T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK CERRAHISI ANABILIM DALI

DENEYSEL ORSIT MODELINDE KONTRALATERAL
TESTISTE ANTISPERM ANTiKORA BAGLI DEGISIMLERIN
VE P/E SELEKTIN BLOKAJININ KORUYUCU ETKINLIGININ
DEGERLENDIRILMESI

Dr. Ozkan CESUR

UZMANLIK TEZi

KIRIKKALE
2011



T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK CERRAHISI ANABILIM DALI

DENEYSEL ORSIT MODELINDE KONTRALATERAL
TESTISTE ANTISPERM ANTiKORA BAGLI DEGISIMLERIN
VE P/E SELEKTIN BLOKAJININ KORUYUCU ETKINLIGININ
DEGERLENDIRILMESI

Dr. Ozkan CESUR

UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
Yrd. Do¢. Dr. M. Kemal ASLAN

KIRIKKALE
2011



KIRIKKALE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
GCOCUK CERRAHISi ANABILiM DALI

Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali uzmanhk programi gergevesinde
yuritilmis olan bu calisma, asagidaki jiri tarafindan UZMANLIK TEZi

olarak kabul edilmigtir.

Tez Savunma Tarihi: 29.07.2011

Dog. Dr. Tutku SOYER
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Cerrahisi A.D. Bagkani

Juri Bagkani
Yrd. Dog. Dr. M. Kemal ASLAN Yrd. Dog. Dr. Sebnem K. AYVA
Kirikkale Universitesi Tip Fakuiltesi Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Cerrahisi A. D. Patoloji A. D.

Uye Uye



1

TESEKKUR

Egitimim sUresince engin bilgi, deneyim ve yardimlariyla teorik ve
pratik acidan en iyi sekilde yetismemi saglayan, bilimsel agidan
yonlenmemde emek harcayan, asistani olmaktan her zaman onur duydugum
ve daima onur duyacagim saygi deger hocam Prof. Dr. A. Murat CAKMAK’a
tesekkurlerimi sunarim.

Egitimimde bilgi ve deneyimlerini esirgemerek, sabirla, guler yuzu ile
destek olan degerli hocam, Dog¢. Dr. Tutku SOYER’e tesekkiir ederim.

Bilgi ve deneyimlerinden yaralandigim, emeklerini esirgemeyen degerli
hocam Yrd. Dog. Dr. Mustafa Kemal ASLAN’a tesekklr ederim.

Tezimin histopatolojik degerlendiriimesini yapan degerli hocam
Kirikkale Universitesi Tip Fakdiltesi Patoloji A.D. Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr.
Sebnem Kipana AYVA'ya tesekklr ederim.

Bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen dederli hocam Yrd. Dog¢. Dr. Mine
F. SENYUCEL'e tesekkiir ederim.

Tezimin biyokimyasal degerlendiriimesini yapan deg@erli hocam
Kirikkale Universitesi Tip Fakultesi Biyokimya A.D. Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Ucler KISA’ya tesekkir ederim.

Birlikte c¢alismaktan buydk mutluluk duydugum sevgili asistan
arkadaslarim Hulya Akman, Murat Kaya, K. Oymen Hancerliogullari ve Feyza
Turkmen’e; hemsire arkadaslarima ve tum hastane personelimize tesekkur
ederim.

Yasamlarinin  her aninda bana emek verip 06rnek olan,
esirgeyiciliklerini her zaman hissettigim sevgili annem ve babama; canim

kardeslerime tesekkur ederim.



1i1

OZET

Cesur O. Deneysel orsit modelinde kontralateral testiste
antisperm antikora bagh degisimlerin ve P/E-selektin blokajinin
koruyucu etkinliginin degerlendirilmesi. Kirikkale Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali Uzmanlik Tezi, Kirikkale, 2011.

Orsitte antimikrobiyal tedavinin ve noétrofil infiltrasyonuna neden olarak
kan testis bariyerinin bozulmasina neden olan P/E-selektinin blokajinin
kontralateral testis hasarini Oonlemede etkinligini degerlendirmek Uzere
deneysel bir calisma yapiimigtir.

Her grupta 6 adet siganin kullanildigi 6 grup olusturuldu. Kontrol
grubunda (KG) testisler ¢ikarilirken, sham grubunda testislere (SG) 1 ml SF
enjeksiyonu yapildi. Orsit grubu (OG) sa§ testise 0.1 ml 10° cfu/ml E.Coli (0:6
strain) ve 1 ml SF enjekte edilerek elde edildi. Antimikrobiyal tedavi grubuna
(AG) orsit olusturulduktan 24 saat sonra siprofloksasin (50 mg/kg,im) yapildi.
P/E-selektin blokaj grubuna (PESG) P/E-selektin antikoru (100 microrg-
mixture, IM). Son tedavi grubunda (TG) orsit sonrasi hem siprofloksasin hem
de P/E-selektin antikoru verildi. Antibiyotik verilen gruplarda tedaviye 14 gln
devam edilip 0 ve 14. glnlerde antisperm antikor (ASA), P-selektin ve E-
selektin icin serum 6rnegdi alindi. Cosentino ve Johnsen skorlar ile testikuler
hasari degerlendiriimek Uzere 14. gunin sonunda sad ve sol testisler
cikarildi. Orsit olusturulan tim gruplarda (OG, AG, PESG ve TG) SG'ye
oranla 14. guinlerde ASA dlzeylerinde anlamli artis saptandi (p<0.05). TG'de
ASA dizeylerinin AG’ye gore azaldigi (p<0.05), ancak PESG grubunda
benzer azalmanin gézlenmedigi izlendi (p>0.05). Histopatolojik incelemede
sag testiste AG ile OG arasinda anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05). TG
ve PESG’de ise OG’ye oranla lenfosit sayilarinda azalma olurken Johnsen
skorlari ise artmis bulunmustur (p<0.05). Gruplarda sag ve sol testisler
kargilastirildiginda yalniz AG ve OG’de kontrlateral testiste Johnsen skorlari
artmis bulunmustur (p<0.05). P/E-selektin blokaji antimikrobiyal tedavi ile

birlikte verilmesi durumunda ASA olusumunu azaltmaktadir.



v

P/E-selektin blokaji yapilmayan gruplarda kontralateral testiste orsit
olan tarafa gore histopatolojik hasarda artig gdzlenmektedir.



ABSTRACT

Cesur O. Evaluation Of Alterations Due To Antisperm Antibody In
Contrlateral Testis And Protective Effect Of P/E-Selectin Blockage In
Experimental Orchitis. Kirikkale University, Medical Faculty, Kirikkale,
2011.

An experimental study was performed to evaluate the efficacy of
antimicrobial theraphy and preventive effect of p/e-selectin blockage (a cause
of blood testicle damage due to neutrophyl infiltration) in contralateral testis in
experimental orchitis.

The 6-group covering each group of 6 rats was created. When the
control group (CG), the testes removed, 1 ml saline was injected in the sham
group (SG). Orchitis group (OG) was obtained by injecting 0.1 ml 10° cfu/ml
E.Coli (0:6 strain) and 1 ml saline in the right testis. In antimicrobial treatment
group (AG), the ciprofloxacin (50 mg / kg, Im) were given 24 hours after
orchitis. In P/E-selectin blockade group (PESG), P/E-selectin antibody (100
microrg-mixture, IM) were given. In the last treatment group (TG), antibiotics
were given as well as P/E-selectin antibody. In the groups which received
antibiotic treatment, serum samples for antisperm antibody (ASA), P-selectin
and E-selectin for in were taken on the 0. and 14. day, when the treatment
were proceed for 14 days. The right and left testes were removed at the end
of 14. day, to evaluate Johnsen score and testicular damage.

In OG, AG, PESG ve TG, ASA levels were significantly increased
when compared to SG at day 14 (p<0.05). In TG, ASA levels were decreased
with respect to AG (p<0.05), however PESG did not cause similar decrease
(p>0.05). Histopathologic evaluation showed no difference between AG and
OG in right testicle (p>0.05). In TG and PESG, lymphocyte numbers were
decreased and Johnsen scores were decreased when compared to OG
(p<0.05). When right and left testicles were compared only AG and OG had
increased Johnsen scores in contrlateral testis (p<0.05).

P/E-selectin blockage decreases ASA levels when used with

antimicrobial treatment. In groups without P/E-selectin blockage contrlateral
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testis show increased histopathologic injury when compared to testis with
orchitis.
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GiRIS

Epididimoorsit akut skrotum sebepleri icinde en sik rastlanan
patolojilerdendir. No6rojenik mesane, ektopik Ureter, hipospadias ve anorektal
malformasyon gibi Uriner sistem anomalileri olan veya yakin zamanda Uriner
enstrimantasyon veya kateterizasyon yapilmig c¢ocuklarda da karsimiza
cikabilmektedir. Siklikla E.Coli patojeni eradike edilmesine ragmen
kabakulak ve viral enfeksiyonlarda, Henoch-Schonlein Purpurasi gibi
nonenfeksiydz otoimmin bozukluklarda da epididimoorsit ortaya
cikabilmektedir [1].

Testisler vicutta ¢ok iyi korunmus organlardir. Spermatozoal
antijenlerin disari ¢ikmasina ya da dolagsimdaki immunoglobulinlerin veya
immunolojik aktif hiicrelerin igeri girmelerini dnleyecek bir yapiya sahiptirler.
Bu yap1 testisde bazal membrana oturmus olan sertoli hucrelerinin hem kendi
aralarinda hem de komsu germ hdcreleri ile yapmis oldugu kan-testis
bariyeridir. Kan-testis bariyerinin bozulmasina neden olan unilateral
epididimoorsit, torsiyon, varikosel, testikuler kanser veya travma, testis
biyopsisi gibi olaylar antisperm antikor olusumuna neden olabilir [2].

Akut epididimoorsitin antisperm antikor olusumuna neden oldugu
oldugu ve antisperm antikor varhgl ile epididimoorsit olan tarafta ve
kontralateral hasarla olan iligkisi ¢esitli galismalarda gosterilmigtir [3].

Deneysel E.Coli ile olusturulan epididimoorsit calismalarinda testisde
testikller torsiyonda gorllen iskemi reperfizyon hasari gibi oksidatif stres
etkileri arastirmalara konu olmustur [4]. E.Coli'ye karsl vicut savunmasi
patojenin testikller ve epididimal makrofajlarca taninmasi ile baglamaktadir.
Makrofajlarca salinan sitokin (TNF-alfa, IL-1, IL-6)'ler endotelden P/E-selektin
salinimi ile nétrofil infiltrasyonuna yol agarak, kan-testis bariyeri bozulmasina
sebep olmaktadir [5].

Kan testis bariyeri bozulmasi testisten salinan antijenik materyalin
immun sistemi uyarmasina neden olur. Bu sekilde olugan otoantikorlar ise
saglam olan kargi taraf testise saldirarak testisin fonksiyonlarinda

bozulmalara yol agabilmektedir. Yine kan testis bariyerinde olan bozulmalarin



sitokinleri agiga c¢ikararak karsi taraf testiste apopitozise yol acgtigi da
dusundlmektedir. Sonugta E.Coli ile baglayan inflamasyon sonrasinda
nonbakteriyel inflamasyon ile devam etmektedir [6, 7]. Orsit olusturularak
yapilan caligsmalar; orgitin kan-testis bariyeri bozulmasina; ortaya c¢ikan
sitokinlerin kargi taraf testiste apopitozise; antisperm antikor olugsumuna
neden oldugunu ortaya koymustur [8].

Literatlrde, yeterli antimikrobiyal tedavinin, patojeni eradike etmesine
ve epididimal-testikller hasarin derecesini azaltmasina ragmen kargi taraf
epididimal-testikiler inflamasyonu ve buna bagl hasari 6nleyemedigi
bildirilmigtir [6, 7]. Hucrelerin 6zgul olarak dokulara yonlenmelerinde ve
enflamasyonda gorev alan adezyon molekullleri grubunda vyer alan
selektinlerin enflamasyonda etkileri ortaya konmustur [9]. Tium bu bilgiler
dogrultusunda olusturulacak orsit modelinde patojeni eradike etmeye yonelik
antimikrobiyal tedaviye ek olarak nétrofil infiltrasyonuna neden olarak kan
testis bariyeri bozulmasinda rol alan P/E-selektinin blokaji [10, 11, 12, 13] ile

karsi taraf testikuler hasarin énlenebilirligini gdstermeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

Epididimoorsitte olusan biyokimyasal ve vyapisal degisiklikleri
degerlendirebilmek icin dncelikle testisin embriyolojik gelisimi ve morfolojisi

incelenmelidir.

2.1. Testisin Embriyolojisi

Gonadlar baslangigta bir ¢ift uzunlamasina, kdélomik epitelin
proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olusmus genital veya
gonadal sirtlar halinde belirirler. Gelisimin 6. haftasina kadar bu genital sirtlar
icinde germ hdcreleri yoktur [14].

Genital system, gonadlar ve primitif cinsiyet bezleri, genital kanallar ve dig
genital organlardan olusur. Her ¢ komponent de, farklanmamis bir evreden
gecerek erkek veya disi yonune dogru geligirler. Y kromozomu Uzerinde yer alan
SRY geni Uretimini sagladidi testis belirleyici faktoruyle cinsiyetin erkek tipinde
devam etmesini saglarlar [14].

Primordiyal germ hucreleri, gelisimin erken evrelerinde yolk kesesinin
allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler. Sonbarsagin
mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek, 5. haftanin
basinda primitif gonadlara ulasir, 6. haftada da genital sirtlan isgal ederler. Bu
hicreler genital sirtlara ulasamadiklari takdirde gonadlar gelisemez. Gonadlarin
over veya testise farklanmasinda primordiyal germ hucrelerinin indtkleyici etkisi
vardir [14].

Primordiyal germ hucrelerinin primitif gonadlara ulagmasindan hemen
once ve ulasmasi sirasinda, genital sirtin epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri
altlarindaki mezensimin icine gomdalurler. Bunlar burada primitif cinsiyet
kordonlari denilen irreguler sekilli kordonlar olustururlar. Hem erkek hem de disi
embriyolarda bu kordonlar ylzey epiteline baglidir ve bu donemde erkek veya
disii gonadlarinin birbirinden ayirt edilebilmesi mumkun degildir. Bu devredeki

gonad farklanmamis gonad olarak bilinir [14].



Genetik olarak erkek embriyoda, primordiyal germ hucrelerinin cinsiyet

kromozomlan XY'dir. Testis belirleyici faktort kodlayan Y kromozomu Uzerindeki
SRY geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlan testis veya meduller kordonlari
olusturmak Uzere, ¢ogalmaya devam edip medullanin derinliklerine dogru
ilerlerler Bu kordonlar bezin hilusune dogru, daha sonra rete testis tubullerini
olusturacak ince hilcre siralanndan ibaret bir ag seklinde dagilirlar Gelisimin daha
ileri evrelerinde testis kordonlarinin yizey epiteliyle olan iligkileri tunika albuginea
adh yogun fibroz bir bag dokusunun araya girmesiyle sona erer [14].
Doérduncu ayda, testis kordonlari atnali seklini alir ve bu atnalinin uglan rete
testis ile devam eder . Bu durumda testis kordonlan artik primitif germ hacreleri
ve bezin yluzey epitelinden kdken almis Sertoli destek hucrelerinden meydana
gelmistir [14].

Gonadal sirtin orijinal mezengiminden kdken alan interstisiyel Leydig
hicreleri testis kordonlatrinin arasinda bulunur ve bu kodonlarin farklanmaya
baslamasindan hemen sonra gelismeye baslarlar. Gestasyonun 8. haftasinda,
Leydig hicreleri testosteron Gretmeye baslarlar. Testisler artik genital kanall ve
dis genital organlarin cinsiyetini etkileyecek hale gelmigstir [14].

Sertoli ve Leydig hicreleri SRY geniyle baslayan gen aktivasyonuyla
ortaya cikan steroidogenezis faktora 1 (SF1) ve SOX 9'un uyarisiyla farklanirlar.
SRY geninin ekspresyonu: (a) meduller (testis) kordonlarinin gelismesini, (b)
tunika albugineanin olugsmasini ve (c) kortikal (ovarian) kordonlarin gelisiminin
durmasini saglar. SRY genin yoklugu, SF1'i baskilayan DAX1 ekspresyonu ve
genital sirttan devam eden JT4 ekspresyonuyla birlikte over olusumunu
uyararak, (a) tipik kortikal kordonlarin olusmasina, (b) medullar {testis)
kordonlarin kaybolmasina ve (c) tunika albugineanin gelisiminin durmasina
neden olur. Primordial germ htcreleri, farklanmamis gonada ulasamadiklari
takdirde de gonad farklanamayarak yok olur gider [14].

Farklanmamis kanal sistemi ve dis genital organlar hormonlann etkisiyle
gelisir. Leyding hucreleri tarafindan salgilanan testosteron mezonefrik
kanallarin (vas deferens, epididim) gelismesini uyanrken, Sertoli hucreleri

tarafindan yapilan miullerian inhibe edici madde (MIS), paramezonefrik



kanallann (disi kanal sistemi) gerilemesini saglar. Penis, skrotum gibi dis genital
organlarin ve prostatin geligimi dihidrotestosteron tarafindan uyanlir [14].

Mezonefroz gerilerken, epigenital tUbuller adi verilen birka¢ bosaltim
kanali rete testis kordonlariyla iliski kurarak sonunda duktuli efferentsleri
olusturur. Testisin kaudal kutbundaki bogaltim kanallariysa, paragenital tubuller,
rete testis kordonlariyla birlesmez. Bunlarin kalintilari topluca paradidimis olarak
bilinir [14].

Mezonefrik kanallar en kranialdeki kisimlari, apendiks epididim, disinda
sebat ederek, ana genital kanallari olustururlar. Mezonefrik kanallar efferent
duktuslarin giris yerinin hemen altindan itibaren uzayip, kivrintili bir yapi halini
alarak, (duktus) epididimi olustururlar. Duktus deferens, mezonefrik kanalin
epididimin kuyrugundan, seminal vezikul tomurcuguna kadar, kalin bir kas kilifina
burtinmesiyle olusur. Duktus deferensin seminal vezikiilden sonraki pargasina
ejakulatuar kanal denir. Paramezonefrik kanallar erkeklerde kranial uglarindaki bir
kisim disinda (appendiks testis) dejenere olurlar [14].

Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlari pubertede IGmenleri
ayrilarak seminifer tubuller haline gelirler. Seminifer tibuller kanalize olur olmaz
rete testis tlbulleriyle birlesir ve duktuli eferentslere girerler. Bu eferent
duktuslar mezonefrik sistemin geride kalmis bosaltim tdbdulleridir. Duktus
deferens olarak bilinen bu kanallar, rete testis ile mezonefrik veya wolffian

kanallar birbirine baglarlar [14].

2.2. Testisin Anatomisi

Hormon ve spermatozoa ile Uretmekle gorevli olan testisler, karin 6n
duvarinda torba seklinde uzantisi olan skrotum iginde yer alirlar [15].
Yaklasik olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genigliginde, 3 cm kalinhginda
ve 10-14 g agirhgindadir [16]. Yaklasik hacmi 30 ml'dir [17]. Sol testis sada
oranla daha asagida bulunur [16]. Spermatik kordona asili olarak bulunan
testislerin i¢ ve dis olmak Uzere iki yuzu, on ve arka olmak uUzere iki kenari,
ust ve alt olmak Uzere de iki ucu vardir. Testisin on kenari, her iki yuzu ve

uclari tunika vaginalis ile ortalidir. Spermatik kordonun tutundugu arka



kenarinin ise sadece dis yan kismi tunika vaginalis ile ortulidur. Arka

kenarinin ortult olmayan kismina ise epididim tutunur [15].

2.3. Testisin Histolojisi

interstisyel Doku:

Testis dokusunun %25-30’unu interstisyel doku olusturur. intertibiler
bdlgede Leydig hucreleri, kan damarlari, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve
mast hucreleri bulunur. Leydig hucreleri ergenlikte ortaya cikarlar. Bunlar,
santral konumlu, tek, yuvarlak bir ¢ekirdege sahip, gorevi testosteron tretimi
olan hucrelerdir. Testosteron, kolesterolden sentezlenen, sekonder seks
karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonudur. Testosteron
salgilanmasi liteinizan hormon (LH) kontrolindedir. Plazmada testosteronun
%65’i androjen baglayici protein olarak adlandirilan bir beta globuline, %33’l
ise albumine bagl olarak bulunur [18]. Spermatogenez, hipofizden salgilanan
folikll stimulan hormon ile LH’nun testis tzerindeki etkileriyle iligkilidir. LH,
Leydig hucrelerine olan etkisiyle normal spermatogenik hucrelerin gelisimi
icin gerekli testosteron yapimini uyarir. Folikdl stimulan hormon (FSH) ise
Sertoli hdcrelerini etkileyerek adenilat siklazi ve sonugta siklik adenozin
monofosfat artisini uyarir. Boylece androjen baglayici protein sentezi ve
salgisi artar. Androjen baglayici protein testosteronu baglayarak seminifer
tubdl lGmenine tasir. Spermatogenez testosteron ile uyarilir, 6strojen ya da

progesteronla inhibe edilir [18, 19].

Seminifer Tubiiller:

Testisin her bir lobulu birbirleri arasinda iliskileri olan bir-dort kadar
seminifer tubdl igerir. Bunlar, dista miyoid hdcreleri de igeren bag dokunun
cevreledigi, belirgin bir bazal membran ile interstisyumdan ayrilirlar.
Seminifer tibuller yaklasik 30-70 cm uzunlukta olup, Sertoli hicreleri ile germ

hdcrelerini icerirler. Erigkin testisindeki Sertoli hlcreleri, bolunme yetenegi



olmayan, seminifer tubulun bazal kismindan limene dogru uzanan destek
hicreleridir. Seminifer tlbullerin hicresel yapisinin %10-15’ini olustururlar.
Cekirdekleri dizensiz sekilli ve oldukga buklimludar. Sertoli huacreleri,
belirgin nikleoluslari ile germ hlcre elemanlarindan ayrilir [18].

Puberte ¢aginda Sertoli hiicreleri arasinda siki baglanti kompleksleri
olugur. Kan testis bariyerini olusturan bu kompleksler, kandan gelen
maddelerin [imen igerisine gegisini dnler [18].

Fagositoz kapasiteleri digsinda bu hicreler, spermatogenezin
dizenlenmesinde rol alan androjen baglayici protein, transferrin, blyime
hormonu, seruloplazmin ve inhibin gibi pek ¢ok maddenin sentezini de
yaparlar [18]. Germ hucreleri insanda olgunlasmasini 64 ginde tamamlayan
ve ¢ogalabilen hicrelerdir. Bazal membrana oturan spermatogoniumlarin bir
kismi (spermatogonium A) kok hucreleri olustururken, bir kismi da
(spermatogonium B) mitoz ile bdélinerek limene dogdru gé¢ ederler ve primer
spermatositlere  déndsurler. Bunlar mayoz boélinme ile sekonder
spermatositleri olustururlar. Sekonder spermatositler ikinci bir mayoz
bolinme daha gegirerek haploid spermatidlere donuasurler. Haploid

spermatidler ise olgunlasarak, spermatozoonlari olustururlar [20].

2.3.1. Kan-Testis Bariyeri

Kan-testis bariyeri, sertoli hiicrelerinin birbirleriyle kurdugu, benzersiz bir
membran ve sitoplazmik 6zellesmelerle olusturdugu 6zel bir baglanti kompleksidir.
Kan-testis bariyerinin amaci, gelismekte olan germ hiicrelerini immun sistemden
korumaktir [21].

Seminifer epitelyum, iki kompartmana ayrilmustir. Ilk kompartman, kan beyin
bariyerine yakin olan spermatogonya ve geng¢ spermatositleri igerir. Buraya vaskiiler
kompartmandan madde gegisi serbesttir. Ikinci kompartman, bunun iizerinde yer alir
ve vaskiiler sistemden izole edilmistir. Seminifer epitel hiicreleri ve komsulugundaki
sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar, biiylik hidrofilik molekiillerin, 6zellikle

proteinlerin interselliiler aralifa gegmesine engel olurlar [21] (Sekil 2.3.1.).



Testisin ekzokrin ¢ikis kapisi rete testistir. Burada yiizeyi al¢ak kolumnar
epitel ile doseli birbirleri ile baglanti gosteren, yarik seklinde kanallardan olusan bir
ag vardir. Seminifer tiibiillerden rete testise gecis boliimiinde, sertoli-benzeri
hiicrelerce olusturulan ve valf etkisi yapan 6zel bir dizilim vardir. Bu nokta, kan-
testis bariyerinin bittigi otoimmiin orsitlerin ilk olarak belirgin hale geldigi yerdir.
Buradan sonra epididim igerisinde yolculuguna devam ederek maturasyonunu
saglayan spermatozoa, fertilizasyon kaabiliyetini de kazanmis olur. Kan-epididim
bariyeri kan-testis bariyerinden farkhidir. Epididimde molekiillerin permeabilite
siirlamasi yasla beraber azalir. Bu, 6zellikle epididim korpus bdliimiinde gozlenir.
Seminifer tiibiil epitelinin aksine, epididim kanali liimenindeki epitel i¢inde T
lenfositler ve makrofajlar siklikla izlenirler. Bu manzara epididimdeki immiin
cevrenin testistekinden ne kadar farkli oldugunu gostermektedir [21].

Enflamasyon, enfeksiyon ve travma nedeni ile kan-testis bariyerinin
batunligunun bozulmasi germ hucrelerinin kaybi ile sonuglanabilmektedir
[21].



intertisyum Seminifer Tibdil

Sekil 2.3.1. Testisin immunolojik Komponentleri ve Kan-Testis
Bariyeri [21]

Sertoli hacreleri (S), Leyding huacreleri (L), Makrofaj (M?), Dendritik
hicreler (D), Mast hicreleri (M), T hacreleri (T), Kan damarlari (V), Siki
Baglantilar (Kan-Testis Bariyeri), Seminifer Tubdl [21].
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inflamatuar hiicrelerin testikiiler fonksiyonda anahtar role sahip oldugu
ortaya ¢ikmigtir. Testisin germ hdcrelerini otoimmuniteden koruyan ayricalikli
bir yapisi vardir. Pro ve anti-inflamatuar sitokinlerin her ikisi de testikuler
somatik hucreler ve dolasimdaki immun hdcreler arasinda karmasik
etkilesimler icinde bulunarak testisin normal gelisimini ve fonksiyonunu
saglarlar [22]. Ayni sitokinler spermatogenezi ve steroidegenezi bozmadan
inflamatuar yaniti olustururlar. Testikiler dokuya karsi otoimmunitenin
olusarak spesifik T lenfositlerinin gegisinin otoimmun orsite neden oldugu
deneysel calismalarda gosterilmistir. Testikller enfeksiyon ve inflamasyon
infertilitenin en dnemli etiyolojik faktorleri olarak kabul edilmistir [22, 23, 24].
Normal testislerde ¢ok sayida immun hucreler bulunmustur. Bu hUcreler
intertisyel ve peritiibller kompratmanda bulunurlar [21, 25]. intertisyel,
peritibuler alanda makrofajlara, mast hicrelerine ve lenfositlere rastlanir
(Tablo 2.3.1.). Seminifer epitelyumda ise epitel igcinde gogunlugu CD8+T
hicrelerinden olusan T lenfositlerine rastlanir. Leydig hicrelerinden sonra
ikinci ensik hicre tipi makrofajlardir [25, 27]. Mast hucreleri intertisyel ve
peritibuler dokunun duzenli hicreleridir [25, 26]. Lenfositler goreceli olarak
az sayida olmasina ragmen bolgesel lenf nodlari ile baglanti testikuler
lenfatik damarlar yolu ile testise gecerler [25]. Testiste natural killer (NK)
hicreleri bulunmaz. Potansiyel profesyonel antijen sunucu hicreler olan
dendritik hidcreler normal testiste immun yanitta rol oynamaya devam eder.
Normal testiste seminifer tibll iginde immin hicrelere rastlanmaz.

Polimorfonukleer I6kositler ise rastlanmaz [25, 26, 27].

Tablo 2.3.1. Testikiiler Dogal immiin Hiicreler

Makrofaj ++
Mast htcreleri +
Lenfosit +

Natural killer hicreleri -
Dendiritik hlcreler +

Grantlositler -
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2.4.1. Testisin immiin Ayricalig

Perinatal donemde immunolojik yeterlilik kazaniimakta ve bu dénemde
vucuttaki tim antijenler “kendi” olarak algilanmaktadir. Bundan sonra
organizmada gozlenen herhangi bir antijen “yabanci” olarak algilanir ve o
antijene karsi immauanolojik cevap olusur. Erkek gametinin Uretimi ve
diferansiasyonu, kendinden ¢ok daha 6nce maturasyonunu tamamlamis
vucut immun sistemine karsi benzersiz bir meydan okuma olarak karsimiza
cikmaktadir. Germ hdcrelerinin otoimmin saldirilardan korunuyor olmasi,
testisin kan-testis bariyeri sayesinde immun ayricaligi olan bir bolge haline
gelmesi ile agiklanmaktadir. Burada bahsedilen ayricalik, goreceli, kismi bir
ayricallk olup, immun cevabin tamamen ortadan kalkmasi anlamina
gelmemektedir [28].

Son c¢aligmalar, testisteki immuntoleransin hem fiziksel hem de
immuanolojik olmak Uzere pek c¢ok faktorin birlikte meydana getirdigi
karmasik bir yapi oldugunu ortaya koymaktadir. Puberte ile birlikte erkek
germ hucrelerini spermatozoa haline getirecek aktif bir slire¢ baslamaktadir.
Bu surecte antijenik 6zellige sahip olan hucrelerarasi ve ylzey proteinleri
sentezlenmektedir. Bu proteinler, vicudun baska bir bdlgesine enjekte
edildiklerinde gugli otoimmin reaksiyonlara neden olurken, testiste
reaksiyon olusturmamakta, testis tarafindan tolere edilmektedirler [28]. Testis
interstisyumuna transplante edilen yabanci dokular, hayatiyetini devam
ettirebilmektedirler. Bununla birlikte, testisin viral ve bakteriyel enfeksiyonlara
karg! kendini savunacak normal enflamatuvar yanit olusturabilme kaabiliyeti
de oldugu bilinmektedir. Buradaki denge, cesitli etkenlerle bozuldugunda
testikiler immin cevap antisperm antikorlar (ASA) ve nadiren de
epididimoorsit olusumuna neden olabilmektedir [29]. ASA’lar sperm
motilitesine, akrozom reaksiyonuna, servikal mukus penetrasyonuna, zona
pellusidaya baglanmaya ve sperm-oosit baglanmasina olumsuz olarak etki
etmektedirler [30, 31, 32]. Bu antikorlar seminal sivida kadinlarda servikal

mukus, oviduktal sivi veya follikiler sivida bulunurlar. Kadin ve erkeklerin
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serumlarinda ve spermatozoa ylzeyine yapisik olarak bulunmaktadirlar [33,
34].

Testisteki immidn ayricallk mekanizmasi halen tam olarak
anlasilabilmis olmaktan ¢ok uzaktir. Bu mekanizmay! anlamaya calisirken,
testisin beden disinda yerlesimli, vicut isisindan daha dusuk i1siya sahip, igi
genetik yapisi ile vicudun diger hucrelerinden farkli ve immuin sistem
tarafindan taninmayan hucrelerle dolu 6zel bir organ oldugu unutulmamalidir.
GunUmuzde, immun sistem, spermatogenez, steroidogenez ve intrensek
testiktler fonksiyonlarin birbirlerine karmasik etkilesimler agi ile bagl
olduklari genel olarak kabul gérmektedir. Germ hucrelerinin korunmasi igin
immudn cevabin baskilanmasi ile enfeksiyon, travma ve kanser gelisimine
karsi immun cevabin aktive edilmesi (Tablo 2.4.1.) arasindaki dengenin
bozulmasi infertilite ile sonuglanabilmektedir [28]. Testisin immun ayricaligi
konusunda yapilacak olan yeni calismalarla elde edilecek bilgiler isiginda
immunolojik kokenli erkek infertilitesi tani ve tedavisinde yeni kapilar agiimasi

muUmkin olacaktir.

Tablo 2.4.1. Testikiiler inflamasyonda Etiyolojik Faktorler

Lokal veya sistemik enfeksiyon

Neoplastik hastaliklar (seminoma, karsinoma-in-situ)
Kimyasal zararlilar

Fiziksel faktderler, travma

Diger testikuler hastaliklar (konjenital,..)

2.4.1.1. Testikiiler inflamasyonda Hormonal Diizenleme

Testosteron spermatogenezin baglamasi ve devami igin hayati oneme
sahip bir hormondur. Etkisini Leydig hucreleri, Sertoli hicreleri ve peritibuler
hicreler Uzerinde yer alan androjen reseptorleri araciligi ile yapmaktadir [21].

Peritibuler myoid hucreler androjenle regule edilen bir dizi faktorler

sentez eder. Testosteronun proenflamatuvar sitokinleri azalttigi gésterilmistir.



13

Testisin immun sistemden ayricaliginda testosteronun rol oynadigi
bilinmektedir ancak, testikuler Iokositler Uzerine olan anti-enflamatuvar
etkilerini nasil yaptiklari konusu henuz aydinlanmamistir. Goérinen o Ki,
androjenler, testikller I6kositler Uzerinde immunsupresif etkilerini genomik
olmayan yollar Gzerinden ya da Sertoli, Leydig ve peritibuler hiicrelerdeki
pro- veya anti-enflamatuvar sitokin miktari dengesinin ayarlanmasi seklinde

gOstermektedirler [21].

2.4.1.2. Testikiiler inflamasyonda Sitokinlerin Rolii

Pro- ve anti-inflamatuar sitokinler olan IL-1, IL-6, IL-10, timo&r nekroz
faktoru-a (TNF-a) ve transforme edici buyume faktort-B (TGF-BR)
seviyelerinin lokal ve sistemik testikller enflamasyonda artigi, sertoli hiicre
kultarlerindeki siki baglantilarin butunligunu alt Ust ettigi, bunu da kan-testis
bariyerinin ihtiva ettigi ilging komponentlerden birisi olan okludin

ekspresyonunda azalma yolu ile yaptiklari gdsterilmistir [35, 36, 37, 38].

2.4.1.3. Testikiiler inflamasyonda Hiicrelerin Rolii

Makrofajlar:

Testisteki ayricalikta goérev alan bir diger yapi makrofajlardir.
Makrofajlar testiste immun ayricalilk saglanmasinda ve bunun idamesinde
merkezi rol oynarlar. Gunumuzde erigkin testisinde belirleyicileri ve
salgiladiklari enflamatuvar mediatorler ile birbirlerinden ayirt edilebilen en az
iki makrofaj alt tipinin oldugu konusunda gittikce artan destekleyici bilgiler
vardir. Testisteki makrofajlar Leydig, Sertoli, peritibuler hiicreler gibi somatik
hidcreler ve immun hdcreler birlikte hareket ederek olusturduklari ortamda
germ hucrelerini otoimmun saldinlardan koruyor olabilirler. TGF- ve
muhtemelen aktivin A spesifik immin cevaplari bastirmakta énemli rol

oynamakta, testisin kendi antijenlerine karsi olusabilecek otoimmun
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reaksiyon riskini azaltmakta, sonugta immun ayricalik saglamaktadirlar [39,
40].

Lenfositler ve Dendritik Hiicreler:

Lenfositler interferon-y ve interlokin-2 gibi immun duzenleyici
molekullerin potansiyel kaynagi olarak hizmet gorurler. Dendritik hicreler, T
ve B lenfositlerin primer immun cevaplarinin baslamasi ve yénetilmesinde rol
oynamaktadirlar. Dendritik hlcreler sadece lenfositleri aktive etmekle
kalmazlar, T hucrelerinin antijenlere karsi toleransini artirarak otoagresif

immun cevabi azaltirlar [41].

Mast Hiicreleri:

Mast hucreleri parazitlere kargi olan alerjik ve immun reaksiyonlarda
primer olarak sorumludurlar. Son zamanlarda bu hicrelerin 6zellikle
otoimmun hastaliklarin gelisiminde, immun cevabin duzenlenmesinde de
belirgin olarak rol aldigi ileri suralmagtur. Mast hucreleri salgiladiklari bazi
potent proenflamatuvar mediatorler (6r: histamin, IL-4, interferon-y, TNF-q )
ve dokularda yaygin olarak bulunabilme o&zellikleri ile otoimmin cevabin
dizenlenmesinde rol oynarlar. In vitro ¢alismalar otoreaktif T hucrelerinin
mast hiicre aktivasyonu yaptigini ortaya koymustur. insan testisinde mast
hicreleri interstisyel dokuda bulunmaktadlr. Sayilari bebeklik déneminde
artarken c¢ocukluk déneminde azalmakta ve pubertede yine artmaktadir.
Mast hucrelerince salgilanan triptaz ve diger proteazlar, histamine,
|6kotrienler, prostaglandinler ve sitokinler testikuler inflamasyonda rol alirlar
[42, 43].

2.4.2. Epididimoorsit

Genellikle plberte veya postpubertal erkek c¢ocuklarinda gérilen bu

inflamatuar durum, bu yas grubundaki akut skrotum sebebleri icinde en sik
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rastlanan patolojilerdendir. insidansi 12 yas ve sonrasinda belirgin olarak
yuksektir. Prepubertal c¢agda oldukga nadir olmakla beraber, ozellikle
norojenik mesane, ektopik Ureter, hipospadias ve anorektal malformasyon
gibi Uriner sistem anomalileri olan veya yakin zamanda Uriner
enstrimantasyon veya kataterizasyon yapilmis ¢ocuklarda daha kuguk
yaslarda da karsimiza c¢ikabilmektedir [44, 45, 46, 47, 48].

Saatlerle glnler arasinda degisebilen periodlara varabilen, hafif
siddette basliyan skrotal agri vardir. Agri, minimal skrotal édemle beraber
hastaligin erken evrelerinde epididimde lokalize edilebilir. Sekonder hidrosel
gelisebilir. Uretral akinti olabilse de gocuk yas grubunda oldukga nadirdir.
Ates, sik idrara ¢ikma ve dizuri gibi Uriner sistem infeksiyonu yakinmalari
olabilir. "Prehn" bulgusu olarak da adlandirilan skrotum elevasyonu ile artan
agri sikayetine siklikla rastlansa da epididim icin spesifik degildir ve bu
yuzden belirgin klinik 6nemi yoktur. Bu hastalarda idrar tetkiklerinde siklikla
piyuri nadiren de bakteritri gosterilebilir. Epididimitten sudphelenildiginde
mutlaka idrar kultura alinmalidir. Kremaster refleksi normaldir ama buyuk
cocuklarda bulunmayabilir. Ne yazik ki epididimit i¢cin patognomonik bulgu
yoktur. Tani; 6ykul, fizik muayene, idrar analizleri, gorintileme tetkikleri ve
vakalarin ¢ogunda cerrahi eksplorasyonla konur. Tedaviye kultir sonucu
ctkana dek ampirik antibiyotik verilerek baslanmaldir. inflamasyonun
derecesini ve suresini kisaltmak icin yatak istirahati ve skrotal elevasyon
faydalidir. Antiinflamatuar ve analjezikler semptomlarin azaltiimasinda
yardimci olur [44, 45, 46, 47, 48].

2.4.3. inflamasyon

inflamasyon canlida dokunun ve mikrosirkiilasyonun hasarlayici
etkene veya enfeksiyona verdigi biyolojik koruyucu bir yanittir. Organizmayi
mikroorganizmalar, yabanci cisimler ve toksinler gibi hasarlayici
etkenlerden ve hasarlanmanin neden oldugu nekrotik hucrelerden
temizlemek temel amacidir. Ancak inflamasyon yararh oldugu kadar zarar

da verebilir. Asiriya kagmis inflamasyon doku hatta organ kaybina neden
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olabilir. inflamasyon vaskiiler dokularda olusan bir yanittir. inflamasyonun
iki temel bileseni mevcuttur. Bunlar vaskiiler ve hiicresel bilesenlerdir. iki

tip inflamasyon bilinmektedir. Bunlar [ 49]:

« Akut inflamasyon: Hasarlandirici etkene karsi olusan hizli ve

genellikle gegici bir yanittir.

* Kronik inflamasyon: Hasarlandirici etkene karsi olusan

baslangigtaki doku reaksiyonunu takip eden uzamig bir yanittir.

2.4.3.1. Akut inflamasyon

Cesitli hasarlandirici etkenlere karsi olusan baslangi¢ yanitidir. Hizh
gelisen bir yanittir [49].

Klinik olarak akut inflamasyon tarihsel bes temel belirtiyle kendini
g6sterir. ilk dort belirti Romali ansiklopedici Aulus Celsus (MO30 - MS38)
tarafindan tanimlanmistir. Son belirti fonksiyon kaybi, Virchow tarafindan
19. yuzyilda eklenmistir. Bunlar [49]:

* |Isi1 artigl

* Kizanklik, eritem

« Sisme

« Agri

» Fonksiyon kaybi

Akut inflamasyon cesitli etkenlerle olusabilir bunlar su sekilde

siralanabilir [49]:
» Mikrobiyal etkenler (piyojenik bakteriler, virusler, parazitler)
« Otoimmun reaksiyonlar

 Fiziksel ve kimyasal ajanlar (ultraviyole, travma, koroziv maddeler,

asitler)
» Doku nekrozu

» Yabanci cisimler

Akut inflamasyonun temel 6geleri sunlardir [49]:
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* Mikrosirkulasyondaki  degisiklikler: Hasarlanan ya da
infeksiyonun bulundugu alanda kan akiminin artmasi sonucunda

I6kositlerin ve serum molekdllerinin bu alana ulasmasi.

- Damar gecgirgenligindeki degisiklikler: Kapiller gegirgenligin

artmasina bagh olarak infeksiyonu kontrol etmek igin serum

proteinlerinin alana sizmasi.

» Hiicre gogcii: Dokuya I6kosit go¢lnun (migrasyon) artmasi

Inflamasyon sirasinda vaskuler olaylar:

* Arteriyollerde gegici vazokonstruksiyon

 Prekapiller arteriyollerde vazodilatasyon

» Vaskuler gecirgenlik (permabilite) artigi

Inflamasyonda ilk olay arteryal kontriksiyondur ancak bu gegici ve
duzensizdir. Arteryal vazokontruksiyonun inflamasyondaki 6nemi ¢ok azdir.
Bu vazokonstriiksiyon sonrasinda vazodilatasyon ortaya c¢ikar. Sonug
olarak bu alana kan akimi artar. Deneysel c¢alismalarda inflamasyon
alanina 10 kata kadar fazla oranda kan akimi olabilecegi gosterilmigtir.
Vazodilatasyonla birlikte inflamasyon alaninda ayrica kan dolagimi da
yavaslar (staz) bu da iltihabi hicrelerin dokuya gécuni kolaylastirir.
inflamasyon alanina hangi hiicrenin hakim oldugu, lezyonun zamanina,
dokunun turline ve antijenik uyarinin niteligine bagh olarak degismekle
birlikte infeksiydoz ajanlarla olugsan akut inflamasyonda ana hucre tipi
genellikle notrofillerdir. Notrofiller birkag giin hakim hicre olarak varlilarini
surdurdr ancak zamanla mononukleer fagositler ve aktive lenfositler de
tabloya katilir. CD8" T hicreleri ve az sayida B hicresi de daha sonra
inflamasyona katilir. Eger infeksiyon etkeni ortadan kaldirilamazsa CD4" T
hicreleri ve monontkleer fagositler tabloya hakim olur. Paraziter ajanlara
yonelik inflamasyonlara siklikla eozinofiller de katilir. Noétrofillerin ve diger
inflamatuar  hucrelerin  dokuda toplanmasi inflamasyonun ana
Ozelliklerinden biridir. Bu toplanma asama asama gerceklesir ve l6kosit
hareketleri olarak adlandirilir. Lokositler normalde hemodinamik
dengelere bagh olarak kan akiminin merkezi aksinda (aksial) kolculuk

ederler, ancak kan akiminin yavaslamasiyla endotele dogru yaklasirlar.
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Bu olaya I6kosit marginasyonu adi verilir. Ancak bu tek basina Idkosit
endotel yakinlasmasi igin yeterli degildir ve bir c¢ok aktif molekller
mekanizma 0Ozellikle adezyon molekilleri bu olayda aktif rol alir [ 49, 50].
Endotel-l6kosit iligkileri dort temel asamada gergeklesir (Sekil 2.4.3.1) [51].

* Endotelin aktivasyonu

* Yuvarlanma (rolling)

» Siki baglanma (adezyon)

» Transmigrasyon (endotelden gegis)

Lokosit
.2 . Yapisma
" Yuvarlanma Yavas Adezyon
o arlanma
"_ - Jvatianma Endotelden gecis
Endotel Y {ﬂ) l‘%l =%
-~ 8800 Wit 08 wm o C R B < g8 ct S LN > @
A 1 I L ' ) |
SELEKTINLER ]
o
oa_‘:, Qo o
Endotel hiicre ylzeyinde iINTEGRINLER : .
kemoatraktanlar(adezyon
molekdlleri)

Dokuda diger
kemoatraktanlar(sitokinler)

Sekil 2.4.3.1. Endotel-Lékosit Etkilesimi [51]

Lokositlerin damar duvanna yapismasi ve gogu, lokosit ylzeyinde
ve endotelde salgilanan adezyon molekulleriyle ve sitokinlerle
(kemoatraktanlar) kontrol edilir. Dokuda bir hasar ortaya c¢iktiginda
mononukleer fagositler TNF-a ve IL-1 gibi cesitli sitokinleri salarlar. Bu
sitokinler endotelde E-selektin (CD62E) sentezini ve ekspresyonunu
artirirlar.  Notrofil  gogli  icin  E-selektin  tarafindan  nétrofillerin

yavasatiimasinin  (rolling-yuvarlanma) o6nemli  bir faktér  oldugu
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dusunulmektedir. P-selektin (CD62P) de bu iste gorev alan diger bir
molekuldur. P-selektin, E-selektinden farkli olarak endotel sitoplazmasinda
Weibel-Palade cisimleri icerisinde hazir olarak bulunur ve endotel aktive
oldugunda veya hasarlandidinda hicre ylzeyinde kendini gosterir.
Onkostatin M, IL-4, IL-13 P selektin sentezini artirici etki yapar. E- ve P-
selektin plateletleri ve I0kositleri yavaslatir. P-selektin hazir olarak
bulundugu icin birka¢ dakikada hucre yuzeyinde eksprese edilir. Bu
yuzden erken ddonem I6kosit toplanmasinda 6nemli bir yere sahiptir. L-
selektin (CD62L) lenfositlerin ve diger I0kositlerin ylzeyinde eksprese
edilen diger bir molekildir. Ozellikle lenfositlerin lenf nodlarina

yerlesmesinde gorev alir (homing) [48, 49, 50, 51].

2.3.2. infeksiyonlara Karsi Konagin Savunmasinda Lokosit

Adezyon Molekiillerinin Rolii

Dokuda olusan infeksiyona karsi korunmada goérev artik doku
makrofajlan, mast hucreleri ve dolasimdan infektif alana aldigi uyarilar
sonucu gd¢ eden lékositlerindir. inflamatuar yanit ilk olarak polimorfoniikleer
I6kositler (PMN) daha sonra mononUkleer fagositler ve lenfositler tarafindan
verilir. Inflamatuar yanit gok iyi diizenlenmis kompleks bir olay olmakla
birlikte iki kenari keskin bigcak gibidir. Lokosit trafiginin bozulmasi veya
inflamatuar yanitta basarisiz olmasi durumunda, infeksiyonun kontrol
edilememesi veya lokositlere bagl asiri doku yikimi olacaktir. Birgok ciddi
infeksiyonlarda dolagimdan dokuya asiri l6kosit gegisi, infeksiyonlara karsi
konagin korunmasini saglarken, l|okosit aktivasyonu ve mikroorganizma
fagositozu sonucu ortaya ¢ikan radikaller ve pargalanma Urinleri hem l6kosit
trafigini hizlandirmakta, hem de doku vyikimini artirmaktadir. Bunun
sonucunda fizyolojik dengeler bozularak gsok, dissemine intravaskuler
kogulasyon (DIC), adult respiratuar distres sendromu (ARDS) gibi fatal klinik
tablolar ortaya c¢ikmaktadir. Klinik agidan bakildiginda inflamatuar yanit,

infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde en énemli terapétik hedeftir [51]
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Notrofilin Damar Digina Cikisi (Ekstravazasyon):

PMN'nin inflamatuar alana gegisindeki temel olay, damar endotel
hicrelerinden (EH) migrasyonudur. PMN'nin dolasimdan dokuya gegisi,
baglica postkapiller venuller veya kapiller yataktan olmaktadir. Bu migrasyon
PMN ve EH yuzeyindeki spesifik hicre adezyon molekilleriyle kontrol
edilmektedir [51].

PMN ve EH arasindaki ilk iligki selektin/ligand etkilesimiyle olmaktadir.
inflamatuar alandaki EH'nin proinflamatuar sitokinlerle uyarilmasiyla PMN ve
EH'deki selektinler ve ligandlan eksprese olurlar. Selektinlerin ligandlan ile
baglanmasi sonucu PMN 6nce yavaslayip o bodlgede yuvarlanir ve bunun
sonucu zayif adezyon olusur. Adezyonun bundan sonraki asamasinda, bir
yandan uyariimig EH'den salinan kemotraktanlar PMN ylUzeyinde eksprese
olan P2 integrinin ekspresyonunu ve karsit ligandi olan interseluler adezyon
molekuli-1 (ICAM-1, CD54)'e ilgisini artirirken, bir yandan da sitokinler EH
yuzeyindeki ICAM-1 ekspresyonunu artirirlar. Bunun sonucu 6nce kuvvetli
adezyon daha sonra da PMN'nin endotel matriks Uzerinde gukurlagmasi ve
yassilasarak yayllmasina neden olur. Daha sonra yapisal olarak PMN
yuzeyinde ve EH'lerin birlesme bdlgelerinde bulunan trombosit endotelyal
hicre adezyon molekulu-1 (PECAM-1, CD31)'in homofilik baglanmasi
sonucu PMN'ler EH birlegskeden kayarak transendotelyal migrasyonlarini
(TEM) tamamlar [51, 52].

Selektinler:

PMN’lerin endotelyal ylzeyde yuvarlanarak adezyonu ilk defa 1839’da
Wagner tarfindan tanimlanmigtir. Selektinler, I6kosit ve EH'lerde eksprese
olan Ca++ bagimh tip transmembran lektinlerdir. L-selektin (CD62L), E-
selektin (CD62E) ve P-selektin (CD62P) olmak Uzere 3 Uyesi vardir. L-
selektin l6kositlerde, E- ve P-selektin ise, EH'lerde bulunurlar. Butin bu
selektinler ve ligandlarinin PMN-EH iligkisindeki rollerinin PMN'nin EH

uzerinde yuvarlanmasi ve yavaslamasini sagladigi in vivo ve in vitro
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calismalarda gosterilmistir . Dokudan dokuya veya cinse gore ekspresyon
farki gostermekte olan selektinlerin ve/veya ligandlarinin ayni zamanda
ekspresyonunun farkli kinetigi nedeniyle, her bir selektin, inflamasyon sureci
icinde degisik zamanlarda rol oynamaktadirlar [53]

L-selektin yapisal olarak biitiin ldkositlerde eksprese olurlar. infektif
ajan ile aktive olmus EH Uzerinde eksprese olan karsit ligandi sayesinde
EH'yi tanir ve adezyonun ilk basamagi olan PMN'nin yavaglamasini sagdlar.
PMN'nin kemokin ve forobol esterleri ile uyarilmasi sonucu hizla PMN
yuzeyinden kaybolur. Birgok normal insan serumunda yuksek seviyelerde
solubl L-selektin tespit edilmistir [54]. Bununla birlikte bazi hastaliklarda
yuksek seviyelerde bulunabildigi gibi bazi hastaliklarda da dusuk seviyelerde
bulunabilmektedir. Yapilan c¢alismalar sonucu, L-selektinin PMN ylzeyinde
monoklonal antikorlar ile bloke edilmesi sonucu, intraseluler kalsiyum ve
superoksid iyonlarinda ve adezyonun daha sonraki evrelerinde rolu olan
yuzey P 2 integrin ekspresyonunda hizla artig oldugu gosterilmistir [55].

E-selektinler aktive olmamis EH'de bulunmazlar. EH'nin doku hasari,
inflamasyon ve immuln reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan sitokinlerle (IL-1,
TNF-a, INF-y) veya bakteriyel lipopolisakarid (LPS)'lerle uyariimasi ile de
novo protein sentezi sonucu eksprese olurlar. E-selektin ekpresyonunda
bircok immun ve inflamatuar cevapta yer alan NF-kB'nin aktivasyonu dnemli
rol oynamaktadir [56,57]. E-selektin ekspresyonu, transkripsyon seviyesinde
uyarilma sonucu hizlanmaktadir. Transkripsyon (aktinomisin D) veya trans-
lasyon (sikloheksimid) inhibitérleri ve "transforming" buylime faktéra P, E-
selektin ekspresyonunu inhibe etmektedirler [58, 59]. E-selektinin EH
yuzeyindeki seviyesi 3-6 saat sonra pik yapip 24-48 saat i¢cinde normale
doner [60, 61]. Bununla beraber; E-selektinin gecikmis hipersensitivite
reaksiyonlarinda oOzellikle deride kronik olarak eksprese olabildigi de
g6zlenmigtir [62, 63]. E-selektinin aktive olmus EH ylzeyinden kaybolusu
bircok faktdorin kombinasyonu sonucu gerceklesmektedir. E-selektin gen
transkripsyonu uyarilmadan 6-9 saat sonra hizla azalmakta [57] ve lizozom
icine internalize olarak degrade olmaktadir [63, 64]. Bunlara ek olarak E-

selektin mMRNA'sinin da yarilanma omrinun kisa olmasi E-selektinin hizla
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kaybolmasina neden olmaktadir [65]. PMN'deki karsit bagi ile direkt olarak
baglanan E-selektin, PMN yuzeyindeki integrin molekullerinin aktivasyonunu
saglamaktadir [66]. Bu sayede dolayli yoldan PMN-EH arasindaki kuvvetli
adezyona da yardimci olmaktadir.

P-selektinler birgcok EH tarafindan yapisal olarak sentez edilirler, fakat
plazma membraninda eksprese edilmezler. Endotelin sekretuar bolumleri
olan Weibel-Palade cisimciklerinde depolanmis olarak bulunurlar [67, 68].
Trombin ve histamin gibi fizyolojik inflamatuar uyarilar sonrasinda sekretuar
bolumden hizla plazma membranina mobilize olarak burada eksprese olurlar
[67, 69]. P-selektinin EH'nin yuzeyinde bulunmasi dolagimdaki PMN'lerin
EH'yi algilayabileceg@i ilk ve en 6nemli yanitlardan bir tanesidir. Endotelin
uyariimasindan 5 dakika sonra ekspresyonu pik yaparken 20 dakikada
hemen hi¢c yok denecek kadar azdir [67, 69]. PMN'lerin P-selektin ile
baglanmalari i¢in sadece ekstraseluler kalsiyuma gereksinimleri vardir [70].
P-selektinlerin baglandiklari PMN'de kendi baslarina sinyal olusturma
yetenekleri yoktur. Ancak endotelle iligkili trombosit aktive eden faktor (PAF)
ile birlikte P2 integrinlerin ekspresyonunu ve EH'deki karsit ligandlarina
(ICAM-1, ICAM-2) baglanma afinitesini artirirlar [71].

Her U¢ selektinin bilinen ligandlarn karbonhidrattan zengin mdusin
tabiatindadir. Ligandlarda bulunan karbonhidratlar yogun siyalik asid, fukoz
ve/veya sllfat tabiatindadir. Siyalik asid ve fruktoz tabiatindaki siyalil-Lewis™
(SLe*, CD15s) her li¢ selektin igin bilinen en 6nemli ligandir. E-selektin
disindaki P- ve L-selektinlerin ligandlarina baglanma igin stlfat gereksinimleri
vardir [72-76].

Hiicre Adezyon Molekiillerinin Olgiimii:

Dolagsimdaki hudcrelerin  ylUzeyinde iseler, spesifik isaretlenmis
antikorlar kullanilarak flow sitometri ile dl¢Ulebilmektedirler. [12]
Hucre ylzeyinden ayrildiktan sonra, bazi hlcre adezyon molekulleri,

Ozellikle de Ig superailesi Uyeleri, ¢ozunur forma gecerler ve ELISA ile
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Olculebilirler. Hucre adezyon molekullerinin dokuda ekspresyonlari
immunhistokimyasal tekniklerle identifiye edilebilmektedir[77, 78, 79]

Bu molekullerin m-RNA’lari PCR veya in situ hibridizasyon ydntemi ile
belirlenebilmektedir. [12]
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3. GEREG - YONTEM
3.1. Hayvanlar ve Yemleri

Deneysel calisma icin Hifzissihha laboratuvarindan elde edilen,
agirliklart 100-150 gr arasinda degisen, yetiskin, Wistar-albino tip, saghkh 36
erkek sican kullanildi. Deneylerden en az bir hafta 6nce laboratuvara getirilen
siganlar uygun kafeslerde ve 23 + 2 °C sicaklikta, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik déngusiinde takip edildi. Ozel olarak Uretilmis pelet yem ile beslenen
sicanlarin istedikleri kadar su icmelerine izin verildi. Deneysel c¢aligmalar
Kirikkale  Universitesi Tip  Fakiltesi Farmakoloji  Anabilim  Dali

Laboratuvari’'nda gergeklestirildi.
3.2. Galisma Gruplari

Calismaya dahil edilen 36 adet yetiskin sigcan her grupta 6 adet olmak
lizere 6 gruba ayrildi. islemler steril olmayan ancak temiz ve lokal asepsi ve
antisepsi kosullarinin saglandiyi bir ortamda gerceklestirildi. Siganlara
uygulanacak iglemler &ncesinde 60mg/kg Ketamin HCI (Ketalar ®,
Eczacibagi Lambert, istanbul, Tirkiye) intraperitoneal enjeksiyonla verilerek
anestezi saglandi. Kontrol grubunda (KG) islem yapilmadan serum ornekleri
alinip sonrasinda her iki testisleri cikarilirken, sham grubunda (SG)
intratestikiler 1 ml SF enjeksiyonu yapildi. Orsit modeli (OG) sag testise 0.1
ml 10° cfu/ml E.Coli (0:6 strain) ve 1 ml SF enjekte edilerek elde edildi.
Antimikrobiyal tedavi grubuna (AG) orsit yukarida tarif edilen yodntemle
olusturulduktan 24 saat sonra siprofloksasin (50 mg/kg/gin, po, Bayer
Schering Pharma, Bayer Tiirk Kimya San. Ltd. Sti, istanbul, Tirkiye) gavaj
yolu ile verildi. P/E-selektin blokaj grubuna (PESG) P/E-selektin antikoru (100
microrg-mixture,iv,BD Pharmingen TM Purified Rat Anti-MouseCD62P, BD
Biosciences, USA; anti U1 snRNP A/B”, Acris GmbH, Germany), orsit
olusturulduktan 24 saat sonra yapildi. Son olarak tedavi grubunda (TG) orsit

olusturulduktan 24 saat sonrasi hem siprofloksasin (50mg/kg/gun) hem de
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P/E-selektin antikoru (100 microrg-mixture) verildi. Antibiyotik verilen
gruplarda tedaviye 14 gun devam edilip 0. ve 14. gunlerde antisperm antikor
(ASA), P-selektin ve E-selektin icin serum 6rnegi alindi. Spermatogenez ve
testikiler hasari degerlendiriimek Uzere 14. ginin sonunda sag ve sol
testisler ¢ikarildi. Doku oOrnekleri elde edildikten sonra siganlar abdominal

aortadan kanatilarak sakrifiye edildi.

3.3. Biyokimyasal inceleme Metodu

Deneylerde 0. ve 14. giinde elde edilen serum orneklerinden ASA, P-

selektin ve E-selektin duzeyleri asagida tarif edilen yontemlerle incelendi.

3.3.1. ELISA Yontemi ile ASA, P-Selektin, E-Selektin Serum

Degerleri Olgiimii

Toplanan kan orneklerinden elde edilen seumlarda ELiSA yontemi ile
spektrofotometrik olarak kayit edilerek ASA [78], P-selektin [77] ve E-selektin

[79] degerleri dlgcuimugtar.

3.4.Histopatolojik inceleme

%10 Formalin ile 24 saat fikse edilen dokular doku takip iglemleri
sonrasinda parafin bloklara gémulmastir. Mikrotom ile 5um ile kesitler
yapilmistir. Hematoksilen-eozin boyasi ile boyanip i1sik mikroskopu altinda
incelenmisgtir.

Testikuler hasari degerlendirmek icin Cosentino skorlamasi
kullaniimistir. Cosentino skorlamasi, testikller hasari 1-4 arasinda asagidaki
sekilde degerlendirir [80] .

Evre 1: DUzenli germinal hicrelerin izlendigi testikuler yapi

Evre 2: Yapisik seminifer tibuller ve dizensiz germinal hiicreler

Evre 3: Dlzensiz seminifer tlbdller ve normal gérinimde olmayan

germinal hucreler
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Evre 4: Nekrozun izlendigi seminifer tubuller ve germinal hicreler

Johnsen skoru, spermatogenezisi degerlendirmek icin kullanilan bir
skorlama sistemidir [81]. Seminifer tubuliste spermatojenik hucrelerin
tiplerinin varligina ve yokluguna goére her bir seminifer tlibulds igin skor
verilerek bunlarin toplami izlenen seminifer tiblllis sayisina bélinirek skor

elde edilir.

10: Germinal epiteli ¢ok sirali, gok sayida spematozoa ve merkezde
acik lumen igeren tubduller var.

9: Germinal epiteli disorganize, limene dogru yigilma, spermatozoa
var.

8: Germinal epiteli ¢ok sirali ancak limende 10’dan az spermatozoa
var.

7. Spematozoa yok, ¢ok sayida spermatid var.

6. Spermtozoa yok, spermatid 10’dan az.

5. Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var.

4. Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatid 5’'ten az.

3. Germ hicre olarak sadece spermatogonia var

2. Germ hucresi yok, sadece sertli hlicresi var.

1. Seminifer tubulUs iginde hicre yok.

Ayrica, inflamasyon hafif, orta ve siddetli olarak derecelendirilmigtir.

3.5. istatiksel Calisma Metodu

Calismada elde edilen veriler Windows SPSS 16 bilgisayar
programinda analiz edildi. Degerler, “Ortalama + standart sapma (SD)“ veya
“‘Ortanca (minimum-maksimum)” olarak verildi. Verilerin dagilimina goére
badimsiz gruplar arasi karsilastirmalarda nonparametrik testler kullanilarak
grup karsilastirmalari yapildi. Grublar kendi iglerinde 0. ve 14. gun

kargilastirmalari  Wilcoxon signed ranked testi ile yapildi. Grup
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karsilastirmalari Kruskal Wallis non parametrik testi kullanildi. istatistiksel

olarak p<0.05 degerler anlaml kabul edildi..
3.6. Etik Kurul izni
Bu calisma, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’nun 26.02.2009 tarih ve 09/05/65 sayili toplanti karariyla

hayvan deneyi yerel etik kurul onayini almistir.
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A. Gruplarin Kendi iginde 0. ve 14. Giindeki Biyokimyasal

Degerlerinin Karsilastiriimasi

SG’da 14. gin ASA ve E-selektin degeri 0. gun degerlerine goére

azaldi. OG’da 14. gin P/E-selektin degerleri 0. gun degerine gére azaldi.

AG’da 14. gun P-selektin degeri 0. glin de@erine gore azaldi. TG’'da 14. gun

E-selektin degeri 0. glin degerine gore azaldi.

Tablo 4.1.1. Deney Gruplarinda 0. ve 14. Giinlerde ASA, P-

Selektin, E-Selektin Duzeylerinin Ortanca Degerleri ve Gruplarin Kendi

icinde Karsilastiriimasi

(13-16)

10.6*
(8.8-12.3)

12.9
(9.0-97.1)

14.6
(12.6-17.2)

8.8
(7.6-17.8)

9.6
(7.5-11.0)

*#¥¥f p<0.05

Gruplar
ASA P-SELEKTIN
KG 15 0.9

(0.12.9)

0.7
(0.1-3.9)

3.4
(0.1-5.5)

4.5y
(1.0-11.2)

0.4
(0.1-3.4)

0.4
(0.1-11.2)

153.3#
(110.2 £184.9)

161.40-
(103.7 £198.6)

116.5
(65.0-155.4)

177.7
(148.7-191.1)

136.4%
(130.8-208.9)

7.9*
(6.3 £9.3)

12.8
(9.3-15.1)

12.4
(8.7-16.3)

1.9
(7.5-20.3)

8.5
(6.7-13.3)

0.4
(0.06 +1.96)

0.1¥
(0.01-0.06)

0.06¥
(0.06-2.9)

0.8
(0.06-17.6)

0.8
(0.06-9.1)

E-SELEKTIN n P-SELEKTIN E-SELEKTIN

82.0
(64.4-105.1)

107.0#
(87.6 £121.0)

115.30
(69.8-122.3)

117.4
(77.5-245.9)

96.5
(74.8-243.2)

86.9%
(66.6-110.4)
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Tdm gruplarda 0. gune goére 14. gun ASA degerlerinde azalma
olmaktadir. Ancak, PESG grubunda artis olarak izlenmekte olup, ortaya
ctkan bu fark, istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05) (Sekil 4.1.1.).

B Asa 0. gumn)
15.00 B AZA (14 qun)

W

-

10.00

ortanca

5.00

0.00

Grup SG Grup OG  Grup AG Grup PESG Grup TG

Sekil 4.1.1. Gruplarnin Kendi iglerinde 0. ve 14. Giinlerdeki ASA
Ortanca Degerlerinin Degisim Farklarn * p>0.05
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AG grubunda 0. ve 14. gin E-selektin degerleri arasinda fark
saptanmazken (p>0.05), diger gruplarin 14. gin E-selektin degerleri, 0. gline
gbre azaldi. Bu azalma, SG, OG ve TG’de istatistiksel olarak anlamh
bulunmusken (p<0.05), PESG'da gdzlenen azalma istatistiksel anlamli
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.1.2.).

Bt =elektin (U, gun)
200.00 . E =zclcitin (14, gun)

ﬁfﬁ

:IZG’

[:50.00

10000

a0.00

0.00

Grup SG Grup CG Grup &G Grup PESG Grup TG

Sekil 4.1.2. Gruplarin Kendi iglerinde 0. ve 14. Giinlerdeki E-
Selektin Ortanca Degerlerinin Degisim Farklar * p<0.05
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OG ve AG gruplarinda 14. gin P-selektin degerleri, 0. gline gbre
anlamli azaldi (p<0.05). PESG ve TG gruplarinin 14. gin P-selektin
degerlerinde 0. gune goére artis godzlenmekle beraber istatistiksel fark
bulunamadi (p>0.05) (Sekil 4.1.3.).

B P selektin (0. gum
5.00 fgﬂ B F selektin(14. gun)
4.00

3.00

ortanca

200

1.00

0.0n
Grup 5G Grup QG Grup AG Grup PESG Grup TG

Sekil 4.1.3. Gruplarin Kendi iglerinde 0. ve 14. Giinlerdeki P-
Selektin Ortanca Degerlerinin Degisim Farklar * p<0.05
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B. Gruplarin Biyokimyasal Degerler Acisindan Gruplar
Arasinda Karsilastirilmasi

Grublarin 0. ve 14. gin biyokimyasal parametreleri karsilastiriidiginda
ASA degerleri bakimindan 0. giinde SG ile OG ve PESG arasinda fark
bulunmamaktadir (p>0.05). 0. ginde SG’na oranla AG'da artis ve TG'da
azalma bulunmustur (p<0.05). 0. giinde OG ile AG, PESG ve TG arasinda
fark bulunmamaktadir (p>0.05). 0. ginde AG ve PESG grublari arasinda
fark bulunmamistir. 0. gin ASA degerleri AG’na oranla TG'da azalma
bulunmustur (p<0.05). 0. gun ASA degerleri bakimindan PESG ve TG
grublari arasinda fark bulunmamigtir (p>0.05) (Tablo 4.1.1., Tablo 4.1.2.).

14. ginde yapilan Olcumlerde SG grubuna oranla OG, AG, PESG
grublarinda ASA degerlerinde istatiksel anlamh artis saptanmistir (p<0.05).
14. gin ASA degeri bakimindan SG ve TG grublarn arasinda fark
bulunmamistir (p<0.05, p<0.01).

14. gunde yapilan 6lcumlerde ASA degerlerinde OG ile AG, PESG
grublarinda istatiksel anlamh fark saptanmamigtir. (p>0.05) 14. gin ASA
degeri OG grubuna oranla TG grubunda azalmistir (p<0.05). 14. gin ASA
degerleri bakimindan AG ve PESG grublari arasinda fark bulunmamistir.

14. gun yapilan olgimlerde AG grubuna oranla TG grubunda ASA
degeri anlamli azalmigtir.(p<0.05) 14. gun ASA degerleri bakimindan PESG
ve TG grublari arasinda fark bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.1.1., Tablo
4.1.2)).

P-selektin degerleri bakimindan grublar karsilastirildiginda SG ile OG,
AG, PESG ve TG grublar arasinda 0. gun degerleri arasinda fark
bulunmamistir (p>0.05). P-selektin degerlerinde 0. giinde OG ile AG ve TG
grublan arasinda fark bulunmamaktadir (p>0.05). 0. gin P-selektin
degerlerinde OG’da PESG’na oranla artis bulunmustur (p<0.05). 0. gin P-
selektin degerleri bakimindan AG'da PESG’na oranla artis bulunmustur
(p<0.05). AG ve TG grublan arasinda 0. gun degerleri arasinda fark
bulunmamistir (p>0.05). 0. gun P-selektin degerleri bakimindan PESG ve
TG grublari arasinda fark bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 4.1.1., Tablo 4.1.2.).
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14. gun P-selektin degerlerinde SG grubuna oranla OG grubunda
azalma bulunmustur (p<0.05). SG ile AG, PSEG ve TG grublari arasinda 14.
gun P-Selektin degerleri arasinda fark bulunmamistir (p>0.05). 14. gunde
yapilan dlgimlerde OG ve AG grublar arasinda P-selektin degerlerinde
istatiksel anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). 14. ginde OG grubuna
oranla PESG ve TG grublarinda P-selektin degerlerinde artis saptanmistir
(p<0.05). 14. gun yapilan odlgumlerde AG ile PESG ve TG grublar arasinda
P-selektin degerleri arasinda fark bulunmamistir (p>0.05). 14. gun P-selektin
degerleri bakimindan PESG ve TG grublan arasinda fark bulunmamistir
(p>0.05) (Tablo 4.1.1., Tablo 4.1.2.).

Gruplar E-selektin degerleri bakimindan karsilastirildiginda 0. gunde
SG ile OG ve AG arasinda fark bulunmamaktadir (p>0.05). SG’na oranla
PESG’da artis ve TG'da azalma bulunmustur (p<0.05). E-selektin degerleri
bakimindan 0. ginde OG’na oranla PESG’da artis ve AG ve TG gruplarinda
azalma bulunmustur (p<0.05). 0. gun E-selektin degerlerinde AG'da PESG
ve TG'na oranla azalma bulunmustur (p>0.05). 0. gun E-selektin
degerlerinde PESG ve TG grublar arasinda fark bulunmamigtir (p>0.05)
(Tablo 4.1.1., Tablo 4.1.2.).

14. giinde yapilan dlgimlerde SG grubuna oranla OG, AG, PESG ve
TG grublarinda E-Selektin degerleri bakimindan fark bulunmamistir (p>0.05).
14. gunde yapilan olgumlerde E-selektin degerlerinde OG grubu ile AG,
PESG ve TG grublarinda istatiksel anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). 14.
gun E-selektin degerleri bakimindan AG ile PESG ve TG grublari arasinda
fark bulunmamigtir (p>0.05). 14. gin E-selektin degerlerinde PESG ve TG
grublari arasinda fark bulunmamigtir (p>0.05) (Tablo 4.1.1., Tablo 4.1.2.).
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Tablo 4.1.2. ASA, E-Selektin, P-Selektin Diizeylerinin 0. ve 14.
Giinde Gruplar Arasi Karsilastiriimasi

Gruplar . . . .
ASA P-SELEKTIN E- SELEKTIN P-SELEKTIN E-SELEKTIN

KG-SG o
0,004** 1,000 0,004**
KG-0G
0,020* 0,184 0,005** 0,005** 0,020* 0,575
KG-AG
0,015* 0,053 0,003** 0,007** 0,046* 0,823
KG-PESG
0,045* 0,044~ 0,001 0,016* 0,078 0,841
KG-TG
0,010** 0,072 0,001** 0,006** 0,081 0,293
SG-0G
0,127 0,147 1,000 0,005** 0,020* 0,575
SG-AG
0,025* 0,107 0,052 0,007** 0,21 0,74
SG-PESG
0,081 0,052 0,024~ 0,02* 1.00 0,63
SG-TG
0,035* 0,075 0,035* 0,52* 0,62 0,10
0G-AG
0,575 0,378 0,037* 1,000 0,176 0,522
OG-PESG
0,302 0,048 0,014 0,93 0,045* 0,87
OG-TG
0,057 0,060 0,024* 0,01** 0,02* 0,06
AG-PESG
0,200 0,025* 0,006** 0,873 0,293 0,337
AG-TG
0,044* 0,054 0,014* 0.02* 0.15 0.07
PESG-TG
1,000 1,000 0,109 0,078 0,738 0,262

* p<0.05, ** p<0.01
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4.2. Histopatolojik inceleme

Orsit olusturulan testis ve kontralateral (sol) testiste akut ve kronik
inflamasyonun genel parametreleri, Cosentino skorlamasi ile testikiler doku
hasari (nekroz) ve Johnsen skorlamasi ile spermatogenez histopatolojik
olarak degerlendiriimistir. Cosentino skorlamasi evresinde artis hasarda
artisin;  johnsen  skorlamasinda elde edilen degerin azalmasi
spermatogenezin bozulmasi lehine degerlendirilmigtir.

Dokularda seminifer tibul dagilimlari (Sekil 4.2.1.a), semifer tubulde
nekroz ve hasarsiz tublllerde spermatogenezde azalma (Sekil 4.2.1.b),
periepididimal hucre infiltrasyonu ve lenfosit infiltrasyonu (Sekil 4.2.1.c),
intertisyel alanda iltihabi hicre infiltrasyonu (Sekil 4.2.1.d), spermatogenezin
normal oldugu tubdller (Sekil 4.2.1.e), konjesyon ve nekroz (Sekil 4.2.1.f)
varlklari gosterilerek her bir grup kendi icinde ve gruplar arasinda

karsilastiriimistir.

Sekil 4.2.1. Histopatolojik inceleme
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KG'da kanal epitelyum lenfosit, intertisyel lenfosit, duktal lenfosit

yogunlugu bakimindan sag ve sol testisler arasinda bulunan fark igerdigi
lenfosit yogunlugu ile agiklanabilir (Tablo 4.2.1.).
Sag ve sol testis kanal epitelyum, intertisyel ve duktal lenfosit

yogunlugu TG’da sag testiste artmis bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.2.1.).
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Tablo 4.2.1. Gruplarda Histopatolojik Parametrelerin Sag ve Sol
Testisler Arasinda Karsilagtiriimasi

P degerleri

Histopatolojik

parametreler Grup KG Grup SG Grup OG Grup AG Grup PESG  Grup TG

Hasar

0.194 0.059 0.039 0.180 0.915 0.48
Abse

1 1 1 1 1 0.180
Notrofil intertisyel

0.157 0.157 0.317 1 1 0.785
Nétrofil duktal

0.157 0.157 1 1 1 0.414
Kanal epitelyum lenfosit

0.034* 1 0.257 0.157 0.317 0.034*
Konjesyon

1 0.102 0.157 0.414 0.705 0.317
Lenfosit intertisyel

0.180 0.046* 0.317 0.317 0.317 0.046*
Lenfosit duktal

0.025* 0.180 0.157 0.564 0.655 0.025*
Johnsen

0.043* 0.046* 0.223 0.80 0.753 0.833

*p<0.05

Gruplarda sag testis ve kontralateral (sol) testiste ortaya ¢ikan
histopatolojik degisikliklerden Johnson ve Cosentino skorlamasinin median
degerleri Tablo 4.2.2. de gosterilmistir (Tablo 4.2.2.).

Histopatolojik incelemede sag ve sol testis Johnsen skoru OG’da sag
testiste sola gére anlamh diusik bulundu (p<0.05).

Sag ve sol testis Johnsen skoru AG’da sag testiste sola gore anlamli
dusuk bulundu (p<0.05).

PESG’da sol testis hasar orani saga testise gore azalmis bulundu
(p<0.05).

TG’de sag ve sol testis hasar orani ve johnsen skoru bakimindan fark
bulunamadi (p>0.05).(Tablo 4.2.2).
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Tablo 4.2.2. Sag ve Sol Testiste Cosentino Hasar ve Johnsen

Skor Ortanca Degerleri

COSENTINO JOHNSEN SKOR COSENTINO JOHNSEN SKOR
SAG TESTIS SAG TESTIS SOL TESTIS SOL TESTIS
3 7.6 3 8.4

KG (1.75-4.0) (6.3-8.1) (2.0-4.0) (8.22-8.4)

SG 1.5 8.7 2 7.9
(1.0-2.0) (8.17-9.02) (2.0-2.5) (7.65-8.3)

0G 4 7.3 3 7.9
(3.0-4.0) (6.35-8.02) (2.0-4.0) (7.47-8.2)

AG 4 7.15 3 8.3
(4.0-4.0) (6.22-8.02) (2.5-4.0) (7.97-8.5)

3.5 7.6* 2.5 7.85
PESG (1.75-4.0) (6.25-8.75) (2.0-4.0) (6.32-8.8)

TG 3 8.4* 3 8.4
(1.75-4.0) (7.67-9.15) (3.0-4.0) (8.2-8.4)

*p<0.05

SG’na gore tUm gruplarda hasar orani artmis bulundu(p<0.05). Apse
olusumu KG'da belirgindi. Yine intertisyel ve duktal nétrofil varlhigr diger
gruplarla karsilastinildiginda KG'da belirgindi(p<0.05). KG’da kanal
epitelyum lenfosit infiltrasyonu diger tim gruplardan duslk izlendi (p<0.05).

Dokularda konjesyon PESG’da SG’na oranla yuksek bulundu
(p<0.05). intertisyel lenfosit yogunlugu OG ve AG'de KG, SG, PESG ve
TG’larina oranla daha ylUksek izlendi (p<0.05).

Duktal lenfosit yogunlugu SG, OG, PESG’larinda KG ve TG’na oranla
daha fazla izlendi (p<0.05). Yine OG ve AG’larinda PESG ve TG’larina oranla
daha fazla duktal lenfosit izlendi (p<0.05).

Johnsen skoru, OG ve AG’larinda KG ve SG’larina oranla azalmis
bulundu (p<0.05). PESG ve TG’larinda Jonhsen skoru OG ve AG’larina goére
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artmis bulundu (p<0.05). OG ve AG gruplarinda johnsen skoru agisinda fark
bulunamadi. P/E-selektin blokaji yapailan gruplar arasinda Johnsen skoru

agisindan fark bulunamadi (Tablo 4.2.3.).

Tablo 4.2.3. Gruplarnin Sag Testis Histopatalojik incelemelerinde
Kendi Aralarinda Ortaya Cikan Farkhliklari

KG-SG 065

KG-0G -
conc B

H O OB B . o B

w7 [
s [

KG-PESG 737 101 138 173
KG-TG - ,084 260 313
SG-0G . 1,000 ,099 ,099 103 338 . .
SG-AG . 1,000 1,000 1,000 278 226 - .

SG-PESG . 1,000 1,000 1,000 - - 523 1,000 149
SG-TG 575 1,000 1,000 1,000 1,000 ,093 317 . 377
0G-AG 138 1,000 138 138 598 423 ,092 1,000 872

OG-PESG . 1,000 082 082 ,066 ,086 . - .
0G-TG . 1,000 119 119 113 420 . . .

AG-PESG . 1,000 1,000 1,000 103 073 . - .
AG-TG . 1,000 1,000 1,000 A7 575 . - .

PESG-TG . 1,000 1,000 1,000 072 . 322 . 227

*p<0.05



42

TG'da sag testis Johnsen skoru, OG, AG’larina gére anlamli ylksek
bulundu (p<0.05) (Sekil 4.2.2.).

TG’de sol testis Johnsen skorlarl, OG ve PESG’den yuksek bulundu
(p<0.05) (Sekil 4.2.2.).

PESG’de sol testis hasari, TG, AG ve OG’ larina gbre azalmis bulundu
(Sekil 4.2.2.).

10
9
8 W
7
6 +—C-R
5 —ii—]J-R

) / \ +C_L
3 o . L

KG SG 0G AG PESG TG

Sekil 4.2.2. Sag ve Sol Testiste Cosentino Hasar ve Johnsen Skor

Degerlerinde Gruplar Arasinda Ortaya Cikan Farklilik
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TARTISMA

Inflamasyon, enfeksiyon ve travma nedeni ile kan-testis bariyerinin
batinligundn bozulmasi immin sistemden korunan germ hdcrelerinin kaybi
ile sonuglanabilmektedir. Deneysel ve klinik calismalar, tek tarafli testiktler
hasarin karsi taraf testiste degisikliklere yol agabilecegini gostermigtir [82, 83,
84]. Cogu arastirmaci, testikuler hasar ve ASA olusumu arasinda korelasyon
saptamasina ragmen bir kisim arastirmaci da korelasyon saptamamistir [85].
ASA olugsumunda enflamasyonun immunolojik hicrelerinin rol aldigi
gosterilmigstir [86]. Cosentino ve arkadaslari [80], antisperm antikorlarin karsi
testis hasarindan sorumlu oldugunu, Cerasaro ve arkadaslar [87], dokuda
artmig sitotoksik antitestis antikorlarinin bulundugunu vurgulamiglardir.
Heindel ve arkadaslar [88], karsi testis hasarinin hucresel ve humoral
immunite ile ilgili oldugunu belirtmislerdir. Karaguzel ve arkadaslar [89], karsi
taraf testis hasarina sempatik aktivitenin neden olabilecedini 0One
surmuslerdir. Ancak, kontralateral hasar mekanizmasi, halen agikliga
kavusturulamamistir.

Endotelin Weibel-palade cisimciklerinde depolanmis olarak bulunan ve
proinflamatuar uyarilara yanit olarak hizla aciga cikan P-selektin, iskemi
reperflzyon hasarinda, komplemanin olusturdugu akut akciger hasarinda,
romatoit artritte, sinovyal mikrovaskilitte ve trombotik ve enflamatuar
olaylarda rol oynar [90, 91]. Doku hasari, inflamasyon ve immun reaksiyonlar
sonucu ortaya c¢lkan sitokinlerle veya bakteriyel lipopolisakkaritlerle
uyarilarak endotelden agiga c¢ikan E-selektin ise kronik inflamasyonda ve
inflamasyonun gec¢ fazinda gorev alir. Notrofillerle endotel arasindaki kuvvetli
adezyonda notrofillerin P-ve E-selektine baglanmasi, ilk ve en énemli yanittir
[90, 92, 93]. Yapilan c¢alismalar, sigan testisinde ortaya c¢ikan
iskemi/reperfizyon hasarinin P/E-selektin aktivasyonu ile ilgili olabilecegini
ve bu hasarin P-selektin ve E-selektin blokaji ile dnlenebilecedini gostermigtir
[12]. Bu galismada, E.Coli ile olusturulan deneysel epididimoorsit modelinde
P- ve E-selektin blokajinin karsi taraf testis hasarina ve ASA olusumuna

etkisinin arastirilmasi amaglanmigtir.
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Oksidatif strese bagl testikiler hasarda ortaya c¢ikan reaktif faz
molekullerinin lokal ve uzak organ hasarina yol acgtigi bilinmektedir [94].
Orsitin oksidatif stresi artirarak ipsilateral ve kontralateral testis hasarina
neden oldugu bildirilmistir [4]. PMN’ler, testikller hasara yol agan molekuiler
olaylarin baglatici hucreleridir. Testise PMN ekstravazasyonu, PMN’lerin
degranulasyonu ve reaktif faz molekullerinin agiga ¢ikmasina neden olur.
Inflamatuar yanit sirasinda dokuya PMN goécgl, selektin aracili bir dizi
dizenlenmis olaylari igerir. Inflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-I endotel
hicrelerinde P/E selektin ekspresyonuna neden olarak |6kositlerin endotel ile
etkilesimini  saglarlar.  Proinflamatuar  sitokinlerde artis, selektin
ekspresyonunda artis ve notrofil gogu ile koreledir. Inflamasyonda ¢dzinur
P/E-selektin serum duzeyleri yuksek bulunmustur. Bu sonuglar, P/E-selektin
saliniminin testikuler hasarda rol oynadigini gostermektedir [95].

Inflamatuar dokularda P- ve E-selektin blokajinin nétrofil gogunu
azalttigini gosterir calismalar yapilmistir [95]. Yine, P- ve E-selektin antikoru
kullanilarak inflamasyonda notrofil infiltrasyonunun azaltilmasinin - doku
hasarini azalttigi cesitli calismalarda gosterilmigstir [96]. Lysiak ve arkadaslari,
iskemi ve reperfizyon hasarinda kontralateral testis hasarinin E-selektin
ekspresyonu ile iligkili oldugunu goéstermistir [97]. Celebi'nin yaptigi
calismada, P/E-selektin blokajinin iskemi reperflizyon hasarinda koruyucu
etkilerini gosterir bulgular elde edilmistir [12]. Bu ¢alismada da P/E-selektin
blokajinin kontralateral hasari Onleyebilecegini destekler bulgular elde
edilmistir.

Bizim c¢alismamizda, orsit modelinde uygulanan farkh tedavi
secenekleri karsilastirildiginda, orsit grubunda SG oranla ASA dizeylerinde
belirgin artis oldugu ve antimikrobiyal tedavi verilen gruplarda anlaml olarak
ASA duzeylerinin azaldigi gosterilmistir. P/E-selektin verilen PESG’de ise 14.
ginde ASA duzeylerinde azalma olmakla birlikte istatistiksel olarak
verilmeyen gruplarla farklilk ortaya ¢ikmamistir. Bu durum P/E-selektin
uygulamasinin orsite bagh ASA duzeylerini antimikrobiyal tedavi ile birlikte

verildiginde azalttigini distundurmektedir. Bu sonuglar P/E-selektin antikor
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kullaniminin inflamatuar yanit baskiladigini ancak antimikrobiyal tedavinin
ASA olugumunu onlemek i¢in gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.

AG grubunda 0. ve 14. gun E-selektin degerleri arasinda fark
saptanmazken (p>0.05), diger gruplarin 14. gin E-selektin degerleri, 0. gline
gbre azalmistir. Bu azalma, SG, OG ve TG'de istatistiksel olarak anlamh
bulunmugken (p<0.05), PESG’da ise g0zlenen azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0.05). E-selektin duzeylerinin gruplarda farkh
sonuglar gostermesi E-selektinin inflamasyon surecinde degisik zamanlarda
rol oynamasi ve dokudan dokuya, cinse gore farkl ekspresyon géstermesi ve
degisken ekspresyon kinetikleri ile aciklanabilir [98, 99]. E-selektin
inflamasyonda sentez edilerek P-selektinden daha sonra ortaya
cikmakta[100] ve azalmis E-selektin duzeyleri, calismamizda baskilanmig
inflamasyonu gdéstermektedir.

P-selektin degerleri, SG’de OG’ye goére azalmig, AG, PSEG ve TG
gruplan ile 14. gundeki duzeyler acgisindan fark bulunmamistir.
Calismamizda elde edilen bu sonug orsit sonrasinda tedavi yapilmamasi
durumunda depo granullerinden hazir salinan P-selektinin hizli taketildigini
gOstermektedir. 14. glinde yapilan élgimlerde OG grubuna oranla PESG ve
TG’de P-selektin degerlerinde artis saptanmasi, ancak AG ile PESG ve TG
gruplari arasinda fark bulunmamasi, inflamasyonda hizla salinan P-selektinin
blokerle yapilan proteolitik yikiminin énline gegmesine baglanabilir [90, 100].
P-selektinin 0. ve 14. glnlerde elde edilen degerlerinin fark gdéstermemesi
her iki grupta P-selektin blokerlerinin kullaniimasiyla agiklanabilir.

Gruplarda 0. ve 14. gunlerde P-selektin degisimleri incelendiginde, OG
ve AG gruplarinda 14. gunde P-selektin degerlerinin 0. gline goére azaldigi
(p<0.05), PESG ve TG gruplarinda arttigi gézlenmekledir (p>0.05). P-selektin
blokaji yapilan gruplarda beklenin aksine artis olmasi, nétrofil adezyonunun
baglangicinda rol alan P-selektinin sentez edilmeden hazir bulundugu
granullerden salinmasina sonrada hizla kaybolmasina bagl olabilir [90, 100].
P-selektinin inflamasyona verdigi yanit ve molekuler kinetigi bu molekdl ile
ilgili farkli sonuglarin elde edilmesine dolayisiyla bu konuda kesin sonuclara

varilamamasina yol agmaktadir. Bu nedenle, bu calismada elde edilen
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sonuglar, P-selektinin orsitte bagli inflamasyondaki rolunu agiklamada
yetersiz kaldigi dustunulmektedir.

Calismamizda deneysel orsit olusturulan testiste orsitin lokal bulgulari
ve inflamasyonun olusturdugu testikller hasar gosterilmigtir. Yine,
calismamizda inflamasyonun lokal bulgular gérilmeyen kontralateral testiste
olusan testikuler hasar, histopatolojik bulgularla desteklenmisgtir.

Testisin normalde mozaik bir yapisi vardir; her seminifer tubulUs
komplet spermatogenez icermemektedir [21]. Bu ¢alismada tedavi grubunda
sag testis Johnsen skoru, OG, AG ve PESG gruplarinda gére anlamli yiksek
bulunmustur. TG’de sol testis Johnsen skoru, OG ve PESG’den yuksek
bulunmustur. TG'de sad ve sol testis hasar orani bakimindan fark
bulunamazken, P/E-selektin blokaji yapilmayan gruplarda kontralateral
testiste orsit olan tarafa gore histopatolojik hasarda artis gézlenmektedir. Bu
sonuglar P/E-selektin blokajinin testiste olan histopatolojik hasari 6nlemedigi

ancak ilerlemesine engel oldugunu disundurmektedir.
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SONUGLAR

Calismada olusturulan orsit sonrasinda ¢ézunur P/E-selektin
serum duzeyleri yuksek bulunmasi ve verilen tedavinin ardindan
azalmig  E-selektin  duzeyleri, calismamizda baskilanmig
inflamasyonu gostermektedir. Bu sonuclar P/E-selektin saliniminin
testikuler hasarda rol oynadigini desteklemektedir

Calisma gruplarinda elde edilen farkli P-selektin sonuglar P-
selektinin orsitte bagh inflamasyondaki rélund agiklamada yetersiz
kaldig1 dusunulmektedir.

Tedavi gruplarinda P/E-selektin uygulamasinin orsite bagh ASA
dluzeylerini antimikrobiyal tedavi ile birlikte verildiginde azalttigini
dusundurmektedir.

P/E-selektin blokaji yapilmayan gruplarda kontralateral testiste orsit
olan tarafa goére histopatolojik hasarda artis gézlenmektedir.
P/E-selektin blokajinin inflamatuar yaniti baskiladigini testiste olan
histopatolojik hasari 6nlemedigi ancak ilerlemesine engel oldugunu
dusundurmektedir.

Bu sonuglar antimikrobiyal tedavi ile birlikte P/E-selektin blokaj
tedavisi verilmesinin inflamasyonun spermatogeneze olumsuz

etkisinden koruyucu etkisi oldugunu dusundirmektedir.
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