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OZET

Varikosel, yuzyillardir bilinmesine karsin patofizyolojisi gunimuize
kadar tam olarak aydinlatlamamis erkek infertilitesinin en dnemli sebebidir.
infertilite  nedeniyle  basvuranlarin  ortalama  %30-40’inda  varikosel
saptanmaktadir. Patofizyolojisinde, degisen testikiler kan akimi, testis-
interstisyel sivi iligkisi, hipertermi, ikincil ven6z basing artisi, renal-adrenal refld,
hormonal disfonksiyon, otoimmunite, akrozom reaksiyonu, oksidatif stres ve
apopitoz yer almaktadir. Ozellikle reaktif oksijen radikallerinin sperm
deoksiribonukleik asit (DNA) hasarina yol actiklari gdosterilmistir. Olusan DNA
hasarinin tamirinde Poly ADP-Riboz Polimeraz (PARP) esansiyel de olsa,
varikoselin suresi ve iskemik ortama bagl oksidatif stres artigi ile bu enzimin
asir aktivasyonu hucrenin apopitoz ile 6limune yol agabilir. Varikoselde bazi
antioksidanlarin etkinligi calisiimigsa da PARP inhibitorlerinin etkisi henltz
denenmemigtir. Bu calismada amag, deneysel olarak varikosel olusturulmusg
erigkin ratlarda, intraperitoneal 3-aminobenzamide (3-AB) injeksiyonunun testis
histolojisi ve apopitoz Uzerine etkisini arastirmaktir.

Calismaya 26 adet erigskin Wistar cinsi erkek rat dahil edildi. Ratlar
toplam 4 gruba ayrildi. Birinci grupta yer alan 6 hayvan higbir igleme tabi
tutulmad.. ikinci gruptaki 6 hayvana ise sham operasyonu uygulandi. Uglinci
grupta yer alan 5 hayvana renal venin parsiyel ligasyonu sonucu varikosel
olusturuldu. Dorduncu grupta yer alan 9 hayvanda ise varikosel olusturuldu ve
30 gun sureyle gunde iki kez intraperitoneal 3-aminobenzamide injeksiyonu
yapildi. 30 giin sonra ilk (¢ gruptaki tim hayvanlara orsiektomi yapildi. Testis
dokulari 3 pargaya ayrilarak histopatolojik, elektron mikroskobik ve biyokimyasal
inceleme igin hazirlandi. Dorduncu grupta yer alan hayvanlarin testis dokulari
da ilag uygulanmasi bitince ¢ikartildi. Tim testis dokulari, Johnsen skorlari
acisindan degerlendirildi. Apopitoz degerlendirilmesi igin ise poliklonal Anti-Aktif
Caspase 3 antikoru kullanildi.

Doku malondialdehit (MDA) degerlerinin, varikosel grubunda, kontrol,
sham ve varikosel + 3-AB grubuna goére anlamh sekilde yuksek oldugu
saptanirken (sirasiyla p=0,000, p=0,000, p=0,000) antioksidan enzim degerleri
acgisindan ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Gruplarin ortalama Johnsen skorlari karsilastirildiginda, varikosel grubu ile



kontrol, sham ve varikosel + 3-AB gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark saptandi (sirasiyla p=0,000, p=0,000, p=0,000). Varikosel grubunda
ortalama apoptotik indeks, kontrol ve sham grubu ile karsilagtinildiginda belirgin
sekilde artmig bulundu ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi
(sirasiyla p=0,445 ve p=0,175). Varikosel olusturulup ardindan 30 gun sureyle
intraperitoneal 3-AB uygulanan grupta apoptotik indeks, kontrol ve sham grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artmis bulunurken
(sirasiyla p=0,007, p=0,001), varikosel grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli degisiklige rastlanmadi (p= 1,000). Elektron mikroskobik
incelemede, varikosel grubunda, dizensiz, laminasyon gosteren, katlantili bazal
lamina, seminiferoz tabul hucrelerinin sitoplazmalarina dogru invajinasyonlar
gostermekteydi ve bazi Sertoli hlicre sitoplazmalarinda, diz yuzli endoplazmik
retikulum (DER) sisternalarinin farkh buyUkliklerde genislemeler gosterdigi
saptandi. Bu bulgular varikosel+3-AB grubunda da gozlendi.

Calismamizin  sonuglari, varikoselin, spermatogenezi etkiledigini,
ortalama Johnsen skorlarinda dusmeye ve apoptotik indekste artisa neden
oldugunu gdstermektedir. 3-aminobenzamid uygulamasinin, Johnsen skor
ortalamalarini, kontrol ve sham grubu duzeyine yukselttigi ancak apopitotik
indeks ortalamalarinin, varikosel grubundan farkli olmadigi gozlenmigtir.
Varikosel sonucu gelisen iskemik ve oksidatif strese bagli testis hasarinin

gerilemesinde 3-aminobenzamid’in olumlu etkileri olabilir.

Anahtar sozcukler: Apopitoz, Elektron Mikroskopi, Testis, Varikosel, 3-

aminobenzamid



ABSTRACT

The Investigation of The Effect of an Alternative Medical Treatment
Preventing Germ Cell Apoptosis in Varicocele Induced Rats By

immunohistochemical and Electron Microscopic Methods

Although varicolece has been known for centuries, its pathophysiology
is the most important cause of the male infertility which is still not clear today.
Varicocele is determined about %30, 40 rates of the applicants who come with
the complaint of infertility. Changable testicular blood flow, testes-interstitial
liquid relation, hyperthermia, secondary venous pressure increase, renal-
adrenal reflux, hormonal disfunction, autoimmunity, acrosome relation, oxidative
stress and apoptosis have been taken place in its pathophysiology. Especially it
is predicted that reactive oxygen species gave rise to the damage of sperm
DNA. Although Poly ADP-Ribose Polymerase is essential in the restoration of
DNA damage, the duration of varicocele oxidative stress increase dependent on
the ischemical environment and excessive activation of the enzyme can cause
the apoptotic cell death. The effect of PARP inhibitors hasn’t been tested yet,
although the efficiency of the anti-oxidants has been tested in varicocele. In this
study, the aim is to search the effect of intraperitoneal 3-aminobenzamide
injection on testes histology and apoptosis in experimentally induced varicocele
adult rats.

It was involved 26 adult Wistar type male rats to the study. They were
separated into four groups. There was no process on 6 animals in first group.
Sham operation was implemented to 6 animals in second group. Varicocele
was formed to the 5 animal in third group as a result of partial ligation.
Varicocele was formed to the 9 animal in forth group and intraperitoneal 3-
aminobenzamide injection was made twice a day during 30 days. After 30 days,
orchiectomy was applied to all of the animals in first three groups, their testes
tissues were separated into three parts and they were prepared for the
histopathological, ultrastructural and biochemical investigation. After the end of
3-AB treatment, the testes tissues of the forth group animals were extracted. All
of the testes tissues were evaluated with respect of Johnsen scores. For the

apoptosis evaluation polyclonal anti-active caspase 3 antibody was used.



It was predicted that the values of tissue MDA of the varicocele group
was significantly greater than control, sham and varicocele+3-AB group
(respectively p=0,000, p=0,000, p=0,000), with respect of anti-oxidant enzyme
values, no significant statistical difference could be found among the groups.
When the average Johnsen scores of the groups were compared, a significant
difference was predicted between varicocele group and control, sham,
varicocele+3-AB groups (respectively p=0,000, p=0,000, p=0,000). In the
varicocele group, apoptotic index was found clearly increased comparing with
control and sham group, but this increase wasn’t statistically significant
(respectively p=0,445 and p=0,175). In the group in which varicocele was
formed and intraperitoneal 3-AB was treated during 30 days, apoptotic index
was increased statistically comparing with control and sham group (respectively
p=0,007, p=0,001) while no statististically significant difference was found
comparing with varicocele group (p=1,000). At the electron microscobic
investigation, in the varicocele group, irregular, laminated , folded basal lamina
has shown invaginations towards the cytoplasms of seminifer tubule cells and it
was predicted that smooth endoplasmic reticulum (SER) sisternas have shown
dilatations in different sizes at some Sertoli cell cytoplasms.This findings were
also observed in varicocele+3-AB group.

The results of our study have shown that varicocele -effects
spermatogenesis and causes a decrease in average Johnsen scores and an
increase in apoptotic indexes. It has been observed that 3-aminobenzamide
increased average Johnsen scores to control and sham groups’ levels, but
average apoptotic indexes are not different from varicocele group. There can be
a positive effect of 3 aminobenzamide on testes damage dependent on

ischemic and oxidative stres which are developed as a result of varicocele.

Key Words: Apoptosis, Electron Microscopy, Testes, Varicocele, 3-

aminobenzamide



GIRIS VE AMAC

Varikosel, en sik saptanan erkek infertilite sebebidir. Etyolojisi ve
infertiliteye sebep olus mekanizmasi halen tam olarak aydinlatilamamistir.
GUnumuzde bu hastaligin en sik uuygulanan tedavisi, cerrahi ve perkiutan
embolizasyondur 4

Varikoselin, erkek germ hucreleri uretim surecini (spermatogenez) nasil
bozduguna dair ¢ok sayida teori olmasina ragmen, henlz bunlarin higbirisi
uzerinde fikir birligine varilmamistir. Son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalarda
varikoselin germ hulcre apopitozisine sebep oldugu, artan germ hucre
apopitozunun da sperm konsantrasyonunu azaltarak infertiliteye yol actigi 6ne
strtimustir®' 84,

Bu nedenle, sunulan calismada ratlar Uzerinde deneysel varikosel
olusturulup  histopatolojik ve apopitotik sure¢ Uzerindeki etkilerinin
g6zlemlenmesi ve varikoselin cerrahi tedavisine alternatif olabilecek bir medikal
tedavi uygulanarak histolojik ve elektron mikroskobik olarak sonuglarin
degerlendiriimesi planlandi. Testislerdeki germ hucrelerindeki apopitoz

duzeylerini degerlendirmede aktif kaspaz 3 antikoru ile indirek immunperoksidaz
metodu uygulandi.

Boylece, varikosel sonrasi germ hucrelerindeki apopitoz ne kadar artar,
varikosel sonrasi artmis olan apopitoz, 3-aminobenzamid uygulamasi sonrasi
beklendigi gibi azalir mi, varikosel sonrasi uygulanan 3-aminobenzamidin g1k

ve elektron mikroskobik olarak ne gibi etkileri olur sorularina yanit bulunmasi

amagclandi.



GENEL BILGILER

Varikosel Epidemiyolojisi

Varikosel, pleksus pampiniformisin patolojik dilatasyonu seklinde
tanimlanmaktadir. Varikosel soézcugu, ilk kez 1843'de Curling tarafindan
“‘pampiniform pleksus igindeki testikuler venlerin anormal dilatasyonu” tanimina
karsilik olarak kullaniimaya baslanmistir’. Hastalik yuzyillardir bilinmesine
karsin patofizyolojisi ginumuze kadar tam olarak aydinlatilamamistir.

Varikosel, erigkin erkek populasyonunun %15-22’sini etkileyen fiziksel bir
anomalidir®®. infertilite nedeniyle basvuranlarin ortalama %30-40’inda varikosel
saptanmaktad|r4’5. Anormal semen analizi olan infertil erkeklerin de %25’inde
varikosel bulundugu bildirilmektedir®. Diinya Saglk Orgiitinin (WHO) 78923
numarali ve 9043 hastanin degerlendirildigi projesinde, anormal semen
parametrelerine sahip erkeklerin %25,4, normal semen parametrelerine sahip
erkeklerin %11,7’sinde varikoselin bulundugu bildirilmistir’. Sekonder infertilite
nedeniyle basvuran olgularda, varikosel gorulme sikhgi artarak %69-81 oranina
ulasmaktadir®®'°. Bununla birlikte, varikosele sahip olgularin %80’inde infertilite
bulunmamaktadir'’'. Her ne kadar varikoselin 10 yas alti cocuklarda gorilmedigi
ve 10-14 yas arasinda sikhginin arttigini ortaya koyan cgalismanin verilerine
dayanarak varikoselin yalnizca pubertede gelistigi ileri siiriilse de'?, Akbay ve
arkadaslarinin 2-19 yas arasi 4052 c¢ocukta yaptiklari kapsamli prevalans
calismasindan elde edilen bulgular hastaligin erken vyaslarda da
baslayabilecegini gdstermektedir’>. Bu calismaya gére, 2-10 yaslari arasinda
prevalans %0,92 iken, 11-19 yaslan arasinda %11 duzeyine ulagsmaktadir.
Varikoselin kalhtimla iligkisini arastiran bagska bir calisma ise, varikoseli olan
erkeklerin birinci derece akrabalarinda hastaligin goriime sikligi %53 gibi genel

popiilasyondan énemli derecede yiiksek oranda saptanmaktadir'.

Varikoselin Etiyolojisi

Varikoselin etiyolojisi tartismali olmasina karsin, kabul goéren 3 teori
bulunmaktadir'®.  Birincisi, sag ve sol testikiler venler arasi anatomik
farlliklardir. Sag testikuler venin vena kava inferiora oblik, buna karsilik sol
testikuler venin sol renal vene dik agiyla agilmasi ile solda hidrostatik basing

artisi sonucu panpiniform pleksusa iletilen basincin venlerde dilatasyon ve
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kivrilmaya yol agmasidir. ikincisi, venéz kanin refliisii ile sonuclanan kompetan
venoz valflerin olmayisidir. Varikoselli erkeklerde yapilan anatomik diseksiyon
¢alismalari, sol renal ven ve internal spermatik ven birlesim dizeyinde valf
bulunmadigini géstermistir16. Bir bagka galismada, varikoseli olan 659 erkegin
venografileri incelendiginde %73’iinde vendz valflerin yoklugu gosterilmistir'”.
Ancak yeterli valf sistemine sahip olan hastalarda da %26,2 oraninda varikosel
gorulebilmektedir. Bazi yazarlara gore valflerin yoklugu varikosel gelisimine,
artan hidrostatik basing artisi, uzamis staz ve testis igcinde artan isiya neden
olarak katkida bulunmaktadir. Sonug olarak artan isi, spermatosit ve spermatid
kaybina yol acar'®. Ancak, altta yatan sebep hala netlesmemistir'” '° T1-21, 22.
Ucgiinciisii ise, sol renal venin aorta ve superior mezenterik arter arasinda
kompresyonuna bagl olarak testikuler venin parsiyel obstriksiyonudur
(nutcracker fenomeni). Sonugta, kollateral drenaj gelisimi, vendz basing artigi
ve staz olusumaktadir. Ayrica varikosel gelisiminde embriyolojik faktérlerin de
rol oynadigi (ontojenik temel) ileri surulmektedir. Buna gore, gelisim sirasinda
sol taraftaki vaskiiler yapilar daha plastik 6zellige sahiptir'’. Sag ve solun
drenajinda farklihga yol agan bu durum, sol tarafin daha zayif drenajina ve
dolayisiyla embriyogenez sirasinda kollateral damarlarin agik kalmasini
saglayarak yuksek oranda ven6z anomaliye yol agmaktadir. Bu ontojenik
potansiyel, sklerozisten hemen sonra, daha ©Once dusunulmeyen
anastomozlarin yeniden agilmasina yol agarak varikoselin tekrarlamasina yol
acmaktadir. Ontojeni konusunda bir baska bulgu ise primer sag varikoselli
olgulardir. Situs inversusta yalniz sagda gorulen varikosel bu embriyolojik temel

ile aciklanabilir?®?':2

. Sag varikoselin, internal spermatik venin vena kava
inferior yerine sag renal vene drene olmasi nedeniyle gelistigi, venografik

calismalar dayanilarak ileri strilmustir®2*,

Varikoselin Patofizyolojisi

Varikoselin hem hayvanlarda®2® hem insanlarda®’ progresif ve zamanla
artan testis hasarina yol ac¢tigi bilinmektedir. Varikoselin fertilite Gzerine etkilerini
irdeleyen Dinya Saghk Orgiti’'nin (WHO) 78923 numarali projesinde,
hastaligin semen anomalileri (sayr ve motilitede bozulma), testikiler hacimde
azalma ve Leydig hicre fonksiyonunda azalmayla ilintili oldugunu agikga

vurgulanmaktadir’. Ayrica bu calismada, varikosel boyutu ile sperm sayisinda
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azalma orani arasinda direkt bir iligki oldugu bildiriimektedir. Varikosel

patofizyolojisinde su hipotezler kabul gormektedir:

1.

Testikller Kan Akimi; Deneysel hayvan calismalarinda, varikosel ve
testikiler kan akimi degisiklikleri konusunda celigkili sonuglar
bulunmaktadir. Tek tarafli varikosel varliginda iki tarafli testikiler kan
akimi artisini gosteren Turner ve arkadaslarinin galigsmalari yanlnda28,
erigkin ratlarda ayni bulgulari saptayan ve varikoselektomiyi izleyen kisa
ve uzun donemlerde kan akiminin normale doénduginid bildiren
calismalar da vardir®® *. Tek tarafli patolojinin neden iki tarafli etki
yaptigi henuz tam olarak bilinmemesine kargin, noral veya hormonal
faktorlerin rol oynadig: ileri surulmektedir. Bu bulgularin tam aksine,
varikoselin testikuler kan akiminda azalmaya yol actigini bildiren
calismalar da literatirde bulunmaktadir. Nitekim Li ve arkadaslari, sol
renal venin parsiyel ligasyonuyla olusturduklari deneysel varikosel
modelinde kan akiminin azaldigini gdstermislerdir".

Testis-Interstisyel Sivi lligkisi; Varikosele bagli internal spermatik vende
gelisen hidrostatik basing artisi, testikiler kapiller ve vaskuler
gecirgenlikte degisiklik dolayisiyla testikuler interstisyel sivi olusumunda
degisiklige yol acar. Yapilan c¢alismalarda, deneysel varikosel
olusumundan sonra 30 gun igerisinde interstisyel sivi olusumunda artis
oldugu gdsterilmistir*?. Seminifer tibiilii ve interstisyel dokudaki hiicreleri
saran bu sivi, testis ve testis vaskularitesi ile baglantihdir. Testikuler
interstisyel sivi olusumunu kontrol eden faktorler ve bu faktorlerdeki
degisiklikler, testis islevinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu faktorlerden
birisi de testis kapillerlerinin vaskiiler gecirgenligi olabilir’®>. Bu gorisi
destekleyen bir bulgu, varikosel olugturulan ratlarda kontrol grubuna gore
anlamli oranda fazla polimorfonukleer hicre birikiminin olmasidir. Ayrica
bu birikim, sol tarafta saga gére daha fazla gerceklesmistir®®. Kan
damarlarinda polimorfonukleer hiicre birikiminin, vendz hidrostatik basing
artis1 ile gelisen vaskuler gecirgenlige ikincil 6deme bagli oldugu
dusunulmektedir.

Hipertermi; Varikosele ikincil gelisen testikller islev degisikligi icin en
yaygin kabul géren mekanizmadir. Skrotal isiy1 iki termoregulator sistem

duzenlemektedir. Birincisi skrotumun kendisidir ki bu bolgedeki ince ciltte
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subkutan yag doku bulunmaz ve dartos kasi tarafindan kontrol edilen
yiizey alani degisken olarak kalir. ikincisi ‘zit akiml’ (countercurrent) Isi
sistemidir. ilk kez 1959 da tanimlanmistir*®. Spermatik kordon icindeki
pampiniform pleksus, arteryel ve vendz kan arasinda zit akimh 1si
degisim sistemini saglamaktadir. Testise girecek olan spermatik arter
kaninin 1sisi testisten gikan ve pleksus pampiniformisi olusturan vendz
kan tarafindan sogutulmaktadir. Varikoselin bu normal mekanizmayi
bozduguna inaniimaktadir. Skrotal 1sinin degerlendirildigi calismalarda

35,36.3738.394041 - (|cimiin daha objektif

farkli sonuclara ulasiimaktadir
olarak yapildi§i calismada, tek tarafli varikoselin intraskrotal isida
bilateral olarak kontrol grubuna goére anlamli derecede yUksek
bulunmasi, testis igine saplanan igne seklinde ince bir Is1 Olger
kullaniimasina bagli olabilir’®. Ayrica bu calismada, intraskrotal ve
intratestikuler 1s1 ayri ayri olgulmus ve her ikisinin de Kkorelasyon
goOsterdigi  belirtilmistir. Sicanlarda ve tavsanlarda deneysel olarak
olusturulan varikosel ile intraskrotal i1sI artisi arasinda nedensel bir iligki
saptanmis ve varikosel onarimi ile 1si normal hale dénmiistiir***?. Ayrica,
artmis intraskrotal isinin testikller histolojide de anormalliklere neden
oldugu ve ejekiilattaki sperm kalitesini distrdigi bildirilmigtir'®4%43,
Artmis intratestikller 1sinin hangi mekanizma ile spermatogenezi
bozdugu tam olarak bilinmemektedir. Ancak semifer tubul ve/veya Leydig
hicre duzeyinde nukleer DNA ve RNA baglayici proteinlerde direkt
termal hasar olabileceginden***°, Sertoli hiicrelerinden inhibin ve
androjen baglayici proteininin  saliniminin  azaldigindan*®*” ve DNA
polimeraz aktivitesindeki azalmadan kuskulaniimaktadir®*,

. Venoz Basing; Varikosele ikincil gelisen vendz basing artisi testis kan
akimini etkileyebilmektedir*®*°. Hamster testisinin subkapsiiler ylizeyinde
bulunan mikrodamarlardaki intravaskiler basinglarin direk o6lguimu,
testikuler kapiller basincin ¢ok dustk oldugunu ve vaskuler agin arteryel
tarafinca dizenlendigini ortaya koymustur. Bu vaskuler direncin dagihmi,
hamster modelindeki ven6z basing artigina kapiller basincin oldukga
duyarli olabilecegine isaret edebilir®®. Ayrica artmis vendz basing,
intratestikller onkotik ve hidrostatik basinglarda degisiklige neden

olabilir; 6nemli hormonlar i¢in parakrin ve tasinma ortamini degistirebilir;
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mikrovaskuler sivi degisimini bozabilir. Yapilan ¢alismalarda, bu sebeple,
varikosel olusturulmus testiste, enerji metabolizmasi ve mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonda defekt oldugunu gdstermektedir™®?'. Varikoseli
olan 60 olguya varikoselektomi uygulanan bir c¢aligmada, olgularin
%88’inde cerrahi sonrasinda vendz basing degerlerinde azalma
saptamlglardlrsz. Bu seride, 42 hastanin % 70’'inde hem vendz basingta
azalma hem de semen parametrelerinde iyilesme gozlenirken, bu grup
icin gebelik orani %32 dizeyinde gergeklesmistir. Ayrica vendz basingta
varikosel onarimi ile azalma saglanan olgularda, saglanmayanlara goére
sperm motilitesinde diizelme daha fazla bulunmustur.

. Renal-Adrenal Reflu; Erkeklerin yaklasik %50’sinde sol spermatik vende

8384 By durum, varikoselli

retrograd akimin oldugu bildirilmektedir
hastalarda, bobrek ve adrenalden katekolaminler, prostoglandin E ve F
gibi metabolitlerin yliksek konsantrasyonda reflistine yol agmaktadir.

. Hormonal Disfonksiyon; Varikoseli olan infertii olgularda, serum
testesteron konsantrasyonunda azalma oldugu dusuncesi, varikoselin
Leydig hucre fonksiyonunu bozdugu ve buna bagli olarak testesteron
{iretiminde azalmaya yol actigi varsayimina yol agmistir’>*®. WHO’nun
varikoselin hormon parametreler Uzerine etkisini degerlendirdigi ¢ok
merkezli calismada, varikoseli olan 30 yas Ustu erkeklerde 30 yas
altindakilere gdére serum serbest testesteron dizeyi anlamli derecede
disik bulunmustur’. Cayan ve arkadaslarinin, mikrocerrahi
varikoselektominin hormonal parametrelere etkisini degerlendirdikleri
calismalari da bu bulgulari destekler niteliktedir®’. Tim bu bulgulara
kargin, varikoseli olan hastalardaki folikil uyarici hormon (FSH),
lGteinizan hormon (LH), testesteron ve dstradiol gibi hormon dizeylerinin
normal sinirlarda kaldigini bildiren galisma sayisi da azimsanmayacak
olgiidedir°® 5% 60. 61,

. Otoimmunite; Kan-testis bariyerinin bozulmasinin antisperm antikor
(ASA) uretimini sagladigina inanilir. Olasi etyolojiler arasinda varikosel
de bulunmaktadir®. Varikoselin hangi mekanizmayla kan-testis bariyerini
bozmadan®®, ASA’lari uyardigi bilinmemektedir®*. Yapilan bir calismada,
sham ve opere edilmeyen ratlara gore varikosel olusturulan ratlarda daha

yiiksek diizeyde ASA birikimi oldugu gdsterilmistir®.
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8. Akrozom Reaksiyonu; Varikoselde, sperm sayi ve morfolojisinden daha
¢cok sperm fonksiyonunda bir defekt oldugu ve bunun da daha ¢ok zona
pellusidaya baglanma sirasindaki akrozom reaksiyonunda oldugunu

diistinen arastirmacilar bulunmaktadir®®®’.

insanlarda yapilan bir
calismada, varikosel onariminin akrozom reaksiyonunda iyilesme
saglayamadigi da ileri siirlilmektedir®. Ayrica, varikoseli olan hastalarda
akrozom reaksiyonunu olumsuz etkileyen oOnemli sperm plazma
proteinlerinin ekspresyonundaki farkliliklar, fertilite Uzerine degisken
etkilere neden olabilir.

9. Oksidatif Stres; Reaktif oksijen radikalleri (ROS) arasinda, superoksit
anyonlar, hidroksil radikalleri, nitr6z oksit, hipoklorik asit ve hidrojen
peroksit bulunmaktadir. Aerobik kosullar altinda inktbe edildiginde, insan
spermatozoasi ROS gelistirme kapasitesine sahiptir®®. Spermatozoanin
ROS retimi, sinyal iletim mekanizmalari, sperm hiperaktivasyonu ve
kapasitasyonu, akrozom reaksiyonunu kolaylastirma ve sperm-oosit
birlesmesi icin onemli bir araci olarak gorev yapan fizyolojik bir

islemdir’®"".

Normal saglikl bireylerde seminal plazma, asiri ROS
uretiminin etkisini notralize eden dogal temizleyici veya antioksidanlar
icerir. Ancak patolojik kosullarda ROS dretimi antioksidan kapasiteyi
asan artmis oksidatif strese neden olur’®">"3™* ROS, sperm bas ve orta
parca kismindaki poliansatire yag asitlerin de lipid peroksidasyonu
yaparak defektif sperm fonksiyonuna neden olabilir, sperm morfolojisini
bozabilir, sperm motilitesinde azalmaya yol acgabilir ve yetersiz sperm-
oosit birlesmesine yol acabilir’>’®. Ayrica, sperm DNA hasarina neden
olabilir. Varikoseli olan fertil veya infertil erkeklerin semen o6rneklerinin
degerlendiriimesinde, varikoseli olmayanlara gore daha yuksek
konsantrasyonlarda ROS bulundugu bildirilmistir’”. infertil varikoselli
olgularin %80’inde artmig ROS konsantrasyonu saptanmasina karsin, bu
durum varikoseli olan fertil hastalarin %77’sinde, varikoseli olmayan fertil
bireylerin %20’sinde bulunmaktadir. Ayrica, normal bireylerin toplam
antioksidan kapasitesi de varikoselli olanlardan anlamli derecede yuksek
bulunmustur’®. Oksidatif strese karsi duyarliigin, sperm plazma
membraninda bulunan yag asit igeriginin belirgin sekilde azalmasi

nedeniyle artmis oldugunu gdsteren bir calisma da mevcuttur’®. Yine
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varikoseli olan hastalarin testis biyopsileri degerlendirildiginde, varikoseli
olmayanlara gore, ROS’un indukledidi lipid peroksidasyonunun indirek bir
belirteci olan malondialdehit (MDA) konsantrasyonlari anlaml derecede
yuksek bulunmustur. Bu durum, varikosel patofizyolojisi icin potansiyel
mekanizmada ROS’un katkisini desteklemektedir®®.

10. Apopitoz; spermatogonyum, spermatosit ve spermatid olmak tzere her 3
tip germ hicresi de apopitoz tarafindan olumsuz sekilde
etkilenebilmektedir®'. Ratlarda yapilan calismalarda, normal
spermatogenez sirasinda tim preleptoten spermatositlerin %75’inin
apopitoz tarafindan ortadan kaldirilabilecegi ileri suriilmektedir®®. Ayrica,
normal hdcrelerde bulunmayan endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS),
apoptotik germ hiicrelerinde varligi bildiriimektedir®®>. Son zamanlarda,
varikoseli olan hastalarda, oligospermi gelisiminde apopitozun 6énemli rol
oynadigi ileri surulmektedir. Bargawi ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, rat modelinde varikosel olusturulduktan 14 gun sonra,
seminifer tubul kesiti basina 0,23 apoptotik hucre bulunmus ve kontrol
grubundaki apoptotik hlcre sayisiyla kiyaslandiginda anlamh sekilde
artis saptanmistir®. Fakat varikosel grubunun kontralateral testisleriyle
kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur. Benzer
durum insanlarda da ortaya konmus ve apoptotik hlcre yuzdesi,
varikosel igin % 14,7, kontrol grubu igin %2 orani verilmistir®. Varikoseli
olan hastalarin ejakile edilen spermlerinin degerlendirildigi bir baska
calismada, sperm hucreleri %10’a kadar apoptotik iken kontrol grubunda
bu oran %0,1 bulunmustur®. Varikosel ve apopitoz arasindaki iliski 3
olay nedeniyle birliktelik gostermektedir:®’. Isi stresi, androjen
yoksunlugu ve toksik uyaran. Varikoseldeki 1s1 artigi ile apopitoz
arasindaki iligki gesitli calismalarda arastiriimigtir. Lue ve arkadaslarinin
calismasinda varikoselin neden oldugu isI artiginin, hlcreye ve evreye
6zgil olarak apopitoze neden oldugu ileri siriilmektedir®. Kriptorsidi
modelinde de benzer durumun gobzlenmesi, IsiI etkili medyatorleri
gundeme getirmigtir. Bunlardan en bilineni “heat shock protein’ler
(HSP70-2) olup, sperm hucreleri GUzerinde dagihm gdstermekte ve 1si ile
upregule olmaktadir®®. Ancak, varikosel patofizyolojisinde “heat shock

protein”lerin  rolU henuz bilinmemektedir. Androjen eksikliginde,
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azoospermik ya da oligospermik hastalarda ve deneysel olarak
kriptorgidizm olusturulmus ratlarda, testikiler 1si artiginin oldugu
olgularda testikuler hlcrelerde apopitozte artma gdzlenebilmektedir. Rat
modelinde, hipofizektomiden 4 gln sonra immatir ratlarda apopitoz
indUklenirken, matir ratlarda ancak gonadotropin salici hormon (GnRH)
antagonistleriyle apopitoz indiiklenmektedir®®®°. Bu ratlara, rekombinant
LH (rLH) ve rekombinant FSH (rFSH) verildiginde, rLH grubunda
apopitozte % 67, rFSH grubunda % 79’luk azalma ortaya ¢ikmakta ve
intratestikuler testosteron dlizeyi normale inmektedir. Apopitozle ilgili son
durum ise toksik ajanlardir. Toksik bir madde olan 2-metoksi etanol,
etilen glikol eter ve bunlarin yan Urunu 2-metoksiasetik asit gibi toksik
maddelerin hayvan deneylerinde apopitoze yol acarak spermatosit

élimiine neden oldugu bilinmektedir®"%%%

. Ayrica varikoselde toksik
adrenal metabolitlerin internal spermatik vene refliisi s6z konusudur.
Buna ek olarak, varikoseli olan erkeklerde oligospermi, sigara i¢cenlerde
icmeyenlere gore 10 kat daha fazla gériilmektedir®. Spermatogenezle
ilgili bir diger toksik ajan olarak kadmiyum sug¢lanmaktadir. Varikoseli
olan erkeklerde, agir sigara icicilerindekine benzer sekilde seminal
plazma ve testikiiler kadmiyum diizeyi yilksek bulunmustur®>®.
Varikoseli olan erkeklerin testis biyopsilerinde de, seminifer tibul basina
apoptotik hicre oraniyla kadmiyum birikimi arasinda korelasyon
gosterilmistir®®. Normal spermatogenezi olan varikoselli hastalarla
kargilastirildiginda, hipospermatogenezi olan varikoselli hastalarin testis
biyopsisinde kadmiyum duzeyleri ve apoptotik hicreler belirgin olarak

daha yuksek ¢ikmaktadir.
Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan olgun spermiyumun gelistigi bir

stirectir® 98919 gnermatogenez, testiste seminifer tiibillerde meydana gelir.

Bu bolgede, Sertoli hucresi ve spermatogonyumlar olmak Uzere iki tip hlucre

100101102 vjitellus kesesi duvarinda gelisen endodermal kokenli germ

hicreleri, embriyonik hayatta testise go¢ ederek seminifer tlbullere yerlesir ve

spermatogonyum adini alirlar'®. Puberte 6ncesinde seminifer epitelin cok
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biyiik bir kismini Sertoli hiicresi olusturur’®’. Spermatogonyumlarin gelisimi,
puberteden hemen Once baglar, yasam boyu devam eder ve seminifer
epiteldeki cogunlugu ele gegirir®”1%0191193 ' gpermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri
tarafindan olusturulan bazal kompartmanda; primer ve sekonder spermatositler,
spermatidler ve spermiyumlar ise adluminal kompartmanda vyer alir'®.
Spermatogenez; spermatogonyal, spermatosit ve spermatid olmak uzere 3 ayri

fazda incelenir.
Spermatogonyal faz (Spermatositogenez);

Tabul bazal membranlarina oturan spermatogonyumlar, kiaguk diploid
%102 pyperteyle  birlikte,

spermatogonyumlar mitoz bélinmeyle ¢odalarak yeni spermatogonyumlari ve
97,98,100,102

hicrelerdir, puberteye kadar bdlinmezler

nihayetinde primer spermatositleri olusturur
insan spermatogonyumlari, rutin histolojik preparatlardaki gériinimleri
temel alinarak 3 tipe ayrilmistir: Koyu Tip A Spermatogonyumlar; koyu bazofilik

boyanan, oval heterokromatik niikleuslu kiiciik (12um capinda) hiicrelerdir® %,

Seminifer epitelin kdk veya rezerv hiicreleri olarak degerlendirilirler®”'%%192,
Duzensiz araliklarla bolunerek, hem yeni koyu Tip A spermatogonyumlari, hem
de acikk Tip A hicreleri meydana getirirler® 9100102104 Ak Tip A
Spermatogonyumlar; Okromatik niikleuslarinin soluk goruntileri disinda, koyu
Tip A hucrelerle ayni 6zelliklere sahiptirler. Bunlar, testesteron etkisiyle mitoz
bolinmeyle ¢ogalirlar ve yeni acgik Tip A hucreleri ve Tip B hucreleri meydana
getirirler” "% Tip B Spermatogonyumlar; oval yerine yuvarlak olan niikleuslari

disinda acgik Tip A spermatogonyumlara benzerler’ %2, Mitozla bélinerek

primer  spermatositieri meydana  getirirler” %2, Bir

koyu Tip A
spermatogonyumun iki acik Tip A spermatogonyuma bdlinmesi sirasinda,
olusan yeni hucreler ince sitoplazmik koprulerle birbirine bagh olarak kalirlar,

97,98,102,104,105

yani sitoplazmalar tam olarak ayrilmazlar Bu sitoplazmik

baglantilar, spermatid olgunlagsmasinin son dénemlerine kadar devam eder.
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Spermatosit Fazi (Mayoz);

Seminifer epitelin en buyuk hucresi olan primer spermatositin degisik
yogunlasma asamalarindaki kromozomlari igceren blyuk bir nikleusu
vardir®’ 102,

Primer spermatositler olustuktan kisa bir slre sonra (preleptoten
asamasinda) bazal kompartmandan adluminal kompartmana go¢ eder. Bu
hiicreler mayoz baslamadan énce DNA'larini replike ederler®1°%% jlk mayoz
bdlinme ile diploid (2n) miktarda DNA’ya ve haploid kromozom sayisina sahip 2
adet sekonder spermatosit, ikinci mayoz bélinme ile de haploid (1n) miktarda
DNA'ya ve ayni miktarda kromozoma sahip ve ayni miktarda kromozoma sahip
iki adet spermatid olugur®’:98:100.101.102
Oldukca kisa sure kalan sekonder spermatositler, seminifer epitelde

102,103 Bu

kolayca izlenemez hucreler 2n DNA miktarina sahiptir ve

kromozomlarini  replike etmeden hemen ikinci mayoz bolinmeye

97.98,101,102103.106 kinci mayoz béliinme tamamlandiginda, niikleer

girer
membranlar yeniden olusur ve bir sekonder spermatositten her biri 22 adet tek
zincirli kromozoma ve 1n DNA miktarina sahip iki haploid spermatid meydana

gelir®.
Spermatid Fazi (Spermiyogenez);

Spermatidler 8 um c¢apinda, kuglk, yuvarlak haploid htcrelerdir. Bir
spermatid olustuktan sonra bir daha béliinme olmaz®"'%?. Haploid spermatidler,
olgun spermiyumu meydana getirecek olan ve spermiyogenez olarak
adlandirilan bir farklanma siirecine girerler”’. Bu siireg, dort boélimden
olusur®'%2. Bu asamalar, spermatidler, Sertoli hiicresinin plazma membranina
Ozellegsmis baglantilarla bagliyken gercgeklesir.

Golgi dénemi; Spermatid granulli endoplazmik retikulumunda hidrolitik
enzimler olusur. Bunlar Golgi komplekslerinde modifiye olur ve kuguk

preakrozomal graniiller olarak paketlenir®1°"1%2

. Glikoproteinden zengin bu
graniiller birleserek akrozomal vezikiilii olusturur®'%2. Bu vezikiilin konumu
gelisen spermiyumun oOn kutbunu belirlerken, sentrioller de zit kutba go¢

ederler®”%8192_ Sentriollerin biri, sperm kuyrugunun aksonemini olugturan dokuz
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periferik ve iki santral (9+2) mikrotibul olusumunu baslatirken, digeri ntkleus ile
kuyrugdu birlestiren baglanti pargasini meydana getirir 798102105,

Kep dbénemi; Akrozom vezikulinun boyutu buyudr ve nukleusun 6n yarisi
Uzerine yayllarak akrozomal kep adini alir. Akrozomal kepin altindaki nukleer
membran kismi normalde varolan niikleer porlarini kaybeder®” .

Akrozom dénemi; Spermatid morfolojisinde bircok degisiklik meydana
gelir. Nukleus kromatini yogunlasir, nukleus yassilasir ve spesifik seklini
alr®”®81%2  gitoplazma, posterior tarafa dogru yer degistirir. Mitokondriyonlar,
sitoplazmanin arka tarafina dogru hareket ederek, heliks seklinde fibrilleri sarar

97102105 Mitokondriyal kilifin olusumu sirasinda,

ve orta parcay! olusturur
nukleusla birlikte spermiyumun baglanti pargasini meydana getirecek olan
sentriolden, aksonemin etrafinda yerlesen dokuz adet dis koyu fibril meydana

gelir97,102

. Orta parganin distalinde, iki longitudinal piramit ve c¢ok sayida
baglanti biriminden olusan fibréz bir kilif, esas parcanin dokuz longitudinal
fibrilini sarar ve hemen hemen kuyrugun sonuna kadar uzanarak esas pargay!
olusturur®1921%_Onun distalindeki kisa parga ise son parca adini alir®’.
Olgunlasma dénemi; Bu asama fazla sitoplazmayi azaltmaya yonelik bir
doénemdir. Sertoli hlicreleri, artik cisim olarak adlandirilan bu fazla sitoplazmayi
fagosite eder. Hucrelerarasi kopruler de bu fagosite edilen artik cisimlerde

97,98,102

kalirlar . Farkllasma iglemi sona eren spermiyumun tubul lGmenine

salinmasi iglemine spermiasyon adi verilir. Yeni olugsan bu spermiyum immotildir
ve fertilize etme yetenegine sahip degildir'®.

Siganlarda, her bir tubulin uzunlugu boyunca farkli agamalar bir dizen
icerisinde ardarda izlenebilir, yani tibul duvarindan gegecek transvers bir
kesitte, sadece tek bir asamaya ait hicreler izlenir. Ancak insanlarda alinacak
enine bir kesitte ayni tubldl iginde degisik asamalara rastlamak

miimkindr®”1%%1%°,

Varikoseldeki Histolojik Degisiklikler

Makroskobik olarak, varikosel, bulundugu evreye ve etki suresine bagli
olarak testis buyUkliginde belirgin azalmaya, hatta atrofiye sebep

107

olmaktadir'™™". Eriskinlerde, sol taraf varikoselin, kargi taraf testikiler hacim

kaybiyla iliskili oldugu da bildirilmistir?’.
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Varikosel igin, dokuda patognomonik histolojik  degisiklikler
bulunmamaktadir. Degisiklikler, varikoseli olmayan duslik spermatogeneze
sahip olgular ile benzer olup cok degisken 6zellik gdstermektedir'®.

Histolojik degisiklikler arasinda; Leydig hucre hiperplazisi, tibul basina
disen Sertoli hilcresi sayisinda azalma ve Sertoli hlcre endoplazma
retikulumlarinda vakuolizasyon'® ve muhtemelen buna bagli germinal epitelde
dokulme, maturasyon arresti, seminifer tubul bazal membraninda kalinlagsma
bulunmaktadir'°.

Varikoselli insanlardan alinan testis biyopsi ornekleri ¢ok degiskenlik
gosterebilirler, dyle ki, Sertoli cell-only’',  spermatojenik  arrest''?,
hipospermatogenez ve normal spermatogenez'™ tablolari izlenebilir. Sol taraf
varikoselli erkeklerde, bilateral testikuler biyopsi yapildiginda, her iki testis de
benzer histoloji ve benzer Johnsen skorlari géstermiglerdir. Bu da hem bir sol
taraf varikoselinin, bilateral etki gosterebilecedini hem de varikoselin tim
seminiferoz dokuyu etkileyen altta yatan diger patolojik faktorlerle beraber
ortaya cikabilecegini isaret edebilir'™. Varikoselli olgularda, spermatozoonda,
akrozom gelisememesi, immaturite ve amorf bas anomalisine sik rastlanir'™.
Reaktif oksijen radikalleriyle iliskili bir morfolojik 6zellik olarak da, sitoplazmik
droplet varligindan ve bunun da sperm DNA hasari ile korele oldugundan s6z
edilmistir'"®.

Varikosel duzeyi ile spermatik ven duvar kalinhdr ve damar duvarindaki
duz kas miktari arasinda dogrusal bir iligkiden so6z edilmektedir. Varikoselli
olgularin spermatik venleri Uzerinde yapilan bir ¢alisma, dilate bir lumenle
birlikte duz kas lif sayisinin ve damar duvari kalinliginin arttigini ve kas
tabakasinda normalde varolan sirkuler tabakaya ilave olarak longitudinal bir
tabakanin daha olustugunu gostermistir'’’. Buna ek olarak, sagdaki kontrol
grubu, internal spermatik ven ile karsilastinldiginda varikosel venleri;
biyomekanik ozellikleri, artmis fibrozis ve ¢ap artisina meyilli olmasi nedeniyle
farklik gdstermektedir''®''°. Genel olarak ven, veniil ve kapillerlerdeki vaskiiler
degisiklikler arasinda; intimal fibrozis ve media tabakasinda kollajen artigi
sayilabilir'®,

Elektron mikroskopi ve immunohistokimya c¢alismalari, varikoselde,
peritubller lamina propria sklerozisi, laminin ve kollajen tip IV kaybini ortaya

koymustur'?"?2, Kan-testis bariyerinin ultrastriiktiirel galismalarinda, “Sertoli-
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Sertoli baglanti komplekslerinin” normal gérindigu ve bazal kompartmaninin
korundugu gdsterilmis®®. Bu bulgular hayvanlardaki fonksiyonel galismalarla da
dogrulanm|§t|r64. Ancak bunun aksine, Pelletier ve arkadaslari, germ
hicrelerinin azaldigi tubuler alanlarda Sertoli hicreleri arasi baglantilarda ve

peritiibiiler bazal laminada degisiklikler rapor etmislerdir'?®

. Spermatojenik
hacreler, elektron mikroskobik olarak cesitli degisiklikler gosterse de, esas
kayda deger degisiklikler bazi tubullerdeki spermatidlerde gozlenmistir. Bu
hdcrelerin, nukleuslarinda, anormal kromatin dagihmi, sitoplazmalarinda kiguk
vakuoller, membran6z cisimler ve akrozomlarinda ise duzensizlikler igerdigi
g6zlemlenmistir. Ortak bir akrozoma sahip binluklear spermatidler sikca

gorilmistir',

Erigkin varikosel olgularinda, ozellikle en i¢ tabakalardaki
ekstrasellller elemanlarin artigi yizinden olusan ilerleyici tarzda bir lamina
propria kalinlasmasi ve germinal epitele dogru derin girintiler defalarca
gosterilmistir'?'1212° Romeo ve arkadaslari, varikoselli hastalarin bazilarinda,
myoid hdcrelerin normal bir ultrastriktire sahip olmakla birlikte artmis bir
ekstraselluler matriks icinde yer aldiklarini ve bu artan matriksin germinal
epitele dogru derin girintiler gosterdigini saptamislardir. Yine ¢ok nadir de olsa
bazi hastalarda, bu myoid hudcrelerin membranlarinda duzensizlesme ve
sitoplazmik uzantilarinda, mikrofilamanlarda ve elektron yogun cisimlerde
azalma gézlenmi§tir126. Buna ek olarak, desmin agisindan immunopozitif olan
hicrelerde (miyofibroblastlar) azalma, vimentin agisindan immunopozitif olan

hiicrelerde (fibroblastlar) artma belirlenen bir calisma ile desteklenmistir'®’.

Apopitozun Isik, Elektron Mikroskobik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Morfolojik olarak birbirinden ayr iki tip hicre 6limunin varliginin ilk
bulgulari, Avustralyali patolojist, John Kerr'den gelmistir. Sonrasinda yapilan
EM calismalarinda, Kerr, bu fenomeni “blzisme nekrozu” olarak tanimladi.
1972’de Andrew Wyllie ve Alistair R. Currie ile birlikte, British Journal of Cancer’
de bir makale yayinlayarak, bu aktif streci nekrozdan ayirt etmek igin

127 «

“apoptosis” terimini kullandilar<". “Apoptosis” terimi, yunan kokenlidir ve yaprak

dokulmesi anlamina gelmektedir.
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Elektron Mikroskopik Morfolojik Ozellikler;

Apopitozis, hucreleri, asenkron ve tipik olarak inflamatuar degisiklik
olmaksizin etkiler. En erken gbzlenen olay, keskin sinirli, yogun, ince granuler
hilal seklinde c¢ekirdek zarina bitisik kutle olusturmak uUzere kromatinin
kondensasyonudur. Kondanse kromatinin nukleusa orani, hicre tipine gore
degisir; ornegin lenfoid hucrelerde yuksek, az heterokromatinli hicrelerde
duguktur. Nukleer porlar, kondanse kitlelerin yakininda nadiren gozlenirken,
nikleer zarin geri kalan kisimlarinda belirgin bir sekilde go6zlenirler. Nukleolar
degisiklikler de olusur, ancak bunlar sadece Kkesitlerin bazi seviyelerinde
gorilmektedir 212°,

Bu nukleer degisimlerle apoptotik hicreler, komsu hucrelerden ayrilir;
desmozomlari ayrilir. Hicre ylzey 6zellesmeleri (mikrovilluslar gibi) kaybolur.
Hucre hacmi azalir, yogunlugu artar, sitoplazmik organeller kompakt hale gecer,
hicrenin ve nukleus taslaginin kivrimlari goranar. Nukleus, ¢ogu ¢ift membranla
sinirli birgok ayri fragmana pargalanabilir ve hala kromatin ayrimi yapilabilir.
Bunlar, kondanse kromatin icerir ve ylzey kabarintilarinin olusmasi (blebing)
esnasinda ayrilirlar. Her fragmanda kromatin igerigi ve ebati degisir; kondanse
kromatin tum enine kesiti kaplayabilir veya periferde hilal seklinde kalabilir.
Nukleer  kivrimlanma  ve  fragmantasyon, timositler gibi  yuksek
nikleer/sitoplazma oranina sahip hucrelerde sinirlanir.  Bu esnada,
sitoplazmada, hicre yuzeyine paralel isinlar halinde sitoskeletal filamanlar
toplanir; ribozomal partikuller semikristalin yapilar seklinde kumelenir; kaba
endoplazmik retikulumlar, konsantrik sarmallar olusturacak sekilde tekrar
dizenlenir; diz endoplazmik retikulumdan gelisen ve plazmalemmanin altinda
yerlesen sayisiz vakuoller, plazma membrani ile birlesip tarayici elektron
mikroskop (SEM) ile gozlenebilen krater tarzinda yapilar olusur. Bol sitoplazmali
hicreler, genis yuzey kabarintilari (bleb) ve gikintilar olustururlar ve en iyi SEM
ile demonstre edilebilirler'?®:122:130.131.132,

in vivo, apoptotik cisimler, komsu epitel hiicrelerince, mononiikleer
fagositlerce veya tumor hacrelerince olustuktan hemen sonra fagosite edilirler.
intraepitelyal makrofajlar, kismen, glanduler epitelde olusan apoptotik cisimlerin
uzaklastirimasinda o6nemli bir rol oynar ve sayilari, glandular atrofi ve

invollisyonda, mononiikleer fagosit gocli ve mitoz ile artar**'®'. BALB/c fare
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timositlerinin, isolog peritoneal makrofajlarla koinklibasyon calismasi, apoptotik
hicre yuzey karbonhidratlarindaki degigimleri taniyan makrofajin, yiuzeyindeki,

lektin-benzeri molekdillerin varligini ortaya gikartmistir 32,
Isik Mikroskopik Morfolojik Ozellikler;

En erken isik mikroskobik belirti olan ani hicre buzusmesi, nukleer
degisimlere bagli simultane olusur. Bu arada, kulttre hucrelerde komsu hicreler
aras! baglanti kaybi da bunun delilidir. Blizisme, muhtemelen, sodyum (Na®)-
potasyum (K*)- klortir (CI) kotransporter sistemin inhibisyonundan dolayi net bir
disa sivi akisindan olusur 2833,

Histolojik olarak, apoptotik cisimler, bazofilik nukleer materyalli veya
materyalsiz, yuvarlak, oval sitoplazmik kitleler halinde goéranarler. Cogu
apoptotik cisimler eozinofilik olsa da, pankreatik asiner hucreler gibi fazla
ribozom igeren hucrelerden tureyenler bazofilik olabilir. Tomurcuklanmanin
sinirlandigi hdcrelerden olusan apoptotik cisimler, orijinal hicre boyutundan
hafif kUguktlrler. Yaygin tomurcuklanmanin mamkin oldugu htcrelerde, ebat
olarak apoptotik cisimler epeyce degisiktir, en kiglugu bile en az bir bazofilik
nuikleer fragman igerdigi takdirde 1sik mikroskobu ile gorulebilir. Yuksek
nukleus/sitoplazma oranli hicrelerden kdken alanlarda, dar bir sitoplazma ile
cevrelenen piknotik kromatin kitlesi seklinde gorulir. Diger apoptotik cisimler
ise, daha cok, degisik miktarda daha klguk nukleer fragmanlarin bulundugu
sitoplazma igerirler. Ultrastriktlrel olarak karakteristik hilal sekilli gorilen
kromatin kimeleri, S5um’lik parafin kesitlerde nadiren gorinur; bunun yerine
kromatin, yogun bazofilik kitleler olarak gorullr. Kesitlerde, apoptotik cisimler,
sikga belirgin acik bosluklarda yer alirlar. Bunlarin bir kismi, soluk boyali
makrofajlardaki cisimleri gosterir; digerleri ekstrasellller, doku hazirlanmasi
esnasinda buzusme artefakti sonucunda olusan bosluk olabilir. Daha buyulk,
normal ve patolojik durumlarda uzun siredir bilinen ayri apoptotik cisimler, farkl
isimler alabilir. Bunlar, karacigerdeki Councilman cisimleri, barsak
kriptalarindaki karyolitik cisimler, lenf nodlarinin germinal merkezindeki
makrofajlarin tingible cisimleri, liken planusta Civatte cisimleri, ultraviyole

radyasyon sonrasi giines yanidi hiicrelerini kapsar '?%.
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Apoptotik cisimler, dokuda, daginik kimeler halinde olabilir. Bunlar, tek
tek hudcrelerin fragmantasyonu sonucu olusabilir veya tek bir fagositte, tipik
olarak makrofajda, birka¢ hucreden olusan apoptotik cisimlerin toplanip
olusturdugu daha blyuk agregatlar seklinde olabilir. Apoptotik cisimlerin sayilari
yuksekse, makrofajlarda degredasyon, lipofuskin pigment olusumuyla
sonuglanir. ilgi cekici sekilde, apoptotik cisimlerin fagositozunda, makrofajlar,
inflamatuar mediatér salinimiyla cevap vermezler'?®'34,

Apoptotik cisimlerin kigUk ebatlari ve kisa yari émurleri, inflamasyonun
yoklugu, apoptotik hlcreler uzaklastirildiginda kalan hicrelerin, hiicre siralarini
kapatmasi, apopitozisi, hucre delesyon oraninin yuksek oldugu zamanda bile,
goreceli olarak histolojik agidan az goze g¢arpar hale getirir. Apopitozis oraninda
kiiglik artiglar bile epeyce artmis hiicre kaybiyla ortaya gikar. Ornegin;
intraven6z bolus anti-CD4 antikoru uygulanmasi apoptotik indeksi, sigcan lenf
nodlarinda, %0,06'dan %1,33’e yukseltir, bu da lenf nodundaki toplam hicre
sayisinl 48 saatte yariya indirmek igin yeterlidir'. Rezidiiel hiicrelerce hiicre
siralarinin kapatiilmasi, makul bir doku blztusmesi ve sikga normal yapinin ¢ok
az bozulmasi ile sonuglanir. Bdylece indiklenen atrofinin tamamlanmasi
sirasinda, karaciger ve adrenal bezler, vyapisal olarak normal

gorinimdedir'®'%7,

Apopitozun Biyokimyasal Ozellikleri;

Apopitozis islemi, enerji gereksinimi olan bir suregtir. Fizyolojik hucre
oliumand, belli fazlara bdlmek uygun olur. En erken faz, apoptotik cevabi
baslatan stimulus fazidir. Bu, ylzey reseptorleri araciligiyla yayilan bir eksternal
sinyal olabilir veya bir ilag, toksin veya radyasyon etkisiyle hicre iginden orijin
alabilir. ikinci faz, sinyalin veya metabolik durumun saptanmasi ve sinyal
iletimini icerir. Sinyal iletim vyollari, bu mesaji, hucre olumu effektor
mekanizmasina iletir. Effektdor faz ise, hicre 6lim mekanizmasinin Uglncl
kismidir ve pozitif ve negatif regulatorleri ile beraber proteazlarin aktivasyonunu
icerir. Dorduncu faz, hicre kromatininin kondanse oldugu ve DNA’sinin degrade
edildigi postmortem fazdir'®.

Hizli ndkleer DNA yariklanmasina, uzun zamandir apopitozisin en dnemli

biyokimyasal gostergesi olarak bakildi™. Bu DNA degredasyonu, iki asamada
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olusur. ilki, 200-300 kilobaz ciftik fragmanlara ve/veya 50 kilobaz ciftlik
fragmanlara vyariklanir'®. Nikleer zarfa dogru kromatin marjinasyonu,
muhtemel morfolojik gériiniimdir™'. ikincisi, apopitoza giden hiicrelerin
tamamini olmasa da ¢ogunu etkileyen, internukleozomal (nukleozomlar arasi
baglayici bolgelerden) cift iplikli DNA yariklanmasidir, boylece oligonukleozomal
ebatli fragmanlar olusur'*.

Apoptotik hiucre debrisleri, in vivo hemen fagosite edilirler. Bu yuzden,
hicre rupture olmadan once, apoptotik hlcrelerin, fagositlerce taninabilmeleri
icin plazma membran dedisimlerini tamamlamalari gerekir. Gergekten, plazma
membran degisimlerinin, programlanmis hucre dlumunde ¢ok erken olustuklari
gosteriimis’®'*4. Son calismalar, canli hiicrelerde, plazma membraninin ic
yapraginda lokalize olan fosfotidilserinin kritik bir rol Ustlendigi bilinmektedir.
Apopitoza giden lenfositlerde, fosfotidilserinin dis yapraga translokasyonunun,
makrofajlar tarafindan fagositik taninmaya aracilik ettigi gosterilmistir'*>. Martin
tarafindan yapilan galismalarda, sigangillerde ve bir¢ok insan hucre tipinde,
baslangi¢ stimulusu ne olursa olsun, fosfotidilserin eksternalizasyonu en erken
olay olarak saptanmistir'®. Onemli olan bir not da, fosfotidilserinin yanisira
diger ylzey molekulleri de, fagositik taninma ve apoptotik hicrelerin
alinmasinda suphesiz ¢ok 6nemlidir.

Apopitozise giden hicrelerde olusan dramatik morfolojik degisikliklerden,
sitoskeletal elemanlardaki degisimler ve yaygin sitoplazmik proteinaz aktiviteleri
sorumludur. Cotter ve arkadaslari, mikrofilament toplulugunun, hicre
fragmantasyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu igin gerekli oldugunu
gostermiglerdir.  HL-60, Molt-4 veya U937 hicre dizilerinin, aktin
polimerizasyonunda etkili cytochalasin B ile ©6n muamelesi, hicre
tomurcuklanma ve apoptotik cisim olusumunu engellemis, ama nukleusu veya
niikleer DNA’sinin fragmantasyonunu bloke etmemistir'*°.

in vivo, apoptotik cisimlerin, lizis olmamasi ve bdylece inflamasyona yol
acmadigi gercegi, apoptotik hucrelerde, iki énemli olayr vurgular; membran
integrasyonunun korunmasi ve ani taninma ve fagositoz. Sitoplazmik
proteinlerle, genis capraz baglar kuran doku transglutaminazinin (tTG)
aktivasyonu, yuzey kabarintilarinin (bleb) olusumunda ve intraselliler igerigin
hiicrede tutulmasinda anahtar bir rol oynamaktadir'*’. TG, apoptotik cisimlerde,

en yliksek konsantrasyondadir'®.
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Apopitozis Mediyatérleri ve Hiicre ici Metabolik Degisikliler;

Apopitozis ¢ok sayida ve gesitte mediyator tarafindan dizenlenir. Bunlar
arasinda genler (c-myc)'*®, bazi iyonlar (kalsiyum), proteinler (p53)'*° ve hatta

organeller (mitokondri)'"

bulunmaktadir. Bazi mediatorler hucre tipine
Ozgunddur, bazilari da apoptotik stimulusun gesidine gore farklilik gosterebilirler.
Apoptotik siirec boyunca hiicre igine siirekli kalsiyum (Ca**) girisi olur'®.
Sitoplazmada artan Ca™, inaktif durumdaki Ca'™ bagmli proteazlari ve
nikleazlari aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin pargalanmasina ve apopitoze
6zgli interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur'®®. Ca** iyonlari endoniikleaz
aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda,
proteazlarin aktivasyonunda ve hicre iskeleti organizasyonunda rol alabilirler.

Fakat hiicreye Ca™" girisi, apopitozun gerceklesmesi igin esansiyel degildir.
Kaspaz Ailesi ve Apopitozdaki Rolleri;

Kaspazlar (caspase-cysteine aspartate spesific proteases), zimojen
(inaktif preklrsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein
yer aldigindan, sistein proteazlar olarak adlandirilan bir enzim grubudur ve ¢ok
az rastlanan bir substrat alani olan aspartik asitten, sonraki peptid bagini

154,155

Kirarlar . Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apopitozisde rol

almaktad|r154'155‘156’157’158.

Hucrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve
birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskata (selale tarzi reaksiyon dizisi)
neden olurlar. Bazilar (Kaspaz 2, 8, 9, 10), baslatici kaspazlar olarak bilinirken,
bazilari da (3, 6, 7), efektdr kaspazlar olarak bilinir. Baslatici kaspazlar,
apoptotik uyariyla baglayan olum sinyallerini efektor kaspazlara naklederler.
Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (0rnegin, hucre iskeleti proteinleri aktin
veya fodrin, nikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan PARP’|
parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar.
ik tanimlanan enzim interldkin 1-B dénistiiriici enzimdir (ICE) ve prokaspaz 1
olarak bilinir'*®,

Kaspaz kaskadi, mitokondri aracili intrinsik yolla sitokrom c’nin

sitoplazmaya saliveriimesi sayesinde prokaspaz 9'un aktivasyonu yoluyla
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aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom c’nin saliverilmesine neden olabilirler.
Sitokrom C ile birlikte apopitoz indukleyici faktor (AIF) de sitoplazmaya salinir.
Bu yolda, apopitotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) de gorev almaktadir.
Sitkrom C, ve Apaf-1 birleserek prokaspaz-9’'u aktive ederler. Aktif kaspaz 9 da
kaspaz-3’U aktive eder. Proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapisal proteinlerin
sindirimi, kromozomal DNA’'nin degredasyonu ve hucrenin fagositozu saglanir.
Ya da ekstrinsik yolla 6lum aktivatorlerinin (fas ligand-FasL- ve TUumor nekroz
faktor-TNF-) hlcre yuzeyindeki reseptorlerine [Fas (diger isimleriyle APO-1,
CD95) ve tumor nekroz faktor reseptori-1 (TNFR-1)] baglanmasiyla
sitoplazmaya kaspaz-8'i aktive eden sinyaller yayilir. Bu baglanmalar, 6lim
domain proteinleri araciligiyla olur. Kaspaz 8 de diger kaspazlari uyararak
hicrenin fagositozuna yol acar (Sekil 1). Son mekanizma ise endoplazmik
retikulum aracili apopitozdur. Kaspaz-12, endoplazmik retikulum membraninda
lokalizedir. Hiicre ici Ca'™ seviyelerinin yikselmesi ve kalpainin etkisiyle
prokaspaz 12 aktiflesr ve sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile etkileserek sitozolik
kaspaz kaskadini aktive eder. Terminal u¢ olan aktif kaspaz 3, kaspazla-
aktiflesen deoksiribonukleaz inhibitérint (ICAD, inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktiflestirir, bdylece, ICAD’In bagladidi kaspazla-aktiflesen
deoksiribonukleaz (CAD, caspase-activated deoxyribonuclease) serbestlesir ve
bu da apopitozisin karakteristik bulgularindan biri olan, kromatin
kondensasyonuna ve oligonikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur.
Buraya kadarki mekanizma, kaspaz-bagimli apopitozisi gosterir, oysa kaspaz-
bagimsiz apopitozisin varligi da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz apopitozis, yine
mitokondriden saliverilen bir faktdr olan AIF’Un etkisiyle gergeklestirilir. Fakat,
AIF’Un etkiledigi nukleazin ne oldugu henltz bilinmemektedir. Bir kaspaz
inhibitorleri ailesi olan apopitozun inhibitorleri (IAPs), kaspazlari selektif olarak
inhibe ederler, bdylece apoptotik mekanizmayi durdururlar. 1AP’ler tarafindan
caspase-3, -7, ve —9'un inhibisyonunun yapisal temeli, son zamanlarda rapor
edilmigtir'>*15%157.158.159.160.161 "B, inhibitdrier birgok malign hiicreler tarafindan
asint eksprese edilmektedirler. IAP’ler, ayrica hucre siklusunu da etkileyerek

apopitozisi durdurabilirler.

Kaspazlarin siniflandiriimasi*®?;
e Kaspaz-1 (ICE)
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e Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)

e Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)
e Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEren)

o Kaspaz-5 (ICErelin, TY)

e Kaspaz-6 (Mch2)

e Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)
e Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH)

e Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAP6)

o Kaspaz-10 (Mch4)

e Kaspaz-11 (ICH-3)

e Kaspaz-12

o Kaspaz-13 (ERICE)

e Kaspaz-14 (MICE)
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Sekil 1. Apopitoz / Kaspaz yolu

Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunuyorsa da bazi Uyeleri, 6rnegin

kaspaz 12, Golgi apparatusunda, kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondri ile
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iliskide bulunabilir'®®. En énemli baslatici kaspazlar, tip | apopitoz (mitokondri
aracili, intrinsik) igin kaspaz 8, tip Il apopitoz (ekstrinsik) icin kaspaz 9, tip /Il
apopitoz (endoplazmik retikulum aracili) igin kaspaz 12'dir. Kaspaz 3
aktivasyonu programlanmis hicre 6liminde geri domusimsuz noktanin en

onemli gostergesidir'®*.

Varikoselde Apopitoz

Programlanmigs hicre 6limu, memelilerde normal spermatogenez igin

gereklidir ve hucresel homeostazi saglamlastirdigina ve germ hucreleri ile

85 Germ

hiicrelerindeki bu 8liim spermatozoanin normal gelisimi icin mutlak gereklidir'®’.

Sertoli hucreleri arasindaki ince dengeyi koruduguna inanilr

Kerr tarafindan yapilan bir gcalismada testiste devamli olarak spontan apopitozis

168

gerceklestigi bildirilmistir °°. Apopitozis, spermatogenezde genellikle evre |, XlI-

X1V tiibiillerde, spermatositler ve spermatogonyumlarda gergeklesir'®1%.
Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik hastalarda,
deneysel kriptorgidizm olusturulan hayvanlarda, i1si artiginin oldugu olgularda

testislerde olusan programl hiicre &limlerinde artma bulunabilir® "

169.170.171.172 - v/arikosel nedeni ile incelenen hastalarin testislerinde olusan
hasarda apopitozun roluni inceleyen bir calismada, testis histopatolojik
incelemesinde olgularin Ggte birinde testikiler dokuda programh hicre
oliminde anlamli oranda artis saptanmistir®®. Ayni sekilde, deneysel olarak
varikosel olusturulan erigkin tip ratlarda testis kan akimindaki artisa paralel

olarak testikiiler apopitoziste artma bildirilmigtir®*'"*

. Apopitozisin varikoselde
azaldigina dair tek calisma Fujisawa ve arkadaslarinindir'™. Caruso ve Walsh
ise deneysel varikosel modeli ile ipsilateral testis dokusunda gozlenen
apopitozun operasyon sonrasi 14. gunde istatistiksel olarak artig gostermeye
basladigini saptamislardir'’®.

Tesikller apopitoza yol agan birgok mekanizma 3 noktada regule

edilebilir gdriinmektedir'"®

. Hicresel membranda, membran reseptorleri ile
iletilen o6lum sinyalleri, Fas ligandi ile Fas baglanmasi, kaspaz 8'in
aktivasyonunu tetikler. Bir kere aktive oldu mu kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7
gibi efektor kaspazlara sinyal yollar. imminohistokimya ile Fas'in germ

hicreleri, Fas ligandin Sertoli hucreleri Gzerinde lokalize oldugu tespit
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edilmis'’’. Sitoplazmada ise, kaspazlar denilen sistein proteazlari iceren sinyal
iletim yollari bulunur™’. Niikleer seviyede, proapopitotik Bax genleri ve anti-
apopitotik Bcl-2 genlerini igeren Bcl-2 ve p53’'U kapsayan spesifik apopitoz
diizenleyici genler bulunur’. Tim kaspazlar birlikte, insan seminiferdz

epitelinde apopitozun regiilasyonunda merkezi bir rol oynarlar'®.
Reaktif Oksijen Radikalleri ve Apopitoz

Apopitoz, reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem mitokondri
hem plazma membrani hem de genom Uzerinde olusturabilecegi hasarlara bagl
olarak da baglatilabilir. Fisher ve arkadaslari, 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD) uygulanmasi ile spermatozoada ROS seviyelerinde artis
g6zlendigini, bunun da mitokondriyal membran potansiyelindeki kayba aracilik
ettigini 6ne strmislerdir'’®. Molekiiler seviyede, ROS, DNA'y! direk etkiler ve
apopitozu induklemenin en etkili yontemlerinden biri oldugu bilinen intraselltler
kalsiyum seviyelerini degistirir'"®.

Hidrojen peroksitin apopitozu tetiklemede intraselliler mekanizmasi
tartisma konusudur. Bu molekulin kendisi reaktif olmayan bir yapiya sahiptir;
peroksidatif hucresel toksik etkisinden, metal ile katalizlenen Fenton veya
Harber-Weiss reaksiyonu sonucu Uretilen oldukga reaktif hidroksil radikalinin
sorumlu  oldugu disunilmektedir'®. Bununla birlikte, Kasahara ve
arkadaglarinin calismasinda ise, hidroksil radikalinin etkisizlestiriimesi igin
dimetil sulfoksit veya bir demir gelatoru kullaniimig ancak etkin bir koruma
gbzlenmemistir'®'. Bu da apoptotik yolun peroksidatif hasarla bir baglantisinin
olmadigini gosterir.

Diger bir apopitozdan sorumlu olabilecek serbest radikal olan
peroksinitrit, nitrik oksit ve superoksitin etkilesimi ile olusur ve birka¢ hucre
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serilerinde apopitozu indukledigi gorulmustur Varikoselli hastalarda,

peroksinitrit Gretimi igin ksantin oksidazin nitrik oksit sentaz ile birlikte ¢alistigi

dustiniimektedir'®

ve normalde germ hucrelerinde saptanmayan endotelyal
nitrik oksit sentaz, insan testisinde, dejenere olan veya apoptotik germ
hiicrelerinde saptanmistir®.

Apopitoza yol agan nukleer dizenleyici proteininin (NFkB) aktivasyonu,

Fas reseptorinin capraz baglanmasi ve kaspaz aktivasyonu gibi farkh
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intrasellliler sinyaller, intraselliiler ROS (iretimindeki artisla iliskilidirler'®>'%. Fas
sisteminin, testisteki germ hicre apopitozunda anahtar bir dizenleyici oldugu

bilinmektedir'”” .

PARP (Poli ADP-Riboz Polimeraz)

DNA tamir enzimi, Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP), ayni zamanda
Poli (ADP-Riboz) Sentaz (PARS) veya Poli (ADP-Riboz) Transferaz (PART)
olarak da bilinir ve hucre canhliginin devaminda énemli bir rol Ustlenir. Hem
apopitozda kaspaz-3 tarafindan yariklanmasi ile, hem de klasik nekrozda da
énemli roller Ustlenir'.  Nikleer PARP, uzun dalli Poli (ADP-Riboz) (PAR)
zincirlerinin, substrati olan nikotinamid adenin dinUkleotitten (NAD) alinarak
Ozellikle PARP’In kendine olmak Uzere ¢esitli nukleer proteinlere eklenmesinin
katalizlenmesi icin, DNA iplik kiriklari tarafindan selektif olarak aktive edilir.
Reaktif oksijen radikalleri gibi DNA hasarina yol agan stimuluslarin yogunlugu,
hidcrenin canliigini devam ettirecegini ya da apopitoza mi nekroza mi
gidecegini belirler. Birinci yolda, hafif DNA hasari sonucunda poli ADP-
Ribozilasyon ile DNA tamiri gerceklesir ve hiicre canhligini korur. Orta siddetli
genotoksik uyaranlar hdcreyi apopitoza surukler. Masif DNA hasari, PARP
aktivitesinin asiri artigsina neden olur ki bu durum da hicresel NAD seviyelerinin
hizla tikenmesine yol agar. Enerji metabolizmasinda dnemli bir koenzim olan
NAD’In tikenmesi, daha az adenozin trifosfat (ATP) Uretimiyle sonuglanir.
Dahasi, hucre, NAD'yi tekrar sentezlemek amaciyla ATP’yi daha da tuketecektir
ve bu enerji krizi hicre 6lumuyle sonuglanacaktir. Asirt DNA hasarini takiben
olusan PARP aracili hiicre 6lumu genel goérisu, selektif PARP inhibitorlerinden
faydalanarak hiicre élimunidn engellendigi ve hedef PARP geni delesyonu ile
hiicre 6limiinden korundugu calismalarla desteklenmektedir'®’.

Poli ADP-Ribozilasyonu, kromatin kondensasyonu, DNA replikasyonu,
DNA tamiri, gen ekspresyonu, malign transformasyon, hicresel diferansiasyon
ve apopitoz gibi ¢esitli fizyolojik olaylarda yer alir. Nikleer PARP aktivitesi, tim
viicutta 6zellikle immiin sistem ve germ hiicrelerinde goktur'®’.

PARP’In apopitozun ana oOzelliklerinden birisi olarak karakteristik
fragmanlara proteolitik yariklanmasi ise ilk kez Kaufmann ve arkadaslar
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tarafindan tanimlanmistir' ®°. Apoptotik hicre Olimd sirasinda, gelismis ve

32



gecici PARP-1 stimulasyonu, erken apoptotik hicrelerde, poli ADP-Riboz
birikimine neden olur'®’. PARP, programlanmis hiicre dlimiinde, etkin sekilde
yariklanir ve N-terminal DNA baglayici bolgeyi iceren 24 kDa’luk ve merkezi
otomodifikasyon bolgesi, C-terminal NAD baglayici ve katalitik bolgeleri iceren
89 kDa'luk fragmanlara ayrilarak inaktive edilir'®. N-terminal p24 fragman DNA
uclarina donusumsuz baglanabilir ve dusuk afinitede de olsa saglam PARP-1
gibi hem DNA kiriklari hem de RNA baglayabilir'®'®". Apoptotik DNA baglayici
bolge fragmani, NAD hidrolizini inhibe etmek ve hudcrenin enerji seviyesini
korumak amaciyla proteolitik yariklanma ile igbirligi yapar. Bu agidan, PARP-1
yariklanmasi, DNA tamiri ile induklenen hucre canhligini 6nleyerek ve enerji
yoklugu sonucu olusan nekrozu bloke ederek apopitozu destekler. P24
fragmani nukleolar lokalizasyonu korurken p89 fragmani nukleoplazmaya dogru
yer degistirir'®2. P89, saglam PARP ile etkilesime girer ve enzim aktivitesi icin

esansiyel olan PARP homodimerizasyonunu bloke eder'®.
PARP inhibisyonu ve Apopitoza Etkisi

PARP’In aktivasyonu, gunimuzde oksidatif stresi kapsayan degisik doku
hasar tiplerinde bir  ortak nihai  effektor ~mekanizma  olarak

tanimlanmaktadir'94195:1%

. Apopitotik suregte PARP’In yariklanmasi, indirek
olarak beraberinde devam eden PARP aktivasyonuna karsi enerji deposunu
koruyarak yine apopitozun gerceklesmesini kolaylastirir. Dolayisiyla PARP’In
yariklanmasi apopitozun gergeklesmesi igin gok onemlidir.

PARP, DNA tamirinde esansiyel olsa da agir1 aktivasyonu hucre élumune
yol acabilir. Bu konuda iki yonde de c¢alismalar bildiriimektedir. Mizutani ve
arkadaglarinin ¢alismasi, doksorubisin verilmesi sonucu induklenen apopitozun,
PARP aktivasyonu, hem NAD" hem NADP" disisi ve sonrasinda NAD(P)H
Oksidaz aktivasyonu sayesinde oldugu gostermistir. Kullandiklari PARP
inhibitdrii ile bu apopitozun azalmasi da bu gorislerini destekler niteliktedir'®’.
NADPH oksidaz, redoks potansiyelini dengelemek igin gorev alirken bu arada
mitokondriyal membran potansiyeli degisimi artmaktadir ve sonugta kaspaz-3
aktivasyonu ile apopitoz meydana gelmektedir. PARP-/- hayvan calismalarinda,
DNA alkilleyici ajanlara maruz birakilan htcrelerin normal hlcrelere oranla daha

fazla ve hizli apopitoza girdikleri goriilmiistiir'®.
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Orta derecelerde DNA hasari sonrasi PARP inhibitorleri uygulandiginda,
baz eksizyon tamir iglemi gerceklesmez. DNA kiriklari ortamda birikir, hucre
siklusu duraklar ve replikasyon azalir. Sonucta apoptosis gozlenir'®. Niikleer
proteinlerin PARP-1 aracili poli ADP-Ribozilasyonu apopitoz i¢in gerekli olabilir.

Yine son zamanlarda, masif DNA hasarina cevaben PARP-1’in
aktivasyonunun, apopitoz indukleyici faktor bagimli apopitoz ile iliskili oldugu

gosterilmistir’®.

Bu yol muhtemelen kaspazdan bagimsizdir ve apopitoz
indUkleyici faktorin mitokondriden nikleusa translokasyonu ile karakterizedir.
Nukleusta, apopitoz indukleyici faktor, ylksek molekdl agirlikhh DNA
fragmantasyonunu indikler®'. Apopitoz indiikleyici faktériin, kaspaz bagimsiz
apopitozun erken bir efektori oldugu tespit edilmistir. Kaspaz bagiml surece
paralel veya ondan daha once fonksiyon g0Osterebilmektedir. Noronal
hicrelerde, N-methyl-N"-nitro-N'-nitrosoguanidine (MNNG) ile indUklenen
apopitozun PARP-1 bagiml ancak kaspazdan bagimsiz oldugu bulunmustur®®.
PARP-1 kimyasal inhibitorlerinin, apopitoz indukleyici faktorin nukleusa
translokasyonunu engelledigi gézlenmigstir. Bu sebeple, bu ¢alisma, PARP-1’in
apopitozun baslangicinda rol oynadigini dngérmektedir.

Bu konuda hcre tipi farkhliklarina ve apopitozu indikleyen kosullarin
farkhligina bagh olarak zit yonde caligmalar yayinlanmistir. Bu c¢alismalarin
Isiginda, sunulan galismada, varikoselde artan reaktif oksijen radikallerin yol
actigi DNA hasarinin ve artan apoptotik slrecin, PARP inhibitéri olan 3-

aminobenzamid ile azaltmasi hedeflendi.
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GEREG VE YONTEMLER
Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneysel surece baglamadan once planlanan calismaya dair, Mersin
Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulundan onay alindi. Calisma, Mersin
Universitesi Tip Fakltesi Deneysel Hayvan Laboratuvarinda gergeklestirildi ve
calismada 26 adet erigkin erkek rat (ortalama 60 gunlik) kullanildi. Ratlarin
agirliklari 250-350 gr. arasinda degismekte olup ortalama agirliklari 300 gramdi.
Hayvanlar, sabit sicaklik ve nem oraninda 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olan
standart laboratuvar ortaminda barindirildilar. Barinma suresince deney
hayvanlari, standart beslenme, barinma ve bakim kosgullarina tabi tutuldu.

Ratlar toplam 4 gruba ayrildilar (Sekil 2). Cerrahi sirasinda mikro cerrahi
setler kullanildi.

Grup 1: Kontrol grubu (n=6). Herhangi bir igleme tabi tutulmadi. 30. ginde
sakrifiye edildi.

Grup 2: Sham grubu (n=6). Sol renal ven etrafl ipek sutur ile dénuldl, ancak
ligasyon yapilmadan birakildi. 30. ginde sakrifiye edildi.

Grup 3: Varikosel grubu (n=5). Anestezi sonrasi sol renal ven parsiyel ligasyonu
ile sol varikosel olusturuldu. 30. glinde sakrifiye edildi.

Grup 4: Varikosel + 3-aminobenzamid grubu (n=9). Varikosel olusturulup 30.
gunden itibaren glnde iki kez intraperitoneal 3-aminobenzamid (10 mg/kg)

injeksiyonu yapildi?®2. ilag ¢ozeltisi icin steril distile su ¢dziicii olarak kullanildi.
Deneysel Varikosel Protokolii ve Testis Eksizyonu:

Ratlara, anestezi uygulamasi olarak intraperitonal % 5 ketamin
hidroklorar (50-100 mg/kg) verildi. Deneysel varikosel etkisi, sol renal venin
vel/veya sol testikiller venin kismi obstrilksiyonu ile olusturuldu®®®. Bu islem,
testisin vaskuler yapisinin ve pleksus pampiniformisin dilatasyonu ve konjesyon
ile kismi tikanikhdin devamini saglamaktadir. Median abdominal insizyon ile
batin agildiktan sonra sol renal ven diseke edildi. Varikosel modeli olusturulacak
ratlarda (grup 3 ve 4’te toplam 14 rat), renal venin etrafi bir right angle yardimi

ile donuldikten sonra 4/0 ipek gecildi. 22 Gauge anjiyoket (0,85 mm c¢ap) renal
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ven Uzerine paralel olacak sekilde yerlegtirildikten sonra sol internal spermatik
venin renal vene dokulduagu noktanin proksimalinden 4\0 ipek sutur ile renal ven
anjiyoketi saracak sekilde daraltildi (Resim 1). Daha sonra anjiyoket ¢ikartildi,
bu sayede parsiyel ligasyon (yaklasik %50 oraninda daralma) saglanmis oldu.

Daha sonra 3/0 katgut ve 3/0 ipek suturler ile batin 2 tabaka halinde kapatildi.

Resim 1. Varikosel modeli olusturulmasi.(Renal venin daraltilarak varikosel modeli

olusturulmasi)

Deney modelleri olusturulduktan sonra varikosel olusumu igin 30 gln
beklendi. Bu slrenin bitiminde grup 1, 2 ve 3’deki ratlar sakrifiye edildi. Grup
4’deki ratlara ise, 30 gunluk deneysel varikosel gelisim surecinin ardindan
yaklasik 4 hafta sureyle intraperitoneal 3-AB (10 mg/kg) uygulandi, ardindan
sakrifiye edildi (Sekil 2).

Sham grubundaki (grup 2) 6 hayvana ise, abdominal orta hat insizyon
yapildi. Sol renal ven serbestlestirilerek renal venin etrafi bir right angle yardimi
ile donuldikten sonra 20 G anjiyoket (0,85 mm) renal ven Uzerine paralel
olacak sekilde yerlestirilerek sol internal spermatik venin renal vene girdigi yerin

proksimalinden 4/0 ipek sutur ile renal venin etrafi dénuldi ancak baglanmadan
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(daraltma islemi yapilmadan) islem sonlandirildi. Daha sonra 3/0 katgut ve 3/0

ipek suturler ile batin 2 tabaka halinde kapatildi.

| \ KONTROL GRUBU \ |
=
g
| | SHAM GRUBU | g |
S =
= D
>
|| | VARIKOSEL GRUBU | |
s - _ - - ——-——-— =
= %
2 2
n% I ‘ 3-AB GRUBU (vARIKOSEL GELISIiMi) ‘ ‘ 3-AB GRUBU (iLAC UYGULANMASI) ‘ | %
R 30 GUN 30 GUN <}

Sekil 2. Calisma gruplari

Sakrifikasyon islemleri, intrakardiyak yiiksek doz ketamin enjeksiyonu
yapilarak gerceklestirildi. Cikarilan testis dokulari, elektron mikroskobik
inceleme i¢in %2,5 gluteraldehit, i1sik mikroskobik inceleme igin ise %10’luk
Bouin solUsyonu igine alinarak takip edildi. Ayrica, dokudan enzim analizi igin
her denegin testis dokusundan bir parca alinarak 2 ml'lik ependorflar iginde -
20°C’ye konuldu.

Biyokimya Protokolu:

Ependorflarda -20°C’de saklanan dokular tartildi ve agirliklarina uygun
oranlarda hazirlanan fosfat tamponu ile homojenize edilerek (homojenizat)
santrifij tupu igerisine konuldu ve buz igerisinde muhafaza edildi. Daha sonra,
fosfat tamponu ile 1/10 oraninda seyreltilen homojenizatlarda katalaz,
superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve malondialdehit
(MDA\) tayinleri yapildi®®.
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MDA Metodu: MDA biyolojik sistemlerde serbest radikal aktivitesi ve lipid
peroksidasyonunun gdstergesidir. Olglim lipit peroksidasyonunun driinlerinden
MDA’nin, tiyobarbitlrik asit (TBA) ile reaksiyonuna dayanir. Numune asidik
ortamda tiyobarbitlrik asit ile 95°C’de isitildi ve olusan pembe renkli MDA-
tiyobarbittrik asit kompleksi 532 nm’de spektrofotometrik olarak dlguldu.

Katalaz Aktivitesi Tayini: Hidrojen peroksit (H2O3), ultraviyole spektrumu

araliginda absorbsiyon verir. Absorbanstaki dakikalik azalma, enzim aktivitesi
ile dogru orantiidir. Deney ortaminda, katalaz enziminin kataliziyle H2O2'nin
parcalanmasi, 240 nm dalga boyunda absorbanstaki azalma 1 dakika boyunca
takip edildi.

SOD Aktivitesi Tayini: Ksantin- ksantin oksidaz sistemi ile superoksit

radikali Uretilir. Ortamda SOD yoksa superoksit radikali nitroblue tetrazoliumu
(NBT) redukler ve mavi renk olusur. Ortamdaki SOD miktarina goére siUperoksit
radikalinin ortadan kalkmasi ve nitroblue tetrazolium reduksiyonunun inhibe
olmasi mavi rengin siddetindeki azalmaya neden olur. Bu azalma 560 nm’de
spektrofotometrik olarak olguldu.

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayini: Hidrojen peroksitin ortamda

bulunan Glutatyon Peroksidaz enziminin katalizi ile su ve singlet oksijene
cevrilmesi ve bunun da redukte glutatyonu okside glutatyona cevirme hizina
dayanir. Okside glutatyonun olusum hizi ortamdaki NADPH'In NADP’ye

cevrilmesi sonucu optik dansitenin 340 nm’de azalmasinin takibi ile hesaplandi.

Isik Mikroskopik Doku Takip ve inceleme Protokolii:

Doku Takip Protokolii?®>:

Testis dokulari, Bouin soliisyonu®® [%75 Pikrik Asit + %25 Formaldehit
(%37’lik stok solusyon) + % 5 Glasiyal Asetik Asit] icine alinarak 4—6 saat fikse
edildi. Daha sonra dokular, Bouin soliusyonunu uzaklastirmak amaciyla
defalarca %70 Alkol ile yikandi. Bu islemin ardindan, asagidaki protokole goére

dokular parafine gémuldu (Tablo 1):
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Tablo 1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolu

Etil Alkol (%80) 45 dakika
Etil Alkol (%90) 45 dakika
Etil Alkol (%96) 45 dakika
Etil Alkol (%96) 45 dakika
Etil Alkol (%96) 45 dakika
Etil Alkol (%96) 45 dakika
Xylol 15 dakika
Xylol 15 dakika
Parafin (Etlivde 60°C’de) 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 3 saat
Bloklama

Parafin bloklardan alinan 3 pm’lik kesitler, hematoksilen eozin ile
boyandi. Tum incelemeler, Olympus BX50 marka isik mikroskobu ile yapildi ve

Nikon Coolpix 5000 dijital kamera ile resimleri gekildi.

Testikiiler Histolojinin Degerlendirilmesi icin Modifiye Johnsen
Skorlamasi:

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, 20 adet yuvarlak
tubller enine kesit, seminiferoz epitelin kalitesi agisindan degerlendirildi.
Asagida goruldigu gibi, spermatojenik hucre tiplerinin varligina veya yokluguna

gore 1-12 arasi skor veren modifiye Johnsen metodu kullanildi®®’.

1. Tabdler kesitte hig hiicrenin olmamasi (tubuler skleroz),
2. Tldbller kesitlerde germ hicrelerinin olmamasi, sadece sertoli

hlcrelerin gdézlenmesi (sertoli cell-only).
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Germ hicre olarak sadece spermatogonyum gdézlenmesi.
Spermatozoa, spermatid, sekonder spermatositlerin olmamasi,
fakat cok sayida spermatogonyum gozlenmesi.

5. Spermatozoa, spermatidlerin olmamasi, fakat birka¢ adet primer
spermatosit gozlenmesi.

6. Spermatozoa ve ge¢ spermatidlerin olmamasi, fakat birgok primer
spermatosit gdozlenmesi.

7. Spermatozoa ve ge¢ spermatidlerin olmamasi, fakat birkag
sekonder spermatosit gdzlenmesi.

8. Spermatozoa ve ge¢ spermatidlerin olmamasi, fakat birgok
sekonder spermatosit gozlenmesi

9. Geg¢ spermatidlerin olmamasi, birkag adet round spermatid
g6zlenmesi.

10. Geg spermatidlerin olmamasi, ¢ok sayida round spermatid
gOzlenmesi.

11.  Birkag adet ge¢ spermatid ve/veya spermatozoa gozlenmesi.

12. Cok sayida ge¢ spermatid ve/veya spermatozoa gbzlenmesi

immiinohistokimyasal Galisma Protokolii*®®:

1. 3 um kalinhginda alinan kesitler adheziv poli-L-lizin kapl lamlara
alindi.
2. Kesitlerin lamlara daha iyi tutunmasini saglamak amaciyla, lamlar,

oda isisinda bir gece birakildi.

3. Daha once 60°lik etiive konmus sicak ksilol icinde 15 dakika
bekletildi.

4. Ek olarak, oda i1sisinda 5’er dakikadan 3 kez ksilolde bekletildi.

5. Rehidratasyon asamasi igin, derecesi giderek dusen alkollerde
(sirasiyla %96, %90, %80) oda isisinda, 3’er dakika bekletildi.

6. Distile su ile ylkama asamasindan sonra kesitlerin kurumamasina

dikkat edildi. Kesitlerin c¢evresi kurulanarak hidrofobik bir bariyer
olusturmak amaciyla pap-pen ile gizildi.

7. Dokular, antijen geri kazanimi amaciyla, 0,01 M Sitrat
Tamponunda 10 dakika 700 Watt’ da isitild1.
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8. Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5’er dakikadan 3 kez yikandi.

9. Kesitler, distile su igerisinde hazirlanmis %3’luk HzO, ile oda
Isisinda 10 dakika inkibe edildi.

10. PBS’de 5er dakikadan 3 kez yikandi. Kesitlerin ¢evresi kurulandi.
11. Sekonder antikorun hazirlandigi hayvanin tirine ait, PBS
icerisinde hazirlanmis %Z2’lik normal serum ile blok soliusyonu hazirlandi
ve kesitler, bu solisyonda 1 saat inkubasyona birakildi.

12.  Bu asama ile primer antikorun konulmasi arasinda PBS ile yikama
yapiimadi.

13. Daha 6nceden 100 cc PBS icinde 0,5 gram sigir serum albumini
(BSA) ¢ozulerek PBS-BSA hazirlandi. Dokular, bu PBS-BSA igerisinde,
Kaspaz-3 poliklonal primer antikoru (Biovision Inc.) i¢in 1:20, PARP
(Labvision Corporation — Neomarkers) poliklonal primer antikoru igin
1:200 oraninda dilue edilen primer antikorlarda oda isisinda 1 saat
inkibe edildi. Negatif kontrol igin ayrilan kesitler Uzerine bu agsamada
sadece PBS-BSA konuldu.

14. PBS’de 5er dakikadan 3 kez yikandi. Kesitlerin ¢evresi kurulandi.
15. PBS-BSA icinde 1:50 oraninda dilie edilmis olan biyotinle
baglanmis olan sekonder antikorla 1 saat oda isisinda inktbe edildi.

16. PBS’de 5er dakikadan 3 kez yikandi. Kesitlerin gevresi kurulandi.
17.  Streptavidin peroksidaz sollisyonu dokular Gzerine damlatildi ve
20 dakika inkube edildi.

18. PBS’de 5’er dakikadan 3 kez yikandi. Kesitlerin gevresi kurulandi.
19. Diaminobenzidine (DAB) kromojeni kesitler Uzerine damlatilir; 3-10
dakika arasinda inklibe edilir. Renk tayin iglemi, mikroskop ile takip
edildi.

20. Distile su ile 3—5 dakika yikama yapildi.

21.  Hematoksilen ile zit boyama yapildi (5 sn).

22. Kesitler, akarsuda, su berraklasana kadar yikandi.

23. Dehidratasyon asamasi igin, derecesi giderek artan oranlarda
alkollerde (sirasiyla %80, %90, %96) oda isisinda, 3’er dakika bekletildi.
24. Kesitler havada kurutulduktan sonra 2 kez 5’er dakika sureyle
ksilolde tutuldu.

25. Lamlar entellan kullanilarak kapatildi.
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Apoptotik indekslerin Hesaplanmasi

Apoptotik hicre sayim iglemi, kesit Uzerinde X400'luUk buyultmede, her
testiste, seminifer tlbuldeki pozitif isaretlenmis germ hicreleri sayilarak yapildi.
Apoptotik germ hicresi sayilari, kesit basina disen toplam seminifer tibdul
sayisina bolunerek apoptotik indeksler olusturuldu.

Johnsen skorlari ve apoptotik indeksleri c¢ikartilan kesitler, x400
bayultmede Olympus BX50 mikroskoba bagh Nikon Coolpix5000 fotograf

atasmani ile fotograflandi.
Elektron Mikroskopik Doku Takip Protokolu:

Dokular, fosfatli tuz tamponu ile hazirlanmis %2,5’luk gluteraldehit
solUsyonu ile 4-6 saat tespit edildi. Fosfatli tuz tamponu ile 5 kez yikanan
dokular, ardindan %71’lik Osmium Tetraoksit (OsO,) ile 1 saat siireyle +4°C’'de
ikinci kez fikse edildi. Dokular, modifiye edilen doku takip protokoliiniin®*® (Tablo
2), dehidratasyon asamasinda, son %100’lik alkol degisimine kadar +4°C’de

islem gordl. Sonraki islemler oda i1sisinda gergeklestirildi.
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Tablo 2. Elektron Mikroskobik Doku Takip Protokoll

Fosfatli tuz tamponu 10 dakika +4°C
Fosfatli tuz tamponu 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%50) 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%60) 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%70) 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%80) 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%90) 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%96) 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%96) 10 dakika +4°C
Etil Alkol (%100) 15 dakika +4°C
Etil Alkol (%100) 15 dakika Oda isisI
Propilen Oksit 15 dakika Oda isisi
Propilen Oksit 15 dakika Oda 1sisiI
Propilen Oksit (3 birim) + Araldit (1 birim) | 1 saat Oda isisi
Propilen Oksit (1 birim) + Araldit (1 birim) | 1 saat Oda isisI
Propilen Oksit (1 birim) + Araldit (3 birim) | 1 saat Oda 1sisi
Araldit 1 gece Oda isisi
Bloklama
GOmme materyali:
Araldite CY 212 (M) 20 ml
Sertlegtirici DDSA 22 ml
Hizlandirici BDMA (C.3%) 1,1 ml
Plastiklestirici Dibutul fitalat 1ml
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Gomme materyali olarak kullanilan maddeler, belirtilen Olcllerde cam
kaba aktarilarak 1 saat karistiricida donduruldd ve hava kabarciklarinin gikmasi
icin bekletildi.

Aralditte 1 gece birakilan doku pargalari, ertesi sabah yeni hazirlanan
gomme materyali kullanilarak ‘size 3' beem kapsullere gomuldu ve 18 saat
boyunca 60°C’de etlivde polimerize edildi. Bloklardan, Leica UCT ultramikrotom
ile 300 gozenekli bakir gridler Uzerine alinan 70 nanometrelik kesitler, uranil
asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandi. Tium incelemeler, JEOL JEM 1011
marka elektron mikroskobu ile yapildi ve iTEM dijital gértintileme programi ile

fotograflandi.

istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda apoptotik indeks degerleri agisindan yapilan
kargilastirmalarda, endeks degerlerinin normal dagilim gostermemesi (normal
dagilim testi = Shapiro Wilk) nedeniyle Kruskal Wallis metodu uygulanmistir.
Kruskal Wallis testi sonucu en az iki grup arasinda farklik gorilmus ve bu
farkhligin hangi gruplar arasinda anlamh oldugunu tespit etmek i¢in Dunn testi
uygulanmig ve sonuglar tabloya yansitiimigtir.

Gruplar arasinda biyokimya degerleri ve Johnsen skorlamalari agisindan
yapilan karsilastirmalarda, ortalamalarin normal dagilim gdstermesi (normal
dagilim testi = Shapiro Wilk) nedeniyle One-way ANOVA metodu uygulandi.
One-way ANOVA testi sonucu en az iki grup arasinda farklihk goruldu ve bu
farklihgin hangi gruplar arasinda anlamh oldugunu tespit etmek i¢in Tukey HSD

testi uygulandi ve sonuglar tabloya yansitildi.
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BULGULAR

Biyokimyasal Sonuglarin Degerlendirilmesi

Her grup icin doku MDA ve antioksidan enzim aktivitelerinin [katalaz,

superoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz (GPx)] spektrofotometrik olarak

Olgulen degerlerinin ortalamalari alindi (Tablo 3). Bu ortalamalar, istatistiksel

olarak karsilastirildiginda; MDA degerlerinin, varikosel grubunda, kontrol, sham

ve varikosel + 3-AB grubuna gdre anlamli sekilde yuksek oldugu saptandi

(sirasiyla p=,000, p=,000, p=,000). Antioksidan enzim degerleri agisindan ise

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Tablo 4).

Tablo 3. Gruplar arasinda biyokimyasal degerlerine ait tanitici istatistikler

MDA KATALAZ GPx SOD
GRUPLAR DEGERLERI DEGERLERI DEGERLERI DEGERLERI
(nmol/ml)X+SD | (U/gprotein)X+SD | (U/gprotein)X+SD | (U/gprotein)X+SD
KONTROL
19,007+8,38 1554,681+£521,83 2,914+3,84 98,963+55,93
GRUBU
SHAM GRUBU 16,765+11,12 955,114+556,17 2,463+1,95 68,043182,28
VARIKOSEL
59,306+£19,43 | 1045,1911+804,24 4,218+3,35 35,929+14,41
GRUBU
VARIKOSEL +
11,28316,67 705,341+430,18 4,315+3,31 26,035+22,66
3-AB GRUBU
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Tablo 4. Gruplar arasinda MDA ve antioksidan enzim degerleri acisindan varikosel grubu ile

diger gruplar arasinda yapilan ortalama kargilastirmalari

MDA KATALAZ GSHPx SOoD
GRUPLAR ‘P’ degerleri | ‘P’ degerleri | ‘P’ degerleri | ‘P’ degerleri
KONTROL
0,000 0,459 0,936 0,186
GRUBU
VARIKOSEL | SHAM
0,000 0,994 0,842 0,713
VS GRUBU
VARIKOSEL +
0,000 0,704 0,999 0,984
3-AB GRUBU

Johnsen Skorlarinin Degerlendirilmesi

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, 20 adet yuvarlak

tubller enine kesit seminifer6z epitelin kalitesi agisindan degerlendirildi.

Degerlendirme sonrasi Johnsen Skoru ortalamalari, kontrol grubunda 11,87

(Resim 2), sham grubunda 11,91 (Resim 3), varikosel grubunda 9,65 (Resim

4) ve varikosel sonrasi + 3-AB injeksiyonu yapilan grupta 11,86 (Resim 5)

olarak saptandi (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplarin Johnsen skorlarinin ortalamalari

GRUPLAR

ORTALAMA JOHNSEN SKORLARI

KONTROL GRUBU 11,87
SHAM GRUBU 11,91
VARIKOSEL GRUBU 9,65
VARIKOSEL + 3-AB 11,86
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Gruplarin ortalama Johnsen skorlari kargilastirildiginda, varikosel grubu

ile kontrol, sham ve varikosel + 3-AB gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi (sirasiyla p=0,000, p=0,000, p=0,000) (Tablo 6).

Tablo 6. Gruplarin Johnsen skoru ortalamalarinin varikosel grubu (9,65) ile kargilastiriimasi

GRUPLAR ORTALAMA JOHNSEN SKORLARI | ‘P’ DEGERI
KONTROL GRUBU 11,87 0,000
SHAM GRUBU 11,91 0,000
VARIKOSEL + 3-AB GRUBU 11,86 0,000

Apopitozun Degerlendirilmesi

Alinan doku ornekleri, Caspase 3 Poliklonal Antikoru ile isaretlenerek

degerlendirildi. Degerlendirme sonrasi ortalama apoptotik indeksler, kontrol
grubunda 0,206%0,281, sham grubunda 0,146%0,145, varikosel grubunda

0,693+0,148, varikosel+3-AB grubunda 0,902+0,176 olarak bulundu (Sekil 3).

Sekil 3. Gruplarin apoptotik indeks ortalamalari.
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Varikosel grubunda (Resim 8) ortalama apoptotik indeks, kontrol (Resim
6) ve sham (Resim 7) grubu ile karsilastiriidiginda belirgin sekilde artmig
bulundu, ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p=,445 ve
p=,175) (Tablo 7). Varikosel olusturulup ardindan 30 gun sureyle intraperitoneal
3-AB uygulanan grupta (Resim 9) apoptotik indeks, kontrol ve sham grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artmis bulunurken
(sirasiyla p=0,007, p=0,001), varikosel grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli degisiklige rastlanmadi (p= 1,000) (Tablo 8).

Tablo 7. Gruplarin apoptotik indeks ortalamalarinin varikosel grubu ile karsilastiriimasi

APOPTOTIK INDEKS ‘P’
GRUPLAR N
ORTALAMASI DEGERI
KONTROL GRUBU 0,206 0,445
SHAM GRUBU 0,146 0,175
VARIKOSEL+3-AB GRUBU 0,902 1,000

Tablo 8. Gruplarin apoptotik indeks ortalamalarinin varikosel + 3-AB grubu ile karsilastiriimasi

GRUPLAR APOPTOTIK INDEKS ORTALAMASI | ‘P’ DEGERI
KONTROL GRUBU 0,206 0,007
SHAM GRUBU 0,146 0,001
VARIKOSEL GRUBU 0,693 1,000

Kontrol ve sham grubunda, Ozellikle evre XIlI tubtllerde apopitotik
hicrelere rastlandi (Resim 6, 7). Varikosel ve varikosel + 3-AB grubunda,
apopitotik hucrelerin ozellikle evre VIII, IX ve XIII tublllerde gozlendi (Resim 8,
9).
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Resim 2. Kontrol grubuna ait seminifer tibul kesitleri. Seminifer tubillerin en blylk hicreleri,
primer spermatositlerin (Sptl) yani sira bazale en yakinda bulunan spermatogonyumlar (Spg),
onlarin da aralarinda yerlesmis Sertoli hiicreleri (S), limene yakin oldukga yogun gozlenen
erken spermatidler (Spd) gézlenmektedir X600 H&E.

Resim 3. Sham grubuna ait seminifer tibul kesitleri. Profazin farkli evrelerindeki primer
spermatositler (Sptl), nikleoluslari ¢gok net izlenen Sertoli hiicreleri (S), Iimene yakin erken
spermatidler (Spd) ve ge¢ spermatidlerin (Gspd) kondanse nikleuslari gozlenmektedir X1200
H&E.
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50)Um

Resim 4. Varikosel grubuna ait seminifer tibul kesitleri. Varikoselin karakteristik 6zelligi olarak
epitel morfolojisi bozuk tibdiller yaninda iyi morfolojiye sahip epitelli tibuller gdézlenmektedir
(yildiz) X600 H&E.

50)umi

Resim 5. Varikosel + 3-AB grubuna ait seminifer tibul kesitleri. Seminifer tibul epitel
morfolojisinin diizeldigi gézlenmektedir X600 H&E.
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Resim 6. Kontrol grubu: evre XilI tibulde gézlenen kaspaz-3 (+) apopitotik hucre X1200
Indirekt Immunperoksidaz Metodu.

Resim 7. Sham grubu: evre XlII tibulde gézlenen kaspaz-3 (+) apopitotik hiicreler X1200
Indirekt Immunperoksidaz Metodu.
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Resim 8. Varikosel grubu: evre IX tubllde gézlenen kaspaz-3 (+) apopitotik hiicreler
X1200 Indirekt Imminperoksidaz Metodu.

Resim 9. Varikosel+3-AB grubu: evre IX tubilde gozlenen kaspaz-3 (+) apopitotik hicreler
X1200 Indirekt Imminperoksidaz Metodu.
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Elektron Mikroskobik Bulgularin Degerlendirilmesi

Kontrol ve Sham grubunda;

Seminifer6z  tubdlleri c¢evreleyen membrana propria tabakasi
incelendiginde dizenli bir bazal lamina yapisi gézlenmekteydi (Resim10, 11).
Dis kisimda, normal goérinume sahip kollajen lif tabakasi ve elektron dens
nukleusa sahip tek sirali myoid hicre tabakasi (Resim 10) izlenmekteydi.

Bazal lamina Uzerine oturan Sertoli hicrelerinde, karakteristik olarak
centikli, genellikle ovoid veya trianguler sekle sahip, 6kromatik nukleus, belirgin
nikleolus goézlendi. Sertoli hicre sitoplazmalari, genis DER sisternalari ve
birgcok sferik ya da uzamis mitokondriler, iyi gelismis Golgi aparati ve degisik
miktarlarda mikrotubuller, lizozomlar, lipid dropletleri, veziklller, glikojen
grandlleri ve filamanlar icermekteydi. Sertoli hicreleri arasindaki baglanti
kompleksleri normal gériinimde izlenmekteydi (Resim 10).

Ovoid nukleusa sahip, granuler kromatin dagiimh tip A
spermatogonyumlar ve sferik nikleusa, kondanse kromatine sahip tip B
spermatogonyumlar gézlendi (Resim 11).

Primer  spermatositlerin, degisik  yogunlasma  asamalarindaki
kromozomlari igeren buyuk nukleuslari, aralarinda baglantilar bulunan kiimeler
halinde mitokondrileri vardi. Elektron dens, az sayida mitokondriyonlarin bir
kismi  hucre periferinde, bir kismi da sitoplazmada gruplar halinde
toplanmiglardi. (Resim 10).

Sertoli hicresi apikal sitoplazmasina gomull, spermiyogenez surecinin

farkli asamalarindaki spermatidler izlendi (Resim 12).

Varikosel ve Varikosel+3-AB Grubunda;

Varikosel grubunda, dizensiz, laminasyon gosteren, katlantili ve minimal
kalinlasmis bazal lamina seminiferdz tubdl hdcrelerinin sitoplazmalarina dogru
invajinasyonlar gostermekteydi (Resim 13). Bu invajinasyonlar, 3-
aminobenzamid grubunda da gdzlenmekteydi (Resim 14). i¢ hiicresel olmayan
tabakada kollajen lif miktarinda bir artig gozlenmedi. Elektron yogunlugu artan
siskin myoid hucreler yer yer 2 tabakali halde gozlendi.

Tipik goérinume sahip Sertoli hlcrelerinin yani sira, varikosel grubunda

daha siddetli olmak Uzere bazi Sertoli hicrelerinin sitoplazmalarinda, yer yer
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vakuolizasyonlar ve DER sisternalarinin farkli buyukliklerde geniglemeleri
(Resim 13, 14) gozlendi. Bu tur Sertoli hucre cekirdeklerinin, daha elektron
dens hale geldigi, mitokondrilerin ise normal gérunimde oldugu goruldu. Sertoli
hicreleri arasi baglanti kompleksleri yine normal gériinimdeydi.

Her iki grupta, immunohistokimyasal sonuglari dogrulayan, ozellikle
Sertoli hucre sitoplazmalari igerisinde degrade halde apoptotik cisimler dikkati
cekmekteydi (Resim 15).
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Resim 10. Kontrol grubu: diizenli bir bazal lamina yapisi (BL), elektron kleuslu belirgin
bir myoid hicre (MH), ¢entikli nikleusa sahip belirgin ntkleoluslu bir Sertoli hiicresi (S) ve
mitokondriyonlari (M) gruplar halinde gézlenen profazin farkli evrelerinde yer alan primer

spermatositler (Sptl) gézlenmektedir X6000.

Resim 11. Kontrol grubu: bazal lamina (BL) tzerine oturmus kondanse periferik yerlesimli
kromatine sahip tip B spermatogonyumlar (Spg), spermiyogenezin kep doneminde yer alan
mitokondriyonlari (M) periferik yerlesimli bir erken spermatid (Spd) gézlenmektedir, kromatoid
cisim (KC) X5000.
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Resim 12. Kontrol grubu: erken spermatidler (Spd) ve ge¢ spermatid (GSpd) evreleri.
Akrozomal kep (A) ddneminde bir spermatid izlenmektedir X5000.

Resim 13. Varikosel Grubu: komsu Sertoli hiicresi (S) sitoplazmalari gériinmektedir.
Belirgin derecede invajine olmus bazal membran kivrintilari (kirmizi oklar) ve Sertoli
sitoplazmalarindaki vakuolizasyonlar (V) dikkati gekmektedir X6000.
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Resim 14. Varikosel+3-AB grubu: DER geniglemeleri ve bazal membran kivrintilari
(kirmiz1 oklar) azalsa da hala goézlenebilmektedir X7500.

Resim 15. Varikosel+3-AB grubu: Sertoli hiicre sitoplazmalari arasinda gézlenen apoptotik
hicre X6000.
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TARTISMA

Zamanla testis fonksiyonlarinda (spermatogenez, steroidogenez)
azalmaya yol agabilen varikoselin tedavisinde amag, testisin fonksiyonunu ve
semen parametrelerini iyilestirmek ve boylelikle gebelik oranini arttirmaktir” ® °.
Varikosel tedavisinde iki yaklagsim bulunmaktadir: cerrahi ve perkitan ven6z
embolizasyon. Tedavi yaklagimlarinin sonuglarini, varikosel derecesi, testis
boyutu, endokrin faktorler, seminal parametreler gibi birtakim klinik parametreler

etkilemektedir?'°

. Varikoselektominin semen Kkalitesi ve gebelik oranlarinda
iyilesme sagladigi yonunde giderek artan sayida calismalar bildiriimektedir.
WHO’nun destegi ile yapilan Madgar ve arkadaslarinin galismasinda, 45 ciftte
gebelik oranlari, varikoselektomi grubunda (%60) tedavisiz izlenen hastalara
(%10) gére 6 kat daha fazla olarak saptanmistir®’'. Farkli teknik kullanan Cayan
ve arkadaslari, 540 hastadan olusan galismalarinda, varikoselektomiye pozitif
yanitl (spermatogenezde %50’den fazla artma) %50 hastada saptamiglar ve
spontan gebelik oranini ortalama 7 aylik siirede %36,6 olarak bildirmislerdir?'2.
Varikosele yol agan mekanizmalarin tam aydinlatilamamig olmasina bagh
olarak tedavi sonrasinda bile, bazi hastalarda, subfertilite ya da infertilitenin
devam ettigi gorulmektedir. Varikosel patofizyolojisinde kabul goren teorilerin
arasinda gunumuzde en c¢ok calisilanlar, hipertermi, oksidatif stres ve

4 ve oksidatif stresin'®’

apopitozdur®'®. Hiperterminin®' apopitozu arttirdigini
bildiren ¢alismalar g6z 6ntinde bulunduruldugunda bu faktorlerin i¢ ice oldugu
goOrulmektedir.

Varikoselli hastalarin da icinde bulundugu infertil populasyonlarda,
reaktif oksijen radikallerinin varikosel ile baglantili oldugu ileri stiriilmiistir’®2'.
Calisma sonuglarinda, kontrol, sham ve ila¢ grubuna gore, varikosel grubundaki
istatistiksel olarak anlamli MDA artisi, bunu destekler niteliktedir. Olgllen
antioksidan enzim degerlerinin gruplar arasinda anlamli fark gostermemesi
daha once de karsilasiimis durumlardir®’®, kaldi ki testikiler SOD gibi

enzimlerin oldukca labil oldugu unutulmamalidir®'®.

Apopitoz, ATP  gereksinimi  olan fizyolojik bir  siiregtir®'"2®,
Programlanmig hicre 6lumud, memelilerde, normal spermatogenezde gereklidir.
Apopitozun, hicresel homeostazi devam ettirdigi ve Sertoli hicreleri ile germ

hiicreleri arasindaki ince dengeyi koruduguna inanilmaktadir'®. Kaspaz ailesi
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dyeleri de seminifer epitelde, apopitozun regulasyonunda merkezi bir role
sahiptirler?’®. Fujisawa ve arkadaslarinin calismasi'* disinda varikoselde
apopitozun arttigi gosteren birgok calisma bulunmaktadir®* %22, Apopitozun da
reaktif oksijen radikallerini igceren birgok stres faktori ile tetiklendigi
bilinmektedir'”®.

Oncelikle, uygulanilan deneysel varikosel modeli sonucunda reaktif
oksijen radikallerinin etkisi, biyokimyasal bulgularla desteklendi. Buna bagli
olarak, varikosel grubunda, kontrol ve sham grubuna goére apopitotik indeks
artmis bulundu. Beklenenin aksine, 3-aminobenzamid uygulanilan grupta da
kontrol ve sham grubuna gore belirgin bir artis mevcuttu. Bu artigtan, ilacin,
asirt DNA hasarina ikincil geligsebilecek nekrozu engelledigi ve ek olarak
apopitoza yani fizyolojik hicre 6lumune dogru artan bir yonelim olusturabilecegi
sonucuna varilabilir. Bu varsayim, yine de 3-aminobenzamid grubunda
gbzlenen  Johnsen  skorlarindaki anlamli  duzelmeyi tam  olarak
aciklayamamaktadir. Ama apoptotik hdcreler uzaklastinldiginda kalan
hdcrelerin hicre siralarini kapattigini, apopitoz etkisini, hicre delesyon oraninin
yuksek oldugu zamanda bile, goéreceli olarak histolojik agidan az géze carpar
hale getirdiklerini unutmamak gerekir.

Ratlarda, seminiferoz epitelde her tubul kesitinde, farkli spermatid geligim
evrelerine gore tanimlanmis 14 alt evre bulunmaktadir?®’. Varolan biyokimyasal
bulgular, erken (I-VI) ve ge¢ (XII-XIV) evrelerin FSH bagimh oldugunu
gosterirken, testesteron, evre VII, VIII (izerinde bir etkiye sahiptir®**?%*. Bu
hormonlar, uyarici etkilerini Sertoli hicreleri Uzerine gosterirler, Sertoli hicreleri
de parakrin mekanizma ile bunu germ hucrelerine iletmektedirler’??. Varikosel
ve varikosel+3-AB grubunda saptanan apopitotik hiicre artiglari 6zellikle evre
VIII, IX ve XIII' de gézlenmistir. Varikoselin patofizyolojisinde yer alan hormonal
disfonksiyon bu dagihmi agiklayabilir. Ancak, 3-aminobenzamid’in hormonal
fonksiyon Uzerinde direk etkileri arastiriimalidir.

Varikosel, bazi Sertoli hucre sitoplazmalarinda rastlanan DER
sisternalarinin geniglemeleri, vakuolizasyonlar ve bazal laminanin [iUmene dogru
yaptigi invajinasyonlar ile Dbirliktelik gbstermekteydi. Bazal lamina
invajinasyonlari, varikosel patofizyolojisinde yer alan intratestikller onkotik ve
hidrostatik basing degisikliklerine ikincil, interstisyum ile seminifer tibul epiteli

arasindaki iyon transportunu arttirmak icin gelismis olabilir. Sertoli
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sitoplazmalarinda gozlenen vakuolizasyonlar, varikoselde rastlanan germ
hiicrelerinin limene dokilmesinin temel mekanizmasi olarak gériilmektedir'?.
DER sisternalarinin geniglemeleri ise daha once de bazi c¢alismalarda
gosterildigi gibi spesifik olmayan bir degisim olarak yorumlanabilir?®*?%°. Ote
yandan, Sertoli hucrelerinin, varikoselde meydana gelen hormonal
disfonksiyona kargilik, kompansatuvar bir mekanizmasi olarak da ongorulebilir.
Sertoli hucresinin testesteron ve Ostradiol dahil olmak Uzere steroid
sentezindeki gorevi bilinmektedir®®. Ozellikle, 10 giin siireyle ekzojen dstradiol
uygulamasi sonrasi hem kanda hem de intratestikller testesteron seviyeleri
disuk bulunmus, beraberinde oksidatif stresin ve apopitozun arttigi gdézlenmistir
™0 Bu negatif feedback etkinligi, Sertoli DER sisternalarindaki muhtemel aktif
fonksiyon artisina isaret eden genislemeler ile acgiklanabilir. Hatta Uzerinde
calisiimasi gereken muhtemel Ostradiol etkisi, elektron mikroskobik bulgulari
birbirine paralel olan varikosel ve varikosel+3-AB gruplarinda gozlenilen
apopitotik hiicre artisina zemin hazirliyor olabilir?*’. Bu bulgularin, varikosel+3-
AB grubunda, azalarak da olsa devam ettigi gozlenmigtir. Bu sebeple, ilag
uygulama dozunun ve/veya siresinin, elektron mikroskobik duzeydeki
degisikliklerin tam gerilemesi igin yeterli olmadigi dugtnulebilir.

Sonug¢ olarak, bir PARP inhibitdéri olan 3-aminobenzamid’in oksidatif
stresi azalttigi, Johnsen skorlarinda artisa neden oldugu ve bunlara paralel
olarak spermatogenez surecini olumlu yénde etkileyebilecedi dusunulmustar.
Ancak 3-aminobenzamid, nekrotik slrecin ve dolayisiyla inflamatuvar slrecin
yerine apopitozu yani fizyolojik hucre olumunu arttirmaktadir. Bu sebeple, 3-
aminobenzamid’in, varikosel tedavisi igin tam bir alternatif tedavi secenegi
olmasi yerine pan-kaspaz inhibitorleri ile kombine veya cerrahi tedavi sonrasi
kullanilabilecedi ve sperm kantitesine degilse de kalitesine pozitif etkilerinin
olabilecegi uzerinde durulmaldir. Bu konuda, daha kapsamli c¢aligmalar

planlanmalidir.
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SONUG VE ONERILER

Yapilan calismada deneysel varikosel modeli olusturulan ve 3-
aminobenzamid uygulanan grupla sadece varikosel olusturulan deney
gruplarina ait ratlarin enzim degerleri (malondialdehit, katalaz, glutatyon
peroksidaz ve superoksit dismutaz), Johnsen skorlamasi ortalamalari,
apopitotik indeks degerleri ve elektron mikroskobik bulgulari, kontrol ve sham
gruplari ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Varikosel olusturulan grupta, malondialdehit seviyeleri anlamli sekilde
artmig bulunurken, 3-aminobenzamid uygulanan grupta degerlerin azaldigi ve
kontrol degerlerinin seviyesine ulastiklari gozlendi. Ancak antioksidan enzim
degerleri agisindan gruplar arasinda anlaml bir farka rastlanmadi.

Varikosel grubunun Johnsen skor ortalamalari, kontrol ve sham grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede dusuktu. Varikosel olusturulmasi
sonrasi 3-aminobenzamid verilen grupta ise, ortalamalarin tekrar kontrol ve
sham grup ortalamalari dlizeyine geldigi saptandi.

Hem varikosel hem de varikosel+3-aminobenzamid grubunda apoptotik
indeks ortalamalarinin, kontrol ve sham grubuna goére belirgin sekilde arttigi
gOzlendi.

Her iki deney grubunda da go6zlenen elektron mikroskobik bulgular
benzerdi. Varikosel grubunda gézlenen bazal lamina invajinasyonlarinin, Sertoli
sitoplazmalarindaki artmig vakuolizasyonlarin ve DER sisterna genislemelerinin,
3-aminobenzamid uygulanan grupta duzeyi azalsa da hala gorulmeye devam
ettigi saptandi.

Sonug olarak, 3-aminobenzamidin, MDA degerlerini ve Johnsen skor
ortalamalarini duzelttigi, ancak, apopitotik indeks degerlerinde ve elektron
mikroskobik bulgularda varikosel grubuna kiyasla herhangi bir degisiklige yol
acmadigi saptandi.

Bu sonuglarin 1g1ginda, 3-aminobenzamidin, pan-kaspaz inhibitorleri ile
kombine veya cerrahi sonrasi kullanildigi durumlardaki etkinligi arastiriimahdir,
hatta daha potent PARP inhibitorlerinin kullaniimasi da kiyaslama acisindan

faydali olabilecektir.
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