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OzZET

VARIKOSELLI SIGANLARDA SPERMATOJENIK KOK HUCRELERIN
DURUMUNUN iMMUNOHISTOKIMYA TEKNIKLERI iLE BELIRLENMESI

Semih TAN
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog¢. Dr. Erdogan KOCAMAZ
ikinci Danisman: Prof. Dr. Guilgin ABBAN METE

Temmuz 2015, 106 sayfa

Varikosel bulgularinda germ hucrelerinin apopitozu, oksidatif stres, testikiler
kan akiminda degisme, renal-adrenal refli, hormonal disfonksiyon, otoimmunite gibi
patolojilere rastlanmistir. Fakat literatiirde varikosel durumunda spermatojenik kok
hicrelerin durumuna iliskin sinirl sayida bilgi yer almaktadir. Calismamizda varikoselin
spermatojenik kok hulcreler Uzerine etkisi THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL,
VASA ve Stro-1 belirtecleri kullanilarak, immunohistokimyasal analizler ile kisa ve uzun
sure varikosel etkisine maruz kalmis sigan testislerinde ortaya konmustur. Kisa sureli
varikosel gruplarinda C-Kit, Thy-1, Sox-3, VASA ve DAZL ekspresyonlari kontrol
grubuna kiyasla azalirken, PLZF ifadesinin deney gruplarinda arttigi goéraimustir. Stro-
1 ekspresyonu tim gruplarda negatif izlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Varikosel, THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA, Stro-1,
IHCp, immunohistokimya, Spermatojenik kdk hicre (SKH), Johnson skoru
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ABSTRACT

Detection of Spermatogonial Stem Cells’ Status by Immunohistochemical

Methods on Varicocele Rats

TAN, Semih
Master Thesis, Department of Histology and Embryology
Thesis Advisor: Ass. Prof. Erdogan KOCAMAZ (MD, PhD)
Co-advisor: Prof. Gulgin ABBAN METE (MD, PhD)

July 2015, 106 Pages

We have come across apoptosis of germ cells, oxydative stres, change in
testicular blood flow, renal adrenal reflux, hormonal dysfunction and patologies like
autoimmunities in varicocele discoveries. However, in cited literature there is a very
limited information about the case of spermatogenic stem cells in varicocele conditions.
In our study, the impact of varicocele on spermatogonial stem cells has been put
forward using the THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA and Stro-1 markers
with immunohistochemical analysis on rat testis which have been exposed for long and
short time period to the effect of varicocele. It has been revealed that while C-Kit, Thy-
1, Sox-3, VASA and DAZL expressions are decreasing when compared to the control
group, PLZF expression is increasing in the experiment groups. Stro-1 expression has
been observed as negative in all groups.

Keywords : Varicocele, THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA, Stro-1,
IHCp, immunohistochemistry, Spermatogonial stem cells (SSCs), Johnson’s score

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project number 2013SBE0Q9.



TESEKKUR

Yiksek lisans egitimim silresince her konuda yanimda olan, manevi yénden
destegini hissettiren, tezimin planlanmasinda, iceriginin dizenlenmesinde, tez
sonuglarinin yorumlanmasinda, tez ¢alismasi i¢in ortamin saglanmasinda ve tezin her
asamasinda Ozverilerini, bilgilerini ve destegini esirgemeyen tez danigsmanlarim
Pamukkale Universitesi Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Sayin Prof. Dr. Gllgin ABBAN METE’ ye ve Dog. Dr. Erdogan KOCAMAZ’a

sonsuz saygl ve tesekkirlerimi sunarim.

Deneylerimin  ylrutilmesi  esnasinda, tum laboratuvar imkénlarindan
faydalanmami saglayan ve laboratuvar calismalarimda onerileri ile bana yol gosterici
olan Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Baskanimiz Sayin Prof. Dr. Recep
KUTLUBAY’ a, Sayin Prof. Dr. Kenan COYAN'’ a, Sayin Dog. Dr. E. Oguzhan OGUZ’ a,
Sayin Dog. Dr. Nazan KESKIN' e, tezimin histolojik preparasyon asamalarinda
tecribelerinden yararlandigim Teknisyen Sayin Erding KARATAS a, deney
asamasinda her tirli imkani saglayan Veteriner Hekim Barbaros SAHIN' e, tez
calismamda yardimlarini benden esirgemeyen Hatice ORUC, Nazl CiL, Murat Serkant
UNAL, Sacit Safa OCAK, Giirkan TURHAN, Duygu MEYDANCI ve Segil YILDIRIMa
ve Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal’nda
calisan ve tezimin yapilmasinda emegi gecen herkese ayrica tez projemi destekleyen
Pammukkale Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Birimi’ ne ve beni buglnlere getiren,

tim hayatim boyunca her kosulda yanimda olan canim aileme tesekkur ederim.



Vi

ICINDEKILER

Sayfa

(074 =3 LSRR iii
ABSTRACT ..ottt ettt ettt et et e ettt et e et e et e e et et et et et et et et et et et s iv
LI =EST U \%
ICINDEKILER ........oviieieeeee ettt ettt et et e et et e see e aaes Vi
SEKILLER DIZINI ..ottt Viii
TABLOLAR DIZINI ...t X
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINI ......ocviiiieeeeee e Xi
L. GIRIS ..ottt ettt 1
O N . RPN 2
2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI.........ccoooiiiiiieeeeeeeeeeeee 3
2.1. ERKEK GENITAL SISTEMI EMBRIYOLOUJISI ...cvuuiiiiiiiieeiciiiei et ee e 3
2.2, TESTIS ANATOMISI...cuuiiiiitiiiie it e e e et e et e e e te e e e e et e e e e et e e e eate e e e eataeeeearannnns 3
G T I o S o 3 T N | 4
2.3.1. SEMINIFER TUBULLER....uuuittttttteeeettseee ittt e e e setaeeseata e ssattaeesestneesentnaesenennens 6
2.3.2.  SERTOLI HUCRESI . uuiiiitiiiieiiiiie e e e itis e e e e e e e tte e e e e et e e e e et e e e s att e e e entaeeeeataneas 6
2.3.3.  SPERMATOJENIK HUCRELER ......ccitttiiieiiiiiee ettt eeeeies e e e et e eeeatn e e s eataeesennnnes 8
2.3.4.  SPERMIOGENEZIS ...t iiiittieeiiits e e sttt e e s eetasesestts e e e ettseeseata s e s eetaaeesannneaeenenns 10
2.3.5. OLGUN SPERM ...ciuiiiiiiiiiiie ettt bbb 10
2.3.6.  INTERSTISYUM ...iiiiiiiiiiiiiie e e et e et e e et e e et e e e e e et e e e e et e e e eataneaeenaans 11
2.4, TESTIS FONKSIYONLARI ..ctuuiiiiiiieee ittt s e e et s e e e etis e e s ests e e s eatasessesa e esannnaeeeenenns 12
2.5, VARIKOSEL....cittiiiiiiiie e ettt et e e et e e e et e e e ettt e e e et e e e e eata e e e eata e e s ertaeaeenenns 12
2.5.1. VARIKOSEL EPIDEMIYOLOUJISH cuuuuiiiiiiieieeieiie i e et e et e et e et e e et e eeenaans 12
2.5.20 ETIYOLOUI...uiiiiiiiiiiiiiti 14
2.5.3.  ANATOMIK OZELLIKLER VE PATOFIZYOLOJI......ccevtiiiiiiee e 15
2.5.4. VARIKOSELDE TESTIKULER HASAR .....ciiiiiiiieeiiici ettt ettt eeaans 15
2.5.4.1.  TESTIKULER KAN AKIMI .ottt 16
2.5.4.2. TESTIS-INTERSTISYEL SIVI ILISKISI ...ccvvviieiieiii e, 17
2.5.4.3.  HIPERTERMI....ccttuiiiiiiiiii ettt e et e e e et e e e e et e e e e et e e s etbaeeeeaeans 17
2.5.4.4, VENOZ BASING....uiiiiitiiieee it ee et e et e e et e e e et e e e e e et e e e e et e e s eraaeeeeneans 18
2.5.4.5. RENAL-ADRENAL REFLU ....couuiiiiiiiii ettt e e e e eaeans 19
2.5.4.6. HORMONAL DISFONKSIYON ... .ciiiiiiiieiieiiiieeeiiiieeeeetiie e e e este e e e e et e e s eraneeeenaans 19
2.5.4.7. OTOIMMUNITE . ittt et e et e et e et e e e et e e e e e et e e e e e et e e e s st e e s ertaeaeserans 20
2.5.4.8.  AKROZOM REAKSIYONU .....cooiiiiiiiiiiiiiiiitini s 20
2.5.5. VARIKOSELIN TESTIS HACMI UZERINE ETKISI ..o 21
2.5.6. VARIKOSELIN TESTIS HISTOLOJISI UZERINE ETKISI......oiiviiiiiieiiiiice e, 21
A TR AR N N Y = I = N 22

A S TR o 1= 1 = I = 25
3. GEREG VE YONTEMLER ........ccoioiiiiiee ettt 26
3.1.  HAYVANLAR VE BAKIM SARTLARI ....tttttttttttttnennnnnesnnssnnsnsnesnnnnsnssnssssnnennnnnnnnsnnnnne 26
3.2. DENEYSEL UYGULAMA .. oottt ee et e e et s e e e etes e e s ettn e e s eata s e e s et e e sannneaeenenns 26
3.2.1. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI: .. cctuiiiiieiiiee et ee e eeete e et e e et e e eeaens 26
3.2.2.  DOKULARIN CIKARILMASI: ...ttttttettstneseensssssssnsnssssnsssnsssssssssssnsssssssnnsnnmmmmmmmmmmmn 27

3.2.3. DOKU TAKIP ISLEMLERI VE BOYAMA: ... .eeeteeeeeeeeeeeee e e e eeeeeeeee e 27



vii

3.2.4. BOYANAN DOKULARIN INCELENMESI: . uveeeteeeeeeeeee e e e eeeeeeeeeeeeeeeaeea e 27
3.2.5.  REAKTIF HAZIRLANMASI ...cuitiiii ittt et et e et e et e et e et e et e et e et e eaaeeans 27
3.3, UYGULANAN TEKNIKLER ... ctutitutittiit it eite et e et eet e et e et e et e et e et e st s st s st setaeeans 28
3.3.1.  DOKU TAKIP YONTEMI ciuuitniitniitniie et eee e et e et e et s et s et s ean s st s san s st sasnssansesnseanns 28
3.3.2.  IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA. .. .eeeteeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeaeneeeans 29
3.3.3  TESTIKULER HiSTOLOJININ DEGERLENDIRILMESI iCIN MORFOLOJIK
PARAMETRELERIN HESAPLANMASI «..uitniite it e et e e e s s s st s ste s st s s s snassaessneenns 31
3.3.3.1 MODIFIYE JOHNSEN SKORLAMASI ... cuuitniitniitieteeteeteeaneesasesnssssesnsesnseseasns 31
3.3.3.2 SEMINIFER TUBUL ALANLARININ VE SEMINIFER EPITEL KALINLIGININ
[ ST 1Y N Y N 31
3.3.4  ISTATISTIKSEL ANALIZ ..ot et e e e e e e e e e e e eeee e 32
O S T I 1 | I A 33
4.1. KONTROL GRUBU BULGULARI ....cuuiituiitiii et et et e et e et st s et s et s et seassnaenanes 33
4.2.  SHAM GRUBU BULGULARI ..eutitniiteite et et e et st s st s st s st s sa s st ssanssnssnssnsaens 39
4.3. SOL VARIKOSEL GRUBU BULGULARI ..cuuivniiteiteii e e et et s s s e e e e eaeeas 44
4.4, BILATERAL VARIKOSEL GRUBU BULGULARL.....cuuiitiiiiciieiie e e e et e eee e e ens 55
4.5. MORFOMETRIK OLCUMLERIN DEGERLENDIRILMESI «..ecvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeens 71
4.5.1 MODIFIYE JOHNSON SKORLARININ DEGERLENDIRILMESI ..ceuvivniiviiieiieeieeieeaeenn 71
4.5.2 SEMINIFER EPITEL KALINLIKLARININ DEGERLENDIRILMESI ....uvvvvvniiiiieiieeeeieeeenn, 72
4.5.3 SEMINIFER TUBUL ALANLARININ DEGERLENDIRILMESI ....uuivveiiiiiieiieeieeeeei e e 74
D TART TS A . e e e e et a e 76
5.1 C-KIT EKSPRESYONU ....cuuiiiiiiiiiiieiiiiiiii s siiiis st 83
5.2 DAZL EKSPRESYONU ....cvutiiitnieitteietee it e et e eeteesaasssa e s saass st sssaassssansssanessrneanens 85
.3 PLZF EKSPRESYONU ..uiituiituiituietntttietntetasesases st sstsssn et st sesnsetnsstnsssnsssnsssnsssnees 86
5.4 SOX-3 EKSPRESYONU ...ivuiituietuiitniitnietntetnsesnsesnsssnsesnsssnsstnsssnsessetasstasssasetasssasesnees 87
5.5 THY-1 EKSPRESYONU ... .ceuuiiituiiitniittieeieeteteestessstessta s sanssstn s ssnsssstnssrtnessrneesens 88
5.6 VASA EKSPRESYONU ....ituiituiituetntetnietnesnsesasesnstsnsttnsesases st setsesnsesasesnsesnsssnsesnees 89
B. SONUGKLAR . .. ..o e e e e e e e et e e e e e e e e e ettt e e eaaes 90

7. KAYNAKLAR L ettt e e et e e e e e e e nrrr e e e e 91



viii

SEKILLER DiziNi

Sayfa
SEKIL 1 TESTIS KAPSULU KATMANLARI. ¢...uteeeeeeeeititiee s e e eeeeeesttaasseeeaesssantsaaaasaeessessssnsnnnnns 4
SEKIL 2 LEYDING HUCRELERI (OKLA ISARETLI). 11tttiiiiiiiieieieeie ettt ee e e e a e aaaeaes 5
SEKIL 3 SEMINIFER TUBULLER. ....ctt i ittt ie ettt a e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaaaaaaaaaaeeees 6
SEKIL 4 SERTOLI HUCRELERI ( NUKLEUSLARI OKLA ISARETLI) ..vvuiiiiieeeiiieiiiiiee e 7
SEKIL 5 SERTOLI HUCRESI (EM GORUNTUSU) .eevveveiiieiiieieeeeeeeeeee ettt aae e 7
SEKIL 6 SPERMATOJENIK SERI HUCRELERI ......cciiiiiiiiiiiiieee et e e e e aaaaaaaaaaeaes 8
SEKIL 7 KONTROL PLZF IHCP SONUGLARI: ....ccvvtiiiiee e e eee et e et e e e e e eanannnas 33
SEKIL 8 KONTROL DAZL ITHCP SONUGLARI......ccvtttiiiieeeeeiieeeiiiies e e e e e e e eattss s e e e e e e eeannnnnns 34
SEKIL 9 KONTROL THY-1 THCP SONUGLARI ....ccitiiiiiiiiiiiiiee ettt 34
SEKIL 10 KONTROL VASA [HCP SONUGLARI ....cvvttiiiiieeeeieettiiieaseeeeeeeeesniasseeeaeeesannnnnnnns 35
SEKIL 11 KONTROL SOX 3 IHCP SONUGLARI ...covvtuiiiiieeeeieeiiiiiiee e e e e e e eeeainn s e e e e e e eeannnnnaans 36
SEKIL 12 KONTROL STRO-1 IHCP SONUGLARI ....ccctiiiiiiiiiiiiieieiee ettt 37
SEKIL 13 KONTROL C-KIT IHCP SONUGLARI .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 37
SEKIL 14 SHAM PLZF IHCP SONUGLARI......ccciitiiiiiieeeeeeeeeeiie e e e e e e e eeetian e e e e e e e eeanaaanans 39
SEKIL 15 SHAM DAZL IHCP SONUGLARI .....cceiiiiiiieeeeeeeeee et a e 40
SEKIL 16 SHAM THY-1 IHCP SONUGLARI .....cctitiiiiiiiiiiii ittt 40
SEKIL 17 SHAM VASA THCP SONUGLARI .....cciiiiiiiiiie e eeeeeeeeitee s e e e e ettt eeaaeeeanaanas 41
SEKIL 18 SHAM SOX-3 IHCP SONUGLARI........ccvtitiiieeieeeeeieiiiiieee e e e e e e eaaisa e e e e e e eeanaaanns 41
SEKIL 19 SHAM STRO-1 IHCP SONUGLARI: ....ciiiiiiiiitiiiieeie ettt 42
SEKIL 20 SHAM C-KIT IHCP SONUGLARI......cciiiiiiiiiieiieeeeeeeeeiiiiee e e e ettt s e e e e e eeanaanas 42
SEKIL 21 SVKS PLZF IHCP SONUGLARL: ....cciiiiiitiiee e eee ettt e s e e e e s eaaiae s e e e e e e eeananaas 44
SEKIL 22 SVUS PLZF IHCP SONUGLARI......cciiiiiiiiiiiieeee ettt 45
SEKIL 23 SVKS DAZL IHCP SONUGLARI.......ccitiiieiiieieeeeeeee ettt e e 45
SEKIL 24 SVUS DAZL IHCP SONUGLARI ....ccoeiiiiiiiieeeeeeeeeeieiieee e e e e e e eeetttan s e e e e e e eaannnnnnns 46
SEKIL 25 SVKS THY-1 IHCP SONUGLARI: ...cceiiiiiiiiiiiiiiee ettt 46
SEKIL 26 SVUS THY-1 THCP SONUGLARI ....ceitiiiiiiiiiiiiieee ettt 47
SEKIL 27 SVKS VASA THCP SONUGLARL ...cciiiiiiiiieee e eee ettt e e e e et e e e e e e eannaans 48
SEKIL 28 SVUS VASA [HCP SONUGLARI ......cciiiiiiiei e e eeeeeeeetiie s e e et e e e e e eaanaaans 49
SEKIL 29 SVKS SOX-3 IHCP SONUGLARI .....ccettiiiiiiiiiiiiieiee ettt 50
SEKIL 30 SVUS SOX-3 THCP SONUGLARI......ccttiiiiiiiiiiiiieii ettt 50
SEKIL 31 SVKS STRO-1 IHCP SONUGLARI ......ccvtiiiiiieeeeeiieitiiee e e e e ettt e e e e e eeannanans 51
SEKIL 32 SVUS STRO-1 IHCP SONUGLARI .....cciiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 51
SEKIL 33 SVKS C-KIT IHCP SONUGLARI .....cceiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 52
SEKIL 34 SVUS C-KiT IHCP SONUGLARI.......ceititiiiiiiieeeeeeeetiiieee e e e e e e eeettass s e e e e e e eeannaanans 53
SEKIL 35 BVKS PLZF IHCP SONUGLARI .....cccciiiiiiiee e e eee et s e e e et e e e e e e eanaaans 55
SEKIL 36 BVUS PLZF IHCP SONUGLARI .....ceiiiitiiiiasseeeeeeeeeiiiaasaeeeeeeeasnnnanseeeaaeesansnnnnns 56
SEKIL 37 BVKS DAZL IHCP SONUGLARI........cottiiiiiiiieeeeeeeetiiee e e e e e e e et eeeeeeeanaaans 57
SEKIL 38 BVYUS DAZL IHCP SONUGLARI .....ccceiiiiiiiieieeeeeeeeettiees e e e e e e e et s e e e e e e eeannnanans 58
SEKIL 39 BVKS THY-1 IHCP SONUGLARI ....ccciiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 59
SEKIL 40 BVUS THY-1 THCP SONUGLARI ....ccttiiiiiiiiiiiiiieee ettt 60
SEKIL 41 BVKS VASA IHCP SONUGLARI ....cceiiiiiiieeee et eaaeaees 61
SEKIL 42 BVUS VASA THCP SONUGLARI ....cctiiiiiiieieiiee ettt 62
SEKIL 43 BVKS SOX-3 IHCP SONUGLARI .....ccciiiiiiiiiiiiiiiee ettt 63
SEKIL 44 BVUS SOX-3 THCP SONUGLARI.....ccettitieieiiieeeeeeeee et e e e e e eaeaeaeeeaeeaeaeeeeeees 64
SEKIL 45 BVKS STRO-1 IHCP SONUGLARI ....ccttiiieieeeieeeeee ettt e e eaeaaaeaees 65
SEKIL 46 BVUS STRO-1 IHCP SONUGLARI .....cciiiiiiiiiiiiiieeieeee ettt 66
SEKIL 47 BVKS C-KIT IHCP SONUGLARI .....cctiitiiieeeee ettt 67

SEKIL 48 BVUS C-KIT THCP SONUGLARI .....cciitiiiiiiiiiiieeeeeeaaaaiiitneee e e e e e e aaisenneeeeeeeaaannns 68


file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160208
file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160209
file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160210
file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160211
file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160212

SEKIL 49 TUM GRUPLARIN SEMINIFER EPITEL KALINLIKLARI OLCUMU ..., 71
SEKIL 50 TUM GRUPLARIN SEMINIFER TUBUL ALANLARI OLGUMU ......ccvvvevveiieeeieeeeeeeeee 74
SEKIL 51 FARE SPERMATOGENEZ VE SEMINIFER EPITEL DONGUSU. ..cccvvvvvviiiiiiiiiiieeeeeeee, 77


file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160256
file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160257

TABLOLAR DiZziNi

Sayfa
TABLO 3.1 DENEY GRUPLARI ...ttt aa e e e e 26
TABLO 4.1 KONTROL GRUBU TESTIS SEMINIFER TUBULLERINDE THY1 (CD90),
C KiT, SOX3, PLZF, DAZL, VASA, STRO-1 IFADESI. .....cccvvieeeeeeeeeeeeceee e 38
TABLO 4.2 SHAM GRUBU TESTIS SEI\_/IiNiFER TUBULLERINDE THY1 (CD90), C
KIT, SOX3, PLZF, DAZL, VASA, STRO-1 [FADESI..........ccociiiiiiiiiiiiiiiiniinnes 43
TABLO 4.3 SOL VARIKOSEL GRUBU TESTIS SE_MiNiFER TUBULLERINDE THY1
(CD90), C KIT, SOX3, PLZF, DAZL, VASA, STRO-1 IFADESI ........cccooviiiiiiiiiieeeeine 54

TABLO 4.4.1 KISA SURELI BILATERAL VARIKOSEL GRUBU TESTIS SEMINIFER
TUBULLERINDE THY1 (CD90), C KiT, SOX3, PLZF, DAZL, VASA, STRO-1 IFADES

TABLO 4.4.2 UZUN SURELI BILATERAL VARIKOSEL GRUBU TESTIS SEMINIFER
TUBULLERINDE THY1 (CD90), C KiT, SOX3, PLZF, DAZL, VASA, STRO-1 IFADESI.

................................................................................................................................... 70
TABLO 4.5.1.1 MORFOLOJIK PARAMETRE ORTALAMALARI ............ccourrveeerrr 72
TABLO 4.5.1.2 GRUPLARIN JOHNSEN SKORU ORTALAMALARININ KONTROL
GRUBU (99,54) ILE KARSILASTIRILMASL.......coooorvieerimmrnreesiimneseneessssnssssseessanas 72
TABLO 4.5.2 TUKEY TESTINE GORE GRUP ORTALAMALARININ SEMINIFER
EPITEL KALINLIKLARI AGISINDAN KARSILASTIRILMASI ..........oosirrveieenmnrnneeernanas 73
TABLO 4.5.3 TUKEY TESTINE GORE GRUP ORTALAMALARININ SEMINIFER
TUBUL ALANLARI AGISINDAN KARSILASTIRILMASI .........ccoorrrieeninnreneeeniennee 75

TABLO 5 INSAN VE FARE SKI_-I’LERi_NDE POZITIF VEYA NEGATIF IFADELERI
SAPTANAN BAZI YUZEY PROTEINLERI ......ccciiiiiiiciesiecece e 82


file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160301
file:///C:/Users/Semih/Desktop/Semih-TEZ%20Son%20(9).docx%23_Toc425160301

SIMGE VE KISALTMALAR DiziNi

Bilateral varikosel uzun sireli
Embriyonik kdk hicre

Gec evre spermatid

Parafin blok immunohistokimya
Johnson skorlamasi

Leyding hucresi

Periyodik asit shift
Primordiyal ese hucresi
Sertoli hicresi
Spermatojenik kok hicre
Erken evre spermatid
Spermatogonya

Primer spermatosit
Sekonder spermatosit
Spermatozoa

Sol varikosel kisa sureli

Sol varikosel uzun sireli

Xi



1. GIRIS

Uretken yasta evli ciftler arasinda infertilite orani %15 olarak saptanmistir. infertilite
bulgularinin yaklasik %50’ si erkede bagl infertilite olarak kayitlara gecmistir
(Naughton, Nangia ve ark. 2001, Rajeev ve Rupin 2005, Kantartzi, Goulis Ch. ve ark.
2007, Association 2008, Delilbasi 2008). Erkek infertilitesi kayitlar icinde Avrupa’da
yapilmis olan bir arastirma sonucuna goére 7802 erkek hastada varikosel %16,6 siklikla

go6riulmustir (Kantartzi, Goulis Ch. ve ark. 2007).

Varikosel genel anlamda, testis venlerinde sivi basincinin artmasi ile ortaya
cikar ve pampiniform pleksus igindeki testikller venlerin anormal dilatasyonu seklinde
tanimlanmistir. %78-93 varikosel vakalar sol testiste gerceklesmekteyken, bilateral
varikosel gorilme sikligi ¢cok daha azdir (Kantartzi, Goulis Ch. ve ark. 2007). Vendz
pleksusun genislemesine bakilarak birinci, ikinci ve Uglncu derece varikosel seklinde
derecelendirme yapilmaktadir (Rajeev ve Rupin 2005, Kantartzi, Goulis Ch. ve ark.
2007). Varikosel vakalari incelendiginde nedenleri heniiz tam olarak bilinmese de
sperm morfolojisinde yapisal defektler, sperm DNA hasari gibi bircok sperm
parametresinde bozulmalar gérilmektedir (Green, Turner ve ark. 1984, Moro, Marin ve
ark. 2000, Marmar 2001, Naughton, Nangia ve ark. 2001, Bargawi, Caruso ve ark.
2004, De Stefani, Silingardi ve ark. 2005). Klasik varikoselektomi veya mikro
varikoselektomi sonucu hastalarin sperm parametrelerinde belli oranlarda iyilesme
gOsterilebilmistir (Kantartzi, Goulis Ch. ve ark 2007, Shiraishi, Matsuyama ve ark.
2012). Ancak sperm parametreleri dizelse bile hastalarin bir kisminda

tanimlanamayan infertilite devam etmektedir (Shiraishi, Matsuyama ve ark. 2012).

Erkege bagli infertilitenin giderilmesinde spermatojenik kok hicrelerin varhginin
saptanmasli, kok hicre transplantasyonunu mimkin kilmis ve bu sayede tedavi
saglanmistir (Singh SR, O. Burnicka-Turek ve ark. 2011). Varikosel bulgularinda germ
hicrelerinin apopitozu, oksidatif stres, testikiler kan akiminda degisme, renal-adrenal
reflli, hormonal disfonksiyon, otoimmdunite gibi patolojilere rastlanmistir (Oguz | 2007,
McLean DJ 2008).



1.1. Amag

Literatirde varikosel bulgularinda spermatojenik kok htcrelerin durumu ile ilgili cok az
¢alisma bulunmaktadir. Varikoselin histopatolojisine bakildiginda testis dokularinda
verdigi hasar goésterilmistir. Bu patolojilerin germinal kdk hucrelerini de kapsadigi
ongorilmektedir. Bu arastimanin birincil amaci varikoselin sperm kok hicrelerine
etkisini immunohistokimyasal belirtecler yardimiyla ortaya koyarak literattr eksikligini
gidermektir. Elde ettigimiz bulgular 1siginda yapmayi planladigimiz  sonraki
calismalarda bu hasarin boyutu kantitatif olarak arastirilacak ve elde edilen bulgular
Isiginda bu hasarin en aza indiriimesi veya tamamen gideriimesine imkan

saglanacaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Erkek Genital Sistemi Embriyolojisi

Erkek Ureme sistemi; testisler, genital bosaltim kanallari, aksesuar bezler
(vezikula seminalis, prostat ve bulbolretral bezler) ve penisten olusmaktadir (Moore ve
Persaud 2008). Genital sistem gelisimi icinde erkek ve disi morfolojik karakteristikleri,
embriyonik evrenin 7. haftasi sonrasi gelisime baslarlar. Gonadlarin gelisimi 5. Haftada

ortaya ¢ikmaya baslar. Gonadlar ¢ kaynaktan koken alirlar:
e Posterior abdominal duvar mezoteli
o Mezotel altindaki mezensim doku
e Primordiyal germ hucreleri

Farkllasmamis gonadlarin olusumu mezonefrozun medialinde, mezotelde
ortaya c¢ikan bir kalinlasma ile baslar. Mezotelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu
ile mezonefrozun medialinde gonadal kabarti olusur. Parmak seklindeki gonadal
kordonlar, altindaki mezensim igerisine dogru buyurler. Bu yolla farkhlagmamis gonad
dista korteks ve icte medullaya sahip hale gelir. Eger embriyo XX esey kromozomu
kompleksine sahipse gonad korteksi overe differensiye olur, medullasi geriler. Eger XY
esey kromozomu kompleksine sahipse medulla testise farklanir, korteks bir takim
kalintilari diginda geriler ve dejenere olur (Sadler 1995, Moore ve Persaud 2008).
Testisler, spermatogenez ve steroidogenez olmak Uzere iki temel fonksiyona sahiptir.
Androjenler spermatogenez ve erkek embriyonun fenotipik erkek fetusa gelisimi igin

gereklidir ve eseysel dimorfizmden sorumludurlar (Moore ve Persaud 2008).

2.2. Testis Anatomisi

Testisler, funiculus spermaticus’a asili halde sag ve sol bir gift olup scrotum
icinde bulunurlar. Yaklasik olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2.5cm genigliginde ve 3 cm

kalinhiginda olup 10-14 gr agirigindadir (Arinci ve Ellah 1995).

Testis’in iki yuzu facies medialis ve facies lateralis, kenarlari margo anterior ve

margo posterior, uglari extremitas superior ve extremitas inferior adini alir.

Testislerin uzun eksenleri tam vertikal ydnde bulunmaz. Ust ucu biraz énde ve
dista, alt ucu ise biraz arkada ve i¢te bulunur. Konveks 6n kenari biraz da disa-asag
dogru, arka kenari ise yukari-ice dogru bakar. Bu sayede uzun ekseni yukardan

asaglya, distan ice ve 6nden arkaya meyilli durur (Arinci ve Ellah 1995, Snell 1995).



Testis’'in 6n kenari, her iki yizU ve uclar diz ve konveks olup, visseral periton
ile kaphdir. Arka kenarinin sadece lateral kismi peritonla ortalidur. Peritonsuz olan
medial bélimune, epididimis tutunur ve buradan sinirler, damarlar ve kanallar geger
(Arinci ve Ellah 1995).

2.3. Testis Histolojisi

Distan testikuler kapsul ile sarili olan testisler, skrotum icinde asili durumda
bulunurlar. Testikiler kapsul U¢ tabakadan meydana gelmistir(ROSS ve PAWLINA
2014, WEB_1t.y).

1- Tunika Vaginalis: Testikiler kapsulin dis kisminda olup mezotelyal hicrelerden
olusan bazal lamina Uzerine konumlanmig bir tabakadir. Testisin yan ve 6n yuzeylerini
cevreleyip yuzeyde skrotum Uzerinde uzanarak T.vaginalisin paryetal tabakasini
olusturur. Testisin serbestce hareketini saglayan ser6z bogluk ise visseral ve pariyetal

tabakalar arasinda bulunmaktadir.

2- Tunika Albuginea: Bazal lamina ile tunika vaginalisten ayrilan bu tabaka, kapsulin
en belirgin katmani olup diiz kas hicrelerince zengin ve yogun fibroelastik bag dokusu
yapisindadir. Bu duz kas hicreleri, testisin epididimise komsu oldugu posterior

yluzeyde daha yodun halde bulunmaktadir.

3- Tunika Vaskiiloza: ince bir areolar bag dokusu igerisine gémiilmis kan damarlari

aglarindan olusan tunika vaskuloza, testikller kapsulin en i¢ tabakasidir.

Sekil 1 Testis kapsullu katmanlari. (WEB_2, 18.05.2015)



Tunika albuginea, testisin posterior ylzeyinde kalinlagsarak organ igerisine sokulur ve
mediastinum testisi olusturur. Mediastinum testisten kapsile dogru ince, fibroz
uzantilar testisin i¢ kismini, lobuli testis (testis lobulleri) adi verilen 250 kadar piramidal
kompartmanlara bdler. Testis lobullerinin apeksleri mediastinuma dogru olup herbir

lobllde sayilari bir ile dort arasinda degisen seminifer tubudller bulunmaktadir.

Tabdlu rekti, mediastinum testiste yer alan seminifer tibdllerin diz kisimlaridir
ve rete testis denilen anastomoz gdsteren kanallar sistemi ile mediastinum testiste
devam eder. Sinirler, damarlar ve baglica interstisyel hlcreler (Leyding hucreleri) olmak
Uzere, stroma igerisinde pek ¢ok tipte hiicre bulunmaktadir. Leyding hicreleri, endokrin
fonksiyona sahip cogunlukla gruplar halinde dizenlenmig, blyUk ve olduk¢ca 6nemli

hicrelerdir.

Sekil 2 Leyding hiicreleri (okla isaretli). (WEB_3, 18.05.2015)



2.3.1. Seminifer Tibdiller

Seminifer tubdller, yaklagsik 150-200 ym c¢apa, 30-80 cm uzunluga sahip
oldukga kivrimli yapilardir. Serbest kor ucglar veya anastomoz gdsteren bukllntiler
seklinde baglayan tabdller, her lobulin apeksinde kivrimli 6zelliklerini kaybederek diz
tubdl haline gegerler. Seminifer tubdl, seminifer epitel ya da kompleks bir germinal ile
doselidir. ince bir bazal lamina Gzerine konumlanmis olan epitel, distan sinirlayici ya da
peritibller doku adi verilen, 6zellesmis fibréz doku ile sariimistir. Peritibller doku
icerisinde, yassilasmis fibroblastlar, cok miktarda bag dokusu lifleri ve diz kas hicresi

Ozelligi goésteren myoid hicreler bulunmaktadir. Myoid hicreler kasiima(kontraksiyon)

Sekil 3 Seminifer tibdller. (WEB_3, 18.05.2015)
ile spermatozoonlarin tubul igerisinde hareketine yardim ederler.

2.3.2. Sertoli hiicresi

Bazal lamina Uzerine konumlanmisg, uzun ve prizmatik sekilli hiicrelerdir. Bazal
laminadan seminifer tubdl limenine dogru uzanarak gelismekte olan spermatojenik
hlcrelere kriptalar saglarlar bu nedenle diizensiz lateral ve apikal hlicre membranlarina
sahiptirler. Sertoli hucresi, filamentdz bir kilifla ¢evrili, hicre tabaninin yukarisinda yer
alan, 7-9 nm kalinliginda, 6kromatik yapida bir hiicre ¢ekirdegine sahiptir. Uggen veya

oval sekle sahip, soluk buyuk cekirdek derin invaginasyonlarla karakterize olur ve 1-2



adet belirgin ¢ekirdekgik igerir. Cekirdekgik oldukga belirgindir, merkezi asidofil kismin
periferinde bazofil materyal kiimeleri gorulur. Bu hucrelerin spermatojenik hicrelerden
ayirt edilmesinde, karakteristik cekirdekgikler olduk¢a énemli bir kriterdir. Tespit edilmis

preparatlarda, icerisinde kuguk fibriller, lipid damlaciklari ve klglUk uzamis

Sekil 4 Sertoli hiicreleri ( Nukleuslari Sekil 5 Sertoli hiicresi (EM gorintisu)
okla igaretli) (WEB_3, 18.05.2015) (WEB_3, 18.05.2015)

mitokondriyonlar bulunan sitoplazma, retikiler gérinimdedir.

islevleri,

1. Spermatojenik hucreler igin gerekli besini ve fiziksel destedi saglar.
2. Fruktoz bakimindan zengin bir sivi sentezler ve salgilar.

3. Sitoplazmik artiklari fagosite eder

4 Birbirleriyle siki baglantilar yaparak spermatojenik hicreleri i¢clerinde muhafaza edip
kandaki savunma hucrelerinin otoimmiunitesine karsi korurlar [Kan Testis Bariyeri:
Seminifer epiteli bazal ve apikal kompartmanlara bdler. Bariyeri olusturan yapilar;
Bazal membran ve Sertoli hicreleri arasi siki baglanti kompleksidir (ZO-1,zonula
okludin-1)] (Cheng, C. Y. ve D. D. Mruk 2012).

5.Testikller transferin araciligi ile demir alinimini saglar.
6. inhibin ve ABP salgilar.

7. Antimullerian Hormon (MIF) ile embriyogenez sirasinda ovaryum olugmasina engel

olur.



2.3.3. Spermatojenik Hiicreler

Spermatojenik ya da germ hucreler, seminifer tublll déseyen ve derinligi 4-8
hicre arasinda degisen cok katli epiteli olustururlar. Prolifere olan hicreler, tibulin
bazalinden limenine dogru ilerler, proliferasyon hucreleri limene dogru iter. Lumene
en yakin olan hlcreler spermatozoonlara dondslr ve epitelden ayrilarak Iimen
icerisinde serbest hale gecer. Bu olaylar dizisine spermatogenez adi verilir.

Spermatogenez 3 asamadan olusur.

*Spermatogonyal faz: Mitoz bélinmeler sonucu, spermatogonyum farklilasarak primer

spermatositi olusturur.

*Spermatosit fazi (mayoz): Mayoza giren primer spermatositler, kromozomlarini diploid

sayidan haploid sayiya indirgeyerek spermatidleri olusturur.

Spermatid fazi (spermiogenezis): Spermatidler farkhlasarak olgun spermleri olusturur.

Geg spermiyogenez

Geng spermatidler

Spermiyogenez

baslangici Sekonder spermatositler

Mayoz
bélinme

Primer spermatosit

Spermatogonyum

interstisyel hiicreler

Sekil 6 Spermatojenik seri hicreleri (Junqueira, L. C. ve J. Carneiro 2009)

Spermatogonyumlar puberteye kadar goérulebilen tek germ hucreleridir ve Sertoli
hicreleri gibi bazal lamina Uzerine konumlanmiglardir. Her bir spermatogonyum
cekirdeginde diploid sayida kromozom bulunmaktadir(44 otozom + XY). insanda 3 tip

spermatogonyum belirtilmigtir.



1-Tip A koyu spermatogonyumlar: Ovoid ve koyu boyanan cekirdekleri vardir.
Depo(reserv) kok hicreler olarak goérev yaparlar ve bdlinerek spermatogonyumlarin

sayisini korurken ayni zamanda tip A acik spermatogonyumlari olustururlar.

2- Tip A aclk spermatogonyumlar: Ovoid ve aglk boyanan c¢ekirdekleri vardir. Mitotik
bolunmelerle diger tip A acik spermatogonyumlari ve tip B spermatogonyumlari

olustururlar.

3- Tip B spermatogonyumlar: Koyu boyanmis kromatin yiginlari igeren, nuklear
membrana yakin kiresel g¢ekirdekleri bulunur. Tip B spermatogonyumlarin mitoz ile
bélinmesi sonucunda meydana gelen yavru hicrelerin hepsi primer spermatositlere

farkhlagirlar.

Bu olay sirasinda yavru hicrelerin, hacimleri artar ve cekirdek karakterlerinde
degisme olur ve yavru hucreler bazal laminadan l[imene dogru uzaklasir. Primer
spermatositler epitelin orta kisimlarinda yer alirlar ve seminifer tlbull icerisinde
gorilebilen en blylk germ hicreleridir. Primer spermatositlerde goérilen hicre
bélinmesi ¢esidi mayoz olarak adlandirilan rediksiyon bélinmesidir. Bunun
sonucunda, herbir sekonder spermatosite ya da yavru hiicreye 23 kromozom (22
otozom + 1 gonozom) gecger. Mayotik bélinmede sitokinez tam gergceklesmemistir ve
primer spermatositlerin bdllinmesi sonucunda olusan sekonder spermatositler bir
protoplazmik kdpri ile hala birbirlerine bagl haldedirler. Birbirlerine bagh olan iki
sekonder spermatosit tekrar mayotik olarak bolinir ve sitokinez tam olarak
gerceklesmedigi igin, olusan 4 yeni hicre (spermatidler) birbirlerine bagh haldedirler.
Sekonder spermatositler, lUmene daha yakin bulunurlar ve primer spermatositlerin
yarisi kadarlardir. Sekonder spermatositler spermatidleri olusturmak Uzere ¢ok kisa
zamanda bolundukleri icin seminifer tabul kesitlerinde goértlmeleri oldukga gugtir.
Buradaki bolinme Il. Mayoz boélinmedir ve olusan herbir spermatidte 23 kromozom
bulunur (haploid sayi). Sekonder spermatositler bélinme ile daha da kigulur. Olusan

spermatidler artik limene ¢ok yakin haldedir.

Spermatidler, olustuktan hemen sonra Sertoli hicrelerinin ylzeyine sikica
tutunurlar (Sertoli hiicre yuzeylerindeki derin ¢okuntller igcerisinde konumlanir). Bu
boélgede spermatidler spermatozoonlari olusturmak i¢in metamorfoza ugrarlar.
Sonunda, spermatozoonlar arasindaki sitoplazmik devamhligin kaybolmasi sonucu,
hucrelerin  Sertoli hicrelerinden seminifer tibul IGmenine salindigi bu olaya

spermiasyon denir.
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2.3.4. Spermiogenezis
Spermiogenezis 4 evrede 6zetlenebilir:

*Golgi evresi: ilk énce Golgi bélgesinde bulunan ¢ok sayidaki kiigik vesikiiller
icerisinde kigUk grantller gorulir ve bu grandller tek blayUk bir grantl olan akrozomu
meydana getirmek Uzere birlegirler. Akrozom, Golgi bdlgesi ile ¢ekirdek arasinda yer
alan bir akrozomal vesikul icerisindedir. Akrozomal vesikul, Golgi bdlgesinden koken

alan bir membran ile c¢evrilidir.

*Sapka evresi: Akrozomal vezikil, nuklear membran ylzeyi Uzerinde blylimeye
baslayarak niklear ylzeyin yaklasik yarisini orter hale gelir. Golgi aparati bundan

sonra yerini terk ederek ¢ekirdegin diger kutbuna dogru uzaklasir.

* Akrozom evresi: Akrozom seklinde yodunlasan vezikll, c¢ekirdek Uzerinde bas
sapkasini meydana getirir, tabakalari arasinda akrozom bulunmaktadir. Akrozom,
hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteaz olan akrozin gibi
hidrolitik enzimleri icerir. Cekirdek yogunlasarak hafifce duzlesir ve incelip uzar, hicre
membraninin Uzerine dogru ilerleyerek burada tam bir sperm basini olusturur. Bu
duruma kadar sitoplazma icerisinde degisikliklere ugrayan mitokondriyonlar, annulus ve
bazal sentriol arasindaki bdlgeye gecer, burada flagellumun etrafinda heliks ya da
spiral sekilde dizenlenerek mitokondriyal kilifi olusturur. Bunun sonucunda

sitoplazmanin blyuk bir kismi kalinti haline gelir

* Maturasyon (olgunlasma) evresi: Kalinti(residlel) cisimcikler atilir. Olgun
spermatozoonun c¢ekirdek, orta par¢ca ve kuyrugu etrafinda sadece ¢ok ince bir
sitoplazma kalmistir. Residuiel cisimcikler, Sertoli hdcreleri tarafindan fagosite
edildikten sonra germ hiicrelerinin lipid igcerigi Sertoli hicreleri sitoplazmasinda tutulur.
Kuyruk vyapisal ydénden bir silyuma benzer, igerisinde ayni sayida ve ayni
dizenlenmede longitidinal filamanlar bulunur. Kapasitasyon olarak bilinen,

spermatozoon olgunlasmasinin son basamagi disilere ejakilasyondan sonra gorulur.

2.3.5. Olgun Sperm

60 ym uzunlugundaki olgun insan spermatoozonu basg, orta parca ve kuyruktan
olusur. 4.5 pm uzunlugunda, 1 ym kalnhdinda ve 3 pm genisligindeki bas kismi
yogunlasmis bir c¢ekirdek ile anterior kenarlarinda yogun akrozom iceren bas
sapkasindan olugsmaktadir. Bas icerisinde genetik materyal ya da DNA bulunur.
Akrozom, fertilizasyona yardim eden ve mitokondriyal kilf kuyruk hareketinin

kontrolinden sorumlu olan hyaluronidaz enzimine sahiptir. Spermin oosit ile temasi
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sonucunda akrozom reaksiyonuyla akrozom enzimleri salinir. Kuyrukta, periferinde 9

Giftli ve merkezinde 2 adet tekli mikrottlal bulunur.

Spermatogenezi etkileyen durumlar,

[1 Spermatogenez i¢in ¢ok édnemli olan 35 °C sicaklik, spermatik arteri saran venlerin
olusturdugu pampiniform pleksus tarafindan skrotumda saglanir.

1 Sicakligl dagitmak amaciyla, ters yonli akimla 1si1 degisimi gorevi gorir. Sicaklik 35
‘C’nin altina diistiginde, sicakligi artirmak igin spermatik kordondaki kremaster kasi
ve skrotum kesesinin dartos kasi kasilarak, testisleri karin bosluguna yaklastirir.

Ters Akim Isi Dedisim Sistemi (CHES- Countercurrent Heat Exchange System)

Testisin ven ve arterlerinin bu sekilde bir arada ilerlemesi Ters Akim Isi Degisim
Sistemi(CHES) olarak adlandirilir. Bu sistem ile testislere giren kan testisten dénen

daha soguk kan ile sogutularak, testisin sicakhginin diistik tutulmasina yardimci olunur.

2.3.6. Interstisyum

Lobuli testis icerisinde, seminifer tibuller arasinda yer alan interstisyel dokuda,
kollajen lifler, sinir lifleri, kan ve lenf damarlari, fibroblast, makrofaj, mast hcreleri,
farklilasmamig mezensimal hicreler ve testise 6zgu Leyding hicreleri bulunur. Leyding
hicreleri genellikle tlbuller arasindaki G¢gen seklindeki bdlgelerde sik gruplar halinde
bulunur. Cekirdekte belirgin bir cekirdekcik ve kaba kromatin graniilleri vardir. iki
cekirdekli Leyding hucreleri yaygindir. Sitoplazmalari 1sik mikroskobunda genellikle
vakuollii gériiniimdedir ve inkliizyon yéniinden oldukga zengindir. inkliizyonlar
icerisinde en énemli olani lipid damlaciklaridir. insanda, sitoplazmada ayrica Reinke
kristalleri denilen, cubuk sekilli lipofuksin pigmenti iceren kristalloidler de gdrtlebilir.
Elektron mikroskopide bu htcrelerin en dnemli 6zellikleri steroid hormonlarinin sentez
edildigi yer(SER)in oldukga gelismis olmasidir. Leyding hucreleri farklilasarak erken
fetal donemde testosteron salgilamaya baslarlar. Testosteron, embriyonik donemde
erkek fetusta gonad gelisimi igin esas olup pubertede ise sperm Uretiminin baglamasi,
sekonder seks karakterlerinin gelisimi ve aksesuar bezlerin sekresyonundan
sorumludur. Yetigkinde spermatogezisin, genital kanallarin, aksesuar bezlerin ve
sekonder seks karakterlerinin devamlihgi igin gereklidir. Leyding hucreleri, erkek
fetusta erken dénemde farklilagir ve fetal hayatin 5. ayinda inaktif duruma geger. inaktif
durumdaki Leyding hicrelerini fibroblastlardan ayirmak zordur. inaktif Leyding
hicreleri, pubertede salinan gonadotropinlerin etkisiyle tekrar aktiflesir ve androjen

salgilamaya baslarlar.
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Leyding hdcre tumorleri, cocuklukta ve 20-60 yas arasinda gorulebilen,
hormonal yonden aktif olup androjen salgilayan benign tumorlerdir. Bu benign
tumorlerde, anormal hormon Uretimi ile iligkili olan testikUler buylime ilk belirtidir.
Prepubertal donemdeki cocuklarda erken sekslel gelismeye (sexual precocity),

yetigkinlerde ise jinekomasti ve feminizasyona neden olmaktadir.

2.4. Testis Fonksiyonlari

Testisin esas endokrin salgisi olan testosteron, interstisyel hicreler (Leyding
hucreleri) tarafindan sentez edilir. Testisin endokrin bezini olugturan Leyding hucreleri,
testisin mezansimal stromasindan kdken alir, ¢ogu endokrin bezlerde oldudu gibi
epitelyal ylzeyden gelismez. Leyding hicreleri, ¢cok miktarda kapillere sahip olan
stroma igerisinde salgilarini vaskiler sisteme kolaylikla iletebilirler. Testosteron,
spermatogenez Uzerine etkisine ek olarak seksuel olgunlagmayi, sekonder seks
karakterlerinin gérinimuni ve genital duktuslar ile yardimci bezlerinin fonksiyonlarinin
devamhligini kontrol eder. Erkek seks hucrelerinin yapimi testisin baslica ekzokrin
fonksiyonudur ve pek cok faktorlere baglidir. Hipofizin anterior lobundan salgilanan
follikil uyarici hormon (FSH) memelilerde spermatogenezisi stimule eder. FSH
dogrudan Sertoli hiicrelerini etkileyerek androjen baglayici proteinin sentezi ve
salinimini stimile ederek testosteron ile baglanip seminifer tibdl Iimenine salinir.
Sertoli hicreleri ayni zamanda kana gecerek 6n hipofizden FSH salinimini inhibe eden

inhibin denilen bir diger testikiler hormonu salgilar.

2.5. Varikosel

Varikosel terimi ilk olarak 1846 yilinda T.B Curling tarafindan kaleme alinan bir
vaka raporunda 1843te karsilastigi bir olguda gecmektedir (Curling varikoseli).
Varikosel, pleksus pampiniformisin patolojik dilatasyonu seklinde tanimlanmaktadir.
Varikosel s6zcugu, ilkk kez 1843'de Curling tarafindan “pampiniform pleksus icindeki
testikiler venlerin anormal dilatasyonu” tanimina karsilik olarak kullaniimaya
baslanmistir (Raifer 1998). Hastallk yUzyillardir bilinmesine karsin patofizyolojisi

glinimuze kadar tam olarak aydinlatilamamistir.

2.5.1. Varikosel Epidemiyolojisi

Varikosel, erigskin erkek populasyonunun %15-22’sini etkileyen fiziksel bir
anomalidir (Nieschlag vd 1998, Nagler vd 1997, Oguz, |. 2007). infertilite nedeniyle

basvuranlarin ortalama %30-40’inda varikosel saptanmaktadir (Varicocele and male
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infertility 2001, Varikosel Kilavuzu 2004, Oguz, I. 2007) Anormal semen analizi olan
infertil erkeklerin de %25’inde varikosel bulundugu bildiriimektedir (Saypol vd 1981,
Oguz, I. 2007). Diinya Saglik Orgiti'nin (WHO) 78923 numarali ve 9043 hastanin
degerlendirildigi projesinde, anormal semen parametrelerine sahip erkeklerin
%25,4’Unde, normal semen parametrelerine sahip erkeklerin %11,7’sinde varikoselin
bulundugu bildirilmigtir (Turner 2001, Oguz, I. 2007). Sekonder infertilite nedeniyle
basvuran olgularda, varikosel goérilme sikhdi artarak %69-81 oranina ulagmaktadir
(Ikeda vd 1999, Weese vd 1993, Jefferson 2000). Bununla birlikte, varikosele sahip
olgularin %80’inde infertilite bulunmamaktadir (Simsek vd 1998, Oguz, I. 2007). Her ne
kadar varikoselin 10 yas alti ¢cocuklarda goérilmedigi ve 10-14 yas arasinda sikhginin
arttigini ortaya koyan galismanin verilerine dayanarak varikoselin yalnizca pubertede
gelistigi ileri surllse de (Ahlberg vd 1966), Akbay ve arkadaslarinin 2-19 yas arasi 4052
gocukta yaptiklari kapsamli prevalans calismasindan elde edilen bulgular hastaligin
erken yaslarda da baslayabilecegini gostermektedir (Kadioglu vd 1998). Bu calismaya
gore, 2-10 yaglan arasinda prevalans %0,92 iken, 11-19 vyaslar arasinda %11
dizeyine ulagsmaktadir. Varikoselin kalitimla iligkisini arastiran bagka bir ¢alisma ise,
varikoseli olan erkeklerin birinci derece akrabalarinda hastaligin gortlme sikhgr %53
gibi genel populasyondan dnemli derecede yiksek oranda saptanmaktadir (Pinto vd
1994, Oguz, |. 2007, Dogan, F. 2011).

Erkek infertilitesinin en sik dizeltilebilir nedeni olan varikosel, spermatik kord
icerisinde pampiniform pleksusu olusturan venlerde dilatasyon, staz ve yiksek basing
ile karakterizedir (Raifer 1998, Ahlberg vd 1966). Varikosel sol renal venin veya internal
spermatik venin timdr ya da baska bir patoloji sonucu kompresyona ugramasi sonucu
olusabilir. ileri evre bdbrek tiimériinin renal vene invazyonu sonrasi veya bu venin
obstriiksiyonuna sekonder olarak da olugabilen varikoselle klinikte infertilite sikayetiyle
gelen hastalarin ¢gogunda karsilasilir ve infertilite ile iligkili olan primer varikoseldir
(Kadioglu 1998, Oguz, 1. 2007).

Eriskin erkek populasyonunun %15-22’sini etkileyen bir hastalik olan varikosel
orani, infertilite sikayeti ile bagvuran erkeklerde ortalama %30-40 iken anormal semen
parametrelerine sahip infertil erkeklerde ise %25'tir. (Nieschlag, Hertle vd. 1998).
Sekonder infertilite nedeniyle klinige bagvuran olgularda ise varikosel goérilme sikligi
artarak %69-81 oranina ulagsmaktadir ve bununla birlikte, varikosele sahip olgularin
%80’inde infertilite bulunmamaktadir (Pinto, Kroovand vd. 1994). Varikoseli olan
erkeklerin birinci derece vyakinlarinda hastaligin gorilme sikhdr %53 oraninda
saptanmis olup bu oran genel populasyondan dnemli derecede yulksektir. Ayrica,

irklara gore siklik farki bildirilmemistir (Lipschultz ve Corriere 1977).
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2.5.2. Etiyoloji

Varikoselin etiyolojisi icin anatomik degiskenlikler, dogumsal ve/veya edinsel
valv disfonksiyonuna ikincil gelisen vendz refli ve vendz obstruksuyon gibi degdisik

teoriler ileri surtlmektedir.

Varikosel etiyolojisinde ginumuzde kabul gérmus 3 teori bulunmaktadir (Naughton vd
2001).

1.Sag ve sol internal spermatik venler arasinda anatomik farkhliklar: Sol internal
spermatik ven sol renal vene dik acglyla drene olurken, sagda dar aci ile oblik olarak
vena kava inferiora drene olur. internal spermatik ven, solda saga gére 8-10 cm daha
uzundur. Anatomik yapidaki bu farkliliklar, sol tarafta hidrostatik basin¢ artisina neden
olmaktadir ve sonucunda pampiniform pleksusa iletilen basing venlerde dilatasyon ve

kivriimaya yol agmaktadir (Grillo-Lopea 1979).

2.Venoz kanin reflisu ile sonuglanan kompetan vendz valvlerin olmayisi: Varikoselli
erkeklerde sol renal ven ve internal spermatik ven birlesim dizeyinde valv bulunmadigi
gosterilmistir (Kohler 1967, Ahlberg vd 1966, Coolsaet 1980, Comhaire vd 1981).
Ayrica Ahlberg’'in 1965 yilinda rasgele secilen 79 kadavrada yaptigi caligsma, sol
internal spermatik venin kranial kisminda % 46 oraninda valv olmadigini gostermistir
(Ahlberg vd 1966). Yapilan baska bir calismada ise varikoseli olan 659 erkegin
retrograd venografik ¢alismasi incelendiginde % 73’linde vendz valvlerin bulunmadigi
gOsterilmistir (Braedel vd 1994). Ancak, yeterli kapakgik sistemine sahip hastalarda da
% 26,2 oraninda varikosel goérilebilmektedir (Wishahi 1991). Baz arastirmacilara gore,
kapakgiklarin yoklugu varikosel gelisimine katkida bulunmaktadir, ancak, direkt altta
yatan neden degildir (Wishahi 1991, Shafik vd 1990).

Refludeki ikinci mekanizma ise, vendz kollaterallerin varliginda kan akiminin normal
gonadal vendz sisteme olan reflisudir (Comhaire vd 1981). Pleksus pampiniformiste

kollateral olusturan iki ven6z sistem bulunmaktadir:
a)Yuzeyel vendz sistem
b)Derin venoz sistem

Yuzeyel vendz sistemde skrotal, eksternal spermatik, epigastrik, safen ve femoral
venler bulunurken, derin vendz sistem, penil, krural, pelvik, lomber ve renal vendz
sistemi icerir. Varikoselde internal venoz sistemdeki dilatasyona ek olarak, eksternal
kremasterik sistemin dilatasyonu da klinik Gneme sahiptir. Coolsaet, sol ana iliak venin
parsiyel obstriksiyonunda eksternal spermatik vende ve pampiniform pleksusda

dilatasyon oldugunu gdstermistir (Coolsaet 1980). Eksternal spermatik ven, varikoseli
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saptanmayan erigkinlerde normalde 2-3 mm capinda iken 4 mm ve daha dilate
eksternal spermatik ven ¢api gérilme orani ise %16-74 olarak bildirilmistir (Beck vd
1992). Varikoselektomi sirasinda saptanamayan ya da baglanmayan bu venler nedeni

ile nUks olusabilmektedir.

3. Sol gonadal vendz sistemde hidrostatik basingta artisa neden olan bir diger
anatomik mekanizma “nutcracker” yani sikigtirilma fenomeni: Sol renal venin, aorta ile
superior mezenterik arter arasina sikismasi sonucu sol testikiler vende kismi
obstruksiyon olusur. Bu duruma findikkiran fenomeni (Nutcracker fenomeni) denir ve iki

tipe ayrilir:

a)Klasik tip (proksimal tip): Abdominal aortun anteriorunda, superior mezenterik arterin

posteriorunda seyreden sol renal venin kompresyona ugramasi. (insidans: % 0.7).

b)Distal tip: Sol ana iliak arterin kompresyonuna bagl olarak sol ana iliak venin

kompresyona ugramasi (insidans: % 0.5) (Braedel vd 1994).

Varikosel gelisiminde embriyolojik faktorlerin de rol oynadigi ileri striimektedir.
Embriyolojik gelisim esnasinda sol taraftaki vaskiler yapilar daha elastik dokuya sahip
oldugu icin sol tarafin daha zayif drene olmasina ve kollateral venlerin agik kalmasina
neden olmaktadir (Braedel vd 1994, Wishahi 1991). Situs inversusta sadece sagda

varikosel gorulmesi bu embriyolojik olayi destekler.

2.5.3. Anatomik Ozellikler ve Patofizyoloji

Varikosel lokalizasyon olarak daha ¢ok sol tarafta gorulur. Varikoselin solda
gorulme sikhgi yaklagik % 90 oranindayken, tek basina sag tarafta ise % 2’den azdr.
izole sad varikosel situs inversus disinda vena kava inferior ya da sag internal
spermatik vende kompresyona veya obstriikslyona yol agan patolojilere (tromboz)

bagl olarak olusur (Grillo-Lopea 1979).

2.5.4. Varikoselde Testikliler Hasar

Erkek infertilitesinin en sik rastlanan nedenleri arasinda yer alan varikoselin
hem hayvanlarda hem insanlarda progresif ve zamanla artan testis hasarina yol actigi
bilinmektedir. (Nagler vd 1997). Varikosel, ilerleyici testis hasari, testis gelisiminde

gerileme ve spermatogenezi bozarak adim adim infertiliteye neden olabilir.
Varikoselin fertilite Uzerine etkileri sunlardir;

- sperm sayisinda azalma,
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- sperm motilite ve morfolojisinde bozulma,
- testikller hacimde azalma

- Leydig hticre fonksiyonunda azalma.

Varikoselin patofizyolojisi konusunda olasi hipotezler arasinda,
1.Hipertermi,

2.Testikller kan akiminda ve ven6z basingta degisiklikler,
3.Renal ve adrenal artik Griinlerin reflisd,

4. Beslenme degisimi ya da interstisyel sivi olusumunda dedisikliklere yol acan

testikuler vaskuler degisiklikler,

5.Hormonal disfonksiyon,

6.0toimmunite,

7.Akrozom reaksiyon defekti,

8.Artmis oksidatif stres,

9.Apoptozis,

10.Kadmiyum gibi agir elementler sayilabilir.

Ancak varikosele bagl testikiler disfonksiyonda en ¢ok kabul géren iki teori, testikiler

Is1 artigi ve venoz refludar.

2.5.4.1. Testikliler Kan Akimi

Vaskuler bir olay olan varikoselin patofizyolojisinin aydinlatilabilmesi igin
vaskuler yapiya ydnelik bircok ¢alisma yapilmistir. Green ve Turner bagimsiz olarak
deneysel hayvan modellerinde varikosel indiksiyonu ile intratestikller mikrovaskuler
kan akiminda artis oldugunu, birlikte histolojik degigiklikler meydana geldigini
gOstermislerdir (Turner 2001, Francis ve Mark 1998). Mikrovaskuler kan akimi ve
intratestikuler 1s1 ylksekligi fosforilaz aktivitesi ve metabolizmasinda artisa neden olur.
Bu aktivitenin intrasellller glikojen depolarini tiketerek sonugta testikiler parankimal
hasara yol acgtigi dusunulmektedir (Francis ve Mark 1998). Saypol ve arkadaslari
sicanlar ve kopekler Uzerinde vyaptiklari calismada deneysel olarak olusturulan
varikoselin testikliler kan akiminda artisa neden oldugunu ve bu artisin erken cerrahi

onarimi takiben normal diizeylere indigini gdstermislerdir (Saypol vd 1981).
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Bu bulgularin aksine, deneysel varikosel modelinde kan akiminin azaldigini
gOsteren Li ve arkadaglari, bunun bozulmus Sertoli hucre fonksiyonunun gdstergesi

oldugunu savunmuslardir (Li vd 1999).

Yapilan insan c¢alismalarinda varikoseli olmayan kontrollere goére varikoseli
olanlarda kan akiminda anlamh farkliliklar oldugu renkli doppler ultrasonografi ile

gOsterilmistir (Grasso vd 1997).

2.5.4.2. Testis-interstisyel Sivi iligkisi

Seminifer tubuli ve interstisyel dokudaki hlicreleri saran testikiler interstisyel
sivi testis ve testis vaskilaritesi ile baglantili olup, testikller hiicreler ve dolasim
arasinda endokrin etkilesimi ve hucreler arasindaki parakrin mekanizmalari duzenler.
Testikuler interstisyel sivi olusumunu kontrol eden faktorler testis islevinde énemli rol
oynamaktadir (Kendirci ve Miroglu 2004, Sharpe 1984) ve bu faktérlerden birisi testis
kapillerlerinin vaskuler gecirgenligi olabilir. Bu gorus varikosel olusturulan ratlarda
kontrol grubuna goére anlamli oranda fazla polimorfonikleer hicre birikiminin olmasi
bulgusuyla desteklenmektedir. Bu birikimin sol tarafta saga kiyasla daha fazla

gerceklestigi yapilan ¢calismalarla gosterilmistir (Salama 2003).

2.5.4.3. Hipertermi

Testikller disfonksiyon igin en yaygin kabul gbéren teorilerin basinda gelen
hipertemi ile ilgili yapilan calismalarda, oligospermik varikoselli hastalarda intraskrotal
Isinin, varikoseli olmayan kisilere gore 0,6-0,8 C°, intratestikiler i1sinin da 0,78 C°daha
fazla oldugu gdsterilmistir (Zorgniotti ve MacLeod 1973, Sigman ve Howards 1998).
Saypol ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada tek tarafli deneysel varikosel olusturulan
hayvanlardaki incelemeler sonucunda bilateral testikiler 1si artisi ve bozulmus
spermatogenez saptanmistir (Saypol 1981). Tum bunlarin aksine, varikoseli olan ve
olmayan infertil erkeklerde skrotal i1s1 arasinda fark olmadigdini gésteren ¢alismalar da
bulunmaktadir (Lund ve Nielsen 1996).

Yapilan bir ¢alismada adolesan grade 2-3 varikoseli olanlarda hem vyatar
durumda hem de ayakta Olgulen skrotal 1s1 duzeyleri, varikoseli olmayan kontrol
grubuna goére anlaml derecede ylksek bulunmustur (Dahl ve Hendrick 1959).
Varikosele bagl sol tarafta skrotal 1si artisi olan adolesanlarda, i1s1 artisi ile sol testis
volumunun ters korelasyon gosterdigi bulunan ve basarili varikoselektomi sonrasinda
Is1 azalirken testis volimunUn arttidi ileri strllen ¢alismalar da bulunmaktadir (Salisz
vd 1991).
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Varikoselektomi sonrasinda bilateral intraskrotal 1si1 artisinin kontrol grubu
duzeylerine indigi ileri surilmesine karsin, aksi gorugler de bulunmaktadir (Wright vd
1997, Lerchl vd 1993). Skrotal 1si ile ilgili yapilan ¢aligmalarda farkli sonuglara
ulagiimasi, i1sinin 6lcim yontemindeki farkliliklara bagli olarak degisebildigi dusuncesini

guglendirmistir.

Green ve arkadaslarinin hayvanlarda yaptidi calismada, deneysel olarak
olusturulan varikoselin intraskrotal 1si artisina neden oldugu ve varikosel onarimi ile
Isinin normal hale dondugu gosterilmistir (Green vd 1984). Yapilan calismalarla
intraskrotal i1s1 artisinin testikiler histolojide anormalliklere neden oldugu ve ejekilattaki
sperm kalitesini distrdugu de bildirilmistir (Saypol vd 1981, Shafik vd 1989).

Artmis intratestikler 1s1 ¢esitli mekanizmalarla spermatogenezi bozar ancak bu
tam olarak aydinlatilamamistir. Seminifer tibul ve/veya Leydig hulcrelerinde nukleer
DNA ve RNA baglayici proteinlerde direkt termal hasar sonucu spermatogenezi
etkiledigi dustnilmektedir (Fujisawa vd 1989). Fujisawa ve arkadaslarinin yaptigi
calismalar, Sertoli hicrelerinden inhibin ve androjen baglayici proteininin saliniminin
azaldigini ancak, kisa donemde Sertoli ve Leydig hlcre fonksiyonunun bozulmadigini
dusundurtmektedir (Fujisawa vd 1988). Fujisawa ve arkadaslarinin yaptigi baska bir
¢alismada ise tek tarafli varikoseli olan infertil hastalarin, varikoseli olmayan kontrol
grubuna gore her iki testislerinde DNA polimerazlarin (a,B,y) aktivitesinde %50 azalma
oldugu bulunmus ve diger bir mekanizmanin DNA polimeraz aktivitesinde azalma

oldugui ileri strtlmastir (Fujisawa vd 1989).

2.5.4.4. Ven6z Basing

Varikosel ve vendz basing degisiklikleri arasindaki iliski uzun suredir
arastirilmakta olup patofizyolojik mekanizmasini aydinlatmak icin cesitli ¢alismalar
yapilmigtir. Yapilan galigmalarla varikosele sekonder gelisen vendz basing artisinin
testis kan akimini etkileyebilecegi gosterilmistir (Sweeney vd 1991 — Shafik 1983).
Hamster testisinin subkapsuler yuzeyinde bulunan mikrodamarlardaki intravaskuler
basinglarin direk dlguimu, testikuler kapiller basincin ¢ok diugik oldugunu ve vaskuler
agin arteryel komponenti tarafinca dizenlendigini ortaya koymustur ve vaskuler
direncin dagihmi, hamster modelindeki vendz basing artisina kapiller basincin oldukg¢a
duyarli olabilecegine isaret edebilir (Sweeney vd 1991). Vendz basincin artmasi,
intratestikller onkotik ve hidrostatik basinglarda degisiklik olmasi, énemli hormonlar igin
parakrin ve tasinma ortaminin degismesi ve mikrovaskuler sivi degisimini bozulmasi

sonuglarini dogurabilir.
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Shafik'in 1983’te yaptigi varikoselektomi uygulanan 60 olguluk bir ¢alismada,
olgularin % 88’inde cerrahi sonrasinda ven6z basing degerlerinde azalma saptanmistir
(Shafik 1983). 42 hastanin % 70’inde hem vendz basingta azalma hem de semen
parametrelerinde iyilesme gdzlenirken, bu grup icin gebelik orani % 32 dizeyinde
gerceklesmistir. Ayrica vendz basingta varikosel onarimi ile azalma saglanan

olgularda, saglanmayanlara gére sperm motilitesinde dizelme daha fazla bulunmustur.

2.5.4.5. Renal-Adrenal Refli

Bobrekte olusan katekolaminler, kortizol, serotonin, anjiyotensin-1, fosfolipaz
A2, prostaglandin E ve F2a, serbest oksijen radikallerinin testislere olan reflisu ve
buna bagl bozulan spermatogenez, testikller disfonksiyonu aciklayan diger bir teoridir
(to vd 1982). Bazi deneysel calismalarda prostaglandin ve katekolaminlerin
spermatogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. Ancak diger metabolitler hakkindaki bilgiler

cok sinirlidir (Yaman ve Ozdiler 2000).

Comhaire ve Vermeulen'in yaptigi ¢alismada varikosel cerrahisi sirasinda,
testikller geri akimin oldugu venlerden alinan kandaki katekolamin dizeyi, periferik
venlerden alinanlara oranla 3 kat daha fazla iken, kontrol grubunda bu oran 1,5 kat
fazla bulunmustur (Comhaire ve Vermeulen 1974). Steeno ve arkadaslarinin yaptigi
calismada ise varikoseli olan infertil hastalarda katekolaminler disindaki metabolitlerin
(kortizol, DHEA gibi) spermatik venlerdeki konsantrasyonu, periferik venlerden farkhlik

g6stermemektedir (Steeno vd 1976).

2.5.4.6. Hormonal Disfonksiyon

Varikoseli olan infertil olgularda, Leydig hlcre fonksiyonunun bozularak
testosteron uretiminde azalmaya yol acabilece@i Uzerinde durulmus ve birgok rat
modelinde yapilan c¢alismada spermatogenezin devami igin en az 20 ng/ml
intratestikller testosteron konsantrasyonu gerektigi bildirilmistir (Kendirci ve Miroglu
2004). Serum testosteron konsantrasyonunda etkilenme goérilmezken intratestikuler
testosteronda belirgin azalma oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Rajfer vd
1987). Turner ve Lopez tarafindan yapilan bir galismada ise sol varikosel olusturulan
ratlarda bilateral intratestikuler testosteron konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir
(Turner ve Lopez 1990). Ayrica, tek tarafli varikoselin, intratestikiler testosteron
konsantrasyonunda bilateral ve esit dizeyde dismeye yol actigi belirlenmis ve
testosteron biyosentezinden sorumlu 17,20-dezmolaz ve 17 a-hidroksilaz enzimlerinin

dizeyinde de bariz azalmaya yol actigi gbézlenmistir. Bu ¢alismalar testosterondaki
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azalmanin sentezde bozukluktan kaynaklandidini disindirmektedir (Kendirci ve
Miroglu 2004).

Mikrocerrahi varikoselektominin hormonal parametrelere etkisinin
degerlendirildigi  bir galismada, varikosel onariminin Sertoli ve Leydig hucre
fonksiyonunu artirdigini, serum serbest testosteron diuzeyindeki anlamli artisa sperm
sayl ve motilitede iyilesmenin de eslik ettidini bildirmislerdir (Cayan vd 1999). Bunun
aksine varikoseli olan hastalardaki folikil uyarici hormon (FSH), luteinizan hormon
(LH), testosteron ve 6stradiol gibi hormon dlizeylerinin normal sinirlarda kaldidi yapilan
calismalarla bildirilmistir (Hudson vd 1981, Schiff vd 1976).

Bu bilgiler 1si1ginda varikoselin hipotalamo-hipofizer gonadal aksi olumsuz yénde
etkiledigi ve 6zellikle anormal Leydig hicre iglevi olan olgularin varikosel onarimindan

yarar gormeyecegi soylenebilir (Kendirci ve Miroglu 2004).

2.5.4.7. Otoimmiinite

Kan-testis bariyerinin bozulmasi antisperm antikor (ASA) Uretimini tetikleyerek
varikosel patofizyolojisinde rol alir. Bu bariyeri bozan etyolojilerden bazilari, testis
torsiyonu, duktal obstriikslyon, epididimit, prostatit ve testis travmasinin yani sira
varikosel de bulunmaktadir (Jarrow ve Sanzone 1992). Turner ve arkadaslarinin
ratlarda olusturdugu bir varikosel modelinde, sham ve opere edilmeyen ratlara gore
varikosel olusturulan ratlarda daha yuksek dizeyde ASA birikimi oldugu gdésterilmis,
ancak varikoselin hangi mekanizmalarla kan-testis bariyerini bozmadan ASA’lari

uyardidi aciklanamamigtir (Turner vd 1987).

2.5.4.8. Akrozom Reaksiyonu

Akrozom reaksiyonu varikosel patofizyolojisi ile ilgili diger bir glincel konudur.
Varikosel, sperm saylr ve morfolojisinden daha ¢ok sperm fonksiyonunda defekt
olusturarak zona pellusidaya baglanma sirasindaki akrozom reaksiyonunda bozulma
olustugunu duslinen arastirmacilar bulunmaktadir (Rogers vd 1985, Virgil vd 1994).
Kendirci ve Miroglu, varikoseli olan hastalarda akrozom reaksiyonunu olumsuz
etkileyen 6nemli sperm plazma proteinlerinin ekspresyonundaki molekduler farkliliklarin,
fertilite Uzerine degisken etkilere neden olabildigini yaptiklari c¢alismalarla

gostermiglerdir (Kendirci ve Miroglu 2004).
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2.5.5. Varikoselin Testis Hacmi Uzerine Etkisi

Varikoselin, bulundugu evreye ve etki slresine bagl olarak testis buyudkliginde
atrofiye sebep olabilecedi yapilan galismalarla goésterilmistir (Hans vd 1991). Genel
olarak kabul géren bir bulguya gore varikosel olgularinda ayni taraf testis hacminde
kigulme olmaktadir (Kass vd 2001 — Zini vd 1997). Varikoselde kars! testis hacminde
artis oldugunu sdyleyen yayinlarin yani sira hacimde azalma oldugu bildirilen yayinlar
da bulunmaktadir (Kass vd 2001 — Ku vd 2002). Farkli arastirma gruplarinin yaptigi
calismalarla, grade 2 ve 3 varikoselde testis atrofisi (Thomas ve Elder 2002), grade 1
ve 2 varikoselde ayni taraf testiste rolatif atrofi (Zini vd 1998), subklinik varikoselde de
testikiler atrofi (Zini vd 1997), subklinik varikoselin testis hacmi Gzerine etkisi olmadigi
(Akcar vd 2004), grade 1 varikoselin testis hacmi Uzerine herhangi bir etkilerinin
olmadigi ancak grade 2 varikoselin sol testis hacim kaybina ve grade 3 varikoselin ise
hastalarda bilateral testis hacminde azalmaya yol actigi (Kass vd 2001), yuksek gradeli
varikoselde karsi taraf testiste hipertrofi gorilebilecegi (Ku vd 2002), varikosel ile testis

hacmi arasinda bir iliski olmadigi (Alukal vd 2005) gibi sonugclar elde edilmistir.

2.5.6. Varikoselin Testis Histolojisi Uzerine Etkisi

Testikuler dokuda, varikosel igin tani koydurucu (patognomonik), histolojik veya
mayotik degisiklikler bulunmaktadir. Bu dedisiklikler arasinda, Leydig hicre
hiperplazisi, tibdl basina disen Sertoli hiicresi sayisinda azalma, Sertoli hiicrelerine ait
endoplazmik retikulumda vakuol artigi, maturasyon arresti, germinal epitelde dokulme,
seminifer tubul bazal membraninda kalinlasma sayilabilirken bu degisiklikler, varikoseli
olmayan duslk spermatogeneze sahip olgular ile benzer 6zellik géstermektedir
(Paduch ve Skoog 2001).

Varikoselli insanlardan alinan testis biyopsi ornekleri ¢ok degisken o6zellik
gOsterir. Germinal aplazi (Sertoli cell-only sendromu), spermatojenik arrest,
hipospermatogenez ve normal spermatogenez tablolari izlenebilir (Kim vd 1999 —
Etriby vd 1967). Aggar ve Johnsen yaptiklari galismada sol taraf varikoselli erkeklerde,
bilateral testikller biyopsi yapildiginda, her iki testis de benzer histoloji ve benzer
Johnsen skorlari gostermiglerdir. Bu da hem sol taraf varikoselinin, bilateral etki
gosterebilecegini hem de varikoselin tim seminifer6z dokuyu etkileyen altta yatan diger
patolojik faktdrlerle beraber ortaya cikabilecegini isaret edebilir (Aggar ve Johnsen
1978). Varikoselli olgularda, spermatozoonda, akrozom gelisememesi, immaturite ve
amorf bag anomalisine de sik rastlanir (Reichart vd 2000). Kumagai ve arkadaslari

yaptiklari galismada reaktif oksijen radikalleriyle iligkili bir morfolojik 6zellik olarak
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sitoplazmik droplet varligindan ve bunun da sperm DNA hasari ile iligkili oldugundan

s6z etmislerdir (Kumagai vd 2002).

Varikosel duzeyi ile spermatik ven duvar kalinligi ve damar duvarindaki diz kas
miktari arasinda dogrusal bir iliskiden s6z edilmektedir. Varikoselli olgularin spermatik
venleri Uzerine Tanji ve arkadaslarinin yaptidi bir calisma dilate bir [imenle birlikte diz
kas lif sayisinin ve damar duvari kalinhiginin arttigini ve kas tabakasinda normalde
varolan sirkller tabakaya ilave olarak longitudinal bir tabakanin daha olustugunu
go6stermistir (Tanji vd 1999). Ven, venul ve Kkapillerlerdeki vaskuler degisiklikler
arasinda, intimal fibrozis ve media tabakasinda kollajen artigi sayilabilir (Agarwal
1991).

Yapilan elektron mikroskopi ve immunohistokimya c¢alismalari ile varikoselde,
peritibuler lamina propria sklerozisi, laminin ve kollajen tip IV kaybi oldugu ortaya
konmustur (Santamaria vd 1992). Cameron ve Snyder yaptiklari kan-testis bariyeri
ultrastriktirel calismalariyla, “Sertoli-Sertoli baglantt  komplekslerinin® normal
goérindugu ve bazal kompartmaninin korundugu gdsterilmistir (Cameron ve Snyder
1980). Bu bulgular hayvanlardaki fonksiyonel ¢alismalarla da dogrulanmistir (Turner vd
1987).

2.5.7. Tanive Tedavi

Varikosele 6zgu bir klinik bulgu olmamakla birlikte varikosel olan tarafta kasik
agrisi ve gekilme hissi olabilir. Bazen hasta skrotumda belirgin dilate venlerden dolayi
doktora basvurur ve cogunlukla infertilite nedeniyle doktora basvurduklari zaman

yapilan muayene ve tetkikler esnasinda tespit edilir.

Varikoselin tespitinde fiziksel muayene ve renkli doppler ultrasonografi,
radyonuklid anjiografi, skrotal termografi, venografi kullanilir (Varikosel Kilavuzu 2004).
Bilinen tani yéntemleri arasinda en degerlisi venografidir. invaziv bir tetkiktir ve rutin
olarak kullaniimaz. Tedavinin antegrad embolizasyon ile yapildi§i merkezlerde ek
olarak spermatik venografi ile de tani konabilir (Kadioglu vd 1998). Renkli doppler
ultrasonografi kullanilan durumlar ise skrotal kesenin kiglk olmasi, testislerin
skrotumun yukarisinda yerlesmis olmasi, kramesterik hiperrefleksi, uygunsuz ortam ve

uyumsuz hasta gibi fiziksel muayenenin guclesmesidir.

Fiziksel muayene, oda isisinda ve hasta ayakta iken spermatik kord iki parmak
arasinda palpe edilerek yapilir. Dilatasyon palpe edilemediyse hastaya valsalva
manevrasi yaptirihr (derin nefes aldirilir veya ikinmasi istenir) ve venlerde dilatasyon

olup olmadigina bakiir.  Klinik varikosel, muayene bulgularina  goére
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derecelendiriimektedir. Bu derecelendirme 1970 yilinda Dubin ve Amelar tarafindan

yapiimig ve halen yaygin olarak kullaniimaktadir (Dubin ve Amelar 1970):

- Derece (grade) |: Varikosel, sadece Valsalva manevrasi ile palpe
edilebilmektedir

- Derece (grade) II: Varikosel, dinlenme aninda ve normal solunumda palpe
edilebilmektedir.

- Derece (grade) lll: Varikosel, dinlenme aninda ve normal solunumda gézle

gorilebilmektedir.

Olglilerek elips formUli (uzunluk x genislik x kalinlik x 0,52 = volim) ile de
hesaplanabilir (Cayan vd 2002).

Fiziksel muayenede tespit edilmemis, ancak radyolojik yontemlerle tani
konulmus varikosele subklinik varikosel denir. Subklinik varikoselin tedavi edilmesinin
sperm parametreleri ve gebelik oranlarina etkisi kesin olarak ispatlanmis dedildir. Bu
sebeple, buginki veriler subklinik varikoselin tedavi edilmesine gerek olmadigi

yonundedir (Varikosel Kilavuzu 2004).

Testisin  fonksiyonunu ve seminal parametreleri iyilestirmek, testis
fonksiyonlarinda (spermatogenez ve steroidogenez) azalmayi engellemek ve boylelikle
gebelik oranini arttirmak varikosel tedavisinin amacidir. Erkekte varikosel mevcutsa,

varikosel tedavisi i¢in su kriterlerin bulunmasi gerekir (Oktar vd 2004),

1. Ciftlerin infertil olmasi,

2. Varikoselin palpabl olmasi,

3. Kadin partnerin fertilitesinin normal olmasi veya tedavi edilebilecek bir patoloiji
olmasi,

4, Erkek partnerin bir veya daha fazla anormal semen parametresinde bozukluk

olmasi (sperm sayi, hareket veya morfolojisinde bozukluk olmasi).
Adoélesan varikoselin tedavi endikasyonu kesin ve rolatif olmak tzere ikiye ayrilr:

1. Kesin endikasyon etkilenen testiste 2 ml. veya % 10’dan fazla volium kaybi

olmasidir.
2. Rolatif endikasyonlari ise:
e Testis kivaminda yumusama,
e Sperm parametrelerinde bozulma

o Bilateral palpabl varikosel varhgi
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e Semptomatik ileri derecede varikosel varligi
e GnRH stimllasyonuna agiri FSH-LH yaniti olmasi (Oktar vd 2004)

Semptomatik varikoselde semen degerleri de normal sinirlardaysa, cerrahiden
once konservatif tedavi secenekleri denenmelidir. Bu amagla analjezik, anti-
inflamatuar, skrotal elevasyon gibi tedaviler verilmeli, bu tedavilere cevap vermeyen
olgularda cerrahi tedavi distnulmelidir. Ayrica agri nedeninin varikosele bagli oldugu
kesinlestirilmelidir. Skrotal ve inguinal agri yapabilecek diger sebepler ekarte

edilmelidir. Ancak bu sekilde tedaviden basari elde edilebilir (Cayan vd 2004).

Varikosel tedavisinde perkitan embolizasyon, laparoskopik ve acgik cerrahi
(yUksek inguinal, inguinal, subinguinal ve skrotal) yaklagimlari mevcuttur (Varikosel
Kilavuzu 2004). Varikosel tedavisinde amag, testikiler arteri, lenf damarlarini, vas
deferens ve damarlarini koruyarak tim internal ve eksternal spermatik ven dallarini

baglamaktir. Ameliyat sonrasi testikller ven6z drenaj, vas deferensin venlerinden olur.

Cerrahi yontemler arasinda en iyi olanlari dusuk ligasyon yontemleri olan
inguinal ve subinguinal mikrocerrahi varikoselektomidir. Her iki yontemde de eksternal
spermatik ven baglanabilmektedir. Subinguinal varikoselektomi daha distalde oldugu
icin daha fazla ven baglanabilirken testikuler arteri yaralama riski daha fazladir. Ancak
inguinal varikoselektomi daha az ven ligasyonu ve daha az arter yaralanmasi riski ile
6n plana cikmaktadir. Mikrocerrahi yaklasim, postoperatif hidrosel olusumu ve
testikller atrofi veya azoospermi gibi komplikasyonlarda da azalmaya neden
olmaktadir. Bunun sebebi lenfatiklerin ve arterin daha kolay belirlenmesi ve

korunmasidir (Cayan ve Kadioglu 2005).

Kullanilan yontemler arasinda ise en ideali varikosel nuksu, arter yaralanmasi,
postoperatif hidrosel olusumu gibi komplikasyonlari en az olan ve postoperatif sperm

parametrelerinde iyilesme ile gebelik oranlarinda en fazla artis saglayan yontemdir.

Literatirde varikoselde medikal tedavi ile ilgili deneysel olarak az sayida
¢alisma mevcuttur. Yapilan bir calismada cerrahi ve medikal tedaviyi kontrolli olarak
degerlendirdikleri sigan deneysel varikosel modelinde HCG, kallikrein, indometasin ve
hidralazin medikal tedavi gruplari olusturulmustur. Calisma sonucunda cerrahi tedavi
tum medikal tedavi gruplarina gore Ustlin bulunmustur. Ayrica sperm sayisi, motilitesi,
testis volimu ve fertilite oranlari agisindan buna en yakin sonuclarin HCG+kallikrein
tedavisi alan grupta oldugunu bildirmigler ve cerrahi sonrasi beklenen yanitin
olusmadidi hastalarda bu sekilde planlanacak eszamanli Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
uyariimasinin fertilite Gzerine olumlu etkileri olacagini da ileri sirmuglerdir (Sofitikis vd
1992).
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Varikosel ve oksidatif strese yonelik deneysel varikosel modelleri ile yapilan
calismalarda deneysel varikosel modelinde her iki testiste apoptosis ile reaktif oksijen
turlerinin (ROS) artigi gosterilmistir ve vitamin E’nin koruyucu rolu Gzerinde durulmustur
(Cam 1998). Bagka bir calismada ise testiste proapoptotik bax protein artisi,
antioksidan enzim aktivitesinde azalmayi ve malondialdehit dizeylerindeki artigi ortaya
koyarken bir antioksidan olan melatoninin bu mekanizmalar Gzerine olan duzeltici etkisi
gosterilmistir (Onur vd 2004).

2.6. Hipotezler
Calismamizin hipotezleri sunlardir:

a) Varikosel vakalarindaki histopatolojik bulgular géz éniinde bulunduruldugunda,
varikoselin, seminifer epitel ile birlikte spermatojenik kdk hicrelere de hasar

verecegidir.

b) Spermatojenik kék hicrelerdeki hasar, SKH belirteclerinden THY1 (CD90), C
kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA ve negatif belirte¢ olarak Stro-1 ifadesinde
degisiklige yol acacaktir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hayvanlar ve Bakim Sartlari

Bu arastrma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir. Calismamizda, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Birimi’'nden alinan 40 adet erkek erigskin Wistar tipi sican kullaniimigtir. Tim denekler
icin dnerilen optimum c¢evresel kosullar ayni merkez tarafindan saglanmis ve sicanlar,
isiklandirmasi (12 saat aydinlik/karanlik siklusunda, 07:00-19:00 saatleri arasi
aydinlik), havalandiriimasi (%60-70 nem) ve oda isisi (20-24 °C) kontrol edilen bir
odaya yerlestiriimistir. Denekler, glnlik icme suyu ve %21 ham protein iceren pelet

yemlerle (purina) beslenmistir.

3.2. Deneysel Uygulama

3.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi:

40 adet erkek erigkin Wistar tipi sican rastgele olarak, kontrol, kisa ve uzun

sureli sham, sol varikosel ve bilateral varikosel olmak Uzere 7 gruba ayriimigtir.

Tablo 3.1 Deney Gruplari

Sol Bilateral
eruplar Kontrol | Sham Varikosel | varikosel
Kisa Hlstolg.l.(rrl]E"Boyama)
Sureli . Ok hlcre c A .
Varikosel Inceleme(Immiin
Boyama) 5
Histoloji(HE Boyama)
Uzun T
sireli . Ok hucre . A .
Varikosel Inceleme(Immiin
Boyama)
Toplam Sigan Adedi 40 adet sican

Varikosel olusturma, Sham ve Kontrol Gruplari islemleri:

Unilateral, bilateral varikosel olusturma ve sham grubu iglemleri Hurt, G. S. ve
ark. (1986) nin metodolojisine godre gerceklestiriimistir. Kullandigimiz metodda
varikosel olusturma renal venlerin 0.85 mm c¢apinda problar kullanilarak, 3/0 satar
yardimiyla daraltimasi esasina dayanmaktadir. Islemler genel anestezi altinda
yapiimaktadir. Sham grubunda ise renal ven etrafindaki yag ve bag dokusu diseke

edilerek ven goérundr hale geldikten sonra ven etrafina, aynen varikoselde uygulandigi
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gibi, 3/0 ipek situr sarlir fakat herhangi daraltma yapilmadan serbest halde birakilip,

batin kapatildi. Kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmadi.
3.2.2. Dokularin Cikariimasi:

Dokularin alinmasi igin varikosellestirme sonrasi kisa sureli etkinin gozlenecegi
grupta 30 gun, uzun sureli etki grubunda ise 100 gin beklendi. Sakrifikasyon iglemi
anestezi altinda servikal dislokasyon ile yapildi. Skrotal bir insizyon ile her iki testis
disari ¢ikartildi. Tunika vajinalisler u¢ kisimlarindan insizyonla agilarak kaput
epididimis, vas defferens ve spermatik kan damarlari skrotum disina alinarak
orsiektomi yapildi (Onur, R. 2001).

3.2.3. Doku Takip islemleri ve Boyama:

Testisler cevre dokulardan diseksiyonla ayrilip vertikal olarak bdltinerek doku
tespit protokolleri uygulandi. Alinan dokular tespit icin, 12 saatlik boun sollisyonu ile
fiksasyonun ardindan, %10’luk formaldehit solisyonunda 72 saat bekletildikten sonra
rutin 1s1k mikroskopi takibine alindi. Hazirlanan parafin bloklardan, Leica RM-2125
rotary mikrotom kullanilarak 5 ym kalinhdginda kesitler alindi. Doku takibi Oguz, I.

(2007)’'nin 151k mikroskobu doku takip ve inceleme protokolliine gore yapilmistir.

Vertikal olarak ikiye ayrilan dokulardan birine histopatolojik durumu incelemek
Uzere Hematoksilen-Eozin boyama uygulanirken diger yarisi spermatojenik kék hicre
markerlari kullanilarak immun boyama ile incelendi. Immun boyama spermatojenik kok
hicre belirtegleri olan, THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA, Stro-1 primerleri

ve uygun sekonder antikorlar kullanilarak yapildi.
3.2.4. Boyanan Dokularin incelenmesi:

Boyanan dokular 1g1k mikroskobu altinda incelendi ve fotograflari alindi.

3.2.5. Reaktif Hazirlanmasi

Fiksatif Solisyonu Hazirlama: Bouins Solution

Hazirlanisi,

1500ml Saturated aqueous solution of Picric Acid
500ml Formaldehyde (%37)

100ml Glacial acetic acid

***NOT: Calismamizda %37 formaldehit yerine Neutral Buffered %10 Formalin (NBF)

kullaniimigtir.



28

NBF Hazirlanisi,

900ml Top water (distile)

100ml Formalin (%37 formaldehit solusyonu)
4gr Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat
6,59r Sodyum fosfat, dibazik, anhydrous

*** Bouins solusyonu fiksasyon siiresi max.18 saattir. ideal zaman olarak testis

dokusunda 12-14 saat araligi tespit edilmistir.
Bouins Solusyonunda Fiksasyon islemi

Orsiektomi sonrasi disekte edilen dokular dikkatlice 6énce petriye alinarak ince
igneler ile (insulin ignesi) delikler acgilip fiksatifin icine atiimistir ve 2 saat beklenilmistir.
Enjektor yardimiyla testis icine fiksatif yavasca verilerek doku igine nifus etmesi
kolaylastiriimistir. 3 saat slreyle oda kosullarinda kiltir kaplarinda fiksatifte kalan
dokular cikarihp bisturi yardimiyla dikkatlice enine 3-4 halka olacak sekilde dilimlenip
kasetlere alinarak etiketleri ile birlikte daha buyuk bir fiksasyon kabina alinmistir.
Fiksatif miktari yaklasik olarak icerdeki dokularin kapladigi hacmin yaklasik 10 kati
fazla olmak durumundadir. Bu yizden fiksasyon igin tekli doku kaplarindan kasetlere
alinan dokular daha blylk hacimdeki bir doku takip kabina alinarak daha fazla fiksatifle
muamele edilmistir. Bouin sollisyonundaki total fiksasyon slresi igin testis buyukltgine

gbre 12-14 saatin optimal oldugu goéralmustr.

3.3. Uygulanan Teknikler

3.3.1. Doku takip yontemi

a) 12 saat bouin solisyonu ve ardindan 72 saat formaldehitde bekletilen dokular

cikarilidi ve akan su altinda 30 dakika yikandi.
b) %70’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
c) %80’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
d) %90’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
e) %96’ ik etil alkolde 1 saat bekletildi.
f) %96’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
g) Ksilen I'de 1 saat bekletildi.

h) Ksilen II'de 1 saat bekletildi.
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i) Parafin I'de 1 saat bekletildi.

j) Parafin I'de 1 gece bekletildi.

k) Dokulara parafine gdmme ve etiketlenme iglemi yapildi.

3.3.2. immunohistokimyasal boyama

Doku takip yontemi tamamlanan testis bloklarindan, mikrotom cihaziyla 3 |y’ luk kesitler

alinip, kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki
gibidir: (Reaktifler igin invitrogen, MD 21704, USA, Lot: 948867A Histostain-Plus kit

kullaniimistir.)

4.

5.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirildi.
Lam tasima sepeti etiivde 60 °C’de 1 gece bekletildi.

Ksilende, deparafinizasyon iglemi i¢in 1 saat bekletildi.

Ksilenden cikarilip havada kurutularak PAP pen ile dokular isaretlendi.

Kesitler sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ ser dakika
bekletildi.

Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika slreyle yikandi.

Antijen retrieval islemi icin dnceden hazirlanmis ve 37°C de bekletilen Tripsin
solisyonu(200cc PBS + 0,2gr Tripsin) ile 37°C’de 30 dakika bekletildi.

10 dakika PBS’de birakildi.

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’ luk H,O,: Metanol (1: 9) karisimi
ile 10 dakikahk uygulamayla ortadan kaldirildi.

Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, tzerlerine ilave edilen serum

bloklama solusyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler Gzerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night yapildi. Bu
calismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklari dilisyonlar su sekildeydi:
Stro-1 (1: 100, Santa Cruz, Lot: E05040-1630), DAZL (1: 100, Santa Cruz, Lot:
K1513), VASA (1: 200, Novus Biologicals, Lot: 31214), c-Kit (1:100, Santa Cruz,
Lot: D1712), Thy-1 (1:100, Santa Cruz, Lot: J1713), PLZF (1:100, Santa Cruz, Lot:
F1512), Sox 3 (1:100, Santa Cruz Lot: L0O313). Buttn primer antikorlar PBS ile dilie
edildi.

Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren, biotinlenmig

afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edildi. Kullanilan sekonder



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

30

antikorlar ve dilusyonlari su sekildeydi: Donkey anti-goat IgG FITC (1:300, Santa
Cruz, Lot: H2313), pAb anti-chicken anti rabbit IgG-FITC (1:300, Novus Biologicals,
Lot: 10), goat anti-mouse 1gG;-FITC, (1:300, Santa Cruz, Lot: G2413), goat pAb to
Rb IgG(HRP) (1:300, Abcam, Lot: GR146022-3), goat anti-mouse IgM-FITC (1:300,
Santa Cruz, Lot: D1013), goat anti-rabbit IgG-FITC (1:300, Santa Cruz, Lot: G1713)

Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmig- sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10

dakika kadar muamele edildi.

Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasi DAB ile 3- 10 dakika

kadar muamele edildi.

Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gézlenmesi icin kesitlere hematoksilen (Merk

Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapildi.

Kesitler akansuda yikandi ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’ lik etil alkol

serilerinde 2’ ser dakika bekletildi.
Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen | ve ksilen II'de 2 ser dakika bekletildi.
Ksilenden alinan dokularin tzeri kurumasi beklenilmeden entellan ile kapatildi.

Boyanmanin degerlendiriimesinde asagidaki skala kullanildi.

(+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-): gok

zayIf boyanma, (-): boyanma yok.
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3.3.3 Testikiiler Histolojinin Degerlendirilmesi igin Morfolojik Parametrelerin
Hesaplanmasi

3.3.3.1 Modifiye Johnsen Skorlamasi

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, 20 adet yuvarlak tlbuler enine
kesit, seminifer6z epitelin kalitesi agisindan degerlendirildi. Agagida goéruldugu gibi,
spermatojenik hlcre tiplerinin varligina veya yokluguna gore 1-12 arasi skor veren
modifiye Johnsen metodu kullanildi (Yoshida A., 1997).

1. TUbdler kesitte hi¢ hicrenin olmamasi (tlbuler skleroz),

2. Tubuler kesitlerde germ hcrelerinin olmamasi, sadece sertoli hicrelerin gézlenmesi

(sertoli cell-only).
3. Germ hicre olarak sadece spermatogonyum goézlenmesi.

4. Spermatozoa, spermatid, sekonder spermatositlerin olmamasi, fakat ¢cok sayida

spermatogonyum gozlenmesi.

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

gozlenmesi.

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

gbzlenmesi.

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

gbzlenmesi.

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

gbzlenmesi

9. Ge¢ spermatidlerin olmamasi, birkag adet round spermatid gézlenmesi.
10. Geg spermatidlerin olmamasi, ¢ok sayida round spermatid gézlenmesi.
11. Birkag adet ge¢ spermatid ve/veya spermatozoa gézlenmesi.

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

3.3.3.2 Seminifer Tubil Alanlarinin ve Seminifer Epitel Kalinliginin Hesaplanmasi

Her gruptan 30 yuvarlak veya yuvarlaga yakin seminifer tlbul rastgele segcilip
tubulan total alani ve epitel kalinligi Olympus marka BX51 model 1s1k mikroskobu ve
Olympus DP72 model kamera atagmani ile ¢ekilip DP2-BSW yazihmi kullanilarak

morfometrik 6l¢im teknikleri ile hesaplanmistir.



3.3.4 istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda morfometrik farklar, Johnsen skorlamalari, seminifer tibal
alanlari ve seminifer epitel kalinliklari acgisindan yapilan karsilastirmalarda,
ortalamalarin normal dagihm gostermesi (normal dagihm testi = Shapiro Wilk)
nedeniyle One-way ANOVA metodu uygulandi. One-way ANOVA testi sonucu en az
iki grup arasinda farklihk goruldu ve bu farkhhdin hangi gruplar arasinda anlamli

oldugunu tespit etmek i¢in Tukey HSD testi uygulandi ve sonuglar tabloya yansitildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol Grubu Bulgulari

PLZF: Spermatogonyumlar ¢ok zayif pozitif diger tim seminifer tubul hucrelerinde
negatif boyanma gézlendi.
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Sekil 7 Kontrol PLZF IHCp Sonuglari: Kontrol grubu sicanlarindan alinan 2 farkli sol
testis enine kesiti (A, B) (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt 1 ve Spt 1), geg spermatidler (Gspd), Leyding Hicresi (LH))
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DAZL: Spermatogonyumlarda ve primer spermatositlerde zayif sitoplazmik boyanma

gOsterdi.
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Sekil 8 Kontrol DAZL IHCp Sonuglari: Kontrol grubu sol testis (spermatogonyumlar
(Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il), ge¢ spermatidler (Gspd),
Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))

Thy-1: Spermatogonyum, primer ve sekonder spermatositler ve sertoli hucreleri
kuvvetli pozitif, erken evre spermatidler orta derece pozitif ekspresyon gdsterdi. Gec

evre spermatidler ve Leyding hlcrelerinde negatif boyanma gdézlendi.
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Sekil 9 Kontrol thy-1 IHCp sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine kesiti
seminifer tubll (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve
Spt ), geg spermatidler (Gspd), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))
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VASA: Spermatogonyumlarda ¢ok kuvvetli, primer ve sekonder spermatositlerde de

kuvvetli boyanma gosterdi. Geg spermatidlerde ise baz tliblllerde boyanma olmazken

bazilarinda orta derecede boyanma gozlendi.
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Sekil 10 Kontrol VASA IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tibll (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt II), ge¢ spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Huicresi (LH),
bazal membran (BM))

g 0 I;lln B é
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Sox-3: Spermatogonyumlarda kuvvetli, primer ve sekonder spermatositler ve Sertoli
hicrelerinde zayiftan orta dereceye degisen derecelerde boyanma izlendi. Erken evre

spermatidler pozitif boyanirken, geg evre spermatidlerinde boyanma gézlenmedi.

i W

Sekil 11 Kontrol Sox 3 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B, C: Sol testis enine
kesiti seminifer tibll (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt 11), ge¢ spermatidler (Gspd), Leyding Hicresi (LH), bazal membran (BM))
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Stro-1:  Seminifer tubul hucreleri ve Leyding hucrelerinin tamaminda boyanma

gbzlenmedi.
& g > . 5l htall s
BYY & . ".-
\ L ’ T y Wy ;
\ : o » ‘,-,'
3 Y paea SN e
2 i‘ - OF I Wi F iy
w4 Yo R, 8 e
! / A o . ¢
g - 2 IR i
4 T e ‘
B L A \r Sy W
R R L Ea, g
Sl RtH e a
- Xl ‘ * 8.3 » ; |
1 <~ /& 2 - > >
BM ¥ S R 5 e 4 e, et ”,‘
¢ e T N F
g e L) . - g
e : \?“%'..; 3 ) o Ny
Lo % e
e L “ o g
. - " 74
Nl e P N s
—EEewe CPUR T W R et

Sekil 12 Kontrol Stro-1 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tubul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler

(Spt | ve Spt 11), ge¢ spermatidler (Gspd), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))

C-Kit: Spermatogonyumlar ve spermatositler kuvvetli pozitif, primer ve sekonder

spermatositler ve erken evre spermatidleri zayif pozitif boyanma gdsterirken ge¢ evre

spermatidlerde boyanma olmamistir.
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Sekil 13 Kontrol C-Kit IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tubul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt Il), ge¢ spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH),

bazal membran (BM))
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Tablo 4.1 Kontrol grubu testis seminifer tibdllerinde THY1 (CD90), C kit, Sox3,
PLZF, DAZL, VASA, Stro-1 ifadesi.

Kisa ve Uzun Sureli Etki Grubu (30-100 glin)
THY1 C kit Sox3 PLZF DAZL VASA  Stro-1

(CD90)
Spg +++ +++ +++ +/- + +++ -
Spt | ++ +++ ++ - + +++ -
Spt i ++ + + - - +++ -
Spd + + - - - ++ -
Gspd - - - - - ++ -
SH + - + - - ++ -
LH ++ - ++ - - ++ -
BM +++ + ++ - - +++ -

spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il),
erken spermatidler (Spd), gec¢ spermatidlerin (Gspd), Sertoli Hiicresi (SH), Leyding
Hicresi (LH), Bazal membran (BM), (+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede

boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-): cok zayif boyanma, (-): boyanma yok
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4.2. Sham Grubu Bulgulari

PLZF: Zayif pozitif ve negatif boyanma gozlendi. Sol varikosel sham grubunda ise

spermlerde pozitif boyanma godzlendi.
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Sekil 14 Sham PLZF IHCp Sonuglari: A,D: sol testis enine kesiti. B,C: Sol testis enine
kesiti seminifer tabdl (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt II), ge¢ spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH),

bazal membran (BM))
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DAZL: Spermatogonyumlarda ve primer spermatositlerde ¢ok zayif sitoplazmik

boyanma go6zlendi.

Sekil 15 Sham DAZL IHCp Sonugclari: Sol testis enine kesiti (spermatogonyumlar
(Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il), ge¢ spermatidler (Gspd),

spermatozoa (Spz), Leyding Hicresi (LH), bazal membran (BM))

Thy-1: Tubul duvarini olusturan hicrelerde zayif sitoplazmik boyanma izlendi.

Spermatidlerde boyanma gdézlenmedi.
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Sekil 16 Sham Thy-1 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine kesiti
seminifer tUbul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve
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Spt Il), ge¢ spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal
membran (BM))

VASA: Spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler, Sertoli hicrelerinde
orta derece kuvvetli boyanma gdzlendi. Primer spermatositlerde boyanma hicre
membraninda olurken, spermatogonyumlar, sekonder spermatositlerde ve erken evre

spermatidlerde sitoplazmik boyanma goézlendi. Geg tip spermatidlerde bazi tubullerde

boyanma olmazken bazilarinda orta derecede boyanma gézlendi.
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Sekil 17 Sham VASA IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine

kesiti seminifer tubdl (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler

7 il

(Spt | ve Spt Il), geg spermatidler (Gspd), Leyding Hicresi (LH), bazal membran (BM))

Sox-3: Kontrolden farkli olarak spermatogonyumlarda, primer ve sekonder
spermatositlerde, Sertoli ve erken evre spermatidlerinde zayif boyanma gdzlendi ancak
bazi tibullerde ge¢ evre spermatidlerde boyanma ilgi ¢ekici olarak bazen pozitif bazen

negatif gozlenmigtir.
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Sekil 18 Sham Sox-3 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tibll (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt II), gec spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH),
bazal membran (BM))
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Stro-1: Bazi tubullerde geg evre spermatidlerinde pozitif boyanma izlendi.
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Sekil 19 Sham Stro-1 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tubul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt 1), gec spermatidler (Gspd), Leyding Huicresi (LH), bazal membran (BM))

C-Kit: Spermatogonyumlar ve spermatositler kuvvetli pozitif, primer ve sekonder

spermatositler ve erken evre spermatidleri zayif pozitif boyanma gdsterirken geg¢ evre
spermatidlerde boyanma olmamistir.
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Sekil 20 Sham C-Kit IHCp Sonugclari: A: sol testis enine kesiti seminifer tibul. B: Sol
testis enine kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt |
ve Spt Il), ge¢ spermatidler (Gspd), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))
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Tablo 4.2 Sham grubu testis seminifer tlbulllerinde THY1 (CD90), C kit, Sox3,
PLZF, DAZL, VASA, Stro-1 ifadesi.

Kisa ve Uzun Siireli Etki Grubu (30-100 giin)
THY1 C kit Sox3 PLZF DAZL VASA  Stro-1

(CD90)
Spg +++ +++ +++ - + +++ -
Spt | ++ +++ ++ - +/- +++ -
Spt i ++ + + - - +++ -
Spd + + + - - + )
Gspd - - - - - ++ -
SH - + - - - ++ -
LH + - + - - + -
BM + +++ ++ - - +++ -

spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il),
erken spermatidler (Spd), gec¢ spermatidlerin (Gspd), Sertoli Hlcresi (SH), Leyding
Hucresi (LH), Bazal membran (BM), (+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede

boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-): ¢ok zayif boyanma, (-): boyanma yok
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4.3. Sol Varikosel Grubu Bulgulari

PLZF: SVKS Spermatogonyum, primer ve sekonder spermatositler, Sertoli hiicreleri ve
Leyding hucrelerinde zayif pozitif, spermatidlerde ise negatif boyanma gdzlendi.
Boyanma hlicre membraninda gézlendi. SVUS Spermatogonyumlar kuvvetli boyanma

goOsterdi. Primer ve sekonder spermatositler, Sertoli hucreleri zayif boyanma

gOsterirken, ge¢ spermatidler ve Leyding hucrelerinde boyanma negatifti.
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Sekil 21 SVKS PLZF IHCp Sonuglari: A, B: sol test

kesiti seminifer tabdl (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler

is enine kesiti. C, D: Sol testis enine

(Spt | ve Spt II), ge¢ spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH),

bazal membran (BM))



Sekil 22 SVUS PLZF IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine kesiti
seminifer tubul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve
Spt ), gec spermatidler (Gspd), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))

DAZL: SVKS ve SVUS gruplarinda benzer sekilde spermatogonyumlarda boyanma

g6zlenmedi.
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Sekil 23 SVKS DAZL IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tubul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler

(Spt | ve Spt Il), ge¢ spermatidler (Gspd), Leyding Huicresi (LH), bazal membran (BM))
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Sekil 24 SVUS DAZL IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tabul (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), geg

spermatidler (Gspd), Leyding Hucresi (LH))

Thy-1: SVKS spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositlerde boyanma
zayifti. GCekirdek boyanmasi izlenmedi. Leyding hicreleri ve ge¢ evre spermatidlerde
boyanma izlendi. Sasirtici sekilde SVUS grubunda kontrol grubuna benzer ekspresyon
paterni goéruldd. Spermatogonyum, primer ve sekonder spermatositler ve sertoli
hicreleri kuvvetli pozitif, erken evre spermatidler orta derece pozitif ekspresyon

gosterdi. Olgun spermatidler ve Leyding hicrelerinde negatif boyanma gdézlendi.

$ek|I 25 SVKS Thy-1 IHCp Sonuglarl A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine kesiti

seminifer tlbul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve

Spt II), ge¢ spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Huicresi (LH))
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Sekil 26 SVUS Thy-1 IHCp Sonuglari: Sol testis enine kesiti (spermatogonyumlar
(Spg), primer spermatositler (Spt I), ge¢ spermatidler (Gspd), Leyding Hucresi (LH))
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VASA: SVUS ve SVKS gruplarinda spermatogonyum ve primer spermatositlerde
kuvvetli ve orta derece pozitif boyanma go6zlenirken, kontrol grubunda

spermatogonyumlarda c¢ekirdek boyanmasi gdzlenirken sol varikosel gruplarinda

membran boyanmasi gozlendi.
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Sekil 27 SVKS VASA

kesiti seminifer tubul (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler

IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine

(Spt | ve Spt Il), geg spermatidler (Gspd), Leyding Huicresi (LH))
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B: Sol testis enine

A: sol testis enine kesiti.

kesiti seminifer tubdl (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), ge¢

Sekil 28 SVUS VASA IHCp Sonuglarr:
spermatidler (Gspd))
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Sox-3: Hem SVKS hem de SVUS gruplarinda boyanma paterni kontrol grubuna
benzerlik gostermistir fakat ekspresyon derece daha az haldedir. Spermatogonyumlar
orta derecede, primer ve sekonder spermatositler ve Sertoli hicreleri zayiftan ortaya
degisik derecelerde pozitif boyanma goézlendi. Ge¢ evre spermatidlerinde boyanma

gbzlenmedi.
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Sekil 29 SVKS Sox-3 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tubul (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), gec
spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hicresi (LH), bazal membran (BM))
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Sekil 30 SVUS Sox-3 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tibll (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt Il), ge¢ spermatidler (Gspd), Leyding Hicresi (LH), bazal membran (BM))
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Stro-1: Seminifer tabul hicreleri ve Leyding hucrelerinin tamaminda boyanma

gbzlenmedi.
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Sekil 31 SVKS Stro-1 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tibdl (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), ge¢

spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hicresi (LH), bazal membran (BM))
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Sekil 32 SVUS Stro-1 IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B: Sol testis enine
kesiti seminifer tibll (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler
(Spt | ve Spt 1), ge¢ spermatidler (Gspd))
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C-Kit: SVKS grubunda sol testiste pozitif C-Kit ekspresyonu goézlenirken, ilging olarak
bazi tubulllerde ge¢ evre spermatidlerde kuvvetli pozitif boyama olurken bazilarinda
boyanma go6zlenmemistir.  Spermatogonyumlar orta derece pozitif ekspresyon
gOsterirken, primer ve sekonder spermatositler ve erken evre spermatidler zayif pozitif
ve negatiftir. Bununla birlikte Leyding hucreleri kuvvetli pozitif boyanmaktadir. SVUS
Kisa sureliye oranla spermatogonyumlarda daha kuvvetli pozitif boyanma goérulirken,
spermatositlerde ve erken evre spermatidlerde zayif pozitif boyanma gézlenmistir.

Leyding hcreleri pozitif boyanma géstermistir.
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Sekil 33 SVKS C-Kit IHCp Sonuglari: A: sol testis enine kesiti. B, C: Sol testis enine
kesiti seminifer tibul (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), geg
spermatidler (Gspd), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))
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Sekil 34 SVUS | testis enine kesiti (spermatogonyumlar (Spg),

primer spermatositler (Spt I), ge¢ spermatidler (Gspd))
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Tablo 4.3 Sol varikosel grubu testis seminifer tubullerinde THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA, Stro-1 ifadesi.

Kisa ve Uzun Siireli Etki Grubu (30 giin ve 100 giin)

THY1 (CD90) C kit Sox3 PLZF DAZL VASA Stro-1
Kisa Uzun Kisa Uzun Kisa Uzun Kisa Uzun Kisa Uzun Kisa Uzun Kisa Uzun
Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sureli | Sireli | Siireli
Spg + +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - - +++ +++ - -
Spt | + +++ + +++ + - ++ +++ - - +++ +++ - -
Spt I + - + + + - ++ + - - ++ + - -
Spd - - + + - - - - - - - - - -
Gspd - - - - - - - - - - - - - -
SH + - + + + - + - - - ++ - - -
LH + + ++ +++ - - ++ - - - + + - -
BM - - +++ + ++ - +++ - - - +++ - - -

spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il), erken spermatidler (Spd), ge¢ spermatidlerin (Gspd), Sertoli

Hucresi (SH), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM), (+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-):

¢cok zayif boyanma, (-): boyanma yok
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4.4. Bilateral Varikosel Grubu Bulgulari

PLZF: BVKS grubunda sag ve sol testis tubullerinde spermatogonumlarda,
spermatositlerde ve Leyding hiicrelerinde zayif tutulum gézlendi. BVUS grubunda sol
testiste spermatogonyumlar ve primer spermatositlerde kuvvetli boyanma izlenirken
sekonder spermatositlerde ve spermatidlerde zayif pozitif ve negatifti. Leyding
hicrelerinde kuvvetli pozitif boyanma izlendi. Her iki gruptada spermatogonyumlarda

boyanma nikleerdi.

Sekil 35 BVKS PLZF IHCp Sonuglari: A,B sol testis enine kesiti. C, D, E sag testis
enine kesiti (primer spermatositler (Spt 1), ge¢ spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz),

Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))
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Sekil 36 BVUS PLZF IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il),
gec spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran
(BM))
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DAZL: Uzun ve kisa sureli bilateral varikosel gruplarinda benzer gsekilde
spermatogonyumlarda boyanma gézlenmedi.

Sekil 37 BVKS DAZL IHCp Sonuglari: A,B sol testis enine kesiti. C sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), erken ve ge¢
spermatidler (Spd ve Gspd), spermatozoa (Spz))
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Sekil 38 BVUS DAZL IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), sekonder spermatositler (Spt Il), gec spermatidler
(Gspd), spermatozoa (Spz))
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Thy-1: BVKS grubu sag ve sol testiste kontrol grubuna kiyasya oldukca farkli
ekspresyon gosterdi. Spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler, Sertoli
ve Leyding hicreleri negatifken bazi tibullerde geg tipte spermatidlerin pozitif oldugu
gOzlenmistir. Sasirtici olarak BVUS grubunda boyanma paterni kontrol grubuna
benzerlik gostermekle birlikte daha kuvvetli boyanmaya sahip olduklari da gézlenmistir.
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Sekil 39 BVKS Thy-1 IHCp Sonuglari: A sol testis enine kesiti. B, C sag testis enine

kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), ge¢ spermatidler
(Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))
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Sekil 40 BVUS Thy-1 IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt 1),

gec spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran
(BM))
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VASA: BVKS grubunda sagd testiste spermatogonyumlar, primer ve sekonder
spermatositler ve erken tip spermatositlerde boyanma ¢ok zayif izlenirken sol testiste
boyanma daha kuvvetliydi. Leyding hiicrelerinde pozitif boyanma goézlendi. Ge¢ evre
spermatidlerde boyanma gézlenmedi. BVUS grubunda spermatogonyumlar ve primer
spermatositlerde kuvvetli gekirdek boyanmasi gézlenirken, sekonder spermatositler ve
erken evre spermatidlerde membran boyanmasi ve sitoplazmik boyanma gozlendi. Geg

evre spermatidlerde boyanma goézlenmedi. Leyding hucreleri kuvvetli boyanma

gosterdi.
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Sekil 41 BVKS VASA IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt 1),
gec spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran
(BM))
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Sekil 42 BVUS VASA IHCp Sonuglari: A, D sol testis enine kesiti. B, C sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt 1),
gec spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran
(BM))
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Sox-3: BVKS grubunda sox-3 ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla oldukga azalmigtir.
Sol testiste spermatogonyumlarda ekspresyon goézlenmezken sag testiste zayif
ekspresyon goézlenmistir. BVUS gruplarindaki sox-3 ekspresyonu kontrol grubuyla
benzerlik gdstermektedir. Spermatogonyumlar kuvvetli, primer ve sekonder

spermatositler ve Sertoli hicreleri zayiftan ortaya degisik derecelerde pozitif

ekspresyon gostermislerdir. Geg evre spermatidlerinde boyanma gézlenmemistir.
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Sekil 43 BVKS Sox-3 IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D, E sag testis
enine kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), ge¢ spermatidler
(Gspd), Leyding Hucresi (LH))
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Sekil 44 BVUS Sox-3 IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt |), ge¢ spermatidler
(Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))
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Stro-1:  Seminifer tibdl hicreleri ve Leyding hucrelerinin tamaminda boyanma

gbzlenmedi.

100 pm & T
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Sekil 45 BVKS Stro-1 IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer spermatositler (Spt 1), ge¢ spermatidler
(Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM))
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Sekil 46 BVUS Stro-1 IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt II),
gec spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran

(BM))
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C-Kit: BVKS grubunda hem sad hem sol testiste zayif pozitif C-Kit ekspresyonu
gOzlendi. Bununla birlikte bazi tubullerde ge¢ tipte spermatidlerde kuvvetli pozitif
boyama olurken bazilarinda boyanma gézlenmedi. Boyanmalar hicre membranlarinda
izlendi. Spermatogonyumlar orta derece pozitif ekspresyon gdsterirken, primer ve
sekonder spermatositler ve erken evre spermatidler zayif pozitif ve negatifti. Bununla
birlikte Leyding hucreleri kuvvetli pozitif boyandi. BVUS grubunda sag ve sol testis
hicreleri ekspresyon bakimindan kontrol grubuna benzerlik géstermektedir. Bu grupta
kisa slreli gruba oranla spermatogonyumlarda daha kuvvetli pozitif boyanma
gorulirken, spermatositlerde ve erken evre spermatidlerde zayif pozitif boyanma

g6zlendi. Leyding ve Sertoli hiicreleri pozitif boyanma gdsterdi.
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Sekil 47 BVKS C-Kit IHCp Sonugclari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (SPG), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il),
erken ve ge¢ spermatidler (Spd ve Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH),
bazal membran (BM))



A‘:ﬁ.'.l’ \ ) . ST
A AN 5
(V05 : \; ;‘ . a’
Aﬁ&g‘sﬁg Tele e
Sekil 48 BVUS C-Kit IHCp Sonuglari: A, B sol testis enine kesiti. C, D sag testis enine
kesiti (spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt 1),

gec spermatidler (Gspd), spermatozoa (Spz), Leyding Hucresi (LH), bazal membran
(BM))
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Tablo 4.4.1 Kisa sureli bilateral varikosel grubu testis seminifer tlibullerinde THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA, Stro-1 ifadesi.

Kisa Siireli Etki Grubu (30 giin)

THY1 (CD90) C kit Sox3 PLZF DAZL VASA Stro-1

Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag

Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis
Spg +++ - +++ +++ - + - + - - + +++ - -
Spt | +++ - - + +/- - - + - - + +++ . .
Spt i ++ - - + +/- - - - - - + ++ - -
Spd + - - + +/- - - - - - + ++ - -
Gspd +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ - - - +++ - - -
SH + - - + - - - - - - + + - -
LH ++ - +++ ++ - - - + - - +++ +++ - -
BM +++ - +++ +++ - + - ++ - - + +++ - -

spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il), erken spermatidler (Spd), ge¢ spermatidlerin (Gspd), Sertoli

Hucresi (SH), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM), (+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-):

cok zayif boyanma, (-): boyanma yok
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Tablo 4.4.2 Uzun sdreli bilateral varikosel grubu testis seminifer tibullerinde THY1 (CD90), C kit, Sox3, PLZF, DAZL, VASA, Stro-1 ifadesi.

Uzun Siireli Etki Grubu (100 giin)

THY1 (CD90) C kit Sox3 PLZF DAZL VASA Stro-1

Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag

Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis | Testis
Spg +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ - - +++ +++ - -
Spt | ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ - - +++ +++ - -
Spt Il ++ +++ ++ ++ - ++ - ++ - - + +++ - -
Spd ++ +++ ++ ++ - - - - - - ++ ++ - -
Gspd - - - - - - - - - - - - - -
SH ++ +++ ++ +++ - - - - - - + ++ - -
LH +++ +++ ++ +++ + + - +++ - - ++ +++ - -
BM +++ +++ +++ +++ ++ + + ++ - - +++ +++ - -

spermatogonyumlar (Spg), primer ve sekonder spermatositler (Spt | ve Spt Il), erken spermatidler (Spd), ge¢ spermatidlerin (Gspd), Sertoli

Hucresi (SH), Leyding Hucresi (LH), bazal membran (BM), (+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-):

cok zayif boyanma, (-): boyanma yok
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4.5. Morfometrik Olgiimlerin Degerlendirilmesi

4.5.1 Modifiye Johnson Skorlarinin Degerlendirilmesi

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, 30 adet yuvarlak tibuler

enine kesit seminiferdz epitelin kalitesi agisindan degerlendirildi. Degerlendirme
sonras! Johnsen Skoru ortalamalari, kontrol grubunda 11,184 (Sekil 49-A), sham
grubunda 10,765 (Sekil 49-B), kisa sureli sol varikosel grubunda 8,190 (Sekil 49-C),
uzun sureli sol varikosel grubunda 7,478 (Sekil 49-D), kisa sureli bilateral varikosel
grubunda 8,099 (Sekil 49-E) ve uzun sureli bilateral varikosel grubunda 8,065 (Sekil
49-F) olarak saptandi (Tablo 4.5.1).

’; :‘.&{ - \:v 3

Sekil 49 Tum Gruplarin Seminifer Epitel Kalinliklari Olgimi. A) Kontrol Grubu B) Sham
Grubu C) SVKS Grubu D) SVUS Grubu E) BVKS Grubu F) BVUS Grubu




72

Tablo 4.5.1.1 Morfolojik Parametre Ortalamalari

Gruplar Ortalama Johnsen Seminifer Tubdl Seminifer Epitel
Skorlar Alani (um?) Kalinhgi (um)
Kontrol 11,184 79809 80,98
Sham 10,765 71954 77,56
SVKS 8,190 43378 52,60
SVUS 7,478 35891 52,57
BVKS 8,099 29329 50,84
BVUS 8,065 48083 62,25

P < 0,001 (SD= 5, F= 43,46, P=0,000) oldugu icin gruplar arasinda Johnson
skorlamasi agisindan istatistiksel bir fark goézlenmistir. Gruplar arasindaki farkin
anlasiimasi icin Tukey testi ile devam edilmistir (Tablo 4.5.1.1). Tukey testi sonuclarina
gore kontrol ve sham gruplari arasinda fark gézlenmezken SVKS, SVUS, BVKS, BVUS
gruplarinin kontrol ve sham grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
olduklar fakat kendi aralarinda anlamli istatistiksel bir farka sahip olmadiklari sonucuna
ulasilmistir (Tablo 4.5.1.2).

Tablo 4.5.1.2 Gruplarin Johnsen skoru ortalamalarinin kontrol grubu (99,54) ile
karsilastiriimasi

Alt Limit Orta Ust Limit
SHAM -1,341 -0,419 0,503
SVKS -3,951 -2,993 -2,036
SVUS -4,847 -3,706 -2,564
BVKS -3,938 -3,085 -2,233
BVUS -4,160 -3,119 -2,079

4.5.2 Seminifer Epitel Kalinliklarinin Degerlendirilmesi

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, 30 adet yuvarlak tibuler enine
kesit seminifer epitel kalinliklari agisindan degerlendirildi. Degerlendirme sonrasi
seminifer epitel kalinliklari ortalamalari, kontrol grubunda 80,98 uym (Sekil 49-A), sham
grubunda 77,56 um (Sekil 49-B), kisa sureli sol varikosel grubunda 52,60 um (Sekil 49-
C), uzun sureli sol varikosel grubunda 52,57 ym (Sekil 49-D), kisa sireli bilateral
varikosel grubunda 50,84 um (Sekil 49-E) ve uzun sureli bilateral varikosel grubunda
62,25 um (Sekil 49-F) olarak saptandi (Tablo 4.5.1.1)
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P < 0,001 (SD= 5, F= 22,68, P=0,000) oldugu icin gruplar arasinda seminifer epitel
kalinhg1 acisindan istatistiksel bir fark go6zlenmistir. Gruplar arasindaki farkin
anlasiimasi igin Tukey testi ile devam edilmistir (Tablo 4.5.1). Tukey testi sonuclarina
gore kontrol ve sham gruplari arasinda fark gézlenmezken SVKS, SVUS, BVKS, BVUS
gruplarinin kontrol ve sham grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkh
olduklari gorulmus ve kendi aralarinda da anlaml istatistiksel bir farka (Tablo 4.5.2)

sahip olduklari sonucuna ulasiimigtir.

Tablo 4.5.2 Tukey testine gére grup ortalamalarinin seminifer epitel kalinliklari
acisindan karsilastiriimasi

Gruplar Ortalamalarin  Farkin %95 Giiven T- Ayarlanmig
farki standart Araligi Degeri P- Degeri
Hatasi
BVUS - BVKS 11,41 3,88 ( 0,16;22,66) 2,94 0,045
SVKS - BVKS 1,76 3,88 (-9,49;13,01) 0,45 0,998
SVUS - BVKS 1,73 4,86 (-12,36; 15,83) 0,36 0,999
SHAM - BVKS 26,72 3,80 (15,70; 37,75) 7,03 0,000
KONTROL - BVKS 30,14 3,97 (18,63;41,66) 7,59 0,000
SVKS - BVUS -9,65 3,79 (-20,63; 1,33) -2,55 0,119
SVUS - BVUS -9,68 4,79 (-23,56; 4,21) -2,02 0,338
SHAM - BVUS 15,31 3,71 ( 4,57;26,06) 4,13 0,001
KONTROL - BVUS 18,73 3,88 (7,49;29,98) 4,83 0,000
SVUS - SVKS -0,03 4,79 (-13,91; 13,86) -0,01 1,000
SHAM - SVKS 24,96 3,71 (14,22;35,71) 6,73 0,000
KONTROL - SVKS 28,38 3,88 (17,14;39,63) 7,32 0,000
SHAM - SVUS 24,99 4,73 (11,29; 38,69) 5,29 0,000
KONTROL - SVUS 28,41 4,86 (14,31;42,51) 5,84 0,000

KONTROL - SHAM 3,42 3,80 (-7,60; 14,44 0,90 0,946
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4.5.3 Seminifer Tubil Alanlarinin Degerlendirilmesi

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, 30 adet yuvarlak tubuler enine

kesit seminifer tubudl alanlar agisindan degerlendirildi. Degerlendirme sonrasi seminifer
tiibll alanlar ortalamalari, kontrol grubunda 79809 um? (Sekil 50-A), sham grubunda
71954 um? (Sekil 50-B), kisa siireli sol varikosel grubunda 43378 pm? (Sekil 50-C),
uzun sireli sol varikosel grubunda 35891 pm? (Sekil 50-D), kisa sireli bilateral
varikosel grubunda 29329 um? (Sekil 50-E) ve uzun siireli bilateral varikosel grubunda

48083 pm? (Sekil 50-F) olarak saptandi (Tablo 4.5.1.1)

Sekil 50 Tum Gruplarin Seminifer Tubdl Alanlari Olgimi. A) Kontrol Grubu B) Sham
Grubu C) SVKS Grubu D) SVUS Grubu E) BVKS Grubu F) BVUS Grubu
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P < 0,001 (SD= 5, F= 59,03, P=0,000) oldugu icin gruplar arasinda seminifer ttbdul
alani agisindan istatistiksel bir fark goézlenmistir. Gruplar arasindaki farkin anlasiimasi
icin Tukey testi ile devam edilmistir (Tablo 4.5.1). Tukey testi sonuclarina gére kontrol
ve sham gruplari arasinda fark gézlenmezken SVKS, SVUS, BVKS, BVUS gruplarinin
kontrol ve sham grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkh olduklari
gorulmus ve kendi aralarinda da anlaml istatistiksel bir farka (Tablo 4.5.3) sahip

olduklari sonucuna ulasgiimigtir.

Tablo 4.5.3 Tukey testine goére grup ortalamalarinin seminifer tdbul alanlari
agisindan karsilastiriimasi

Gruplar Ortalamalarin  Farkin %95 Giiven T- Ayarlanmig
farki standart Arahgi Degeri  P- Degeri
Hatasi
BVUS - BVKS 18754 3394 ( 8866; 28642) 5,53 0,000
SVKS - BVKS 14049 3784 ( 3026; 25073) 3,71 0,005
SVUS - BVKS 6563 3130 (-2557; 15682) 2,10 0,298
SHAM - BVKS 42625 3555 (32268; 52982) 11,99 0,000
KONTROL - BVKS 50480 3883 (39167; 61794) 13,00 0,000
SVKS - BVUS -4705 3740 (-15601; 6191) -1,26 0,807
SVUS - BVUS -12191 3077 (-21156; -3227) -3,96 0,002
SHAM - BVUS 23871 3509 (13650; 34092) 6,80 0,000
KONTROL - BVUS 31726 3841 (20537; 42916) 8,26 0,000
SVUS - SVKS -7487 3502 (-17690; 2717) -2,14 0,277
SHAM - SVKS 28576 3887 (17252; 39899) 7,35 0,000
KONTROL - SVKS 36431 4189 (24227; 48635) 8,70 0,000
SHAM - SVUS 36062 3254 (26583; 45542) 11,08 0,000
KONTROL - SVUS 43918 3610 (133402; 54434) 12,17 0,000

KONTROL - SHAM 7855 3984 (-3750; 19461) 1,97 0,366
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5. TARTISMA

Varikosel vakalarinda literatirde esey hlcre hatlari Gzerindeki etkileri arastiran sinirli
sayida arastirma bulunmaktadir. Nishiyama H. vd (1998), varikoselli insan testisinde
yaptiklari  immunohistokimyasal analizler sonucu esey hicrelerinin  normal
testislerdekine kiyasla daha az soguk induklenebilir RNA bagh proteini (Cirp- Cold-
Inducable RNA-binding protein) eksperese ettigini ortaya koymustur. Bu durum
varikoseldeki testikuler sicaklik artigi ile iligkilidir ve artan sicaklik Cirp ekspresyonunu

down-regule etmektedir.

Son yillarda yapilan bir diger calisma ise benzer sekilde skrotal hiperterminin testikiler
esey hicresi proliferasyonunu azaltti§i ve apoptozu arttirdigini géstermektedir (Kanter
M vd 2013).

Deneysel varikoselin p53 bagimli apoptozu dogrudan primer spermatositlerdeki Y-

H2AX aktivasyonunu saglayarak indukledigi de bilinmektedir (Chang 1.Y vd 2010).

Spermatogoniyal kdk hicre (SKH)'ler diger doku spesifik kok hicreler gibi oldukca
nadir olarak bulunmaktadir. Sigcan testisindeki sayilari total kdk hiicre havuzunun %
0.03 unu olugturmaktadir (Tegelenbosch ve de Rooji, 1993, Phillips BT vd 2010).
SKH’ler feotal gelisim sirasinda primordiyal esey hucrelerinden koken alan

gonositlerden gelismektedirler.

Primordiyal esey hicre (PEH) leri embriyoda ilk olarak birlesme sonrasi yaklasik 7-8
glnler arasinda epiblast evresindeki bir grup alkalin fosfataz pozitif hiicre olarak
gOzlenmektedir. PEH O6zellesmesi ekstraembriyonik ektodermden salinan kemik
morfojenik proteini 4 ve 8b (BMP4 ve BMP8b, Bone Morphogenic Protein 4 and 8b) ye
baghdir (Ginsburg vd 1990, Lawson vd 1999, Ying vd 2001, Philips BT vd 2010).
PEH’leri, farelerde birlesme sonrasi 8.5-12.5 gun araliginda allantoisin formasyonu
sirasinda arka bagirsaktan farklilasmamis gonadlara gé¢ etmeden dnce embriyodan
disari pasif olarak supdarilurler. Bu gé¢ esnasinda replikasyon ile genital kabartilarda
yaklasik 3000 PEH’si kolonize olur(Bendel-Stenzel vd 1998, Philips BT vd 2010). Erkek
gonadlarinda birlesme sonrasi 13.5 gunde PEH’leri, sertoli 6ncul hicreleri ve

peritubller miyoid hucreleri ile ortulu gonositleri olusturur.

Gonositler G¢ alt gruba kategorize edilebilir, mitotik (M)-prospermatogonya, T1-
prospermatogonya ve T2-prospermatogonya (McCarey 1993, Philips BT vd 2010).
Farelerde M-prospermatogonyalar bazal membrandan uzakta testikular kordun
merkezine konuslanmis olup, birlesme sonrasi 16.5inci giine, T1-prospermatogonyalari

olusturup GO mitotik tutuklanmaya kadar, prolifere olmaya devam ederler (McLaren
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2003, Tohonen vd 2003, Philips BT vd 2010). Gonositler dogum sonrasi ilk hafta
proliferasyonu surdirerek T2-prospermatogonyalara dénistimlerine devam ederken bir
yandan da seminifer tibul bazal membranina go¢ ederler (Clermont ve Perey 1957,
Philips BT vd 2010). T2-prospermatogonyalar bazal membranda kolonize olarak SKH
havuzunu olusturmaya baslarlar(Kluin ve de Rooji, 1981, McCarrey 1993, Yoshida vd
2006, Philips BT vd 2010).

Spermatojenik soy gelisimi her canlida farkh sayida evreden olusan belli bir
dizene sahip komplike bir surectir(Clermont 1972). Farelerde spermatojenik doéngl
seminifer epitelin 12 evresinden olusurken, sicanlarda 14 ve insanlarda 12 evreden
olusmaktadir (Oakberg 1956a,b, Leblond ve Clermont 1952a,b, Muciaccia B., 2013).
Her bir evre farkh tipteki bircok spermatogonya, spermatosit ve spermatid

kombinasyonunun senkronize olarak ilerledigi bir spermatojenik sureg ile karakterizedir.

YAVAVAY,
ololele|
oo o|e

Mitoz Mayoz Spermiyogenez
@ 3

VII Vil IX

ERKEN _ ORTA

Sekil 51 Fare spermatogenez ve seminifer epitel dongusu. (Hess RA ve Renato de
Franca L. 2008)

Fare seminifer epitel donglsu evreleri (Hess RA ve Renato de Franca L., 2008),

I. Evre: Yuvarlak ve uzamis spermatidlerden mevcuttur. Yuvarlak spermatidlerin
nukleusleri izleyen evredekilere kiyasla daha kucuktlr ve buyuk merkezi yerlegimli
nukleoluslara sahiptirler. Ayni zamanda Golgileri de kuguktir ve PAS+ granular

materyalleri yoktur.
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[I. Evre: Yuvarlak spermatidlerin nukleuslarina tutunmus Golgi aparatlarinda kuguk

PAS+ proakrozomal granuller gorulmektedir.

[ll. Evre: Yuvarlak spermatidlerin nukleusuna girinti yapmig sekilde blyuk yuvarlak bir

Golgi vezikulinde bir akrozomik granul gorundar.
IV. Evre: Akrozomik granul yassilagsmaya baglar.

V. Evre: Akrozomik sistem net bir sekilde goérinir haldedir. Akrozomik granul, PAS+
koyu cizgisinde uzanarak vezikll tarafindan cevrelenmis yuvarlak spermatid
nukleusunu o6rten kesin bir hat olusturmaktadir. Bazal membran boyunca B tip

spermatogonyalar ¢cikmaya baslar.

VI. Evre: Akrozomik sistem yayilmaya baslar, fakat hala kalindir ve grantller hala net
olarak ayirt edilebilmektedir. Bu evrede B tip spermatogonyalar mitoza girerek
preleptoten spermatositleri olustururlar. Uzamis spermatidler lumene dogru goge

baslamaktadir.

VII. Evre: Akrozomik sistem akrozom boyunca yayilir, incelir ve sentral akrozomik
granulin akrozomik vezikll Gzerinde ¢ikinti olusturmasini saglar. Uzamis spermatidler
Ilimene yakin kdselerde lokalize olmustur, fakat sitoplazmasi sperm bas kismini ve

yaklasik kuyrugun yarisini érter haldedir.

VIIl. Evre: Akrozom yassilasmis ve yuvarlak spermatid nukleusunun neredeyse yarisini
Orter hale gelmistir. Spermatid nukleuslarinin birgogu sitoplazmik plasmalemmaya gé¢
etmis ve akrozomik sistem bazal membrana yénelmis olabilir. Spermatidlerin fazlalik
stoplazmalari 16. evre spermatidlerin bas kisimlari altinda blylk koyu kitleler ile genis
sitoplazmik loblar halinde sekillenirken, uzamis spermatidler spermiasyon adi verilen

bir surec¢ ile limene saliverilirler.

IX. Evre: IX-XII evreleri arasinda yuvarlaktan uzamis spermatidlere degisen sadece bir
spermatid jenerasyonu bulunmaktadir. 9. Evre spermatidleri nukleuslart enine
kesitlerde oblong halde, merkezden tepeye kadar ve nukleusun kaudal bolgesine kadar
uzanan ince PAS+ (periyodik asit shift +) akrozomik sistem ile uzamaya baglamis halde

goraldr.

X. Evre: Spermatid bas formu keskin hatlarla belirgin bir ¢ikinti olugturmus haldedir.
Sadece ¢ikintinin ventral kismi PAS+ akrozom ile kapliyken dorsali tamamen nukleusu
kaudal vyuzeyi ile kaplidir. Pakiten spermatosit nukleuslari diploten 06ncesi

ulasabilecekleri maksimum &lgulerdedir.
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XI. Evre: 11. Evre spermatid nukleuslari iyice incelmis daha fazla uzamis ve daha
yogun boyanir haldedir. Diploten spermatosit nukleuslari olduk¢a genigleyip nuklear

zarlarini kaybederek mayoz 1 in diyakinez safhasina hazir hale gelmiglerdir.

XIl. Evre: Bu evrede en karakteristik Ozellik mayotik ve sekonder spermatositlerin
olmayigidir. 12. Evre spermatidlerinin nukleuslari ¢ok incelmistir ve en kaudal bdlgeleri
haricinde yogun koyu boyanirlar. PAS+ akrozomik sistem kanat seklinde apikal

cikintinin ventral ve dorsalini orter.

Calismamizda uyguladigimiz Johson skorlamasi bu seminifer epitel evrelerine
go6re yapilmistir. Johnson skorlari agisindan her sicanin sol testisinden alinan enine
kesitlerde yuvarlak seminifer tibuller degerlendiriimistir. Kontrol ve sham gruplari
arasinda fark gbézlenmezken SVKS, SVUS, BVKS, BVUS gruplarinin kontrol ve sham
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede farkh olduklari fakat kendi aralarinda
anlaml istatistiksel bir farka sahip olmadiklari sonucuna ulasiimistir. Literatirdeki
bulgulari destekler nitelikte olan bulgularimiz 1siginda varikoselin seminifer epitel
gelisimini olumsuz yonde etkiledigini ve ileri evre spermatogonyal hucrelerin miktarini

azalttigini soyleyebiliriz.

Spermatogonya seminifer tibdl bazal membraninda bulunan primitif diploid
esey hudcreleridir. Niklear morfolojilerine gére ¢ tip spermatogonya tarif edilmistir
(Roosen-Runge ve Giesel, 1950, Clermont ve Leblond 1953, Monesi 1962, Philips BT
vd 2010). A tipi spermatogonya spermatojenik htcrelerin ilk olusan tipi olarak tarif edilir
¢unkl diger tum farkhlasmamig hicreler gibi nukleuslarinda heterokromatin bdlgeden
yoksundurlar. Ara spermatogonyalarda az miktarda heterokromatin bdlgeye
rastlanirken, B tipi spermatogonyada blylk oranda heterokromatin bdlge mevcuttur.
Seminifer tibdl boyuna kesitinde farklilasmamis tip A spermatogonyum seminifer tlbul
bazal membranindaki topografik dizinlimi ile farkhlik goésteren Ug¢ temel alt grupta
incelenebilir, Akl (A)(Asingie), Aesii (Ae)(Apaired) V€ Anizan (An)(Aaiigned) SPermatogonya. A
spermatogonya bolinerek A, spermatogonyumu olusturur. A, spermatogonya ya
sitokinezini tamamlayarak iki yeni A; spermatogonya olusturur ya da intraseluler
sitoplazmik koépra ile bagh kalmaya devam ederek bir dortli zincir Ay
spermatogonyumu verir. Daha sonraki bolinmeler ile A, spermatogonyum 8,16 ve
bazen 32 hucreli zincirler olusturabilir. 4-16 hucre zincirli A, spermatogonya genellikle
farkhlasma sdrecine baglangic olarak nitelendirilir. Boylelikle A; ve en azindan bazi A
spermatogonya kok hucre havuzunda sayilabilmektedir (Huckins 1971, Oakberg 1971,
Yoshida vd 2007, Morimoto vd 2009, Philips BT vd 2010).
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A; modeline alternatif olarak AO/ALl ve Ay (Adark) V€ Asoiuk(Apaie) SKH kendini
yenileme sistemleri de tanimlanmigtir(Clermont ve Leblond, 1959, Clermont ve Buston-
Obregon, 1968, Dym ve Clermont 1970, Clermont ve Antar, 1973, Clermont ve Hermo
1975, Philips BT vd 2010). AO/A1 modeli ve Ayyusoux modeli birbirine oldukga
benzerdir. Ozetle, AO spermatogonya tekil ve esli halde seminifer epitelin her evresinde
gbrinmektedir. Mitotik ifade bu hicrelerde nadiren goérilir bu ylzden bunlar
spermatogeneze katilan hicreler olarak degil de koék hicre kaynagi olan hicreler
olarak tanimlanir. Bu depo kok hicreler sadece spermatogenezin herhangi bir toksik
saldiri ile tahribinde aktive olurlar. Aktive olan kok hlicreler A1-A4 spermatogonyalari
olusturur. A4 spermatogonya bélindiginde ya yeni A1 spermatogonyayi olustururarak
kendini yenileyebilir ya da ara spermatogonyalari olusturarak degisim evresine
gecebilirler. At ve A0O/A1 modeli esaslari hakkinda tartismalar hala devam ediyor olsa

da birgok arastirmaci tarafindan en ¢ok tercih edilen sistem A; modelidir.

Kemirgen testisinde gozlemlenen Akoyu/soluk ve B tipi spermatogonya insan
testislerinde de tanimlanmistir. Yapilan c¢alismalarla Akoyu spermatogonya geri
donusumli (reverse) kdk hlcreler olarak tanimlanirken, Asoluk spermatogonya
degisen (renewing) kék hicreler olarak tanimlanmistir(Clermont, 1963, 1966a,b, 1972).
Bunun disinda insan SKHIeri igin diger bir gérus ise insan SKHIerinin ya A koyu ya da
Asoluk spermatogonyanin bir alt popilasyonu oldugu yénindedir(ehmcke ve Schlatt,
2006).

Calismamizda parafin  blok immulnohistokimyasal analiz ile SKHler de
spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, erken spermatid, ge¢
spermatid ve spermatozoa seklinde ancak morfolojik ayrim yapilabildiginden
ekspresyon duzeyleri spermatogonyumlarin alt gruplari seviyesinde degil ana gruplar

seviyesinde kiyaslanmigtir.

SKH’ler, 6zgun kok hucrelerdir ¢inkl genetik bilgiyi sonraki nesillere aktaran yetiskin
kok hucreleridir. Bilgi aktarimini saglayabilmeleri icin SKHIler kendini yenileyip degisime
ugrayarak eriskin spermleri verdikleri spermatogenez adi verilen kompleks bir siregten
gecerler. Bu sure¢ erkek gamet memeli gruplari arasinda bazi benzerlikler ve
farkliliklara sahiptir. Kemirgenlerde spermatogenez postnatal siregte 5-7 glnde
baslarken, insanda 13-15 yaslari arasinda baglamaktadir. Farelerde spermatogenez 34
gun surerken insanda 70 glinde tamamlanmaktadir(Guo Y vd 2014). Bunlar disinda
SKHleri 6zgun kilan diger 6zelliklerini genel olarak sdyle siralayabiliriz (Guo Y vd
2014),
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SKHler yetiskin kok hucreleridir ve genetik materyalin nesilden nesile aktarimini
saglarlar. Boylelikle genom veya gen dizilimi manipulasyonlari ile bize dogum

defektlerini engelleyebilme sansi sunarlar.

Fare ve insan SKHIleri gen transfeksiyonu olmadan pluripotent hale gelip G¢ embriyonik
germ hattina sahip tim hicre hatlarina dénisebilen embriyonik kdk hicre benzeri
hucreler haline gelebilirler (Kanatsu-Shinohara vd 2004a, Seandel vd 2007, Conrad vd
2008, Izadyar vd 2008, Streckfuss-Bomeke vd 2009, Guo Y vd 2014).

SKHler erkek infertilitesi tedavisinde kullanilabilir. Azospermi hastalarinda ve kanser
hastalarinda kemoterapi veya radyoterapi sonrasi fertilitenin  onariminda

kullanilabilirler.

SKHIler kiglk molekdl inhibitérleri kullanilarak erkek kontraseptifleri gelistiriimesinde

yeni bir ydontem haline gelebilir.

SKHIer kok hicrelerin kendini yenilemesi ve diger hicrelere dénusmesinin altinda
yatan molekller mekanizmanin anlasiimasi agisindan mukemmel bir model teskil

etmektedir.

Gecmiste yapilan arastirmalar i1siginda fare SKH’lerin yilizey fenotipi a6-Integrin
(CD49f)*, B1-Integrin (CD29)", THY-1 (CD90)", CD9",GFRal’, CDH1", av-Integrin
(CD51), c-KIT(CD117), major histocompatibility complex class I(MHC-I)’, CD452
proteinlerini icermektedir (Shinohara vd 1999, 2000, Kubota vd 2003, Kanatsu-
Shinohara vd 2004, Buageaw vd 2005, Fujita vd 2005, Hofmann vd 2005, Lo vd 2005,
Tokuda vd 2007, Philips BT vd 2010). Pozitif ve negatif belirtegler kombine halde
kullanilarak SKH’leri belirlemek az da olsa mimkinmus gibi goériinse de bu belirteglerin
veya kombinasyonlarinin higbiri dogrudan saf SKH popllasyonuna &zgul
degildir(Oatley JM, 2008, Ning L, 2012, Guo Y vd 2014).

Kemirgenlerle yapilan arastirmalar isiginda SKHler ile ilgili ¢cok daha fazla veriye
ulasmak mumkinken insan testis dokusunda c¢alismalar etik problemler
dogurdugundan ve insan kaynakli materyallere ulasmak zor oldugundan insanda
biyokimyasal belirteclerle galismak kisith kalmaktadir. Bu sebeple yapilan ¢aligmalar
ortak belirtegler kullanilarak sirdiriimektedir. insan ve kemirgen SKH fenotiplerinden
birtakim farkliliklar olsa da paylastiklari ortak belirtegler de mevcuttur. Kemirgen ve
insan SKHleri fenotipinde yer alan ikisinin de ekspere ettigi bazi proteinler GPR125,
ITGAB6(CD49f), PLZF, UCHL I, GFRA |, ve THY | dir(He vd 2010, Guo Y vd 2014).

Guo Y ve ark. (2014)’nin yayinlamis oldugu degerlendirmede insan ve fare SKH’lerinde
pozitif veya negatif ifadeleri saptanan bazi ylzey proteinleri asagidaki tablo resminde
(Sekil 51) yer almaktadir.
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Shinohara ve arkadaslarinin 1999 yilinda yayinlamis oldugu bulgular i1s1ginda SKH’ler
0zgul olarak laminin kapli tabaklara tutunmaktadir. SKH’lerin ¢ogaltilabilmesi icin yuzey
molekUlu olarak kullanilan laminin bagh hudcreler B1 integrin ile zenginlestirilmistir
(Shinohara vd 1999, Philips BT vd 2010). Literatlrdeki bulgular testis fraksiyonlarinda
B1 integrin ve a6 integrin eksprese edildigini fakat a6 integrin ve c-Kit reseptor kinaz
icin negatif olduklarini gostermektedir (Shinohara vd 1999, 2000, Philips BT vd 2010).

Yaptigimiz calisma SKH’leri saptamada Sox3, PLZF, Thy1, VASA, c-Kit, DAZL ve Stro-

Markers mouse | human | Refs.

bl-integrin (CD29) | + + Lim et al. (2010), Schaller et al. (1993), Shinohara et al.
(1999)

CcD9 + + Kanatsu-Shinochara et al. (2004b), Zohni et al. (2012)

CD133 ? + Conrad et al. (2008)

CDH1 + ? Tokuda et al. (2007)

CHEK2 ? + Bartkova et al. (2001)

ID4 + ? Oatley et al. (2011)

GPR125 + + Dym et al. (2009), Seandel et al. (2007)

GFRA1 + + Conrad et al. (2008), Meng et al. (2000)

ITGAG (CD49f) + + Conrad et al. (2008), Shinohara et al. (1999)

KIT - -/+ Rajpert-De Meyts et al. (2003), Yoshinaga et al. (1991)

LIN28 - + Aeckerle et al. (2012), Zheng et al. (2009)

MEAGA4 ? + Rajpert-De Meyts et al. (2003)

Nanog + + zadyar et al. (2011), Kuijk et al. (2010), Liu et al. (2012),
Suzuki et al. (2009)

NANOS2 - - Jorgensen et al. (2012), Lolicato et al. (2008), Sada et al.
(2009)

NANOS3 - ? Jorgensen et al. (2012), Lolicato et al. (2008), Sada et al.
(2009)

Neurogenin3 + ? Yoshida et al. (2004)

OCT-4 (POUSF1) + -[+ Liuetal.(2012), Looijengaetal. (2003), Ohbo etal. (2003)

PLZF (ZBTB16) + + Buaas et al. (2004), He et al. (2010)

RET + + lzadyar et al. (2011), Naughton et al. (2006)

SALL4 + + Eildermann et al. (2012), Gassei and Orwig (2013)

SOHLH1 and | - ? Ballow et al. (2006), Suzuki et al. (2012)

SOHLH2

SOX3 + + Chen et al. (2009), Raverot et al. (2005)

SSEA4 ? + lzadyar et al. (2011)

STRA8 + ? Giuili et al. (2002)

THY1 (CDS0) + + Conrad et al. (2008), Kubota et al. (2003)

Tablo 5 insan ve fare SKH’lerinde pozitif veya negatif ifadeleri saptanan bazi ylzey
proteinleri (Guo Y vd 2014)

1 belirtecleri kullaniimistir. Stro-1 haric bu belirteclerin bazilari SKHIerin farkl
evrelerinde eksprese olurken bazilari SKHIler ve sonrasinda uzamis spermatidlere
kadar tim evrelerde eksprese olmaktadir. Stro-1 fibroblast benzeri hicreler ve
mezengimal kdk hicrelerde ekspresyonu literatirdeki calismalarla gosterilmis olsa da

SKHlerde ekspresyonuna dair henlz bir bilgi bulunmamaktadir(Lin G vd 2011). Bunun
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diginda perivaskuler alanda ve vaskuler endotelde Stro 1" ifadesine rastlanmistir (Rolf
HJ vd 2008, Ning H vd 2011). Calismamizda Stro 1 negatif belirteg olarak

kullaniimigtir. Calismamizda stro-1 reaksiyonu tum gruplarda negatif izlenmistir.

5.1 C-Kit Ekspresyonu

C-Kit bir tirozin kinaz reseptértdir ve ayni zamanda bir proto-onkogen olan c-Kit, fare
W(white spotting locus) lokusunda ifade edilmektedir (Manova K. vd 1990, 1991, 1993,
Yoshinaga K, vd 1991, Schrans-Stassen, B. vd 1999, Shinora vd 2000, Robinson, L. vd
2001, Gkountela vd 2013) . Bu genin mutasyonu germ hucrelerinin, bazi hemapoetik
hiicrelerin ve melanositlerin yok olmasina sebep olmustur. in situ hibridizasyon analizi
ile farkli yaslardaki fare testislerinin 6. gin ve sonrasinda spermatongonyada c-Kit
ekspresyonlari incelenmistir. Elde edilen bulgular 1giginda c-Kit ekspresyon periodunun
tip A spermatogonya, tip B spermatogonya ve preleptoten spermatositlere kadar
oldugu saptanmistir. Leyding hicreleri tim semifer epitel evrelerinde pozitiftir (Manova
K. vd 1990).

Manova ve arkadaslarinin (1991) daha sonraki ¢alismalarinda, esey hucrelerinin 7.5
gunlik embriyoda ilk ortaya cikislarinda diasik miktarda c-Kit ekspresyonu
gosterdiklerini ve erken proliferasyon safhasi ve gonadlara géclerine kadar bu durumu
surdurduklerini sdylemektedir. Go¢ sirasinda ¢evre dokularinda c-Kit eksprese ettikleri

bulgularinda yer almaktadir Manova K. vd 1991).

Yapilan bir diger calismada ise C-kit in gametogenezdeki rolini saptamak amaciyla
postnatal evrede disi ve erkek esey hicrelerinde anti-c-kit monoklonal antikoru (ACK2)
kullaniimistir. ACK2 c-Kit in antagonistik engelleyicisidir. Yapilan immunohistokimyasal
analizler sonucunda ACK2nin intravendz enjeksiyonu sonrasi 24-36 saat araliginda
farklilasmis tip spermatogonyalarinin tamamen yok olurken farklilasmamis A tipi
spermatogonyalarin  bu durumdan etkilenmedidi sonucuna varilmigtir. ACK2
gonositlerin veya primitif tip A spermatogonyanin mitozunu etkilemezken farklilasan tip
A spermatogonyumlarin  mitozunu  engellemistir.  Kisaca farklilagsmis  tip
spermatogonyanin hayatta kalmasi veya prolifere olmasi c-Kit bagimhdir (Yoshinaga,
K. vd 1991).

C-Kit ve ligand Kit-ligand (KL), primordiyal esey hlicrelerinin yani sira esey hicrelerinin
postnatal gelisimi icin de gerekmektedir. KL ekspresyonunun yogunlugunu tubullerdeki
spermatojenik hiicre sayisi artisiyla azalmaktadir (Manova K. vd 1993). Schrans-
Stassen, B. ekibi (1999), vitamin A eksikligi(VAD-Vitamin A deficiency) olan fare modeli
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ile yapilan galismasinda, farklilasmis ve farklilagsmamis tip A spermatogonyanin mRNA
ve protein ekspresyonlarina bakmistir. VI, VII, IX/X ve XIl. epitelyal evredeki immun
pozitif tip A spermatogonyal hucrelerin c-Kit ekspresyonu ile faklilagsmis tip A
spermatogonyadaki ekspresyonu arasi korelasyonu arastirmistir. Elde edilen sonuglara
gore farklilasmamis tip A spermatogonya az miktarda c-Kit mRNAsI eksprese ederken,
daha buylk nukleuslu tip A spermatogonyalarda c-Kit proteini ekspresyonu
g6zlenmistir. Bu hucrelerin A1 spermatogonyalara induksiyonunun ardindan c-Kit
MRNA ekspresyonu artmistir. C-Kit eksperese eden tip A spermatogonya ylzdesi bu
surecgte degismemistir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak c-Kit igin tip A spermatogonyalarin
farklilasma belirteci olarak kullanilabilecedi sonucuna varilmaktadir (Schrans-Stassen,
B. vd 1999).

Yapilan bir diger calismada ¢oklu parametre secim stratejisi kullanarak in vitro floresan-
aktif hiicre ayirma (FACS) teknigi ile in vivo kritorsid testis modelinde alfa6-integrin
yuzey moleklli ve c-Kit reseptorlerinin  ekspresyonlarini  arastirmistir.  Yetigkin
kriptorsid erkek testisi SKH'lerinin ya ¢ok az miktarda c-Kit ekspere ettikleri ya da hi¢

ekspresyonun olmadigi sonucuna variimistir (Shinora vd 2000).

Robinson, L ve arkadaslari (2001) gebelik periyodunun 13-21. haftalarinda insan fetal
ovaryum ve testislerinde, c-kit mRNA ve protein ekspresyonlari arastirmistir.
Testislerde mitotik olarak aktif gonositlerde C-kit mRNA ekspresyonu, reverse
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu(RT-PZR) teknidi kullanilarak saptanmistir.
C-kit protein ekspresyonu ise immunositokimyasal tespitler kullanilarak goésterilmis ve
immunblotting teknigi ile desteklenmigtir. C-kit hicre memraninda lokalize oldugu
gorulmustir. Bu durum, c-kit mRNA ve protein ekspresyonunun, insan fetal
gonatlarinda esey hcrelerinin hayatta kalmasi ve proliferasyonunda énemli role sahip

oldugunu géstermektedir (Robinson, L. vd 2001).

Galismamizda BVKS, SVKS ve SVUS gruplarinda, spermatogonyum, spermatosit
serisi ve sertoli huicrelerinde zayifken, bazi tubullerde gec evre spermatidlerde yogun
ekspresyon izlendi. Genel anlamda c-Kit ekspresyonu BVUS grubu hari¢ diger deney
gruplarinda azaldigi gérulmustir. BVUS grubunun kontrolle ayni boyanma paternine
sahip olmasi oldukga ilgingti. C-kit, eriskin spermde kapasitasyon sirasinda ve/veya
akrozom reaksiyonu sirasinda da salinmaktadir (Feng, H. L., vd 2005). Na/K ATPaz in
inhibisyonu anormal sekilde in vitro ortamda ve testiste sperm kapasitasyonunu
baglatmaktadir (Newton, L. D vd 2010). Ylksek testis sicaklii Na/K ATPaz salinimin
azalmasina sebep olmaktadir (Thundathil, J. C. vd 2012). Bu bilgilerden yola ¢ikarak
testis kesitlerinde c-kit pozitif eriskin spermlerin anormal spermatogenez sonucu erken

kapasitasyon kazanmis olan anormal yapidaki spermler olabilecedi disuntlmektedir.
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5.2 DAZL Ekspresyonu

DAZL (Deleted in Azospermia-Like) geni RNA iligkili, spermatogenezi etkileyen
Y kromozomu DAZ geninin 17. Kromozom Uzerinde tek kopya halinde bulunan
otozomal homologudur (Cooke vd 1996, Sexena vd 1996, Niedeberger, C. vd 1997,
Ruggiu, M. vd 1997, Lifschitz-Mercer, B. vd 2002, Teng, Y. vd 2002, Becherini, L. vd
2004, Kuo, P.L., vd 2004, Maratou, K. vd 2004, Fox, M. vd 2005, Reynolds, N. vd
2005, Yu, Z. vd 2009).

DAZ geninin Y kromozomunun uzun kolu Uzerinde bulunan azospermik faktor (AZF)
bélgesinde c¢oklu kopyalarina rastlanmistir(Reijo vd 1995, Saxena vd 1996).
Azospermi vakalarinda yapilan arastirmalarda ortak bulgu olarak Yq delesyonuna ve
AZF bolgesi eksikligine rastlaniimistir (Tiepolo ve Zuffardi 1976, Ma, K. vd 1992,
Kobayashi vd 1994, Najmabadi vd 1996, Vogt vd 1996).

DAZL1 geni Y kromozomunda lokalize olmus DAZ geninin insan 3. komozomundaki
otozomal homologudur. DAZL1 proteini ekspresyonu, bazi intratubuler seminomalarda
oldugu gibi, tim tanimlanamamis intratubuler esey hdcreleri neoplazi tiplerinde de

dagiimis hdcre gruplarinda gézlenmistir (Lifschitz-Mercer, B, 2002).

DAZL geni ekzon iceren genomik DNA segmentlerinin tek zincir konformasyon
polimorfizmi analizi ile 160 Tayvan'li infertil erkek hasta tzerinde inceleme yapilmis ve
siddetli oligozoospermi ve nonobstruktif azozpermi gézlenmistir. A-G tranzisyonu ile
DAZL gen dizisinde mutasyon olusturulmus ve Thr54-Ala degisimi (T54A) saglanmistir.
Heterozigot T54A polimorfizmi, hypospermatogenezden, gelisim baskilanmasina ve
Sertoli cell only sendromuna kadar cesitli fenotipler sergilemektedir. DAZ geni
delesyonu ve T54A polimorfizmi birlikte fenotipi daha da kétulestirmemektedir. Bu
durum otozomal DAZL geninin insan spermatogenezindeki rolinu gdsteren guglu bir
kanittir (Teng, Y. N. vd 2002, Kuo, P. L. vd 2004).

DAZL esey hucre farklilasmasini kontrol eden kilit gen goérevindedir ve DAZL'In ektopik
ekspresyonu fare embriyonik k&k hicrelerinin  in vitro ortamda gametlere

farkhlagsmasini yonlendirmektedir (Yu, Z., 2009).

Calismamizda DAZL ekspresyonunun sham grubunda kontrole kiyasla azaldidi
gorulurken diger tum deney gruplarinda tamamen ortadan kalktigr gorulmuastir. Bu
durum DAZL ekspresyonunda, varikosel patogenezi ile birlikte deneysel varikosel

olusturma igleminden kaynaklanan stresin de etkili oldugunu gdéstermektedir.



86

5.3 PLZF Ekspresyonu

PLZF (Promyelocytic leukaemia zinc finger) proteini ilk olarak akut promiyelositik
I6semi vakasinda Zfp145 gen bdlgesinde tanimlanmistir. Krippel-benzeri ¢inko parmak
protein ailesinin bir Gyesidir (Chen vd 1993, Chowdhury vd 1987).

Hucre dongusunun kontrolunu, uzuvlarin gelisimini, miyeloid hdcrelerin farklilagsmasini
ve spermatogenezi kapsayan bir¢cok olayda transkripsiyonel represor protein oldugu
literatlirde yer almaktadir(Fahnenstich, J. vd 2003, Buaas, F. W. vd 2004, Costoya, J.
A. vd 2004, Filipponi, D. vd 2007, Petrie, K. vd 2008, Savage, A. K. vd 2008, Grisanti,
L. vd 2009, Cheung, M. vd 2010, Ching, Y. vd 2010, Odumade, O. A. vd 2010, Wiebe,
M. S. vd 2010, Peppi, M. vd 2011, Seidel, K. vd 2011).

Buaas FW vd (2004) calismalarinda faredeki mutant luksoidin esey hiicre hattinda
kendini yenileme sirecini etkiledigini gdstermislerdir. Luksoid mutant fareler
farkhlasmamis hicrelerin epigenetik evresini regule eden transkripsiyonel PLZF
represorunu kodlayan gene bdlgesinde anlamsiz bir mutasyon icerir ve bu PLZFnin

farklilasmamis spermatogonyada Oct4 ile koeksprese oldugunu gostermektedir.

Costoya JA vd (2004) calismalarinda PLZF traskripsiyonel represérinid kodlayan
Zfp145 eksikliginde farelerin yasla ilerleyen spermatogonya kaybi, apoptozda artis ve
tubul yapisinda bozulma oldugunu saptamis ve PLZFnin spermatogonyaya 6zgul bir
transkripsiyon faktéri oldugu ve kok hicre havzunun varhigini sirdidrmesi, kendini

yenileyebilmesi i¢in gerekli oldugu sonucuna varmiglardir.

PLZF dogrudan kit geninin trankripsiyonunu baskilamasi spermatogonya
farkllasmasinda karakterizedir. Plzf hem endojen kit ekspresyonunu hem be kit
promotdr bdlgesinin  kontrolindeki reportor genin ekspresyonunu baskilar. Kit
promotorundaki Plzf-aracili kit transkripsiyon baskilanmasi igin gerekli 3 baz ciftlik ayri
bir gen dizisindeki mutasyonun in vivo ve in vitro ortamda PLZF bagimhligi gosterilmis
ve kit promotorunun PLZF baskilanmasindaki yanitini ortadan kaldirdigi bulgusuna
ulagiimistir. Bu durum PLZFnin SKH havuzunu devam ettirebilmesi, dogrudan kit
ekspresyonunun baskilanmasi ile iligkilidir digtincesini ortaya ¢ikarmistir (Filipponi, D.
vd 2007).

Testiste PLZF ekspresyonu At, Ae ve Ah farkllasmamis spermatogonyalarla sinirhdir
(Costoya vd 2004). PLZF nin hematopoetik preklrsor hucrelerdeki roliine benzer
sekilde spermatogonyalardaki rolude farklilasmamis evrenin surdurilebilmesidir( Reid
vd 1995, Filipponi vd 2007).
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Literatirdeki galismalarin aksine calismamizda PLZF ekspresyonu kontrol grubunda
¢ok zayif izlenirken Ozellikle BVUS ve SVUS gruplarinda spermatogonyumlarda ve
primer spermatositlerde PLZF ekspresyonunun kuvvetli oldugu gozlendi. Kontrol
grubuna kiyasla PLZF ekspresyonunun sham grubunda ortadan kalktigi gértlmustar.
Bu durum PLZF ekspresyonunda, varikosel patogenezi ile birlikte deneysel varikosel

olusturma igleminden kaynaklanan stresin de etkili oldugunu gostermektedir.

5.4 Sox-3 Ekspresyonu

Sox3 geni SRY ligkili HMG-Box (SOX) ailesine dahil bir transkripsiyon
faktortudur. Hipotalamo-hipofizer aks formasyonunda, pronoral proteinlerin aktivitesini
onleyerek noral hicre farklilasmamis halde tutup, néral farkhlasmayi baskilanmasinda,
farenjiyal epitelde kraniofasial morfogenezde olmak Uzere bircok role sahiptir.
Granulosa hiucrelerinin yanisira daha ¢ok prekirsor Sertoli hiicrelerini gelisiminde etkili
olarak erkek esey karakterin belirlenmesinde dnemli role sahiptir (Laudet, V. vd 1993,
Kuhlbrodt, K. vd 1998, Osaki, E vd 1999, Sasai, Y. 2001, Bylund, M vd 2003, Raverot,
G. vd 2005, Moalem, S. vd 2012, Abdelalim, E. M vd 2014, Takehana, Y. vd 2014).

Gecmiste yapilan knock-out galisma modelleri ile Sox3'Un erken evre esey hlcrelerinin
(At, Ae, Ah spermatogonya) farklilagsmasinda rol aldidini géstermistir. Devaminda ise
Ngn3 ekspresyonunun SOX3 bagimli oldugu ve SOX3 in dogrudan veya dolayli olarak
Ngn3l etkileyerek spermatogonyal farklilasmayi regule ettigi sonucuna ulasiimistir
(Raverot, G. vd 2005).

Bizim c¢alismamizda kontrol grubunda spermatogonyumlarda ve bazi primer
spermatositlerde yogun nlkleer eksprese olan sox3 proteini kisa sireli varikosel
gruplarinda ekspresyonunun c¢ok aza indigi gozlendi. Bu durum varikolseldeki
spermatojenik defektlerin, sox 3 proteininin down regulasyonu sonucu spermatogonyal
farklilasma regulasyonundaki bozulmadan kaynaklanabilecegini disindurmektedir. Bu
gruplarda ilging olarak bazi tubullerde geg tipte spermatidlerin yogun boyanmasi dikkat
cekiciydi ¢unku literatirde sox 3 Un spermatidlerdeki ekspresyonuna dair bir bulguya
rastlaniimamigtir. Diger bir ilging bulgu ise BVUS grubunda spermatogonyumlar, primer
ve sekonder spermatositler ve erken evre spermatidlerde pozitif reaksiyon izlenirken
SVUS grubunda sadece spermatogonyumlarda zayiftan orta dereceye dogru bir

boyanma izlenmesiydi.
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5.5 Thy-1 Ekspresyonu

Thy-1(THYmocyte differentiation antigen 1) ya da CD90 (Cluster of
Differentiation 90) ilk olarak timik antijen olarak kesfedilmistir. Cesgitli kok hucrelerde
belirte¢ olarak kullanildigi gibi, eriskin néronlarin aksonal gelisiminde de role sahiptir.
Ekspere olduklari hicreler tirlere gore cesitlilik gosterse de genellikle timositler ve
protimositler, néronlar, mezensimal kék htcreler, hematopoetik kdk hicreler, NK
hicreleri, T lemfositler, ylksek endotelyal vendiller endoteli, renal glomertller
mezensimal hucreler, sirkile metastazik melanoma hicreleri, folikller dendritik
hicreler, bir kisim fibroblast ve miyofibroblastlar olmak Uzere bircok hiicrede
ekspresyona sahiptirler (Reif, A. E. ve J. M. V. Allen 1964, Ades, E. W. vd 1980,
McKenzie, J. L. ve J. W. Fabre 1981, Kemshead, J. T vd 1982, Pont, S. 1987, Kubota,
H. vd 2003, Wu, J. vd 2013, Valli, H. vd 2014, Zheng, Y. 2014).

Kubota vd (2003) SKHIlerin fenotipik karakterlerini saptamak icin yaptigi calismasinda
kriptorsid fare testisinin MHC-1Thy-1"c-Kit" hlicre fraksiyonunda oldukga zengin kok
hlcre aktivitesine rastlanmis. MHC-1Thy-1"c-Kit” SKHlerinin antijenik fenotipini ise a6-
integrin"CD24", a6-integrin'Scal CD34 olarak saptamislardir. Thy-1 bir erkek Ureme
hatti kok hucreleri (male germline stem cell-mGSCs) belirtecidir. Kubota vd (2003)’nin
elde ettigi bulgulara gére SKHIlerde Thy-1 ekspresyonu farkhlasmamis A, Ae, An

spermatogonyalarla sinirli kalmaktadir.

Wu, J. vd (2013)'nin kegi testisi Uzerinde yaptiklari ¢alismada Thy-1 pozitif ve negatif
hicrelerin  Thy1, CD49f, Plzf, Oct4, Gfral ve Vasa transkripsiyonlari ve
ekspresyonlarini kiyaslamistir ve Thy-1 pozitif hiicrelerde daha yuksek olduklarini
bulmuslardir. Ayrica Thy-1 pozitif hicrelerin Greme hatti kdk hlcresi 6zelliklerini
surdurdiklerini, negatif hicrelerden daha hizli yetistiklerini ve igerdikleri alkalin fosfataz
positif hicre ylzdesinin Thy-1 pozitif erkek Greme hatti kék hicrelerinde negatiflere

oranla daha yuksek oldugu sonucuna varmislardir.

Galismamizda yukarida bahsedilen galismalara parelal olarak spermatogonyumlarda
kuvvetli nikleer pozitif reaksiyon izledik. Kontrol grubundan alinan kesitlerde
ekspresyonun primer spermatositlerde de devam ettigini gozlemledik. Thy-1
ekspresyonunun kisa sureli varikosel gruplarinda azaldigi uzun sireli gruplarda ise
kontrol grubuna benzer sekilde ekspresyonun yeniden arttigi izlendi. Bu gruptada sox-3
ve c-kit ekspresyonuna benzer sekilde bazi tubullerde ge¢ evre spermatidlerin pozitif

boyandigi gbzlendi.
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5.6 VASA Ekspresyonu

Castrillon, D.H. vd (2000) calismalarinda Northern blot analizi ile fetal ve
yetiskin dokularinda insan Vasa geninin ekspresyonunu ovaryum ve testislerle sinirh
oldugundan somatik dokularda saptanamadigindan séz etmiglerdir. VASA proteini
sitoplazmik proteindir ve gelisimin cesitli evrelerinde, gonadal kabartida gé¢ etmekte

olan primordiyal kok hicrelerde VASA ekspresyonu gdsterilmistir.

Fare VASA homolog (MHV-Mouse VASA Hololog) geni ile yapilan lokalizasyon
calismalarinda embriyonik gonadlara kolonizasyonundan hemen sonra primordiyal
esey hlcrelerinde ve gametojenik sUrece giren hlcrelerde post-mayotik evreye kadar

hem erkek hem de disi ekspresyonu gosterilmistir (Toyooka, Y. vd 2000).

VASA ile yapilan literatlir galismalari VASA geninin gonadal gelisimin farkli evrelerinde
ve SKSlerden vyuvarlak spermatidler dahil uzamis spermatidlere kadar tim
spermatojenik seri hicrelerinde (A, A, An Al-4, Ara, B tipi spermatogonyalar,
spermatositler, yuvarlak spermatidler) eksprese oldugunu gostermektedir (Fujiwara, Y
vd 1994, Castrillon, D. H. vd 2000, Tanaka, S. S. vd 2000, Toyooka, Y. vd 2000,
Zeeman, A.-M. vd 2002, Ando, M. 2012, Gkountela, S. vd 2013, Rzepkowska, M. ve T.
Ostaszewska 2014).

Calismamizda VASA ekspresyonu literatlire parelel bir patern izlemistir. BVKS, SVKS
ve SVUS grubunda ekspresyon olduk¢a azalmistir. BVUS grubunda ise VASA

ekspresyonunda kontrola kiyasla bir degisim gézlenmemistir.
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6. SONUGLAR

Varikosel C-kit, DAZL, PLZF, Sox-3, Thy-1 ve VASA ekspresyonuna etki etmektedir.
Kisa sureli varikosel gruplarinda c-kit ekspresyonu spermatogonyum ve primer
spermatositlerde ¢ok azalirken spermatid grubunda pozitiflesti. Genel olarak c-Kit
ekspresyonu SVKS, SVUS ve BVKS gruplarinda azalirken BVUS grubunda anlamli bir
degisiklik gézlenmedi. C- Kit ile birlikte Thy-1, Sox-3, VASA ekspresyonlarinda da
kontrol grubuna kiyasla kisa sureli gruplarda azalirken ilging olarak uzun sureli
gruplarda kontrol grubuna benzer sekilde tekrar ekspresyon kazandiklari gérilmastir.
Ayrica bu 4 belirtecte sham grubunda ve kisa sureli gruplarda ilging olarak geg tipte
spermatidlerde de boyanma gézlendi. DAZL ekspresyonu kontrol grubunda
spermatogonyumlarda zayif izlenirken hem uzun slreli hem kisa sureli varikosel
gruplarinda izlenmedi. PLZF kontrol grubunda spermatogonyumlarda negatif
ekspresyonun uzun sureli gruplarda pozitife dondiugu goértlmustir. Negatif belirtec

olarak kullanilan stro-1 ekspresyonu tim gruplarda negatif izlenmistir.

Johnson skorlari, seminifer epitel kalinliklari ve seminifer tubul alanlari agisindan
SVKS, SVUS, BVKS ve BVUS gruplarinin ortalama degerleri, kontrol ve sham grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede dusik ¢ikmistir.
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