TNF-a) olmak {izere proinflamatuvar sitokinler de hasarin olusumunda 6nemli
bir etmen olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Fosfodiesteraz (FDE) enzimleri, hiicre i¢in onemli sinyal molekiilleri olan
siklik 3',5'-adenozin monofosfat (CAMP) ile siklik 3',5'-guanozin monofosfati
(cGMP) hidroliz eden enzim ailesidir. Giinlimiize kadar 11 c¢esit FDE enzimi
tanimlanmistir. Bu enzimler birbirinden substratlarina, diizenleyici mekanizmalarina
ve doku dagilimlarina gore ayrilmaktadirlar. FDE 4 enzimi spesifik olarak cAMP’yi
hidroliz etmektedir, hiicre i¢i cAMP diizeylerinin kontroliinde biiyiik rol
oynamaktadir ve ¢ok genis bir doku dagilimia sahiptir (15).

Calismamizda kullandigimiz rolipram, FDE 4 enzimini selektif olarak inhibe

eden ajanlarin prototipi niteligindedir ve bu enzimi ¢ok giiclii bir sekilde inhibe



etmektedir (16). FDE 4 enziminin inhibisyonu, hiicre i¢gi cAMP diizeyinin artmasina
ve TNF-a ile diger bazi inflamatuvar sitokinlerin inhibisyonuna neden olmaktadir
(17). TNF-a ekspresyonunun inhibisyonu, hem inflamasyonu onledigi hem de
apoptozise neden olan hiicre dis1 yolagin uyarilmasmi engelledigi i¢in FDE 4
inhibitorleri ile T/D hasarindan sorumlu tutulan inflamatuvar ve apoptotik siirecin
azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. FDE 4 enzimini selektif olarak inhibe eden
rolipramin beyin, bobrek, mide, barsak gibi ¢esitli organlarda I/R hasarmna kars
yararli etkilerinin oldugu son yillarda yapilan deneysel calismalarda gosterilmekle
birlikte testikiiler I/R hasarindaki etkileri ile ilgili ¢alismalara rastlanilmanmstir (16,
18-20).

Bu calismanin amaci, siganlarda tek tarafli olusturulan deneysel testikiiler I/R
hasarinda FDE 4 enzim inhibitérii rolipramin, iskemi uygulanan ipsilateral ve
uygulanmayan kontralateral testislerdeki sperm miktari, motilitesi ve histopatolojik
hasara olan etkilerini, TNF-a ve interlokin-1 beta (IL-1B) gibi proinflamatuvar

sitokinler ile apoptotik yolaklar {izerinden aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Torsiyon/Detorsiyonu

Ik defa Hunter tarafindan tanimlanan testis torsiyonu, spermatik kordun
kendi ekseni etrafinda donmesi sonucu testiste kan akiminin bozulmasina neden olan
tirolojik bir anormalitedir (1, 21). En sik yenidogan ve puberte dénemlerinde
karsilasilan bu anormalite geriatrik donemde ise ¢ok nadir goriilmektedir (3). Testis
torsiyonu akut skrotal olgularin %16-42’sini olusturmaktadir (22).

Testis torsiyonunun intravajinal ve ekstravajinal olmak iizere baslica iki
cesidi vardir, birbirinden anatomileri ve yas donemleri agisindan ayrilmaktadir.
Adolesanlarda yaygin olan intravajinal torsiyon, testis torsiyonunun en sik
karsilasilan ¢esididir ve bu tip torsiyonda ‘Bell clapper deformitesi’ (¢an tokmagi
deformitesi) olarak adlandirilan konjenital anormalite mevcuttur. Tunika vajinalise
normalden farkli bicimde tutundugu i¢in serbest sekilde asili kalan testis, spermatik
kord ile birlikte tunika vajinalisin i¢inde doner. Neonatal donemde yaygin olan
ekstravajinal torsiyon ise daha nadir goriilmektedir ve bu tipteki torsiyonda herhangi
bir anatomik anormalite yoktur (3, 23).

Testisin skrotum i¢inde asir1 hareketli olmasi patolojiktir ve torsiyonu
kolaylagtirmaktadir. Kremaster kasmnin kasilmasi, egzersiz ve travma olayr da
torsiyonu tetikleyen nedenler arasinda sayilmaktadir. Ote yandan testis uykuda bile
torsiyone olabilir. Torsiyon olayr i¢in soguk havanin uyarici bir etken oldugu
konusunda geliskili gortisler mevcuttur (1, 23-24).

Torsiyon nedeniyle testiste dnce venlerin ardindan arterlerin tikanmasi, testis
dokusunda iskemiye neden olur ve iskemik dokuda hipoksik metabolizma hakim
oldugu icin de mitokondriyal solunum zinciri bozulur. Damar gegirgenliginin artmasi
0deme yol agar ve bu siire¢ apoptoz ya da nekroz yoluyla hiicrenin 6liimiine neden
olmaktadir (25). Rodentlerde yapilan ¢alismalar oksijensiz kalan Sertoli hiicrelerinde
vakuollerin olustugunu, germ hiicrelerinin azaldigin1 ve testosteron seviyelerinin
degistigini ortaya koymustur (26).

Iskemik haldeki torsiyone olmus testis dokusu, manuel olarak veya cerrahi
miidahale yardimi ile detorsiyone edilerek kurtarilmaya calisilir (22). Torsiyone

olmus testis dokusunun detorsiyone edilerek yeniden kanlandirilmasi, aslinda bir



cesit I/R olayidir. Iskeminin kendisi dokuda hasara neden oldugu gibi manuel ya da
cerrahi girisim ile saglanan reperflizyon olay1 da doku hasarini siddetlendirmektedir.
Tek tarafli torsiyon sonrasinda karsi taraftaki kontralateral testiste hasar
olusup olusmadig1 konusu heniiz tartisma konusudur (27-29). Aslinda iki testisin kan
akis1 birbirinden bagimsiz olmasina ragmen, karsi testiste hasar meydana gelmesi
sagirtict gibi dursa da (25) pek ¢ok arastirma hasar olustugunu dogrulamaktadir (6)
(8, 30). Kars1 testiste gelisen hasar, kan-testis bariyerinin bozulmasi sonucu
antisperm antikorlariin olugsmasi (31), kontralateral testisin kan akimimnin afferent
uyar1 sonucu refleks olarak azalmasi (32), subklinik epizodlar, akrozomal enzim
salmimi, dogustan gelen gonodal anormalite (33) ve immiinolojik nedenler (27) ile

acgiklanmaktadir.

2.2. Testis Torsiyon/Detorsiyon Hasarimin Fizyopatolojisi

Testikiiler I/R hasari, birden fazla olay1 icinde barindirmaktadir ve bu olaylar
tek bagina testis dokusunda hasara neden olabildigi gibi birbirini tetikleyerek de
hasar yapabilmektedirler. Hasar mekanizmalar1 olarak; ROS ve bunun sonucu olusan
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu (34), proinflamatuvar sitokinlerin ve diger
bazi inflamasyonu tetikleyen mediyatorlerin ekspresyonu (35), hasarlanmis dokuya
notrofillerin toplanmasi (36), nekrotik veya apoptotik hiicre 6limii sayilabilir. Hasara
giden siirecte apoptoz olay1 ortak bir sonug olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 1).

I/R hasarinin fizyopatolojisini anlamaya yonelik yapilan arastirmalarmn
birgogunda ROS'un yeri agik bir sekilde ortaya konulmustur. Reperfiize olan bir
dokuda oksijenin yiiksek konsantrasyona erigsmesi, ortamdaki toksik ROS diizeyinin
artmasma neden olmaktadir. ROS konsantrasyonu reperfiizyon olayindan sonraki
90-120 dakikalik zaman diliminde anlamli diizeylere ulagmaktadir; ancak dokuya
verdigi zarar ise 6 ay kadar siirmektedir (4). Yapilan ¢alismalarda, reperfiizyondan
sonra inflamatuvar mediyatorlerin eksprese olmasi ile bazi inflamatuvar yolaklarin
aktive oldugu da ortaya konulmustur. Sonugta, hem ROS hem de bu inflamatuvar
yolaklar testisi apoptoz kaynakli hiicre 6liimiine gotiirmektedir. Normal sartlarda,
apoptoz olay1 spermatogenez sirasinda olagan sekilde devam etmekte ve germ
hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasindaki dengeyi saglamaktadir (11). Ancak, I/R gibi
olagan dis1 kosullarda apoptozun artmasi sperm islevini olumsuz yonde

etkilemektedir. Hem hayvanlarda yapilan deneysel ¢alismalar (14) hem de T/D’ye



maruz kalan hastalarin izlenmesi sonucu ortaya ¢ikan bulgular (7) bu durumun daha
ileri agamalarda infertiliteye neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

Testikiiler I/R hasarinda (9) ve testisin I/R disindaki patolojilerinde (37)
TNF-a ve/veya IL-1’in yliksek konsantrasyona eristigi ve hasarin siddetlenmesine
neden oldugu bilinmektedir. TNF-a ve interlokin-1 (IL-1a ile IL-1pB) hiicre igi
isleyisi saglayan sitokin ailesinin proinflamatuvar iiyelerindendirler, reseptorle
etkilestikten sonra c¢esitli genlerin transkripsiyonuna neden olurlar, inflamasyonun
baslamasinda ve artarak devam etmesinde Onemli katkilar1 vardir. Bu sitokinler
viicutta dnemli diizenleyici gorevlere sahiptirler; ancak yiiksek konsantrasyonlara
erigtiklerinde ¢esitli patolojik olaylara sebep olabilirler (38). Bu sitokinlerden TNF-a
testiste spermatidler, pakiten spermatositler ve makrofajlarda; IL-1 ise Leydig
hiicreleri ile interstisyumda yapilmaktadir ve her iki sitokin de normal kosullarda
testis homeostazinin korunmasina yardimci olur. TNF-a spermatogenezi ve germ
hiicrelerinin hayatta kalmasini destekler, transferrin ve CYP 450 aromataz enzimi ile
diger sitokinlerin seviyesini diizenler; IL-1 ise testosteron seviyelerinin
diizenlenmesinde rol oynar (39).

Viicudun iskemi ve travma gibi hasar gordiigii veya toksinler gibi bazi zararli
maddeler ile karsilastigt durumlarda TNF-o ve IL-1’in uyarilmasi inflamatuvar
olaylar zincirini baglatir. Bu sitokinler kendilerinin ve birbirlerinin sentezini artirirlar.
Ayrica, fosfolipaz A2 (PLA?2), siklooksijenaz-2 (COX-2), indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (INOS), kemokinler ile lokositlerin inflamasyonlu bdlgeye gogiinde rol
oynayan hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1) gibi diger bazi inflamasyon mediyatorlerinin ekspresyonunu
uyararak da inflamasyona katkida bulunurlar (40-41). TNF-a ve IL-1 bu
mediyatorlerden baska, inflamasyonla iligkili olan mitojenle aktive edilen protein
kinaz (MAPK) ailesi iiyelerinden c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK’yi de
aktive ederler (42-43); ancak JNK aktivasyonu daha ¢ok IL-1’in uyarimu ile iliskili
gibi goriinmektedir (42). MAPK ailesinin bir diger iiyesi olan ekstraseliiler sinyalle
diizenlenen kinazl/ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz3’iin (ERKI1/ERK3) de
testis I/R hasarmn fizyopatolojisinde rolii oldugu bildirilmektedir (11). MAPK ’ler
kendileri gibi bir bagka inflamasyon mediyatorii olan niikleer faktor kappa B’yi
(NF-xB) fosforile ederek aktive olmasina yol agarlar. Aktif hale gelen NF-«xB
hiicrenin ¢ekirdegine transloke olur ve gen transkripsiyonu yapar. Hem MAPK hem

de NF-xB, TNF-a ve IL-1p gibi inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu uyarirlar



(44) ve uyarilmis olan TNF-a ve IL-1p’nim ise JNK ve p38 MAPK ile NF-kB sinyal
yolagini harekete gecirerek, endotelden E-selektin ekspresyonuna ve inflamasyon
bolgesine notrofil gogiine sebep olduklari tespit edilmistir (43). E-selektin aracili
ndtrofil gocii olayr ise testikiiler I/R’ye bagl apoptotik hiicre &liimii meydana
gelmesinde kilit rol oynamaktadir. Lysiak ve arkadaslart calismalarinda (36)
testikiiler subtunikal venlere ndtrofil toplanmasina paralel olarak germ hiicre
apoptozunda artis oldugunu ve E-selektinden yoksun farelerin testislerinde ise ayni
bolgedeki notrofil miktarinda veya apoptozda herhangi bir artis olmadigini tespit
etmislerdir.

TNF-a yukarida belirttigimiz dolayli yolun yani sira, direkt olarak da hiicre
Oliimiinti indiiklemektedir. Bu apoptotik hiicre 6liimiinden timdr nekrozis faktor alfa
reseptori-1 (TNFR-1) sorumludur, bu reseptor TNF-o’nin 6liim reseptorii olarak
bilinmektedir. TNF/TNFR-1 sisteminin germ hiicrelerinde apoptozu indiiklemesinin,
testis I/R hasarina yol agti1 ve I/R sonrasi apoptotik germ hiicrelerinin %40’1nn
TNFR-1’i eksprese ettigi bildirilmistir (27). TNF-a ayrica, kendisi gibi oliim
reseptorii kaynakli apoptoza aracilik eden Fas ve ligand1 FasL modiilasyonu ile de
germ hiicrelerinin sagkalim olaymi etkiler (45). TNF-a, testiste spontan olarak
apoptozu indiiklemeyen; ancak hasarl testiste apoptoza neden olan Fas/FasL sistemi
(46) i¢in immiin kaynakli bir uyaridir (40). TNF-a’nin TNFR-1 reseptoriine ve Fas’in
ligand1 FasL’ye baglanmasi sonucunda kaspaz-8’in aktive olmasiyla baglayan bu
siire¢ apoptozun baslica iki yolagindan biri olan 6lim kaynakli yolak (ekstrensek
yolak) olarak isimlendirilir (47). Bu yolagin aksine mitokondriyal yolak (intrensek
yolak) iizerinden hiicreyi &liime gétiiren ve testis I/R hasarina sebep olan bir bagka
etmen ise ROS’tur. I/R sonrasinda dokuda yiiksek konsantrasyona erisen ROS
apoptotik diizenleyiciler olan B-hiicre lenfoma-2 iliskili X protein/B-hiicre lenfoma-2
(Bax/Bcl-2) oranimi artirir. Bu genler sirasiyla, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
Ozellik tasimaktadir. Bax/Bcl-2 oranindaki artisi mitokondri membranindan
sitokrom-c ile apoptoz indiikleyici faktor (AIF) salimimi ve kaspaz-9 aktivasyonu
izler (4). Kaspaz-8 ve kaspaz-9’un her ikisi de bir sonraki asama olarak major
uygulayict kaspaz olan kaspaz-3’ii aktive eder (47). Apoptoza uzanan bu siirece ROS
kaynagi olan notrofillerin de katkist oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
testis I/R sonrasinda ROS diizeyi ve apoptozdaki artisla birlikte testis subtunikal
venlerine nétrofil gocii oldugu tespit edilmistir (14, 36). I/R durumunda, ROS un

testis ve diger organlarda en olumsuz etkisi lipid peroksidasyonu gelismesidir.



Reperfiizyondan sonra antioksidan savunma sistemi tarafindan kontrol altina
alimamayan ROS, membran yapitaslarina saldirarak lipid peroksidasyonuna neden
olur. Testisler ¢oklu doymamis yag asidi bakimindan zengin bir hiicre membranina
sahip olduklar1 i¢in oksidatif strese olduk¢a duyarlidirlar ve bu saldir1 karsisinda
islevini kaybedebilirler (25, 48). ROS, membran yapitaslarinin diginda hiicrelerin
DNA’sina da saldirir ve DNA zincirinde kirilmalara yol agar. DNA’s1 hasar goren ve
bu durumu diizeltmek isteyen hiicre ise bazi tamir mekanizmalarini devreye sokar.
Bunlardan birisi de poli adenozin difosfat riboz polimeraz (PARP) enziminin
aktivasyonudur. Bu enzim DNA’y1 onarmak ic¢in ¢ok fazla enerjiye gereksinim
duyar. Asir1 ¢aligmasi durumunda hiicrenin enerjisi tiikenir ve nekrotik hiicre 6liimii
meydana gelebilir. Testis ve diger organlarda yapilan calismalarda, I/R sonrasi PARP
aktivasyonu oldugu ve inhibe edilmesi durumunda organ hasarmin diizeldigi
gosterilmistir (49-51). Lipid peroksidasyonu olay1 ayrica proinflamatuvar sitokinler
gibi MAPK aktivasyonu yaparak da reperfiizyon sonrasi testis hasarma katkida
bulunmaktadir (52). Oksijenden tiireyen ROS’un yani sira nitrik oksitten (NO)
tireyen peroksinitrit radikali de reperfliize bir hiicre i¢in oldukca tehlikelidir.
Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve iNOS ekspresyonunun artmasina bagl
olarak dokuda konsantrasyonu yiikselen NO ortamdaki oksijen ile hizlica reaksiyona
girerek cok reaktif yapidaki peroksinitrit radikalini meydana getirdigi gibi apoptoz

veya nekroz yoluyla hiicre 6liimiine de sebep olabilir (53-54).
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Sekil 1. Testis T/D fizyopatolojisinde rol oynayan etmenlerin birbiriyle iligkisi.



Yukarida anlattigimiz ve Sekil 1°de 6zetledigimiz, bir yolagin digerini aktive
etmesi sonucu birbirini izleyen olaylar silsilesi ile ortaya ¢ikan testis I/R hasarim
Onleyebilmek ic¢in arastirmacilar tarafindan farkli etki mekanizmasina sahip
farmakolojik ajanlar denenmektedir (Tablo 1). Antioksidan (34) ve antiinflamatuvar
(35) ozellikli bazi maddeler ile gesitli hormonlarin yani sira (55) adenozin reseptor
agonisti (56), Rho-kinaz inhibitorii (48) ve NF-«B inhibitorii (57) gibi birtakim
kimyasallarin bu yikic1 patolojiye karsi faydal etkileri gozlenmistir. Ote yandan
farkl1 farmakolojik ajanlarla yapilan ¢alismalar, viicuttaki baska sistemlerin de bu
hasarla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bunlardan bir tanesi renin
anjiyotensin aldosteron sistemidir (RAAS). Bu sistemi etkileyen anjiyotensin
doniistiiriicii enzim inhibitorleri (ADEI), anjiyotensin reseptdr blokorleri (ARB),
renin inhibitorii aliskiren ve ayrica endotelin reseptdr blokorii bosentanin
inflamasyon, oksidatif stres ve/veya apoptoz kaynakli hasar1 diizelttikleri
bildirilmistir (58-60).

Testikiiler I/R hasarinda, RAAS inhibisyonundan bagka faydali olabilecegi
diisiiniilen bir baska mekanizma ise vagus etkisindeki kolinerjik sinir sisteminin
uyarilmasidir. Minutoli ve arkadaglar1 (61) inflamasyon ve apoptozu Onleyici 6zelligi
bilinen melanokortin (MC) reseptorlerinden MC4 agonisti ile yaptiklar
calismalarinda, vagus sinirinin uyarilmasinin inflamasyon ve iskemik uyariyla
tetiklenen apoptotik siireci down-regiile ettigini ortaya koymuslardir. Testikiiler I/R
hasarinda rolii bulunan bir diger etmen de kalpaindir. Reperfiizyon sirasinda,
kalpainin substrati olan, hiicrenin biitiinliiglinii koruyan ve bir membran proteini olan
a-fodrinin proteolizinde artig goriiliir ve bu artis apoptoz ve nekrozla iligkilidir (13).

Testikiiler I/R hasarma karsi, ATP’ye duyarli potasyum (Katp) iyon kanallart
diger baz1 organ I/R hasarlarinda iskemik 6n ve sonradan kosullanmay: modiile
ettikleri icin bu kanallar1 acan veya bloke eden ilaglar da arastirmacilar tarafindan
yeni hedef haline gelmistir (62-63). Ayrica, oksijen inhalasyonu (64) ve hiperbarik
oksijen tedavisi de (65) bu yikici patolojik duruma karsi faydali olabilecek tedavi
alternatifleri olarak diisiintilmektedir.

Erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilan FDE 5 enzim inhibitorleri testis
I/R hasarinda denenen vazoaktif bir ila¢ grubudur ve hiicre i¢i ikincil haberci olarak
gbrev yapan cGMP'nin yikilmasini dnleyerek etki gosterirler (66). Bu ilaglar I/R’den
sonra Ozellikle kalpte miyokard hiicrelerinde mitokondriyal Katp kanallarin1 agarak

miyokardi korurlar, ayrica NO yolagini aktive ederek apoptoz ile nekroz aracilt hiicre



oliimiinii onlerler (67). FDE 5 inhibitdrlerinin kalp disindaki bazi organlarin I/R
hasarinda da faydali etkilerinin oldugu, testisin /R durumunda oksidatif stresi,
apoptoz ve nekrozu azalttigi tespit edilmistir (66). cAMP viicutta hiicre i¢i ikincil
haberci olarak gorev yapan bir diger sinyal molekiiliidiir ve hiicrenin isleyisinde ¢ok
onemli roller iistlenmektedir. FDE inhibitorii ilaglarin TNF-a kaynakli apoptozu
inhibe eden cAMP’nin (68-69) konsantrasyonunu artirarak inflamatuvar sitokinleri
baskiladigi ve g¢esitli organ I/R hasarlarina karsi koruyucu etkileri oldugu
gozlenmistir. Bu ilaglar olumlu etkilerini protein kinaz A (PKA) aktivasyonu
yaparak; TNF-o, IL-6, MAPK ve NF-xB gibi inflamatuvar mediyatorleri inhibe
ederek ve apoptoz olayi ile nekrozu azaltarak gostermektedirler (70-72). Ancak
cAMP’yi artiran FDE enzim inhibitorlerinin testis I/R’deki etkileri heniiz

bilinmemektedir.

Tablo 1. Deneysel testis I/R hasarinda kullanilan farmakolojik ajanlar.

Ajanlar Etkileri

Antioksidan Ajanlar

Alfa-lipoik asit Oksidatif stresle iliskili parametrelerde degisiklik, apoptozda
azalma, histopatolojik hasarda iyilesme (73).

Ginkgo biloba (EGb 761) Apoptozda azalma, histopatolojik hasarda iyilesme (74).

Likopen Sperm motilitesinde artma, anormal sperm oraninda azalma (75).

Melotonin Lipit ve protein oksidasyonunda azalma, histopatolojik hasarda

iyilesme (34).

Antienflamatuvar Ajanlar

IL-10 Oksidatif stresle iliskili parametrelerde degisiklik, histopatolojik
hasarda iyilesme (76).

Lipoksin A4 Oksidatif stresle iliskili parametrelerde degisiklik,
proinflamatuvar sitokinlerde azalma, antienflamatuvar
sitokinlerde artma, NF-kB p65 ekpresyonunda azalma, apoptozda
azalma, morfolojik diizelme (35).

Meloksikam Inflamasyonla iliskili genlerin ekspresyonunda azalma (77).

Kalsiyum Kanal Blokorleri

Amlodipin Oksidatif stresle iliskili parametrelerde degisiklik, inflamatuvar
sitokinlerin inhibisyonu (78).
Nifedipin Oksidatif stresle iliskili parametrelerde degisiklik, apoptozda

azalma (79).




Tablo 1. (devami)

Ajanlar

Etkileri

RAAS Uzerine Etkili Ilaclar

Aliskiren

Enalapril, losartan, bosentan
Bosentan

Lisinopril, losartan

Oksidatif streste azalma, inflamasyonla iliskili bazi genlerin
ekspresyonunda azalma (58).

Lipid peroksidasyonunda azalma (59).

Tiibiiler hasarda azalma (59).

Apoptozda azalma, histopatolojik hasarda iyilesme (60).

FDE 5 Enzim Inhibitorleri

Sildenafil

Oksidatif stresle iliskili parametrelerde degisiklik; histopatolojik
hasarda iyilesme (80).
Oksidatif stresle iliskili parametrelerde degisiklik, apoptozda

azalma (81).
Vardenafil Oksidatif streste azalma, apoptozda azalma, e(NOS) ve i(NOS)
diizeylerinde azalma (66).
Digerleri
Polideoksiriboniikleotid Histolojik hasarda diizelme, spermatogenezde iyilesme, vaskiiler
(Adenozin A2A reseptor endotelyal bityiime faktorii (VEGF) ekspresyonunda artma (56).
agonisti)
Simvastatin Apoptozda azalma, eNOS aktivitesinde azalma, hemoksijenaz-1

(Hidroksimetilglutaril-KoA
rediiktaz inhibitorii)
Nikotinamid (PARP inhibit6rii)
Sivelestat

(Notrofil elastaz inhibitorii)
PD98059 (MAPK3/MAPK1
inhibitorii)

FBmADb (Monoklonal
E-selektin antikoru)
Dehidroepiandrosteron
(Hormon)

Taurin (Aminoasit)

ekspresyonunda artma (82).

Apoptozda azalma, histopatolojik hasarda iyilesme (83).

Oksidatif streste azalma, apoptozda azalma, histopatolojik hasarda
iyilesme (84).

MAPK3/MAPK1’de azalma, TNFa’da azalma, apoptozda azalma
(56).

Notrofil goeii inhibisyonu (85).

Apoptozda azalma (55).

Oksidatif streste azalma, spermatogenezde diizelme (86).

Iskemik Kosullama

Sonradan kosullama

On kosullama ve

Sonradan kosullama

MAPK inhibisyonu, inflamatuvar sitokinlerin inhibisyonu, NF-xB
inhibisyonu, IxB-a ekspresyonunda artma, histolojik hasarda
iyilesme (Erken donem) (44).

Histopatolojik hasarda iyilesme (Uzun dénem) (87).

Histolojik hasarda azalma, oksidatif stresle iliskili parametrelerde
degisiklik, apoptozda azalma, 1s1 sok protein 70 mRNA'sinda
azalma (88).
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2.3. Apoptoz

Apoptoz kelimesi Yunanca’da c¢icek yapraginin dokiilmesi anlamina
gelmektedir (89). Hiicrelerin normal gelisimi sirasinda meydana gelen 6lim 19.
yiizyilin ortalarinda Carl Vogt tarafindan kesfedilmistir. Bu sekildeki programlanmis
hiicre 6limiinii ifade etmek iizere apoptoz terimi ilk kez 1971 yilinda Wylie, Kerr ve
Currie tarafindan kullanilmistir (90).

Nekroz, bir diger hiicre 6liim seklidir ve I/R hasarinda apoptoz gibi rol oynar.
Apoptoz ile nekroz olaylar1 olusum siiregleri, enerji gereksinimleri, morfolojik
ozellikleri ve sonuglar1 yoniiyle birbirinden ayrilir:

- Apoptoz, ister hiicre ici ister hiicre dis1 etmenler kaynakli olsun genler
tarafindan kontrol edilen ve adenozin trifosfat (ATP) kullanilarak
gerceklestirilen programli bir hiicre dliimiidiir. Apoptoz sirasinda biiziigme
ve cekirdekte kromatin yogunlagmasi goriiliir. Apoptoz sonucunda ilgili
hiicrelerde herhangi bir inflamasyon olusmadan bu hiicreler ortamdan
temizlenir.

- Nekroz ise ani toksik etki yiiziinden hiicre zarinin gegirgenliginin
bozulmast sonucu ATP kullanilmaksizin meydana gelir. Nekroz sirasinda
hiicre siser ve hiicre zar1 patlar. Nekroz sonucunda ise ilgili hiicrelerde hiicre
icindeki maddelerin digsar1 dagilmasina bagli olarak bir inflamasyon
meydana gelir (91).

Apoptoz, hiicrelerin normal yasam dongiisii ve diizgiin gelisiminin 6nemli
bilesenlerinden biridir. Istenmeyen hiicrelerin eliminasyonunu saglayarak hiicre
homeostazisini korur. DNA hasari, UV radyasyonu, iyonize radyasyon, oksidatif
stres, replikasyon veya rekombinasyon hatalar1 ile ¢evresel ve terapotik
genotoksinler apoptozu tetikleyen baslica etmenlerdir (92).

Apoptoz ekstrensek (6liim reseptorii) ve intrensek (mitokondriyal) olmak
lizere baslica iki yolak iizerinden gergeklesir (Sekil 2):

- Ekstrensek yolaga 6liim reseptdrleri aracilik eder. Bu reseptdrlerin hiicre
disina doniik tarafi sisteinden zengindir. Apoptotik sinyal i¢in olmazsa
olmaz &liim bolgesi ise hiicre icine déniik kisimlarinda yerlesiktir. Oliim
reseptorleri TNF-R1 (CD120a), CD95(APO-1/Fas), DR3 (APO-3, LARD,
TRAMP, WSL1), TRAIL-R1 (APO-2, DR4), TRAIL-R2 (DR5, KILLER,
TRICK2) ve DR6 olarak siralanabilir. TNF-o, Fas ve TRAIL bu apoptotik
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yolagi harekete geciren baglica ligandlardir. Bu ligandlarin  6lim
reseptoriine baglanmasi sonucu kaspaz-8 aktivasyonu goriiliir. Kaspaz-8’in
diger kaspazlar1 indiiklemesi ile hiicreyi oOliime gotiiren olaylar dizisi
baslamis olur (90).

- Intrensek yolak ise DNA hasar1 ve sitotoksik stres gibi cesitli hiicre ici
olim sinyalleri tarafindan aktive edilir. Apoptotik uyaranlar karsisinda
mitokondrinin dis membrani1 biitiinliigiinii kaybederek olduk¢a gegirgen
hale gelir. Basta sitokrom ¢ olmak iizere normalde hiicreler aras1 bolgede
yer alan pro-apoptotik proteinler sitoplazmaya salinir ve kaspazlari
aktiflestirir. Sitokrom c¢ sitoplazmada apoptotik proteaz aktive edici
faktor-1’e (Apaf-1) baglanarak apoptozom adi verilen protein kompleksini
meydana getirir. Bu olay, kaspaz-9 ve sonrasinda diger kaspazlarin
aktivasyonu ile apoptozla sonuglanir (93).

Bu temel yolaklarin disinda perforin/granzim A veya B’yi iceren bir baska
apoptoz yolagi daha tanimlanmistir (94).

Kaspazlar apoptozu baslatan ve uygulayan temel bilesenlerdir. Sistein proteaz
yapisindaki kaspazlar proteinlerin aspartik asitten sonra gelen bagini kirarlar.
Kaspazlar hiicrede genelde inaktif halde bulunur ve bu sekliyle prokaspaz olarak
isimlendirilir. Prokaspazlar herhangi bir otoproteolitik mekanizmayla ya da diger
proteazlar tarafindan aktif hale getirilir. Aktif hale gelen kaspazin bir baska
prokaspaz1 aktiflestirmesi ile devam eden bu proteolitik olaylar zinciri apoptotik
hiicre 6liimii ile sonuglanir.

Memelilerde apoptozu baslatici kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9 ve 10); apoptozu
uygulayic1 kaspazlar (kaspaz-3, 6 ve 7) ve sitokin aktivasyonuyla iligkili olan
inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14) olmak iizere 3 tip ve
toplamda 14 tane kaspaz tanimlanmustir (92). Kaspaz-3 apoptozun baslica uygulayict
kaspazidir (Wu, 2014), intrensek yolagin baslaticisi olan kaspaz-9 ve ekstrensek
yolagin baslaticisi olan kaspaz-8 tarafindan aktiflestirilebilir (47).
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Sekil 2. Apoptozisin ekstrensek ve intrensek yolaklarinda rol oynayan g¢esitli
molekiiler bilesenler. Semada iic tane yolak sunulmustur. Intrensek yolak
mitokondriyi igermektedir. Intrensek yolak Fas/FasL ve Granzim yolag1 ve bunlarin
diizenleyicilerini igerir. Lamin, fodrin ve gelsolin kaspaz-3’iin substratlaridir.
Kaspaz-3’e yanit olarak harekete gecmeleri hiicre fragmantasyonu ile sonuglanir.

DNA hasarindan sonra p53 aktivasyonu oldugu goriilmektedir (94).

Apoptoz, pro-apoptotik ve anti-apoptotik genler tarafindan kontrol edilir:
- Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1 gibi anti-apoptotik genler apoptozu inhibe eder.
- Bax ve BH3 ise pro-apoptotik genlerdir ve apoptozu uyarirlar.

Bcl-2 ile Bax arasindaki oran hiicrenin sagkalimi agisindan 6nemlidir. Bu
oran Bcl-2 lehinde yiiksek oldugunda hiicre yasamin siirdiiriir, Bax lehine arttiginda
ise hiicre Olimii meydana gelmektedir. Bax ve Bcl-2 arasindaki oranin
diizenlenmesinde timér baskilayict bir gen olan p53°tin rolii  oldugu
diisiiniilmektedir. Bu geni tasimayan ya da mutasyona ugrayan hiicreler ise yasamini
stirdiirebilmektedirler (91).

Apoptotik hiicre 6liimiiniin normalden az ya da fazla olmasi1 organizmada
cesitli bozukluklara yol acgabilir. Yetersiz apoptoz bazi kanser tiirleri ve otoimmiin

hastaliklar ile iliskilidir. Asir1 apoptozun ise Parkinson ve Alzheimer hastaligi gibi
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birtakim nérodejeneratif hastaliklar, AIDS ve /R hasari ile iliskili oldugu
bilinmektedir (95).

Testis dokusunda, normal fizyolojik kosullarda, spermatogenez siiresince germ
hiicrelerinden bazilar1 olgunluga erismeden apoptoz sonucu oOliirler. Bu durum steroid
hormonlar tarafindan kontrol edilmektedir. Ayrica, testikiiler ¢cevrenin germ hiicre
gelisimini destekleme kapasitesinin smurlt olmasi germ hiicrelerinin - dlimiinii
diizenleyen onemli faktdrlerdendir. Ozellikle germ hiicrelerinin tutundugu Sertoli
hiicreleri sadece sinirli sayida hiicreye destek olabilmektedir, bu durum germ hiicre
sayisinin Sertoli hiicreleri ile dengede olmasini gerektirmektedir (96). Germ hiicreleri
ile Sertoli hiicrelerinin birbirine oraninin belli sinirlar i¢inde kalmasi spermatogenezin
devami ve gamet iiretiminin zarar gormemesi agisindan énemlidir (97).

Apoptoz ig¢in asil hedef, germ hiicrelerinden spermatogonia ve
spermatositlerdir (97). Gelismekte olan bir testiste gonositlerin spermatogonialara
farklilastigt donemde apoptoz olayinda abartili bir artig olur. Spermatogenezin ilk
dalgas1 olarak da bilinen bu evrede apoptoz intrensek veya ekstrensek yolak
araciligilyla meydana gelebilir. Yapilan calismalarla siganlarda bu donemdeki
apoptotik siiregte kaspaz-3, 8 ve 9’un (98) rol oynayabilecegi ve CD95’in
(Apo-1/Fas) up-regiilasyonunun oldugu (99) gosterilmistir. Zheng ve arkadaslari da

(100) farelerde bu donemde kaspaz-2’nin roliinii ortaya koymuslardir.

2.4. Fosfodiesteraz Enzimleri

FDE enzimleri, hiicre i¢i ikincil haberci molekiiller olan cAMP ve cGMP’yi
hidrolize eden enzim ailesidir. Bu enzimler cAMP ve ¢cGMP’deki 3',5' siklik fosfat
bagimin hidrolizini kataliz ederek inaktif iriinler olan 5'-AMP veya 5-GMP
tretimine neden olur. Bugiine kadar memelilerde toplamda 21 farkli gen igeren 11
tane FDE enzim ailesi (FDE1-FDEI11) tanimlanmistir. Her bir FDE enziminin A, B,
C ve D olarak tanimlanan farkli izoformlar1 bulunabilir.

FDE enzimleri birbirinden substrat spesifikligi ve afinitesi, diizenleyici
mekanizmalar1 ve katalitik 6zelliklerine gore ayrilmaktadir. FDE 4, 7 ve 8 cAMP
molekiilini, FDE 5, 6 ve 9 ¢cGMP molekiiliinii, FDE 1, 2, 3, 10, 11 ise her iki
molekiilii hidroliz etmektedir (Tablo 2).

FDE enzimleri kalp, beyin, akciger, testis ve diger pek ¢ok organda yerlesim

gostermektedir. Bir enzim birden fazla dokuya dagilabilecegi gibi bir hiicre birkag
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farkli FDE eksprese edebilmektedir. FDE enzimlerinin yapisinda ~270 aminoasit ile
cevrilmis katalitik kisim ile aminoasit ucuyla katalitik kisim arasinda kalan
diizenleyici kisim ortaktir. Katalitik kisitm enzimin g¢ekirdegini olusturur ve yiiksek
diizeyde korunmaktadir. Aminoasit sirasi ise degiskenlik gostermektedir (101). Bu
enzimler genetik olarak regiile edildigi gibi hiicre i¢i birtakim hiicresel olaylar (siklik
niikleotid konsantrasyonu, fosforilasyon, diizenleyici proteinlerle etkilesme...)
tarafindan da diizenlenir (102).

Memelilerin testis dokusunda in situ hibridizasyon ¢alismalar1 sonucu Sertoli
hiicreleri, pakiten spermatositler ve yuvarlak spermatidlerde FDE 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10
ve 11’in varlig1 belirlenmistir. FDE 4, testiste bilinen baslica diizenleyici FDE alt
tiyesidir. Bu enzimin FDE 4D geni, Sertoli hiicrelerinde cAMP hidrolize edici
aktivite ile birebir iligkilidir (103). FDE 4 genlerinin dagilimlart ise hiicrelere gére
farklilik gostermektedir. FDE 4A daha ¢ok germ hiicrelerinde, FDE 4B ise Sertoli ve
Leydig hiicreleri gibi somatik hiicrelerde yerlesmistir. Baz1 dejeneratif olaylar FDE 4

izoenzimlerinin ekspresyonunda degisiklige sebep olabilmektedir (104).
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Tablo 2. FDE enzim ailesi (102, 105-106).

FDE Diizenleme Substrati Yerlesimi Inhibitorleri
Ailesi
FDE 1 Ca?*/kalmodulin ile CAMP, Kalp, beyin, akciger, diiz ~ Vinposetin,
aktive cGMP kas Nikardipin,
8-MeOM-IBMX,
Nimodipine,
KS-505a, 1C224
FDE 2 cGMP ile aktive CAMP, Adrenal bez, kalp, akciger, EHNA, IC933,
cGMP karaciger, trombositler BAY-60-7750,
PDP
FDE 3 CGMP ile kompetitif CAMP, Kalp, akciger, karaciger, Silostamid,
olarak inhibe cGMP trombositler, adipoz doku,  Milrinon,
inflamatuvar hiicreler Silostazol
FDE 4 PKA (aktivasyon) veya CcAMP Sertoli hiicreleri, bobrek, Rolipram,
ERK (inhibisyon) ile beyin, karaciger, akciger,  Roflumilast,
fosforile inflamatuvar hiicreler Silomilast,
Ro 20-1724
FDE 5 PKG (aktivasyon) ile cGMP Akciger, trombositler, Zaprinast,
fosforile vaskdiiler diiz kas Sildenafil
Tadalafil,
Vardenafil
FDE 6 Transducin ile aktive cGMP Fotoreseptor Zaprinast,
Sildenafil,
Vardenafil,
Dipiridamol
FDE 7 Roliprama duyarsiz cAMP Iskelet kasi, kalp, bobrek,  Dipiridamol,
(yliksek beyin, pankreas, T BRL 50481,
afinite) lenfositleri 1C242
FDE 8 Roliprama ve IBMX’e = cCAMP Testis, goz, karaciger, Dipiridamol
duyarsiz iskelet kasi, kalp, bobrek,
over, beyin, T lenfositleri
FDE 9 IBMX’e duyarsiz cGMP Bobrek, karaciger, Zaprinast,
akciger, beyin BAY-73-6691
FDE 10  Bilinmiyor CAMP, Testis, beyin Dipiridamol,
cGMP Papavering,
TP-10, MP-10
FDE 11  Bilinmiyor CAMP, Iskelet kas1, prostat, Tadalafil,
cGMP bobrek, karaciger, hipofiz ~ Zaprinast,
ve tiikiiriik bezleri, testis Dipiridamol
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2.5. Fosfodiesteraz Enzim inhibitorleri

FDE enzim aktivitesi ilk olarak 1958 yilinda Sutherland and Rall tarafindan
ortaya konmustur (107). Efektorleri araciligiyla bir dizi hiicresel olayla iligkili olan
cAMP ve cGMP’nin sinyal amplitiidii ve stireleri, FDE enzimlerinin ekspresyonu ve
aktivitesi ile yakindan iligkilidir (108). FDE aktivitesindeki bozukluklar astim, erektil
disfonksiyon, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), otoimmiin bozukluk,
hipertansiyon, intermittant klodikasyon, kalp yetmezligi, sizofreni, inme ve
depresyon gibi pek ¢ok hastalikla iligkilidir (109). Bu nedenle, FDE’yi inhibe eden
ajanlar giinimiizde terapotik hedef olarak dikkat c¢ekmektedirler. Bu ajanlar
terapotik acidan cazip kilan sebeplerden ilki temel farmakolojik bir prensibe
dayanmaktadir. Bu prensibe gore herhangi bir ligand ya da ikincil habercinin
par¢alanmasinin ~ Onlenmesiyle  konsantrasyonunda meydana gelen artis,
sentezlenmesiyle meydana gelen artistan daha fazladir. Bir diger neden memeli
dokularinda FDE’lerin farkli izoformlarinin eksprese edilmesi, dolayisiyla bu
enzimlerin farkli fizyolojik olaylar ve patolojik durumlarla iligkili olmalaridir.
Hiicrelerdeki substrat niteligindeki cAMP ve cGMP konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik
olmasi ve FDE inhibitorlerinin yiiksek miktarda endojen substratla yarismak zorunda
kalmamasi FDE enzim inhibit6rlerini ilag hedefi olarak cazip kilmaktadir (105).

Giiniimiizde FDE 3, FDE 4 ve FDE 5’i inhibe ederek etki gdsteren bazi
ilaglarin cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanim endikasyonu vardir;

- Bunlardan FDE 3 inhibitorleri intermittant klodikasyon (silostazol) ve akut
kalp yetmezliginde (milrinon vd.) (110-111),

- FDE 4 inhibitérleri KOAH (roflumilast) (112) ve psoriyatik artrit
(apremilast) tedavisinde (113),

- FDE 5 inhibitorleri erektil disfonksiyon (sildenafil, tadalafil, vardenafil
vd.), pulmoner hipertansiyon (sildenafil ve tadalafil) ve benign prostat
hiperplazi (tadalafil) tedavisinde kullanim alanina sahiptir (114).

Bu 3 grup disinda kalan FDE inhibitorleri heniliz klinik kullanim igin
endikasyon almamalarina ragmen bazi hastaliklarda kullanilip kullanilamayacaklari
konusunda arastirmalar devam etmektedir. Bunlardan FDE 1 inhibitorii vinposetin,
baz1 Avrupa lilkelerinde hafizay: giiclendirici etkisi nedeniyle diyet siiplemani olarak
kullanilirken ateroskleroz tedavisi i¢in de umut vadetmektedir (115). FDE 2
inhibitorlerinden EHNA ve BAY-60-7550’nin kognitif fonksiyonlar {izerine faydali
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olabilecegi diisliniilmektedir (116). EHNA ile yapilan galismalar bu maddenin ayni
zamanda tiimor olusumunu Onleyebilecegini de ortaya koymustur (117). Ayrica,
deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda FDE 5 inhibisyonunun, multiple skleroz
hastaliginda motor bozukluklar1 diizelttigi (118); FDE 9 inhibisyonunun diyabet
(119) ve Alzheimer hastaliginda faydali olabilecegi (120) ve FDE 10 inhibisyonunun
antipsikotik etkilere neden oldugu (121) tespit edilmistir.

Nonspesifik bir FDE inhibit6rii olup adenozin reseptor antagonisti olarak da
etki eden teofilin 1930’lu yillardan beri astim ve KOAH gibi solunum yolu
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (122). Bir diger nonspesifik FDE
inhibitorii olan dipiridamol ise inme ve kalp kapak¢igi replasmanini takiben

antiagregan olarak tercih edilmektedir (123).

2.5.1. FDE 4 enzim inhibitorleri

FDE 4, FDE ailesi i¢inde spesifik olarak cAMP’yi hidroliz etme 6zelligi ile
one cikan, cGMP’ye duyarsiz bir enzimdir. Bu enzim A, B, C ve D olmak {izere 4
cesit genden olustugu ig¢in FDE ailesinin en biiyiik iiyesi olma 6zelligini tagir (101).

Beyin ve immiin sistem hiicrelerinde bol miktarda bulunan FDE 4 solunum
yolu, vaskiiler diiz kas, endotel hiicreler, kalp ve diger bazi organlarda da yerlesim
gostermektedir (16). FDE 4 enziminin bulundugu bolgelerde cAMP modiilasyonunda
biiyiik rolii olmas1 FDE 4 inhibitorlerini cAMP konsantrasyonunu artirma noktasinda
onemli kilmaktadir. cAMP konsantrasyonundaki artis PKA’y1 aktiflestirir ve bu
aktivasyon sonucu efektér molekiil olan cAMP yanit eleman:1 baglayict proteinin

(CREB) fosforile oldugu bilinmektedir (Sekil 3).
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CNG kanal

Sekil 3. cAMP sinyal sistemi. ATP’den adenilat siklaz enzimi araciligi ile cAMP
tiretilir. Yiiksek konsantrasyona erisen sitozolik cAMP, PKA’nin aktivasyonuna
neden olur. PKA; CREB, ICER/CREM, ATF-1 ve CBP gibi transkripsiyon
faktorlerinin fosforilasyonunu indiikleyerek cesitli metabolik enzimleri ve sinyal
yolaklarin1 harekete gecirir. FDE enzimi hiicre i¢i cAMP diizeyini azaltarak
cAMP’in etkilerini dengeler. ATF, cAMP-bagimli transkripsiyon faktorii; CBP,
CAMP-baglayici protein; CNG, siklik niikleotid-kapili iyon kanali; CREB, CAMP
yanit eleman1 baglayici protein; ICER, indiiklenebilir cAMP erken repressorii; P,

fosforilasyon; AKAP, A-kinaz baglanti proteini (124).

cAMP/PKA sinyali beyinde 6grenme, hafiza, sinaptik plastisite ve noronal
eksitasyon gibi pek ¢ok siirecin saglikli igleyebilmesine aracilik eder (125). Selektif
FDE 4 inhibitorlerinin prototipi olan rolipram bu mekanizmay:1 harekete gecirir ve
kesfedildigi yillarda ilk olarak antidepresan etkisi (126) tespit edilmistir. Giiniimiizde
ise bu grup ilaglarin santral sinir sistemi bozukluklarinda potansiyel kullanim alanlart
arastirtlmaktadir (127).

Immiin ve inflamatuvar hiicrelerde bol miktarda bulunan FDE 4 enziminin
cesitli ilaglarla inhibe edilmesi, cAMP artisina bagl olarak inflamatuvar hiicreler ile
notrofillerin aktivasyonunun (128) ve TNF-o, IL-1 gibi proinflamatuvar sitokinlerin

sentezinin azalmasina yol agar (129). Antiinflamatuvar etkileri nedeniyle FDE 4
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inhibitdrleri solunum yolu hastaliklarinin tedavisi i¢in hedef olmustur. Bu enzimin
inhibisyonu, solunum yollarindaki immiin hiicrelerde TNF-o konsantrasyonunda ve
siiperoksit anyon {iretiminde azalmaya, proliferasyon ve adezyon molekiillerinde
inhibisyona ve apoptozda gecikmeye neden olmaktadir (122). Bu enzimi inhibe eden
ajanlar ayrica brons diiz kasinin tonusunu azaltarak bronkodilatasyon saglamakta ve
bronkospazm yapan bazi maddelerin etkisini tersine ¢evirmektedir (16).

Roflumilast, 2011 yilinda FDA tarafindan siddetli KOAH tedavisinde
kullanilmak tizere onaylanmis olup FDA onay1 bulunan ilk FDE 4 enzim inhibitoriidiir
(130) ve tilkemizde de kullanilmaktadir. Roflumilastin ve diger FDE 4 inhibitorlerinin
sistemik kullanimlar ile ortaya ¢ikan ortak yan etkileri bulanti ve kusmadir (18). Bu
yan etkileri azaltmak i¢in bu ilaglarin inhalasyon yoluyla verilebilen lokal etkili
formlarm gelistirmeye yonelik preklinik ve klinik ¢alismalar devam etmektedir. Ote
yandan, FDE 4 enzim inhibitorlerinin etkisini artirmak i¢in dual etkili inhibitorler
gelistirilmeye calisiimaktadir. Bu dual etkili inibitdrler FDE 4 enzimine ilave olarak
FDE 1, FDE 3, FDE 5 ve FDE 7 enzimini de inhibe edebilmektedirler. Bazilar1 ise
FDE 4 inhibisyonu ile birlikte beta-2 reseptorlerini stimiile edici veya muskarinik tip 3
reseptorlerini antagonize edici 6zellige sahiptirler (131).

FDE 4 enzim inhibitorlerinden apremilast ise inflamatuvar bir hastalik olan
psoriyatik artrit ve plak tipi psoriyaziste kullanilmak {lizere FDA tarafindan 2014
yilinda onaylanmistir. Oral olarak kullanilir ve en belirgin yan etkileri diyare, bulanti
ve bag agrisi olarak sayilabilir (113).

Silomilast, tetomilast, AN-2728 ve NCS 613 gibi bazi FDE 4 inhibitorlerinin
henliz FDA onayli bir kullanim endikasyonu yoktur; ancak bu ilaglarin
immiinoregiilator 6zelliklerinden dolayr pek c¢ok otoimmiin hastalikta kullanilip

kullanilamayacaklar1 konusunda klinik ¢alismalar devam etmektedir (18).

2.5.2. Rolipram

Rolipram FDE 4 enzim inhibitdrlerinin en eskisi olup bu enzimi selektif ve
gii¢lii bir sekilde inhibe eder (132). Onceleri ZK 62711 ismiyle anilan rolipramin, ilk
kez Schawabe ve arkadaslari tarafindan sigan beyninden alinan doku kesitlerinde
cAMP’ye spesifik fosfodiesterazi inhibe ederek cAMP’yi artirdigi kesfedilmistir
(133). Rolipramin kimyasal yapis1 Sekil 4’te sunulmustur.
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Sekil 4. Rolipramin kimyasal formiilii (134).

Rolipram (50 mg/kg doza kadar) oral alimi takiben hizli bir sekilde absorbe
edilmektedir. Sicanlardaki biyoyararlanimi %35 iken, insanlarda bu oran %75tir.
Beyindeki konsantrasyonu plazmadakinin iki katina ulasan rolipramin baslica
eliminasyonu bébrekler ile olup yarilanma 6mrii 1-3 saat arasinda degismektedir (135).

Rolipramin 1980’1li yillarda rezerpinin indiikledigi hipotermi ve hipokineziyi
inhibe etmesi O6te yandan yohimbin letalitesini artirmasi, potansiyel antidepresan
aktivitesini ortaya ¢ikarmustir (126). Yagda ¢oziiniirliigii yiiksek oldugu igin kan-beyin
bariyerini kolaylikla gecen rolipram (136) yapilan ¢aligmalarda antidepresan etkiden
baska anksiyolitik (137) ve antipsikotik (138) etki de gostermis; 6grenme ve hafiza
bozuklugu ile Alzheimer hastalhiginda kognitif islevlerde diizelme saglamstir.
Rolipramin bu olumlu etkilerinde postsinaptik cAMP’yi artirmasinin ve uzun dénemli
potansiyalizasyonu indiiklemesinin rolii olabilecegi diistiniilmektedir (139-140).

FDE 4 inhibitorleri genel olarak immiin sistemi modiile ederler, bu baglamda
rolipram giiclii bir antiinflamatuvar aktiviteye sahiptir, pek ¢ok hastaligin patogenezinde
o6nemli bir rol oynayan TNF-a’yr hem mRNA hem de protein diizeyinde inhibe
edebilmektedir. Ayrica, rolipramin TNF-o gibi proinflamatuvar sitokin 6zelligi gosteren
IL-1p, IL-5, IL-13 ve INF-y’nin sentezini de baskiladig1 bilinmektedir (141). Rolipramin
hasarli bélgeye notrofil gogiinii engellemesi (20) ve inflamasyon siireciyle iligkili NF-
kB’yi inhibe etmesi de antiinflamatuvar 6zelligine katki saglamaktadir (142). Deney
hayvanlarinda astim (143), diyabet (144) ve kolit (145) gibi cesitli hastaliklarin yani sira
I/R kaynaklh hasarda ortaya cikan inflamasyon iizerinde de iyilestirici etkileri ortaya

konulmustur (146).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Deneylerde, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde ve Ankara Saki Yenilli Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda
iretilen Wistar cinsi 250-350 gram agirhiginda 96 adet erkek sigan kullanildi.
Sicanlar 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik olan 2142 C° sicaklikta, %60+5 nem
oranindaki odalarda barindirildilar. Hayvanlar pellet yem ve ¢esme suyu ile beslendi.
Hayvanlar {izerinde yapilan uygulamalar ve protokoller icin “Biilent Ecevit

Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan” onay alindi (Ek 7.1.).
3.2. Kimyasallar

Deneylerde rolipram (Sigma Chemicals Co., St Louis, MO, USA) ve anestezi
i¢in tiyopental sodyum (Pental®, IE Ulugay Ilag Sanayi A.S.) kullanildi. Rolipram
%?2’lik (h/h) DMSO/ %0.9 NaCl soliisyonunda, tiyopental %0.9 NaCl soliisyonunda
¢Ozildii.
3.3. Gruplar

Siganlar rastgele olarak Sham, ROL, T/D ve ROL+T/D olmak {izere 4 ana

gruba ayrildi. Her grup, uygulanan detorsiyon siirelerine gore kendi icinde 4 saat, 24

saat ve 65 giin olarak tekrar tice ayrildi (Sekil 5).
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— 4 saat

Sham IIIIIIIIIIIIIYII"— 24ﬂﬂﬂt

— 65 giin

Comicii (%o 2 DMSO/fizvolojik salin)
(10 mgkg ip)

e gaAL

Rnlipram IIIIIIIIIIIITIII— 24saat

— 65 giin
Folipram
(10 mgkg ip)

, = Detorsivon 4 saat
Torsivon 3 saat

/D I Detorsivon 24 saat
15 b= Detorsivon 65 giin
dak

Coziicii (%o 2 DMSO/fizyolojik salin)
(10 mgkg ip)

Torsiyvon 3 saat p=== Detorsivon 4 saat
Rolipram , 5,
+T/D I Detorsivon 24 saat
15 Y= Detorsivon 65 giin
dak
Rolipram
(10 mg'kg ip)

Sekil 5. Deney gruplar1 ve agamalari.

3.4. Testikiiler Torsiyon/Detorsiyon

Siganlara 50 mg/kg tiyopental sodyum i.p. verilerek anestezi edildi. Siganlara

abdominal insizyon uygulanarak sag testisleri disar1 ¢ikarilip spermatik kord saat
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yoniinde 720° dondiiriiliip batina sabitlendi (Sekil 6). Ug saatlik torsiyon sonrast,
spermatik korda detorsiyon uygulanarak testisler skrotuma yerlestirildi. Sham
(kontrol) grubuna spermatik kordun T/D islemi hari¢ diger cerrahi islemler
uygulandi. Tedavi edilecek gruba rolipram (10 mg/kg), detorsiyondan 15 dakika
once tek doz i.p. olarak verildi. Rolipram tedavisi almayan gruplara ¢oziicii tek
basmna uygulandi. Detorsiyon sonrasi hayvanlar tekrar anestezi edilerek torsiyon

uygulanan ipsilateral testisler ile uygulanmayan kontralateral testisler ¢ikarildi.

Sekil 6. Deneysel T/D uygulamasi.
3.5. Testis ve Kauda Epididim Agirhklarinin Olgiilmesi
Detorsiyon isleminin 4. ve 24. saatlerinde ¢ikarilan testislerin agirliklar ile

65. giiniinde ¢ikarilan testislerin ve kauda epididimlerinin agirliklar1 hassas terazide

gram (g) cinsinden ol¢iildii.
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3.6. Testis Dokusunda Kaspaz-3 Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Kaspaz-3 aktivitesi kolorimetrik analiz kiti (Biovision, CA, USA) ile
spektrofotometrik (ELX 800 G, BIO_TEC Instrument Winooski, USA) olarak
Olgiildii.  Testis  dokusu  proteinleri ~ CHAPS  ([3-[(3-Cholamidopropyl)
demethylammonio]-1-propanesulfonate) igeren tampon soliisyonunda kaspaz-3
substrat1 (Ac-DEVD-pNA, Ac-IETD-pNA ve Ac-LEHD-pNA ) ile 37 C° sicaklikta 2
saat boyunca inkiibe edildi. Aktivite belirlenmesi, kromofor p-nitroanilin (p-NA)
spektrofotometrede 405 nm’de oOlgiilerek yapildi. Sonuglar nmol/mg doku proteini

olarak sunuldu.

3.7. Testis Dokusunda TNF-a ve IL-1p Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Detorsiyonun 4. saatinde alinan testislerde TNF-a ve IL-13 diizeyleri ticari
firmanin (Biosource International, Nivelles, Belgium) talimat ve kilavuzlarina gore
sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak degerlendirildi. IL-13’nin kalibrasyon aralig:
2000 pg/ml ve analitik duyarlili@i 4 pg/ml; calismalar-ici ve c¢aligmalar-arasi
degiskenlik katsayisi (CV) degerleri sirasiyla <%10 ve <%10 idi. TNF-o’nin
kalibrasyon araligi 2500 pg/ml ve analitik duyarliligi 11 pg/ml; calismalar-i¢i ve
caligmalar-aras1 degiskenlik katsayis1 (CV) degerleri sirasiyla <%5 ve <%10 idi.

3.8. Sperm Analizi

Detorsiyonun 65. giiniinde ¢ikarilan kauda epididimlerde spermlerin sayis1 ve

motilitesi belirlendi.

3.8.1. Sperm sayimi

Epididimal sperm sayimi Yokoi ve arkadaslarinin ¢aligmasi (147) modifiye
edilerek yapildi. Hayvanlarin kauda epididimleri ¢ikartilip bir cetvel yardimi ile 1 cm
boyunda kesilip tartildiktan sonra (Sekil 7), bir epandorf tiipe yerlestirildi ve iizerine
1 ml serum fizyolojik eklenerek katarakt makasi ile pargalanip yarim saat siire ile

37 C° sicaklikta bekletildi. Bu islem hem epididimdeki spermlerin siviya salinmasini
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hem de motilitelerinin dogru degerlendirmesini saglamak amaciyla uygulandi.
Makler kamera yardimi ile 151k mikroskopisi altinda, 20’lik objektifte sperm sayimi1
yapildi. Ornekten alinan 10 ul sivi Makler kameranin alt kismindaki diskin {izerine
yerlestirildikten sonra bu diskin iizeri ayr1 bir cam disk ile kapatildi. Yan yana 10
kare igindeki spermler sayildi (Sekil 8). Sayilan 2-3 alan igindeki sperm sayisinin

ortalamasi alindi. Sperm sayis1 x10°/ gram epididim olarak sunuldu.

Sekil 7. Sperm sayimi i¢in kauda epididimlerin hazirlanmasi.
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Sekil 8. Sperm sayimi sirasinda Makler kamerada spermlerin goriintiisii.

3.8.2. Sperm motilitesi

Spermlerin  motilitesi, sperm saymmi yapilirken aym1 anda 151k
mikroskopisinde degerlendirildi. Sperm motilitesi hareketli ve hareketsiz olarak

degerlendirilerek kaydedildi.

3.9. Testis Dokularimin Histopatolojik Degerlendirmesi

Detorsiyonun 24. saatinde anestezi edilerek c¢ikarilan ipsilateral ve
kontralateral testisler %10’luk tamponlanmis nétral formalin soliisyonuna alind1 ve
24 saat fikse edildi. Testis dokular1 transvers olarak iki esit par¢aya ayrildi. Tim
ornekler histopatolojik inceleme icin rutin doku takibi islemlerinden gegirilerek
parafine gomiildii. Parafin bloklardan elde edilen 5 um kalinligindaki kesitlere
hematoksilen-eozin (H&E) boyas1 uygulandi.

Histopatolojik degerlendirmeler Zeiss marka Axiolab Al model 151k
mikroskobu (Carl Zeiss, Almanya) altinda, H&E boyali preparatlar iizerinde
gerceklestirildi. On incelemede, hazirlanan tiim preparatlar kiigiik biiyiitmede (X40)
gbozden gecirildi ve testis dokusunun genel morfolojisi (kesit diizlemindeki seminifer
tiiblil sayisi, bazal membran yapisi, interstiSyel doku ozelligi, Leydig hiicreleri,
peritiibiiler hyalinizasyon vb.) degerlendirildi. Seminifer tiibiillerdeki histolojik

bulgular Johnsen skorlama sistemine uygun olarak 1-10 arasinda degisen bir skalada
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skorland1 (148). Tiibiillerin skorlama islemi 400’liikk biiylitmede 10 ardisik alanda
yapild1 ve ortalamalari alindi. Johnsen skorlamasi, 6ncelikle en matiir hiicre tiplerinin
kaybr ile germinal epitelin ilerleyici dejenerasyonu ve spermatozoa, spermatid,
spermatosit ve son olarak da Sertoli hiicrelerinin gozlenememesi ile Kkarakterize,

testikiiler hasar1 temel alan bir skorlamadir. Hasar arttikca skorlamadaki puan azalir

(Tablo 3).

Tablo 3. Johnsen skorlama sistemine gore histopatolojik kriterler.

Skor Histolojik bulgular

10 Biitiinliyle matiir spermatogenez izlenmektedir. Seminifer tiibiillerde
germinal epitel ¢ok siralidir ve ¢cok sayida spermatazoa igerir.

9 Hafif derecede bozulmus spermatogenez izlenir. Seminifer tiibiillerin
germinal epitelyuminde disorganizasyon ve limene dogru yigilma yani sira
cok sayida ge¢ spermatozoa goriiliir.

8 Yogun niikleer boyama gdsteren 10 taneden az spermatozoa
gozlenmektedir. Bazen piknotik cisimciklere rastlanir.

7 Spermatozoa yoktur, ancak ¢ok sayida matiir spermatidler gozlenir. Bu
hiicrelerin diisiik yogunluktaki niikleer boyanma ozellikleri nedeniyle
periferik yerlesimi gosterilebilir.

6 Az sayida soluk kromatinli ve dar oval bashkli orta biyiiklikte
spermatidler gozlenir, sirali olarak dizilmislerdir. Piknotik cisimcik yoktur.
Spermatozoa ve spermatid yoktur, ancak ¢ok sayida spermatosit goriiliir.

4 Sadece ¢ok az bir miktar spermatosit (5’ten az) gozlenir. Spermatid ve

spermatozoa gozlenmez.

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

3.10. Testis Dokularimin Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi ile

Degerlendirilmesi

Detorsiyonun  24. saatinde ¢ikarilan  testis doku  Orneklerinde

immiinhistokimyasal boyamalar yapildi. Anti-kaspaz-3, 8 ve 9 aktivitesini arastirmak
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amaciyla ABC (Avidin-Biotin Kompleks) yontemi kullanildi. Testis dokusundan 4
um kalinliginda alinan transvers kesitler, deparafinizasyon iglemi i¢in 61 C°’de
inkiibe edilip sirasiyla ksilen ve alkol serilerinden gegirilerek suya indirildi. Dokuda
formaldehit fiksasyonundan kaynaklanan reseptdor maskelenmesini 6nlemek igin
sitrat tamponuna alinan kesitlere mikrodalgada yiliksek 1s1 uygulandi. Antijenik
determinant bolgelerinin aciga ¢ikarilmasindan sonra kesitler sitrat tamponundan
distile suya alinip 20 dakika oda sicakliginda tutuldu. Kesitler fosfat tamponlu salin
(PBS) igerisinde 3 defa c¢alkalandiktan sonra, endojen peroksidaz aktivitesini
Oonlemek amaciyla 15 dakika siireyle %3’liik hidrojen peroksit ile muamele edildi.
Nonspesifik baglanmayi 6nlemek amaciyla 5 dakikalik Ultra V block (LabVision,
TA-015-UB) uygulamasini takiben 1/100 diliisyonlarda hazirlanan anti-cleavage
caspase-3, 8 ve 9 primer antikorlar1 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 dakika muamele
edildi. Ardindan tekrar PBS’ye alinan kesitlere 10 dakika Streptavidin peroksidaz
(Streptavidin HRP, Dako, K0609) kompleksi uygulandi. Tekrar PBS’ye alinan
kesitlere immiin reaksiyon gergeklesinceye kadar (mikroskop altinda kontrol ederek)
diaminobenzidin (DAB) kromojen solisyonu (Vector, SK-4100) uygulandi, zit
boyama Mayer’s hematoksilen ile yapildi. Kesitler alkol serilerinden gegirilip, ksilen
ile muamale edildikten sonra entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Zeiss
marka Axiolab Al model 1sik mikroskobu (Carl Zeiss, Almanya) altinda
degerlendirilerek bulgular fotograflandi.

3.11. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak sunuldu. Gruplarin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilima
uyan ¢oklu gruplarin karsilastirilmasinda tek yonliit ANOVA Testi ile LSD post hoc
testi uygulandi. Normal dagilima uymayan gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal
Wallis testi, gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde Mann-WhitneyU
testi kullanildi. Sag ve sol testislerin parametrik degerlerinin karsilastirilmasinda
paired-Student t testi, parametrik olmayan degerlerinin karsilastirilmasinda ise

Wilcoxon testi uygulandi. Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde, p<0.05 anlaml
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Testis ve Kauda Epididim Agirhklar:

Detorsiyonun 4. ve 24. saatlerinde hayvanlarin testis agirliklart ile 65.
giiniinde hem testis hem de kauda epididimlerinin agirliklart 6lgiildii.

Detorsiyonun 4. saatinde gruplar karsilastirildiginda testis agirliklarinin
ortalamalarinda anlamli fark olmadigi belirlendi.

Her grubun ipsilateral ve kontralateral testis agirlik ortalamalar1 birbiri ile
karsilastirildiginda da anlamli farklilik bulunmadi (Tablo 4).

Detorsiyonun 24. saatinde gruplar karsilastirildiginda testis agirliklarinin
ortalamalarinda anlamli fark olmadig1 belirlendi. Her grubun ipsilateral ve
kontralateral testis agirlik ortalamalar1 birbiri ile karsilastirildiginda ise sadece T/D
grubundaki  ipsilateral  testis  agirliklarinin  ortalamasmin  kontralateral
testislerinkinden diisiik oldugu bulundu (p=0.012) (Tablo 4).

Tablo 4. Detorsiyonun 4. ve 24. saatlerinde ¢ikarilan ipsilateral ve kontralateral

testislerin agirliklar.

Gruplar Testis Agirhklar:
(9)
4. Saat 24. Saat
ipsilateral Kontralateral ipsilateral Kontralateral

Sham 1.40+0.016 1.41+0.137 1.36+0.187 1.32+0.049
ROL 1.26+0.272 1.26+0.229 1.34+0.054 1.34+0.054
T/D 1.46+0.246 1.39+0.169 1.25+0.159* 1.41+0.168
ROL+T/D 1.50+0.216 1.43+0.154 1.224+0.211 1.22+0.294

Veriler ortalama degerleri + standart sapma olarak sunuldu. *: p<0.05 kontralateralden farki gsterir.

Detorsiyonun 65. giiniinde, testis ve kauda epididim agirliklarinin
ortalamalar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda, T/D grubundaki ipsilateral testis
agirliklart ortalamas1 Sham (p=0.009) ve ROL (p=0.004) gruplarinin ortalamalarina
gore ve kauda epididim agirliklarinin ortalamasi sadece ROL grubunun (p=0.004)
ortalamasina gore diisik bulundu. Kontralateral taraftaki kauda epididim
agirliklarinin - ortalamalart  karsilagtirildiginda, ROL (p=0.007) ve ROL+T/D
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(p=0.006) grubunun ortalamalar1 sadece Sham grubununkilere gore yiliksek bulundu.
Her grubun ipsilateral testis ve kauda epididim agirliklarinin ortalamalari
kontralateral testis ve kauda epididim agirliklarinin  ortalamalart ile
karsilastirildiginda ise T/D grubundaki ipsilateral testislerin (p=0.008) ve kauda
epididimlerin (p=0.0001) agirlik ortalamalar1 kontralaterale gore diisikk bulundu.
Sham uygulama ve rolipram verilmesinin anlamli bir fark yaratmadigi gozlendi.
ROL+T/D grubunun ipsilateral taraftaki testis ve kauda epididim agirliklarinin

ortalamalar1 kontralaterale gore diisiik bulunmadi (Tablo 5).

Tablo 5. Detorsiyonun 65. giiniinde ¢ikarilan testis ve kauda epididimlerin agirliklart.

Testis Agirhiklar: Kauda Epididim Agirhiklar
Gruplar
9 @

ipsilateral Kontralateral Ipsilateral Kontralateral
Sham 1.284+0.355 1.27+0.368 0.208+0.332 0.202+0.058
ROL 1.39+0.385 1.54+0.130 0.257+0.090 0.271£0.0512
T/D 0.69+0.182 #* 1.37+0.139 0.140+0.027 >* 0.246+0.041
ROL+T/D 1.11+0.620 1.58+0.125 0.221+0.125 0.290+0.0162

Veriler ortalama degerleri + standart sapma olarak sunuldu. 2 p<0.05 Sham’den, °: p<0.05 ROL’den,

*: p<0.05 kontralateralden farki gosterir.

4.2. Testis Dokusunda Kaspaz-3 Aktivitesi

Detorsiyonun 4. ve 24. saatlerinde ¢ikarilan testis dokularindaki kaspaz-3
aktiviteleri Tablo 6’da sunulmaktadir.

Detorsiyonun 4. saatinde c¢ikarilan ipsilateral testis dokularinin kaspaz-3
aktivite ortalamalar1 birbirinden faklilik gdsterirken (p=0.001) kontralateral
testislerde farklilik gdzlenmedi. Ipsilateral testislerin kaspaz-3 aktivitesi ortalamalari,
Sham ve ROL gruplarinda birbirinden farkli bulunmadi. T/D ve ROL+T/D
gruplarinin ortalamalart Sham (sirasiyla p=0.002, p=0.003) ve ROL (sirasiyla
p=0.002, p=0.003) gruplarina gore yiiksek bulundu. T/D grubunun ipsilateral
testislerinin kaspaz-3 aktivite ortalamasi ise kontralateral testislere gore yiiksek
bulundu (p=0.028) (Tablo 6).

Detorsiyonun 24. saatinde c¢ikarilan ipsilateral testis dokularimin kaspaz-3

aktivite ortalamalari birbirinden faklilik gosterirken (p=0.001) kontralateral testisler
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arasinda farklilik gozlenmedi. Ipsilateral testislerin kaspaz-3 aktivite ortalamalari
degerlendirildiginde, T/D grubunun degeri ROL grubuna gore yiiksek bulundu
(p=0.004). ROL+T/D grubunun ortalamasmin T/D (p=0.004) ve ROL (p=0.004)
gruplarina gore yiiksek oldugu gorildi. T/D (p=0.028) ve ROL+T/D (p=0.046)
gruplarinin ipsilateral testislerinin kaspaz-3 aktivite ortalamalar1 kontralateral

testislere gore de yiiksek bulundu (Tablo 6).

Tablo 6. Detorsiyonun 4. ve 24. saatlerinde ¢ikarilan ipsilateral ve kontralateral

testislerde kaspaz-3 aktiviteleri.

Testislerin Kaspaz-3 Aktivitesi (nmol/mg protein)

Gruplar 4., Saat 24. Saat
ipsilateral Kontralateral ipsilateral Kontralateral
n=7 n=7 n=6 n=6
Sham 6.29+1.180 6.85+0.644 - -
ROL 6.40+1.327 6.77+1.100 7.28+0.655 7.82+0.662
T/D 16.50+6.866 * 8.77+3.333 9.98+2.377°* 7.07+1.069
ROL+T/D 19.50+7.923 @ 8.67+3.483 25.15+14.549 bex 7.43+0.807

Veriler ortalama degerleri + standart sapma olarak sunuldu. % p<0.05 Sham’den, ®: p<0.05
ROL’den, % p<0.05 T/D’den, *: p<0.05 kontralateralden fark: gosterir.

4.3. Testis Dokusunda TNF-a ve IL-1p Diizeyi

Detorsiyonun 4. ve 24. saatlerinde cikarilan ipsilateral testis dokularindaki
TNF-a ve IL-1P diizeyleri Tablo 7°de sunulmaktadir.

Detorsiyonun 4. saatinde ¢ikarilan ipsilateral testis dokularindaki TNF-a
diizeyi ortalamalarinin birbirinden fakli oldugu bulundu (p=0.001). ipsilateral
testislerin TNF-o diizeyi ortalamalari Sham ve ROL gruplart karsilagtirildiginda
birbirinden farkli bulunmadi. T/D ve ROL+T/D gruplariin ortalamalarinin Sham ve
ROL gruplarina gore yiiksek oldugu goriiliirken; sadece ROL+T/D grubunun TNF-a
diizeyi ortalamasi Sham (p=0.002) ve ROL (p=0.006) grubundan anlamli farkli
bulundu. Benzer sekilde ipsilateral testislerin IL-1f diizey ortalamalart Sham ve ROL
gruplar1 karsilastirildiginda birbirinden farkli bulunmadi. T/D ve ROL+T/D
gruplarmin IL-1B diizey ortalamalar1 Sham grubuna gore daha yiliksek olmasina
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ragmen sadece ROL+T/D grubunun ortalamasi Sham grubunun ortalamasina gore
anlamli farkli bulundu (p=0.020) (Tablo 7).

Detorsiyon isleminin 24. saatinde c¢ikarilan ipsilateral testis dokularinin
TNF-a ve IL-1B diizeyleri ortalamalar1 gruplar karsilastirildiginda birbirinden farkli
bulunmadi (Tablo 7).

Tablo 7. Detorsiyon isleminin 4. ve 24. saatlerinde ¢ikarilan ipsilateral testislerde

TNF-a ve IL-1B diizeyleri.

TNF-a Diizeyi IL-1B Diizeyi
Gruplar (pg/mg protein) (pg/mg protein)
4. Saat 24. Saat 4. Saat 24, Saat
n=7 n=6 n=7 n=6
Sham 88.71£13.000 - 62.71+ 9.178 -
ROL 113.29£15.074 142.83+£5.913 69.86+18.151 62.67+18.107
T/D 140.43+£39.887 151.67+30.369 80.86+24.293 77.83+20.094

ROL+T/D  160.29+26.998 %  107.83+48.701 87.71£20.064% 82.83+£29.294

Veriler ortalama degerleri + standart sapma olarak sunuldu. # p<0.05 Sham’den, ®: p<0.05
ROL’den farki gosterir.

4.4. Epididimal Sperm Sayim ve Motilitesi

Detorsiyonun 65. gilinlinde ¢ikarilan ipsilateral ve kontralateral kauda
epididimlerde sperm miktar1 degerlendirildi (Tablo 8). Kontralateral testislerde
sperm miktar1 gruplar arasinda farkli bulunmadigindan sadece ipsilateral testislerin
sperm motilitesi degerlendirildi (Tablo 9).

Ipsilateral kauda epididimlerde sperm ortalamalar1 gruplar arasinda
birbirinden faklilik gosterirken (p=0.001); kontralateral taraftaki ortalamalar arasinda
farklilik gozlenmedi (p=0.087). Ipsilateral kauda epididimlerdeki sperm sayimi
karsilastirildiginda, Sham ve ROL gruplari arasinda anlamli bir fark olmadig
gozlenirken; T/D ve ROL+T/D gruplarinin sperm ortalamalarinin Sham (sirasiyla
p=0.002 ve p=0.004) ve ROL (sirasiyla p=0.004 ve p=0.010) gruplarina gore diisiik
oldugu bulundu. ipsilateral kauda epididimlerdeki sperm ortalamalar1 kontralateral
tarafla karsilastirildiginda ise sadece T/D (p=0.028) ve ROL+T/D (p=0.043)
gruplarinda diisiik bulundu (p=0.028) (Tablo 8).
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Tablo 8. Detorsiyonun 65. giliniinde alinan ipsilateral ve kontralateral kauda

epididimlerden elde edilen sperm sayimu.

Sperm Sayimi

(x108/ gram epididim)

Gruplar _
Ipsilateral Kontralateral
testis testis
n=7 n=6
Sham 70.8+ 44.09 79.8 £57.18
ROL 38.3+35.27 34.8 +19.75
T/D 5.6 + 4,98%* 82.0+39.95
ROL+T/D 5.3 +8.21%* 29.3 +23.34

Veriler ortalama degerleri + standart sapma olarak sunuldu. # p<0.05 Sham’den, ®: p<0.05

ROL’den, *:p<0.05 kontralateral kauda epididimden farki gdsterir.

Detorsiyonun 65. giiniinde, ipsilateral kauda epididimlerdeki sperm motilite
yiizdeleri karsilagtirildiginda, Sham ve ROL gruplar1 arasinda anlamli bir fark
olmadigi; T/D ve ROL+T/D gruplarmin sperm motilite yiizdesinin Sham (sirastyla
p=0.004, p=0.004) ve ROL (sirasiyla p=0.004, p=0.002) gruplarina gore diisiik
oldugu; ancak T/D ve ROL+T/D gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlendi
(Tablo 9).

Tablo 9. Detorsiyonun 65. giiniinde alinan ipsilateral kauda epididimlerden elde

edilen spermlerin motilitesi.

Sperm Motilitesi

Gruplar _ (%)
Ipsilateral
Testis
n=7
Sham 60.6+23.66
ROL 50.4+ 16.43
T/D 12.6 + 14.47%
ROL+T/D 11.50 £ 12.55%

Veriler ortalama degerleri + standart sapma olarak sunuldu.  p<0.05 Sham’den, ®: p<0.05
ROL’den farki gosterir.

34



4.5. Testis Dokularinin Histopatolojik Degerlendirmesi

Detorsiyonun 24. saatinde alinan ipsilateral ve kontralateral testislerin
morfolojik gorlntiileri Sekil 9’da sunulmaktadir. Tiim gruplarin kontralateral
testislerinde (Sekil 9 E-F-G-H) normal morfolojik yap1 izlendiginden sadece
ipsilateral testislerin degerlendirilmesinde Johnsen skorlamasi kullanildi.

Ipsilateral testis dokularmin Johnsen skoru, gruplarin ortalamalar1 birbiri ile
karsilastirildiginda farklilik gosterdi (p=0.0001). Sham ve ROL gruplar1 arasinda
anlaml bir fark olmadigi; T/D ve ROL+T/D gruplarinin Johnsen skorlarinin, Sham
(p=0.002, p=0.002) ve ROL (p=0.001, p=0.001) gruplarina gore diisiik oldugu; T/D
ve ROL+T/D gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 goézlendi (Tablo 10).

Tablo 10. Detorsiyonun 24. saatinde alinan ipsilateral testislerdeki histopatolojik

hasar skorlamasi.

Johnsen Skoru

Gruplar
Ipsilateral Testis
n=7
Sham 9.66 £0.127
ROL 9.09 £0.323
T/D 6.61 £1.191 2
ROL+T/D 550+1.113%

Veriler ortalama degerleri + standart sapma olarak sunuldu.?: p<0.05 Sham’den, °: p<0.05
ROL’den farki gosterir.

Ipsilateral testis dokular1 histopatolojik olarak degerlendirildiginde; Sham
(Sekil 9A) ve ROL (Sekil 9B) grubunda normal morfoloji ve matiir spermatogenez
izlenirken; T/D grubunun testislerinde seminifer tiibiillerin kontiiriinde bozulma,
spermatogenetik seri hiicrelerinin yerlesiminde diizensizlikler, hem spermatogenetik
seri  hiicrelerinde hem de Sertoli hiicrelerinde ciddi oranda kayiplar,
vakuolizasyonlar, liimene atilmis olgunlasmamis spermatogenetik seri hiicreleri
izlenildi (Sekil 9C). ROL+T/D grubunun testis dokularinda da, T/D grubundakilere
benzer dejeneratif degisiklikler gozlendi (Sekil 9D). Tim gruplarin kontralateral
testislerinde (Sekil 9E-F-G-H) normal morfolojik yapi izlendi.
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Ipsilateral Testis Kontralateral Testis

Sekil 9. Detorsiyonun 24. saatinde ipsilateral ve kontralateral testislerin morfolojisi.
Sham, Rolipram (ROL), Torsiyon/Detorsiyon (T/D) ve ROL+T/D gruplarina ait
ipsilateral (A-B-C-D) ve kontralateral (E-F-G-H) testisler. Hematoksilen-Eozin,
Olgek gubugu: 50 um.
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4.6. Testis Dokularimin Immiinohistokimyasal Boyama Yontemi ile

Degerlendirilmesi

Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral testis dokularinda
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9
aktiviteleri degerlendirildi.

Kaspaz-3 ile Sham grubunda birka¢ hiicrede boyanma; ROL grubunda orta
siddette boyanma; T/D grubunda liimene dokiilmiis spermatogenetik seriye ait
hiicrelerde ve ROL+T/D grubunda ise 6zellikle seminifer tiibiiliin bazal kisimlarinda

ve spermatongonyum hiicrelerinde kuvvetli boyanmalar izlendi (Sekil 10).

Sekil 10. Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral testis dokularinda kaspaz-3
antikoruyla yapilan immiin boyama goriintiisii. Sham (A) grubunda birkag hiicrede
zay1f boyanma; ROL (C) grubunda orta siddette boyanma; T/D (B) grubunda liimene
dokiilmiis spermatogenetik seriye ait hiicrelerde kuvvetli boyanmalar; ROL+T/D (D)
grubunda oOzellikle seminifer tiibiiliin bazal kisimlarinda ve spermatongonyum

hiicrelerinde kuvvetli boyanmalar izlendi.
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Kaspaz-8 ile Sham ve ROL gruplarinin ipsilateral testis dokularinda
spermatositlerde belirgin boyanma; T/D ve ROL+T/D gruplarinda zayif immiin
reaksiyonlar izlendi (Sekil 11).

Sekil 11. Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral testis dokularinda kaspaz-8
antikoruyla yapilan immiin boyama goriintiisii. Sham (A) ve ROL (C) gruplarinda
ozellikle spermatositlerde boyanma izlendi, spermatogonyumlarda herhangi bir
reaksiyon gozlenmedi. T/D (B) ve ROL+T/D (D) gruplarinda zayif immiin

reaksiyonlar izlendi.
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Kaspaz-9 ile Sham ve ROL gruplarinin ipsilateral testis dokularindaki
spermatogonyumlarin ¢ogunda; T/D ve ROL+T/D gruplarinda ise spermatogonyum

hiicrelerinin bazilarinda kuvvetli boyanmalar izlendi (Sekil 12).

Sekil 12. Detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan ipsilateral testis dokularinda kaspaz-9
antikoruyla yapilan immiin boyama goriintiisii. Sham (A) ve ROL (C) gruplarinda
ozellikle spermatogonyumlarda siddetli immiin boyanma izlendi. T/D (B) ve
ROL+T/D (D) gruplarinda kuvvetli boyanma bazi spermatogonyum hiicrelerinde

izlendi, diger spermatogenetik seriye ait hiicrelerde izlenmedi.
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5. TARTISMA

Bu calismada, FDE 4 enzim inhibitorii olan rolipramin, sicanlarda tek tarafli
olusturulan deneysel testikiiler T/D hasarinda ipsilateral ve kontralateral testis ve
kauda epididim agirliklari, sperm sayis1 ve motilitesi ile testikiiler histopatolojik
hasara olan etkileri, hasarin olusumuna katkisi oldugu bildirilen proinflamatuvar
TNF-a ve IL-1p gibi sitokinler ve apoptotik yolaklar {izerinden arastirilmistir.

T/D uygulamasimnin ipsilateral tarafta, detorsiyonun 4. saatinde kaspaz-3
aktivitesinde artigsa; detorsiyonun 24. saatinde testislerin agirligt ve Johnsen
skorlamasinda azalmaya, kaspaz-3 aktivitesinde artisa, spermatogonyumlarda
kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile immiinohistokimyasal kuvvetli boyanmaya; detorsiyonun
65. giliniinde testis agirliklarinda, sperm sayis1 ve motilitesinde azalmaya neden
oldugu belirlendi. T/D uygulamasi kontralateral taraftaki testislerde herhangi bir
degisiklige neden olmadi. Detorsiyon Oncesi rolipram uygulanmasinin, azalan testis
agirligimi Sham grubuna geri dondiirdiigli; bununla birlikte kaspaz-3 aktivitesi,
Johnsen skorlamasi, sperm sayis1 ve motilitesi lizerine etkisi olmadigi belirlendi.
ROL+T/D grubunda detorsiyonun 24. saatindeki kaspaz-3 aktivitesindeki artisin T/D
grubundan anlamli olarak daha fazla oldugu; detorsiyonun 4. saatinde TNF-o ve
IL-1B diizeylerinin T/D grubunda anlamli artig géstermemesine ragmen ROL+T/D
grubunda anlaml artis gdsterdigi bulundu.

Torsiyona ugrayan ve iskemik hale gelen bir testis dokusunun kalic1 hasar
gormesini Onlemek i¢in torsiyonun en kisa siirede diizeltilmesi gerekmektedir. Bir
saatlik iskemi sonucu spermatogenez zarar gorebilmekte ve siire uzadikca testisteki
hasarin siddeti artmaktadir. Torsiyondan sonra 10 saat boyunca iskemik kalan testiste
kan dolagiminda %80 oraninda tikaniklik meydana gelirken bu siire 24 saati bulursa
testis geri doniisiimsiiz olarak hasarlanmaktadir (149). Ancak, kan akisinin yeniden
saglandig1 reperfiizyon evresinin de iskemi hasarini siddetlendirdigi bilinmektedir.
I/R olay1, spermlerin sayisi ve niteliginde degisiklige neden olmakta, spermatogenezi
olumsuz etkilemektedir (6). Hekimoglu ve arkadaslar1 ¢alismalarinda (75) 1 saatlik
iskemi sonrasi reperfiizyonun 30. giiniinde sperm konsantrasyonunda ve sperm
motilitesinde azalma ile anormal sperm oraninda artma gézlemlemislerdir. Fuse ve
arkadaslar1 (150) I/R’yi takiben kauda epidimlerdeki sperm sayisinin 8, 16 ve 24.
haftalarda; sperm motilitesinin de 8. ve 16. haftalarda azaldiginm tespit etmislerdir.

Zhang ve arkadaslari (65) calismalarinda reperfiizyonun 30. giiniinde sperm
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tiretiminde azalmanin yani sira testis agirliklarinda da azalma izlemislerdir. Bizim
calismamizda, detorsiyonun 65. giiniinde testis ve kauda epididimlerin agirligi,
sperm sayilar1 ve motiliteleri degerlendirildiginde, onceki ¢alismalara benzer olarak
testis agirliklarinda, sperm sayilarinda ve motilitelerinde azalmalar gézlendi.
Testislerden birinde torsiyon gergeklesmesinin karsi testiste de hasari
indiikledigi konusunda halen farkli goriisler mevcuttur. York ve Drago, siganlarda
tek tarafli torsiyonun kontralateral testiste ortalama seminifer tiibiil capinda azalmaya
neden oldugunu belirlemistir (151). Bazi arastirmacilar kan akiminda meydana gelen
degisikliklere bagli olarak sempatik sistemin refleks aktivasyonu (32), antisperm
antikorlarinin olugsmasi (31), immiinolojik mekanizmalar (27) gibi nedenlerle karsi
testiste hasar meydana gelebilecegini savunmuslardir. Rodriguez ve arkadaslar (27)
sicanlarin sol testislerini 720° torsiyone etmis ve 10, 30 ve 80 giin sonra aldiklart
kontralateral testisleri histopatolojik hasar ve apoptozis agisindan degerlendirmisler;
torsiyondan 10 giin sonra alinan siganlarin kontralateral testis orneklerinde hasar
goriilmezken 30 gilin sonra alinan Orneklerin %44.8’inde, 80 giin sonra alinan
orneklerin ise %25’inde hasar tespit edilmistir. Bu sonuglar detorsiyonun
baslangicinda kontralateral tarafta hasar gézlenmeyebilecegini, hasar gozlendikten
sonra da zaman igerisinde lezyonlarin geriye donebilecegini diisiindiirmektedir.
Bizim ¢alismamizda, detorsiyonun 4. ve 24. saatlerinde, ipsilateral testislerin
kaspaz-3 aktivite ortalamalar1 kontralateral testislerinkiler ile karsilastirilmistir.
Detorsiyonun 4. saatinde, T/D ve ROL+T/D gruplarinin kaspaz-3 aktivite
ortalamalar1 kars testislere gore yiiksek bulunmasina ragmen sadece T/D grubuna ait
olan yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Detorsiyonun 24. saatinde ise
hem T/D hem de ROL+T/D gruplarimin aktivitelerindeki yiikseklik karsi testislere
gore istatistiksel olarak anlamlilik gdstermistir. Ayrica, detorsiyonun 24. saatinde
cikarilmis olan kontralateral testislerin hepsinde normal histolojik yap1 gozlenmistir.
Detorsiyonun 4. saatinde, ipsilateral ve kontralateral testis agirliklar1 ortalamalar
gruplar arasinda birbirinden farkli bulunmaz iken detorsiyonun 24. saatinde sadece
T/D grubunda ipsilateral testislerin agirliklariin ortalamalarinin kars1 tarafa gore
anlamli olarak diisiik oldugu bulundu. Detorsiyonun 65. gliniinde ise T/D grubundaki
ipsilateral testislerin ve kauda epididimlerin agirlik ortalamalari kontralateral
testislere gore diisiik bulunmustur; ancak ROL+T/D grubunun ipsilateral taraftaki
testis ve kauda epididim agirliklarimin ortalamalar1 karsi tarafa gore disiik

bulunmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli degildir. Ipsilateral kauda
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epididimlerdeki sperm miktar1 ortalamalar1 kontralateral tarafla karsilastirildiginda
ise sadece T/D ve ROL+T/D gruplarinda diisiik bulunmustur. Bu sonuglara gore,
calismamizda tek tarafli 3 saat siireyle uygulanan torsiyon sonrasi detorsiyonun 4. ve
24. saatinde ve 65. giinlinde kontralateral testislerin hasardan etkilenmedigini
sOyleyebiliriz.

Calismamizda kullandigimiz rolipram, FDE 4 enziminin spesifik
inhibitoriidiir ve bu enzimi inhibe ederek cAMP’nin 5’AMP’ye doniisiimiini
engeller. Boylece hiicre i¢ci cAMP seviyesi yiiksek kalir (16). Rolipram antidepresan
olarak kesfedilmis olmasina ragmen (125) yapilan ¢alismalarda antiinflamatuvar
(140), antioksidan (152) ve antikarsinojenik (153) etkilerinin de oldugu
gosterilmistir. FDE enzimleri kalp, beyin, akciger, testis ve diger pek ¢ok organda
yerlesim gostermektedir. Memelilerin testis dokusunda Sertoli hiicreleri, pakiten
spermatositler ve yuvarlak spermatidlerde FDE 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10 ve 11’in varlig1
belirlenmistir. FDE 4 ise testiste bilinen baglica diizenleyici FDE alt iiyesidir. FDE
enzimleri spermatozoonlarda farkli yerlesimler gosterirler, boylece farkli cAMP
havuzunun regiilasyonu ile sperm fonksiyonun selektif modiilasyonuna imkan
saglamis olurlar (104). Fisch ve arkadaslar1 (154) insan sperm hiicrelerinde FDE 4
ve FDE 1 inhibisyonuyla sirasiyla sperm motilitesinin arttigint ve akrozom
reaksiyonunun uyarildigini gézlemlemislerdir. Baxendale ve arkadaslari  (155)
rolipram ve FDE 1 inhibitorii 8-metoksimetil-3-izobutil-1-metilksantinin (MMPX)
farelerin  spermlerinde cAMP’yi artirdigini; sadece rolipramin  spermlerin
kapasitasyonunu ve in vitro lireme yetenegini uyardigini tespit etmislerdir. Bu
durumun FDE 4 enziminin hem bas hem de kuyruk kisminda, FDE 1’in ise spermin
sadece kuyruk kisminda yer almasindan kaynaklandigini ileri stirmiislerdir. Yukarida
bahsedilen ¢alismalar her ne kadar FDE 4’{in testislerde Sertoli hiicreleri, spermatosit
ve spermatidlerde yer aldigini, artan cAMP seviyelerinin sperm motilitesi lizerinde
belirleyici olabilecegini ifade etse de bizim ¢alismamizda, detorsiyon 6ncesi rolipram
tedavisi T/D’ye bagh azalan sperm miktar1 ve motilitesi iizerinde herhangi bir
diizelmeye neden olmamastir.

Calismamizda kullandigimiz rolipram literatiirde antiinflamatuvar o6zelligi
one cikmaktadir ve patogenezinde inflamasyon olan pek c¢ok hastalikta faydali
etkileri oldugu bildirilmektedir. Hartmann ve arkadaslari (145) disi farelerde
inflamatuvar kolit modeli olusturmus ve rolipramm 10 mg/kg dozunda kolonda

TNF-o  konsantrasyonunu baskiladigin1  gostermislerdir.  Cesitli  organlarda
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olusturulan /R hasar1 modellerinde, rolipramin hasar1 azaltici etkilerinden
bahsedilmektedir. Kyoi ve arkadaslar1 (146) sigan midelerinde 30 dakikalik iskemi
ve 60 dakikalik reperfiizyon gerceklestirmisler ve iskemiden once hayvanlara oral
0.1 ve 0.3 mg/kg dozlarinda uygulanan rolipramin gastrik hasari, gastrik mukozadaki
TNF-a konsantrasyonunu ve hasarli alanda nétrofil birikiminin indirekt gostergesi
olan miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini azalttigini1 tespit etmislerdir. Souza ve
arkadaglar1 ¢alismalarinda (17) rolipramin ve anti-TNF-a antiserumunun siiperior
mezenterik arter I/R hasarinda lokal ve sistemik etkilerini degerlendirmisler;
rolipramin barsak ve akcigerlerde vaskiiler permeabiliteyi ve notrofil birikimini
inhibe ettigini, intestinal hemorajiyi azalttigini bildirmislerdir. Ayrica, reperfiizyonun
sonunda serum, bagirsak ve akciger dokularinda TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-10 sitokin
diizeylerini 6l¢miisler; rolipramin akciger ve ince bagirsak dokularindaki TNF-o’y1
tamamen, serumdaki TNF-o’y1 kismen (%57) inhibe ettigini gostermislerdir. Ayni
calismada rolipram serum, akciger ve bagirsak dokularinda artan IL-1p, IL-6 ve
IL-10 artiglarim1 da 6nlemistir. Kraft ve arkadaslar1 (20) farelerde olusturduklar1 inme
modelinde fokal serebral iskemiden 2 saat sonra hayvanlara 10 mg/kg dozda
rolipram uygulamislar, infarkt voliimiiniin %50 oraninda azaldigimi ve daha az
noronda apoptozis oldugunu gozlemislerdir. Rolipram tedavisi iskemiden sonra
beyine go¢ eden notrofil sayisinda azalma, noronlart iskemik hasardan koruyan
timor biiyiime faktorii beta-1 (TGFB-1) diizeylerinde ise artisa neden olmustur.
Rolipramla tedavi edilen farelerde daha az IL-1p ve TNF-a eksprese edilmistir. Bu
calismalarin aksine, Bielokova ve arkadaslar1 (136) tarafindan yapilan faz I/II klinik
bir ¢alismada, multiple skleroz hastalifinda rolipramin antiinflamatuvar etkinligi
aragtirtlmis ve rolipramin beyin dokularinda inflamatuvar aktiviteyi azaltmasi
beklenirken manyetik rezonans goriintiilemelerde kontrast madde tutan lezyonlarin
artisina  neden oldugu gozlenmistir. Bizim calismamizda da, rolipramin
proinflamatuvar sitokinleri artirarak benzer sekilde inflamatuvar aktiviteyi artirdigini
belirledik. T/D grubunun ipsilateral testislerinde detorsiyonun 4. saatinde TNF-a ve
IL-1pB diizeylerinin ylikselmekle birlikte Sham grubuna gore anlamli farkli olmadig:
fakat rolipram o6n tedavisi alan T/D grubunda TNF-a ve IL-1B diizeylerindeki artisin
anlamli oldugu bulundu. Bu ¢alismada rolipramin T/D uygulanmaksizin tek basina
verilmesi durumunda TNF-a ve IL-1p diizeylerini anlamli olarak yiikseltmemesi,
rolipramin testis T/D’ye bagl I/R hasarinda proinflamatuvar sitokinlerin seviyesinde

artisa neden oldugunu diisiindiirmektedir.
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Calismamizda  apoptotik  yolaklar  iizerinde  rolipramin  etkilerini
degerlendirmek amaciyla, detorsiyonun 24. saatinde gruplarin testis dokularinda
kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri i¢in immiinohistokimyasal boyama islemi
yapilmistir. Apoptotik hiicre 6liimii, TNF-a ve Fas ligand gibi 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu ile ekstrensek yolak vasitasiyla ve/veya mitokondriden sitokrom c
salmmmi ile intrensek yolak vasitasiyla gergeklesmektedir. Ekstrensek yolagin
baslaticis1 kaspaz-8 veya intrensek yolagin baslaticis1 kaspaz-9’un aktivasyonu her
iki yolak igin ortak uygulayict olan kaspaz-3’i aktive etmektedir (94). Deneysel
olarak olusturulan I/R calismalarinda, apoptozisin gdstergesi olarak genelde ortak
yolak olan aktif kaspaz-3 degerlendirilmektedir. Ote yandan, kaspaz-3’iin
aktivasyonunda artis goriilmesi, ekstrensek ve intrensek yolagin her ikisinin
uyarilmasi araciligiyla da meydana gelebilecegi icin apoptotik hiicre 6liimiiniin hangi
yolla gerceklestigi hakkinda bilgi vermemektedir. Testis dokusunda apoptozis,
normalde spermatogenezis esnasinda spontan olarak gergeklesmekte ve saglikli bir
testikiiler olgunlasmay1 saglamaktadir. Erken apoptozis dalgasi olarak da ifade edilen
bu fizyolojik apoptozis, spermatogenezin ilk fazinda ve yogun sekilde goriilmektedir.
Spermatogenezin bu evresinde germ hiicrelerinin %80’i elimine edilmekte, Sertoli
hiicrelerinin sayist ise degismemektedir. Bu sekilde germ hiicreleri ve Sertoli
hiicrelerinin sayisal oraninda denge kurulmasi testis farklilagmasi siirecinde kritik
oneme sahiptir. Spermatogonialarla sinirli degildir; aksine daha ¢ok spermatositleri
etkiledigi bildirilmektedir (156). Toksinler, kriptorsidizm, varikosel olusumu gibi
cesitli patolojik durumlarda da testis dokularinda apoptotik hiicre olimi
gerceklesmektedir. Yapilan ¢aligmalar reperfiizyondan sonra kan akis1 geri donse
bile germ hiicre apoptozisi nedeniyle spermatogenezde kalict kayip meydana
geldigini gdstermektedir (157). Son yillarda, I/R hasarinda apoptotik hiicre liimiiniin
onemli rolii oldugu ortaya konulmustur (11-14). Shiraishi ve arkadaslari (13) 6
saatlik iskemi sonrasinda hiicre 6demi, membran bozulmasi, sitozoliin eozinofilik
degisimi gibi nekrotik degisimlerin indiiklendigini; niikleer kondensasyon ve
fragmantasyon gibi apoptotik degisikliklerin ise sadece reperfiizyon sonrasinda
indiiklendigini bildirilmiglerdir. Germ hiicre apoptozisi testiste oksidatif hasarin
artmas1 ve 16kositlerin diapedezi sonucu uyarilmaktadir (36). Testikiiler i/R olayinda,
asirt ROS iiretimi sonucu, MAPK ve inflamatuvar yolak aktive olur ve apoptozisde
artis goriiliir (52). Apoptozis sonucu da testikiiler atrofi gelisir, spermatogenez

bozulur (36). Calismamizda detorsiyonun 65. giiniinde ipsilateral testislerin
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agirliklarinda anlamli azalma ile testislerin atrofiye ugradigi ve detorsiyonun 24.
saatinde T/D grubundaki testislerde seminifer tiibiillerin kontiiriinde bozulma,
spermatogenetik seri hiicrelerinin yerlesiminde diizensizlikler, hem spermatogenetik
seri hem de Sertoli hiicrelerinde ciddi oranda kayiplar, vakuolizasyonlar, liimene
atilmis olgunlagsmamis spermatogenetik seri hiicreleri tespit edilmistir. Rolipram ile
tedavi edilen T/D grubunda testikiiler atrofi gozlenmezken testis dokularinda
dejeneratif degisiklikler goriilmiistiir.

Testis I/R hasarinda apoptotik yolaklardan hangisinin aktif oldugu ile ilgili
yaptigimiz literatlir taramasinda farkli sonuglarla karsilastik. Cayli ve arkadaglari
(158) galismalarinda siganlarin testislerinde 2 saatlik iskemiden sonra reperfiizyonun
12. saatinde aktif kaspaz-3, aktif kaspaz-9, BAX diizeylerinde upregiilasyon
oldugunu; Bel-2 proteininde ise downregiilasyon oldugunu gozlemislerdir. Lysiak ve
arkadaglar1 (159) farelerin testisinde 2 saatlik iskemiden sonra reperfiizyonun 4.
saatinde ROS’ta artis oldugunu, 24. saatte ise mitokondriyal sitokrom c¢’nin
sitoplazmaya salindigin1 tespit etmislerdir. Buna paralel olarak, sitoplazmadan
mitokondriye BAX ve kaspaz-2 translokasyonunun gerceklestigi ve testikiiler germ
hiicrelerindeki aktif kaspaz-3’tin arttigin1 da ileri siirmiiglerdir. Kaspaz-9’un inhibe
edilmesi ile aktif kaspaz-3’te ve apoptozise ugrayan germ hiicre miktarinda azalma
oldugu; kaspaz-8’in inhibibisyonu ile apoptozisde anlamli bir azalma olmadigi
bildirilmistir. Lysiak ve arkadaslar1 bu ¢alismada testiste apoptotik hiicre 6liimiiniin
mitokondriyal yolak aracili gerceklestigini ileri siirmiislerdir. Aydos ve arkadaslar
(160) sigan testis dokularinda 2 saatlik iskemiyi takiben 4 saatlik reperfiizyon ile I/R
hasar1 olusturmuglardir. Reperflizyon sonrasi ¢ikarilan testis dokularinda TNFR-1
aktivitesinde artig tespit etmelerine ragmen, TNF-a aktivitesinde artis
gozlememislerdir. Ayrica, testis dokularmin immiinohistokimyasal boyanmasi
sonucu kaspaz-3 ile spermatogonia ve spermatositlerde ve kaspaz-8 ile interstisyel
doku, spermatogonia ve spermatositlerde pozitif boyanmalar tespit etmislerdir. Ayni
calismada, testis dokularinda sitokrom c i¢in pozitif boyanma olmamasi da,
aragtirmacilara I/R hasarina ekstrensek yolagin aracilik ettigini diisiindiirmiistiir.
Giltekin ve arkadaslar1 (161) sican testislerine 4 saat uygulanan torsiyon sonrasi
detorsiyonun 24. saatinde ¢ikarilan testislerde, hem kaspaz-8 hem de kaspaz-9’un
boyanma siddetini artmig olarak saptadiklarindan T/D olaymin intrensek ve
ekstrensek yolaklar1 aktive edebilecegini bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda,

T/D’den 24 saat sonra ¢ikarilan testis dokulart immiinhistokimyasal olarak
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degerlendirildiginde, kaspaz-9 ile spermatogonyumlarin bazilarinda kuvvetli
boyanma izlenirken, kaspaz-8 ile zayif boyanma ve kaspaz-3 ile limene dokiilen
spermatogenetik seriye ait hiicrelerde kuvvetli boyanmalar tespit edilmistir.
Calismamizin sonuglari, sigan testikiiler T/D hasarinda, Lysiak ve arkadaslarinin
caligmalarina benzer sekilde, intrensek yolak aktivasyonuna bagli apoptotik yolagin
daha aktif oldugunu diisiindiirmektedir. Sham ve ROL grubunda kaspaz-8 ile
spermatositlerde gozlenen kuvvetli boyanma normal spermatogenez siirecindeki
erken apoptozis gibi diisiiniilebilir (98). T/D grubunda kaspaz-8 ile zayif immiin
boyanmalarin goriilmesi ise T/D olayinin normal spermatogenezis siirecindeki
kaspaz-8 aracili ektrensek yolagi inhibe ediyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Rolipramin germ hiicrelerini apoptozisten korudugunu gosteren calismalar
bulunmaktadir. Lee ve arkadaslar1 (162) irradyasyon uygulamas: sonrasi farelere
rolipramut 1.p. olarak 1.25 mg/kg dozda, giinde 2 defa 5 giin boyunca uygulamislardir.
Rolipram, irradyasyona bagli 12. saatte gelisen apoptozise karsi germ hiicrelerini
korumustur. Irradyasyondan 35 giin sonra azalan testis agirliklarini artirmustir.
Radyasyonun neden oldugu sperm sayis1 ve motilitesindeki azalmalar1 ve testikiiler
morfolojik degisiklikleri diizeltmis, seminifer tiibiillerin yenilenmesi ve kok
hiicrelerin yasam siireleri iizerinde olumlu etkiler sergilemistir. Arastirmacilar,
rolipramin bu koruyucu etkilerinden CREB aktivasyonunun sorumlu oldugunu
bildirmislerdir. Rolipram ile yapilan baska bir ¢calismada ise Ramezani ve arkadaslari
bu ilacin insan glioblastoma kok-hiicre benzeri hiicrelerde bevacizumabin neden
oldugu hiicre 6liminii artirdigini bildirmislerdir (153). Rolipramin bevacizumab ile
kombine kullanilmasi durumunda, serbest VEGFa diizeylerinde azalma, p53 ve
boliinmiis kaspaz-3 miktarlarinda artislar yaptigi gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda
rolipram ile tedavi ettigimiz ROL+T/D grubunda, kaspaz-3 ile 6zellikle seminifer
tiibiiliin bazal kisimlarinda ve spermatongonyum hiicrelerinde kuvvetli; kaspaz-8 ile
zayif; kaspaz-9 ile ise spermatogonyum hiicrelerinin bazilarinda kuvvetli boyanmalar
izlenmistir. Rolipram tedavisi alan T/D grubunda da benzer immiinohistokimyasal
boyanmalarin gézlenmesi, detorsiyonun 4. ve 24. saatinde spektrofotometrik
yontemle Olgiilen kaspaz-3 aktivitesinin gruplar igerisinde ROL+T/D grubunda en
yiiksek diizeyde 6lgiilmesi, rolipramin testikiiler T/D hasarinda aktive olan apoptotik
yolaklar1 baskilamadigin1 gostermektedir.

Sonug olarak, T/D hasarinda detorsiyon oncesi uygulanan rolipram tedavisi,

histopatolojik hasar ile sperm sayist ve motilitesi ilizerine koruyucu etkiler
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gostermemistir. T/D hasarinda, rolipramin TNF-a ve IL-1f diizeylerini artirdigt ve
aktive olan intrensek apoptotik yolagin baglaticis1 kaspaz-9’u inhibe edemedigi
anlasilmaktadir. Bu sonuglara gore, testis T/D hasarinda rolipram ile yapilan FDE 4
enzim inhibisyonunun koruyucu etki i¢in yeterli olmadig1 goriilmekle beraber bu

konuda daha ayrintili ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda T/D uygulamasi, sicanlara abdominal insizyon sonrasi sag

testisler disar1 ¢ikarilarak spermatik kord saat yoniinde 720° dondiiriiliip batina

sabitlendikten 3 saat sonra, korda detorsiyon uygulanmasi sonrasi testisler skrotuma

yerlestirilerek tamamlandi. FDE 4 enzim inhibitorii rolipramin (10 mg/kg 1.p.)

detorsiyondan 15 dakika Once verilmesinin, iskemi uygulanan ipsilateral ve

uygulanmayan kontralateral testislerdeki histopatolojik hasar, sperm miktar1 ve

motilitesi lizerine etkileri, apoptotik yolaklar ve proinflamatuvar sitokinler olan

TNF-a ve IL-1 lizerine etkileri arastirilmigtir.

1.

Detorsiyonun 4. saatinde T/D grubunun TNF-a ve IL-1p diizeylerinde
artis olmakla birlikte anlamli diizeyde olmadigi; ROL+T/D grubunda ise
bu artisin anlamli oldugu belirlenmistir. Detorsiyonun 24. saatinde
olgiilen TNF-a ve IL-1B diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir.

Detorsiyonun 4. ve 24. saatlerinde T/D ve ROL+T/D gruplarinin
ipsilateral testislerinde kaspaz-3 aktivitesinde anlamli artis oldugu
belirlenmistir. Detorsiyonun 24. saatinde ROL+T/D grubunun kaspaz-3
aktivitesi T/D grubuna gore de anlamli artisa neden olmustur.
Detorsiyonun 24. saatinde yapilan histolojik incelemede, T/D ve
ROLA+T/D gruplarinin testis dokularinda benzer dejenaratif degisiklikler
yaptig1 ve hasar skorlamasinda kullanilan Johnsen skorunda her iki grupta
da anlamli azalma gozlenmistir.

Detorsiyonun 24. saatinde testis dokularinda immiinohistokimyasal
boyama yontemi ile kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri
degerlendirilmis olup kaspaz-3 ile T/D grubunda liimene dokiilmiis
spermatogenetik seriye ait hiicrelerde, ROL+T/D grubunda o&zellikle
seminifer tiibiiliin bazal kisimlari ve spermatongonyum hiicrelerinde
kuvvetli boyanmalar; kaspaz-8 ile T/D ve ROL+T/D gruplarinda zayif
boyanmalar; kaspaz-9 ile ise T/D ve ROL+T/D gruplarinda bazi
spermatogonyum hiicrelerinde kuvvetli boyanmalar izlenmistir.
Detorsiyonun 65. giiniinde, T/D grubunun testis agirliklarinda, sperm

sayist ve sperm motilitesinde azalmalar oldugu; ancak rolipram
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tedavisinin testis agirligindaki azalmayi1 6nlemekle birlikte sperm sayisi
ve motilitesinde gozlenen azalmay1 6nlemedigi belirlenmistir.
Kontralateral testisler, ¢alismamizda olusturdugumuz I/R hasarindan
etkilenmemistir.

Calismamizda testikiiler T/D hasar1 iizerine etkilerini arastirdigimiz
FDE 4 enzim inhibitori rolipram, T/D sonrast TNF-a ve IL-1P
diizeylerinde artisa neden olurken; T/D’ye baglh kaspaz-3 aktivitesi ile
kaspaz-3 ve kaspaz-9 germ  hiicrelerindeki immiin  boyanmayzi,
histopatolojik hasar ile sperm miktar1 ve motilitesindeki azalmalar1 geri

dondiirememistir.
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