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OZET
Amag

Endotelyal fonksiyonlarin sirdirilmesinde NO c¢ok o6nemli bir role
sahiptir. ADMA, nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesini inhibe ederek NO
olusumunda 6nemli bir inhibitérdur. Bu g¢aligmada deneysel olarak varikosel
olusturulan sicanlarda testikiller dokudaki asimetrik dimetilarjinin (ADMA) ve
nitrik oksitin (NO) parcalanma Grind olan nitrit-nitrat  dlzeyi 6lgllerek
birbirleriyle olan iligkileri istatistiksel olarak arastiriimigtir.

Materyal Metod

Calisma 21 adet Spraque-Dawley tipi erkek siganlar Uzerinde
gerceklestirildi. Ratlar kontrol grubu (6 rat), Sham grubu (6 rat) ve deney grubu
(9 rat) olmak tzere 3 gruba ayrildi. Deney grubunda Eter anestezi sonrasi sol
renal ven proksimalinden parsiyel ligasyonu ile sol varikosel olusturuldu. 8 hafta
sonra tim ratlar sakrifiye edildi. Testis diseke edilip, eksize edildikten sonra —80
derecede saklandi. Biyokimyasal degisiklikleri testip etmek icgin testiste SOD
(Superoksit Dismutaz) enzim aktivitesi, ve NO son Urln0 olan nitrit ve nitrat
tuzlarinin duzeyleri saptandi. Plazmadaki nitrit-nitrat duzeyini incelemek igin
ventrikll icinden 5cc alinan kan 6rnekleri caligildi ve daha sonra tum ratlar
sakrifiye edildi. ADMA analizi icin yarismali tipte bir ELISA kiti olan ADMA Kkiti
kullanildi.

Bulgular

Oksidan stres artisina bagl olarak, primer antioksidan 6zellikteki enzim
olan (SOD) degerleri 3 gruptada incelendi ve tum gruplarin ikili
karsilastirmalarinda istatistiksel anlamli derecede fark saptandi (p=0. 0002). Bu
da artmis oksidadif strese yanit olarak ortaya gikmigtir. ADMA degerlerinin
varikosel deney grubunda sham ve kontrol grubuna gére anlamli yuksek oldugu
tespit edilmistir (p: 0,004). Sham grubunda kontrol grubundan daha ylUksek
miktarda ADMA dizeylerine rastlanmistir. Doku ve plazmadaki NO son Grinu
olan tuzlar deney grubunda ve sham grubunda kontrol grubundan istatistiksel
olarak disuk bulunmustur (p= 0.0003). Bu dusikligin sorumlusu ortamdaki

bulunan NOS inhibisyonu oldugu disinilimektedir.
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Sonug¢

ADMA dizeylerindeki artisin endotel disfonksiyonuyla dogrudan iliskili
oldugu daha 6nce yapilan calismalarla gésterilmistir. Calismamizda deneysel
olarak varikosel modeli olugturulmus olan ratlarda artmig ADMA duzeyinin NO
sentezini bozarak infertiliteye neden olabilecegini digsuinmekteyiz. Bu konu ile

ilgili daha ileri caligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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ABSTRACT

Purpose

NO has a very important role in maintaining endothelial function.ADMA, nitric
oxide synthase (NOS) activity by inhibiting the formation of NO, is a major
inhibitor.In this study, experimental varicocele on testicular tissue in rats
asymmetric dimethyl arginine (ADMA) and nitric oxide (NO) breakdown
products, nitrite-nitrate levels were measured and statistically analyzed their
relations with each other.

Materials and Methods

Research was performed with 21 Spraque-Dawley male rats.Rats were divided
into 3 groups including the control group (6 rats), sham group (6 rats) and
experimental group (9 rats) In the experimental group after ether anesthesia,
with partial ligation of the proximal left renal vein, left varicocele was
created.After 8 weeks, the rats were sacrificed.Testes dissected and stored at -
80 ° C after being excised.For detecting biochemical changes in the testis,
levels of SOD (superoxide dismutase) enzyme activity, and the end product of
NO metabolism nitrite and nitrate salts were determined.To examine plasma
nitrite-nitrate levels, 5cc blood samples were taken through the For analysing
ADMA, ADMA kit was used which is a competitive-type ELISA kit.

Findings

Due to increased oxidative stress, which is the primary antioxidant enzymes in
the (SOD) values and all three groups had been viewed pairwise comparison
and the groups revealed a statistically significant difference (p = 0 0002).This
has emerged in response to increased oxidative stress. ADMA levels in the
varicocele experimental group compared to the sham and control groups were
found to be significantly higher (p = 0.004)In the sham group compared with
control group. ADMA levels have been found in high amounts Plasma and
tissue salts which are the end product of NO in the experimental group and the
sham group was significantly lower than the control group (p =
0.0003).Responsible for the decrease in value is thought to be NOS inhibition

located in the environment.
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Result

The increase in ADMA levels are directly associated with endothelial
dysfunction has been shown in earlier studies.In our study in rats with
experimental varicocele model was created and increased NO synthesis of
ADMA levels might lead to infertility are corrupting.Further studies on this topic

are needed.
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DENEYSEL OLARAK VARIKOSEL MODELi OLUSTURULMUS
RATLARDA TESTIKULER DOKU VE KANDA ASIMETRIK
DIMETIL ARJININ DUZEYI

1.AMAG

Varikosel ve testis iglev bozuklugu arasindaki iligki yillardir bilinmektedir.
Varikosel gen¢ erkeklerin yaklasik %10’'unda saptanir ve en sik olarak sol
tarafta olmak Uzere, testis Gzerinde pampiniform pleksusun genislemesinden
olusur. Hastalarin %65-70’inde sperm yogunlugu ve hareketi dnemli oranda
azalmistir. infertilite sik gézlenir ve varikoselin dizeltimesiyle hastalarin dnemli
bir kisminda geri déndurdlebilir. Varikosel siklikla dizeltilebilir infertilitenin en sik
nedeni olarak bilinsede varikoselin patofizyolojik mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir.

Nitrik oksit (NO): insan biyolojisinde cesitli, etkileri son yillarda
tanimlanan, kiglk molekul agirlikh (30 dalton) ve heterodinamik molekilli,
renksiz, kokusuz toksik bir gazdir. Suda (20 santigrad derecede) ve daha kolay
bir sekilde de organik ¢bzenlerde ¢6zllebilen, hicreler arasinda ve iginde
kolaylikla dolasabilen paramanyetik bir molektldir. NO endotelyal hicre
relaksasyonunun fizyolojik mediatéri olarak tanimlanmis ve vazoregilasyonda,
trombosit agregasyonunda, immuinitede ve nérotransmisyonda rol aldigi
gosterilmigtir. Endotelyal fonksiyonlarin strdirilmesinde NO ¢ok énemli bir role
sahiptir ve her zaman endotelden NO’nun tonik salinimina ugradigi yapilan
calismalarda go6sterilmisti. Endotelyal NO sentezi azaldiginda veya
bozuldugunda endotelyal disfonksiyon geliserek dokunun beslenmesi bozulur.
Varikoselde de ana sorun genislemis olan damarlar nedeniyle, testikiler kan
akiminin bozulmasidir. Yani pleksus pampiniformisde endotelial disfonksiyon
gelismesidir. Endotelial disfonksiyon gelismesindeki en o6nemli faktérler;
bozulmus endotelial bagimli vazodilatasyon, azalmis nitrik oksit (NO) sentezi ve
salinmasi, anormal vazokonstruksiyon, dimetil arjinin dizeyinin artmig

olmasidir. Son yillarda yapilan calismalar vaskuler patolojilerde nitrik oksit



sentezini inhibe etmek suretiyle etki gdsteren ve endojen olarak salinan
asimetrik dimetil arjininin dnemini ortaya koymustur. Asimetrik dimetil arjinin,
endojen nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitéridiar. NOS’un vicuttaki fonksiyonu, L-
arjinin’den nitrik oksit sentezinin saglanmasidir. Vaskiler endotelde gergeklesen
bu reaksiyonda ADMA (asimetrik dimetil arjinin), NOS aktivitesini inhibe ederek
L-arjininin hucre icine alimini engeller. Yani ADMA, nitrik oksit olusum hizini
dizenler. Bozulan endotel bagimh vazodilatasyon, plateletlerin agregabilite
artisi ve monosit adhezyonu artisinin klinik delili olarak ortaya gikan endotel
disfonksiyonu, ADMA artigini uyarir.

Bu calismada deneysel olarak varikosel olusturulan siganlarda testikuler
dokudaki ADMA ve NO duzeyi dlgulerek birbirleriyle olan iligkileri istatistiksel

olarak arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 VARIKOSEL

Milattan sonra birinci ylzyilda Celcius ilk kez skrotal venlerdeki
dilatasyonu tanimlayarak varikoselli kigilerin testislerinin atrofik oldugunu
bildirmigtir.Osmanli  dénemi  cerrahlarindan  Serefeddin  Sabuncuoglu,
Cerrahiyet’il Hanniyye adli eserinde “Devali (varikosel), testis damarlarinin
bikulip Gzim salkimina benzer bir sekilde olmasi ve bu nedenle testisin
asagiya sarkmasidir.Boyle bir hasta hareket ve spordan aciz kalir” yazmaktadir.
Curling 1856'da varikoselin testislerin salgilama glcunde dusukluk
olusturdugunu 6ne surmus ve ilk kez varikosel-infertilite iligkisinden s6z
etmistir.Barwell 1885’te sol varikoselli kisilerde ayni taraf testisin digerine goére
daha kig¢uk ve yumusak oldugunu, skrotal venlerin bir ip ile baglandiktan sonra
testisin duzeldigini rapor etmigtir.Gergcek anlamda varikoselektominin erkek
ureme sistemine etkisi, Bennet'in 1889'da bilateral varikoselektomi uyguladigi
bir olgunun semen parametrelerinde dizelme saptamasiyla ortaya
konulmustur.Daha sonra 1929’da Macomber ve Sanders’in yayimladiklari olgu
sunumunda oligospermik bir varikoselli infertil olgunun varikoselektomi sonrasi
normospermik ve fertil hale geldigini rapor etmislerdir.Tulloch’'un 1955'te
infertilite nedeniyle varikoselektomi uyguladidi olgu serisinin sonuglarini
yayimlamasi ile varikoselektomi erkek infertilitesinin cerrahi tedavisi haline
gelmistir. Hastalik yuzyillardir bilinmesine kargin patofizyolojisi ginimuze kadar

tam olarak aydinlatilamamistir.

Varikosel, spermatik kord igerisinde testikuler venlerin dilatasyonu olarak
tanimlanir ve erkek infertilitesinin en sik dizeltilebilir nedenidir(1,2). Varikosel,
erigskin erkek populasyonun %15-22’sinde gérulmesine ragmen, infertilite
arastirmasi nedeniyle basvuranlarin ortalama %30-40’inda saptanan ve erkek
infertilitesinin en sik rastlanan patolojisidir(5).Eriskin ddnemde prevelansi %15

gibi oranlara ¢ikan varikosel, 10 yas altinda nadiren tespit edilir.



Tedavi edilebilir infertilitenin en sik sebebi varikoseldir. Sol tarafta
gérilme orani yaklasik %90’dir.Cogu calismada bilateral varikosel gériime
orani %10’ lar civarinda bildiriimektedir(6,7). Yalnizca sag tarafta gortilme orani
%2'den azdir ve genellikle vena kava inferior ya da spermatik vende
kompresyona veya obstriksiyona (tromboz) sekonder olarak olugsmaktadir(8).
Primer infertilite ile kiyaslandiginda sekonder infertilite ile bagvuranlarda daha
sik tespit edilmektedir(7).

2.1.1 Arteryel Kanlanma ve Ven6z Drenaj:

Pek cok arter ve bunlarin birbirleriyle olusturdugu anastomozlar testisin
kanlanmasini saglarken birden ¢ok vende olusturduklari pleksusla venéz kan
drenajini saglar. Testis kanlanmasinin esas kaynagi aortanin dal olan internal
spermatik (testikiller) arterdir. internal spermatik arter, genitofemoral sinir,
Ureter ve eksternal iliak arterin 6niinde seyrederek internal inguinal halkaya
ulagir. inguinal kanal boyunca vas deferens ve spermatik kordun diger
bilesenleri ile ilerler ve eksternal inguinal halkadan g¢ikarak kanali terk eder. Bu
noktadan sonra daha kivrimli hale gelen arterin ana testikiler ve epididimal
dallara ayrilmasi testisin Ust veya orta 1/3’luk kisminda gerceklesir.
Deferensiyal arterle testis posteriorunda testise yakin bir anastomoz yapar.
Deferensiyal arter, inferior vezikal arterin dali olup vas deferensi kanlandirir.
Eksternal spermatik (kremasterik) arter ise inferior epigastrik arterin dahdir.
Spermatik kordu besler. Bu arter, internal spermatik arter ile testise yakin bir
seviyede anastomoz yapar. Epididim bagi hizasinda arterlerce olusturulan

anastomozlar testisin kollateral dolagimini destekler.

Pampiniform pleksus, testis dokusu iginde anterior ve posteriorundan
gelen 10-12 adet ven tarafindan olusturulur. Spermatik venler testisi
posteriorundan terkeder, epididimisten gelen dallari da alarak birlesip pleksus
pampiniformisi olusturur ve vas deferensin éniinde ilerlerler. Eksternal inguinal
halka seviyesi altinda 3-4 adet ven olusturacak sekilde dizenlenirler ve inguinal

kanali boylu boyunca katederler. internal inguinal halkadan cikip internal



spermatik arterin her iki yaninda seyreden 2 ven olusturacak sekilde birlesirler.
Hemen sonra bu 2 ven de birleserek arterin lateralinde, Ureterin anteriorunda
seyreden internal spermatik veni olusturur. internal spermatik ven sagda dar bir
acl ile vena kava inferiora, solda ise dik aci ile sol renal vene acilir. Kremasterik
ven6z ag inferior epigastrik vene, deferensiyal ven ise pelvik pleksusa drene

olur(9-10) . Deferansiyel venlerin varikosel olusumunda etkileri yoktur(11) .

2.1.2 Varikosel Fizyopatolojisi

Sag testikller ven vena kava inferior’a oblik aciyla acilirken, sol testikuler
ven sol renal vene dik acgiyla acilir. Sol renal venden ylksek hidrostatik basing
direk olarak ayni taraf pampiniform pleksusa iletilir, bunun da venlerde
dilatasyon ve kivrilmaya yol agmasi varikosel olugsumu igin ileri surdlen ilk
hipotezdir. ikinci hipotez ise spermatik vendz valflerin olmayisi sonucu olusan
vendz kan reflusiiniin varikosele neden oldugunu ileri siirer. Uclinct hipotez,
sol renal venin aorta ve superior mezenterik arter arasinda sikigmasina bagl
olarak testikuler venin parsiyel obstruksiyonunun (nutcracker fenomeni )

varikosel nedeni oldugunu ileri surer (3).

Varikoselin testis histolojisi ve fonksiyonlari Uzerine olumsuz eftkileri

oldugunu ileri stiren diger hipotezler (4):

1- Testikiler Kan Akimi

2- Testis-interstisyel Sivi iligkisi
3- Hipertermi

4- Venbz Basing

5- Renal-Adrenal Reflu

6- Hormonal Disfonksiyon

7- Otoimmunite

8- Akrozom Reaksiyonu

9- Oksidatif Stres

10- Apopitoz



2.1.3 Varikosel Tanisi

Varikoselli infertil bir erkegin rutin standart degerlendirmesi tibbi ve
treme Oykusini iceren dikkatli bir anamnez, fizik muayene ve en az 2 semen
analizini igcermelidir. iki semen analizi arasindaki sire 7 gunden az ve 3
haftadan uzun sirede olmamalidir. Daha sonra saptanan patolojilere gére ileri
degerlendirme gerekli olabilir. Varikoselin tanisinda fizik muayene, skrotal
ultrasonografi, sintigrafi ve venografi gibi yéntemler uygulanmasina ragmen,
fizik muayene en degerli yontemdir(19-23).0rtak goérius; “varikoselin tanisi fizik
muayene ile konulur ve tani icin ek goérintileme ydntemlerine gerek yoktur”
seklindedir. Ancak, fizik muayeneyi giclestiren durumlarin varhginda (testisleri
skrotumun Ust tarafinda olan hastalar, kiigik skrotum kesesine sahip hastalar,
fizik muayenede zorluk yaratan anatomik 6zellikler, kramester hiperrefleksisi,
ortam-hasta yapisi nedeniyle muayene zorlugu) renkli Doppler ultrasonografisi
gerekli olabilir. Varikosel tedavisi sonrasi niks ve tedavisinde radyolojik

embolizasyon dusunulen olgularda venografi uygulanabilir(20-24).

Fizik muayene; valsalva manevrasi 6ncesi ve sonrasinda spermatik
kordun palpasyonu seklinde yaplilir. Hasta ayakta dururken valsalva manevrasi
yaptirildiginda spermatik venler ¢ok daha iyi olgunlagir. Bu nedenle, diugsuk
dereceli varikosellerin fizik muayenede saptanabilmesi icin muayene mutlaka
ayakta yapiimalidir. Fizik muayene bulgusuna gére varikosel 3 derecede
siniflandirilir(15).

1.derece: Valsalva manevrasi sirasinda palpe edilebilen varikosel,
2.derece: Valsalva manevrasi yapiimadan palpasyon ile saptanabilen varikosel,
3.derece: Valsalvasiz uzaktan, gbzle gorulebilen varikoseldir.

Varikoselli infertil her olguda rutin endokrin ve genetik testlere gerek
yoktur. Ozellikle sperm sayisi 10 milyon/mI'den daha az saptanan olgularda,

cinsel fonksiyonlarda bozukluk ve endokrinopatiyi dusunduriicek Kklinik



bulgularin varliginda; varikosel tedavisine yaniti géstermesi acisindan serum
follikil uyarict hormon (FSH) ve testosteron dizeyi yararli olabilir.(15,20).
Sperm sayisi 5-10 milyon/mlI’den az olan varikoselli olgular potensiyel genetik
bozukluklar ac¢isindan bilgilendirilerek karyotip ve Y kromozomu analizi
uygulanmalidir. Genetik bozukluga sahip erkeklerde saptanan varikosel
muhtemelen rastlantisal bir bulgudur ve bu olgularda tedavi fertiliteyi

diizeltmeyecektir(26).

Fizik muayenede tespit edilememis, ancak radyolojik ydntemlerle tani
konulmus varikosele “subklinik varikosel” denir. Subklinik varikoselin tedavi
edilmesinin seminal parametreler ve gebelik oranlar Gzerindeki etkisi kesin
olarak ispat edilmis degildir. Bugunki veriler subklinik varikoselin tedavi
edilmemesi gerektigi yénindedir(20).Kesin bir kaniya varabilmek i¢in prospektif,
randomize ve kontrolll genis hasta serilerine ihtiya¢g vardir. Bu nedenle
subklinik varikosel tanisi konulan olgular tedavi edilmeden ©6nce sperm
degerlerinde ve gebelik sanslarinda herhangi bir dizelme olamayabilecedi,
hatta postoperatif semen parametrelerinin olumsuz etkilenebilecegi konusunda

uyartimahdir.

GUnUmuizde gelisen tani ybntemleri, venografi ve renkli doppler
ultrasonografinin daha sik kullanilmasi ile varikoselin bilateral gérilme sikhgi
%50’lere yukselmistir(28).

2.1.4 Varikoselin Etkileri

Varikoseli olan hastalarda ipsilateral testisin digerinden kigik oldugu
bilinmektedir. Haans ve arkadaslari varikoseli olan hastalarda testikuler volim
kaybinin distik sperm sayisi ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir (129).
Sigman ve Jarow varikosel derecesi ile testis volumi arasindaki iligkiyi
arastirmis ve sol testikuler varikoselin azalmis testis volumu ile iligkili oldugunu,

bu azalmanin derece 3, 2 ve 1 varikoselde sirasiyla %73, %53 ve %43



oldugunu belirtmiglerdir (130). Sokamoto ve arkadaslari, skrotal ultrason
kullanarak infertil erkeklerde varikosel ve testis volumu arasindaki iligkiyi
arastirmiglardir. Sol klinik varikoselin 6nemli 6él¢tide ipsilateral testikuler hipotrofi
ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir. Bunula beraber, varikosel varligi g6z
onlne alinmaksizin fertil ve infertil erkeklerde testikiler volium agisindan dnemli
bir farklihk tespit etmiglerdir. Buna karsin subklinik varikosel, testikdler volum

Uzerine dnemli bir etkiye sahip degildir (131).

Bu anomaliler tek veya kombine olarak izlenebilir. Varikosel hastalarinda
ayni zamanda Leydig hlcre atrofisi, Sertoli hiicre dejenerasyonu, bozulmus
spermatogenezis formunda histolojik degisiklikler oldugu tespit edilmistir.
Varikosel, spermatogenezde  oligozoospermi, astenozoospermi  veya
teratozoospermi seklinde bozukluklara yol acabilir. Bu anomaliler tek veya

kombine olarak izlenebilir.

2.1.5 Varikosel Tedavisi:

Varikosel tedavisinde altin standart agik cerrahidir. Agik cerrahi yiksek
inguinal, inguinal, subinguinal ve skrotal yaklasimlarla yapilabilir. Alternatif
tedaviler arasinda perkitan embolizasyon ve laparoskopik cerrahi sayilabilir.
Varikosel tedavisinde amag, testikuler arteri, lenf damarlarini, vas deferens ve
damarlarini  koruyarak tum internal ve eksternal spermatik ven dallarini
baglamaktir. Ameliyat sonrasi testikiler vendz drenaj, vas deferensin venleri

aracihgi ile olur (5).

Varikosel, ilerleyici testis hasari ile seyrederek testis gelisiminde
gerilemeye ve spermatogenezi bozarak infertiliteye neden olabilir(sperm sayisi,
motilite ve morfolojide bozulma), testikiler volumde azalma ve leydig hicre

fonksiyounda azalmayla iligkilidir(27).



2.2 OKSIDATIF STRES

Saglikli aerobik organizmada, reaktif oksijen turlerinin olusmasi ile
antioksidan  sistemlerin  buna  karsi  savunmasi  yaklasik  olarak
dengededir(119,120). Bu dengeyi saglayan kompleks olaylardan herhangi
birinin etkilenmesi inflamatuvar reaksiyonlar ve otoimmunite gibi patolojik
olaylarin uyariimasini basglatabilir(121). Oksidan stres; hicresel antioksidan
savunmanin reaktif oksijen tirlerinin seviyesini toksik esigin altinda tutmakta
yetersiz kalmasi olarak tanimlanabilir(119). Baska bir sekilde tanimlayacak
olursak; doku veya hiicrede olusan serbest oksijen radikallerinin
konsantrasyonunun antioksidan kapasiteyi asmasi olarak tanimlanir. Oksidan
stres, asin reaktif oksijen turlerinin (ROS) uretimi, antioksidan savunmanin

yetersizligi ya da her iki durumun birlikte bulunmasi ile olusur(119).

2.2.1 Serbest Radikaller

Serbest radikaller, en dig yoéringelerinde bir ya da daha fazla
cifttesmemis elektron igeren reaktif atom veya molekillerdir. Organizmada
normal olarak meydana gelebildigi gibi(mitokondride gerceklesen elektron-
transport reaksiyonlari, P450 metabolizmasi, peroksizomlarda gergeklesen
reaksiyonlar, inflamatuvar hiicre aktivasyonlari vb.), cesitli dis kaynakli etkilerle
de(UV isinlari, X-ray, sigara, ¢cevresel toksinler, farmakolojik tedaviler) olusabilir.
Oksijen turevi radikaller, biyolojik sistemin en iyi bilinen serbest radikalleridir ve
canli hucrelerde, normal sirecgte fizyolojik miktarlarda Uretilirfler. Asiri
olustuklarinda hiicre ve dokularin hasarina neden olurlar(122). Yapilarindaki
ortaklanmamis elektronlardan dolayr olduk¢a reaktiftiler ve tim hicre
bilesenleri ile kolayca etkilesebilme 0&zelligi gosterirler. Dolayisiyla serbest
radikaller organizma icin zararlidir ve genel olarak “oksidanlar’ olarak

adlandirilirlar.



“Oksidanlar” dedigimiz bu yikim Urlnlerinin yol agtii biyolojik hasarlar
icin “oksidatif stres” tanimi kullaniimaktadir. lleri derecede tepkici serbest radikal
olan veya hicrede kolayca bu serbest radikallerine g¢evrilen oksijen igceren
bilesikleri tanimlamak i¢in reaktif oksijen tdrleri (ROS) tanimlamasi
kullanilmaktadir. Canli organizmada oksidanlarin zararli etkilerine kargi
“antioksidanlar” dedigimiz savunma duzenekleri vardir. Oksidatif stres de
oksidan ve antioksidan sistemlerin dengeye ulagsmadigdi; yani serbest radikal
dretiminin, sistemin reaktif aracilari detoksifiye etmekteki kabiliyetini astig

durumlarda olugmaktadir.

Oksidatif stresin genellikle protein, lipid ve DNA metabolizmasi
Uzerindeki toksik etkilerinden dolay! hastaliklara yol agtigi savunulmustur. ROS
asiri miktarda Uretildiginde veya enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
savunma sistemleri yetersiz kaldiginda zincirleme tepkimelerle hiicre hasari
veya OlumU gerceklesebilir. Ayrica artmis ROS’lar nérotransmitterlere,
hormonlara ve birgok mediatére etki ederek homeostatik mekanizmayi

bozabilirler.

2.2.2 Serbest Oksijen Radikalleri(SOR), Reaktif Oksijen Tirleri(ROS) ve
Reaktif Nitrojen Tiirleri(RNS)

Serbest radikallerin biyolojik ortamlardaki turleri Reaktif Oksijen
Tarleri(Reactive Oxygene Species - ROS) ve Reaktif Nitrojen Turleri(Reactive
Nitrogene Species - RNS)dir. Bunlardan ROS; oksijen radikallerini ve radikal
olmayan reaktif oksijen tlrevlerini kapsayan genel bir terimdir. RNS’ler de,
fizyolojik 6nemi olan serbest radikal turleridir(123). YUksek konsantrasyonlarda
serbest radikaller ve radikal turevi, radikal olmayan reaktif tarler; canli
organizmalar igin tehlikelidir ve tim hicre yapilarina hasar verir. Bununla
birlikte, disik konsantrasyonlarda nitrik oksit, siiperoksit anyonu ve reaktif
oksijen turleri sinyal iletiminde dizenleyici medyatér olarak édnemli rol oynarlar.
ROS’larin aracilik yaptigi bir cok cevap, aslinda hicreleri oksidatif strese karsi

korur, redoks homeostazini yeniden olustururlar(124).
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Reaktif Oksijen Turleri(ROS)

e Hidroksil radikali(OH-)

e Slperoksit Anyonu(O2-)

e Hipoklorik Asit(HOCI)

e Singlet 02

e Hidrojen Peroksinitrit(H202)
e Peroksil Radikali(ROO-)

Reaktif Nitrojen Tarleri (RNS)

¢ Nitrojen dioksit(NO2-)
¢ Nitrik Oksit(NO)
e Peroksinitrit(ONOO-)

Reaktif nitrojen metabolitleri serbest nitrojen metabolitleridir ve SOR’un alt sinifi

olduklari dusunalar.

2.2.2.1 Siiperoksit dismutaz

Superoksit serbest radikalinin (O2°) hidrojen peroksit (H202) ve
molekiiler oksijene (02) dénustimini katalizleyen antioksidan enzimdir . insan
seminal plazmasi yuksek SOD aktivitesine sahiptir ve ¢ogu prostattan
sentezlenir. Genel olarak hicrede en bol bulunan izomeri sitozolik Cu-Zn
SOD’dur ve aktivitesinin %75’'inden sorumludur (125). SOD’un ekstraselltler
aktivitesi ¢ok dusuktir. Normal metabolizma sirasinda hicreler tarafindan
yuksek oranda siperoksid Uretimi olmasina ragmen, bu enzim sayesinde

intraselluler siperoksid duzeyleri diguk tutulur.

02- + 02- + 2H+ — 02 + H202
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2.2.3 Varikosel ve oksidatif stres

insan ve deneysel arastirma verileri varikoselin patofizyolojisinde
apoptozis, hipoksi ve reaktif oksijen tirlerinin roléiniin oldugunu gdstermektedir.
Deneysel varikosel modellerinde hipoksi, germ hiicre apoptozisini arttirmakta ve
mikrovaskiler  hemodinamiyi  hizlandirmaktadir. Deneysel  varikosel
modellerinde testikiler dokuda “hypoxia-inducible factor 1 alfa” (HIF-1 alfa)
artmis bulunmus, hipoksiye yanit olarak artmis anjiogenezin bir gdstergesi olan

mikrovaskiler dansite artisi saptanmistir.(126-127)

Varikosele bagli oksidatif strese yanit olarak semen ve testis dokusunda
hidrojen peroksit, serbest radikaller ve silperoksit anyonlarinin arttigi
gosterilmistir(128). Ayrica varikoselli olgularda spermatozoal reaktif oksijen
artnlerinin (ROS) arttig1 ve seminal total antioksidan kapasitenin azaldigi rapor
edilmistir (132).

Varikoselli hastalarda oksidatif stresin géstergesi malondialdehit (MDA)
ve slper oksit dismutaz (SOD) seviyelerinde artis gdsterilmigtir (133).
Varikoselde internal spermatik vende oksidatif stresin ve antioksidan enzim
aktivitesinin arttigi géralmustir. Antioksidan enzim aktivitesinin artmasi, serbest
oksijen radikallerinin olumsuz etkilerini dengelemeye ydnelik bir cevap olabilir
(134).

2.2.4 Nitrik Oksit

Nitrojen monoksitin (NO) kimyasal 6zelliklerine iligkin ilk calismalar 1772
yilinda J.Priestly tarafindan yapiimistir. 1914 yilinda H. Dale ilk kez in vivo
olarak NO’nun varhigini ortaya koymustur. ilk olarak endotel hiicrelerinde tespit
edilmis, sonra butin memeli hicrelerinde bulunmustur. 1987 yilinda damar
endotel hicrelerinde bir enzim araciligiyla NO olusumunun go&sterilmesi
biyolojik arastirmalarda yeni bir alanin agiimasina neden olmustur. Daha
sonraki yillarda bu konuda yapilan galigmalar hizla artmis ve organizmadaki

6nemi nedeniyle 1992 yilinda “yilin molekliu” olarak tanimlanmistir (32).
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NO atmosferde nitrojen ve oksijen molekillerinin  ¢ok yuksek
sicakliklarda birlesmesi ile olustugu gibi, eksoz ve endustiyel atiklara bagl

olarak da meydana gelmektedir.

NO stabil olmayan, inorganik, renksiz, oksijen yoklugunda suda
¢bzunebilen bir gazdir. Orbitalinde tasidigi eslesmemis tek elektronu nedeniyle
radikal Ozelliktedir. Sivi ortamlarda serbestce diffize olabilir ve hicre
membranlarinda rahatga gecebilir. Dokuda yarilanma zamani 10-60 sn’dir.

Oksijen varhiginda hizlica nitrit ve nitrata inaktive olur(33).

2.2.4.1 NO Sentezi

Nitrik oksit sentaz(NOS) tarafindan, NAPDH ve oksijen varliginda, yari
esansiyel, bazik yan zincirli bir aminoasit olan L-arjinin’in, L-sitrilin’e
oksidasyonu sirasinda NO sentezlenmektedir. Monooksijenaz aktivitesi
gosteren NOS ile katalizlenen bu reaksiyonda molekuler oksijenin bir atomu,

arginin’in guanido-nitrojen atomuna aktarilirken, digeri suya rediklenmektedir.

O NOr

L- Ajinin %. L- Sitrulin + H.O
"'\-\.\_\_\_F_.'-F"

NADPH+H®  NADP~

Sekil 1 : Nitrik Oksit Sentezi

2.2.4.2 Nitrik oksit sentaz

NO sentezi, sitokrom P450-oksidorediktaz ailesine ait bir enzim olan
nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan katalizlenir. Enzimin C-terminal rediktaz
bbélgesi NADPH, FMN, FAD icin baglanma vyerleri, N-terminal bdlgesi
tetrahidrobiopterin (BH4), hem ve L-Arjinin icin baglanma yerlerine sahiptir.
Hem ve BH4 enzimin dimerizasyon ve elektron transportunun stabil hale

gelmesini saglar. Kofaktér olarak NAD, FMN, BH4’e ve fonksiyonel olabilmesi
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icin hem ve kalmodulin’e ihtiya¢ duyar. NOS ayni anda bu 5 kofaktor/prostetik
grup bagi gerektiren, bilinen tek enzimdir (35,36).

NOS enzimleri yapisal ve sentezi uyarilabilen olarak iki ana gruba ayrilir;
1- Yapisal NOS (cNOS)

a. Noronal (nNOS) : Néronlardaki nitrik oksit sentaz.

b. Endotelyal (eNOS) : Endotel hiicrelerindeki nitrik oksit sentaz.

2- indiiklenebilen (iNOS)

Yapisal NOS : Endotel ve néron kaynaklidir. Damar duvarindaki
gerilmelere veya asetil kolin, bradikinin gibi ndérotransmitterlerin  cesitli
reseptorleri uyarmalarina cevaben, aralikli olarak, hicre sinyali igin yeterli
olacak seviyede (pikomol) NO sentezlenmesini saglar (37). indiiklenebilir NOS
(INOS) : Ekspresyonu tumoér nekrozis faktér- alfa (TNF-a), interferon-gama (IF-
y) gibi sitokinler tarafindan indiklenir ve blylik miktarlarda NO sentezlenmesini
saglar. INOS’un bu asir aktivitesi septik sok, hemorajik sok ve hepatit gibi akut
ve kronik hastaliklarda gérulmektedir. INOS ile NO sentezi, ROS olusumuyla es
zamanli olarak olusmaktadir (38) NOS izoformlarinin hepsi de NADPH ve
kalmoduline badimh olup, aktiviteleri farkhh sekillerde duzenlenmektedir.
Ornegin, eNOS endotel hiicrelerde lokalize olarak bulunmakta ve bu enzimle
yapisal NO U0retimi, endojen substratlarin baglandigi bir ¢ok reseptérin
uyariimasini  takiben, intraseliler Ca+2 seviyeleri tarafindan kontrol
edilmektedir. iINOS aracilikli immunolojik bir uyariya cevap olarak, ¢esitli hiicre
tiplerinde yiksek diizeylerde NO sentezlenmektedir. Ornegin, makrofajlar,
fibroblastlar, glial hucreler, kardiyak miyositler ve diz kas hucrelerinde,
bakteriyel LPS ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinler iINOS ekspresyonunu
indUklerler. Her iki enzim de L-arginin guanidin terminalindeki modifikasyonlarla
inhibe edilir. Endotel kaynakli NOS (eNOS) ile sentezlenen NO, vazodilatator
etkisiyle vaskiler Hemostazisi saglar, ayrica trombosit agregasyonunu,
endotelde adhezyon molekdllerinin ekspresyonunu ve diiz kas proliferasyonunu

Onleyici etki gosterir (35).
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2.2.4.3 Nitrik Oksit’in Etkileri
Nitrik oksitin biyolojik etkileri(40):
1- Etki yerinde Uretilen NO konsantrasyonuna ve Uuretildigi spesifik bélgeye,
2- Superoksit anyonlari veya hem gruplari gibi reaktif gruplara baglanmaya
paralel olarak meydana gelen NO inhibisyonuna,
3- NO etkilerine aracilik eden guanilat siklaz enziminin kullanilabilirligine

baglhdir.

NOS’un miktarindaki artis cogunlukla NO miktarinda artigi beraberinde
getirir ve bu durum NOS’un aktivitesini daha da artirabilir. INOS araciligiyla
uzun sure salinan NO, sadece mikroorganizmalar igin degil, kendisini Ureten ve
komsu hucreler igin de sitotoksiktir. Ve NO’in ROS ile reaksiyonu sonucu olugan
radikaller (peroksinitrit gibi) cok daha toksiktir (41). inflamasyonun cesitli
modellerinin patofizyolojisinde NO’nun roli oldugu icin NOS inhibitérleri, NOS

aktivitesini azaltmalarindan dolayi inflamasyonun siddetini azaltirlar (42).

Aktif guanilat siklaz tarafindan intraseliler seviyesi ylkselen cGMP,
kinazlar araciligiyla, kalsiyumun ya hicre digina ¢ikarilmasini ya da hicre
icinde depolanmasini uyararak, intraseliler Ca2+ seviyelerini dusurir. NO’nun
cGMP bagimli etkileri denilen bu mekanizmaya dayanan bazi biyolojik etkileri

asagidaki gibi siralanabilir(34,39):

1- Vaskauler olan ya da olmayan diiz kaslarin gevsemesi
2- Platelet adezyonunun ve agregasyonunun inhibisyonu
3- Santral ve periferal sinir sistemlerinde sinyal iletiminin strdrilmesi.

4- Notrofil kemotaksisinin 6nlenmesi

Yukarda sayilan etkileri yaninda NO.’nun, cGMP’den badimsiz biyolojik

etkileri de vardir.
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Bunlari da su sekilde siralamak mUmkandar(39).

1- Siklooksijenaz gibi bazi enzimlerin hem gruplarina baglanarak aktive
olmalarini saglar.

2- NADH (nikotinamid adenin dinlkleotid, redikte form) : siksinat
oksidoredulktaz, akonitaz gibi bazi mitokondriyal demir-sulfir enzimlerini inhibe
eder.

3- NOS ile yapisal benzerlik gbsteren sitokrom p450 sistemini inhibe eder.
Endotel hicrelerde gen transkripsiyonunu ve translasyonu dogrudan module
ederken, néronlarda gen ekspresyonu tzerine kalsiyumun etkisini artirir.

4- Na-K-ATPaz ve kalsiyuma bagimh potasyum kanallarini aktive eder.

5- Bir ¢ok inflamasyon durumunda yiksek dizeyde sentezlenen NO; mantar,
bakteri, helmint, protozoa gibi mikroorganizmalar ve tumér hucreleri igin
sitostatik ve sitotoksik etkiye sahiptir.

6- p53 (tumdr baskilayici gen) dizeylerini artirarak, apopitoz aracili hicre
6lumune yol agar.

7- Tipki a-tokoferol gibi lipid peroksi radikallerini yakalayarak, zincir yayilma
reaksiyonlarini ve bdylece lipid peroksidasyonunu dnleyerek antioksidan ézellik
gosterir.Radikallerle etkilesim hizi agisindan, NO’nun iyi bir antioksidan oldugu

ispatlanmistir.

NO’nun fizyolojik ézelliklerini kisaca siralarsak:
e Guanilat siklaz,siklooksigenaz aktivasyonu
e Normal vaskuler tonus
o Platellet agregasyonunun inhibisyonu
¢ Kisa sureli vazodilatasyon
e (Gida alimi ile uyarilan mide dilatasyonu
e Mukoza sterilitesi
e Uzun sureli potansiasyon-hafiza
e Siniriletimi
e Analjezi

e Gebelikte maternal immunsupresyon
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L-Arjinin + Q, @ L-Sitrulin + NO

inhibitarler (Srn: ADMA)

Sekil 2: MO sentezinde ADMA IN yeri

2.2.4.4 NOS inhibitorleri
1. L-NMA (N-metil-L-arjinin): Tium NOS izoformlarinin inhibitori (43).
2. L-NNA (N-(Omega)-nitro-L-arjinin): eNOS inhibitori (44).

3. L-NAME (L-NG-Nitroarjinin metil ester): eNOS ve nNOS inhibitori
(45).

4. 7-NI (7-nitroindazol): nNOS inhibitéri (46).

5. L-NMMA (L-NG-monometil Arjinin): Tim NOS izoformlarinin inhibitéri
(47).

6. L-NAA (N-omega-amino-L-arjinin): iNOS ve cNOS inhibitért (48).
7. L-SMTC (S-metil-L-tiositriillin): nNOS inhibitdrt (49).

8. L-NIO (N(5)-(1-iminoetil)-L-ornitin): Tim NOS izoformlarinin inhibitori
(50).

9. Agmatin(L-arjinin metil ester): iINOS inhibitoru (51).

10.L-kanavanin: iNOS inhibitérti (52).
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11. Aminoguanidin: iINOS inhibitéri (53).

12. AE-ITU ( aminoetil isotiourea): iINOS inhibitdri (54).

13. ADMA ( asimetrik dimetil arjinin)

2.2.4.5 NO ve INFERTILITE

Gunumuizde sperm fonksiyon bozuklugu ve infertilite arasindaki iligkinin
aciklanambilmesi icin yapilan calismalar serbest oksijen radikalleri Uzerine
odaklanmistir ve oksidatif stresin erkek Greme fonksiyonu Uzerine olan rélatif
etkisi arastitirimistir. Oksidatif stres, oksijen ve oksijen kaynakli oksidanlarin
serbest oksijen radikalllerini arttirmasiyla baslayan bir durumdur. Birgok
hicrenin antioksidan mekanizmalari oksidatif stres altinda bozulur. Hem serbest
oksijen radikallerinin artimi, hem de hiicresel antioksidan kapasitenin azalmasi
oksidatif stresin gelismesine neden olur. Dolayisiyla, oksidatif stresin
infertilitedeki  roll, Greme organindaki antioksidanlara kargi koyma

mekanizmalarinin bilinmesi tedavi edici potansiyel tagimaktadir.

Serbest oksijen radikalleri ¢ok yuksek reaktif okside edici ajandir. Bir
serbest radikal bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasir. Serbest oksijen
radikalleri stperoksit anyon, hidrojen peroksit, peroksil radikaller ve reaktif
hidroksil radikalleri igerir. Ayrica Ureme ve sperm fonksiyonlari Gzerinde ¢ok
etkili oldugu gozterilmis olan nitrik oksit ve peroksinitrit anyonu gibi nitrojen

derive serbest radikaller yer almaktadir.(1)

Son zamanlarda yapilan calismalarda nitrik oksit radikallerinin sitotoksik
ve patolojik olaylarda ve inflamasyonda bir¢cok biyolojik rolleri oldugu
bulunmustur. Enfeksiyon ve inflamasyona yanit olarak NO biyosentezi olmasi,
sperm motilite ve fonksiyonunda bozulmaya neden olabilmektedir. Nitrik oksitle
tetiklenen sperm hasarinin primer mekanizmasinin mitokondrial solunum ve

DNA biyosentezinin inhibisyonu oldugu distunilmektedir.(2)
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Bazi ¢aligmalarda NO seviyesinin 6zellikle varikoselle iligkili oldugu fakat
infertilite ile bir ilgisinin olmadigi ileri surulmustur(3). Kisa ve arkadaslari,
suprafizyolojik NO dizeylerinin testis ve sperm fonksiyonu Uzerinde olumsuz
etkisi oldugunu ve varikosel ile semen NO dizeyi arasinda bir iliski oldugu
g6stermisti. NO’ nun varikoselin patogenezisinde &6nemli bir roli oldugu

sonucuna varimistir.

2.3 ADMA

2.3.1 ADMA nedir?

Asimetrik dimetilarjinin(ADMA) nitrik oksit sentaz(NOS) aktivitesinin
yarismall olarak inhibe eden bir aminoasitdir(55). ADMA, intraseltler alandaki
arjinin N-metiltransferaz (PMRT) ile arjininin rezidiel kisminin metilasyonu ile
olusmaktadir ADMA'nin sadece %20’si idrarla atilir.insanlar ginluk yaklagik
olarak yaklasik 300 mikromol(60mg) ADMA uretir(56).ADMA’nin yaklasik %80’i
dimetilarjinin dimetilaminohidrolazin (DDAH) enzimatik degredasyonu ile

temizlenir.
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L- arjinin

PRMT
PROTEINOLIZiS

DDAH

Sekil 4: ADMA'min NO Ozerine etkisi ve eleminasyon yolad.
NO: Nitrik oksit , NOS: Nitrik oksit sentetaz , ADMA: Asimetrik dimetilarjinin , PRMT: Protein arjinin N-metitransferaz
LNMWMA: Monometil L-arjinin , DDvH: Dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz

DDAH; ADMA'y1 sitrilin ve dimetilamine c¢evirir. DDAH, ADMA’nIn
plazma ve doku duzeylerini regile ederek, NOS aktivitesini korur. NOS
regllatérd olarak DDAH’nin kritik roli transgenik ve DDAH’nin asiri dizeyde
verildi fareler Uzerinde gosterilmistir. DDAH transgenik hayvanlarda, artmis
DDAH aktivitesi, azalmig ADMA diizeyi, plazma ve idrarda nitrojen oksit artisi
ve vaskiler direncte azalma acgikga gérulmektedir(58). Homozigot DDAH’nin
asiri duzeyde verildigi fareler yasamadigi, heterojen DDAH’nin asiri diizeyde
verildigi farelerde plazma ADMA dizeyinde artig, plazma ve idrarda NO

azalmasi ve vaskuler direncte artis tespit edilmis(59).
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Sekil 3 : Arjinityve tirevierinin molekiler forriasyonu

Dogada metilenmis arjininin 3 c¢esidi bulunmaktadir. ADMA, N-
monometil-L-arjinin (L-NMMA), simetrik dimetilarjinin (SDMA) (83). Metillenmis
arjinin biyolojik aktivitesi ilk kez Hibbs ve arkadaslari tarafindan gésterilmistir. L-
NMMA’nIn in vitro ortamda makrofaj aktivasyonunu inhibe ettigini bildirdiler (85).
insan plazmasindaki L-arjininin 40-100 uM arasinda oldudu ve L-argininin 3 uM
gibi kiguk konsantrasyonun NOS’un yari- maksimal aktivitesini indukledigi
bildirilmistir (93,94). Dolagsimdaki ADMA’'nin 1-10 yM’sinin NOS inaktivasyonu
icin gercekten L-arginin ile rekabet edip edemeyecedi hala sorgulanmaktadir.
Bu konuyla ilgili olarak, Cardounel ve arkadaslari, intraselliler ADMA
seviyesinin d6nemli O6lgide ekstraselluler seviyeden daha yuksek oldugunu
gosterdi (95). Buna ek olarak, balonla hasarlanmis arterlerde ADMA dizeyinin
dort kat arttigini, ve bunun da vaskiler relaksasyon igin 6énde gelen
nedenlerden biri oldugunu goésterdiler. Béger R ve ark, son zamanlarda genis
toplulugu taban alarak yaptiklari epidemiyolojik calismada ADMA’nin tim
nedenlere bagli mortalite ile 6nemli oranda iligkili oldugunu dogruladilar (96).
Yakin zamanda, ADMA’'nin kronik infizyonunun asiri dizeyde eNOS verilen
farelerde bile vaskiler lezyonu indukledigi bildirilmistir (97), bu in vivo ortamda
ADMA’'nin tanimlanmamis bazi ek etkilerinin de (NO/NOS bagimsiz etki)
olabilecegi fikrini bize verir. Buna ek olarak, her 3 metilarjininin plazma

membran katyonik amino asit tagiyicisi ile iligkili L-arjinin tagimasina mudahale
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ettigi bildirilmistir (98). Bu nedenle, SDMA’nin NOS aktivitesi uzerinde direkt bir
etkisi olmamasina ragmen L-arjininin kullanilabilirligini sinirlayarak NO Gretimini
inhibe etmesi de mimkindur. Gergekten de, Bode-Boger ark son zamanlarda,
SDMA’nin kiltire ECs’de doza bagimli olarak NO sentezini bloke ettigini ve
KAH hastalarinda SDMA plazma dizeyinin koroner arter hastaligi (KVH)

yayginhgi ile iligkisinin anlamli oldugunu gésterdiler (99).

2.3.2 ADMA SENTEZI

Normal kosullarda, insanlarda ginlik yaklasik olarak 300 umol ADMA
sentezi oldugu bildirilmistir (100). Pek c¢esit tur hicre metillenmis arjinin
Uretebilir.  Bu dimetilarjininler protein metiltransferaz (PRMTs) tarafindan
Uretilen, transkripsiyon sonrasi metillenmis proteinlerin degrade olmasiyla elde
edilir (101) (Sekil 1). S-Adenozilmetionin PRMTs aracili reaksiyonlarda metil
vericisi olarak g¢aligir (101). Arjinin-metillenmig proteinlerin proteolizi sonrasi
serbest dimetilarjininler hucreden salinir. Bugine kadar, 11 PRMT geni,
PRMT1-11 bildirilmigtir (102,103). PRMT’nin 2 tipi vardir: tip 1 (PRMT1-4, 6, 8
ve 10-11) asimetrik sekilde arjininin rezidiel kisimlarinin dimetilasyon ve
monometilasyonunu katalizler ve ADMA ve L-NMMA (retir, oysa, tip 2 (PRMTS5,
7 ve 9) arjininin  rezidiel kisimlarinin  simetrik  dimetilasyon ve
monometilasyonunu katalizler ve SDMA ve L-NMMA uretir (102). Boylece, tip |
PRMT’nin in vivo ortamda ADMA olusumunda temel gérevi oldugu dusunalayor.
Tip 1 PRMT’nin, damarlar, kalp ve bo&brek de dahil olmak Uzere cesitli
organlarda bulunur (104-107). Son zamanlarda, okside dusik yogunluklu
lipoprotein (LDL)'nin PRMT genleri tzerinden endotelyal hicrelerle ADMA
olusumunu artirdigi rapor edildi (101). Ayrica, PRMT genlerinin indiksiyonu
yoluyla endotelyal hicrelerden ADMA sekresyonu artirilabilir (108). Bu
g6zlemler, in vivo ortamda, ADMA’'nin kismen tip 1 PRMT ile regulasyonunun

yapilabilecegini 6ngdérmektedir.
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2.3.3 ADMA DEGRADASYONU

Farelerde dolagimdaki ADMA % 90'dan fazlasinin dimetilarjinin
dimetilaminohidrolazin (DDAH) etkisi ile metabolize oldugu bilinmektedir (109).
ADMA ve L-NMMA (SDMA degil) DDAH araciligi ile sitrulin ve dimetilamine
metabolize oluyor (Sekil 1). DDAH tum vicuda yaygin olarak dagitilir (110-113),
ve DDAH’In 2 izoformu vardir (DDAH-I ve DDAH-II) (111). Buna ragmen, DDAH
izoformlarinin spesifik islevleri tam olarak anlasiimis degildir, her iki izoformu
ADMA'’yI metabolize edebilmektedir. DDAH-I néronal NOS Ureten dokularda yer
almaktayken, DDAH-II endotelyal NOS iceren dokularda hakimdir (113,114).
DDAH inhibitérii olan 4124W metilarjinin metabolizmasini inhibe eder. Ayrica
endotelyal NOS’u inhibe edebilecek diizeyde ADMA'y artirdigi gosterilmistir
(115). Buna ek olarak, DDAH'nin agiri ekspresyonu kultirdeki vaskuler diiz kas
hicrelerinde ADMA Uretimini azalttigi bdylece, NO olusumundaki artis
indUklenebilir NOS (zerinden olur (116). Bundan baska, ADMA’nin
hiperkolesterolemi, diyabet ve KBH'da artmasi, ADMA’'nin DDAH araciligi ile

metabolizmasinin bozulmasina baghdir (117,118).
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3.MATERYAL VE METOD

3.1 Deney Hayvanlari

Bu c¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay
alinarak Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Ziraat Fakiltesinde Deney
Hayvani arastiriimasi igin ayrilan bélimde gerceklestirildi. Calisma Trakya
Universitesinden temin edilen 21 adet adolesan dénemdeki (ortalama 6 haftalik)
Spraque-Dawley tipi erkek sicanlar Uzerinde gerceklestirildi. Ratlarin agirliklari
190-292 gr arasinda dedismekte olup ortalama agirliklarnt 240 gramdi.
Hayvanlar sabit sicaklik(18-21C) ve nem oraninda 12 saat aydinlik 12 saat
karanlk olan standart laboratuvar ortaminda barindirildilar. Her kafeste 3-4 rat
olmak Uzere sigcan yemi ve musluk suyu ile beslendiler. Barinma suresince
deney hayvanlari standart beslenme, barinma ve bakim kosullarina tabi

tutuldular ve deney hayvanlarina standart disi kisittama uygulanmadi.

Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Ratlar toplam 3 gruba ayrildilar. Cerrahi sirasinda mikro cerrahi setler kullanildi.

Grup 1: Kontrol grubu. Herhangi bir igsleme tabi tutulmadi ve 8 hafta sonra
sakrifiye edildi (6 rat).

Grup 2: Sham grubu. Sol renal ven proksimalinden etrafi dénuldi ancak

ligasyon yapiimadan birakildi ve 8 hafta sonra sakrifiye edildi (6 rat).
Grup 3: Varikosel olusturulan grup. Anestezi sonrasi sol renal ven

proksimalinden parsiyel ligasyonu ile sol varikosel olusturuldu. 8 hafta sonra
sakrifiye edildi (9 rat).
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3.2 Cerrahi islem

Deneysel sol varikosel olugturulacak ve sham operasyonu uygulanacak
ratlarin tumi igslemden 6 saat éncesinden baslayarak sadece su igmelerine izin
verilerek a¢ birakildi. Ratlar antisepsi kurallarina uyulup, vicut isilari korunarak
laboratuvar sartlarinda operasyona alindi. Eter inhalasyonu ile anestezi
saglandiktan sonra tum ratlar sirt Ustd yatirildi ve batin orta hat gizgisi her iki
yanda 1’er cm’lik alan tras edilerek tlylerden arindirildi. Cerrahi alan aciga
cikarildiktan sonra % 10 Povidone lodine ile uygun saha temizligi yapilip

yalnizca cerrahi alan agikta kalacak sekilde batin steril drttlerle kapatildi.

Varikosel modeli: Steril cerrahi aletlerle karin én yizine 2 cm’lik bir
insizyon uygulandi. Linea alba Uzerinden cilt, cilt alti, karin 6n duvari ve periton
gegcilerek batin icerisine ulasildi. Barsaklar mediyale devrilerek sol renal ven,
vena kava, yag ve bag dokulari diseke edilerek uygun goérinti saglandi ve sol
renal ven proksimali serbestlendi. Varikosel modeli olusturulacak gruplardaki
ratlarda renal ven proksimali bir ince uglu klemp yardimi ile dénildukten sonra
4/0 ipek gegcildi. Takiben 0,85mm kalinlikta L seklindeki metal gubuk sol renal
ven Uzerine paralel olacak sekilde yerlestirildi ve 4/0 ipek sutir ile renal veni ve
metal gubugu saracak sekilde daraltildi. Daha sonra metal gubuk geri ¢ekilerek
renal vende % 50 oraninda daralma gézlendi. Daha sonra 3/0 katgit ve 3/0 ipek

sutdrler ile batin 2 tabaka halinde kapatildi.
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Sham modeli: Steril cerrahi aletlerle karin 6n yuzine 2 cm’lik bir insizyon
uygulandi. Linea alba Gizerinden cilt, cilt alti, karin 6n duvar ve periton gegilerek
batin icerisine ulagildi. Barsaklar mediyale devrilerek sol renal ven, vena kava
ve yag ve bag dokulari diseke edilerek uygun gériinti saglandi ve sol renal ven
proksimali serbestlendi. Renal venin etrafi bir ince uc¢lu klemp yardimi ile
dondldikten sonra 4/0 ipek gecildi ancak baglanmadan (daraltma islemi
yapiimadan) islem sonlandiriidi. Daha sonra 3/0 katgut ve 3/0 ipek stttrler ile
batin 2 tabaka halinde kapatildi.

3.3 Biyokimyasal inceleme Yontemi

Testis diseke edilip, eksize edildikten sonra —80 derecede saklandi.
Biyokimyasal degisiklikleri testip etmek igin testiste SOD (Superoksit Dismutaz)
enzim aktivitesi, ve NO son Urini olan nitrit ve nitrat tuzlarinin duzeyleri
saptandi. Plazmadaki nitrit-nitrat diizeyini incelemek icin ventrikil icinden 5cc

alinan kan 6rnekleri ¢aligildi ve daha sonra tum ratlar sakrifiye edildi.

Doku Homojenizasyonu: Doku &rnekleri tartildiktan sonra total nitrit/nitrat ve
stperoksid dismutaz (SOD) tayinleri igin, %0,9 NaCl icerisinde homojenize
edilip, %10’luk homojenatlar hazirlandi. Elde edilen doku homojenatlari daha
sonra 30 saniye araliklarla, orta siddette iki kez sonike edildi. Homojenizasyon
ve sonikasyon iglemleri yaklagsik 4C’de soduk ortamda yapildi. Sonikasyon
isleminden sonra, total nitrit/nitrat ve SOD tayinleri igin, hazirlanmis
homojenatlar 15.000 rpm’de 15 dakika santrifij edildi. Her iki tayin de

supernatantlardan alinan érneklerde yapildi.
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Nitrit/nitrat

Nitrat, nitrat redUktaz enzimi ile ve NADPH varliginda nitrite indirgenir.

Nitrat + NADPH + H*

H20

nitrat rediiktaz

Nitrit + NADP" +

Nitritin stlfonilamid ve N-1_naftil etilendiamin dihidroklorid ile reaksiyona

girmesi sonucu kirmizi-mor renkli diazo bilegigi olugur. Olusan diazo bilesiginin

540 nm dalga boyunda okunur. Bu iglemle total nitrit ve nitrat dizeyi tayin

edilmis olunur. Ayrica nitrat rediktaz reaksiyonunu olusturmadan plazma nitrit

dizeyi direkt reaksiyonel olusan renkli diazo bilesiginin yine 540nm’de kére

karg! spektrofotometrik degerlendirmesinden hesaplanir.

Yéntemin uygulanigi Boehringer Mannheim “nitric oxide colorimetrik assay” Kkiti

kullaniimigtir.
Kor nitrit (ul) Ornek kit (ul) | Kor nitrit + Ornek nitrit +
nitrat(pl) Nitrat (ul)

Ornek - 500 - 500
Distile su 770 270 500 -
Reaksiyon - - 250 250
karigimi 2
Cozelti 3 - - 20 20

Oda isisinda 30dk beklenir ve siire sonunda A1 okumasi yapllir.
Renk reaktifi 1 | 250 250 250 250
Renk reaktifi 2 | 250 250 250 250

Karanlikta 15 dakika bekletilip, sire sonunda A2 okumasi yapilir
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Hesaplama = (A2-A1)nitrit-(A2-A1)kor nitrit
Nitrit+nitrat= (A2-A1)nitrit+nitrat-(A2-A1)kor nitrit+nitrat
Nitrat = Anitrit+nitrat-Anitrit

Hesaplamalar standart egrisi kullanilarak yapilir.

Doku SOD aktivitesi tayini

Superoksid serbestlestirici olarak kullanilan ksantin/ksantin oksidaz
sistemiyle nitroblue tetrazolium indirgenmesinin SOD tarafindan inhibisyonuna
dayanir. 10 SOD aktivitesi nitroblue tetrazolium indirgenmesini %50 inhibe
eden protein konsantrasyonu olarak ifade edilir (101).

Reaksiyon karisimi: 40ml ksantin, 20 ml EDTA 20ml nitroblue tetrazolium, 12 ml
sodyum karbonat 6 ml bovin serum albumin karigtirilir ve pH=10,2’ye ayarlanir.

Ksantin oksidaz ¢ézeltisi: 0,167 U/ml

Ornek (pl) Kér (ul)
Reaksiyon karigimi 2850 2850
Siupernatant 150 -
Kasntin oksidaz 50 50
25C’de 20 dk inkube edilir
CuClI2 50 50

Spektrofotometride 560 nm dalga boyunda suya karsi formazon olusumu

olcular

Hesaplama:
(Aksr-Asmek)
% inhibisyon= — x100
Axsr
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Doku SOD aktivitesi Sun yontemi modifiye edilerek élguimustar.
Kullanilan istatiksel yéntem: Bu calismada elde edilen sonuglar Kruskal Wallis

ve Mann- Whitney U testine gére degerlendirildi.

ADMA

KAN ORNEGI ANALIZLERI
Alinan kan 6rneklerinde calisilacak ADMA (asimetrik dimetilarjinin) analizleri i¢in
periferal ven6z kandan tiplere alinan 5 cc kan érnegi 3,000 x g de 10 dakika
santrifij edilmistir. Ayrilan érnekler calisma gercgeklestirilinceye dek —40 °C de
saklanmigtir.

ADMA nin serumdaki miktarini 6lgmek igin ¢alismamizda BioVendor
Research and Diagnostic Products (Cat.No: REA 201/96) manifactured by DLD
Diagnostica GMBH / germany) kiti kullaniimistir. Yarismal tipte bir ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) kiti olan ADMA Kiti, ADMA diizeylerinin
serum ve plazma drneklerinde kantitatif 6lcimu icin uygundur. ELISA galismasi
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyokimya A.D.

Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.

ELISA (Enzim Linked immunoSorbent Assay)

ELISA ybntemi, 1960’ yillarda Radioimmunoassay y&ntemlerine
alternatif olarak gelistiriimistir. Radioimmunoassay ydntemini radyoaktif madde
ile isaretlemeyi gerektirir ve ciddi bir atitk sorununu beraberinde getirir. Oysa
ELISA ybdnteminde isaretleme enzimlerle yapilir ve atik problemi yoktur,
kullanilan reaktiflerin yari &murleri uzundur.

ELISA yontemi, 6zgll antijen-antikor baglanmasini géstermek amaciyla
enzimle igaretli konjugat ve enzim subtrati kullanilarak renklendiriimesi esasina
dayanmaktadir. Yoéntem; antijen, antikor ve haptenlerin saptanmasinda

kullanilan kantitatif bir tekniktir.
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ELISA'nin son zamanlarda yaygin olarak kullaniimasi, monoklonal antikorlarin
yayginligina ve hem otoimmin hem de infeksiyéz hastaliklar icin birtakim
rekombinant spesifik antijenlerin gelistiriimis olmasina baglanmaktadir.

ELISA'da kullanilan reaktiflerin uzun 6émurli olmalari, atitk maddeleri ile ilgili
radyasyon tehlikesi olmamasi, basit testler olmasi, otomatize edilebilmesi ve
ticari plak okuyuculari ile bir dakikada deg@erlendirilebilmeleri bugin
laboratuarda kullanilan bircok teknige olan Gstunldkleridir.  ELISA'nin
laboratuarda ¢ok fazla Ornekle c¢alisma imkani verdigi gibi analizlerin kisa
strede sonucglanmasi gibi UstUnliUkleri de vardir. Hepatit, AIDS, kizamik gibi
hastaliklarin, hormonlar, kanser markerleri, hematolojik ve bakteriyolojik
determinantlarin  tanisinda ve birgok klinik uygulamada yaygin olarak
kullaniimaktadir.

ELISA Bilesenleri

Genel olarak 6 farkl ELISA protokoliinden bahsedilebilir. Yarismaci olan
(kompetitif) ve olmayan ELISA testleri vardir. Yarismaci ELISA genellikle antijen
varligini gostermek icin kullanilir. Aranan antijene 6zgul antikor kati faza
baglanmistir. Enzimle isaretli antijen ve test edilecek antijen (klinik 6érnek) kati
fazdaki antikora ayni zamanda eklenir ve her iki antijenin de antikordaki
baglanma bélgeleri icin yarismasi amaciyla inkiibe edilir. inkilbasyondan sonra
yikanarak baglanmamis antijenler uzaklastirilir ve enzim substrati konarak
inkiibe edilir. Baglanmis enzim substratla reaksiyona girerek renk olusturur,
spektrofotometrede absorbans okunur. Substratin hidroliz miktari, érnekteki
antijen miktari ile ters orantilidir. Yani sonugta renk degisikligi olmazsa bu klinik

ornekte antijen varligini gdésterir .

Butin ELISA testleri kompleks, birden fazla icerigi olan sistemlerden
olustugundan ve bu igeriklerin duyarli ve kesin sonuglar alinmasini direkt
etkilemelerinden dolayi, test parametrelerinin ve igeriklerinin dikkatlice secilmesi

gerekmektedir.
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i Kati faz

immiinreaktiflerin antijen ya da antikorun baglandig kati faz, daha sonra
olusacak olan antijen-antikor reaksiyonlarinin kendine bagh kalmasini saglar.
Kati faza baglanmayi etkileyen faktorler sunlardir; kati fazin yapisi, antijenin
fiziksel oOzellikleri, izoelektrik noktasi, kimyasal yapisi, imminreajenlerin
konsantrasyonu ve safligi, kaplama igin gerekli 1si ve inkiibasyon periyodu,

kaplama solisyonunun iyonik gict ve pH'dir.

ii. Konjugat

Yonteme bagli olarak ELISA, enzimle igaretli antijen veya antikor
icermelidir. Konjugat kullanilirken antikorun enzimle isaretlenmesi kolay oldugu
icin daha siklikla antikor kullanilir. Klinik immunoloji laboratuarlarinda en yaygin
olarak kullanilan enzimler alkaline fosfataz ve horseradish peroksidaz'dir.
Bunun disinda R galaktosidaz, glukoz oksidaz, Ureaz, karbonik anhidraz,

lizozim, glukoz-6 fosfat dehidrogenaz enzim olarak kullanilabilir.

iii. Substrat

Subsrat, enzimle reaksiyona giren ve bdylece renk degisikligine ugrayan
maddedir. Kullanillan enzime bagl olarak kullanilan substrat, floresan,
radyoaktif, kemiliminesans, kromojenik karakterli olabilir. Substrat enzime
spesifikti.  Oncelikle substrattan &lgilebilir ve ¢dzinir bir reaksiyon driini
olugsmalidir. Bu Urlin renkli olup gézle ya da spektrofotometre ile tespit edilebilir.
En yaygin kullanilan substratlar O-fenilendiamin (OPD), 5-aminosalisilik asit,
Azido-benzo-thiazolidin-sulfat (ABTS), 3-3’, 5-5’ Tetrametilbenzidin (TMB), alfa-

naftol ve toluidin’dir.
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Elisa Protokolleri

indirekt

Direkt Kompetitif

Antikor Sandvig
Yontemi
Cift Antikor Sandvig
Yontemi

Direkt Hiicresel Yontem

indirekt Hiicresel

Yontem

Kullanimlari

Antikor aramada

Antijen aramada; ¢oziiniir
antijeni saptama

Antijen aramada; ¢o6ziiniir
antijeni saptamada

Antikor arama

Antijen eksprese eden
hiicrelerinaranmasinda;hii
cresel antijen

ekspresyonunun olgiilmesi

Hiicresel antijenlere karsi
olusan antikorlarin
aranmasinda

Tablo 7: Elisa protokolleri
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Gerekli Kimyasallar

Antijen saf veya vyari
saf:antikor iceren test
sollisyonu;immunize
o6rneklerde 1gG yi baglayan
enzim konjugati

Antijen saf veya yan saf;

antijen iceren test
soliisyonu; spesifik antijen
igin enzim-antikor
konjugati

Antikor yakalama(capture)
(saf veya yan spesifik
antikor); antijen iceren
test soliisyonu, antijen igin
spesifik enzim-antikor
konjugati

Antikor yakalama(capture)
(immunize orneklerde 1g
icin  spesifik);  antijen
iceren test solilisyonu,
antijen icin spesifik enzim-
antikor konjugati

ilgili antijeni eksprese
eden hiicreler; hiicresel
antijenigin spesifik enzim-
antikor konjugati

immunizasyonda
kullanilan hiicreler, antikor
iceren test soliisyonlari;
immiinize o6rneklerde Ig
baglayan enzim konjugati

Yorumlar

Onceden varolan spesifik
antikorlarin  kullanimina

gerek duyulmaz; relatif
olarak fazla  miktarda
antijen gerektirir.

Sadece iki basamaktan
olusan bu hizli test;
antijenik ¢apraz

reaksiyonu oOlgmede ¢ok
basarili

En hassas antijen testi;
relatif olarak fazla
miktarda saf veya yan saf
antikor gerektirir.

Saflastiriimis antijen
gerektirmez; bes
basamakli relatif olarak

uzun bir testtir.

Fazla miktarda
taramalarda hassas bir
testtir. heterojen hiicre
gruplarinda hassas
degildir.

Diisiik miktarda eksprese
edilen hiicresel antijenler
icin spesifik antikorlari
saptamayabilir.



ELISA Prokolleri

Antijen ve antikor baglanmasi 6zgul oldudu igin érnekte aranilan antijen
ya da antikorlarin varhidi, miktari ve cinsi kendileri i¢cin 6zgul olan antijen ya da
antikorlar kullanilarak saptanabilir. Degisik sekilde tanimlanan ELISA yéntemleri

bulunmaktadir.

Direkt ELISA

Direkt ELISA non kompetatif yéntemin en basit formudur. Antijen kati faza
pasif absobsiyon ile baglandiktan sonra enzimle isaretli antikor eklenir. Bagl
olan ve olmayan reaktifler birbirinden yikama iglemi ile fiziksel olarak
ayrilmaktadir. Yikama safhasinin ardindan substrat eklenerek renk degigimi
izlenir. Bu yontem &cllecek her antijen icin enzimle isaretli spesifik antikor
gerektirir. Bu da birgok farkh antijenin saptanmasi gereken durumlarda sorun

olusturur.

indirekt ELISA

indirekt yéntem antikor saptanmasinda ve élcimiinde kullanilan en basit
ybntemdir. En 6nemli avantaji direkt yontemde oldugu gibi her antijen igin
enzimle isaretli spesifik antikor gerektirmemesidir. Tek bir isaretli antiglobulin ile
cok sayida farkh antijen test edilebilir. indirekt yéntemden insan ve hayvan
infeksiyonlarinda, antikor élcimiinde genis anlamda yararlanilmaktadir. indirekt

yontemde antijen aramaya yonelik testlerde cesitli modifikasyonlar vardir.
i. Sandvi¢ Yontem
ELISA yontemlerinden en ¢ok kullanilan sandvi¢ yéntemidir. Kati faz antijene

karsi olusmus antikor ile kaplanir. incelenecek &rnek eklenir. inkilbasyon

sirasinda 6rnekte, kati fazdaki antikora spesifik antijen varsa solid faza baglanir
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ve yikanir. Daha sonra antijene spesifik antikorlar eklenir. Serbest antikorlar
yikama ile uzaklastinldiktan sonra 2. antikorun hazirlandigi ture spesifik enzimle
isaretli antikorlar eklenir. Son olarak enzim substrati eklenerek renk degisimi

izlenir. Olusan rengin siddeti antijen miktari ile dogru orantildir.

il. Kompetitif ELISA

ELISA testinde, antijen varhdini gésterebilmek icin aranan antijene 6zgul
antikor kati faza baglanmistir. Enzimle igaretli antijen ve antijen icerdigi
disundlen klinik érnek kati faza bagli antikora ayni anda eklenir ve her iki
antijenin antikordaki baglanma bdlgeleri i¢in yarigmasi amaciyla inkiuibe edilir.
Eger enzimle isaretli antijen kati fazdaki antikora baglanmigsa yikama
isleminden sonra eklenen substrat hizdrolize olarak renk degisikligine yol acar.
Ancak klinik érnekte aranilan antijen mevcutsa kati fazdaki 6zgul antikora bu
antijen baglanacagindan pozitif sonug¢ renk degisikliginin olmamasi ile ortaya
cikar. Bu tip yontemler yiiksek konsantrasyondaki antijenlerin élgiminde ve
ayrica antikorlar icin tek bir baglanma bdlgesi bulunan hormonlarin tespitinde
kullanilir. Kolay, hizli ve inkiibasyon sayisi azalmis bir testtir. Nonkompetatif

yontem ile kiyaslandiginda, kompetatif ydntem daha spesifiktir.
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Substratla inkiibasyon == Kromoforik drin

Sekil 6: Elisa protokol ornedi

Calismaya baslamadan 6nce -40 °C de saklanan 6rnekler oda Isisina
gelene kadar bekletiimistir. Karsilagtirmali ADMA ELISA  mikrotiter plate
formatini kullanir ADMA mikrotiter platin solit fazina baglidir.Orneklerdeki
ADMA Acylation Reagent kullanilarak Acyle hale getirilimistir. Solit faz bagli
ADMA ile yarismaya katilir.Fare Anti-ADMA Anti-serum baglayan alanlarin fixe
edilmesi icin Solit faz baglh ADMA ile yarigmaya katilir. Sistem dengeye
ulastiginda serbest antijen ve serbest antijen antiserum kompleksleri yilkma
prosesleri ile uzaklastiriimigtir.Solit faz ADMA ya bagh antibody antirabbit-
peroksidaz ile tespit edilmigtir. Substrat TMB /peroksidaz reaksiyonu 450 nm de
okunmustur.Solit faz ADMA vya bagl antibody miktari 6érnedin ADMA

konsantrasyonu ile orantilidir.Ornekteki ADMA konsantrasyonunun tespiti igin,
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hazirlanmis “kalibrasyon egrisi” kullaniimig olup sonuglar mililitrede nanogram

(ng/mL) olarak ifade edilmigtir.

3.4. HISTOPATOLOJIK INCELEME

|. Rutin Histolojik inceleme: H+E.

II. TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling) Yontemi.

Apoptozis rutin histolojik teknikler ile gosterilebilir. HE boyama ydntemi
son zamanlarda apoptozisi tespit etmede daha hassas ydntemlerle
birlegtirilmistir. Bu yontemlerin baginda TUNEL ydntemi gelmektedir.
Apoptozisin  belilenmesi amaci ile TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase mediated dUTP nick end labeling) tekniginden vyararlaniimis;
deneylerde Oncogene Research Products, San Diego, Kaliforniya, ABD
firmasinin QIA 33 (kolorimetrik) katalog numarali DNA fragmantasyonu tespit

kitleri kullaniimigtir.

TUNEL Yontemi ile Isik Mikroskobisinde Kolorimetrik

inceleme: Apoptotik sinyaller DNA ({izerinde kiriklar olusturmaktadir.
Aciga c¢ikan DNA parcaciklarinin  serbest 3'-OH uglarina terminal
deoksinukleotidil transferaz TdT) araciigi ile biotin ile isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksintkleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis
nikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz onjugati ile tespit edilir.
Diaminobenzidine, isaretlenmis 06rnek ile tepkimeye girerek DNA kingi
bdlgesinde ¢dzinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile ters boyama

yapilarak islem sonlandirilir.
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TUNEL boyama protokoli:

Lamlar, gece boyu (12saat) 37°C'lik etlivde bekletildikten sonra
deparafinizasyona alindi. Bu amag ile;

Deparafinizasyon ve rehidratasyon:

1. Oda i1sisinda 15 dakika ksilene daldirildi. Taze ksilen kullanarak 2. kez 15
dakika inktbe edildi.

2. Oda 1sisinda 5 dakika %100 etanole daldirildi. Taze etanol kullanarak 2. kez
5 dakika inkube edildi.

3. Oda i1sisinda 5 dakika %90 etanole daldirild1.

4. Oda isisinda 5 dakika %80 etanole daldiridi.

5. Oda i1sisinda 5 dakika %70 etanole daldirild1.

6. Kisaca 1XTBS(Tris buffer saline) ile durulandi ve spesimenin etrafi dikkatle
kuruland.

Spesimenin gecirgenligini arttirmak amaciyla;

2 mg/ml proteinaz K 10 mM Tris PH8 i¢inde 1: 100 dilte edildi.( Lam basina
2mg/ml Protenaz K’'nin 1 mikroL ‘si 10mM Tris’'in 99mikroL’sine eklenerek
karistirildi.)

a . ot b
Sekil 7 (a) : Kontrol grubunda TUNEL ile kahverengi boyanmis apoptotik germ hicreler

ib). Varikosel sonrast 8 hafta TUNEL ile kahverengi bovanmis, sayisi afimis
apoptotik germ hiicreleri.
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4. BULGULAR

Oksidan stres artisina bagl olarak, primer antioksidan &6zellikteki enzim olan
(SOD) degerleri 3 gruptada incelendi ve tim gruplarin ikili karsilastirmalarinda
istatistiksel anlamli derecede fark saptandi (p=0. 0002). Buda artmis oksidadif

strese yanit olarak ortaya ¢cikmistir.

Ortalama Standart sapma Median deger
Kontrol 38.92 +37.53 37.53
Sham 49.22 +2.99 50.72
Deney 54.68 +0.35 54.67

Tablo 1 : Gruplara gére dokuda élciilen SOD degerleri (U /gr.yas doku)

KW-x? =17,37 ve P=0,0002

Ortalama deger

Standar sapma

Median deger

Deney 2,06 1,1 24
Sham 0,75 0,14 0,77
Kontrol 0,69 0,08 0,69

Tablo 2 : Gruplara gére kan érneklerinde élgtilen ADMA degerleri (ng/ml)

39




Bu sonuglar ; ADMA degerlerinin varikosel deney grubunda sham ve

kontrol gurbuna gére anlamli yiksek oldugu tespit edilmistir (p: 0,004).Sham

grubunda kontrol

grubundan daha yUksek miktarda ADMA dizeylerine

rastlanmistir. Buda bize oksidatif stres yaratan cerrahi iglemlerinde ADMA

dizeylerini yukseltebilecedini géstermektedir.

NO son UrGini olarak tespit edilebilen nitrit /nitrat dizeyleri hem testis

dokusunda hem de plazmada saptandi.

Ortalama Standart sapma Median deger
Kontrol 0.45 +0.04 0.44
Sham 0.33 +0.06 0.35
Deney 0.28 +0.02 0.28

Tablo 3 : Gruplara gére dokuda 6élgulen nitrit/nitrat degerleri (umol/g)
KW-x* =16,06 ve P=0,0003

Ortalama Standart sapma Median deger
(nmol/L)

Kontrol 31.72 +2.36 31.02

Sham 21.28 +3.16 21.64

Deney 16.86 +0.57 16.69

Tablo 4 : Gruplara gére plazmada él¢ulen nitrit/nitrat degerleri

KW-x? =16,05 ve P=0,0003

40




Bu sonuglara goére dokudaki NO son Urtnid olan tuzlar deney grubunda
ve sham grubuda kontrol grubundan istatistiksel olarak disik bulunmustur (p=
0.0003).

oldugu dusunulmektedir.

Bu dusitkligin sorumlusu ortamdaki bulunan eNOS inhibisyonu

Plasma nitrit /nitrat diizeyleri tayini sonucu olarak elde ettigimiz veriler
tabloda verilmistir. Bu sonuglarda plasma degerleri en digik deney grubunda
saptanmig daha sonra sham grubu ve en yuksek deger kontrol grubunda

olmustur ve tum grublar arasi fark bulunmustur (p= 0.0003).

Kontrol Sham Deney p
ORT SS ORT SS ORT SS
Doku nitrat 0,45 0,04 | 0,33 0,06 | 0,28 0,02 | 0,0003
Plazma nitrat | 31,72 2,36 | 21,28 3,16 | 16,86 0,57 | 0,0003
SOD 38,92 4,76 149,22 299 | 54,68 0,35 | 0,0002
ADMA 0,69 0,08 | 0,75 0,14 | 2,06 1,1 | 0,004

Tablo 5. Verilerin toplu gésterimi
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5. TARTISMA

Varikoselde ana sorun geniglemis olan damarlar nedeniyle testikiler kan
akiminin bozulmasidir.Yani pleksus pampiniformisde endotelial disfonksiyon
gelismesidir.Endotelial disfonksiyon gelismesindeki en énemli faktdrler:oksidatif
stres, bozulmusg endotelial bagimli vazodilatasyon,azalmis nitrik oksit sentezi ve
salinmasi,anormal  vazokonstriksiyon,dimetil  arjinin ~ duzeyinin  artmig
olmasidir.Son yillarda yapilan calismalar vaskiler patolojilerde nitrik oksit
sentezini inhibe etmek suretiyle etki gdsteren ve endojen olarak salinan

asimetrik dimetil arjinin &nemini ortaya koymustur.

Varikoselli hastalarda oksidatif stresin gdstergesi malondialdehit (MDA)
ve slper oksit dismutaz (SOD) seviyelerinde artis gdsterilmigtir (133).
Varikoselde internal spermatik vende oksidatif stresin ve antioksidan enzim
aktivitesinin arttigi gérilmustir. Antioksidan enzim aktivitesinin artmasi, serbest
oksijen radikallerinin olumsuz etkilerini dengelemeye yonelik bir cevap olabilir
(134).

Ozbek ve arkadaglari infertilite nedeniyle troloji poliklinigine basvuran 15
varikoselli hasta (25-36 yas arasi) ve 12 fertil normal hasta (24-36 yas arasi) nin
spermlerini seminal plazmadan ayrilmasindan sonra enzimatik metodla
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve slperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerini
degerlendirmiglerdir. Hasta grubun preoperatif degerleri kontrol grubuna goére
distk bulunurken (p<0.05), post operatif dederlerleri ile kontrol grubu arasinda
belirgin bir fark bulamamislardir. (p>0.05). Sonug olarak Ozbek ve arkadaglari
bu calisma ile varikoselli hastalarin seminal sivisindaki azalmis antioksidan
enzim aktivitesinin (AOE) bu hastalardaki sperm disfonksiyonundan sorumlu
olabilecegini ve operasyon sonrasi bu degerlerin normale gelebilecegini

soylemislerdir(135).

Aitken RJ ve arkadaslar Serbest okdijen radikallerinin infertiliteye olan
etkilerini arastirmiglar.  SOR artiginin  sperm fonksiyonlarini, dolayisiyla

fertilizasyon oranlarini olumsuz etkiledigini bildirmistir(136).
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Bizim calismamizda SOD doku dizeyinde bakilmis olup, anlamli
derecede varikosel deney grubunda sham ve kontrol grubuna gére yuksek
bulunmustur (p: 0,0002).Ayni zamanda sham grubundada kontrol grubuna gére
SOD duzeyleri yuksek bulunmustur. Varikosel olusturulmus ratlarda testikuler

dokuda antioksidan kapasitesindeki aktiviteyi gbstermektedir.

NO doku ve plazma dlizeylerine baktiimizda varikosel grubunda anlamli
derecede dusuk bulunmustur (p: 0,0003). Bu distsin nedeni olarak NOS
inhibitérd olan ADMA'’ nin diizeylerine baktik.

Vallance ve ark, 1992 yilinda ADMA ve L-NMMA'’ nin insan plazma ve
idrarinda bulundugunu ve NOS’un vyarismaci endojen inhibitérleri olarak
davrandiklarini rapor ettiler (86). L-NMMA’ nin insan plazmasinda ¢ok az
bulundugu ve NOS aktivitesi Uzerinde etkisi bulunmadidi icin ADMA, NOS
aktivitesini inhibe eden asil endojen Uretimli metillenmis arjinin oldugu
disunildi. (82,83). ADMA her tigc NOS izoformunu inhibe etmektedir. in vitro
calismalarda fizyolojik olarak uygun &lgide ADMA seviyesinin NOS’u 6nemli
oranda inhibe ettigi ve sonrasinda kulturdeki endotel hucreleri (ECs) ve izole
insan kan damarlarinda NO Uretimini azalttigi gosterilmistir (87,88,89). Normal
farelerde ADMA uygulamasi renal vaskiler direnci ve kan basincinin (KB)
artisina neden olur (90,91). Ayrica, ADMA konsantrasyonlari belirgin olarak
artmis boébrek yetmezligi olan hastalarin plazmasi, (ECs) kultirinde NO
aretimini 6nemli dlgtide inhibe ettigi gosterilmistir (92). Bu gézlemler, ADMA’'nin

in vivo ortamda yapilacak bir biyolojik calismaya bizi telkin etmektedir.

ADMA, NO sentezinde endojenik bir inhibitér olarak rol oynar. Kan
damarlarinda, NO kan akimini arttirmak igin vasiler diz kaslari gevsetir ve
vaskuler hastalikla iligkili olaylari ( 16kosit adhezyonu, platelet agregasyonu ve
vaskiler diiz kas proliferasyonu) bastirir(60). NO ayni zamanda anjiogeneze
aracilik ettigi icin vaskdler rejenerasyonda 6nemlidir(61,62). Sonug¢ olarak,
ADMA’nin endojenik NOS inhibitérii olarak vaskiler hastaliklarla baglantili

olmasi muhtemeldir.
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Hiperkolesterolemi, insilin rezistansi, diabetes mellitus, hipertansiyon ve
kronik renal yetmezlikte bulunan kigilerin serum ADMA duzeylerinde artis
vardir(63). Bu durumlar DDAH aktivitesini bozan vaskiler oksidatif stres
durumlari ile iligkidir(64). insanlarda , ADMA sistemik ve renal venlerin
direncinde artisa, vaskuler kompliyansta azalmaya, serebral kan akiminda
azalmaya, sodyum retansiyonunda artisa, kardiak outputta azalmaya neden
olur(65,66,67). Ayrica serum ADMA dizeyi ile son dénem renal yetmezlik ve
genel populasyonun her ikisinde bulunan karotid arterdeki anormal incelme
arasinda korelasyon tespit edilmistir(68,69). Son dénem renal yetmezlikte,
serum ADMA’si ayni zamanda ventrikiler hipertrofi ile de korelasyon
gosterir(70). Vaskuler fonksiyonda ve yapida ki patolojik degisiklikler segilmis
hasta gruplarinda ADMA diizeyleri ile iligkili bulunmustur(71,72,73).

Endotel tim vilcutta vaskiler laminayl kaplayan tek kath ylzeyel
hicrelerdir. Vaskuler tonus, gecirgenlik, platelet agregasyonu, enflamasyon ve
diiz kas proliferasyonu gibi vaskuler fonksiyonlarin temel regulatéri olarak
tanimlanmistir (77,78). Endotelyal disfonksiyonun tanimi, endotelyal tabakanin
organ fonksiyonunun korunmasi icin gerekli olan karakteristik 6zelliklerini
kaybetmesi olarak tanimlanmigtir  (77,78). Endotelyal  disfonksiyon
aterosklerozun inisiasyon ve progresyonunda anahtar faktér ve hipertansiyon,
diabetes mellitus, dislipidemi, obezite, sigara ve/veya KBH gibi durumlar da
kapsayan kardiovaskiler risklerin artmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir.
(77,78). Endotelyal disfonksiyon NO’nun Uretim ve/veya biyoyararlaniminin
azalmas! ile karakterizedir. Bundan baska, endotelyal hicre hasarinin
kendisinin de biyolojik NO aktivitesini azalttigi, kisir déngi olusturarak
aterosklerozun gelisim ve progresyonuna neden oldugu gésterilmistir (79,80).
Reaktif oksijen tdrlerinin olusumunun artmasi NO vyetersizligine neden
olmaktadir (ROS) (80) ; NOS’un énemli kofaktérii olan tetrahidrobiopterinin
(BH4) azalmasi (81) ; L-arjininin biyorarlaniminin azalmasi; ve/veya ADMA gibi
endojenik NOS inhibitérlerinin artmasi (82,83) indikleyebilir. Bunlarin arasinda
endotelyal disfonksiyonda ADMA’nin rolinin daha fazla oldugu duasunultyor
(84).
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Yukarida da belirtildigi gibi pek cok calismada serumda artan ADMA
dizeyleri endotelial disfonksiyon riski icin bir marker olmaktadir. Bizim
calismamizda da varikosel olusturulan deney grubunda hem SHAM grubuna
hem de kontrollere gére ADMA diizeylerinde anlamli artig saptanmigtir. Bu
gostermektedir ki varikosel ADMA duzeylerini arttiran dolayisiyla da endotelial
disfonksiyon icgin risk olusturan bir durumdur.

Varikosel modelinde istatiksel olarak anlamli derecede ADMA
seviyelerinin artmasi, doku ve plazma NO seviyelerinin azalmasi varikoselli
bireylerde gériilen infertilite ile iligkilendirilebilir. infertilitesi bulunan olgularda
endotelial disfonksiyonun bir géstergesi olarak ADMA nin rolini gdsteren daha
genis serilerde yapilacak prospektif caligmalara 1sik tutmasi acgisindan
calismamiz oldukga deder tagimaktadir.

Calismamizda varikosel modelinde kontrol ve SHAM grubuna goére
ADMA ve SOD seviyelerinde istatiksel olarak anlamh artis saptanirken doku
nitrat, plazma nitrat varikosel modelinde SHAM ve kontrol grubuna gére
istatiksel olarak anlamli diagis saptanmistir. Doku ve plazma nitrat
dlzeylerindeki disls endotelial disfonksiyonun &nemli bir g&stergesidir.
Cahgsmamiz varikoselin endotelial disfonksiyonla iliskisini kanitlamaktadir.
Dolayisiyla varikosel infertilite icin dnemli bir risk faktériadur. Calismama
popllasyonumuzun az olmasi g6z 6nune alindiginda ADMA nin varikoselli
vakalarda infertilite ile iligkili oldugunu g&sterecek daha genis prospektif
caligmalara ihtiyag duyulacagi asikardir.

Pek cok calismada vaskuiler hastaliklarda ve erektil disfonksiyonda NO
yolunda benzer patolojik sdregler bulundugunu ortaya koymustur.
Calismamizda da varikoselde artmis ADMA dizeylerinin, azalmig doku ve
plazma NO dizeyinin go6steriimesi dolayisiyla endotelial disfonksiyonun
gosterilmesi bu gergegdi destekler niteliktedir.

Son 10 yilda c¢ok sayida calisma serum ADMA konsantrasyonunu
etkileyen pek cok faktér demonstre edilmistir. Bunlar arasinda Hiperlipidemi,
Diyabetes Mellitus, Hipertansiyon, periferik arter hastali§i, Stroke,
Hiperhomosisteinemi gibi hastaliklar bulunmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisinde

kullanilan Rosuvastatin, Metformin, Rosiglitazon, ACE inhibitérleri gibi ilacglar
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serum ADMA seviyelerini arttirmaktadirlar. Artmig ADMA konsantrasyonlari
Diyabetes Mellitus, Hiperlipidemi, Hipertansiyon, Stroke gibi endotelial
disfonksiyon icin iyi demonstre edilmis bir risk faktori olarak kabul gérmustar.
Pek c¢cok calismada Endojen ADMA’nin endotelial disfonksiyon igin iyi bir
indikatér oldugu ve Kronik Bdbrek Yetmezligi ile de iligkili oldugu ortaya
konmustur.

Endojen ADMA endotelial disfonksiyon igin bir indikatoérdir. Bu
baglamda varikoselli, infertilitesi olan hastalarda serum ADMA dizeyleri bir
marker olarak kullanilabilir. Calismamizda ADMA artisinin ortaya konmus
olmasi bunu desteklemektedir.

Serum ADMA seviyeleri vendz staz olusturulan deney grubunda SHAM
grubu ve kontrol grubunda anlamli derecede yiksek bulunmustur. Calisma
popillasyonumuzun kiglk sayida olmasina ragmen varikoselli farelerde ADMA
seviyelerinin SHAM ve kontrol grubuna gére anlamli derecede yilksek olmasi
Varikoselin giddeti ile iligkili prediktif bir degder tasidigini digundirmektedir.
Calismamiz bunu gdstermesi agisindan oldukg¢a 6nem tasimaktadir.

Varikoselin siddeti, Erektil Disfonksiyon ve infertilite icin prediktif bir
deder tasimaktadir. Bunu destekleyen daha genis vaka serili prospektif

caligmalara ihtiyag vardir.
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. Serum ADMA duzeyleri deney grubunda SHAM grubuna ve kontrol

grubuna gére anlamli derecede yiksek bulunmustur.

. Doku-plazma Nitrat ve SOD degerleri deney grubunda SHAM ve kontrol

grubunda anlaml derecede dusik bulunmustur.

. ADMA seviyelerinin artmasi varikosel de endotelial disfonksiyonun

6nemli bir géstergesidir.

. ADMA geleneksel risk faktérleri (Hiperlipidemi, Hipertansiyon, Diyabetes

Mellitus) endotelial disfonksiyon i¢in iyi demonstre edilmis bir risk
faktérudur.

. Calismamiz; Varikoselli bireylerde gérilen infertilitenin ADMA ile iliskisini

ortaya koyma acgisindan biylk énem tasimaktadir. Bunu destekleyecek

genis serilerde prospektif galigmalara ihtiyag vardir.

Gruplara gore dokuda 6lgilen SOD degerleri
(U /gr.yas doku)

Kontrol Sham Deney

47



2,5

1,5

0,5

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Gruplara gore kan orneklerinde 6lgtilen ADMA degerleri
(ng/ml)

Kontrol

Sham

Deney

Gruplara gore dokuda 6l¢ulen nitrit/nitrat degerleri
(umol/g)

Kontrol

Sham

48

Deney

B Doku



35

30

25

20

15

10

(€]

Gruplara gore plazmada 6lcilen nitrit/nitrat

Kontrol

Sham

degerleri

49

Deney

M Plazma



KAYNAKLAR

1. AHLBERG NE, BARTLEY 0.(1996). Right and left gonadal veins: Anatomical
and statistical study.Acta Radiol Diag. 4: 593-601.

2. SAYPOL DC.(1981).Varicocele.J Androl.2: 61-67.

3. JAROW JP. (2001). Effects of varicocele on male infertility. Hum Reprod
Update; 7 1:59-64.

4 WALSH PC, RETIK AB, VAUGH ED, WEIN AJ, ED.(1997). Campbell’s
Urology. Saunders,: 1317-8.

5. KADIOGLU A, CAYAN S, AYDOS K, ASCI R, ALICI B.(2004) Turk Androloji

Dernegi Yayinlari Varikosel Kilavuzu. istanbul; 1-15.

6. JAROW JP, OGLE SR, ESKEW LA.( 1996). Seminal improvement following

repair of ultrasound detected subclinical varicoceles. J Urol; 155:1287-1290.

7. GORELICK JI, GOLDSTEIN M.( 1993). Loss of fertility in men with
varicocele. Fertil Steril;59:613-616.

8. GRILLO-LOPEZ AJ.( 1971). Primary right varicocele. J Urol; 105:540-541.

9. COOLSAET BL.( 1980). The varicocele syndrome: Venography determining
the optimal level for surgical managment. J Urol; 124:833-839.

10. DRAKE RL, VOGL W, MITCHELL AWM.( 2005). Pelvis and Perineum. In:

Drake RL, Vogl W, Mitchell AWM, ed. Gray’'s Anatomy for Students.
Philadelphia. Elsevier Inc,: 363-465.

50



11. HINMAN FJ.( 1993). Testis. Hinman FJ ed. Atlas of Urosurgical Anatomy.
Philadelphia. W.B.Saunders Company: 471-503.

12. GOLUBOFF ET, CHANG DT, KiRSCH AJ, FISCH H(1994).incidence of
external spermatic veins in patients undergoing inguinal varicocelectomy.
Urology.44: 6-12.

13. KENDIRICI M, MIROGLU C.( 2004). Varikosel patofizyolojisi.’erkek
Reproduktif Sistem Hastaliklari ve Tedavisi’(Editérler: Kadioglu A,Cayan
S,Semerci B ve ark).Tirk Androloji Dernegi yayini, istanbul, ,sayfa 427-446.

14. FRETZ PC, SANDLOW JI.( 2002). Varicocele: current concepts in
pathophysiology, diagnosis, and treatment. Urol Clin North Am;29(4):921-937

15. CAYAN S,KADIOGLU A,ORHAN I,KANDIRALI E, TEFEKLI A, TELLALOGLU
S. ( 1999) The effect of microsurgical varicocelctomy on serum follicle
stimulating hormone, testosterone and free testosterone levels in infertilite men
with varicocele. BJU Int;84(9):1046-1049.

16. KOKSAL iT, TEFEKLI A,USTA M,EROL H,ABBASOGLU S,KADIOGLU A.(
2000) The role of reactive oxygen species in dysfunction associated with
varicocele. BJU Int;86:549-552.

17. CAM K,SIMSEK F,YUKSEL M,TURKERI L,HAKLAR G,YALCIN S,AKDAS
A. (2004). The role reactive oxygen species and apoptosis in the pathogenesis
of varicocele in a rat model and efficiency of vitamin E treatment. Int J
Androl;27(4):228-233.

18. ASCI R,SARIKAYA S, BUYUKALPELLI R,YILMAZ AF, YILDIZ S.( 1999).

The effects of experimental varicocele on testicular histology and fertility in
monorchic adult rats, BJU Int;83:493-497.

51



19. TASCI AL, GURBUZ N. (2004). Varikoselin tanisi.”Erkek Reprodiiktif Sistem
Hastaliklar ve Tedavisi”’(Editorler: Kadioglu A,Cayan S,Semerci B ve ark).Turk

Androloji Dernegi yayini, istanbul, sayfa 447-457.

20. SHARLIP ID, JARROW JP, BELKER AM, ET AL. (2001). AUA Best practice

polcy: Report on Varicocele and infertlity.

21. WEIDNER W,COLPi GM, HARGREAVE TB, ET AL. (2002). EAU Guideline
on male infertility. Eur Urol;42:313-322.

22. AYDOS K,BALTACI S,SALIH M,ANAFARTA K, BEDUK Y,GULSOY U.(
1993) Use of color Doppler sonography in the evaluation of varicoceles. Eur
Urol;24:221-225.

23. TASC|I ARESIM S,CASKURLU T,DINCEL C,BAYRAKTAR Z,GURBUZ
G(2001). Color doppler ultrasonography and spectral analysis of venosus flow
in diagnosis of varicocele. Eur Urol;40:404-408

24. TEFEKLI A,CAYAN S,ULUOCAK N,POYANLI AALP T,KADIOGLU A.(
2001). Is internal spermatik venography necessary in determining recurrence

varicocele after varicocele surgery? Eur Urol;40:404-408.

25. DUBIN L, ALMELAR RD. (1970). Varicocele size and results of
varicocelectomy in selected subfertile men with varicocele. Fertil Steril;21:606-
609.

26. GAYAN S,LEE D,BLACK LD, REIJO PERA RA, TUREK PJ.( 2001).

Response to varicocelectomy in oligospermic men with and wthout defined
genetic infertility, Urology;57:530-535.

52



27. World Health Organization: The influence of varicocele on parameters of
fertility in a large group of men presenting to infertility clinics. Fertil Steril
1992;1289-1293.

28. DUBIN L. AMELAR D.( 1978). Varicocele. Urol ClinN Amer. 5:563-587,.

29. REGE N,PHADKE A, BHATT J.( 1979). Serum gonadotropins and

testosterone in infertile patients with varicocele. Fertil Steril. 31: 413-419

30. TAKIHARA H,SAKATOKU J, COCKETT A T K.( 1991) The pathophysiology
of varicocele in male infertility. Fertil Steril. 55: 861-868.

31. ZHONGHUA NAN KE, XUE XU Y, XU QY, YANG BH, ZHU XM, PENG YF.
(2008 ). Relationship of nitric and nitric oxide synthase with varicocele infertility.
May;14(5):414-7.

32. DAVIES MG, FULTON GJ, HAGEN PO.( 1995). Clinical Biology of Nitric
Oxide. Brit. J. Surg 82: 1598-1610,

33. MONCADA S. (1993). The L-arginin nitric oxide pathway. NEJ Medicine
329: 2002-2012.

34. MONCADA S, PALMER RM, HIGGS EA.(1991). Nitric oxide physiology,
pathophysiology and pharmacology. Pharmacol rev 43: 109-42.

35. HENSLEY K, WILLIAMSON KS, FLOYD RA. (2000). Measurement of 3-
Nitrotyrosine and  5-Nitro-y-Tocopherol by High-Performance Liquid
Chromatography with electrochemical dedection. Free Radic Biol Med 28: 520-
8.

36. Moncada S, Palmer RM, Higgs EA. Nitric oxide physiology, pathophysiology
and pharmacology. Pharmacol rev 43: 109-42, 1991.

53



37. SEVEN |, TURKOZKAN N, CIMEN B.( 2005). The effects of nitric oxide
synthesis on the Na+, K+-ATPase activity in guinea pig kidney exposed to

lipopolysaccharides. Molecular and Cellular Biochemistry, 271: 107-112.

38. SASS G, KOERBER K, BANG R, GUEHRING H, TIEGS G.( 2001).
Inducible Nitric Oxide Synthase is Critical for Immune-Mediated Liver Injury in
Mice. J. Clin. Invest 107: 439-447.

39. CUZZOCREA S, RILEY DP, CAPUTI AP, SALVEMINI D.( 2001).
Antioxidant Therapy: A New Pharmacological Approach in Shock, Inflammation,
and Ischemia/Reperfusion Injury. Pharmacol Rev 53: 153-159.

40. NATHAN C.( 1994). Nitric oxide and bioprotein; a study in chiaroscuno. J
Clin Invest 93: 1875-1876.

41. WEINBERGER B, HECK DE, LASKIN DL, LASKIN JD.( 1999). Nitric oxide
in the lung: Therapeutic and cellular mechanisms of action. Pharmacol Ther 84:
401-411.

42. CUZZOCREA S, REITER RJ.( 2001). Pharmacological Action of Melatonin
In Shock, inflammation And Ischemia/Reperfusion injury. Eur. J. Pharm 426: 1-
10.

43. SALERNO L, SORRENTI V, Di GIACOMO C, ROMEO G, SIRACUSA
MA.(2002) Progress in the development of selective nitric oxide synthase (NOS)
inhibitors. Curr. Pharm. Des. 8(3): 177-200.

44. XUE Q, DUCSAY CA, LONGO LD, ZHANG L.( 2008). Effect of Long-Term

High Altitude Hypoxia on Fetal Pulmonary Vascular Contractility. J Appl Physiol,
104(6): 1786-92.

54



45. MATEJIKOVA J, KUCHARSKA J, PANEZA D, RAVINGEROVA T.( 2008).
The effect of antioxidant treatment and NOS inhibition on the incidence of

ischaemia induced arrhytmias in the diabetic rat heart. Physiol.

46. CALSTROM M, BROWN RD, EDLUND J, SALLSTROM J, LARSSON E,
TEERLIN T, PALM F, WOHLIN N, PERSSON AE.( 2008). Role of nitric oxide
deficiency in the development of hypertension in hydronephrotic animals. Am J
Physiol Renal Physiol. Feb:294(2): F362-70.

47. IDE K, WORTHLEY M, ANDERSON T, POVLIN MJ.( 2008). Effect of
systemic administration of the nitric oxide synthase inhibitor L-NMMA on the
human ventilatory response to hypoxia. Adv Exp Med. Biol. 605:41-5.

48. STRICKLETT PK, HUGHES AK, KOHAN DE.( 2006). Endothelin-1
stimulates NO production and inhibits cAMP accumulation in rat inner medullary
collecting duct through independent pathways. Am J Physiol Renal Physiol Jun;
290(6):F1315- 9.

49. CERVENKA L, KRAMER HJ, MALY J, HELLER J.( 2001). Role of nNOS in
regulation of renal function in angiotensin Il-induced hypertension.
Hypertension, Aug:38(2): 280-5.

50. MATSUMURA N, KIKUCHI-UTSUMI K, NAKAKI K.(2008) Activities of 7-
nitroindazole and (1-(2-(trifluoromethylphenyl) imidazole (TRIM) independent of
neuronal nitric oxide synthase inhibition. J Pharmacol Exp Ther, 325(2): 357-62.

51. ABE K, ABE Y, SAITO H.( 2008) Agmatin suppresses nitric oxide
production in microglia. Brain Res, Jul 28; 872 (1-2):141-8.

52. MONSART A, BOLLAERT PE, GIUMMELY P, COPDEVILLE- ATKINSON
C, ATKINSON J.(2006). Effects of dexamethasone and L-canavanine on the
intracellular calcium-contraction relation of the rat tail artery during septic shock.
Am J Physiol Heart Circ Physiol, Sep; 291(3):H 1177-82.

55



53. LUKACOVA N, DAVIDOVA A, KOLESAR D, KOLESAROVA M,
SCHREIBEROVA A, LACKOVA M, KRIZANOVA O, MARSOLA M, MARSALA
J.( 2008) The effect of N-nitro-L-arginine and aminoguanidine treatment on
changes in constitutive and inducible nitric oxide synthases in the spinal cord

after sciatic nerve transection. Int J Mol Med, Apr; 21(4): 413-21.

54. WANG LM, TRAN XF, SONG QOY, GAO ZM, LUO FW, YANG CM. (2003).
Expression and role of inducible nitric oxide synthase in ischemia-reperfusion

liver in rats. Hepatobiliary Pancreat Dis Int, May; 2(2): 252-8.

55. KIELSTEIN A, TSIKAS D, GALLOWAY GP, MENDELSON JE.(2007)
Asymmetric dimethylargginine(ADMA) —A modulatér of nociception in opiate

tolerance and addiction? Nitric Oxide

56. ACHAN V, BROADHEAD M, MALAKI M, ET AL.(2003). Asymmetric
dimethylarginine causes hypertension and cardiac dysfunction in humans and is
actively metabolized by dimethylarginine dimethylaminohydrolase. Arterioscler
Thromb Vasc Biol;23:1455-9.

57. KIELSTEIN JT, FROLICH JC, HALLER H, FLISER D.( 2001). ADMA
(asymmetric dimethylarginine): an atherosclerotic disease mediating agent in

patients with renal disease? Nephrol Dial Transplant;16:1742-5.

58.DAYOUB H, ACHAN V, ADIMOOLAM S, ET AL.( 2003). Dimethylarginine
dimethylaminohydrolase regulates nitric oxide synthesis: genetic and

physiological evidence. Circulation;108:3042-7.
59. LEIPER J, NANDi M, TORONDEL B, ET AL.( 2007). Disruption of

methylarginine metabolism impairs vascular homeostasis. Nat Med;13:198—
203.

56



60.COOKE JP.(2004). Asymmetrical dimethylarginine: the Uber marker?
Circulation;109:1813-8.

61. JACOBI J, SYDOW K, VON DG, ET AL.(2005). Overexpression of
dimethylarginine  dimethylaminohydrolase reduces tissue asymmetric

dimethylarginine levels and enhances angiogenesis. Circulation;111:1431-8.

62. THUM T, TSIKAS D, STEIN S, ET AL.( 2005). Suppression of endothelial
progenitor cells in human coronary artery disease by the endogenous nitric
oxide synthase inhibitor asymmetric dimethylarginine. J Am Coll
Cardiol;46:1693-701.

63.KIELSTEIN JT, ZOCCALIi C.(2005). Asymmetric dimethylarginine: a
cardiovascular risk factor and a uremic toxin coming of age? Am J Kidney
Dis;46:186—202.

64. ITO A, TSAO PS, ADIMOOLAM S, ET AL.(1999) Novel mechanism for
endothelial dysfunction: dysregulation of dimethylarginine

dimethylaminohydrolase. Circulation;99:3092-5.

65. KIELSTEIN JT, IMPRAIM B, SIMMEL S, ET AL.( 2004). Cardiovascular
effects of systemic nitric oxide synthase inhibition with asymmetrical

dimethylarginine in humans. Circulation;109:172-7.

66. KIELSTEIN JT, DONNERSTAG F, GASPER S, ET AL.( 2006). ADMA
increases arterial stiffness and decreases cerebral blood flow in humans.
Stroke; 37:2024-9.

67. KIELSTEIN JT, SIMMEL S, BODE-BOGER SM, ET AL.( 2004). Subpressor

doése asymmetric dimethylarginine modulates renal function in humans through

nitric oxide synthase inhibition. Kidney Blood Press Res; 27:143-7.

57



68. ZOCCALI C, BENEDETTO FA, MAAS R, ET AL.(2002). Asymmetric
dimethylarginine, C-reactive protein, and carotid intima-media thickness in end-

stage renal disease. J Am Soc Nephrol; 13:490-6.

69. FURUKI K, ADACHIi H, MATSUOKA H, ET AL.( 2007) Plasma levels of
asymmetric dimethylarginine (ADMA) are related to intima-media thickness of

the carotid artery An epidemiological study. Atherosclerosis;191(1):206-10.

70. ZOCCALI C, MALLAMACI F, MAAS R, ET AL.( 2002). Left ventricular
hypertrophy, cardiac remodeling and asymmetric dimethylarginine (ADMA) in
hemodialysis patients. Kidney Int;62:339—45.

71. KIELSTEIN JT, BODE-BOGER SM, HESSE G, ET AL.(2005). Asymmetrical
dimethylarginine in idiopathic pulmonary arterial hypertension. Arterioscler
Thromb Vasc Biol;25:1414-8.

72. SCHNABEL R, BLANKENBERG S, LUBOS E, ET AL.( 2005). Asymmetric
dimethylarginine and the risk of cardiovascular events and death in patients with
coronary artery disease: results from the AtheroGene Study. Circ Res;97:€53—
9.

73. ZOCCALI C, BODE-BOGER S, MALLAMACI F, ET AL.(2001) Plasma
concentration of asymmetrical dimethylarginine and mortality in patients with

end-stage renal disease: a prospective study. Lancet;358:2113-7.
74. GO AS, CHERTOW GM, FAN D, MCCULLOCH CE, HSU CY.(2004)
Chronic kidney disease and the risks of death, cardiovascular events, and

hospitalization. N Engl J Med.;351:1296-1305.

75. AMANN K, WANNER C, RITZ E.( 2006). Cross-talk between the kidney and
the cardiovascular system. J Am Soc Nephrol.;17:2112-2119.

58



76. SARNAK MJ, LEVEY AS, SCHOOLWERTH AC, ET AL.( 2003). Kidney
disease as a risk factor for development of cardiovascular disease: a statement
from the American Heart Association Councils on Kidney in Cardiovascular
Disease, High Blood Pressure Research, Clinical Cardiology, and Epidemiology
and Prevention. Circulation.;108:2154-2169.

77. DAVIGNON J, GANZ P.( 2004) Role of endothelial dysfunction in

atherosclerosis. Circulation.;109:1127-11132.

78. DEANFIELD JE, HALCOX JP, RABELINK TJ.( 2007). Endothelial function
and dysfunction: testing and clinical relevance. Circulation;115:1285-1295.

79. COOKE JP, DZAU VJ.( 1997). Nitric oxide synthase: role in the genesis of
vascular disease. Annu Rev Med;48:489-509.

80. MATSUOKA H.( 2001) Endothelial dysfunction associated with oxidative
stress in human. Diabetes Res Clin Pract;54:S65-S72.

81. UEDA S, MATSUOKA H, MiYAZAKI H, USUI M, OKUDA S, IMAIZUMI T.(
2000) Tetrahydrobiopterin restores endothelial function in long-term smokers. J
Am Coll Cardiol;35:71-75.

82. UEDA S, YAMAGISHI S, KAIDA Y, OKUDA S. Asymmetric dimethylarginine
(ADMA) may be a missing link between chronic kidney disease (CKD) and

cardiovascular disease (CVD). Nephrology.

83. BOGER RH.( 2007) The pharmacodynamics of L-arginine. J
Nutr.;137:1650S-1655S.

84. ZOCCALI C.(2007) The endothelium as a target in renal diseases. J
Nephrol;20:S39-S44.

59



85. HIBBS JB JR, VAVRIN Z, TAINTOR RR.(1987) L-Arginine is required for
expression of the activated macrophage effector mechanism causing selective

metabolic inhibition in target cells. J Immunol.;138:550-565.

86. VALLANCE P, LEONE A, CALVER A, COLLIER J, MONCADA S.(1992)
Accumulation of an endogenous inhibitor of nitric oxide synthesis in chronic
renal failure. Lancet;339:572-575.

87. FARACI FM, BRIAN JE JR, HEISTAD DD.(1995) Response of cerebral
blood vessels to an endogenous inhibitor of nitric oxide synthase. Am J
Physiol;269:H1522-H1527.

88. SEGARRA G, MEDINA P, BALLESTER RM, ET AL.(1999) Effects of some

guanidino compounds on human cerebral arteries. Stroke;30:2206-2210.

89. SEGARRA G, MEDINA P, VILA JM, ET AL.(2001) Inhibition of nitric oxide
activity by arginine analogs in human renal arteries. Am J Hypertens.;14:1142-
1148.

90. GARDINER SM, KEMP PA, BENNETT T, PALMER RM, MONCADA
S.(1993) Regional and cardiac haemodynamic effects of NG, NG, dimethyl-L-
arginine and their reversibility by vasodilators in conscious rats. Br J
Pharmacol.;110:1457-1464.

91. JIN JS, D’ALECY LG.(1996). Central and peripheral effects of asymmetric
dimethylarginine, an endogenous nitric oxide synthetase inhibitor. J Cardiovasc
Pharmacol;28:439-446.

92. XIAO S, WAGNER L, SCHMIDT RJ, BAYLIS C.(2001) Circulating

endothelial nitric oxide synthase inhibitory factor in some patients with chronic
renal disease. Kidney Int; 59:1466-1472.

60



93. POLLOCK JS, FORSTERMANN U, MITCHELL JA, ET AL.(1991)
Purification and characterization of particulate endothelium-derived relaxing
factor synthase from cultured and native bovine aortic endothelial cells. Proc
Natl Acad Sci U S A;88:10480-10484.

94.JESERICH M, MUNZEL T, JUST H, DREXLER H.(1992) Reduced plasma

Larginine in hypercholesterolaemia. Lancet; 339:561.

95. CARDOUNEL AJ, CUiI H, SAMOUILOV A, ET AL.(2007). Evidence for the
pathophysiological role of endogenous methylarginines in regulation of
endothelial NO production and vascular function. J Biol Chem; 282:879-887.

96.BOGER RH, SULLIVAN LM, SCHWEDHELM E, ET AL.(2009) Plasma
asymmetric dimethylarginine and incidence of cardiovascular disease and death
in the community. Circulation; 119:1592-1600.

97. SUDA O, TSUTSUI M, MORISHITA T, ET AL.(2004) Asymmetric
dimethylarginine produces vascular lesions in endothelial nitric oxide synthase-
deficient mice: involvement of renin-angiotensin system and oxidative stress.
Arterioscler Thromb Vasc Biol; 24:1682-1688.

98. CLOSS EI, BASHA FZ, HABERMEIER A, FORSTERMANN U.(1997).
Interference of L-arginine analogues with L-arginine transport mediated by the
y+ carrier hCAT-2B. Nitric Oxide; 1:65-73.

99. BODE-BOGER SM, SCALERA F, KIELSTEIN JT, ET AL.(2006)
Symmetrical dimethylarginine: a new combined parameter for renal function and

extent of coronary artery disease. J Am Soc Nephrol; 17:1128-1134.

100. ACHAN V, BROADHEAD M, MALAKiI M, ET AL.(2003) Asymmetric

dimethylarginine causes hypertension and cardiac dysfunction in humans and is

61



actively metabolized by dimethylarginine dimethylaminohydrolase. Arterioscler
Thromb Vasc Biol; 23:1455-1459.

101. BOGER RH, SYDOW K, BORLAK J, ET AL.( 2000). LDL cholesterol
upregulates synthesis of asymmetrical dimethylarginine in human endothelial
cells: involvement of S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases. Circ
Res; 87:99-105.

102. ANTHONY S, LEIPER J, VALLANCE P.( 2005) Endogenous production of
nitric oxide synthase inhibitors. Vasc Med; 10:S3-S9.

103. SCEBBA F, DE BASTIANI M, BERNACCHIA G, ANDREUCCI A, GALLI A,
PITTO L.(2007) PRMT11: a new Arabidopsis MBD7 protein partner with
arginine methyltransferase activity. Plant J; 52:210-222.

104. RAWAL N, RAJPUROHIT R, PAIK WK, KiM S.(1994) Purification and
characterization of S-adenosylmethionine-protein-arginine N-methyltransferase
from rat liver. Biochem J; 300:483-489.

105. GHOSH SK, PAIK WK, KiM $S.(1988) Purification and molecular
identification of two protein methylase | from calf brain: myelin basic protein-
and histone-specific enzyme. J Biol Chem; 263:19024-19033.

106. GARY JD, CLARKE S.(1998) RNA and protein interactions modulated by
protein arginine methylation. Prog Nucleic Acid Res Mol Biol; 61:65-131.

107. SPOTO B, PARLONGO RM, PARLONGO G, SGRO’ E, ZOCCALI
C.(2007) The enzymatic machinery for ADMA synthesis and degradation is fully
expressed in human adipocytes. J Nephrol; 20:554-559.

108. OSANAI T, SAITOH M, SASAKI S, TOMITA H, MATSUNAGA T,
OKUMURA K.

62



( 2003) Effect of shear stress on asymmetric dimethylarginine release from

vascular endothelial cells. Hypertension; 42:985-990.

109. OGAWA T, KIMOTO M, SASAOKA K.(1987). Occurrence of a new
enzyme catalyzing the direct conversion of NG, NG-dimethyl-L-arginine to L-

citrulline in rats. Biochem Biophys Res Commun; 148:671-677.

110. MACALLISTER RJ, FICKLING SA, WHITLEY GS, ET AL.(1994)
Metabolism of methylarginines by human vasculature; implications for the

regulation of nitric oxide synthesis. Br J Pharmacol;112:43-48.

111. KIMOTO M, WHITLEY GS, TSUJI H, ET AL.(1995) Detection of NG, NG-
dimethylarginine dimethylaminohydrolase in human tissues using a monoclonal
antibody. J Biochem; 117:237-238.

112. KIMOTO M, MIYATAKE S, SASAGAWA T, ET AL.(1998) Purification,
cDNA cloning and expression of human NG, NG-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase. Eur J Biochem; 258:863-868.

113. LEIPER JM, SANTA MARIA J, CHUBB A, ET AL.(1999) Identification of
two human dimethylarginine dimethylaminohydrolases with distinct tissue
distributions and homology with microbial arginine deaminases. Biochem J;
343:209-214.

114. LEIPER J, NANDi M, TORONDEL B, ET AL.(2007) Disruption of
methylarginine metabolism impairs vascular homeostasis. Nat Med; 13:198-
203.

115. MACALLISTER RJ, PARRY H, KIMOTO M, ET AL.(1996) Regulation of

nitric oxide synthesis by dimethylarginine dimethylaminohydrolase. Br J
Pharmacol.;119:1533-1540.

63



116. UEDA S, KATO S, MATSUOKA H, ET AL.(2003) Regulation of cytokine-
induced nitric oxide synthesis by asymmetric dimethylarginine: role of

dimethylarginine dimethylaminohydrolase. Circ Res;92:226-233.

117. ITO A, TSAO PS, ADIMOOLAM S, ET AL.(1999) Novel mechanism for
endothelial dysfunction: dysregulation of dimethylarginine
dimethylaminohydrolase. Circulation.;99:3092-3095.

118. MATSUGUMA K, UEDA S, YAMAGISHI S, ET AL.( 2006) Molecular
mechanism for elevation of asymmetric dimethylarginine and its role for

hypertension in chronic kidney disease. J Am Soc Nephrol.;17:2176-2183.

119. SCHULZ JB, LINDENAU J, SEYFRIED J, DICHGANS J.(2000)
Glutathione, Oxidative Stress and Neurodegeneration. European Journal of
Biochemistry; 267: 4904-11.

120. HALLIWELL B, CROSS CE.(1994) Oxygen-derived Species: Their
Relation to Human Disease and Environmental Stress. Environmental Health
Perspectives; 102(10): 5-12

121. IYIDOGAN Y, GENC S, KOCAK Y, AKKUS E.(2003) Seminal Plazma
Superoksid Dismutaz ve Total Antioksidan Duzeylerinin Erkek Infertilitesine
Etkileri. Turk Uroloji Dergisi; 29(3): 296-300

122. CAKMAK A, ZEYREK D, KURKCU R, ATAS A, CIMEN E, OCAK AR,
EREL O. (2009) Evaluation of Systematic Oxidant and Antioxidant Status in
Amateur Adolescent Athletes. Tirkiye Klinikleri Journal of Medical Science;
29(2): 367-74

123. USMAR VD, WISEMAN H, HALLIWELL B.(1995) Nitric Oxide and Oxygen

Radicals: A Question of Balance. Federation of Biochemical Societies; 369:
131-5.

64



124. DROGE W.(2002) Free Radicals in the Physiological Control of Cell
Function. American Physiological Society; 82: 47-95

125. VALKO M, RHODES CJ, MONCOL J, IZAKOVIC M, MAZUR M.(2006)
Free radicals, metals and antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chem
Biol Interact.;160:1-40

126. BARQAWI A, CARUSO A, MEACHAM RB.(2004) Experimental varicocele

induces testicular germ cell apoptosis in the rat. J Urol;171(1):501-3.

127. KILINGC F, KAYASELCUK F, AYGUN C, GUVEL S, EGILMEZ T,
OZKARDES H.(2004) Experimental varicole induces hypoxia inducible factor-1,
vaskular endothelial growth faktér expression and angiogenesis in the rat testis.
J Urol;172(3):1188-91

128. LEE JD, JENG SY, LEE TH.( 2006) Increased expression of hypoxia-
inducible factor-1 alfa in the internal spermatic vein of patients with varicocele. J
Urol;175 (3 Pt 1):1045-8

129. HAANS LC, LAVEN JS, MALI WP, TE VELDE ER, WENSING CJ.(1991)
Testis volumes, semen quality, and hormonal patterns in adolescents with and
without a varicocele. Fertil Steril; 56(4):731-4.

130. SIGMAN M,JARROW JP.(1997) Ipsilateral testicular hypotrophy is
associated with decreased sperm counts in infertilite men with varicoceles. J

Urol; 158(2):605-7

131. SAKAMOTO H, OGAWA Y, YOSHIDA H.(2008) Relationship between

testicular volume and varicocele in patients with infertility. Urology;71(1): 104-9.

132. HENDIN BN, KOLETTIS PN, SHARMA RK, THOMAS AJ, AGRWAL A.

(1999) Varicocele is associated with elevated spermatozoal reactive oxygen

65



species production and diminished seminal plasma antioxidant capacity. J
Urol;161(6):1831-4.

133. AKYOL O, OZBEK E, UZ E, KOCAK 1.(2001) Malondialdehde level and
total superoxide dismutase activity in seminal fluid from patieints with
varicocele. Clin Exp Med;1(1):67-8.

134. OZBEK E, CENKMEN M, SIMSEK A, TURKOZ Y, SOYLU A, ILBEY YO,
BALBAY MD.(2008) Comparison of antioxidant enzyme activity in the internal
spermatic vein and branchial veins of patients with infertile varicocele. In Urol
Nephrol;40(3):679-83

135. EMIN OZBEK, YUSUF TURKOZ, MUSTAFA CEKMEN (2000) Varikoselli
Hastalarin Seminal Sivisinda Preoperatif ve Postoperatif Antioksidan Enzim
Aktivitesi Van Tip Dergisi: 7 (1).

136. AITKEN RJ, IRVINE DS, WU FC. (1991). Prospective analysis of sperm-

oocyte fusion and reactive oxygen species generation as criteria for the
diagnosis of infertility. Am J Obstet Gynecol.164(2):542-51

66



