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OZET

Deneysel Varikosel Modeli Olusturulmus Ratlarda Testikiiler Hasar
Uzerine Lipoik Asitin Etkileri

Varikosel (V), spermatik kordtan gelen vendz pampiniform pleksusun patolojik bir
dilatasyonudur. Alfa lipoik asit (aLA) bir serbest radikal temizleyici ve giiglii bir biyolojik
antioksidandir. Insanlarda karaciger, kalp ve bobreklerde sentezlenir ve hem su hem de
yagda ¢oziinebilir olmasi, hiicresel membranlardaki lipid peroksitleri de igeren serbest
radikalleri azaltmada, temizlemede ve ayrica normal antioksidan enzim profilini yeniden
kazandirmada oldukga etkilidir. Caligmamizda deneysel varikosel modeli olusturarak
sicanlarda lipoik asitin testikiiler hasar iizerine koruyucu etkilerini inceledik.

Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan onay alinan
bu calismada ortalama 300-400 gr agirliginda Wistar Albino cinsi 40 adet erkek sigan
kullanildi. Siganlar her grupta 10 adet olacak sekilde 4 farkli gruba rastgele olarak ayrildi.
Grup | (Kontrol), Grup Il (Sham), Grup 111 (V), Grup IV (V+aLA 100 mg/kg/giin 6 hafta
intraperitoneal olarak verildi). Grup Il ve IV’iin hayvanlarinda findikkiran fenomenine
uygun olarak deneysel varikosel modeli olusturuldu.

Doku homojenatlarindan malondialdehit (MDA), homojenattan elde ettigimiz
slipernatanlarda ise antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz
(CAT) aktivitelerinin tayini spektrofotometrik olarak yapildi. Varikosel grubunda MDA
diizeyleri kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksekken (P=0,001)
GSH-Px ve CAT diizeyleri anlamli dercede diisiik bulundu (P=0,001). V grubuna kiyasla,
V+aLA grubunda ise MDA diizeyleri anlamli dercede diisiikk bulunurken (P=0,001) GSH-
Px ve CAT diizeylerinin anlamli dercede arttig1 goriildii (P=0,001). Serumda testis hasarini
gosteren NF-kB, TNF-a ve IL-6 diizeyleri; hormonal disfonksiyonu belirlemek igin
testosteron diizeyleri tespit edildi. NF-xB, TNF-a ve IL-6 diizeylerinin varikosel grubunda
kontrole kiyasla anlamli derecede arttig1 (sirasiyla; P=0,004 P=0,001 P=0,001), testosteron
seviyelerinin ise azaldigi (P=0,001) goriildii, bunun yanisira tedavi grubunda ise V grubuna
kiyasla testosteron diizeylerinin anlamli derecede arttigi (P=0,001); NF-xB, TNF-a ve IL-6
diizeylerinin ise anlamli derecede azaldig1 (sirasiyla; P=0,001 P=0,001 P=0,001) tespit
edildi. Histopatolojik incelemede diger tiim gruplara kiyasla varikosel grubunda bozulmus
seminifer tiiblil yapisi ile spermatogenezde tama yakin kayip tespit edilmistir. V grubuna
kiyasla V+alLA grubunda ise spermatogenez ve morfolojide diizelme gozlenmistir.

Sonug olarak; varikosele bagl testis hasarinda alLA, hem doku hasarint 6nleyici
hem de testosteron diizeylerini iyilestirici etkileri ile bir tedavi secenegi olarak
diistiniilebilir.

Anahtar kelimeler: Varikosel, Lipoik Asit, Infertilite, Sitokin, Antioksidan Enzim
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ABSTRACT

Effects of Lipoic Acid on Testicular Damage in Rats with
Experimental VVaricocele Model

Varicocele (V) is the pathological dilation of panpiniform venous plexus which
drains the testes and epididymides.

Alpha lipoic acid (aLA) is a free radical scavengerand a strong biological
antioxidant. It is synthesized in liver, heart and kidneys in human, and owing to it being
soluble in both water and lipid, it is highly efficient in reducing and scavenging free
radicals such as lipid peroxides in cellular membranes and also, maintaining normal
antioxidant enzyme profile. In this study, we investigated protective effects of lipoic acid
on the testicular injury by generating an experimental varicocele model in rats.

Forty male Wistar Albino rats weighing 300-400 g were used in this study which
has been approved by Mustafa Kemal University Animal Experiments Local Ethics
Committee. Rats were randomly divided into 4 diverse groups as each group had 10
animals. Group | (Control), Grup Il (Sham), Grup Il (V), Grup IV (V+oLA 100
mg/kg/day, i.p. for 6 weeks). An experimental varicocele model corresponding to the
nutcracker phenomena was established in Group Il and IV animals.

Malondialdehyde (MDA) in tissue homogenates, andthe antioxidant enzymes
glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) in supernatants were estimated
spectrophotometrically. MDA levels were found to be significantly higher (P=0,001) but
GSH-Px and CAT levels were lower (P=0,001) in the varicocele group than control and
sham groups. Compared to the V group, MDA levels were significantly lower (P=0,001)
whereas GSH-Px and CAT levels were found to be increased (P=0,001) in the V+alLA
group. NF-kB, TNF-a and IL-6 levels were measured in the serum to anticipate the
testicular injury and testosterone levels to determine the hormonal dysfunction. NF-xB,
TNF-0 and IL-6 levels were significantly increased (respectively; P=0,004 P=0,001
P=0,001) and testosterone levels were decreased (P=0,001) in the varicocele group
compared to the control group. Besides, as compared to the V group, NF-kB, TNF-a and
IL-6 levels were found to be significantly decreased (respectively; P=0,001 P=0,001
P=0,001) and testosterone levels were increased (P=0,001) in the treatment group. A near-
total loss of spermatogenesis alongside disturbed seminiferos tubular structure, compared
to all other groups, was observed in the varicocele group in histopathological examination.
In the V+aLA group, spermatogenesis and the morphology were found to be improved as
compared to the V group.

Conclusively, In the testicular injury due to varicocele, alLA can be considered as a
treatment option with both tissue damage prevention and healing effects of testosterone.

Keywords: Varicocele, Lipoic acid, Infertility, Cytokine, Antioxidant enzyme
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1. GIRIS

Varikosel, spermatik kord i¢inde pampiniform pleksusun anormal vaskiiler genislemesi
olarak tanimlanir ve erkeklerde infertilitenin baslica nedeni olarak disiiniiliir (Zhang ve ark.
2016). Genel popiilasyonda %15 insidansi olan varikoselin, infertil erkeklerde oran1 %35’den
daha yiiksektir (Ning ve ark. 2018). Varikoselin progresif ve zamanla artan testis hasarina yol
actigl bilinmektedir (Missassi ve ark. 2017). Varikosel ilerleyici testis hasari ile seyrederek
testis gelisiminde gerilemeye ve sprematogenezi bozarak infertiliteye neden olmaktadir
(Sheehan ve ark. 2014). Bununla birlikte varikosel, erkek infertilitesinin cerrahi olarak en sik

diizeltilebilir nedeni olarak diisiiniilmektedir (Cho ve ark. 2016).

Klinik varikosel tanist fiziki muayene ile yapilir ve varikosel cerrahi endikasyonlar
arasinda testikiiler hipotrofi, infertilite ve skrotal agri1 bulunur. Varikosellerin diizeltilmesi i¢in

yontemler acik cerrahi, laparoskopik veya perkiitan tekniklerdir (Rotker ve Sigman 2016).

Varikosel patofizyolojisinde, kabul edilen pek ¢ok teori bulunmaktadir. Bu teoriler
arasinda testikiiler hipoksi ve hipertermi, toksik adrenal ve renal metabolitlerin refliist,
hormonal disfonksiyon, apoptozis, kadmiyum (Cd) birikmesi ve artan oksidatif stres yer
almaktadir (Missassi ve ark. 2017). Erkek iireme sisteminde onemli bir rol oynayan reaktif
oksijen tiirleri (ROS), spermin fonksiyonel olgunluga eristigi (kapasitans, hiperaktivasyon ve
akrozomal reaksiyon gibi) tiim siiregler i¢in gereklidir. Ayrica, membran lipitlerinin ROS aracili
lipit peroksidasyonu, fertilizasyon isleminde oosite sperm adezyonunu kolaylastirir. Ancak,
ROS'taki seviyelerin fizyolojik kosullarin disindaki diizeylere yiikselmesi oksidatif strese yol
acmaktadir (Sheehan ve ark. 2014).

Varikoselli erkeklerde yiiksek diizeyde ROS ve malondialdehit (MDA) gibi lipit
peroksidasyon tiriinleri bulunur ve bununla birlikte azalan antioksidan savunma sonucu olusan
oksidatif stres (OS)’ nin varikosel iligkili infertilitede temel neden olduguna inanilir (Missassi
ve ark. 2017). Varikoselde artmis venoz hidrostatik basinca bagl olarak testikiiler iskemi ortaya
cikabilir; bu da proinflamatuar sitokinlerin (Tiimor Nekrozis Faktor alfa, TNF-a, Interlokin-6,

IL-6, vb.) artan ekspresyonuna yol agar. Bunun sonucunda artan sitokinler ROS olusumunu


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheehan%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24643631

indiikleyerek fertiliteyi bozar. Bu nedenle oksidatif stresi azaltmaya yardimci olan antioksidan

tedavi, varikosel iliskili infertiliteyi diizeltebilir (Garg ve Kumar 2016).

Alfa Lipoik Asit (aLA) yagda ve suda ¢oziilebilen giiglii bir antioksidandir. Ispanak,
brokoli, domates, karaciger, bobrek gibi besinlerde dogal olarak bulunan alLA’nin yararlari son
yillarda bir¢ok arastirmanin merkezi konusu haline gelmistir (Gomes ve Negrato 2014, Kasnak
ve Palamutoglu 2015). alLA; hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenebilen dogal bir bilesik
olup oksitlenmis ya da indirgenmis halde iki siilfiir molekiilii igermektedir. Bu 6zellik aLA’nin,
birgok 6nemli enzimin kofaktorii olarak gorev yapmasini saglamaktadir (EI-Beshbishy ve ark.
2014, Seifar ve ark. 2017). Lipoik asit oral yolla alimin ardindan hizla absorbe edilir ve
viicudun pek ¢ok dokusunda, indirgenmis formu olan dihidrolipoik asite (DHLA) kolayca
cevrilebilir. aLA’nin hem okside formu hem de indirgenmis formu antioksidan aktivite
gostermektedir. Lipid ve sulu ortamda etkili olan aLA’nin okside ve rediikte formlar1 hidroksil
(OH) ve nitrik oksit (NO) radikalleri, peroksinitrit anyonlart (ONOO-), hidrojen peroksit
(H,0,)’in yakalanmasi ve singlet oksijen atomu (*O2)’nun séndiiriilmesi ile bilinirler (Ozbal ve
ark. 2012, Lebda ve ark. 2014). DHLA, dihidroaskorbik asidi yeniden askorbik aside
cevirebilir; direkt olarak C vitamininin, dolayli olarak ise E vitamininin yeniden olusumunu
saglayabilir. aLA /DHLA redoks ¢ifti iyi bir antioksidan olarak kabul edilir ve aLA’ nin, iskemi
reperflizyon hasari, diyabet, katarakt olusumu, ndérodejenerasyon, yaglanma ve radyasyon hasari
gibi birgok durumda yararli oldugu gosterilmistir (Ozbal ve ark. 2012, Ambrosi ve ark. 2018).
aLA ve DHLA dogal olarak fizyolojik sistemlerde bulunduklarindan ideal terapotik antioksidan
oldugu diisiiniilebilir. Olusturdugumuz deneysel varikosel modelinde 6nemli bir role sahip olan
oksaidatif stres parametrelerinin ve sitokin diizeylerinin incelenmesiyle; alLA tedavisinin, hem
varikosel sebepli infertiliteye hem de olusan infertilitenin patofizyolojisinde oksidatif stres
parametreleri iizerine etkilerinin incelenmesi agisindan 6nemli bir yer tutmaktadir. Yaptigimiz
caligmayla ilgili literatiirde benzer bir arastirmaya rastlamadigimizdan dolay1r c¢alismamiz
ozgiindiir. Varikoselin erkek infertilitesinin saptanabilen en sik nedenlerinden biri olmasini da
gdz oOnilinde bulundurdugumuzda, sonuglar itibariyle bu konunun aydinlatilmasi varikosel
tedavisinde yeni bilgilere 151k tutarak cerrahi miidaheleye gerek kalmadan alternatif bir tedavi
potansiyeli olmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu noktada biz de olusturdugumuz deneysel
varikosel modeliyle gerceklesen testis hasari iizerine lipoik asidin koruyucu etkilerini

incelemeyi amagcladik.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Beshbishy%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24912129

2. GENEL BILGILER

2.1. Varikosel
Varikosel, testis vendz drenaj sisteminin vaskiiler bir anomalisidir. Pampiniform ve /

veya kremasterik vendz pleksusun anormal derecede genislemesi ve kivrimli venlerin
kiimelenmesiyle kendini gosterir. Erkek infertilitesinin %35’ini olusturan varikosel, erkeklerde
primer ve sekonder infertilitenin en yaygin nedeni olarak gosterilir. Ayrica varikoselin erkek
infertilitesinin cerrahi olarak en sik diizeltilebilir sebebi oldugu diistiniillmektedir (Cho ve ark.

2016).
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Sekil2.1. Sol Internal Spermatik Ven Anatomisi (John Yesko 2001)



2.1.1.Varikosel Epidemiyolojisi ve Klinik Faktorler

Varikosel genel erkek popiilasyonun yaklasik %15°ini etkileyen bir saglik sorunudur.
Varikosel iizerinde yapilan ilk epidemiyolojik ¢alismalarin ¢ogu geng erkeklerde bu durumun
yayginligini degerlendirmis ve yasin varikosel prevalansinin 6nemli bir belirleyicisi olmadigini
gostermistir. Ancak yapilan bir ¢alismada 6-9 yaslarinda 188 erkek ¢ocukta hicbir varikoselin
tespit edilmedigini, ancak 10-14 yaslarindaki erkeklerde artan siklikta tespit edildigini belirterek
bu durumu varikosellerin ergenlik doneminde gelistigine dair gii¢lii bir delil olarak
gostermektedir (Alsaikhan ve ark. 2016). Bununla birlikte Akbay ve arkadaslar1 2—19 yaslar
arasindaki 4052 erkekte varikosel prevalansini degerlendirmis ve varikosel prevalansinin 2-10
yas erkeklerde <%1, 11-14 yas arasindaki erkeklerde %7.8 ve 15-19 yaslarindaki erkeklerde
%14.1 oldugunu bildirmislerdir (Akbay ve ark. 2000). Bu epidemiyolojik gozlemler, varikoselle
karakterize olan vendz yetersizligin Oncelikle testikiiler gelisim sirasinda ortaya c¢iktigini
gostermektedir. Daha ileri analizlerde varikosel prevalansinin yasamin her on yili igin yaklasik
%10 arttig1 ve boylece varikosel prevalansinin 30-39 yas arasinda %18, 40-49 yaslarinda %24,
50-59 yaslarinda %33, 60-69 yaslarinda %42, 70-79 yaslarinda %53 ve 80-89 yaslarinda %75
oldugu bildirilmistir. Bu epidemiyolojik gézlemler, testis vendz yetmezliginin, yasla birlikte
arttigini, muhtemelen vendz kapaklarin yaslanmasinin bir sonucu oldugunu gostermektedir.

Genel varikosel prevalansinin yani sira infertil erkek popiilasyonunda varikosel
prevalanst %25-35 arasindayken sekonder infertilitesi olan erkeklerde bu oran %50-80
arasindadir. Bu varikosel prevalansindaki artis Sekonder infertilitesi olan bazi erkeklerin, primer
infertilitesi olan erkeklere gore daha yash olmasiyla ilskilendirilmistir. 1992 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) 12 aylik bir siire boyunca 34 merkezde gerceklestirdigi genis ¢apli bir
calismada 9034 erkegi infertilite bakmindan degerlendirmis ve anormal semen analizi yapilan
erkeklerin %25.4'inltin varikosel oldugunu ayni ¢alismada, normal semen analizi yapilan
erkeklerde ise varikosel prevalansinin %11.7 oldugunu bildirmistir. Varikosel prevalansinin
kalitsal faktorlere bagli oldugunu gosteren bir ¢alismada varikoseli olan erkeklerin birinci
derece akrabalarinda varikosel goriilme oraninin %34-56 arasinda oldugu saptanmigtir. Obez
erkeklerde varikosel ve viicut kitle indeksi (VKI) arasinda ters bir iliski oldugu, varikoseli olan
erkeklerin varikoseli olmayan erkeklere gore daha diisiik VKI'ye sahip olduklar1 veya VKI
arttikga varikosel prevalansinin azaldigi gosterilmistir (Alsaikhan ve ark. 2016).



2.1.2.Varikoselin Etiyolojisi

Varikosel etiyolojisi karmasik olmakla beraber bircok degisken gz Oniine alinarak
varikosele neden oldugu diistiniilen 3 teori belirtilmistir (Naughton ve ark. 2001).

1.Sag ve sol testikiiler venlerdeki anatomik farkliliklar: Sol testikiiler ven, sagdakine
gore 8-10 cm daha uzundur ve dikey olarak sag renal ven igcine dogru agi yapar oysa sag
testikiiler ven, inferior vena kava i¢ine siiziiliir. Sol testikiiler ven, dik konumda uzun bir
hidrostatik siitun gibi hareket ederek yiiksek tiirbiilansli akis ve geri basing anatomisiyle sol
spermatik kordda vendz dilatasyon insidansini arttirmaktadir. Varikosel vakalarinin %78-93
‘iinii yaygin olarak sol varikosel olustururken retroperitoneal veya pelvik kompresif kitle gibi
obstriiktif bir lezyon varligi ile iliskilendirilen sag varikosel hastalarin sadece %2’sinde bulunur,

2.Venoz kanin refliisii ile sonuglanan kompetan ven6z kapakgiklarin olmayisi: Sol renal
ven yoluyla Sol adrenal bezden katekolaminlerin refliisii ile sol testikiiler venin vaskiiler
daralmasi, sol varikoselin gelismesine bir faktor olarak ileri stiriilmistiir. Bu veriler varikoseli
ccuyumludur (Gat ve ark. 2006).Varikoseli olan hastalarda testikiiler venlerde valflerin
olmadig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, diger arastirmacilar, uygun kapak sistemine sahip
hastalarin %26.2'sinin halen varikoselli oldugunu gostermektedir. Bazi arastirmacilara gore
kapaklarin yoklugu ya da uygun olmamasi varikosellerin sebebi olabilir fakat bunlar tek basina
neden degildir (Cho ve ark. 2016).

3.Miimkiin oldugu diisiiniilen diger bir faktorde, aort ve list mezenterik arter arasinda sol
renal venin kompresyonu olan "findikkiran fenomeni* dir. Findikkiran sendromu, abdominal
aort ve superior mezenterik arter arasinda olusan bir a¢1 arasinda giderken, sol renal venin
daraldig1 olagandis1 bir sorundur. Sol renal venin bu daralmasi bobrek dolagimindaki venoz
basincin artmasina ve bobrek pelvis ve lreterin varyasyonlarinin gelismesine yol acarak
hematiiri olusmasina neden olabilir. Findikkiran sendromu ile iligkili semptomlar arasinda
ortostatik proteiniiri, yan agrisi, sol tarafli varikosel, pelvik tikaniklik ve kronik yorgunluk
bulunur (Wang ve ark. 2009). Ozetle, varikoselin etiyolojisi tam olarak anlasilamamistir ve
bahsi gecen hipotezlerin hicbiri baz1 hastalarda bilateral varikosellerin olusumunu

aciklayamamaktadir.



2.1.3.Varikoselin Patofizyolojisi ve Testikiiler Hasar

Varikoselli hastalarda bozulan testikiiler fonksiyonun mekanizmasi heniiz tam olarak
bulunamamistir. Olas1 nedenler arasinda testikiiler ve skrotal sicaklik artisi, vendz staz,
testikiiler hipoksi, testis venindeki adrenal hasarli {iriinlerinin refliisii, alt intratestik testosteron
ve androjen reseptor kusurlar gosterilmektedir (Ning ve ark. 2017). Cesitli ¢alismalar varikosel
vakalariin yaklasik %35-40’inda hasarli seminifer tiibiiller, leydig hiicre dagiliminda gozle
goriiliir azalma, artan hiicresel apoptoz ve anormal spermatogenez sonucu insan ve hayvanlarda
testosteron azalmasi gibi testikiiler disfonksiyonu gostermistir (Razi ve Malekinejad 2015).
Varikoselin en iyi bilinen testikiiler patolojik 6zelligi ise germ hiicrelerinin olgunlagmasini
durdurarak, olgunlagmamis germ hiicrelerinin seminifer epitel liimenine erken dokiilmesine
sebep olup spermatogenezi bozmasidir (Ning ve ark. 2017). Diger bulgular retrograd kan
dolasimini takiben endokrin sistem hasari, biyokimyasal degisiklikler ve oksidatif stres gibi
¢oklu patofizyolojik bozulmalarin varikosele bagl hasari arttirdigini gostermistir (Razi ve
Malekinejad 2015).

Bircok yildir c¢alisilmasina ragmen varikoselin altinda yatan fizyopatolojik
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak hipoksi ve testikiiler hipertermi,
toksik adrenal ve renal metabolitlerin refliisii, hormonal disfonksiyon ve artan oksidatif stresi
kapsayan bazi teoriler ileri siiriilmiistir (Missassi ve ark. 2017). Varikosel patofizyolojisini

aciklamada olasi hipotezleri birkag baslik atinda incelemek gerekmektedir (Cho ve ark. 2016).

! 1 ! '

Endokrin. Testildilerhipoksi Skratal Meraholitlerin
Eaktir hipertermi Refliisi

I "'—"' .____—--"""\..\ / ‘,.-/

Bozulmus ROS Artisi
| B i
b
Sperm Membrana Lipit Sperm DINA FREFMALATOALBIR
P s Eraz ) .

l

Bozulmus Sperm

Fonksiyonun

|

Erkek Ureme Potansivelinde Azalma
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2.1.3.1.Skrotal Hipertermi

Varikosel sonucu olustugu kabul goren en yaygin teorilerin basinda gelmektedir.
Varikoselin, internal spermatik venlerin yetersiz kapakg¢iklarindan ve kremasterik venlerden
pampiniform pleksus i¢ine sicak karin kaninin refliisiiyle skrotal sicakligin yiikselmesine neden
oldugu diistiniilmektedir. Testikiiler sicakliktaki belirgin yiikselme sonucu intratestikiiler
testosteron diizeylerinde ve Sertoli hiicre salgilama fonksiyonunda azalmaya yol agtig1
belirlenmistir. Artan testikiiler sicakligin ayrica Leydig hiicre salg1 fonksiyonu {izerine de zararli
etkisi gosterilmistir. Yapilan deneysel bir ¢alismada varikosel ve kontrol grubu erkeklerde sol
testikiiler sicaklik ve sperm saymmi arasinda anlamli farklilik oldugu bulunmus ve
varikoselektominin  testikiiler sicakliklar1  diisiirdiigii  6ne  siirlilmiistiir.  Is1  stresi
spermatogenesisin bozulmasina sebep olabilir ¢iinkii spermatogenez optimum i¢ viicut
sicakligindan 2.5°C daha diistikte ger¢eklesmelidir. Is1 maruziyeti ve ROS {iretimi arasindaki
dogrudan sicakliga bagl iliski ¢esitli calismalarda gdsterilmis ve varikosel diizeyi seminal ROS
diizeyi ile iligkilendirilmistir. Sicaklik stresinde mitokondriyal, plazma membrani, stoplazma ve

peroksizomdan ROS iiretiminin arttig1 da bildirilmistir (Cho ve ark. 2016).

2.1.3.2.Renal ve Adrenal Metabolitlerin Refliisii

Renal vendz kan refliisiiniin bir sonucu olarak varikoselli hastalarin spermatik vendz
kaninda prostaglandinlerin arttigi bildirilip adrenal katekolaminlerin testis venine retrograf
akiginin spermatogenezise zarar verdigi gosterilmistir. Bununla birlikte literatiir, sol testikiiler
ven lizerinden retrograd kan akigsinin varikosele bagli infertilitenin baslica nedeni oldugu
teorisini agik¢a desteklememektedir. Patogenezdeki reflii rolii belirsiz olmasina ragmen
prostaglandinlerin, renal ve adrenal metabolitlerin ¢esitli insan hiicre kiiltiirlerinde hiicresel
oksidatif stresi (OS) indiikleyebildigi tespit edilmistir (Cho ve ark. 2016).

2.1.3.3. Epididimal Cevap

Epididimis, sperm olgunlasmasi ve taginmasiyla ilgilidir. Epididimal tiibiilleri kaplayan
cesitli hiicre tipleri ROS firetebilirken hipoksi ve hipertermi de, epididimal tiiplerde ROS ve
antioksidan arasindaki dengesizligin tetikleyicileri olabilir. Deneysel varikosel modeli

olusturulmus bir ¢alismada epididimal hiicrelerin ultrayapisal degisikliklerinin, apoptozisin ve



bozulmus spermatogenezin patogenezinde hem testikiiler hem epididimal iliski gosterilmistir

(Cho ve ark. 2016).

2.1.3.4. Apoptozis

Apoptoz, viicudun homeostazini muhafaza etmekte 6nemli bir rol oynayan fizyolojik bir
olaydir. Bir dizi hiicresel, morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri igeren bir genetik
mekanizmaya dayanan programlanmis bir hiicre olimi siirecidir (Ning ve ark. 2017).
Normalde, spermatogenez sirasinda, sinyal iletim yolunun diizenlenmesi yoluyla normal iireme
fonksiyonunu korumak i¢in spermatojenik hiicrenin ~% 25-75'inde apoptoz olurken yapilan bir
aragtirmaya gore, testikiiler fonksiyon bozukluguna ve erkek infertilitesine neden olan si¢an

varikosel modelinde spermatojenik hiicrelerin apoptozu artmaktadir (Bargawi ve ark. 2004).

2.1.3.5. Hormonal Disfonksiyon

Varikosel yapilmis hayvan modellerinde testikiiler sicakliktaki belirgin yiikselmenin
intratestikiiler testosteron diizeylerinde ve Sertoli hiicre salgilama islevinde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (Cho ve ark. 2016). Leydig hiicrelerinin baslica fizyolojik rolii seminifer
epitel bliyiimesi ve normal sperm aktivitesi igin gerekli testosteron liretmektir (Habibi ve ark.
2015). Bununla birlikte artan testikiiler sicakligin Leydig hiicre salg1 fonksiyonu iizerine zararli
etkisi oldugu da gosterilmistir (Cho ve ark. 2016). Varikoselde spermatogenez iizerindeki
olumsuz etkilerin ¢ogu Sertoli ve germ hiicre hareketlerine dayandirilir. Ancak varikosellerin
hormonal etkileri, Leydig hiicreleri ve bozulmus testosteron {iretimini igeren bir pantestikiiler

etki gostermektedir (Lundy ve Sabanegh 2017).

2.1.3.6. Testikiiler Hipoksi

Testis nispeten iyi vaskiilerize olan bir organdir. Ancak vendz sirt basinci, akis ve
oksijenlenmeyi sinirlayarak arteriyel akis basincini asarsa testis hipoksik hale gelebilir.
Testikiiler torsiyona eslik eden akut iskemiden farkli olarak, varikoselde hipoksi kronik bir
stirectir ve testis icinde kompansatuvar degisiklikler ile sonuglanir. Bu alandaki en iyi ¢alisilan
gen, eritropoez, anjiyogenez ve mitokondriyal solunumla ilgili bir transkripsiyon faktorii olan
hipoksi-indiiklenebilir faktor-la'dir (HIF1A). 2000'li yillarin ortalarinda c¢esitli ¢alismalarda,
HIF1A ve bagka bir anjiyogenik protein olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF)

varikosel varliginda 6nemli derecede upregiile oldugu gosterilmistir (Lundy ve Sabanegh 2017).
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2.1.3.7. infertilite Etkisi

Varikoselli  hastalarda bozulan testikiiler —fonksiyonun mekanizmasi heniiz
bulunamamistir (Agarwal ve ark. 2009). Testikiiler ve skrotal sicaklik artigi, vendz staz ve
hipoksi sonucu testis venindeki adrenal hasarli iiriinlerin refliisii, alt intratestik testosteron ve
androjen reseptdr kusurlari olast nedenler arasindadir. Spermatogenez sicakliga duyarlidir ve
optimal olarak erkeklerde 35°C' de ilerlemektedir. I¢ spermatik arter (pampiniform pleksusla
cevrili) testisleri, viicut sicakligindan 2.2°C daha diisiik seviyede (35°C' de) tutar. Varikosel
skrotal sicakligin ortalama 2.6°C yiikselmesine neden olur. Deneysel calismalarda yiiksek
skrotal sicaklik sonuglari tartismalidir ve varikoselli infertil erkeklerde skrotal sicakliklarin
aralig1 ile fertil erkekler arasindaki sicaklik araligi arasinda belirgin bir Ortiisme oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, insanlardaki varikosel onariminin testikiiler sicakligi diisiirdiigii
de iyi bilinmektedir (Naughton ve ark. 2001).

Varikoselin varlig1 testis hacmindeki azalma ve varikoselin derecesi ile iliskilidir.
Varikoselin bazen olgunlagsmayr durdurmasiyla birlikte, olgunlasmamis germ hiicrelerinin
seminifer epitel liimenine erken dokiilmesi nedeniyle spermatogenezi azalttigi en ¢ok bilinen
testikiiler patolojik Ozelligidir. Varikosel olan tiim erkeklerin sperm kalitesi zayiftir ve bu
hastalarin eslerinde gebelik olmadigi bildirilmistir (Agarwal ve ark. 2009).

Varikoselli erkeklerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan kadmiyum OS’yi
indiikleyerek, sperm kafa aktininde bozulmaya sebep olur ve morfolojik agidan anormal
spermler olusur. Ayrica, varikoselli erkeklerde sperm kalsiyum kanallarinin alfa-1 alt biriminin
mikrodelesyonlari, anormal akrozomal fonksiyona neden olan bir genetik defekte sebep olur.
Bu, varikoselli tiim erkeklerin neden infertil olmadiklarini agiklayabilir. Verilerin biiyiik
cogunlugu, varikoselli infertil hastalarda 6nemli sperm fonksiyonlarinin da bozuldugunu ortaya
koymustur. Sperm-servikal mukus etkilesimindeki bozukluklar, kadin genital bolgedeki sperm
sagkalimi, sperm zonabinding yetenegi, akrosin aktivitesi, kapasitasyon zorluguna yanitin
azalmasi ve tirozin fosforilasyon ve akrozom egzositozunun goriilme sikliginin daha diisiik

oldugu da bildirilmistir (Agarwal ve ark. 2009).



2.2. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

2.2.1. Serbest Radikaller

Elektronlar orbital denen yoriingelerde doner ve normal sartlarda her orbital biri digerine
z1t yonde donen iki elektron igerir. Ortaklanmamis elektron igeren serbest radikaller; gogunlukla
elekron transport zincirinde olusan elektronlarin transferi veya oksidazlar vasitasiyla tek
elektron transferi ve homolitik bag yikimi sonucu olusur. Ayrica serbest radikaller
organizmanin iyonize radyasyona, bazi ilaglar gibi oksitleyici 6zellik tasiyan ajanlara maruz
kaldigi durumlarda da meydana gelirler (Young ve Woodside 2001, Cherubini ve ark. 2005).

Serbest radikaller normalde hiicresel metabolizmanin ara basamaklarinda olusur ve bir
veya daha fazla eslesmemis elektron varligina baglh olarak kararsiz olup aminoasitler, lipitler ve
niikleik asitlerin varhiginda ¢ok reaktiflerdir ve normal kosullarda antioksidan savunma,
biyolojik sistemleri serbest radikal toksisitesinden korumaktadir (Cho ve ark. 2016).

Biyolojik 6neme sahip birgok atomda ortaklanmamis elektron bulunabilir bunlar; siilfiir,
karbon, fosfor, hidrojen veya nitrojen merkezli radikallerdir. Bu atomlarin yani sira molekiiler
oksijene (O,) fazladan bir elektron eklendiginde siiperoksit anyon radikali (O;) olusur.
Siiperoksit anyonu, nispeten kararli ve giiglii oksidan olan hidrojen peroksit (H,O;) gibi diger
nonradikal maddelere doniistiiriilebilir. NO, NOg3-, NO-, N,O ve HNOj3 te oldugu gibi nitrojen
atomlar1 igeren bazi reaktif oksijen tiirleri de, insan semendeki yaygin serbest radikallerdir ve

kollektif reaktif oksijen tiirleri olarak bilinirler (Cho ve ark. 2016).

Glutabyon

Radu GSSG
Glutatyon
GSH
MADPH Oksidaz

Elektron =
Transport (
Zinciri

/* ONOO M’“ OH

Ietyalopenphsidar Cur?

NO

o-0Ox
NO Senfaz

Sekil2.3. Serbest radikallerin olusum mekanizmasi ve enzimatik detoksifikasyonu (Vincent ve ark. 2004).
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2.2.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri; DNA hasari, lipid peroksidasyonu, protein peroksidasyonu,
antioksidan enzimlerin ve enzimatik olmayan antioksidan molekiillerin tikenmesi gibi gesitli
mekanizmalarla doku ve hiicresel hasara neden olan stiperoksit, hidroksil, peroksil, alkoksil ve

hidroperoksil gibi radikalleri igerir (Aly ve ark. 2009).

2.2.2.1. Siiperoksit Radikali (O,")

Aerobik organizmalarin baslica serbest radikal kaynagi olan molekiiler oksijenin
elektron alip indirgenmesiyle olusur (Ozcan ve ark. 2015). Siiperoksit anyonunun (O, ") yaygin
kaynagi, hiicresel solunum sirasinda mitokondriyal elektron transfer zinciri (ETZ)’de
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) tarafindan saglanan elektronlardir. ETZ’ nin
sagladigi elektronlarla molekiiler oksijenin bir elektron kaybetmesi sonucu siiperoksit radikali
olusur. Ayrica flavoproteinler ve bazi redoks enzimleri tarafindan O,’nin indirgenmesiyle ya da
indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu sonucu da siiperoksit radikali olusabilir (Ozcan

ve ark.2015, Liguori ve ark. 2018).

Siiperoksit radikal olusumunun temel reaksiyonu;

X + OZ :>X+ +02‘-

X: Bir elektron kaynagi (sitokrom, kinon, hemoglobin ve redoks metalleri olabilir)

Stiperoksit serbest radikal olmasina ragmen organizmaya dogrudan fazla zarar1 yoktur,
bu radikalin asil 6nemli 6zelligi geg¢is metali iyonlarinin indirgeyicisi ve H2O; kaynagi olmasidir
(Memisogullar1 2005). Bununla birlikte siiperoksit radikalinin serbest radikal olan nitrik oksit
(NO) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit (ONOO— ) meydana gelir.
Nitrik oksitin (NO' ) zararli etkilerinden sorumlu olan peroksinitrit, azot dioksit (NOy),
hidroksil radikali (OH ), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere doniisebilir (Liguori ve
ark. 2018).
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2.2.2.2. Hidrojen Peroksit (H,05)

Molekiiler oksijen baska bir molekiilden iki elektron alirsa peroksit molekiilii, bu
molekiilde iki hidrojenle birlesirse H,O, olusur. Biyolojik sistemlerde H,0, kendiliginden veya

stiperoksit dismutaz (SOD) katalizli siiperoksidin dismutasyonu sonucu olusur.

20, + 2H' =—=H,0,+0;

H,O, bir radikal olmamasma ragmen {retildigi yerde kalan siiperoksidin aksine
membranlar ve sitozol boyunca difiize olabilen uzun omiirlii bir oksidan olarak bilinmektedir.
Eslenmemis elektronlar1 olmadigi i¢in serbest radikal olmayan hidrojen peroksit, Fenton veya
Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla yiiksek oranda reaktif ‘OH iyonu olusturabilir. Hidroksil
radikalleri son derece reaktif olup 6zellikle hiicre membranlar1 ve proteinlerindeki fosfolipitler

ile reaksiyona girerek zarar verirler (Vincent ve ark. 2004, Liguori ve ark. 2018).

Fe, Cu, Mn metalleri varliginda hidroksil radikalinin olustugu fenton reaksiyonu;

Fe™ + Hy0, =———>Fe"™ + OH + OH'

Siiperoksit radikali varliginda hidroksil radikalinin olustugu Haber-Weiss reaksiyonu;

O, + Fe"?® ———> Fe"+ 0,

Fe*? + H,0, =———> Fe'* + OH +OH'

0, +H,0, —=0,+ OH + OH"

2.2.2.3. Hidroksil Radikali (OH)

Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar: sonucu hidrojen peroksitten meydana gelmektedir.
Ayrica suyun iyonize edici radyasyona maruziyeti sonucunda da olusur. Hidroksil radikali
kiiclik, son derecede hareketli, suda ¢oziinebilen ve kimyasal olarak aktiflesmis oksijenin en
reaktif tiridir. Bu radikal tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli biyokimyasal molekiillerden bir
proton koparark tiyil radikalleri, karbon merkezli organik radikaller, organik peroksitler gibi

yeni radikalleri olusturarak biiyiik hasara neden olur (Ozcan ve ark. 2015, Ayala ve ark. 2014).
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R-SH + -OH———>RS:- + H,0 (Tiyil radikali olusumunun genel tepkimesi)

Bu kisa omiirlii molekiilii, bir hiicre her saniyede yaklasik 50 adet iiretir. Her bir hiicre
tam bir giinde, notralize edilebilen veya biyomolekiillere etki eden yaklasik 4 milyon hidroksil
radikali tiretebilmektedir (Ayala ve ark. 2014).

2.2.2.4. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit, NO sentaz olarak bilinen sitozolik bir enzim tarafindan L-argininin terminal
guanido azotundan iiretilir. NO bir yandan radikal toplayicisi olarak gorev alirken diger yandan
peroksit diizeylerinin arttigi durumlarda bir prooksidan olan peroksinitriti (ONOOH) olusturur.
Serbest radikal olmayan peroksinitrit kararli, direk toksik etkili ve giiglii bir oksitleyici ajan
olarak bilinmektedir (Vincent ve ark. 2004).

2.2.2.5. Alkoksil (LO™) ve Peroksil (LOO™) Radikalleri

Doymamus yag asitleri oksijen radikallerinden etkilenerek peroksidasyona ugrar. Olusan
iiriinlere bir demir kompleksinin eklenmesi, peroksit ayrismasiyla peroksidasyonu uyararak,

alkoksil (LO™) ve peroksil (LO,") radikalleri iiretilmesine neden olacaktir.

Demir kompleksi

2LOOHE=——=>L0" + LO,'+ H,0

Bu radikaller zincirleme peroksidasyon reaksiyonlarini baslatir ve sonug¢ olarak
Malondialdehit (MDA), 4-Hidroksinonenal ve hegzenal isimli aldehitler olusur. Zincirleme
peroksidasyon reaksiyonlari membranlara zincir kirict bir antioksidan eklenene kadar devam
eder ancak bu antioksidanlarn yoklugunda membran yapisini bozarak membranin

hasarlanmasini kolaylastirir (Ozcan ve ark. 2015).

2.2.2.6. Singlet Oksijen (*0,)

Singlet oksijen, eslesmemis bir elektron igermedigi igin radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Ektronlarindan birinin enerji alarak kendi spinine ters yonde olan bagka bir
orbitale yer degistirmesiyle olusur. Ayrica hidrojen peroksitin hipokloréz asit veya

peroksinitritle reaksiyona girmesi sonucu da singlet oksijen olusabilir. Singlet oksijen
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olusumunun endoplazmik retikulumda strese ve mitokondriyal deoksiribo niikleik asit

(DNA)’da hasara yol agtig1 gosterilmistir (Onyango 2017).

2.3. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Saglikli hiicrelerde serbest radikallerin {iretimi siki kontrol altindadir, ancak metabolik
disfonksiyon sirasinda asir1 iiretim hiicresel hasara yol agar. Lipit, protein ve niikleik asit
bilesenlerinin olusumu, reaktif metilen gruplari igeren bir dizi biyolojik substrat kullanilarak
kompleks bir zincir reaksiyonunu igerir. Zincir reaksiyonundaki ara lriinler asir1 derecede
yiiksek oksidatif 6zelliklere sahip olabilir ve bu nedenle hiicresel hasarlar olusabilir. Plazma,
mitokondriyal ve endoplazmik retikulum membranlarinda bulunan lipidler ROS ataginin ve
peroksidasyonunun ana hedefleridir (Requena ve ark. 1996, Beckman ve Ames 1999). Lipit
peroksidasyon, protein ve niikleik asit peroksidasyon ve nitralizasyonu sonucu olusan son
tirtinler genellikle hiicrelere dogrudan toksik olmamakla birlikte, inaktif proteinlerin birikmesi
ve bir hiicrenin bunlar1 geri doniistiirme yetenegini asmasi sonucunda DNA hasarinin apoptoz

mekanizmalarini aktive ettigi bilinmektedir (Vincent ve ark. 2004).

2.3.1. Lipitler Uzerine Etkileri

Biyomolekiiller arasinda serbest radikal hasarma en yatkin molekiiller lipitlerdir.
Biyolojik sistemlerde c¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest radikal oksidasyonu lipit
peroksidasyonu olarak bilinir ve hiicre membranlarindaki kolesterol, glikolipit, fosfolipit ve yag
asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon

tirtinlerini olusturabilirler (Ayala ve ark. 2014).

Bir membran lipiti veya coklu doymamis bir yag asidindeki bir peroksidasyon
sekansinin ilk zincir reaksiyonunun baslatilmasi yani bir metilen (-CH,-) grubundan bir hidrojen
atomunu (H?) koparmak, herhangi bir serbest radikal saldirisindan kaynaklanabilmektedir.
Lipitler ayrica lipoksijenazlar, siklooksijenazlar ve sitokrom P450 gibi enzimlerle de
oksitlenebilir. Yag asidinde bir ¢ift bagin varligi, ¢ift baga bitisik karbon atomu tizerindeki C-H
baglarim1 zayiflatarak elektron koparilmasni kolaylastirir. Bu ylizden, membran lipitlerinin
poliansature yag asitlerinin (PUFA) yan zincirleri 6zellikle peroksidasyona duyarhdir

(Gutteridge 1995, Ayala ve ark. 2014, Ozcan ve ark. 2015).
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Lipit peroksidasyon sonucu oksidatif hasarin kapsami, antioksidan savunma kapasitesini
asarsa patolojik durumlarin gelismesine ve geri doniisiimsiiz hiicre hasarina yol agar. Lipid
peroksidasyonunun genel siireci; baglatma, yayilma ve sonlandirma olarak ii¢ adimdan olusur

(Ayala ve ark. 2014).

1. Lipit peroksidasyonu genellikle doymamis yag asitlerine serbest radikallerin saldirmasi
sonucu metilen (-CH2-) grubundan bir hidrojen atomunun (H') ¢ikarilmasi ve buna bagli olarak

lipit radikalinin olusmasiyla baslar.

LHE—> |.

LH : ¢oklu doymamis yag asidi
Le : lipit radikali

2. Yayilma agamasinda lipit radikali (L), lipit peroksit radikalleri (LOO¢) olusturmak iizere

hizla oksijenle reaksiyona girer.

Le + O,———=L0O0-

Daha sonra LOOe« devam eden yeni bir zincirleme reaksiyondaki lipit molekiiliinii etkiler ve
yeni bir lipit radikali olusur, kendiside agiga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit
hidroperoksite (LOOH) doniisiir ve zincirleme reaksiyonlar kendi kendini katalizleyerek devam

eder.

LOO+ + LH=——=>LOOH + Le

Ortamda geg¢is metallerinin varliginda ise lipit hidroperoksitler yikilarak tekrar radikale

doniiserek yayilma reaksiyonlarinin devam etmesine sebep olurlar.

3. Sonlandirma reaksiyonlari, iki serbest radikalin birbirini ortadan kaldirmasiyla ya da vitamin

E gibi antioksidanlar varliginda gergeklesir.

LOye + LOye—=L0O0L + Oy

LOys + Le———>1L00L

LOOL : siklik bir peroksit (Gutteridge 1995, Ayala ve ark. 2014).

15



Biyolojik membranlardaki genis lipit peroksidasyonu; akiskanlik kaybina, membran
potansiyelinde diisiislere, H+ ve diger iyonlara kars1 artan gegirgenlige neden olmakla beraber
hiicre ve organel igeriginin salinmasina neden olan membran yirtilmalarina sebep olmaktadir
(Gutteridge 1995, Ozcan ve ark.2015). Lipit peroksidasyonunun ana iiriinii lipit
hidroperoksitlerdir ve bunlar son olarak MDA, propanal, heksanal ve 4-hidroksinonenal gibi
toksik ve mutajenik aldehitlere yikilir (Esterbauer ve ark. 1991, Ayala ve ark. 2014). Dogrudan
membran yapisina hasar veren nonenzimatik lipit peroksidasyonu, dolayli olarak da irettigi
aldehitlerle hiicre bilesenlerine zarar vererek doku hasarina ve bir¢cok hastalia neden

olmaktadir (Gutteridge 1995, Ayala ve ark. 2014).

MDA, tiyobarbitiirik asitle (TBA) kolay reaksiyonu nedeniyle yag asitlerinin lipit
peroksidasyonu i¢in uzun yillardir yaygin bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir ve dokudaki
veya vicut sivilarindaki MDA degerleri spektrofotometrik ve florometrik yontemlerle

olciilebilir (Ayala ve ark. 2014, Ozcan ve ark. 2015).

2.3.2. Proteinlere etkileri

Serbest radikaller proteinlerin; enzim aktiviteleri, yapisal fonksiyonlari, protein
sentezinin etkinligi ve proteolize duyarlilik gibi biyokimyasal ozelliklerini 6nemli OSlglide
etkileyebilir (Ozcan ve ark. 2015). Proteinlerin yan zincirlerindeki &zellikle prolin, arginin, lizin
ve treonin aminoasitlerinin oksidasyonu sonucu karbonil gruplar: (aldehitler, ketonlar) olusur.
Ayni zamanda protein karbonil tiirevleri, ya a-amidasyon yolu ya da glutamil yan zincirlerinin
oksidasyonu ile proteinlerin oksidatif parcalanmasi sonucu da iiretilebilir (Berlett ve Stadtman
1997). Ayrica sistein, histidin ve Lizin kalintilarinin niikleofilik yan zincirlerinin sekonder
reaksiyonu ile lipit peroksidasyon sirasinda iiretilen aldehidler veya indirgeyici sekerlerin
reaksiyonunun bir sonucu olarak olusan reaktif karbonil tiirevleri proteinlere eklenerek
proteinlerin biyokimyasal 06zelliklerinin bozulmasina neden olmaktadir. Protein karbonil
birikimi, protein oksidasyonun en genel gostergesi olup alzheimer, diyabet, iltihapli bagirsak

hastalig1 ve artrit gibi patolojilerde gozlenmistir (Ozcan ve ark. 2015).
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2.3.3. DNA Uzerine Etkisi

Serbest radikaller DNA'ya dogrudan veya dolayli olarak zarar verebilir. Dogrudan
hasar genellikle hidrojen atomu transferi, radikal adduksiyon olusumu veya tek elektron
transferlerini igerirken dolayli olarak da, serbest radikallerin lipidler, proteinler ve diger
hiicresel bilesenler gibi biyomolekiiller ile reaksiyona girdiginde elde edilen elektrofilik
tirlerin etkisinden kaynaklanir (Galano ve ark. 2018). Spesifik olarak, dort DNA
niikleobazinin tiimiiniin yapilar;, ROS'un oksidatif hasarina duyarlidir ve baz hasari,
parcalanmis veya halka acilmis formlari ve oksitlenmis aromatik tlirevleri icerir. DNA
bazlarindaki ¢ift baglara saldiran ROS, DNA molekiilii ile reaksiyona girerek ¢ift baglara H
atomu ekleyerek veya 2-deoksiribozun C-H baglarindan ve timin yapisindaki metil gruplarindan
H' ¢ikararak DNA yapisini bozar, mutajenik ve sitotoksit iirlinlerin olusmasina neden olur.
Diger DNA bazlarina kiyasla, guanin diisiik oksidasyon potansiyeline sahiptir ve DNA
oksidasyonuna daha yatkindir. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-okso-dG), guanin halkasiin C8
pozisyonuna hidroksil radikalinin eklenmesiyle {iretilen oksitlenmis guaninin en yaygin seklidir.
Stabilitesi ve biyolojik 6nemi nedeniyle, 8-oxo-dG en kapsamli olarak incelenen DNA
lezyonlarindan biridir ve hasarli DNA'nin nasil islendigi ve onarildigi konusunda genis bir
bilginin ¢ogunlugu 8-0kso-dG kullanan g¢alismalara dayanmaktadir ve dolayisiyla 8-0kso-dG
DNA hasar belirteci olarak gosterilmektedir (Whitaker ve ark. 2017, Salehi ve ark. 2018).

DNA oksidasyonu, bir hiicrenin giinlik yasaminda devam eden bir olaydir ve
oksitlenmis bazlar, apurinik / apyrimidinik (AP) bolgeler ve DNA’nin tek veya cift iplikli
kirilmalar1 dahil olmak {izere farkli lezyonlarin olusumuna yol agar. AP bdlgeleri, oksidatif
DNA hasarina ¢ok fazla maruz kalir ve N-glikozil baginin kendiliginden hidrolizi veya hasarli
bazin bir DNA glikozilaz ile ¢ikarilmasi sonucu meydana gelebilir ve DNA fosfattan ayrilir. AP
bolgeleri, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu bloke ederek hiicreye sitotoksiktir ve
mutajeniktir, ¢iinkii bu bolgelerinin kimyasal reaktivitesi DNA kirilmalari, DNA-protein ve
DNA-DNA c¢apraz baglarinin olusmasina neden olabilir. Sonug¢ olarak hiicrelerin hidrojen
peroksit veya serbest radikallere maruziyeti replikasyon ve transkripsiyon iizerine etkili olarak

DNA tamir mekanizmalarini baskilayip DNA hasarmi artirir (Whitaker ve ark. 2017).
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2.4. Oksidatif Stres

Gilinlimiizde oksidatif stresin spermatogenez ve semen analizi parametrelerinde dnemli
bir rol oynadig1 iyi bilinmektedir. ilk kez Hendin ve arkadaslari hem fertil hemde infertil
varikoselli erkeklerde ROS’un varikosel varliginda arttigini bildirmislerdir (Hendin ve ark.
1999). Bu bulgunun altinda yatan mekanizma, 6zellikle varikosellerin varikoz ven duvarlari
icindeki ROS ve ROS siipiiriicii antioksidan mekanizmalar1 arasindaki bir dengesizligin sonucu
olan OS’ye baglanmaktadir. Varikoselin derecesi, ROS iiretim seviyeleri ve ayni zamanda
sperm Kkalitesinde bozulma ile dogrusal olarak iliskili goriilmektedir ve varikoselektominin,
ROS'u azaltarak ve antioksidan seviyelerinin artmasina izin vererek oksidatif stresin

iyilestirilmesinde onemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Lundy ve Sabanegh 2017).

2.4.1. Varikosel ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, dokularda ROS birikiminin bir sonucu olup antioksidan mekanizmalarin
diizenlenmesine yol acar. Fizyolojik kosullar altinda ROS birikimi antioksidan savunma sistemi
sayesinde diisiik seviyede tutulur ve hiicre biiyiimesi, gelisimi, farklilagmasi ve 6liimii iizerinde
ozel diizenleyici etkilere sahiptir. Bununla birlikte patolojik durumlarda, ROS'un fazla
iretilmesi, hiicresel membran proteinlerinin, lipidlerin ve DNA'nin oksidasyonu sonucu bir dizi

hiicre islev bozuklugu ve hiicre 6liimiine neden olabilir (Ning ve ark. 2018).

Varikoselli erkeklerin yiiksek diizeyde ROS ve MDA gibi lipit peroksidasyon iirtinleri
bulundurmalari ve de antioksidan savunmalarindaki azalmadan dolay1 oksidatif stresin varikosel
iliskili infertilitede temel neden oldugu diisiiniilmektedir (Missassi ve ark. 2017). Birgok
caligma, ROS'un sperm fonksiyonu tlizerindeki zararl etkilerini géstermis ve infertil erkeklerin
% 30-80'inde ROS diizeylerinin arttigini bildirmislerdir (Cho ve ark 2016).

Varikoseli olan hastalarin serum, semen ve testikiiler dokularinda OS artisinin etkileri
bircok ¢alismada gosterilmistir. Mevcut c¢alismalar oksidatif stresin varikosele bagl
infertilitenin patofizyolojisinde anahtar bir unsur oldugunu desteklemektedir. Yapilan bir
calismada varikoseli olan hastalarda lipid peroksidasyon seviyesinin varikosel derecesine bagl
oldugu ve grade 3 varikoseli olan hastalarda en yiiksek diizeyde oldugu bulunmustur (Agarwal
ve ark. 2009). Varikosel ve OS arasindaki yakin iligki, varikoselli infertil erkeklerde varikosel
olmayan infertil erkeklerden daha yiiksek seviyede ROS, NO ve lipit peroksidasyon iiriinlerinin
varhigim gostermektedir. Cesitli ¢alismalar varikoseli olan fertil erkeklerin, varikosel olmayan

fertil erkeklerle karsilastirildiginda tireme alaninda OS’in artmis oldugunu géstermistir. OS'deki
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artis klinik kosullarda Varikosel, kriptorsidizm, testikiiler torsiyon, genitoiiriner sistem
infeksiyonu ve inflamasyon gibi erkek subfertilitesi ile iligkili olan durumlar igin gosterilmistir

(Cho ve ark 2016).

2.4.2. Erkek infertilitesinde Oksidatif Stres

Infertilite ile ROS olusumu arasindaki iliski belirlenmis ve kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Morfolojik olarak anormal spermlerin mitokondri ve plazma membranlari,
NADPH bagimli ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") bagiml1 oksidorediiktaz sistemleri
aracilifryla, ROS iiretir. Bununla birlikte ROS, 16kositler ve ¢ogunlukla nétrofiller tarafindan da
iretilir. Lokositler normal olarak prostatik ve seminal vezikill salgilarinda bulunurlar ve
inflamasyon veya infeksiyon esnasinda sitokinler ve interlokinler yoluyla aktive olurlar ve ROS
tretimlerini arttirirlar.  Ayrica, yasam tarzi ve ¢evresel faktorler (sigara, kirlilik, radyasyon),
varikosel ve infeksiyon gibi tibbi durumlar da ROS {iiretimini arttirmaktadir (Agarwal ve ark.
2009).

Diisiik ROS seviyeleri normal fertilizasyon, kapasitasyon, hiperaktivasyon, motilite ve
akrozom tepkimesi ic¢in gereklidir fakat seminal plazmada asir1 ROS firetimi veya azalmig
antioksidan savunmalar, oksidatif strese neden olur ve bu da spermatozoaya hasar verir
(Agarwal ve ark. 2009, Cho ve ark 2016). Sperm plazma membranlari, kolayca lipid
peroksidasyona maruz kalan c¢oklu doymamis yag asitlerinin yliksek seviyelerinden dolay1
ozellikle OS’ye duyarlidirlar. Plazma zarinin lipid peroksidasyonu, sperm plazma membraninin
akigkanligini etkiler ve sperm-oosit fiizyonunda fonksiyonel kusurlara neden olur. Buna ek
olarak, lipit peroksidasyonunun son iriinii 4-hidroksi-2-nonenal-aldehid DNA'ya zarar veren,
proteinlerle baglanan ve apoptozu indiikleyen bir alkilleyici ajandir. Dolayisiyla, OS genomik
ve mitokondriyal sperm DNA’larim etkiler ve temel yapisinin bozulmasina neden olur. Bu,
infertilite de dahil olmak tizere birgok farkli patolojik 6zellikten sorumlu olan molekiiler veya

genetik degisikliklere neden olabilir (Agarwal ve ark. 2009).

2.5. Testiste Oksidatif Stres

Oksidatif stresin olumsuz etkileri ¢esitli mekanizmalarla ortaya konmaktadir. 1943'den
beri serbest radikallerin spermatozoada varligi ve erkek infertilitesinde muhtemel etkisi
bildirilmistir (Cho ve ark 2016). Memeli testisleri oksidatif strese karsi olduk¢a duyarhidir ve
varikosel patolojisi ROS’un asir1 tiretimi ile yakindan iliskilidir (Ning ve ark. 2018). Cesitli
caligmalar varikosel vakalarmin yaklasik %35-40’1nda hasarli seminifer tiibiiller, Leydig hiicre
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dagiliminda gozle goriliir azalma, artan hiicresel apoptoz ve anormal spermatogenez sonucu
insan ve hayvanlarda testosteron azalmasi gibi testikiiler disfonksyonu gostermistir (Razi
ve Malekinejad 2015).

Reaktif oksijen tiirleri hedef hiicre membranlarinda, doymamis yag asitleri
peroksidasyonunu artirir ve Sonug¢ olarak ortaya c¢ikan azaltilmis membran akiskanligi;
suboptimal motiliteye, dollenmeyi saglayan sperm basi ve orta zarin yapisi lizerinde zararl bir
etkiye sahiptir (Cho ve ark 2016). Yapilan ¢alismalar testislerde 4-Hidroksi-2-nonenal modifiye
p53 ekspresyonunun, varikoselli hastalarda fertil eriskinlerdekine kiyasla daha fazla oldugunu
gostermistir. Ayrica OS'nin bir belirteci olan 8-0kso-dG’nin, varikoseli olan hastalarin testikiiler
dokusunda ekspresyonunun arttigi da bildirilmistir (Agarwal ve ark. 2009).

Yapilan bir ¢aligmada varikoseli olan infertil hastalarin testikiiler dokusunda yiiksek
MDA diizeyleri bildirilmis ve testis disfonksiyonunun sebebi olarak ROS gosterilmistir
(Agarwal ve ark. 2009). Asirt ROS, sperm ve oositteki hasar gormiis DNA'y1 onaran koruyucu
mekanizmalar1 ve enzimleri tahrip ederek azospermiye neden olabilmektedir. OS olgun sperm
hiicrelerinde apoptozise neden olarak spermatozodaki anormalligi kalici hale getirebilir ve
bununla birlikte yiiksek ROS seviyelerinin, sperm sayisinin, motilitesinin, morfolojisinin ve

DNA biitinliigiiniin bozulmasiyla iligkili oldugu gosterilmektedir (Cho ve ark 2016).

2.6. Varikosel ve Sitokin Cevabi

Sitokinler, inflamatuar cevaplarin diizenlenmesinde ve patojenlere karsi bagisiklik
olugturulmasinda onemli rol oynayan kiigiik ¢Oziinlir protein molekilleridir. Sitokinler,
l16kositler ve diger hiicreler tarafindan iiretilen ve salgilanan diizenleyici peptidler olup, biiylime
ve farklilasma faktorleri olarak da bilinirler. Sitokinler, hem bagisiklik sisteminin hiicreleri olup
hem de dis uyaranlara, ortaya ¢ikan yaralanmalara veya diger sitokinlere yanit olarak cevre
dokulardaki hiicreler tarafindan iiretilen biiyiik bir protein grubudur (Fraczek ve Kurpisz 2007).
Sitokinler, lenfokinler (lenfositler tarafindan iiretilirler), monokinler (monositler) veya aktivite
(kemokinler, interlokinler ve interferonlar) ile iligkili olarak kdkenlerine gore isimlendirilirler
(Habibi ve ark. 2015). Seminal plazma, normal olarak erkek genital traktusunda bulunan birkag
sitokin diizeyini igerir. Bu sitokinlerin, germ hiicreleri, Leydig ve Sertoli hiicreleri, epididim ve
prostat tarafindan salindigr ve bunlarin ekspresyonunun seminifer epitel dongiisii sirasinda
modiile edildigi ileri siiriilmistiir (Martinez ve ark. 2007). Timdr nekrozis faktor alfa (TNF-a),
interlokinler, interferon gama ve semende bulunan ¢oziiniir reseptorlerinin bazilar1 immiin

hiicreler, mezenkimal hiicreler, Sertoli hiicreleri ve spermatogonya tarafindan salgilanir. Bu
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nedenle interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8) ve TNF-a gibi sitokinler dogal olarak insan
sperminde ortaya ¢ikabilir (Havrylyuk ve ark. 2015).

2.6.1. interlokin-6 (IL- 6)

IL-6, T hiicresinden koken alan bir faktordiir, ozellikle B lenfositlerin aktif antikor
iireten plazma hiicrelerine farklilasmasini saglar. 1L-6, sistemik inflamatuar cevaplarin ve doku
hasarinin erken bir belirteci olup sitokin uyarimida merkezi araci olarak distiniiliir. IL-6, insan
spermatozoasinda ¢ok sayida immiinolojik proliferatif siirecte yer alan ¢ok islevli bir sitokindir
(Matalliotakis ve ark. 1998). Bununla birlikte Sertoli ve germ hiicrelerinde tanimlanmis bir
spermatogonyal biiyiime faktorii gibi davranabilir. Bazi sitokinler varikosel varliginda spermin
motilite, canlilik ve kapasitesini etkiler. Ayrica Sertoli, Spermatogonya, Leydig hiicre sayilarini
ve diger sitokin diizeylerini azaltarak testosteron seviyelerini ve fertiliteyi azaltir (Habibi ve ark.
2015).

Genital yolun inflamatuar hastaliklar1 sirasinda ortaya ¢ikan en 6nemli interlokinlerin
16kositopermi ile iliskili IL-6 ve IL-8 oldugu o6ne siiriilmustiir. Sitokinlerin spermatozoa
fonksiyonlar1 {izerindeki etkilerini agikca gosteren bazi bulgular vardir; 1) Interlokin-1 alfa,
Interlokin-1 beta (IL-1B) ve TNF-0, ROS olusumunu artirarak sperm peroksidasyonunu uyarir;
I1) seminal plazma ve sperm membran lipid peroksidasyonu ile IL-6 diizeyleri arasinda pozitif
bir korelasyon vardir; 1) interferon-gama (IFN-y) ve TNF-a'nin spermatozoanin motilitesini
azalttig1 gosterilmistir; V) varikoseli olan infertil hastalarda yiiksek IL-6 ve ROS seviyeleri,
ayrica azalmis total antioksidan kapasite diizeyleri goriilmiistiir; ve V) IL-6, IL-8 ve IL-11'in
ortalama seviyeleri, genital infeksiyon ve oligo-teratoastenozoospermisi olan hastalarin seminal
plazmasinda normal fertil erkeklerin seminal plazmasindakilere gore daha yiiksektir (Martinez
ve ark. 2007).

Sertoli hiicresi gelismekte olan germ hiicrelerini besleyen 6zel bir testikiiler somatik
hiicredir ve pubertasyondan sonra farklilastigi diisliniiliir. Farklilasma siirecinden gecilmemesi,
infertiliteye sebep olmaktadir. Varikosel, Sertoli hiicrelerinin asamali olarak bozulmasina ve
tam olgunlasmadan Once spermatojenik hiicrelerin salinmasina neden olabilir. IL-6,
immiinolojik yanitlar1 ve inflamasyonu aktive eden, pro-inflamatuar bir sitokindir. IL-6'nin hem
germ hiicresi hem de olgunlasmamis Leydig hiicre ¢ogalmasini etkiledigi ve yetigkin Leydig ve
Sertoli hiicre fonksiyonunu modiile ettigi gosterilmistir. IL-6’nin sperm fonksiyonu tizerindeki
etkisi NO tiretimindeki artigsa bagl olabilir. Leydig hiicrelerinin baslica fizyolojik rolii seminifer

epitel biiyiimesi ve normal sperm aktivitesi icin gerekli testosteron iiretmektir. Yapilan bir
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caligmada varikosel indiiksiyonunun Leydig hiicre sayilarini ve testosteron hormonunu azalttigi

gosterilmistir (Habibi ve ark. 2015).

2.6.2. Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Bagisiklik sisteminde, primer veya sekonder sinyaller olarak proinflamatuar
sitokinlerden, 6zellikle IL-1, IL-6 ve TNF-a salinir. Bagisiklik sistemi hiicreleri bu sitokinlerin
ana kaynagi olmasina ragmen, iireme yolundaki diger hiicreler de sitokin ekspresyonu yapabilir
(Matalliotakis ve ark. 1998). Sitokinlerden, 6zellikle TNF-a, doku hasar1 oldugunda I6kositlerin
dokulara hareketini kontrol eder. TNF-o esas olarak makrofajlar ve diger mononiikleer
fagositler tarafindan tiretilerek inflamasyonun gelismesinde ve diger 16kositleri aktive etmek
gibi bir¢ok igleve sahiptir. Ayrica TNF-o, bir bagka énemli inflamatuar sitokin olan IL-1 ile
fonksiyonlar1 paylasir (Azenabor ve ark. 2015). Yapilan bir ¢alismada bazi sitokinlerin sperm
peroksidasyonu iizerindeki etkisi incelenmis ve TNF'nin sperm MDA {iretimini artirdigi
bildirilmistir (Martinez ve ark. 2007). Bununla birlikte baska bir ¢alismada da, TNF-a ve IL-
1'in, fare tiimorijenik fibroblast hiicreleri ve mesanglial hiicrelerde hidroksil radikalleri ve lipid
peroksidasyon iiretimini arttirabildigi bulunmustur (Bohler ve ark. 2000, Martinez ve ark.
2007). Yapilan galigmalarin sonuglarina dayanarak, TNF-a'nin anormal spermatogeneze yol
acabilen Sertoli hiicrelerinin kan-testis bariyerini ve apikal ektoplazmik yapisin1 degistirerek
spermatogenezi etkiledigi bilinmektedir (Khademi Bami ve ark. 2017). Son yapilan
caligmalarda da azalmis sperm sayisi, sperm motilitesi ve sperm morfolojisi ile iligkili olarak
semende TNF-a'nin arttig1 gdsterilmistir. Infertil erkeklerin seminal plazmasinda TNF-a ve IL-
1B gibi inflamatuar sitokinlerin klinik ilgisini degerlendirmek i¢in tasarlanmis bir ¢calismada, bu
sitokinlerin seviyelerinin 16kosit sayilari ile 6nemli Ol¢iide korele oldugu gosterilmistir
(Azenabor ve ark. 2015). TNF-a, diger sitokinlerden farkli olarak testosteron aktivitesini
diizenleyen androjenik reseptorlere de etki eder. Bu nedenle, TNF ailesinin sitokinleri,
spermatogenez sirasinda hiicre sagkalimini desteklemektedir (Martinez ve ark. 2007). TNF-a
spermatogenezi ve sperm fonksiyonunu, testosteron iiretimini azaltarak ve / veya testis
kisimlarindaki (Sertoli hiicrelerinden) hormon oranini ayarlayarak da etkileyebilir (Havrylyuk
ve ark. 2015).

2.7. Testosteron
Testosteron, testiste interstisyel Leydig hiicrelerinde sentezlenen bir lipofilik steroidal

molekiildiir. Leydig hiicreleri normalde kan damarlar1 ve seminifer tiibiiller arasinda kiimeler
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halinde bulunur ve erkeklerde testosteronun temel kaynagidir. Testosteron seviyeleri Leydig
hiicrelerinin sayisina ve tek bir hiicrenin testosteron iiretme kapasitesine baglidir. Ayrica yapilan
caligmalarda spermatogenezi dogrudan etkileyen varikoselin intratestikiiler testosteron
diizeylerini azalttigi gosterilmistir (Gill-Sharma 2018). Varikosel, testikiiler sicakligin dogal
olmayan artis1 ve testikiiler sogutma sisteminin bozulmasi yoluyla testosteron seviyesinde bir
azalmaya yol acgabilir. Ayrica varikosel, oksidatif stres ve androjenlerin sentezindeki bozulma

ile de testosteron seviyelerini azaltabilir (Alizadeh ve ark. 2018).

2.8. Niiklear Faktor Kappa-B (NF-kB)

NF-kB yolu, biiyiik 6l¢ciide NF-kBnin sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri
dahil olmak iizere proinflamatuar genlerin ekspresyonundaki roliine dayanan prototipik
proinflamatuar bir sinyal yolu olarak kabul edilmistir. NF-kB yolu Inflamatuar yanita énemli
katkilar1 olan proinflamatuar sitokin iiretimini, 16kosit go¢iinii veya hiicre sagkalimini diizenler.
Ancak, NF-kB'nin antiapoptotik fonksiyonlari, epitelyal hiicre sagkalimi ve mukozal bariyer
biitiinliigli durumunda hem inflamasyona karsi koruyabilir hem de kalic1 16kosit aktivasyonu
yoluyla inflamatuar yaniti siirdiirebilir (Lawrence 2009).

Yapilan caligmalar, NF-kB’nin inflamasyon siirecinde transkripsiyon faktorii olarak
onemli bir rol oynadigim1 gostermistir. Ayrica oksidatif stresin, mitojen aktive protein kinaz ve
NF-xB dahil olmak iizere transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu uyardig:i bilinmektedir.
NF-kB’nin ROS ile aktivasyonu, hiicre igi adhezyon molekiilii-1, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS), interlokin-1beta (IL-1B), IL-6, TNF-0, vb. birgok proinflamatuar molekiilden
sorumludur (Ozcan L ve ark. 2016). Yapilan bir calismada iskemi reperfiizyon (iR) ile NF-xB
aktivasyonunun iNOS ekspresyonlarini aktive ettigini ve bunun intratestikiiler NO ve testikiiler
hasarin artmasina neden oldugunu tespit etmisler ve NF-xB inhibitorii kullanilarak bu hasarlarin
onlenmesinin miimkiin olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Ozcan L ve ark. 2016). Son ¢aligmalar
ise bobrek, karaciger ve pankreas gibi organlarin yaralanmasinda NF-xB’nin roliinii
gostermektedir. Bu nedenle, testislerdeki oksidatif hasara NF-kB’nin rolii giderek daha fazla
dikkat cekmistir (ilbey ve ark. 2009).
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2.9. Varikoselde Tam ve Tedavi

2.9.1. Varikoselde Tam

Genellikle asemptomatik olan varikosellerin tanisi infertilitenin arastirildigi durumlarda
bulunur (Leslie ve Siref 2018). Diinya saglik orgiiti (WHO) kriterlerine gore varikoselde ilk
tan1 klinik muayene ile yapilir muayene bulgularina gore derecelendirilen klinik varikoselde;
fiziki muayenede kiside simetrik olmayan testisler, skrotal cilt altinda genislemis damarlar ve
kivrilmalar gozle goriilebilir sekildeyse ve spermatik kord palpe edildiginde kalinlagmasi
kolaylikla saptanabiliyorsa bu durum grade (derece) 3, sadece spermatik kordun palpe
edilebilirligiyle saptanmissa grade 2, venlerin genislemesinin belirgin olmadigi durumlarda
hastaya valsalva manevrasi yaptirilarak tespit edilen varikosel ise grade 1 olarak adlandirilir
(Dubin ve Amelar 1970, Niederberger 2001). Ayrica fiziki muayeneyle anlagilamayip sadece
radyolojik yontemlerle saptanabilen varikosele ise subklinik varikosel denir. Varikoselin
belirlenmesinde fiziki muayene yeterli olmasima ragmen skrotumum yapisi, kordon kisaligi,
obezite gibi durumlarda yeterli muayene yapilip yapilamadigina dair kararsizlik varsa

goriintiileme yontemleri kullanilabilir.

2.9.2. Varikoselde Tedavi

Varikoselin tedavisinde en sik Kkarsilasilan yaklasimlar cerrahi ve Perkiitan
embolizasyondur. Cerrahi yaklasim varikoselektomi, retroperitoneal abdominal laparoskopi,
infra-inguinal, kasik veya intraskrotalin altinda alt inguinaldir. Perkiitan embolizasyon da
genellikle girisimsel radyoloji ile femoral venden, vena kavadan, sol renal vene lateral olarak ve
daha sonra spermatik vene inferior olmak iizere bir kateter gecirmeyi kapsar. Bazi pediatrik
iirologlar, spermatik venlerin ¢ok yakin bir sol renal ven i¢ine yerlestirilmesinin kontroliinii
saglayan retroperitoneal, laparoskopik bir yaklasimi tercih ederler. Bununla birlikte, bu teknik
nispeten yiiksek bir niiks oranina (%15) sahiptir. Genellikle erkeklere seminal ve hormonal
parametreleri etkili sekilde iyilestirdigi kabul edilen varikoselektomi adi verilen cerrahi
prosediire uymalari tavsiye edilir (Hsiaove ark. 2013, Missassi ve ark. 2017). Ancak ameliyat
oncesi ve sonrasi veri yetersizligi, eksik metodoloji ve caligmalarda uygulanan kriterlerin
yetersizliginden dolay1 fertilite potansiyeli tizerine etkinligi tartismalidir (Masson ve Brannigan
2014). Bu sebepten dolayr ve ameliyattan daha diisiik riskler sundugundan c¢aligmalarda

antioksidan tedaviler arastirilmaktadir (Mendes ve ark. 2016, Missassi ve ark. 2017).
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2.10. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Antioksidanlar, genel olarak ROS {iretimini kontrolde tutan, temizleyen ve durduran
veya ROS’un etkilerini nétralize eden bilesiklerdir (Adewoyin ve ark. 2017). Ayrica
antioksidanlar, disiik konsantrasyondaki oksidatif siireci onemli Olgiide engelleyen veya
geciktiren, ¢ogu zaman kendilerini oksitleyen madde olarak da tanimlanir (Sen ve Chakraborty
2011). Antioksidanlar serbest radikal toplayicilar olarak hareket ederler ve gesitli hastaliklara
yol acan oksidatif reaksiyonlari Onleyebilirler. Serbest radikalleri nétralize etmek ve redox
dengesini koruyarak viicudu korumak igin endojen ve ekzojen antioksidanlar kullanilir (Sen ve
Chakraborty 2011).

2.10.1. Endojen Antioksidanlar

Hiicrelerdeki endojen bilesikler, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan

antioksidanlar olarak siniflandirilabilir.

2.10.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin nétralizasyonunda dogrudan rol oynayan baslica
antioksidan enzimler sunlardir: siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR) ve mitokondriyal sitokrom oksidazdir (Pham-
Huy ve rak. 2008).

Siiperoksit dismutaz (SOD); en dnemli endojen antioksidanlardan olup O," radikalinin
H,O, ve Oy’e degisimini katalizleyen bir enzimdir ve insanlarda yaygin olarak sitozol,
mitokondri ve ekstraselliiler sivilarda olmak tizere 3 formda bulunabilir. Sitozoldeki SOD, bakir
(Cu) ve ¢inko (Zn) igeren sitozolik dimerik iki es alt birimlerden olusur (Cu/Zn SOD) ve bakirin
katalitik, ¢inkonunda yapisal fonksiyonu bulunmaktadir ve hiicrelerde yaygin olarak bulunan
SOD formudur. Mitokondride ise mangan (Mn) igeren (Mn SOD) bulunur dort esit alt {initeden
olusur. Ekstraselliiler SOD ise her alt iinitesinde enzimatik aktivite i¢in gerekli bir Cu ve Zn
icerir (Sen ve Chakraborty 2011) ve enzimatik olarak ekstraselliiler diizeyde siiperoksiti
notralize eden tek antioksidan enzimdir (Gao ve ark. 2008).

Katalaz (CAT); Dort polipeptit zincirinin bir tetrameri olup enzimin hidrojen peroksit ile

reaksiyona girmesini saglayan dort porfirin hem grubu igerir ve biiyiik 6l¢lide peroksizomlarda
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hiicre i¢inde bulunurlar. Katalaz, her saniye milyonlarca H,O, nin su ve oksijene iki asamali
doniistimiinii katalizler (Sen ve Chakraborty 2011, Adewoyin ve ark. 2017).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px); hiicrelerin stoplazmasinda yer alan GSH-Px enzimleri
selenyum bagimli ve selenyumdan bagimsiz olmak tizere iki tipte bulunur. Selenyum (Se)
bagimli GSH-PX’in protein yapida dort alt birimi vardir ve her alt birimi aktif Se atomu ve
NADPH igererek H,O; 'nin neden oldugu oksidatif hasara karsi hiicreyi koruyarak H,O,'den
hidroksil radikalinin olusumunu engeller. Se-bagimsiz GSH-PX (¢oklu glutatyon S-transferazlar
(GST)) iki alt tiniteden olusan dimerik proteinler olarak bulunur ve H,O; ile etkisiz olup sadece
organik hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize eder. GST formu, oksidatif DNA-bazlari,
lipit hidroperoksitler gibi lipit peroksidasyon iiriinlerini ve bunlarin hidroksialkenler,
malondialdehidler ve baz propenleri gibi tiirevlerini devre dist birakabilir. Sonug olarak GSH-
Px enzimleri lipithidroperoksit ya da hidrojen peroksitlerin varliginda gulutatyonun (GSH)
oksidasyonunu katalizleyerek lipit peroksidasyonundan kaynaklanan hasarin onarilmasinda rol
oynayabilir (Sen ve Chakraborty 2011, Karabulut ve Giilay 2016, Adewoyin ve ark. 2017).

Glutatyon Rediiktaz (GR); GSH'nin doniistiiriilmesi igin gerekli olan flavoprotein enzimi
ve onemli bir hiicresel antioksidandir. Oksitlenmis glutatyon (GSSH), bir elektron dondrii
olarak NADPH kullanan GR enzimi varliginda GSH'ye geri doniistiirtiliir. GSH / GSSG orani,
bir organizmada oksidatif stresinin onemli bir genel Olglsiidir ve ¢ok yiiksek GSSG
konsantrasyonu oksidatif olarak birgok enzime zarar verebilir (Sen ve Chakraborty 2011).

Solunum zincirinin son enzimi olan mitokondriyal sitokrom oksidaz; siiperoksit
radikalini suya doniistiirerek detoksifiye eder fakat cogu kez siiperoksit diizeyi sitokrom
oksidazin antioksidan kapasitesini asar, bu durumda diger enzimler devreye girer (Sen ve

Chakraborty 2011, Adewoyin ve ark. 2017).

2.10.1.2. Enzim yapida olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar metabolik ve besinsel antioksidanlar olarak ayrilir.
Metabolik antioksidanlar viicutta glutatyon, karotenoidler, seruloplazmin, melatonin, iirat,
bilirubin, transferrin, laktoferrin, albumin, glikoz vb. gibi metabolizma tarafindan iiretilen
antioksidanlardir (Pham-Huy ve ark. 2008).
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2.10.2. Ekzojen Antioksidanlar
Besinsel olup metabolizma tarafindan iiretilmeyen (Vitamin E, Vitamin C, B-karoten,
Folik Asit) antioksidanlardir (Ozcan ve ark. 2015, Karabulut ve Giilay 2016).

2.11. Alfa Lipoik Asit

Alfa lipoik asit (aLA; 1,2-ditiolan-3-pentanoik asit), her tiirlii prokaryotik ve okaryotik
hiicrelerde bulunan disiilfit yapisina sahip sekiz karbonlu bir endojen kofaktordiir. (Ozbal ve
ark. 2012, El-Beshbishy ve ark. 2014). Oktanoik asit tiirevi bir yag asidi olan lipoik asit
terapotik etkisi, antioksidan aktivitesi ve oksidatif hasar1 onarma kabiliyeti ile iliskilendirilen
dogal olarak olusan bir nutrasotik maddedir. Hizla daha giiglii antioksidan bigimi olan
DHLA’ya doniiserek dokulara kolayca dagitilir ve birikir (Scott ve ark. 1994). Kiigiik boyutu ve
yiiksek lipofilitesi nedeniyle biyolojik membranlar1 kolayca gecer ve hem lipit hem de sulu
ortamlarda serbest radikalleri temizler (Lebda ve ark. 2014). Ayrica oL A serbest radikallere
kars1 yiliksek reaktiviteye sahip olup azalmis glutatyonun doku seviyelerini arttirarak ve lipid
peroksitlerin olusumunu 6nemli Olgiide azaltarak oksidatif stresin azaltilmasi ve normal
antioksidan enzim profilini yeniden kazandirma kabiliyeti ile karaktarizedir (EI-Beshbishy ve
ark. 2014).

]
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Sekil2.4. Alfa lipoik asitin yapis1 (Scott ve ark. 1994)

2.11.1. Alfa Lipoik Asitin Fonksiyonlari

Hicrelerdeki oL A, lipoamid dehidrogenaz ile NADH bagimli bir reaksiyonla indirgenir
ve mitokondri i¢inde DHLA olusturur. aLA'nin oksitlenmis ve indirgenmis (DHLA) formlarinin
her ikisi de antioksidan ozelliklere sahiptir. Metabolizmada aLA ve DHLA metal selator,
antioksidan rejenaratorii, antiinflamatuar faktor, ROS siipiiriicii ve bir kofaktor olarak goérev

alirlar (Ambrosi ve ark 2018).
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eder.

Sekil2.5. aLA / DHLA'nin etki mekanizmalarn (Ambrosi ve ark 2018).
2.11.1.1. Alfa Lipoik Asidin Kofaktor Rolii

Alfa lipoik asit karbonhidratlar, proteinler ve yaglarin enerji metabolizmasinda rol
oynar. aLA molekiilii R ve S olmak iizere iki enantiomer formu igerir. aLA'nin DHLA’ya
indirgenme reaksiyonlarinda, mitokondriyal NADH bagimli dihidrolipoamid dehidrogenaz
enzimi, R formu i¢in onemli bir aktivite gosterirken sitozolik NADPH bagimli GR ise S
stereoizomerine karsi aktivite gostermektedir. Bununla birlikte mitokondride lizin kalintilarina

sadece R formu baglanarak kofaktor gorevi goriir (Haugaard ve ark. 2000, Seifar ve ark. 2017).

aLA piruvat dehidrogenaz (PDH), a-ketoglutarat dehidrogenaz (o-KGDH) ve dalli
zincirli keto-asit dehidrogenaz igeren mitokondriyal kompleks, biyoenerjetik dehidrogenaz
enzimleri i¢in gerekli bir kofaktordiir. Ayrica PDH kompleksinin indirgenmesi ile oLA'nin
indirgenmis sekli DHLA, potansiyel olarak kolinasetil transferaz aktivitesini de arttirir. Bu
nedenle oLA, enerji ve amino asit olusumunun metabolizmasinda temel bir substrattir

(Bustamante ve ark. 1998).

2.11.1.2. Alfa Lipoik Asit ve Antioksidan Rolii

Alfa lipoik asit, serbest radikaller ve reaktif ilag metabolitleri dahil olmak iizere endojen
elektrofillerle reaksiyona giren, tiyol iceren bir niikleofildir (Prahalathan ve ark. 2006). Hem
okside hemde rediikte lipoik asit formlar1 hidroksil ve nitrik oksit radikalleri, peroksinitrit

anyonlari, hidrojen peroksitin yakalanmasi ve tek oksijen atomlarinin sondiiriilmesi ile
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bilinmektedir (Ozbal ve ark. 2012). aLLA ve DHLAdaki ditiol halkasinin varligi, onlar1 dogal ve
giicli antioksidanlar yapar (Seifar ve ark. 2017). Tiyoller, ksenobiyotik bilesiklerin
detoksifikasyonunda, ROS ve serbest radikallerin antioksidasyonunda onemli bir rol oynayan
hiicresel antioksidan sistemin ana bilesenleridir. Bu yiizden alLA, serbest radikallerle oldukga
reaktiftir ve yapilan bir c¢alismada GSH konsantrasyonlarini arttirabildigi, lipid
peroksidasyonunu azaltarak oksidatif stresi onemli Olglide azalttigi gosterilmistir (Aly ve ark.
2009, Prahalathan ve ark. 2006). GSH, hiicre igi protein yapida olmayan siilfidrildir ve azalmasi
durumunda, hiicrelerin oksidatif strese duyarliligi da artmaktadir (Aly ve ark. 2009). Fosfolipit
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PHGPXx), glutatyon redoks dongiisiiniin bir bilesenidir ve
ozellikle testiste aktivitesi yiiksek olup membranlardaki fosfolipit hidroperoksiti metabolize
ederek membranlarin oksidatif hasara karsi korunmasindan sorumludur (Imai ve Nakagawa
2003). Sperm ¢ekirdeginde bulunan PHGPX, yogunlagmis kromatin stabilizasyonunda ve sperm
DNA'sinin oksidasyondan korunmasinda énemli bir rol oynar ve bdylece sperm olgunlagmasina
yardime1 olur (Pfeifer ve ark. 2001, Maiorino ve ark. 2005). Dolayisiyla PHGPx aktivitesindeki
bir dengesizlik, DNA’larin biitiinliiglinii bozar ve fertilizasyon potansiyeli agisindan risk

olusturan anormal spermatozoanin olusmasina yol acar (Prahalathan ve ark. 2006).

Ayrica alLA; glutatyon, tokoferol ve askorbik asit gibi diger dogal antioksidanlarin
seviyelerini arttirarak hiicresel antioksidan savunmasmi siirdiirmek i¢in dolayli olarak da

hareket edebilir (Ozbal ve ark. 2012).

2.11.1.3. Alfa Lipoik Asit ve Antiinflamatuar etkisi

Inflamasyon, vaskiiler dokularda zararli ajanlar olan patojenlere veya irritanlara verilen
biyolojik yanittan kaynaklanir ve organizmanin zararli uyaranlari uzaklagtirmasi ve ¢evreleyen
dokuyu korudugu bir girisimdir (Seifar ve ark. 2017). Yiiksek diizeyde oksidatif stres, kronik
inflamasyona neden olmaktadir. ROS aracili inflamasyon; NF-xf , aktivator protein 1 (AP1) ve
MAPK aktivasyonunu indiikler. NF-kf ayn1 zamanda TNF-a, IL-6, siklooksijenaz 2 ve iNOS
gibi inflamatuar sitokinlerin iiretimini kolaylastirir (Tibullo ve ark. 2017). Redoks duyarli bir
transkripsiyon faktorii olan NF-«kf}, endotelyal hiicrelerde sitokinlerin, i¢ doku faktorlerinin ve
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu diizenleyerek inflamasyonda Onemli bir rol
oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalar aLA’nin hiicrelerde NF-kf sinyal iletimini degistirdigini

gostermektedir. Ayrica inflamasyonun bir igareti olan TNF-a, endotelyal hiicrelerdeki NF-«f3
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transkripsiyonunu aktive ederek cesitli sitokinleri ve diger inflamatuar mediatorleri
etkilemektedir. Yapilan bir ¢alismada sitokinlerin neden oldugu inflamasyonda alLA’nin NF-
kB'min bir inhibitérii oldugu gosterilmistir (Seifar ve ark. 2017). Bununla birlikte bagka bir
calismada aLA’nin NF-kB, TNF-a ve IL-6'dan kaynaklanan inflamatuar aktiviteyi bastirdigi ve

antiinflamatuar proteinlerin artisindan sorumlu oldugu gosterilmistir (Tibullo ve ark. 2017).

2.11.1.4. Alfa Lipoik Asit ve Metallerin Selatlanmasi

Fizyolojik kosullar altinda, demir (Fe), ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) gibi metal iyonlari, bazi
proteinlerin normal fonksiyonu igin 6nemli ve vazgecilmez kofaktorlerdir. Bununla birlikte,
patolojik kosullar altinda serbest radikal {iretimine katilabilirler ve bu metallerin eksikligi veya
fazlasi, cesitli hastaliklarin ilerlemesine yol acabilir. Hem aLA hem de DHLA’nin, iyonlarla
kararli kompleksler olusturarak metal iyonlarimi selatlayabildigi gosterilmistir (Tibullo ve ark.
2017, Seifar ve ark. 2017). Mekanizmadan bagimsiz olarak, aLA’nin gecis metallerinin aracilik
ettigi hiicresel toksisitenin oldugu hastaliklarda anlamli bir terapdtik potansiyele sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica, aLA ve DHLA agir metal detoksifikasyonunda da rol oynamaktadir
(Tibullo ve ark. 2017).

2.11.2. Alfa Lipoik Asit ve Klinikte Kullanim

Yapilan bazi klinik ¢aligmalarda; 6zellikle diyabet, ateroskleroz, diyabetik polindropati,
katarakt, norodejeneratif hastaliklar ve AIDS gibi patolojik durumlarda oLA’nin pozitif
terapotik etkisi gosterilmistir. Ayrica iskemi reperflizyon hasari ile ilskili olarak hepatik
rezeksiyon ve bobrek transplantasyonu hastalarinda 6n tedavi olarak hem dondr hem hasta

tizerindeki klinik etkilerini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Ambrosi ve ark. 2018).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Deney hayvanlari se¢cimi

Bu calismada, 40 adet Wistar albino cinsi erkek sican Mustafa Kemal Universitesi
Deneysel Arastirmalar Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Yas olarak 12-16
haftalik olan eriskin siganlarin agirliklart 300-400 gr arasinda degismekte idi. Calisma Temmuz
2016 ile Eyliil 2016 arasinda yapilda.

Sicanlar her grupta 10 adet olacak sekilde 4 farkli gruba rastgele olarak ayrildi. Tiim
sicanlar 20-24 °C oda sicakliginda, 12 saat karanlikta kalmalar1 ve 12 saat 1sik almalar
saglanarak standart rat yemiyle beslenip sehir icme suyu verilerek her kafeste 5 hayvan olacak
sekilde saklandilar. Calisma Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Arastirma ve
Uygulama Merkezinde gerceklestirildi. Deney gergeklestirildikten sonra varikoselin testislere
verdigi hasar1 gozlemlemek ve aLA uygulamasinin etkisini belirlemek i¢in 6 hafta beklendi. 6
hafta i¢cinde toplam 4 sigan 6ldii. Calisma protokolii ve deneysel yontem Mustafa Kemal
Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylanmis olup ¢alisma siiresince etik kurallara

uyulmustur (2015/8-3).

3.2. Deneysel Calisma Gruplarimin Olusturulmasi
Calismada 40 adet Wistar Albino cinsi erkek si¢an kullanildi ve siganlar 4 gruba ayrildi.

I.Grup (n=10); Kontrol grubu, standart sigan yemi ve sehir sebeke suyu ile kisitlama olmadan 6

hafta boyunca beslendi ve bu gruba ¢alisma siiresince herhangi bir islem uygulanmamustir.

Il. Grup (n=10); Shame grubu, standart sican yemi ve schir sebeke suyu ile kisitlama olmadan
6 hafta boyunca beslendi ve bu gruba batin agilmasi yapilarak varikosel modeli olusturulmadan

kapatildu.

I1l. Grup (n=10); Varikosel grubu, standart sican yemi ve schir sebeke suyu ile kisitlama

olmadan 6 hafta boyunca beslendi ve bu grupta deneysel olarak varikosel modeli olusturuldu.

IV. Grup (n=10); Varikosel + Alfa lipoik asit grubu, standart sican yemi ve sehir sebeke suyu
ile kisitlama olmadan 6 hafta boyunca beslendi ve deneysel olarak varikosel modeli
olusturulduktan sonra 6 hafta boyunca 100 mg/kg/giin lipoik asit tedavisi intraperitoneal olarak
verildi. Calisma sonunda tiim gruplar anestezi altinda kalpten kan alma yontemiyle sakrifiye

31



edilmistir. Deneklerin anestezisi 80 mg/kg ketamin ve 12 mg/kg ksilazin verilerek saglandi ve

gerektiginde idame doz verildi.

3.3. Varikosel Modelinin Olusturulmasi

Deneysel varikosel modeli; Deneklere 80 mg/kg ketamin ve 12 mg/kg ksilazin verilerek
anestezi altinda gergeklestirildi. ilag enjeksiyonundan 15 dakika sonra karin 6n duvarmdaki
tiyler tras edildi. Cerrahi alan agiga ¢ikarildiktan sonra %10 Povidon iyodiir dezenfektan ile
uygun saha temizligi yapilip yalnizca cerrahi alan agikta kalacak sekilde batin steril ortiilerle

kapatilarak orta hattan yaklasik 3-4 cm’lik insizyon ile laparotomi yapildi.

Karn i¢indeki organlar goriiniir hale geldikten sonra, kontrol grubu disindaki gruplarda
i¢ organlar paketlenerek saga c¢ekilerek sol bobrek, adrenal ve renal venler ile sol spermatik
venin sol renal vene girisi goriiniir hale getirildi. Varikosel ve V+aLA gruplarinda dikkatli bir
kiint diseksiyon ile spermatik ve adrenal venlerin sol renal vene girdigi medial yiiz yag ve bag
dokularindan temizlendi. Sol renal venin arka yiiziiniin korleme doniilmesi sirasinda
olusabilecek kanamalar bir siire yapilan basingli tamponlama ile durdurularak alanin kirlenmesi
engellendi. Renal ven ligasyonunun yapilacagi boliime 4.0 ipek siitiir yerlestirilerek 0,85 mm
capli metal tel lizerinde daraltma islemi yapildi. Ven daraltildiktan sonra tel ¢ekildi. Boylece
damarm dis capimmin Imm ye diisiiriilmesi saglandi. Bu daraltma islemi darlifin lateralinde
artmig damar i¢i basinca neden olurken, bu basincin spermatik vene aktarilmasi varikosel

olusumuna neden olur.

Bu metod ile insanda varikoselin sebeplerinden kabul edilen sol renal venin aort ve
sliperior mezenterik arter arasinda baskiya maruz kalmasiyla olusan ’findikkiran’ fenomeni
taklit edilir. Abdominal bosluk gentamisin siilfat (10 mg/ml) ile yikanarak hijyen saglandi.
Takiben abdominal duvar ve 6n abdominal kaslar 4.0 kromik katkiit ile ayr1 ayr1 dikilerek
anatomik planda kapatildi (Ozbek ve ark. 2000, Soylu ve ark. 2004).
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Sekil3.1. Varikosel grubu sol testis ve kontrol grubu sol testis goriintiisii

3.4. Kan ve Doku orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Her grupta sicanlar tartildiktan sonra anestezi altinda kalpten alinan kanlar jelli
biyokimya tiiplerine konularak 4000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast siipernatant
kisimlar1 ependorflara alinarak porsiyonlandi ve biyokimyasal analizler yapilana kadar -80
°C’de saklandi. Sol testis ikiye boliinerek yarisi sivi azot tankina alindi ve deney sonunda
oksidatif stres parametrelerine bakmak tizere -80 °C’de saklandi, testis dokusunun diger yarisi
histopatolojik inceleme icin icerisinde %10’luk formaldehit bulunan agzi1 kapakli kaplara

koyuldu.

3.4.1. Doku Homojenizasyonu
3.4.1.1. Fosfat tamponunun hazirlanmasi
pH:7.00 olacak sekilde tampon ¢ozelti iki ayr1 soliisyonun karigimiyla hazirlandi.

I.Soliisyonu hazirlamak i¢in NaH,PO,’ten 6,805 gr tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziildii.
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I1.Soliisyon igin Na;HPO4*12H,0 17,907 gr tartilarak 1000 ml distile suda ¢oziildii.

Tampon ¢ozelti i¢cin 413 ml 1. soliisyondan 587 ml II. soliisyondan alinarak karistirildi

ve pH:7.00 olacak sekilde ayarlandi.

3.4.1.2. Bicakli Homojenizator ile Doku Homojenizasyonu

Homojenizasyon i¢in kullanilacak tampon miktar1 doku agirliginin 6 kat1 olacak sekilde
hesaplanmaktadir bu yiizden her doku homojenizasyondan Once tartildi ve agirliklar
kaydedildi. Tartim sonrast doku buz dolu kap icindeki tiipe koyuldu ve eklenmesi gereken
tampon miktarinin yaris1 koyularak once 2 dk homojenize edildikten sonra tamponun diger

yarisi da eklenerek doku tamamen homojenize olana kadar isleme devam edildi.

Her doku i¢cin MDA ve protein tayinleri yapilmak iizere olusan homojenatlardan 700 pL

alinarak ependorflara porsiyonland: ve ¢aligma giiniine kadar -80°C’de saklandi.

CAT ve GSH-Px ve siipernatan protein tayini yapmak icin geriye kalan homojenatlar
10000 g’de 40 dk +4°C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar porsiyonlanarak ¢aligma
giiniine kadar -80°C’de saklandh.

3.5. Biyokimyasal Analizler
3.5.1. Protein Tayini

Protein miktarin1 belirlemek i¢in Bradford protein tayin yontemi uygulandi. Bu
yontemde Coomassie Brillant Blue G-250 boyas1 kullanildi. Bradford testi, Coomassie Brilliant
Blue G-250’nin proteine baglanmasini igeren bir protein belirleme yontemidir. Bu deney, 1 saat
boyunca iyi bir renk kararlilig1 ve yaklasik 2 dakika i¢cinde neredeyse tamamlanan boya baglama
prosesi ile ¢ok tekrarlanabilir ve hizhidir. Anyonik boyanin katyonik proteinlere baglanarak
olusturdugu kompleks 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermektedir (Bradford
1976).

Bradford protein tayin yontemi ile dokuda protein tayini yaparken standart grafigi

cizebilmek i¢in Oncelikle stok standart ¢ozelti ve diliie standart ¢ozeltiler hazirland.
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3.5.2. Stok Standart ve Standart ¢ozeltilerin Hazirlanmasi

Stok ¢6zelti hazirlamak i¢in bovine serum albumin (BSA) kullanildi.

1 mg/ml konsantrasyonda 5 mL stok standart ¢6zelti hazirlamak igin; 5 mg BSA tartildi ve 5
mL distile suda ¢oziildii. Hazirlanan Standart ¢ozeltinin dogrulugunu test etmek icin 280
nm’deki absorbansi 6l¢iildii ve 0,66-0,75 araliginda bir absorbans saptandi, bu absorbans degeri

hazilanan stok standart ¢ozeltinin dogrulugunu gdéstermektedir.

Standart (ST) ¢6zeltilerin hazirlanmas;

H.O H.O H.O H.O Diliisyon orani konsantrasyon
ST2=1/2 0,5mg/ml
VR
ST3=1/4 0,25mg/mi
j ST4=1/8 0,125mg/ml
ST5=1/16 0,0625mg/mi
sT1 512 573 5T4
D.su: Distile su
2mLstok 1mlIsST1T 1miIsT2 1 mlsT32
+ + +
1miD.su 1mlD.su 1 mlD.su

Sekil3.2. BSA ile hazirlanan stok ¢ozeltinin diliisyonu

3.5.3. Standart ¢ozeltilerin protein 6l¢ciimii
Brillant Blue G-250 Standart
600 pL 20uL

Hazirlanan standart ¢ozeltiler belirtildigi gibi pipetlendi ve vortekslendi. Karanlik odada
10 dakika inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbanslari 6l¢iildii. Absorbans ve konsantrasyon
degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi. Kalibrasyon egrisindeki formiilden yararlanarak

ml’deki protein miktar1 (mg/ml) hesaplandi.
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3.5.4. Orneklerin Protein Olciimii

Doku o6rneklerinin  homojenizasyonu sonucu elde ettigimiz homojenatlarin ve
slipernatantlarin protein miktar tayini i¢in; bradford prosediirii uygulanmadan once
homojenatlar 50 kat, slipernatantlar 20 kat diliie edildi. Konsantrasyon hesaplanirken bu

diltisyon katsayilari ile ¢arpilarak ger¢ek konsantrasyonlar elde edildi.

Brillant Blue G-250 Ornek

600 pL 20uL

Her 6rnek belirtilen miktarlarda pipetlendi ve tamamen karigmasi igin vortekslendi.
Karanlik odada 10 dakika inkiibe edilip 595 nm’de absorbans degerleri kaydedildi. Kalibrasyon
egrisindeki formiilden yararlanarak ml’deki protein miktari (mg/ml) hesaplandi. Elde edilen

sonug gr dokuya oranlanarak gram dokudaki protein miktari bulundu.

3.5.5. Dokuda Yapilan Analizler

3.5.5.1. Malondialdehid (MDA) Miktarinin Tayini

Lipit peroksidasyonun bir iiriinii olan MDA, Hammode ve arkadaslari’nin modifiye
ettigi yontemle calisildi. Bu yontem ¢ift kaynatma prensibine dayanir. Ik kaynatmada
proteinlere bagli MDA ¢oktiiriiliir ve MDA serbestlesirken ikinci kaynatmada ise total MDA,
TBA ile renkli kompleks olusturacak sekilde reaksiyona girer. TBA ve MDA nin olusturdugu
renkli kompleks 532 nm’de maksimum absorbans gosterir ve bu absorbans degerleri MDA

konsantrasyonuyla dogru orant1 géstermektedir (Wasowicz ve ark. 1993).

SH N OH cHO s N OH HO N SH
\|é | | ﬁ/ = \”/
2x + CH, —_— + 2H,0
N a | N o T EEE e N 2
CHO C—C=L0C
H H H
OH OH OH
TBA MDA MDA - TBA Kompleksi (renkli fariin)

Sekil3.3. MDA’nin TBA ile reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleks (TBA-MDA) yapisi
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Deneyde kullanilacak reaktiflerin hazirlanmast;

-10g %10’luk trikloroasetikasit (TCA) tartild1 ve 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii.

-0,675g %0,675’lik TBA tartildi 100ml distile suda ¢6zdiirtildii.
Deney asamasi:

MDA tayini i¢in kapakli cam tiipler kullanildi, deneyde 90°C’de 2 kez 15’er dakika inkiibasyon
asamasi oldugu i¢in grup isimleri ve numaralar1 silinmeyecek sekilde cam tiiplere ve

kapaklarina dikkatlice yazildu.

kor tiipiine 500 ul distile su numune tiiptine 500 pl 6rnek (homojenat)
+ +
2500 pl TCA eklendi 2500 pl TCA eklendi

Eklenen TCA’dan sonra ornekler ve kor tiipti vortekslenerek tiiplerin agzi kapatildi ve 90°C
benmaride 15 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda deney tiipleri hazirlanmig
olan soguk su dolu kaba koyularak sogutuldu. Daha sonra 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Tiipler sarsiimadan ¢okelti tizerindeki siipernatantdan pipetle 2 ml alinarak hazirlanmig temiz

tiiplere alind1.

2 ml kor 2ml siipernatant
+ +
1ml TBA eklendi 1ml TBA eklendi

Eklenen TBA’dan sonra tiim tiipler vortekslenerek ikinci kez 90°C benmaride 15 dakika
inkiibasyona birakildi, inkiibasyon sonunda drneklerin renginin degistigi gozlendi. Daha sonra
tiipler soguk suya koyularak sogutuldu ve spektrofotometrede 532 nm dalga boyuna ayarland1
ve Olglime kor tiipiinden baslandi, koriin absorbansi sifirlandiktan sonra kor cikarilarak

orneklerin 6l¢limii yapild1 ve absorbanslar1 kaydedildi.
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3.5.5.2. MDA Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1,1,3,3 tetrametoksipropan MDA stok standartindan 10 upl alind1 ve 100 ml distile su

tizerine pipetlenerek stok standart ¢ozelti hazirlandi.

Stok cozelti ST1=1/80, ST2=1/40, ST3=1/20, ST4=1/10, ST5=1/8 oranlarinda olacak
sekilde distile su ile seyreltilerek sirasiyla 7.5, 15, 30, 60, 75 nmol/ml derisiminde standart

cozeltiler hazirlandi.

ST1 ST2 ST3 ST4 ST5
100 pl stok 100 pl stok 100 pl stok 100 pl stok 100 pl stok
+ + + + +

7900ul D.su 3900 ul D.su 1900 pl D.su 900 pl D.su 700 pl D.su

Deney baslamadan hazirlanmis olan standartlara deney prosediirii uygulanarak bir 6rnek gibi
muamele edildi, konsantrasyonlari bilinen ¢ozeltilerin absorbanslari dlgiilerek standart grafigi
cizildi ve grafikten elde edilen formiilden faydalanarak MDA miktarlar1 belirlendi daha sonra

protein miktarina oranlanarak hesaplama yapildi.

3.5.5.3.Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enziminin aktivitesi Aebi’nin metoduna gore belirlenmistir (Aebi ve ark.1974).
H,072’in maksimum absorbans verdigi dalga boyu 240 nm’dir. Katalaz, deney ortaminda
eklenen H,0O,’in su ve oksijene iki asamali doniisiimiinii katalize etmektedir. Bu doniisiim
absorbans azalmasina neden olmaktadir ve bu azalma katalaz enziminin aktivitesiyle dogru

orantilidir. Katalaz enziminin iki agamali tepkimesi;

Katalaz—Fe(Ill) + H,0, — Bilesik I
Bilesik I + H,0, — Katalaz—Fe(lll) + 2H,0 + O, (Young ve Woodside 2011)

Deneyde homojenizasyon i¢in hazirladigimiz fosfat tamponu (pH:7) kullanildi ve H;0, ¢6zeltisi
hazirlandi.
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H,0, ¢ozeltisinin hazirlamisi; H,O- 1s1ktan oldukcga fazla etkilendigi i¢in ¢ok 151k almayan bir
ortamda calisildi1 ve ilk 6nce reaktif sisesi hazirlandi. Renkli cam veya plastik sise aliminyum
folyoyla kaplanarak 151k gecirmemesi saglandi. Daha sonra spektrofotometre fotometrik
Olctimde 240 nm’ye ayarlandi. Reaktif sisesine 300 ml fosfat tamponu alind1 ve tizerine 10-20
uL hacimlerle H,O, ilave edildi. Spektrofotometrede 2. kiivete fosfat tamponu koyularak kor
absorbansi alinip sifirlandi. Daha sonra hazirladigimiz H,O, ¢ozeltisinin absorbansi dl¢iildi ve
optik dansite (OD) 0.500 oluncaya kadar ¢ozeltiye H,O; ilave edildi. Bu sekilde absorbansi

0.500 nm’ye ayarh fosfat tamponlu H,O; ¢cozeltisi hazirlanmis oldu.

CAT enzim aktivitesinin Kinetik él¢iimii; ilk 6nce spektrofotometre kinetik dlgiim yapacak
sekilde 240 nm dalga boyunda 60 sn boyunca her 5 sn’de bir 151n gonderecek sekilde ayarlandi.
Omek siipernatant dl¢iimlerinden once spektrofotometrede kiivetlerin kondugu 2. kisima kor
(fosfat tamponu) konularak absorbansi sifirlandi. Daha sonra 2990 ul H,O, Cozeltisi tizerine
10ul 6rnek siipernatanti hizlica eklenerek kor kiivetinin karsisindaki 1. kisma koyuldu ve
kinetik 6l¢iim baglatildi absorbans degisimleri kaydedildi, tiim 6rnekler i¢in ayni islemler

uygulandi.

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi;

k ={[2,3 x log (OD:/ OD,)] / At (sn)}

k/mg protein = k / [(mg/mL protein) x 2990/10]
OD;: ilk dlgiilen optik dansite

OD;: 30 saniye sonunda 6lgiilen optik dansite
At: toplam 6lgilim siiresi (30 sn)

k: Katalaz katsayisi

Bulunan k degeri siipernatantdaki protein miktarina oranlandi.

3.5.5.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Paglia ve Valentine’nin metoduna gore ¢alisildi
(Paglia ve Valentine 1967). Glutatyon peroksidaz, H,O, varliginda GSH’in oksidasyonunu

katalizleyen enzimdir. Olusan GSSG’nin indirgenmesi GR ve NADPH aracili olarak
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gergeklesir. GSH-Px enziminin spesifik aktivitesi NADPH’in oksidasyonu sirasindaki
spektrofotometrede Olgiilen absorbans degisimi ile karakterizedir. Bu aktivite 340 nm’de kinetik

Olctimle belirlendi.

GSH-Px enzim aktivasyonun tepkimesi;
NADPH NADP*
NN —_

H,0 -
2GSH + GSH-Px 22 __JH,0 +GSSG | glutatyon rediiktaz 2GSH

—

Deney icin gerekli kimyasallarin hazirlanmasi;

» GSH-Px Tamponunun Hazirlanmasi: Homojenizasyon i¢in hazirladigimiz fosfat
tamponundan 500 ml alinir ve 1,04 gr EDTA ile karistirilir.

» Kokteyl Hazirlanmasi: Kokteyl i¢in gerekli olan ¢ozeltiler 6 adimda hazirlanmustir.

1. Adimda GSH-rediiktaz ¢ozeltisi yapabilmek i¢in Amonyum siilfat ((NH),SO4) ¢ozeltisi
hazirlanmast: 1,056 gr (NH,)2SO4 tartilip 2500 pL su iginde ¢ozildi.

2. Adimda 6nceden hazirlanan GSH-Px tamponundan 132,5 ml alindu.
3. Adimda GSH ¢6zelti hazirlama: 0,25 gr GSH tartilip 5 ml GSH-Px tamponunda ¢oziildii.
4. Adimda NADPH ¢ozelti hazirlama: 0,0333 gr NADPH tartilip 5 ml distile suda ¢ozildii.

5. Adimda NaNj; ¢ozeltisi hazirlama: 0,0325 gr NaNj tartilip 500 uL. GSH-Px tamponunda

¢Ozildii.

6. Adimda GSH-rediiktaz ¢ozeltisi hazirlama: 25 pL. GSH-rediiktaz pipetlenip 1. Adimda
hazirlanan 500 pL (NH;).SO4 ¢6zeltisine eklendi.

2, 3, 4,5 ve 6. adimlardaki ¢ozeltiler sirasiyla reaktif sisesine eklenerek karistirilmustir.

» H,0; Cozeltisinin Hazirlanmasi: Hazirladigimiz GSH-Px kokteylinden 5 ml alinip 15
uL %30’luk H,O; ile karistirilarak hazirlandi.
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> Deneyin Yapihisi: Deney tiiplerine 2990 pL hazirladigimiz kokteyl ¢ozelti pipetlendi ve
iizerine drneklerden 10 pL eklenerek 30 dakika 25°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra hazirlamis oldugumuz H,0O; ¢6zeltisinden 100 puL pipetlenerek hizlica tiip alt tist
edildi. Spektrofotometre kinetik 6l¢lim i¢in hazirland1 ve 340 nm dalga boyunda havaya
kars1 sifirlandiktan sonra 6rneklere 1 dakika siiresince kinetik okuma yapilarak bu siire

zarfindaki absorbans azalis1 kaydedildi.
Enzim aktivitesinin hesaplanmasi:

Enzim Unitesi (IU): birim zamanda oksidasyona ugrayan NADPH’mn mikromol tiiriinden

miktaridir.

IU/L = [(AA/) ] 6.22 x 10°°] x (DF)

AA = Optik Dansite degisimi,

t= zaman (dk),

W= Enzim ¢6zeltisinin protein miktar1 (mg/mL)

NADPH ekstinksiyon katsayisi= 6.22 x 10° M*=6.22 mm*
Elde edilen sonuglar siipernatan protein miktarlarina oranlandi.
Spesifik aktivite IU/mg protein = (IU/L) / (1000xW)

DF: Diliisyon faktorti

3.5.6. Serumda Yapilan Analizler
3.5.6.1. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) Analizleri

Calismaya baslamadan 6nce ornekler -80°C’den +4°C’ye almip ¢oziinmesi beklendi.
Ornekler ¢oziindiikten sonra vortekslendi ve santrifiij yapildi. 2-8°C’den ¢ikarilan kitler 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra yikama soliisyonlar1 30 kat diliie edildi. (10 ml

yikama soliisyonu + 290 ml distile su)
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Deney Prosediirii
1) Standartlarin Diliisyonu:

TNF-0, NF-xB, IL-6 ve Testosteron Kkitlerinde bulunan stok standart ¢ozeltilerin

dilisyonu yapildi.
2) Orneklerin Kuyulara Aktarilmasi:

Kor kuyusu, standart kuyularina ve ornek kuyularma kit prosediirii uygulandi. Daha
sonra kuyularn iizeri jelatinle kapatilp hafifge galkaland1 ve 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi.

3) Yikama:

Inkiibasyon sonrasi jelatin dikkatlice ¢ikarilarak kuyularin icindeki s1vi bosaltildi. Daha
sonra kuyular diliie edilmis yikama soliisyonu ile 5 defa yikandi (¢ok kanalli pipetle). Her
yikamada kuyular 1 dk ile 2 dk arasinda 350 pL yikama soliisyonu ile yikand1 ve kurutma
kagidiyla kurutuldu.

4) Her bir kuyuya 6nce 50 pL kromojen A soliisyonu eklendi daha sonra 50 pL. kromojen B
soliisyonu eklenerek kuyularin iizeri jelatinle kapatilip hafifce ¢alkalandiktan sonra 37°C’de

10 dk boyunca karanlikta inkiibe edildi.

5) Stop Soliisyonu: Her bir kuyuya 50 uL stop soliisyon eklendi (¢ok kanalli pipetle). Mavi

renk aniden sariya doniistil.

6) Final Ol¢iimii: Stop soliisyon eklendikden sonra, 15 dk iginde 450 nm’ye ayarlanmis bir
mikroplaka okuyucu kullanilarak her kuyunun OD’si belirlendi.

3.5.6.2. ELISA Analizlerinin Hesaplanmasi

Standartlarin konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerlerine gore; standart grafigi
cizildi, standart egrinin regresyon denklemi bulundu ve daha sonra numune OD degerlerini

regresyon denklemine uygulayarak numunenin konsantrasyonu hesaplandi.
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3.6. Histopatolojik Yontem

3.6.1. Isik Mikroskobik incelemede Doku Takip Protokolii

» Testis dokular1 tamponlanmis %10' luk formalin i¢inde 3 giin boyunca bekletilerek tespit
edildi.

» Tespit maddesini uzaklastirabilmek igin 1 gece siireyle akan su altinda yikanan dokular,
etiivde 60°C’de 20'ser dakika sirasiyla artan etil alkol serilerinden (%70, %80, %96)
gegirildi.

» Sonrasinda etiivde 60°C’de, 20’ser dakika dort degisim asetonda dehidrate edildi.

» Seffaflandirmak igin etiivde 60°C’de iki kez 30'ar dakika ksilolde bekletildi.

» Etiivde 60°C'de iki degisim seklinde 1’er saat parafin ile immersiyonu saglandi ve
parafin bloklar i¢cine gomiildii.

» Her parafin bloktan rotary mikrotom (RM 2255, Leica, Ko6ln, Germany) yardimiyla 4
um'lik kesitler alindi.

» Dokularin genel histomorfolojik 6zelliklerini degerlendirmek i¢in her dokuya ait kesitler
hematoksilen-eozin ile boyandi.

Preparatlar 151k mikroskobunda, histopatologlar tarafindan kérlemesine incelendi.

3.6.2. Hematoksilen-Eozin boyamasi

» Alman parafin kesitleri deparafinize etmek i¢in 60°C’lik etiivde 2 saat birakildi.

» Daha sonra ilki etiivde olacak sekilde 20 dakika, diger ikisi 10’ar dakika ti¢ farkli
ksilene maruz birakildi.

» Ardindan rehidratasyon igin 2 degisim; %96’dan %70’e azalan alkol ve absolii alkol
serilerinden gecirildi.

> Distile su ile calkalanan kesitler 10 dakika Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton,
Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi.

» Boyamanin akabinde, boya fazlasinin dokudan uzaklastirmak i¢in 10 dakika akan su
altinda kesitler yikanarak 2 dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandi.
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» Boyama sonrasinda kesitler sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolii alkol serilerinden
gegirilerek seffaflastirma icin 20’°ser dakika {i¢ degisim ksilende tutuldu ve sonrasinda
entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

3.6.3. Testis Dokusunun Histomorfolojik Degerlendirmesi

Kesitlerden elde edilen goriintiiler kantitatif olarak degerlendirildi. Seminifer tiibiilleri
Johnsen skoruna gore derecelendirildi. Bu simiflandirma ydnteminde, testislerin her bir
kismindaki biitiin tiibiiler boliimler Sistematik olarak degerlendirilir ve her birine 1'den 10'a

kadar bir skor verilir. Degerlendirilen 6zellikler;

Seminifer epitelyumun olmayisi skor 1

Germinal hiicre yok sadece Sertoli hiicreleri skor 2

Sadece spermatogonya skor 3

Azospermi veya spermatidler yok, az sayida spermatosit skor 4

Azospermi veya spermatidler yok, bircok spermatosit skor 5

Azoospermi, yasli spermatidler yok, birka¢ olgunlasmamis spermatid skor 6
Azoospermi, yasglh spermatidler yok, birgok olgunlasmamis spermatid skor 7
Her tiibiilde bes spermatozoadan daha az, birkac¢ yasli spermatidler skor 8

Yash spermatidler, diizensiz epitel ile hafif bozulmus spermatogenez skor 9

YV V.V V V V V V V VY

Bircok spermatozoanin varhigiyla birlikte tam spermatogenez skor 10 olarak

derecelendirildi (Johnsen SG 1970).

3.7. istatistiksel Analizler

3.7.1. Histopatolojik Degerlendirmelerin Istatistiksel Analizi

Istatistiksel analizler SPSS (Versiyon 24) kullanilarak yapilmis olup yapilan analizlerin
verileri medyan, minumum-maksimum ve inter persentil aralik olarak sunuldu. Normallik
testinde dagilim analizi Shapiro Wilk testi ile degerlendirilerek dagilimi diizenli olmayan 2 den
fazla grup karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi. Ikiserli grup karsilastirmasi igin

Mann Whitney U testi kullanilds. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P<0,05 olarak kabul edildi.
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3.7.2. Biyokimyasal Degerlendirmelerin Istatistiksel Analizi

Istatistiksel analizler SPSS (Versiyon 24) kullanilarak yapilmis olup yapilan analizlerin
verileri Ortalama+Standart Sapma ve medyan (min-mak), inter persentil aralik olarak sunuldu.
Istatistiksel analizlerin tanimlanmasinda grup sayis1 (N), Ortalama (Mean), Standart Sapma
(SD), Ortanca (Median), Ceyrekler Arasi mesafe, 25. percentil ve 75. percentil degerleri verildi.
Gruplarin dagilim analizi i¢in Shapiro Wilk normalite testi uygulanarak P>0,05 degerinden

biiylik olan gruplarin dagilimi normal kabul edildi.

Normal dagilim gosteren 2 den fazla grup karsilastirilmasinda Tek-yonlii varyans analizi
(One-way ANOVA) testi kullanilarak anlamli farklilik goriilen gruplarda ikiserli grup
karsilagtirmasi i¢in Student’s T Testi kullanildi. Farklilik goriilen gruplar error bar grafigi
kullanilarak gosterildi. Normal dagilima uymayan gruplarda ise 2 den fazla grup
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi kullanilarak anlamli farklilik goriilen gruplarda ikiserli
grup karsilagtirmasi i¢in Mann Whitney U testi kullanildi. Farklilik goriilen gruplar box and
whisker plot grafigi kullanilarak gosterildi. Gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik diizeyi

P<0,05 olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1. BSA ile Hazirlanan Protein Standart Grafigi ve Testis Protein Konsantrasyonlari

Cizelge4.1. BSA ile hazirlanan stok standart ¢ézeltinin seyreltilmesi

Standartlar Diliisyon orant Konsantrasyon(mg/ml)
Stl 1 1
St2 1/1 0,5
St3 1/2 0,25
St4 1/4 0,125
Sts 1/8 0,0625
St0 - 0
Bradford Standart Grafigi
0,9
08 y=0,7703x+0,0176
’ R2=0,998

0,7 /
w 0,6
=
80,5
g 0,4 //

0,3 ’/

0,2

0,1 9/

0 / T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon

Sekild.1. Bradford Standart Grafigi
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Cizelged.2. Testis dokusunda élgiilen protein miktarlar:

Homojenat Protein

Siipernatant Protein

Miktan Miktar
Gruplar
Ortalama+=SD Ortalama £ SD
(mg protein/gr doku) (mg protein/gr doku)
Kontrol (K) 158,87+£38,38 95,63+8,31
Sham (S) 168,384+45,16 90,83+4,02
Varikosel (V) 173,09+14,73 91,17+2,98
V + aLA 174,21425,31 89,80+4,00

4.2. MDA Standart Grafigi, Testis Doku MDA Miktarlari ve Gruplarin Karsilastirilmasi

1,2
1 y = 0,0164x + 0,0186
/ R? = 0,9885
0,8
0,6 ¢ Seril
! L J
—— Dogrusal (Seri 1)
0,4
0,2
/
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Sekild.2. MDA Standart Grafigi
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Cizelge4.3. Testis doku MDA miktarlar1 ve gruplarin ikili karsilagtirilmasi

Gruplarin
Ikili Karsilastirilmasi
(P degeri)
Homojenat MDA Miktar
Gruplar Ortalama+SD 3 3 4 4 4
(nmol /mg protein) & & & ¢ &
Kontrol (K) 0,57+0,12
Sham (S) 0,54+0,14 P=0,001 | P=0,001 | P=0,001 | P=0,125 | P=0,069
Varikosel (V) 1,59+0,19 NS NS
V + aLA 0,66+0,10
B MDA Ort+5D
(nmal /mg protein)
2 aiii
1,8

1,6 -
1,4 -
1,2 -

0,8
06 -

MDA (nmol/mg protein)

04
02 -

Kontrol Sham Varikosel Varikosel + gLLA

a: Vs, Kontrol ve Sham b: Vs, Varkosel #+#% : P<00.001

Sekil4.3. Gruplarin Doku MDA Miktarlarimin karsilastirilmasi
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4.3. Doku GSH-Px Aktiviteleri ve Gruplarin Karsilastiriimasi

Cizelged 4. Testis doku GSH-Px aktivitesi (U/mg protein)

Gruplar %25 W75 i
Mean Min. | Persentil | Median | Persentil | Maks.
Kontrol (K) 0,87 0,79 0,82 0,83 0,86 1,09
Sham (S) 0,72 0,40 0,71 0,75 0,78 0,82
Varikosel (V) 0,38 0,23 0,37 0,39 0,41 0,46 0,001
V + aLA 0,77 0,62 0,72 0,76 0,84 0,95
Sekil4.4. Gruplarin GSH-Px aktivitelerinin karsilastirilmasi
1,20
1,00+ biii

80

501

GSH-Px (Uimg protein)

40

20

0o

T T T
Kontrol Sham Varikosel
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4.4.Doku CAT Aktiviteleri ve Gruplarin ikili Karsilastiriimasi

Cizelged 5. Testis doku CAT enzim aktivitesi

Gruplarin
Ikili Karsilastirilmasi
Gruplar CAT Enzim Aktivitesi (P degeri)
Ortalamax=SD
(k /mg protein) ; ; é é :gt
1 2 3 1 2
Kontrol (K) 0,32+0,04
Sham (S) 0,24+0,03
P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,001 P=0,178
Varikosel (V) 0,12+0,02 NS.
V + LA 0,22+0,03
0,4 -
0,35 -
0,3 -
E: 0,25 - b
5
o 0,2 4
D
E *kk
2 015 - a
|_
< i
O 0,1
0,05 -
0 N T T
Kontrol Sham Varikosel Varikosel + LA

a: Vs. Kontrol ve Sham b: Vs. Varikosel *** : P<0,001

Sekil 4.5. Gruplarin CAT aktivitelerinin karsilastirnmasi

50



4.5. Serum Testosteron Degerleri ve Gruplarin Karsilastirilmasi

Cizelge4.6. Serum Testosteron Degerleri ve Gruplarin Karsilastirilmasi

Gruplarin
Ikili Karsilastirilmasi
Gruplar Testosteron (P degeri)
Ortalama+SD \ \ . . .
(ng/L) & & & & &
1 2 3 1 2
Kontrol (K) 408,92+52,35
Sham (S) 359,96+13,41
P=0,001 | P=0,001 | P=0,001 | P=0,373 P=0,011
Varikosel (V) 322,224+13,60 NS.
V + aLA 390,67+27,18
M Testosteron
500 - Ort+SD (ng/L)
b***
400 -
g a
g 300 -
c
e
L 200 -
wn
=
8
— 100 -
0 T
Kontrol Sham Varikosel Varikosel + gLA
a: Vs. Kontrol ve Sham b: Vs. Varikosel *** : P<0,001

Sekil4.6. Gruplarin Testosteron diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.6. Serum NF-kp Degerleri ve Gruplarin Karsilagtirilmasi

Cizelge4.7. Serum NF-kf Degerleri ve Gruplarin Karsilastirilmasi

NF-kB ) Gruplarin
Ikili Karsilastirilmasi
Gruplar Ortalama+SD (P degeri)
(ng/L)
3 3 4 4 4
& & & & &
1 2 3 1 2
Kontrol (K) 2,98+0,46
Sham (S) 3,38+0,14
P=0,004 | P=0,004 | P=0,001 | P=0,861 | P=0,001
Varikosel (V) 3,65+0,17 NS.
V + aLA 3,01+0,22
4,5 - B NF-kB
- OrtSD (ng/L)
4 - a
3'5 . b***
3 .
2,5
g 5
(@)
=
~ 15 -
==%
01
LL
= 0,5 -
O .

Kontrol Sham Varikosel Varikosel + wLA

a: Vs. Kontrol ve Sham b: Vs. Varikosel ** : P<0,01 *** : P<0,001

Sekil4.7. Gruplarin NF-kp diizeylerinin karsilastirilmasi
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4.7. Serum TNF-a Degerleri ve Gruplarin Karsilagtirilmasi

Cizelge4.8. Serum TNF-a Degerleri ve Gru

larin Karsilastirilmasi

Sekil4.8. Gruplarin TNF-o diizeylerinin karsilastirimasi

a: V. Kontrol ve Shamb: Vs, Varikosel ** : P<0,01 *** : P<0,001
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Gruplar
(ng/L) 2025 %75 P
Mean Min. Persentil Median | Persentil Maks.
Kontrol (K) 90,17 64,16 64,46 87,86 110,87 130,87
Sham (S) 141,70 | 129,80 131,12 135,45 150,19 170,27
Varikosel (V) | 218,50 | 204,25 218,88 220,69 221,42 221,80 | 0,001
V + aLA 203,80 | 187,77 196,36 202,62 213,27 218,15
250,00
aiii hi*
L] -
200,00
1
% 150,00 T
2 T
100,004
50,004
00 | T T 1
Kontrol Sham Varikosel Varikosel + gLA




4.8. Serum IL-6 Degerleri ve Gruplarin Karsilastirilmasi

Cizelge4.9. Serum IL-6 Degerleri ve Gruplarin Karsilastirilmasi

Gruplar
(ng/L) %25 %75 P
Mean Min. | Persentil | Median | Persentil | Maks.
Kontrol (K) 60,05 | 49,36 56,27 60,19 65,65 66,84
Sham (S) 73,50 | 67,75 71,40 74,98 75,49 76,51

Varikosel (V) 92,53 | 81,10 85,41 94,49 101,63 104,70 | 0,001

V + aLA 66,17 46,89 59,36 68,70 71,38 80,40
120,00
aii-l
100,00
bi-i--l

80,00

60,00

IL-6 (ng/L)
—il
al
Hl

40,00

20,00

00 | | I |
Kontrol Sham Varikosel Varikosel + gL A

a: Vs. Kontrol ve Shamb: Vs, Varikesel *** : P<0,001

Sekil4.9. Gruplarin IL-6 diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.9. Gruplarim Doku MDA, CAT, GSH-Px Miktarlari ve Gruplarin ikili Karsilastirllmasi

Cizelge4.10. MDA ve Antioksidan enzimlerin miktari ve gruplar arasi karsilastirma

—_
% Gruplarin
ji, i) Ikili
§ g: o S Karsilastirilmasi
= = ® g < (P degeri)
= = 3 3
%% E = g +

e =
<8 Vi n S > 3/3|4] 4 4
43 > &l&l&| & &
% S 1123 1 2
&
&

MDA <0,001 NS.

(nmol/mg 0,57+0,12 0,54+0,14 1,59+0,19 0,66+0,10

protein)

CEJS/H-PX <0,001 | <0,05| NS.

( mg 0,83[0,82-0,86] |0,75[0,71-0,78] |0,39[0,37-0,41] |0,76[0,72-0,84]

protein)

CAT <0,001 NS.

(k/mg 0,32+0,04 0,24+0,03 0,12+0,02 0,22+0,03

protein)
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4.10. Gruplarin Serum Testosteron, NF-kf, TNF-a, IL-6 Degerleri ve Gruplarin
Karsilastirilmasi

Cizelge4.11. Testosteron, NF-kp, TNF-a, IL-6 degerleri ve gruplar arasi karsilagtirma

~ 0 ) ruplan
x2S < . S Ikili Karsilastirma
1 U) N—r o .
5 -lé Q — ~ = ﬁ (P degeri)
o E S 7 S
25| £ = s ;
x5 S 7 = > 3/3| 4 4 4
535 4 S &la| & |&| &
Z 9 1]2 3 1 2
=
<0,001 NS. <0,05
Testosteron 408,92:52,35 359,96+13,41 322,22+13,60 390,67+27,18
(ng/L)
NF-xp 2,98+0,46 3,38+0,14 3,65+0,17 3,01£0,22 <0,01 |<0,001 |NS. |<0,001
(ng/L)
{r:\gl;/:L(; 87,86 [64,46-110,87] | 135,45 [131,12-150,19] | 220,60 [218,88-221,42] | 202,62 [196,36-213.27] | 0% | <CO* <0.001
IL-6 60,19 [56,27-65,65] 74,98 [71,40-7549] | 94,49 [8541-101,63] | 68,70 [59,36-71,38] <0,001 NS.
(ng/L)

4.11. Histopatolojik Inceleme Bulgulari

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, seminifer6z epitelyum kalite

acisindan degerlendirildi. Spermatojenik hiicre tiplerinin varlifina ya da yokluguna gore 1-10

arast skor veren Jhonsen metoduna gore 6rnekler skorlandi (Yama ve ark. 2013).

1) Tibiil kesitinde seminifer epitelyum yoktur.
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2) Germ hiicresi yoktur sadece Sertoli hiicresi bulunur.

3) Sadece germ hiicreleri, spermatogonya mevcuttur.

4) Sadece birkag spermatosit (besten az) goriiliir, azospermi ya da spermatidler yoktur.

5) Azospermi veya spermatidler yok birgok spermatosit bulunur.

6) Azospermi, olgunlasmis spermatidler yok, birkag¢ olgunlasmamis spermatid bulunur.

7) Azospermi, olgunlasmis spermatidler yok, bir¢ok olgunlasmamis spermatid mevcuttur.

8) Her tiibiilde besten az spermatozoa, birkag olgunlagmis spermatidler bulunur.

9) Olgunlasmis spermatidler, diizensiz epitel ile hafif bozulmus spermatogenez mevcuttur.

10) Tam spermatogenez gozlenir.

Cizelge4.12. Histolojik Johnsen skorlama sonuglarinin istatistiksel verileri

%25 %75 P
Grup Mean Minimum | Persentil | Median | Persentil | Maksimum
Kontrol 10 10 10 10 10 10
Sham 9,78 9 10 10 10 10
Varikosel 8 7 8 8 8 9 0,001
V+ oLA 9,56 9 9 10 10 10
b-i-i-i

- e 2 o

X

. Konunol S I Vankosel Vankosel + alA

a: V= Fonirol v Sham b: Vs Varikkosel =% ; P<0_ 001

Sekil4.10. Gruplarin histoloji verilerinin karsilagtirilmasi
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Sym

A: Kontrol grubunda testis dokusunda normal histoloji (Hematoksilen&Eozinx200).
B:Sham grubunda korunmus morfoloji (Hematoksilen&Eozinx200). C: Varikosel
model grubunda seminifer tiibiillerde belirgin hasar (=), spermatogenezde tama
yakin kayip( %) (Hematoksilen&Eo0zinx200). D: aLA uygulanmis varikosel
grubunda spermatogenezde ve morfolojide diizelme ( ©)(Hematoksilen&Eozinx200).

Sekil4.11. Gruplarn histolojik kesitlerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasi deneysel varikosel modeli olusturulmus sicanlarda testikiiler hasar
tizerine aLA’nin etkisini inceleyen o6zgiin bir g¢alismadir. Calismamizda oLA’nin testis
dokusundaki lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA miktarina ve antioksidan enzimlerden CAT
ile GSH-Px aktiviteleri iizerine etkileri incelendi, ayrica inflamasyon siirecinde transkripsiyon
faktorii olan NF-kB, inflamasyon belirteci olarak TNF-a, IL-6 ve testosteron hormon diizeyleri
tespit edildi. Bununla birlikte biyokimyasal analizlerin yani sira oLA’nin testis dokusu iizerine

histopatolojik etkileri de incelendi.

Varikosel pampiniform pleksusun anormal dilatasyonu ve kivrimhigi ile karakterize,
bilateral, progresif ve kalitsal bir durumdur. Varikosel olgusu bilinmesine ve birgok yildir
calisiimasina ragmen altinda yatan fizyopatolojik mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak hipoksi ve testikiiler hipertermi, toksik adrenal ve renal
metabolitlerin refliisii, hormonal disfonksiyon ve artan oksidatif stresi kapsayan bazi teoriler
ileri siriilmistiir. Varikoselli erkeklerin yiiksek diizeyde ROS, NO gibi reaktif oksijen tiirleri ve
MDA gibi lipit peroksidasyon iiriinleri bulundurmalar1 ve de antioksidan enzim sistemlerindeki
azalmadan dolay1 oksidatif stresin varikosel iligkili infertilitede temel neden olduguna inanilir
(Missassi ve ark. 2017). ROS’nin etkisiyle lipid peroksidasyonunun énemli bir {irtinii olan
MDA, tipik olarak oksidatif stres kosullarinda hiicresel hasarin derecesini degerlendirmek icin
kullanilir (Ning ve ark. 2018). Bir¢ok caligmada, varikoselin semen ve testiste MDA diizeylerini
arttirdigr bildirilmis ve MDA diizeyleri ile sperm parametreleri arasinda negatif bir korelasyon
oldugu gosterilmistir (Koksal ve ark. 2000, Mostafa ve ark. 2001, Abd-Elmoaty ve ark. 2010).
Bu ¢alismalara uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da varikoselli siganlarda testikiiler MDA nin
kontrol grubuna gore anlamli olarak artig gdsterdigi saptanmis olup aLA uygulamasinin MDA
artisin1 anlaml derecede engelledigi gézlenmistir.

Son yillarda alLA’nin antioksidan etkileri bir¢ok calismada bildirilmistir. aLLA’nin testis
hasar1 tizerine koruyucu etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada oL A grubunda MDA diizeyinin
hasarli gruba gore anlamli olarak daha diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir (Pmnar ve ark.
2018).

Akrilamidle testis hasar1 yapilmis baska bir ¢alismada akrilamid uygulamasi, testikiiler
ve epididimal MDA diizeylerinde belirgin bir artisa sebep olmus ve aLA’nin, MDA seviyelerini

diistirdiigii istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Lebda ve ark. 2014).
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Benzer sekilde Ozbal ve arkadaslarinin siganlarda testikiiler IR hasarma karst oLA’nin
etkisini inceledikleri ¢alismalarinda MDA seviyelerinin aLA grubunda IR grubuna kiyasla
anlamli derecede diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir (Ozbal ve ark. 2008).

Bizim ¢alismamizin sonuglar1 da bu ¢alismalara paralel olarak varikoselli siganlarda
testikiiler MDA’nin kontrol ve sham grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede
(P=0,001) artig gosterdigini ve alLA’nin varikosel grubuna kiyasla (P=0,001) bu diizeylerin
artigint engelledigini ortaya koymustur (Cizelge4.3 ). oLA’nin hem oksidatif radikalleri
temizleyici hem de antioksidan kapasiteyi arttiric etkisi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. (Aly ve
ark. 2009, Ozbal ve ark. 2012, EI-Beshbishy ve ark. 2013)

Bu tez ¢alismasinda antioksidan takviye olarak kullandigimiz oLLA; bir serbest radikal
temizleyici ve giiglii bir biyolojik antioksidan olup insanlarda karaciger, kalp ve bobreklerde
sentezlenir. Oral olarak verilen oLA’nin %20-40’1 plazma igine emilir ve plazma alLA
seviyeleri, uygulamadan sonra 0.5 ila 2 saat arasinda zirve konsantrasyonuna ulasarak hizla
metabolize edilir. Uzun siireli yiiksek kronik aLA takviye seviyeleri oksidatif protein hasari ve
plazma lipit hidroperoksiti arttirirken orta dereceli aLA dozlarinin az sayida yan etkisi vardir.
Bu yiizden ¢alismamizda doz olarak 100 mg/kgh tercih ettik (Ozbal ve ark. 2012). alLA, ROS
stiplirme, glutatyon, E ve C vitaminleri gibi endojen antioksidanlari yenileme ve metal
selatlama kapasitesine sahiptir ve diger antioksidanlarin aksine hem suda hem de yagda
coziinebilir. Bu nedenle biyolojik membranlari kolayca gecebilir ve hem sitosol hem de plazma
membraninda antioksidan etkiye sahiptir (Ozbal ve ark. 2012). Erkek infertilitesinin pek ¢ok
nedeninden biri olan, ROS’un aracilik ettigi OS’nin, dogurganlig etkiledigi disiintilmiistiir (Aly
ve ark. 2009). Bu nedenle, OS son yillarda kapsamli olarak incelenmis ve bir¢cok ¢alisma,
ROS’un sperm fonksiyonu lizerindeki zararli etkilerini gostermistir. Ayrica, infertil erkeklerin
%30-80’inde ROS diizeylerinin arttigin1 gosteren ¢alismalar vardir (Tremellen 2008, Makker ve
ark. 2009). Bununla birlikte, fizyolojik seviyedeki ROS sperm kapasitasyonunu diizenleme ve
basarili fertilizasyon igin gereklidir. Fizyolojik kosullar altinda ROS birikimi antioksidan
savunma sistemi sayesinde diisiik seviyede tutulur ve hiicre biiyiimesi, gelisimi, farklilagmasi ve
olimii iizerinde 6zel diizenleyici etkilere sahiptir. Dengeli bir hiicresel ¢evre; enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan yollar ile siipiirme sisteminin varliginda korunmaktadir (Cho ve ark.
2016). Testisler serbest radikal hasarina duyarlidir ve normal kosullar altinda, enzimatik
antioksidan savunma sistemleri bu hiicreleri serbest radikal hasarindan korur (Ozbal ve ark.
2012). Bizim ¢alismamizda dahil bir¢ok ¢alismada bu enzimatik antioksidan savunma sistemleri

lizerine antioksidan takviyelerin etkileri incelenmistir.
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Yapilan bir¢ok ¢alismada aLA’nin, lipid peroksidasyon iiriinlerini temizledigi, glutatyon
sentez enzimlerini ve diger antioksidan koruyucu enzimleri indiikledigi gosterilmistir (Ozbal ve
ark. 2012).

Sicanlarda testikiiler IR hasarma karsi lipoik asitin etkisini inceleyen Ozbal ve
arkadagslar1 LA grubunda SOD, GSH-Px ve MDA diizeylerinin kontrol ve sham gruplarina
yaklagtigini gostererek oLA’nin hiicresel hasari azalttigini belirtmislerdir (Ozbal ve ark. 2008).
Selvakumar ve arkadaslari sigan testislerinde siklofosfamid kaynakli oksidatif hasarda alLA’nin
koruyucu etkisini incelemis ve sonu¢ olarak, lipoik asidin testikiiler hiicrelerde global
antioksidanlar1 (SOD, CAT, GSH-Px, GST, GR) destekledigini ve bunun da siklofosfamid ve
metabolitleri tarafindan baslatilan oksidatif stres ve hiicresel hasarin azalmasina neden oldugunu
tespit etmislerdir (Selvakumar ve ark. 2004). Guimaraes ve arkadaslar1 deneysel spermatik kord
torsiyon galismasinda oLA’nin koruyucu etkisini degerlendirmis ve aLA grubunda plazma total
antioksidan seviyelerinin torsiyon grubuna kiyasla anlamli derecede arttigini bildirmislerdir
(Guimaraes ve ark. 2006). El-Beshbishy ve arkadaslar1 siganlarda BPA ile indiiklenen
testislerde mitokondriyal toksisiteye olLA’nin etkisini arastirmis ve ¢alismalarinda BPA
alimmin sigan testislerinde SOD, CAT, GSH-Px ve GR gibi antioksidan enzim aktivitelerini
azalttigim1 aLA verilen grupta ise bu enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede arttigin1 gostermislerdir (El-Beshbishy ve ark. 2013).

Bizim bu ¢alismamizda da oLA’nin testis dokusundaki, antioksidan enzimlerden CAT
ve GSH-Px enzim aktiviteleri iizerine etkileri degerlendirildi. Elde edilen verilere gore varikosel
grubunda CAT ve GSH-Px seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmistir (P=0,001). Bununla birlikte deneysel varikosel yapilarak ol A tedavisi
uygulanan grupta ise CAT ve GSH-Px seviyelerinde varikosel grubuna goére anlamli derecede
artis (P=0,001) gozlenmis olup (Cizelge4.4 ve Cizelge4.5) bu bulgular literatiir ¢alismalari ile
benzerlik gostermektedir.

Literatlirden elde ettigimiz veriler, aLA nin antioksidan 6zelliginin yani1 sira inflamatuar
yaniti inhibe etme kabiliyetine sahip oldugunu da gostermektedir. Bu veriler 1s18inda bizim de
calismamizda aLA’nin varikosel kaynakli inflamasyon iizerindeki koruyucu etkisi arastirildi ve
bunun i¢in serumda inflamatuar mediyatdrlerin asir1 ekspresyonundan sorumlu olan NF-«xB ile
proinflamatuar sitokinlerden TNF-a ve IL-6 diizeyleri degerlendirildi. Serum NF-xB diizeyleri
varikosel grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artmistir (P=0,004), aym sekilde
TNF-a ve IL-6 diizeyleri de varikosel grubunda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli

sekilde artmistir (P=0,001). Buna karsilik aLA bu diizeylerin artisini istatistiksel olarak anlaml

61



sekilde engellemistir (P=0,001). Ayrica NF-xB diizeylerinde V+alLA ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (P=0,861) (Cizelge4.11). alLA, oktanoik asidin bir disiilfid
tiirevidir ve inflamasyon aracilt patolojik durumlarin 6nlenmesinde faydali oldugu gosterilmistir
(Xia ve ark. 2014). aLA’nin terapétik potansiyeli, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanserler de dahil olmak tizere gesitli hastaliklarda bildirilmistir (Mirtaheri ve ark. 2015). NF-
kB, varikosel kaynakli inflamatuar siiregte 6nemli bir rol oynar. NF-kB aktivasyonu, inhibitor
kapaB (IxkB)’nin fosforilasyonu ile tetiklenir ve inaktif sitoplazmik kompleks ayrisarak hiicre
cekirdegine translokasyon yapar. Cekirdekte NF-xB, karsilik gelen bolgelere baglanir ve birgok
proinflamatuar genin transkripsiyonunu diizenler. Inflamatuar mediyatorlerin asir1 ekspresyonu,
inflamatuar hastaliklarin  patogenezinde rol oynar. Bununla birlikte, NF-kB yolunun
inhibisyonunun pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir (Xia
ve ark. 2014). alLA, sirasiyla bir¢ok 6nemli inflamatuar ve antioksidan genlerin ekspresyonunu
diizenleyen NF-kB ve niikleer faktor eritroid 2-iligkili faktér 2 (Nrf2) gibi bazi 6nemli
transkripsiyon faktorleri araciligi ve hiicre i¢i sinyalizasyon yollar1 sayesinde antiinflamatuar ve
antioksidan etkiler gosterebilir (Mirtaheri ve ark. 2015). Xia ve arkadaslarinin farelerde
fulminan karaciger yetmezliginde oLA’nin OS, inflamasyon ve apoptoz lizerine etkisini
inceledikleri caligmalarinda 5 giin boyunca 60 mg/kg olacak sekilde aLLA verilen grupta NF-«B,
TNF-a ve IL-6 ifadelerinin belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir (Xia ve ark. 2014). Goraca ve
arkadaglar1 LPS ile indiiklenmis siganlarin karacigerlerinde aLA (60 mg/kg) nin antioksidan ve
antiinflamatuar etkisini arastirmis ve LPS yiiklemesi, kontrol grubuna kiyasla TNF-a ve IL-6
diizeylerinde belirgin bir artisa neden olmustur buna karsilik alLA ile tedavi edilen siganlarda ise
karaciger TNF-a ve IL-6 diizeyleri anlamli olarak azalmistir (Goraca ve ark. 2015).

TNF-a, IL-6 ve diger birgok sitokin sadece NF-kB tarafindan upregiile edilmekle
kalmayip, ayni zamanda proinflamatuar durumun devam etmesine yol agan NF-kB'nin
aktivatorleri olarak da hareket eder (Mirtaheri ve ark. 2015). TNF-a, esas olarak noétrofil
infiltrasyonu ve aktivasyonu ile karakterize edilen, erken bir inflamatuar cevaba aracilik etmede
birincil ve merkezi sitokin olarak bilinir (Xia ve ark. 2014). Ayrica TNF-a ve IL-6, inflamatuar
stirecin kilit aracilaridir ve ayn1 zamanda, diger sitokinleri ve biiylime faktorlerini indiikleyerek
dogrudan dogruya refraktif (diizeltici) faza katkida bulunurlar (Nasole ve ark. 2014).

Yapilan ¢alismalarda OS’nin erkek infertilitesi ile korelasyonu gosterilmistir ve artan
sitokin Uretiminin erkek genital sisteminde ROS firetiminin artisin1 tetikleyebildigi
bilinmektedir. Ayrica birgok ¢alisma insan semeninde artan sitokin miktarinin erkek infertilitesi

ile iligkisini isaret etmektedir (Camejo ve ark. 2001). Nallella ve arkadaslar1 varikoseli olan
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infertil hastalarda, kontrol grubuna kiyasla IL-6 seviyelerinin arttigini ve ayni zamanda toplam
antioksidan kapasitenin de azaldigimi gostererek IL-6 ve oksidatif stresin, bu hastalarda
infertilitenin patofizyolojisinde rol oynayabilecegini dne siirmiislerdir (Nallella ve ark. 2004). Li
ve arkadaslarinin NF-kB sinyal yolu iizerinden oLA’nin antiinflamatuar etkilerinin
gosterilmesini amagladiklar1 g¢alismalarinda oLA grubunda NF-xB sinyal yolunun onemli
olglide inhibe edildigi ve TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi sitokinlerin seviyelerinin istatiksel olarak
anlamli derecede azaldigi gosterilmisdir (Li ve ark.2015). Bizim c¢alismamizda olA’nin
inflamatuar sitokinler iizerine olan inhibe edici etkisi 6nceki ¢alismalarla uyumlu olup bu durum
alLA uygulamasinin oksidatif stresi onleyici etkilerinin yaninda antiinflamatuar etkinligininde
oldugunu bu yoniiyle de terapdtik potansiyelini bize gostermektedir.

Testosteronun spermatogenezdeki rolii nedeniyle, bir¢ok arastirmaci varikosel ve
tedavisinin Leydig hiicre fonksiyonu ve testosteron sentezi iizerindeki etkilerini incelemistir.
Yapilan ¢aligmalar varikoselin Leydig hiicre fonksiyonu lizerine negatif bir etkisi oldugunu
gostermektedir ve bu olumsuz etki de testislerin testosteron tretimindeki azalmasi ile
sonuglanmaktadir (Tanrikut ve ark. 2011). Bu sebeple bizim de ¢alismamizda varikoselin,
serum testosteron seviyelerine etkisi incelendi ve aLLA’nin bu seviyelere etkisi arastirildi.

Tanrikut ve arkadaslarinin retrospektif ¢alismasinda, subinguinal mikrocerrahi
varikoselektomi uygulanan 271 varikosel hastasinin varikosel olmayan 314 kontrol hastasindan
daha diisiik testosteron diizeyine sahip oldugu belirtilmistir (Tanrikut ve ark. 2011). Bununla
birlikte deneysel varikosel modeli olusturulmus siganlarda ve klinik varikosel olgularinda
benzer olarak testosteron diizeylerinin azaldigi bir¢ok ¢alismada bildirilmistir (Luo ve ark.2011,
Abdel-Meguid ve ark. 2014, Zhang ve ark. 2016, Alizadeh ve ark. 2018). Pinar ve
arkadaglarinin metotreksat (MTX) ile testis hasari olusturup aLA’nin koruyucu etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda MTX grubunda serum testosteron seviyelerinde azalma tespit
edilmistir. aLA verilen grup ile MTX grubu karsilastirildiginda ise aLA’nin azalan testosteron
seviyelerini istatiksel olarak anlamli derecede arttirdigi bildirilmistir (Pinar ve ark. 2018). El-
Beshbishy ve arkadaslarinin BPA ile testikiiler toksisite olusturduklari ¢alismalarinda BPA’l1
grupta testosteron diizeylerindeki azalis tespit edilmis ve alA verilen grupta ise azalan
testosteron seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bir artig bildirilmistir (EIl-Beshbishy ve
ark.2013). Siganlarda testikiiler toksisite yapilmig bir diger calismada testosteron seviyelerinde
onemli derecede bir azalma tespit edilmis ve aLA’nin bu diizeyleri arttirdigi ifade edilmistir
(Giiles ve Eren 2016). Baska bir testis toksisite ¢alismasinda da Prahalathan ve arkadaslari

aLA’nin azalan testosteron seviyelerini arttirdigini bildirmistir (Prahalathan ve ark.2006).
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Bizim c¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak deneysel varikosel modeli
olusturdugumuz siganlarda kontrole kiyasla serum testosteron diizeyleri azalmistir (P=0,001) ve
aLA uyguladigimiz grupta ise testosteron seviyelerinin varikosel grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede bu seviyelerin azalisini engelledigi (P=0,001) tespit edilmistir. Bununla
birlikte aLA grubu ile kontrol arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (P=0,373)
(Cizelge4.6).

Caligmamizda biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesinin yani sira histopatolojik
etkiler de incelenmistir. Testis dokusu incelendiginde varikosele bagli olarak seminifer
tiibiillerde belirgin hasar gozlenmis (sekil4.11 C) ve V+alLA grubunda ise aLA’nin bu hasarlar
belirgin sekilde engelledigi gosterilmistir (sekil4.11 D). Varikosel grubunda belirgin derecede
bozulmus seminifer tiibiil yapis1 ile ¢okca azalmis spermatozoa ve olgunlasmamis spermatidler
gozlenmis olup spermatogenezde tama yakin kayip tespit edilmistir (p<0.001). Varikosel
grubuna kiyasla V+aLA grubunda ise seminifer tiibiil morfolojisinde ve spermatogenezde
diizelme g6zlenmistir (p<0.001).

Zhang ve arkadaslarinin siganlarda deneysel varikosel modeli olusturduklari
calismalarinda ise, varikosel ile indiiklenen siganlarda daha ince bir spermatojenik epitelyum,
daha az germ hiicreleri ve olgun spermler, atrofik seminifer tiibiiller ve farkli fazlarda daginik
germ hiicreleri oldugu gosterilmistir. Tedavi grubunda ise hasar gormiis spermatojenik
epitelyumun onarildigi ancak kontrol grubuna gore yapinin tamamen normale donmedigi
belirtilmistir (Zhang ve ark. 2016). Giiles ve Eren’in testikiiler toksisite ¢alismasinda hasar
grubunun testislerinde bazal membranda vakuolizasyon ve tiibiiler limende olgunlagmamis
spermatidler gibi histolojik degisikliklerde anlamli artislar gbzlenmis ve ol A tedavisinin
istatiksel olarak anlamli sekilde bu hasarlari onardigi tespit edilmistir (Giiles ve Eren 2016).
Ozbal ve arkadaslarinin testikiiler IR hasarma aLA’nin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda
histolojik incelemede iskemi ve IR gruplarinda seminifer tiibiiler disorganizasyon, germinal
hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve matiirasyon kaybi, interstisyel ddem ve interstisyel
kanama gozlenmis olup alLA verilen grupta ise iskemi ve IR gruplarina kiyasla, testislerde
hasar1 azalmis bir histolojik gériinim gézlenmistir (Ozbal ve ark. 2012). Buna gore alLA’nin

diizeltici etkilerinin doku diizeyinde de belirgin oldugu sdylenebilir.
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6.SONUC

Deneysel varikosel modeli olusturdugumuz bu ¢alismamizda, aLA’nin oksidatif strese

bagli olarak olusan testis hasari lizerine antioksidan ve antiinflamatuar etkileri arastirildi.

1.

Deneysel varikosel modeli olusturulan grupta siganlarin testislerinde MDA diizeyleri
artmis olarak saptanmis olup oksidatif stres artisinin  bir gostergesi olarak
degerlendirilmistir.

Yine aynmi varikosel grubunda antioksidan enzimler olan CAT ve GSH-Px enzim
aktiviteleri anlamli derecede azalmis olup varikoselin sadece oksidatif stresi arttirmayip
ayn1 zamanda antioksidan kapasiteyi de baskiladigi sdylenebilir.

aLA’nin 6 hafta uygulandigi tedavi grubunda (V+alLA) varikoselin olusturdugu
oksidatif hasarin gostergesi olan MDA diizeyinin artisini engelledigi saptanmustir.
Ayrica CAT ve GSH-Px aktivitelerinde de istatistiksel anlamli iyilesme gozlenmistir.
Buna gore aLA’nin hem oksidatif stresi azalttig1 hem de antioksidan kapasiteyi arttirdigi
sOylenebilir.

alLA, inflamatuar medyatorlerden TNF-o ve IL-6 ile apopipotik marker olan NF-kB’nin
serum seviyelerinde varikosele bagli artisini  engellemistir. Bu etki histolojik
incelemelerde de Istatistiksel olarak anlamli derecede gdzlemlenmistir. Bu nedenle
aLA’nin varikosele bagli doku hasarini engelleyici etkisine antioksidan etkinliginin
yaninda antiinflamatuar etkinliginin de katkida bulundugu soylenebilir.

Son olarak 6 hafta siiren aLA kullaniminin hem doku hem de serum parametreleri
iizerine olan olumlu etkileri sonucunda serum testosteron diizeylerinde de anlamli
tyilesmeler gézlenmistir.

Tim bulgular 15181nda varikosele bagh testis hasarinda alLA, hem doku hasarini 6nleyici

hem de testosteron diizeylerini iyilestirici etkileri ile bir tedavi segenegi olarak diisiiniilebilir.

Bu caligmada tedavi Oncesi ve sonrasinda sperm sayilarmin ve morfolojilerinin

belirlenmemis olmasi bir kisitlilik olarak 6ne ¢ikmaktadir. aLA’nin infertilite ile iligkili olarak

insanda sperm say1 ve morfolojisinide kapsayan klinik c¢aligmalara ihtiyag vardir. Bununla

birlikte uzun stireli yiiksek kronik aLA takviye seviyeleri oksidatif protein hasar1 ve plazma lipit

hidroperoksiti arttirirken orta dereceli LA dozlarinin az sayida yan etkisi vardir (Ozbal ve ark.

2012). Ayrica aLA’nin testikiiler hasar lizerine iyilestirici etkisinin arastirildigi sinirli sayida

calisma oldugundan elde edilen sonuglarin sonraki klinik c¢alismalara katkida bulunacagini

diisiinmekteyiz.
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