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OZET

Farelerde LPS ile Olusturulan Orsit Uzerine Alfa-linolenik Asitin Koruyucu Etkisi

Giris ve Amag: Coklu doymamis yag asitlerinden biri olan alfa-linolenik asit
(ALA), insan yasaminin devamliligi acisindan ¢ok oOnemlidir. ALA, kalp ve
kardiyovaskiiler sistem i¢in koruyucu bir besindir. Bununla birlikte ALA’nin ¢ok giiclii
anti-inflamatuvar ve anti-oksidan 6zellikleri de mevcuttur. Bakteriyel lipopolisakkarid
(LPS) ile orsit olusturulmasi inflamatuvar mediyatorlerin ekspresyonunun artigina
neden olur. Bu amagla anti-inflamatuvar 6zelligi olan ALA’in LPS ile olusturulan orsit
tizerine olan etkisini belirlemeyi amacladik.

Gereg ve Yontem: Fareler; kontrol, orsit ve orsit + ALA uygulanan, olmak iizere
ic gruba ayrildi. Farelere intraperitoneal LPS uygulanmas: ile orsit olusturuldu ve ALA
ile tedavi edildi. Ardindan farelerin testis dokularindan siklooksijenaz-2(COX-2),
fosfolipaz A,(FLA,) indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve niikleer faktor kappa B
(NFxB) diizeyleri ile serumlarinda IL-6 ve TNFa diizeyleri ELISA yontemiyle 6l¢iildi.
Istatistiksel karsilastirmali analiz icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
dogrulama testi olarak ta Bonferoni kullanildi.

Bulgular: Farelere LPS uygulamasi, I1L-6, TNFo ve NF«xB gibi inflamatuvar
mediyatorlerin ve COX-2, FLA; ve iNOS enzimlerinin ekspresyonunu arttirdigi
gozlendi. ALA uygulamasmin bu mediyatdér ve enzim diizeylerini anlamli olarak
azalttig1 tespit edildi.

Sonug¢: Bu ¢alisma ALA’in LPS kaynakli testikiiler inflamasyon ve testis hasari
icin faydali olabilecegini gostermistir. Bu ¢alisma, arastirmacilara gram negatif
bakterilerin neden oldugu testikiiler inflamasyonun énemli noktalarini ortaya ¢ikarmada
yardime1 olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Orsit, LPS, inflamasyon, alfa-linolenik asit, fare
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ABSTRACT

Protective Effect of Alpha-linolenic Acid on LPS Induced Orchitis in Mices

Introduction and Objective: Alpha-linolenic acid (ALA) which is one of
polyunsaturated fatty acids is very important for human life. ALA is a protective
nutrient for the heart and cardiovascular system. However, ALA has very strong anti-
inflammatory and anti-oxidant properties. Increases in the expression of inflammatory
medaiators are accompanied orchitis induced by lipopolysaccharide (LPS). Therefore,
twe aimed to determine whether ALA, which has anti-inflammatory properties, is
protective effect against LPS-induced orchitis.

Material and Method: Mices were divided into three groups as control, orchitis
and orchitis + ALA applied. Orchitis were induced by intraperitoneal LPS application in
mice and treated with ALA than cyclooxygenase-2, phospholipase A2, inducible nitric
oxide synthase (iNOS) enzymes and nuclear factor kappa-B (NFxB) were analyzed by
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) method in their testes, IL-6 and TNFa
in their serum. Differences in results between tissues were tested by one way analysis of
variance (ANOVA) and corrected by Bonferroni multiple-comparison test.

Results: LPS administration to the mices increased the expression of
inflammatory mediators such as IL-6, TNFo and NFkB and COX-2, FLA2 and iNOS
enzymes. It was determined that ALA treatment significantly reduced these mediators
and enzymes levels.

Conclusion: This study showed that the ALA can be beneficial for LPS-induced
testicular inflammation and testicular damage. This study will help the researcher to
identify important points of testicular inflammation caused by Gram negative bacteria.

Keywords: Orchitis, LPS, inflammation, alpha-linolenic acid, mice
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1. GIRIS ve AMAC

Doymus yag asitleri oda sicakliginda kati halde bulunurlar ve viicutta
birikebilirler. Coklu doymamis yag asitleri ise oda sicakliginda sivi haldedirler ve insan
hayatinin devamlilig1 i¢in de ¢ok onemlidirler. Bundan dolay1 temel yag asitleri olarak
adlandirilirlar. Omega-6 ve omega-3 yag asitleri olmak tizere iki gruba ayrilirlar.
Omega-6’larin ana kaynagi yiiksek oranda linoleik asit i¢eren misir ve soya fasulyesi
yagidir. Omega-3 ise keten tohumu, ceviz ve 6zellikle planktonlar ile yagh baliklarda
bol miktarda bulunur, keten tohumu ve cevizde alfa-linolenik asit (ALA), balik
yaglarinda ise Eikosapentaenoik asit (EPA) ve Dekosahegzaenoik asit (DHA) en 6nemli
yag asitleridir. EPA ve DHA’nin mutlaka disardan alinmasi gerekir. Ciinkii viicut
tarafindan sentezlenemedikleri i¢in elzem yag asitleri olarak adlandirilirlar.
Calismamizda kullanacagimiz ALA kalp ve kardiyovaskiiler sistem i¢in koruyucu bir
besindir. Arasidonik asit yapisina katilan DHA ve EPA’in 6nciil maddesidir. ALA’in
antioksidan etkinligi vardir. oksidatif stresi azaltmasi inflamasyonun Onlenmesine de
katki saglar.

ALA niikleer faktér kappa-B (NF-kB) translaokasyonunu ve mitojen ile aktive
edilmis protein kinaz (MAPK)’1in fosforilasyonunu inhibe eder. Bu inhibisyon iNOS,
COX-2, TNF-alfa gibi inflamatuvar faktorlerinin diizeylerini azaltarak inflamatuvar
yanit1 azaltir. LPS ile orsit olusturulan farelerde inflamatuvar ajanlarin artis1 eslik
etmektedir. Bu nedenle antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelligi gosterilen ALA’in LPS
ile olusturulan orsit lizerinde koruyucu etkinligi olup olmayacagini inflamatuvar
medaitorler ve enzimlerden COX-2, FLA;, iINOS, NF-kB, IL-6 ve TNFa diizeylerini
ELISA yontemiyle analiz ederek arastirmayi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Anatomisi

Testisler, 4x3x3 c¢m boyutlarinda olup ortalama olarak 30 ml hacime sahiptir.
Genellikle sol testis, sag testisten 1 cm daha asagida yerlesmektedir.1 Testisler distan ige
dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa olmak {izere 3 tabakadan
olusur. Tunika vaginalis visseral ve parietal olmak tizere iki tabakadan olusur. Bu iki
tabaka arasindaki serdz sivinin artmasi ile hidrosel meydana gelir.

Epididimis, testisin posterolateral yiizeyine yapisir. Seminifer tiibiiller iki ucu da
rete testiste sonlanan V'’ seklinde tiibiillerdir. Her testiste yaklasik olarak 600-1000 adet
seminifer tiibiil bulunmaktadir. Rete testis, 6-12 adet duktuli efferentes in birlesmesiyle
olusur. Her bir lobiilden gelen duktuli efferentes tek bir epididim duktusuna drene olur.
Bu kanalin, kuyruga dogru c¢apt ve kalinhigi artarak duktus deferens meydana gelir
(Sekil 1).2
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2.1.1. Testisin Arteriyel Sistemi

Testisler, baglica ii¢ arteriyel sistem tarafindan kanlanmaktadir (Sekil 2).

1. Internal spermatik (Testikiiler) arter

2. Eksternal spermatik (Kremasterik) arter

3. Deferensiyel (Vazal) arter

1. Testikiiler (Internal Spermatik) Arter

Testisin en Snemli arteridir. Testis kan akimimin 2/3’sini saglar.> Abdominal
aortadan, renal arterin altindan anterolateral yiizden ¢ikar. Testis orta polde, posteriorda,
epididimisin altinda tunikay1 oblik olarak gegerek testise girer.

Internal spermatik arter alt polde deferensiyel ve kremasterik arterlerle, iist polde
deferensiyel arterle anastomoz yapar.*

2. Kremasterik (Eksternal Spermatik) Arter

Testis kan akiminin yaklasik %15-20’sini saglar. A.epigastrika inferior’dan
internal inguinal halka seviyesinde dallanir. Internal spermatik ve deferensiyel arterlerle
anastomoz yaparak tunika vaginalis’te sonlanir.

3. Vazal (Deferensiyel) Arter

Testis kan akiminin 1/6’ini saglar. A. vezikalis superior veya inferior’dan c¢ikar,

vaz deferens ve epididimisi besler.

2.1.2. Testisin Venoz Sistemi

Testikiiler vendz drenaj dort ayr1 sistemle olmaktadir.

1. Testikiiler (Internal Spermatik) Ven

2. Kremasterik (Eksternal Spermatik) Ven

3. Vazal (Deferensiyel) Ven

4. GubernakulerVen

1. Testikiiler (Internal Spermatik) Ven

Internal spermatik arterle birlikte seyreder, solda renal vene dik olarak, sagda V.
cava inferiora oblik olarak agilir. Sol internal spermatik ven sagdakinden 8-10 cm daha
uzundur.’

2. Kremasterik (Eksternal Spermatik) Ven

Spermatik kordun posteriorunda yer alir, eksternal inguinal halka bolgesinde

yiizeyel ve derin inferior epigastrik venlere acilir.



3. Vazal (Deferensiyel) Ven

Vaz deferense eslik eder, siiperior-inferiorvezikal ven’ler {izerinden internal iliak
ven’e acilir.

4. Gubernakular Ven

Eksternal pudental ven, safen ven tizerinden eksternal iliak vene agilir.

Pleksus Pampiniformis

Testisin posteriyorundan ilerleyen venler, mediastenden gelen kiigiik venlerle ve
vas deferens venleri ile birlesir ve pleksus pampiniformisi olusturur. Pleksus
pampiniformis spermatik kordun i¢inde inguinal kanaldan gegerek sagda vena kava
inferior, solda ise renal vene acilir (Sekil 2).5

Testisin lenfatik drenaji 4-8 adet lenfatik damar ile spermatik korddan gecerek

paraaortik lenf nodlarina agilir.®

a , [ .
: \+— Testicular v.
Testicular a. [ \
nternal ‘ 1€ .

Deferential a.
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Testicular a.

B — Pampiniform
Vesicula¥y plexus
aN v

Vesicular a.

Sekil 2. Testis vaskiiler anatomisi

2.1.3. Testisin Noronal Anatomisi

Testisin innervasyonu, siliperior mezenterik ve renal arter bolgesindeki aortik
pleksuslar ve kollateral ganglionlar ile iliskili sempatik lifler ve genel visseral duyu

lifleri ile saglanir.” Agri ile ilgili spinal kord diizeyleri, torasik ve splanknik sinirlerin de



ciktiklar1 T5-T12 seviyesidir. Genitofemoral sinirin genital dali (L1-L2) inguinal kanala
internal inguinal halka seviyeinden giris yapar. Bu dal kremasterik kasin
innervasyonunu saglar. ilioinguinal sinir (L1) krista iliaka anterior siiperior yakininda
eksternal ve internal oblik kaslar arasindan ¢ikar, kanala girer ve dis inguinal halkadan
cikar. ilioinguinal sinir penis kokiiniin cildinin, skrotum’un iist kesiminin, uylugun iist
medial béliimiiniin innervasyonunu saglar.®

Pelvik pleksusa anestezi yapilmasi inatgi testis agrilarinda kullanilir. Baz1 afferent
ve efferent sinirler karsi tarafin pelvik pleksusuna karisabilir.” Bu néronal caprazlik bir

testisteki patolojinin kars: taraf testisinin fonksiyonlarini da etkileyebilecegini agiklar.

2.2. Testis Embriyolojisi
2.2.1. Gonadlar

Embriyonun cinsiyeti, fertilizasyon esnasinda belli olmasina ragmen, gonadlarin
erkek veya disi Ozellikleri ancak 7. haftadan sonra gozlenir. Gonadlar baslangigta
genital yada gonadal kabartilar adi verilen kolomik epitelin proliferasyonu ve
mezengimin yogunlasmasiyla olusan uzunlamasma sisliklerdir. Germ hiicreleri 6.
haftaya kadar genital kivrimlar i¢inde gén’jlmezler.lo

Primordial germ hiicreleri, 4. haftada umblikal kese (yolk kesesi veya vitellus
kesesi) duvarinda, endodermal hiicreler arasinda ortaya g¢ikarlar. Embriyonun
katlanmasi esnasinda primordiyal germ hiicreleri son barsak mezenteri boyunca gonadal
kabartilara go¢ ederler. Gelisimin 6. haftasinda primordiyal germ hiicreleri altindaki
mezensim igerisine girerler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar1 olustururlar.
Hem erkek hem disi embriyolarda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu donemde
erkek veya disi gonadlarin ayirdedilmesi ¢ok zordur. Iste bu devredeki gonad

farklanmamis gonad olarak adlandirlir.'°

2.2.2. Testis

Embriyo genetik olarak erkekse, primordial germ hiicrelerinin cinsiyet
kromozomlart XY dir. Y kromozomun kisa kolu {izerindeki testis belirleyici faktor
(TBF) i¢in SRY geni farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar

fonksiyonu gormektedir. Testis belirleyici faktdr gonadal kordonlar1 uyararak, onlarin



farklanmamis gonadin medullanin derinliklerine dogru uzamasini saglar. Kordonlar
burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis meydana gelir.

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensim
ile ayrilmiglardir. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlari
testosteron ve androstenedion salgilamaya bagslarlar. Bu hormonlar mezonefrik
kanallarin ve dis genitallerin erkek yoniinde farklanmasini uyarirlar. Testisler artik
genital kanal ve dig genital organlarin cinsiyetini etkileyecek hale gelmistir.10

Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlar1 piibertede liimenleri agilarak
seminifer tiibiiller haline gelirler. Seminifer tiibiiller rete testis tiibiilleriyle birlesir ve
duktuli eferenteslere baglanirlar. Bu eferent duktuslar mezonefrik sistemin geride
kalmis bosaltim tiibiilleridir. Duktus deferens olarak bilinen bu kanallar, rete testis ile

mezonefrik veya Wolffian kanallarini birbirine batg“g,larlaur.10

2.2.3. Erkek Genital Kanallar:

Mezonefroz gerilerken, epigenital tiibiiller adi1 verilen birka¢ bosaltim kanal rete
testis kordonlar1 ile birleserek duktuli efferentesleri olusturur. Mezonefrik kanallar
kivrintilt bir yap1 olusturarak duktus epididimisi meydana getirirler. Duktus deferensin
seminal vezikiilden sonraki parcasina ejekulatuar kanal denir. Paramezonefrik kanallar

erkeklerde kranial u¢larindaki kiiclik bir kisim disinda dejenere olurlar.

2.2.4. Testislerin Inis Siireci

Testisin kaudal kisminda ekstraselliiler matriksten zengin, yogun mezensimal
yapiya gubernakulum adi verilir. Bu mezensimal yapi testisin asagi inis siirecinden dnce
inguinal bolgede, internal ve eksternal abdominal oblik kaslarin arasinda sonlanir.
Testis inguinal halkaya dogru hareket etmeye basladiginda gubernakulumun
extraabdominal parcasi da inguinal bolgeden skrotal sislige dogru uzamaya baslar.

Testisin inisinin iki agsamas1 vardir.

1) Transabdominal evre: Bu evre androjen bagimsizdir ve anti Miillerian
hormon etkisiyle gerceklesir. Testis karin arka duvari boyunca inmeye baglar; gebeligin
17. haftasinda i¢ inguinal halka seviyesine gelir ve gebeligin dordiincii ayina kadar

burada kalir.



2) Inguinoskrotal evre: Testis bu dénemde inguinal kanal icinden karm 6n
duvarin1 gegerek skrotuma iner. Testis gebeligin yedinci ayindan sonra inguinal
kanaldan ge¢mis ve yapisal gelisimini tamamlayarak skrotumdaki yerini alir (Sekil 3).*°
Androjenler, gubernakulum, epidermal biiylime faktorii, desendin, kalsitonin genle
iligkili peptid (CGRP), genitofemoral sinir ve karmn ic¢i basinct gibi faktorlerin
inguinoskrotal inigte rol oynadig: diisiiniilmektedir.

Testislerin inisi siirecinde, periton karin 6n duvarinda orta hattinin her iki
tarafinda cepler meydana getirir. Processus vaginalis olarak bilinen bu periton cepleri,
gubernekulumu izleyerek skrotuma dogru hareket ederler.

Testis skrotumda processus vaginalis i¢inde bulunur. Processus vaginalis icten
disa visseral ve pariyetal tabakalardan olusur. Processus vaginalisi periton bosluguna

baglayan kanal dogumdan kisa bir siire sonra kapanir.

Embryonic Transabdominal Inguinoscrotal Elongation of
positon ——— Phase (8-15 wk) = Phase (25-35 wk) = cord (0-10 yrs)
- Anchoring - Migration

<<l

Sekil 3. Testislerin inisi

2.2.5. Testislerin Gelisimi

Y kromozomun kisa kolu {izerindeki testis belirleyici faktoér (TBF) igin SRY geni
farklilasmamis gonadin testis olarak gelismesinde kilit bir rol oynamaktadir.
Transkripsiyon faktorii olan Sox9 da testikiiler farklilasma igin gereklidir. TBF gonadal

kordonlar1 uyararak, onlari farklanmamis gonadin medullasina dogru ilerlemesine



neden olur. Kordonlar burada dallanip anastomoz yaparak rete testis olustururlar.
Gonadal kordonlarin —seminiferdz kordonlar- tunica albuginea gelistikten sonra, yiizey
epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur.

Seminiferdz tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) meydana getiren
mezensim ile birbirleriden ayrilmislardir. Leydig hiicreleri, 8. haftadan itibaren
androjenik hormonlar1 (testosteron ve androstenedione) salgilamaya baslarlar. Bu
hormonlar dis genitallerin ve mezonefrik kanallarin erkek yoniinde farklilasmasini
saglarlar.

Testosteronla birlikte, fetal testisler glikoprotein yapida olan Anti Miillerian
Hormon (AMH) salgilarlar. Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri) tarafindan salgilanan bu
hormon, uterus ve tuba uterinalara farklanan paramezonefrik (miillerian) kanallarin
gelisimini baskilar. Bu hormonun salgilanmasi puberte donemine kadar devam eder.
Seminiferdz tiibiillerin puberteye kadar limenleri yoktur ancak puberteden sonra liimen

gelisir.

2.3. Testis Histolojisi ve Spermiyogenez

Testisler; iireme fonksiyonlar1 ve embriyolojik gelisim iizerine etkili olan
ekzokrin ve endokrin bir ¢ift organdir. Embriyolojik erkek fetiis gelisimi i¢in testislerde
iiretilen androjenlere ihtiyag vardir. Puberte ile birlikte testislerden salinan testosteron
sperm iretiminin baslamasi ve sekonder seks karakterlerinin gelisimi i¢in ¢ok
onemlidir. Eriskin donemde de sperm iiretiminin devami, sekonder seks karekterlerinin
korunmasi ve yardimci bezlerin fonksiyonlar gostermesinde testislerin 6nemli rolii
vardir.

Testisler, icten disa tunika vaskiiloza, tunika albuginea ve tunika vajinalis olmak
lizere ¢ tabakadan olusur. Tunika albuginea  Kkapsiilin en kalin ve belirgin
tabakasidir."* Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalilasarak mediyastinum testisi
meydana getirir."? Kapsiilden testisin i¢ kismina dogru seyreden tunika albuginea’nin

ince uzantilar testisi lobiillere ayirir.

2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Testis lobiilleri kan damarlari, sinirleri ve interstisyel hiicreleri i¢eren gevsek bag

dokusu ile smirli seminifer tubiillerden meydana gelir. Seminifer tubiiller sperm



tretiminin yapildigt kivrimli tubiillerdir. Her testiste ortalama 250-300 adet tiibiil
bulunur. Lobiillerin apeksinde diiz seyreden tiibiillere tubuli rekti denir. Diiz tiibiiller
mediyastinumdaki rete testis ile devam eder. Rete testis, duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismina baglanir. Seminifer tubiillerin yiizeyi seminifer epitel ile
kaplhidir.

Seminifer epitel iki hiicre grubundan olusur. Birinci grup hiicreler germ hiicreleri
olan spermatogenetik hiicrelerdir. Ikinci grup hiicreler ise germ hiicrelerine destek olan
sertoli hiicreleridir. Sertoli hiicreleri bazal membrandan tubiil liimenine kadar uzanirlar.
Spermatogenetik hiicreler ise sertoli hiicrelerinin lateral uzantilari ile olusan kisimlarda
bulunurlar. Bu hiicre gruplan arasindaki siki baglantilarla kan-testis bariyeri meydana
gelir.

Seminifer tubiillerin karbonhidrat, iyon, aminoasit ve protein igerigi; kan ve lenf
iceriginden oldukg¢a farklidir. Kan-testis bariyeri ile olusan bu fark germ hiicrelerinin
kan yolu ile gelen zararli maddelere kars1 korunmasini saglar. Spermatogenetik hiicreler
birbiri lizerine siralanmis farkl gelisim asamalar1 gosterir. Bunlardan bazal membrane
en yakini spermatogonyumlardir. Liimene en yakin bulunan, daha olgun hiicreler ise
spermatidlerdir. Liimende ise spermiyumlar bulunur. Seminifer tiibiillerin enine
kesitinde spermatogenetik hiicreler bazi 6zellikleri ile birbirlerinden ayirt edilebilirler.**

Seminifer tubiiller fibroz bag dokusundan olusan bir kilif, bazal lamina ve
seminifer epitelden olusur. Seminifer tubiili saran fibroz kilif birka¢ fibroblast

katmanindan meydana gelir."*

2.3.2. Spermatogenez

Spermatozoon liretim siireci olan spermatogenez ilkel primitif germ hiicresi olan
spermatogonyum ile baslar."* insanlarda spermatogenez yaklasik 9 haftada tamamlanr.
Spermatogonyum 12 mikrometre ¢apinda bazal laminanin hemen iizerinde yer alan
kiiglik hiicrelerdir. Spermatogonyumlardan mitoz béliinme ile spermatogenetik hiicreler
meydana gelir.**

Spermatogonyumlar tip A ve tip B olmak fiizere iki cesittirler (Sekil 4).
Heterokromatik niikleuslu tip A spermatogonyumlarin ana hiicreleridir. Bir seri
bolinmeden sonra tip A spermatogonyumlardan tip B spermatogonyumlar meydana

gelir.?



Tip B spermatogonyumlarin mitoz bdliinmesi sonucu pirimer spermatositler
meydana gelir. Pirimer spermatositlerin birinci mayoz boliinmesi sonucu sekonder
spermatositler meydana gelir. Bu boliinme ile pirimer spermatositin diploid kromozom
sayist haploid sayiya iner.”' Kromozom sayilarindaki bu azalma sonucu her hiicrenin
DNA miktarinda da azalma olmus olur.*! Sekonder spermatositlerin ikinci mayoz
boliinmesi ile spermatidler olusur. Bu hiicreler haploid kromozom ve DNA

yatplslndadlr.12

Geg spermatid

Erken spermatid

Primer
spermatosit

Basal lamina

Miyoid hiicreler

Tip A Sertoli hiicresi Tip A Tip B
spermatogonyum spermatogonyum spermatogonyum

Sekil 4. Spermatogenez

2.3.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez ile spermatidler farklilasarak hareketli spermatozoonlara
doniisiirler.™* Spermatozoonlar, erkek DNA’sini ovuma aktarmak iizere Szellesmis
hiicrelerdir. Spermatitler seminifer tiibiillerin liimenine yerlesirler. Spermiyogenez,
niikleus yogunlagsmasi ve uzamasi, akrozom olusmasi, flagellum gelismesi ve
stoplazmanm ¢ogunun kaybolmasindan olusan igeren bir siirectir. Uc¢ asamadan

olusur.11
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1) Golgi Evresi

Spermatit stoplazmasi, niikkleusun yakininda yer alan belirgin bir golgi kompleksi,
bir ¢ift sentriyol, mitokondriler, serbest ribozomlar ve diiz endoplazma retikulum
tubiillerini igerir. Proakrozomal graniiller olarak isimlendirilen kiiciik PAS pozitif
graniiller golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek membranla sinirli bir
akrozomal vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar. Sentriyoller
gb¢ ederek olusan akrozomun kars1 tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma gelirler.
Flagellar aksonem olusmaya baslar, sentriyoller yeniden niikleusa dogru go¢ ederken
hareket ettik¢e aksonemal bilesenleri ¢evresine sarar.™

2) Akrozomal Evre

Akrozomal vezikiill ve graniil, yogunlasarak akrozomu olusturur. Akrozom
hiyaliironidaz, Noraminidaz ve asit fosfataz gibi hidrolitik enzimler igerir.
Spermatozoonlar bir oositle karsilagtiginda, akrozomun dig membrani spermatozoonun
plazma membran1 ile birleserek akrozomal enzimlerin hiicre disina dogru
hareketlenmesini saglar. Bu durum akrozomal reaksiyon olarak adlandirilir ve
déllenmenin ilk asamalarindan biridir. Bu fazda niikleus uzayarak daha yogun bir hale
gelir. Sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu meydana getirir.

Mitokondriler de flagellumun proksimal kismi etrafinda orta parca adi verilen
kalinlasmis bolgeyi meydana getirir, bu bolge spermatozoon hareketlerinin enerjisini
saglar.12

3) Maturasyon (olgunlasma) Evresi

Geriye kalan sitoplazma kismi sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve

spermatozoonlar tiibiiliin liimenine sekrete edilir.*?

2.3.4. interstisyel Doku

Interstisyel bag dokusu, seminifer tiibiiller arasinda yer alan; kan damarlarindan,
lenfatiklerden ve sinirlerden zengin olan gevsek bir bag dokusudur. Bu dokuda
fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar
bulunur. Puberte ile birlikte leydig hiicreleri de goriilmeye baslar. Yuvarlak sekilli ve
niikleuslu, asidofilik sitoplazmali bu hiicreler bag dokusu i¢inde tek tek veya gruplar
halinde dizilir. Hiicreler sentezledikleri testosteron hormonunu, etraflarindaki kan

damarlar ve lenfatiklere bosaltarak endokrin sekresyon yaparlar.™
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Testis interstisyel dokusundaki kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri gibi
makromolekiillerin gegisine izin verir. Bag dokusu cesitli tipte hiicreler icerir, bunlar
arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlar bulunur. Puberte ile birlikte yuvarlak ya da poligonal sekilli, merkezi bir
niikleusu ve kiiciik lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan
leydig hiicreleri belirgin hale gelir. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin
gelismesinde etkili olan testosteron hormonunu iiretirler. Testosteron sentezi

mitokondrilerde ve diiz endoplazmik retikulumda yapllmatktatdlr.12

2.3.5. Rete Testis

Tek katl1 kiibik epitel ile doseli diizensiz dizilmis kanallardir. Epitel hiicreleri tek
bir apikal silium ve birka¢ mikrovillus igerir. Epitelin bazal membrani, mediyastinumun
bol kan damarli bag dokusu ile sarilmistir.™*

Fibroblastlar ve myeloid hiicreler tarafindan olusturulan duvar, leydig hiicresi

kiimelerine eslik eden kan damarlar1 ve lenfatikler ile sarllmlstlr.13

2.3.6. Efferent Kanallar

Rete testisi epididimise baglayan tiibiiler yapilardir. Rete testis epididimisin bas
kismina, yaklasik 12 adet olan kivrimli yapidaki efferent duktuslar ile agilir. Kanallarin
i¢ ylizeyi yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Hiicre boylarinin esit olmamasi,
epitel yilizeyine girintili ¢ikintili bir goriiniim kazandirir. Uzun boylu prizmatik hiicreler
genellikle siliyalidir fakat kisa boylu hiicreler siliya icermez. Bu hiicreler ¢ok sayida
mikrovillus ve pinositoz vezikiilii iceren endositoz yapan hiicrelerdir. Seminifer
tiibiillerden salgilanan sivinin biiylik bir kism1 bu hiicreler tarafindan reabsorbe edilir.
Epitelde lenfositler de goriilebilir. Elastik lif igeren, ince bir sirkiiler kas tabakasi, kanali
sarmaktadir. Spermin bu kanallar boyunca ilerlemesi siliyalarin hareketi ve kas

kontraksiyonu ile ger(;eklesir.11

2.3.7. Epididimal Kanal

Testisin arka yiizii boyunca seyreden, kivrimli, 4-6 metre uzunlugunda bir

kanaldir. Bas, govde ve kuyruk bolimlerinden olusur.** Bas, testisin iist kutbunda,
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govde ise arka kisminda yer alir. Epididim govde ve kuyrugu kivrimli tek bir kanaldan
olusur.* Kanali, kan damarlarindan ve diiz kas hiicrelerinden olusan zengin ve siki bir
bag dokusu sarar. Yalanci ¢ok katli sterosilyali prizmatik epiteli, bazal hiicreler ve
prizmatik hiicrelerden olusur.

Epididimisin bas ve govdesinde bag dokusu disinda sirkiiler seyirli diiz kaslardan
olusan ince bir tabaka daha yer alir. Kuyrukta bu tabakanin i¢ ve dig boliimiinde
longitudinal seyirli iki kas tabakas1 daha mevcuttur. Spermatozoa duktus epididimisten
gecerken hareket ve dollenme yetenegi kazanir. Epitel hiicreleri artik cisimleri ve
dejenere olan spermleri fagosite ederek ortadan kaldirirlar. Esas hiicreler sperm
maturasyonu i¢in gerekli olan sialik asit, gliserofosfokolin ve glikoproteinleri
salgllarlar.11 Epididim sperm depolanmasi, olgunlagmasi ve tasinmasi i¢in ¢ok dnemli

- 14
bir organdir.

2.3.8. Defferent Kanal

Epididimisin kuyrugunun devami olarak seyreden, kalin duvarli kastan zengin bir
kanaldir. Epididimis epiteline benzeyen, yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir.
Epitel hiicrelerinin ¢ogunun yiizeyinde sterosilyalar mevcuttur. Elastik liflerden zengin
bir lamina propriaya sahiptir. Muskiiler tabaka, i¢te ve dista longitiidinal, ortada sirkiiler
seyreden kas liflerinden olusur. Dista damar ve sinirleri iceren konnektif doku kilifi,
ortada; i¢ ve dis longitudinal ve orta sirkiiler kaslardan olusan kas tabakasi ve icte
sterosilya tagiyan mukoza hiicrelerinden olusmustur.

Defferent kanal spermatik kordun bir pargasidir. Kanal, prostata girmeden 6nce
genisleyerek ampullayr olusturur. Ampullanin son kisminda seminal vezikiiller kanala
baglanir. Bundan sonra deferent kanal prostata girer ve iiretraya agilir. Prostata giren
kisma ejekiilator kanal denir. Ejekiilator kanal 30-35 cm boyunda, 2-3 mm. ¢apli bir

kanaldir.**

2.3.9. Ejekiilator Kanal

Basit prizmatik veya yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Kas tabakasi

igermez, epiteli fibroz bag dokusu tabakasi tarafindan sarilmstir.
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2.4. Testikiiler inflamasyon ve Immiinoloji
2.4.1. Testisin Immunolojik Komponentleri ve Kan-Testis Bariyeri

Inflamatuvar hiicreler testikiiler fonksiyonda énemli bir basamagi olustururlar.
Pro ve anti-inflamatuvar sitokinler testisin somatik hiicreleri ve dolasimda immiin
hiicreler arasinda etkilesimlerde bulunarak testisin normal fonksiyonu ve gelisimine
katkida bulunurlar.’® Bu sitokinler spermatogenezi ve steroidogenezi bozmadan
inflamatuvar yanitt olustururlar. Immiin hiicreler (makrofajlar, mast hiicreleri ve
lenfositler) testislerde interstisyel ve peritiibiiler kompartmanda bulunurlar.'® Seminifer
tiibiillerin liimeninde ¢ogunlugu CD8+ T hiicrelerden olusan T lenfositler bulunur
(normal testiste bulunmaz). Testislerde natutrel killer (NK) hiicreler bulunmaz. Normal

testiste polimorfoniikleer Iokositlere rastlanmaz (Sekil 5).%’
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Sekil 5. Kan-testis bariyeri ve immiin hiicreler

2.4.1.1. Testisin Immiin Sistemden Korunmasi

Immiinolojik yeterlilik perinatal donemde kazanilir ve bu donemde viicuttaki tiim
antijenler viicuda ait olarak taninir. Bu dénemden sonra karsilagilan antijenler yabanci
olarak algilanip bu antijenlere karsi immiin yanit olusur. Viicut immiin sisteminin

maturasyonu erkek gametin iiretim ve diferansiasyonundan 6nce tamamlanir. Germ
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hiicreleri, kan testis bariyeri sayesinde otoimmiin saldirilardan korunur. Bu kismi bir
korunmadir.*®

Germ hiicrelerinin immiin sistemden korunmasi hem fiziksel hem de immiinolojik
olmak tizere multifaktoryel ve karmasik bir yapiya sahiptir. Puberte ile birlikte erkek
germ hiicrelerinden spermatozoa olusumuna dogru aktif bir donem baslar. Bu dénemde
antijenik Ozelligi olan hiicrelerarast ve ylizey proteinleri sentezlenir. Bu antijenik
proteinler testiste immiin reaksiyon olusturmazlar.'® Testis interstisyumuna yerlestirilen
yabanci dokular burda yasamaya devam edebilirler. Aym1 zamanda testis viral ve
bakteriyel patojenlere kars1 inflamatuvar yanit olusturur. Bu denge bozulunca testikiiler
immiin cevap antisperm antikor (ASA) ve epididimoorsit olusumuna neden olabilir.*®
ASA’lar fertilizasyon asamalarinda sperm hareketleri ve fonksiyonlari {izerinde
olumsuz etkiler olusturur.20
Testisin immiin ayricalik mekanizmasi halen net olarak aydinlatilabilmis degildir.

Gliniimiizde immiin sistem, spermatogenez, steroidogenez ve testikiiler fonksiyonlarin

karmagik bir sekilde baglantili oldugu diisliniilmektedir.

2.4.1.2. Testikiiler Inflamasyonda Etyolojik Faktorler

Lokal veya sistemik enfeksiyon, neoplastik hastaliklar (seminoma, karsinoma-in-
situ), kimyasal zararhlar, fiziksel faktorler, travma ve diger testikiiler hastaliklar

(konjenital...) neden olabilir.

2.4.1.3. Testikiiler Inflamasyonda Hormonal Diizenleme

Testosteron hormonu spermatogenezin baslamasi ve devami i¢in ¢ok onemli bir
role sahiptir. Leydig hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve peritiibiiler hiicrelerdeki androjen
reseptorleri tizerinden etkili olur.?! Peritiibiiler myoid hiicreler androjenle regiile edilen
faktorler sentezler. Testesteron’un pro-inflamatuvar sitokinleri azalttigina dair kanitlar
mevcuttur fakat bu anti-inflamatuvar etkiyi nasil olusturdugu net olarak
aydinlatilabilmis degildir. Androjenlerin immiinsupresif etkilerini genomik olmayan
yollar iizerinden yada sertoli, leydig ve peritiibiiler hiicrelerdeki pro- veya anti-

inflamatuvar sitokin dengesini ayarlayarak sagladig: diisiiniilmektedir.?*
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2.4.1.4. Testikiiler Inflamasyonda Sitokinlerin Etkisi

Akut testikiiler inflamasyonda interlokin IL-1, IL-6 ve tiimér nekroz faktor
(TNF)-alfa regiilasyonunun arttig1 gosterilmistir. Otoimmiin orsit ve kronik testikiiler
inflamasyonda CCL2, CCL3 ve CCL4 gibi kemokinler testis interstisyumu igerisine
immiin hiicrelerin gegisini arttirirlar. Bu hiicreler, esas olarak proinflamatuvar
sitokinlerin, baslangigta interferon (IFN)-gammanin ve bundan sonra IL-6 ve TNF-
alfa’nin salgilanmasi yoluyla normal immiin baskilayici mikro ortami degistirirler. Bu

degisikler sonucunda kan testis bariyerinin yapisi bozulur.??

2.4.1.5. Testikiiler Inflamasyonda Hiicrelerin Etkisi

Makrofajlar: Testikiiler immiin ayricalik olusmasinda 6nemli role sahiptirler.
Sertoli, leydig ve peritiibiiler hiicreler gibi somatik hiicreler ve immiin hiicreler birlikte
germ hiicrelerini otoimmiin saldirilardan korurlar. Transforming growth faktor (TGF)
ve aktivin A spesifik immiin cevaplari bastirmakta énemli rol oynar ve otoimmiin
reaksiyon riskini azaltarak immiin ayricalik saglarlar.?

Lenfositler ve Dendritik hiicreler: Lenfositler interferon (IFN) ve IL-2 gibi immiin
diizenleyici sitokinlerin kaynagidirlar. Dendritik hiicreler, T ve B lenfositlerin primer
immiin yanitlarinin diizenlenmesinde rol oynarlar. Dendritik hiicreler hem lenfositleri
aktive ederler hem de, T hiicrelerinin antijenlere karsi toleransini artirarak otoagresif
immiin cevabi azaltirlar.?*

Mast Hiicreleri: Allerjik ve immiin cevaplardan sorumlu olan hiicrelerdir.
Testislerin interstisyel dokularinda yerlesmislerdir. Yenidogan doéneminde sayilari
artarken ¢ocukluk doneminde azalirken puberte doneminde tekrardan artmaktadir. Mast
hiicreleri salgiladiklart histamin, I6kotrienler, prostaglandinler, sitokinler, triptaz ve

diger proteazlar ile testikiiler inflamasyonda rol oynzurlar.25

2.4.2. Bakteriyel Lipopolisakkarid ile Olusturulan Testikiiler Inflamasyon

Bakteriyel lipopolisakarit (LPS), akut inflamasyonun testis fizyolojisi tizerindeki
etkilerini incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan Gram negatif bakterilerin hiicre
duvarinin bir bilesenidir (Sekil 6). LPS, etkilerini Toll benzeri reseptor 4 (TLR4)

kompleksi iizerinden yapar. TLR4 rat makrofajlari, sertoli ve leydig hiicreleri tarafindan
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eksprese edilir. Ratlara LPS uygulamas1 spermatosit ve spermatidlerin apoptozisi ile
sonugclanan inflamatuvar-oksidatif bir mikro-cevre olusturur.?® Testikiiler makrofajlar ve
Sertoli hiicreleri pro-inflamatuvar sitokinler IL-6 ve IL-la salgilayarak, Leydig
hiicreleri TNF-a, IL-18 ve TGF-1 salgilayarak LPS’ye yamt verir;?’ bu sitokinler germ
hiicre apoptozisini (GHA) aktive eden TNFR1 ve IL - 6R’yi destekleyebilir, IL-1a ve

TGF-B1 lokal inflamasyonu arttirarak kan-testis bariyerinin yapisini bozar.?®
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Sekil 6. Gram negatif bakteri duvari ve LPS

Pro-inflamatuvar testikiiler makrofajlar LPS uygulamasindan 12 saat sonra gegici
olarak yiikselir ve 3.giin normale doner, bu siire¢te GHA baglar ve 7 giin siirer.” Bu
gecici asenkronizasyon ve testis makrofajlarinda iNOS ekspresyon seviyelerinin sabit
kalmas1 ve aktivasyon belirteglerinin olmamasi, makrofajlarin LPS’ye apoptotik
cevapta yer almadigimi gostermektedir. Bunun aksine testikiiler mikrohemoraji olan
bolgelerde nétrofillerde GHAini indiikleyen iNOS ekspresyonun arttigi gosterilmistir.?®

Ratlarda akut LPS uygulamasi, spermatositlerin, spermatitlerin ve ayrica
spermatogoniyalarin apoptozisini arttirarak epididimde sperm konsantrasyonlarinda
gegici bir diislise neden olur. GHA’ne Fas-FasL sistemi otokrin-parakrin sekilde aracilik
eder.®® 1L-18 ratlarda LPS’ye yanit olarak gelisen GHA nin indiiklenmesinde merkezi
bir sitokin olarak goriinmektedir. IL-18; Fas-FasL, TNFa-TNFR1 sistemi ve iNOS
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ekspresyonunu arttirarak 6liim ve mitokondriyal yolaklari aktive eder. I1L-18 aktive
testikiiler makrofajlar, sertoli ve leydig hiicreleri tarafindan eksprese edilir. IL-18 ile
birlikte, IL-6 ve TNFa gibi pro-apoptotik etkiye sahip pro-inflamatuvar sitokinler, akut
LPS uygulamasindan sonra testiste iiretilir. Bununla birlikte, genel apoptotik etki
yalnizca IL-18’e bagl olabilir, IL-18’in tiikkenmesi, GHA’ni tamamen onler.®* LPS’nin
spermatosit ve spermatid apoptozisi iizerine etkisi bu hiicrelerin eksprese ettigi TNFR1,
Fas ve IL-6R’ye bagli olabilir; fakat spermatogonialarda LPS’nin apoptotik etkisi
indirekt olarak ve muhtemelen sertoli hiicreleri araciligiyla olur. Bu baglamda, LPS,
sertoli hiicrelerinin glial kaynakli ndorotrofik faktér sekresyonunu inhibe ederek
spermatogonialarin kendini yenilemelerini azaltabilmektedir.*

Seminifer epitelin normal fonksiyonlarinin ¢ogu androjen destegine baghdir. LPS,
testis testosteronunu azaltir, ancak ratlarda normal seviyelerin % 30’unun altina
diismez;* yeterli bir spermatogenez icin % 20 -% 30 testestoron seviyesine ihtiyac
duyulur.®® Genel olarak, veriler LPS’nin makrofajlar, sertoli hiicreleri ve leydig
hiicreleri tarafindan tretilen NO, IL-1, IL-6, TNFa, FasL ve IL-18 gibi inflamatuvar
faktorlerin aracilik ettigi germ hiicreler {izerindeki pro-apoptotik bir etkisini
gostermektedir (Sekil 7).3*

NO TNFo/TNFR1 FaslL/Fas IL-6/IL-6R
Mitochondrial pathway External pathway
t Bax/Bel2

Cytochrome c release

|

Caspase 9 activation Caspase 8 activation

Y

Caspase 3 activation *

|

APOPTOSIS

Sekil 7. GHA’de mediyatorler ve yolaklar
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2.4.3. NO, INOS ve NFkB

NO, aktive makrofajlarda iNOS tarafindan iretilir ve en 6nemli inflamatuvar
mediyatdrlerden biridir.®® Fizyolojik olarak, iNOS aracili NO iiretimi ve peroksinitrit®
gibi iliskili reaktif radikaller doku yaralanmasi, septik sok ve apoptozis®’ dahil olmak
tizere ¢esitli zararl tepkilere neden olur. Bu nedenle, iNOS ekspresyonunu baskilayarak
NO iiretiminin inhibisyonu, inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde énemli hedeflerden
birini olusturmaktadir. LPS uygulanmasindan sonra ¢esitli dokularda COX-2
ekspresyonu da bildirilmistir.*® Bu enzim prostaglandinlerin (PG) iiretimini katalize
ederek inflmasyonda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle COX-2 inhibisyonu anti-
inflamatuvar tedavide 6nemli bir hedeftir.

INOS’u kodlayan murin geninin promotdr bdlgesi, TATA kutusunun yukari
yoniinde 55 ve 971 bp’de bulunan iki NF-kB baglanma bolgesi igerir.*® Potansiyel
olarak ilgili transkripsiyon faktoriiniin, NFkB’nin kB bdlgelerine baglanmasinin, LPS
tarafindan iNOS indiiksiyonu i¢in fonksiyonel olarak dnemli oldugu gosterilmistir. NF-
kB transkripsiyon faktorleri ailesi, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 ve TNF-R gibi cesitli
inflamatuvar sitokinleri ve ayrica COX-2 ve iINOS’u kodlayan genleri regiile eder. NF-
kB, uyarilmamis hiicrelerin sitoplazmasinda, inhibitorii IkB’ye bagl sessiz bir formda
bulunur.®® LPS gibi dis stimiilatorler IkB’nin fosforilasyonunu tetikleyerek onun
degradasyonuna ve transkripsiyonel diizenlemeler ile immiin ve inflamatuvar genlerin
promotdr bolgesine baglanmasi icin NF«kB’nin cekirdege es zamanli aktivasyon ve
translokasyonuna yol acar. INOS gen transkripsiyonunu regiile eden ii¢ adet mitojenle
aktive edilmis protein kinaz (MAPK) (Hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz (ERK),
p38 MAP kinaz (p38) ve c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK)) tamimlanmustir.** Spesifik
MAPK inhibitérleri, iNOS geninin ekspresyonunu baskilar.*

2.4.4. Sitozolik fosfolipazA,

Fosfolipaz A, (FLA;) fosfolipidlerden arasidonik asid ve diger yag asitlerinin
sentezlenmesinde gorev alir. FLA, enzimleri, fosfolipid sn-2 ester bagmin hidrolizini
katalize ederek serbest yag asidi ile lizofosfolipid yapilarini olustururlar. FLA;
enzimleri katalizor olarak kalsiyuma ihtiyag duyan sekretuvar FLA, (secretory
phospholypase A,, SPLA;), kalsiyuma duyarl sitozolik FLA, (cytosolic phospholypase
Ay, cPLA,), kalsiyumdan bagimsiz olan intraseliiler FLA; (intracellular phospholypease
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Az, IPLA,) ve kalsiyumdan bagimsiz lipid mediyatorii olan trombosit aktive edici faktor
(TAF) ve okside fosfolipidleri hidroliz eden TAF asetilhidrolazlar olarak 4 gruba

ayr111r.43'45

Sitozolik FLA2nin o, B ve y olmak iizere ii¢ izomeri bulunmaktadir.*®*
Arasidonik asit metabolizmasinda esas olarak cFLA,, rol oynar. Trombositler,
makrofajlar, notrofiller, endotel hiicreleri ve damar diiz kas hiicreleri gibi ¢ok farkl
hiicreler tarafindan sitozolik FLA, ekspresyonu olur. Biiyiime faktorleri, mitojenler,
vazoaktif peptitler, sitokinler, interferonlar gibi bazi ekstraseliiler uyarilar sitozolik
FLAz’yi aktivasyonunu saglarlar. Oksidasyon, hiperglisemi, ultraviyole 1181 ve
strtlinme stresi gibi reseptdr aracilikli olmayan uyarillar da sitozolik FLA,
aktivasyonunu baslatabilmektedir.** Makrofaj benzeri hiicreler, hem TAF tarafindan
indiiklenen c¢abuk yanit, hem de LPS tarafindan indiiklenen gecikmis cevap
olustururlar. TAF, FLA; nin hizh aktivasyonuna neden olurken, LPS hiicreleri esas
olarak yeni protein efektorlerini sentezlemek yolu ile uyarit olustururlar. Her iki
durum sonucunda da, hiicre igi sitozolik FLA,, enziminin translokasyonu ve
aktivasyonu gergeklesir.48

Sitozolik FLA, enzimi, arasidonik asit igeren fosfolipidlerin esas olarak sn-2
konumundaki aragidonik aside kars1 spesifik iken, diger FLA; izoformlarinda bu sekilde
bir durum gérﬁlmez.44’49 Hiicre sitozoliinde bulunan sitozolik FLA,, proinflamatuvar
uyart sonucu olusan MAPK aktivasyonu ve kalsiyum artis1 ile birlikte aktive
olmaktadir.>® Hiicre ici kalsiyum artmasi sonucunda, sitozolik FLA,,’nin sitozolden
siklooksijenaz (COX) ve 5-lipoksijenaz (5-LO) enzimlerinin bulundugu endoplazmik

retikulum ve niikleer membranlara transloke olur.

2.4.5. Siklooksijenaz (COX) Yolag ve Siklooksijenaz-2

Aragidonik asit, hiicre membranindaki fosfolipidlerin hidrolizi ile serbest hale
gecgen ¢oklu doymamus yag asitidir. Farkli sebeplerle aktive olan fosfolipaz A, membran
fosfolipitlerini hidrolize ederek arasidonik asitin olusumunu saglar. Arasidonik asit
siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri ile sirasiyla prostanoidleri ve lokotrienleri
(LT) meydana getirir (Sekil 8).>* Siklooksijenaz enziminin konstitiitif ve indiiklenebilir
tip olmak {lizere iki tipi mevcuttur. Yapisal siklooksijenaza COX-1, indiiklenebilir

siklooksijenaza ise COX-2 denilir. COX-1 ve COX-2 ayni reaksiyonlar1 katalize ederler
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fakat farkli yap1 ve fonksiyonlara sahiplerdir.>®> Amino asit diziliminde iki amino asit

degisiminden dolay1 bu iki enzim arasinda yap1 ve sekil farkliliklari mevecuttur.?

e

Membrane Phospholipeds

MY z&z&

%SS

synthase

Sekil 8. Siklooksijenaz yolag:

Memeli canlilarda COX-1 ve COX-2 sirasiyla 576 ve 587 amino asitten
olusmaktadir. COX-1’ler endoplazmik retikulumun membranin yiizeyinde, COX-2 ise
genellikle ¢ekirdek membraninda yerlesirler.53

COX-1 dokularda genellikle koruyucu etki gosterir. Trombosit agregasyonu ve
homeostazis gibi fizyolojik koruyucu fonksiyonlari diizenlerken, COX-2 enzimi ise
bunlarin tersi yoniinde etkiler yapar. COX-2 izoformu saglikli insanlarda bulunmaz.
Sitokinler, tiimor nekroz faktorler, bliylime faktorleri, bakteriyel endotoksinler gibi
proinflamatuvar ajanlar COX-2nin ekspresyonuna yol agarlar. COX-2 iiriinii PG’ler
inflamatuvar reaksiyonlarda biiyiikk rol oynarlar ve kizariklik, ates, sislik, agri ve
fonksiyon kaybi gibi inflamasyonun major semptomlardan sorumludurlar.>* Bazi kanser
tirlerinde de COX-2’nin indiiklendigi ve olusturdugu PG’lerle hiicre apoptozunu
engelleyerek kanser hiicresi proliferasyonunu sagladigi gosterilmistir. Ayrica,
Alzheimer ve Parkinson hastalarinin beyinlerindeki plaklarda da COX-2’nin

indiiklendigi gosterilmistir.”
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Gastrointestinal mukozanin biitiinliigiinden ve renal fonksiyondan sorumlu PG’ler
sadece COX-1 yoluyla iiretilirken, inflamatuvar yanitlara neden olan PG’ler ise sadece
COX-2 yoluyla tretilir. COX-2, hem dogal hem de patofizyolojik (karaciger sirozu,
renal yetmezlik ve konjestif kalp yetmezligi) durumlarda renal fonksiyonun (perfiizyon,

stv1 kullanimu, renin yapimi) 6nemli bir kismimin diizenlenmesinde rol oynar.>

2.5. Esansiyel Yag Asitleri

Oda sicakliginda ¢ift bag icermeyen yag asitleri kat1 halde bulunurken ¢ift bag
iceren yag asitleri ise s1v1 haldedirler. Cift bag tasiyan yag asitleri tasidigi1 bag sayisina
gbre monoansatiire ve poliansatiire yag asitleri (PUFA) olarak adlandirilirlar. Balik
yagindaki PUFA’lar grubunda 5’ten fazla ¢ift bag iceren PUFA’lar, yiiksek doymamis
yag asitleri (HUFA) olarak isimlendirilirler. Insanlara en gok faydas1 olan HUFA’lar
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dekosahekzaenoik asit (DHA)’dir. Misir ve soyada
omega 6 yag asidi olarak bilinen linoleik asit bol miktarda bulunur. Keten tohumu,
ceviz ve planktonlar ile baliklarda omega 3 olarak bilinen linolenik asit ise bol miktarda
bulunur.

Kara bitkiler genellikle omega 6 yag asitleri iiretirken su bitkileri (mavi-yesil
algler ve soguk suda yasayan bitkiler) ise omega 3 yag asidi iretirler. Birgok besin -
linolenik asit igermekte, ancak Omega 3 PUFA’larin insanlar i¢in temel kaynagi
baliklardir.”’

Linoleik, linolenik ve aragidonik asit esansiyel yag asitleridir ve hayvanlar
tarafindan sentez edilemedikleri i¢in bunlar mutlaka disaridan alinmalidirlar (Sekil 9).58
Bitki tohumlarimin yaglarinda linoleik asit, balik yaginda ise linolenik asit bol miktarda
bulunur. Linoleik asitten karbon zincirinin uzamasi (elengasyon) ve ¢ift bag sayisinin
artmasi (desaturasyon) sonucu arasidonik asit meydana gelir.E’9 Esansiyel yag asitleri
viicutta doymamis yag asitlerine doniismekte, bunlar da once ekosanoid isimli 20
karbonlu yag asidine doniistiiriilmekte, sonra da prostanoid denilen prostaglandinler,

tromboksanlar ve lokotrienler sentezlenmektedir.
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Sekil 9. Omega 3 ve 6 yag asitleri

Prostanoidler hormon benzeri bilesikler olup, hiicrelerde membran gecirgenligi ile
enzim ve reseptor aktivitesini etkilerler.
Alfa-linolenik asit (ALA) desatiiraz ve elongaz enzimler vasitasiyla EPA ve DHA

gibi diger yag asitlerine déniisiir (Sekil 10).%°
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Sekil 10. Yag asiti metabolizmasi

Omega 3 (alfa-linolenik asit), Omega 6 (linoleik asit) ve Omega 9 (oleik asit)’dan
olusan omega yag asitleri beyin gelisimi, immiin sistemin giiclenmesi, koroner kalp

hastaliklarinin 6nlenmesinde onemli rolleri vardir. Bu yag asitlerinin eksik oldugu
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durumlarda insanlarda bazi deri hastaliklari, astim, diyabet, artrit, biiylimede gerileme,
kanser ve ogrenme giicliigii goriilmektedir.”" Ayrica omega 3 yag asidi ile zengin
diyetin kalp-damar hastaliklari, hipertansiyon, norolojik bozukluklar ile birlikte immiin
sistemin gelismesinde rol aldig1 gosterilmistir.

Alfa-linolenik asit kalp ve kardiyovaskiiler sistemi koruyucu bir besindir.?*®®
Alfa-linolenik asit diyeti baslanan spontan hipertansif siganlarda takiplerde kan
basincinin diistiigi gé')sterilmistir.64 Alfa linolenik asit antioksidan etkinlik gosterir ve
inflamasyonun nlenmesine de katki saglar.®® Alfa-linolenik asit LPS’in neden oldugu
inflamasyonu da azaltir. Alfa-linolenik asit ayrica NF-«kB translokasyonunu ve
MAPK’1n fosforilasyonunu inhibe ederek iNOS, COX-2, TNF-alfa gibi inflamatuvar
faktorlerinin ekspresyonlarini azaltir.®®

Omega-3 yag asitleri prostaglandinlerin sentez asamalarinda rol alir.
Prostaglandinler viicut sicakligi, inflamasyon, agri, dolasim sistemi, bosaltim sistemi ve
sindirim sisteminin diizenlenmesi, koagiilasyon diizenlenmesi ve bazi hormonlarin
sentezlenmesi i¢in ¢ok onemlidir.%"%®

Omega-6 metabolizmasinin omega-3 ten daha hizli oldugu bilinmektedir. Bu
sebeple viicuttaki omega-6 ve omega-3 yag asitlerinin birbirine oranin ideal seviyede
olmasi ¢ok dnemlidir. Diyetle alinan esansiyel yag asitleri igin istenilen omega 6/omega
3 orant 5:1 ile 10:1 arasinda olmalidir. Yapilan arastirmalarda omega-3 yag asitleri
bakimindan zengin diyetlerle beslenen Eskimolarin omega-6 yag asitleri bakimindan
zengin diyetle beslenen Danimarkalilara gore kan plazmasinda disiik dansiteli
lipiprotein (LDL) ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) diizeylerinin daha diistik,
yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) diizeylerinin ise daha yiiksek oldugu

gésterilmistir.69'70
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TIBDAM)’den etik kurul izni alinarak yapilmistir (26.02.2016 tarihli, toplant1 sayisi 2,
16 numaral1 etik kurul karari).

Deneylerde C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TIBDAM)’dan saglanan 8 haftalik balb/c albino tiirii erkek fareler kullanildi.

Fareler 3 deney grubuna ayrildi.

1. Kontrol (n=10)

2. Orsit (10mg/kg LPS; intraperitoneal) (n=10)

3. Orsit + alfa-linolenik asit (200mg/kg/giin; gavaj) (n=10)

Orsit grubuna 10 mg/kg tek doz intraperitonal LPS uygulamasi yapildi. LPS ile
birlikte ALA uygulanan gruba 10 mg/kg tek doz intraperitonal LPS uygulamasi ve
gavaj ile 200 mg/kg ALA uygulandi. ALA orsit olusturulmadan ti¢ giin 6nce verilmeye
baglandi. Kontrol grubuna da ayni deneysel kosullar saglandi ve intraperitonal
fizyolojik serum uygulandi. Yukarida agiklanan protokol esliginde ve LPS
uygulandiktan 24 saat sonra fareler servikal dislokasyon ile oOldiiriildii. Farelerin
testisleri kantitatif tayin deneylerinde kullanilmak {izere -20°C’de sivi azot ile

dondurularak eppendorf i¢inde saklandi.

3.1. ELISA Deneyleri

ELISA testleri Rayto firmasindan temin edilen ELISA mikroplate okuyucu ve
yikayicr ile yapilmistir.

3.1.1. Doku Homojenizasyonu

Ependorf i¢inde -20°C dondurulmus dokularin iizerine gram basina 3ml RIPA
(Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride),
30ul sodyum vanadat, 30pul proteaz inhibiitorii eklendi ve ultrasonic par¢alama cihaziyla
buz iizerinde dokularin parcalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10.000
RPM’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki ¢okeltiler (pelletler) atildi. Ustte ayrilan

kisimlar (siipernatantlar) ELISA testlerinde kullanilmak iizere alindi.
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3.1.2. Protein Miktar Tayini

Homojenizasyon yapilarak elde edilen homjeneatlarin total protein miktarinin
tayini i¢in Bradford yontemi kullanildi.

Sigir serum albumini (1pg/ml) kullamlarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (ug/ml)
konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su ile 100
ul’ye tamamlandi. Standart ve 6rneklerin {izerine 1ml bradford soliisyonu eklendi ve
vorteksle karistirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda
absorbans miktarlar1 manuel olarak 6l¢iildii. Prism programinda cizilen standart egriye

gore homojenatlarin protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi.

3.1.3. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Testi
3.1.3.1. ELISA Siklooksijenaz 2 Enzim Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iisti
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
stv1 bosaltilip lizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra
5 kez yikama tamponuyla yikanarak icerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip tistii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 ul stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek COX-2 enziminin

miktarlari tayin edildi.

3.1.3.2. ELISA Fosfolipaz A, Enzim Miktar Tayini

Homojenatlardan 100’er ul eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin iistii
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
s1v1 bosaltilip iizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra
5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip tistii

kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 ul stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
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mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek fosfolipaz As

enziminin miktarlar tayin edildi.

3.1.3.3. ELISA Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Enzim Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin st
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
s1v1 bosaltilip iizerine 100 pl reaktif A soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B soliisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra
5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip istii
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop soliisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek indiiklenebilir

nitrikoksit sentaz enziminin miktarlari tayin edildi.

3.1.3.4. IL-6 ve TNFa Miktar Tayini

Her fareden yaklasi 0,5 ml kan 6rnekleri alindi ve serum elde etmek icin 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. IL-6 ve TNFa (Shanghai Sunred Biological
Technology Co., Ltd) ‘nin serum seviyeleri, iireticinin talimatlarina gore ELISA testi

kitleri kullanilarak 6l¢iildii.

3.2. Sonuclarin degerlendirilmesi

Enzim ve sitokin diizeyleri ortalama ve standart sapmalar1 ile birlikte (= SD)
belirtildi. Grafiklerin ¢izimi ve istatistiksel analiz i¢in Graph-Pad Prism (CA, USA)
programi kullanildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirma yapmak icin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc dogrulama testi olarak Bonferoni yontemi
kullanild1. 0.05’den kiigiik P degerleri anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Deneyleri
4.1.1. Siklooksijenaz-2 Enzim Diizeyleri

Farelerde LPS uygulamas: testis dokusunda siklooksijenaz-2 enzim artisina neden
olurken (19155+3915 pg/ml) ALA uygulamasi bu artist anlamli olarak azaltti
(12653+3322 pg/ml) (Sekil 11).
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Sekil 11. LPS uygulanan farelerin testislerindeki siklooksijenaz-2 enimzimine ALA’in etkisi (n=10)
[statistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (*: Kontrole gore P<0.05. #: LPS e gore P<0.05).

4.1.2. sSFLA; Enzim Diizeyleri

Farelerde LPS uygulamasi testis dokusunda SFLA; enziminin artigina neden
olurken (4477+791,0 pg/ml) ALA uygulamasi bu artis1 anlamli olarak azaltti
(2896+1243 pg/ml) (Sekil 12).
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~ Sekil 12. LPS uygulanan farelerin testislerindeki fosfolipaz A, enimzimine ALA’in etkisi (n=10)
Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. # : LPS e gore P<0.05).

4.1.3. iINOS Enzim Diizeyleri

Farelerde LPS uygulamasi testis dokusunda iNOS enziminin artisina neden
olurken (6363+£1782 IU/ml) ALA wuygulamasi bu artisi anlamli olarak azaltti
(4315+1247 1U/ml) (Sekil 13).
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Sekil 13. LPS uygulanan farelerin testislerindeki iNOS enimzimine ALA’in etkisi (n=10).
Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05. #: LPS e gére P<0.05).
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4.1.4. NFkB Diizeyleri

Farelerde LPS uygulamasi testis dokusunda NFkB artisina neden olurken
(8,600+1,963 ng/ml) ALA uygulamasi bu artisi anlamli olarak azaltt1 (4,667+1,862
ng/ml) (Sekil 14).

10+
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) Sekil 14. LPS uygulanan farelerin testislerindeki NFkB diizeyine ALA’in etkisi (n=10)
Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gore P<0.05. #: LPS ‘e gore P<0.05).

Tablo 1. ALA’in orsit kaynakh inflmatuar enzim ve mediyator diizeylerine etkisi

Enzim ve Mediyatorler Kontrol £SD Orsit £SD Orsit + ALA +SD
COX-2 (pg/ml) 9356+2733 19155+3915* 12653433227
sFLA, (pg/ml) 2012+911,0 4477+791,0* 2896+1243"
iINOS (1U/ml) 341746224 6363+1782* 4315+1247"
NF«kB (ng/ml) 3,750+1,597 8,600+1,963* 4,667+1,862"

Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05. #: LPS’e gore P<0.05).

4.15. IL-6 Diizeyi

Farelerde LPS uygulamasi IL-6 (128,2+5,3) diizeylerinde artisina neden olurken
ALA uygulamasi bu artiglar1 anlamli olarak azaltti (109,9+2,1; p<0,05) (Tablo 2).

4.1.6. TNFao Diizeyi

Farelerde LPS uygulamasi TNFa (105+4,9) diizeylerinde artisina neden olurken
ALA uygulamasi bu artiglart anlamli olarak azaltt1 (72,5+3,5; p<0,05) (Tablo 2).
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Tablo 2. ALA’in orsit kaynakh IL-6 ve TNFa diizeylerine etkisi

Gruplar IL-6 TNFa

Kontrol £SD 95+3,2 41,35+1,8
Orsit £SD 128,2+5,3* 105+4,9%*
Orsit + ALA +SD 109,9+2,1* 72,543,5"

Istatistiksel analiz: ANOVA. Post hoc: Bonferroni. (* : Kontrole gére P<0.05.
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5. TARTISMA

Yapmis oldugumuz deneysel ¢alismamizda inflamatuvar yanitta 6nemli rolleri
olan COX-2, sFLA;, iNOS, NF«B, IL-6 ve TNFa degerlendirildi. LPS uygulamasi, bu
mediyatorlerin ekspresyonunu arttirirken, ALA’in bu mediyatérlerin ekspresyonunu
azalttig tespit edildi.

LPS’nin, mononiikleer fagositlerde ve nétrofillerde spesifik membran
reseptorlerine baglanarak bir dizi sinyal iletim yolaklarini1 uyardig: bilinmektedir. Bu
sinyal iletim yolaklarimin uyarilmasi, inflamatuvar mediyatorlerin salgilanmasina ve
inflamasyona yol agar. LPS, CDI14 adezyon molekiilleri, LPS membran baglayici
protein reseptorii, LPS reseptorii ve CD18 glikoprotein adezyon reseptdrii kompleksi ile
reaksiyona girer. Bu reseptorler makrofajlarda, mononiikleer 16kositlerde ve
notrofillerde de bulunur. Salgilanan inflamatuvar mediyatérler TNFa, IL-1,
prostaglandinler, 16kotrienler ve trombosit aktive edici faktordiir. Bu mediyatorler ya
dogrudan 16kositleri infiltre ederek ve vaskiiler gegirgenligi artirarak veya dolayl1 olarak
diger molekiiller ile etkilesime girerek inflamatuvar reaksiyonlar indiiklerler.”

Testikiiler makrofajlar ve Sertoli hiicreleri pro-inflamatuvar sitokinler IL-6 ve IL-
la salgilayarak, Leydig hiicreleri TNF-a, IL-1B ve TGF-B1 salgilayarak LPS’ye yanit

verir;?’ bu sitokinler GHA’ni aktive eden TNFR1 ve IL - 6R’yi destekleyebilir, IL-1a

ve TGF-B1 lokal inflamasyonu arttirarak kan-testis bariyerinin yapisini bozar.”®

Calisgmamizda da LPS uygulanmasindan sonra bu mediyatorlerden IL-6 ve TNF-a
ekspresyonunun arttiini tespit ettik.

ALA’in kardiyovaskiiler sistem i¢in koruyucu bir ajan oldugu ve bu sistemle
iliskili hastaliklardan kaynaklanan 6liimleri azalttigi bilinmektedir."? Calismalar ALA’In
anti-inflamatuvar 6zellikler dahil olmak tizere bir¢cok faktorle koruyucu bir etkisi
oldugunu gostermistir.

Diyetle yeterli miktarda alinan uzun zincirli omega-3 PUFA’lar, inflamatuvar
eikosanoidlerin, sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini ve adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu azaltir. Uzun zincirli omega-3 PUFA’larin hem dogrudan
(6rnegin, arasidonik asiti bir eikosanoid substrat olarak degistirerek ve arasidonik asit
metabolizmasin1 Onleyerek) hem de dolayli olarak (6rnegin transkripsiyon faktor

aktivasyonu lizerindeki etkilerle inflamatuvar genlerin ekspresyonunu degistirerek) etki
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ettigi bilinmektedir. ALA’nin in vivo anti-inflamatuvar aktivitesi, iki farkli hayvan
modeli kullanilarak, farelerde carrageenan tarafindan indiiklenen 6dem ve farelerde
asetik aside bagl vaskiiler gecirgenligin artmasi ile ilgili calismalar da bildirilmistir.”>"
Son zamanlarda, Munsterman ve ark. ayrica, ALA nin, LPS ile at eksplantlar1 tizerinde
olusturulan sinovit iizerindeki anti-inflamatuvar etkisini gosterdi.”

iINOS geninin promotdriiniin bir gelistirici ve bir bazal destekleyici olmak {izere

iki transkripsiyonel bolge icerdigi bilinmektedir.’®

Hem gelistirici hem de bazal
promotorde bulunan kB alanlar1 ve LPS aracili NO iiretimi i¢in gerekli olan NF-kB
dahil olmak iizere transkripsiyon faktorleri i¢in bir dizi baglanma bolgesi vardir.*®
Uyarilmamis hiicrelerde, NF-«kB, sitozolde bir homodimer veya heterodimer olarak
bulunur ve IkB proteinine baglanir. NF-kB aktivasyonu, IkB proteinlerinin
fosforilasyonu, ¢ogalmasi ve proteazom aracili degradasyonu, ardindan NF-KB’nin
DNA baglanmasi ve niikleer translokasyonu ile sonuglanir.”’ Sonuglarimiz ALA’nin
NF-kB’nin LPS kaynakli DNA aktivasyonunu inhibe ettigini diisiindiirmektedir.

MAPK’lar (ERK, JNK, and p38 MAPK) ozellikle sitokinlere ve strese cevap
olarak hiicre biiylimesini ve farklilagsmasini diizenlemede ¢ok 6nemli bir rol oynarlatr.78
Bazi c¢aligmalar, LPS’nin neden oldugu iNOS ekspresyonunda ve NF-kB’nin
aktivasyonunda MAPK’lar1 incelemistir.”® Hiicre stimiilasyonu, hem tirozin hem de
treonin fosforilasyonu yoluyla MAPK’lerin aktivasyonuna yol agan bir sinyal kaskadini
indiikler, bu da aktif bolgeyi substrata baglanmaya maruz birakan bir konformasyonel
degisiklige neden olur.”® ALA’nin ERK, INK ve p38’in LPS kaynakli fosforilasyonu
tizerindeki etkileri, ALA’nin aktivator protein-1 (AP-1) aktivasyonunu etkiledigini
dogrulamak i¢in degerlendirildi. ALA tedavisi, LPS’ye yanit olarak olusan ERK, JNK
ve p38 fosforilasyon seviyelerini diisiirdi. Bu, ERK, p38, JNK, NF-kB ve AP-1’in
ALA’nin iNOS indiiksiyonu iizerindeki baskilayici etkisinden sorumlu olabilecegi
gorisiini desteklemektedir.®

Onceki ¢ahsmalar ALA’in iNOS enzim diizeyini azalttigmi gdstermistir.®®
ALA’in uygulanmasi, LPS ile indiiklenen iNOS enzim ekspresyon miktarini azaltmistir.
Nitrik Oksit (NO), iNOS tarafindan iiretilir ve inflamatuvar hastaliklarda patojenik bir
role sahiptir,”%0%2
ALA’nin  LPS nedeniyle olusan COX-2 enziminin artisizi  azalttigi

66,83

gosterilmistir. Calismamizda da ALA’nin LPS nedeniyle olusan COX-2 enziminin
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artisin1 azalttigimmi gordilk. LPS uygulamasinin, bu c¢alismada degerlendirdigimiz bir
diger enzim olan FLA; enzimini arttirdigin1 gésteren ¢aligmalar vardir.®

ALA’in molekiiler yapisinda ¢ift bag olmasi nedeniyle potansiyel bir antioksidan
ozelligi vardir.® Caligmalar oksidatif strese bagl hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki
artisin FLA; enziminin aktivitesinde bir artisa yol agtigini gt')stermistir.84’85

Stiperoksit radikalleri, hiicrede eksojen ve endojen olarak iiretilebilir. Endojen
stiperoksit radikallerinin kaynagi mitokondri iken eksojen kaynaklar nétrofil, eozinofil
ve makrofajlardir. Patolojik olmayan durumlarda, hiicredeki oksidanlar bazi hiicre igi
roller istlenirler, ancak patolojik durumlarda, oksidan madde miktar arttik¢a hiicrelere
zarar verirler. Hiicreler oksidanlara karsi antioksidan savunma sistemlerine sahiptir,
ancak yiiksek miktarda oksidatif strese maruz kaldiklarinda, bu antioksidan sistem
yetersiz kalir ve hiicre hasar1 baslar.

ALA, anti-oksidan 0&zelligi nedeniyle oksidatif stresi azaltarak FLA;
ekspresyonunu azaltmis olabilir. LPS’nin oksidatif stresi arttirdigi bilinmektedir.®®
FLA; inflamasyon yolaginin ilk basamaklarina etki eder. FLA, nin azalmasi, sonraki
asamalarda sentezlenen prostaglandinlerin, sitokinlerin ve lokotrienlerin sentezinin
azalmasina ve ayrica COX-2’nin sentezlenmesinin azalmasina neden olabilir.”*

NFkB, p53 ve AP-1 gibi transkripsiyonel faktorlerin oksijen tiirleriyle modiile
edildigi gosterilmistir. Bu nedenle, daha diigiik reaktif oksijen tiirleri (ROT) iretimi,
sinyal iletim yolaklarina etki edebilir.®® ROT ozellikle de H202, anjiyotensin,
inflamatuvar sitokinler, biiyime faktorleri ve transformasyon faktorleri gibi gesitli
fizyolojik stimiilatorler i¢in gereken ikincil habercilerdir.?’

Onceki ¢alismalar ve bizim bulgularimiz esliginde ALA’nin antioksidan 6zelligi

nedeniyle anti-inflamatuvar etkisinin oldugunu sdyleyebiliriz.*>%

Bu calismada, hayvan
orsit modeli gelistirildi bunun igin sadece gram negatif bakterilerin duvar yapisinda
bulunan LPS kullanildi. Bununla birlikte, LPS, gram negatif bakteri toksinlerinden
sadece Dbirisidir. Ayrica alfa-linolenik asidin antibiyotik etkisinin olmadig
bilinmektedir. Orsit siddetini azaltmak icin saglam bakteri, antibiyotik ve ALA’In

birlikte kullanilmas1 gerekebilir. Bu nedenle, daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC

Bakteriyel orsit akut skrotumun en sik sebeplerinden birisidir. Biz de
calismamizda gram negatif bakteri duvarnin viriilans faktorlerinden bir tanesi olan
LPS’i orsit olusturmak i¢in kullandik. LPS uygulamasi sonrasi farelerde inflamatuvar
mediyatorlerden olan COX-2, SFLA, INOS, NF«B, IL-6 ve TNFa diizeylerini 6l¢tiik.

LPS uygulamas: sonras1 bu mediyatorlerin ekspresyonunun arttigini tespit ettik.
Anti-oksidan ve anti-inflamatuvar 6zelligi oldugunu daha Onceki ¢alismalardan
bildigimiz ALA uygulanmasinin bu meadiatorlerin ekspresyonlarin1 anlamli derecede
azaltigini tespit ettik. Bu bulgular esliginde ALA, bakteriyel nedenle olusan orsitin

klinik siddetini azaltabilir ve tedavisinde kullanilabilir.
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