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1. GIRIS

Varikosel, spermatik kord igerisinde pampiniform pleksusu olusturan
venlerde dilatasyon, staz ve yiiksek basing ile karakterizedir ve erkek infertilitesinin
en sik diizeltilebilir nedenidir (1). Varikosel, erigskin erkek popiilasyonunun % 15-
22’sini etkileyen bir hastaliktir. Infertilite sikayeti ile basvuran erkeklerde bu oran
ortalama % 30-40 iken anormal semen parametrelerine sahip infertil erkeklerde ise %
25 oranindadir (2). Varikoselin hem hayvanlarda hem insanlarda progresif ve
zamanla artan testis hasarina yol actig1 bilinmektedir (3). Varikosel, ilerleyici testis
hasar1 ile seyrederek, testis gelisiminde gerilemeye ve spermatogenezi bozarak

infertiliteye neden olabilir (4).

Varikosel fizyopatolojisinde kabul gérmiis pek ¢ok teori bulunmaktadir. Bu
teoriler arasinda testiskiiler kan akimi, testis-interstisyel sivi iligkisi, hipertermi,
vendz basing, renal-adrenal reflii, hormonal disfonksiyon, otoimmunite, akrozom
reaksiyonu, oksidatif stres ve apoptozis sayilabilir (5). Varikoselin vaskiiler bir olay
olmasindan dolay1, patofizyolojisinin aydinlatilmasinda vaskiiler yapiya yonelik bir
cok c¢aligmanin yapilmasimma yol a¢mustir. Son donemde deneysel varikosel
olusturulmus ¢esitli hayvan modellerinde testikiiler kanlanmada artis ve buna bagh
testikiiler 1s1 artig1 gosterilmistir (6,7). Bu 1s1 artisinin da, varikoselde serbest oksijen
radikallerini artirdig1 ve testikiiler hasara yol agtig1 bildirilmistir (8). Varikoseli olan
fertil veya infertil erkeklerin semen Orneklerinin degerlendirilmesinde, varikoseli
olanlarda olmayanlara gore daha yiiksek konsantrasyonlarda reaktif oksijen tiirleri

(ROS) bulunmustur (9).

Varikoselin fizyopatolojisini aydinlatmak i¢in molekiiler diizeyde c¢esitli
caligmalar yapilmigtir. Bu c¢alismalardan biri de apoptozistir. Apoptozis,
spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada programli hiicre
Oliimiine yol agar. Germ hiicrelerindeki bu 6liim spermatozoanin normal gelisimi i¢in
mutlak gereklidir (10). Varikosel nedeni ile incelenen hastalarin testislerinde olusan
hasarda apoptozisin roliinii inceleyen bir c¢alismada, testis histopatolojik
incelemesinde olgularin tigte birinde testikiiler dokuda programli hiicre Oliimiinde

anlamli oranda artig saptanmustir (11). Aym sekilde diger bir ¢calismada ise, deneysel



olarak varikosel olusturulan erigkin tip ratlarda testis kan akimindaki artiga paralel

olarak testikiiler apoptoziste artma bildirilmistir (8).

Son yillarda varikoselin tedavisi ile ilgili aragtirmalar olduk¢a artmakta ve
dikkatler molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalara ¢ekilmektedir. Varikosel modelinde
matriks metalloproteinazlar (MMPs) ve matriks metalloproteinaz doku inhibitdrleri
(TIMP) ile yapilan c¢alismalara rastlanmadi. Varikoselin fizyopatolojisini
aydinlatmak icin deneysel varikosel modelinde MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1

seviyelerini inceledik.

Calismamizin amaci, varikosel gibi kronik vendz yetmezlik zemininde
gelisen alt ekstremite varisi ve hemoroidin semptomatik tedavisinde kullanilan
diosmin-hesperidinin ve varikoselektominin, testikiiler vendz sistem iizerinden etki
ederek, testiste, varikosele bagli olarak meydana gelebilecek patolojileri dnlemede ne

kadar etkili oldugunu gostermektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Varikosel
2.1.1. Varikosel Epidemiyolojisi

Varikosel, spermatik kord icerisinde pampiniform pleksusu olusturan
venlerde dilatasyon, staz ve yiiksek basing ile karakterizedir ve erkek infertilitesinin
en sik dizeltilebilir nedenidir (1,12). Varikosel sol renal venin veya internal
spermatik venin tiimor ya da baska bir patoloji sonucu kompresyona ugramasi
sonucu olusabildigi gibi ileri evre bdbrek tiimoriiniin renal vene invazyonu sonrasi
veya bu venin obstriiksiyonuna sekonder olarak olusabilir. Ancak klinikte infertilite
sikayeti ile gelen hastalarin ¢ogunda karsilasilan ve infertilite ile iligkili olan primer

varikoseldir (13).
2.1.2. Sikhik

Varikosel, erigkin erkek popililasyonunun % 15-22’sini etkileyen bir
hastaliktir. Infertilite sikayeti ile bagvuran erkeklerde bu oran ortalama % 30-40 iken
anormal semen parametrelerine sahip infertil erkeklerde ise % 25 oranindadir (2).
Sekonder infertilite nedeniyle klinige basvuran olgularda, varikosel goriilme sikligi
artarak % 69-81 oranina ulagmaktadir. Bununla birlikte, varikosele sahip olgularin %
80’inde infertilite bulunmamaktadir (14). Varikoseli olan erkeklerin birinci derece
yakinlarinda hastaligin goriilme siklig1 genel popiilasyondan 6nemli derecede yiiksek

olup % 53 oraninda saptanmaktadir. Ayrica, irklara gore siklik farki bildirilmemistir

(15).
2.1.3. Anatomik Ozellikler ve Patofizyoloji

Varikosel lokalizasyon olarak daha ¢ok sol tarafta goriiliir. Varikoselin solda
goriilme siklig1 yaklasik % 90 oranindayken, tek basina sag tarafta ise % 2’den azdir.
Izole sag varikosel situs inversus disinda vena kava inferior ya da sag internal
spermatik vende kompresyona veya obstriiksiiyona yol agan patolojilere (tromboz)

bagl olarak olusur (16).



2.1.4. Etiyoloji

Varikoselin etiyolojisi karigsik ve tartismali olup; anatomik degiskenlikler,
dogumsal ve/veya edinsel valv disfonksiyonuna ikincil gelisen vendz reflii ve venoz

obstriiksiiyon gibi degisik teoriler ileri siiriilmektedir.

Varikosel etiyolojisinde giinlimiizde kabul gérmiis 3 teori bulunmaktadir
(17).

1. Sag ve sol internal spermatik venler arasinda anatomik farkliliklar: Sol
internal spermatik ven sol renal vene dik agiyla drene olurken, sagda dar ag1 ile oblik
olarak vena kava inferiora drene olur. Internal spermatik ven, solda saga gore 8-10
cm daha uzundur. Anatomik yapidaki bu farkliliklar, sol tarafta hidrostatik basing
artisina neden olmaktadir ve sonucunda pampiniform pleksusa iletilen basing

venlerde dilatasyon ve kivrilmaya yol agmaktadir (16).

2. Vendz kanin refliisii ile sonuclanan kompetan vendz valvlerin olmayisi:
Varikoselli erkeklerde sol renal ven ve internal spermatik ven birlesim diizeyinde
valv bulunmadig1r gosterilmistir (18-21). Ayrica Ahlberg’in 1965 yilinda rasgele
secilen 79 kadavrada yaptig1 ¢alisma, sol internal spermatik venin kranial kisminda
% 46 oraninda valv olmadigini gostermistir (19). Yapilan bagka bir ¢aligmada ise
varikoseli olan 659 erkegin retrograd venografik ¢alismasi incelendiginde % 73’tinde
vendz valvlerin bulunmadigi gosterilmistir (22). Ancak, yeterli kapakc¢ik sistemine
sahip hastalarda da % 26,2 oraninda varikosel goriilebilmektedir (23). Bazi
arastirmacilara gore, kapakeiklarin  yoklugu varikosel gelisimine katkida

bulunmaktadir, ancak, direkt altta yatan neden degildir (23,24).

Refliideki ikinci mekanizma ise, vendz kollaterallerin varliginda kan akiminin
normal gonadal vendz sisteme olan refliisiidiir (21). Pleksus pampiniformiste

kollateral olusturan iki vendz sistem bulunmaktadir:
a) Yiizeyel vendz sistem
b) Derin vendz sistem

Yiizeyel venoz sistemde skrotal, eksternal spermatik, epigastrik, safen ve
femoral venler bulunur. Ote yandan derin vendz sistem, penil, krural, pelvik, lomber

ve renal vendz sistemi igerir. Varikoselde internal vendz sistemdeki dilatasyona ek



olarak, eksternal kremasterik sistemin dilatasyonu da klinik 6neme sahiptir. Coolsaet,
sol ana iliak venin parsiyel obstriiksiyonunda eksternal spermatik vende ve
pampiniform pleksusda dilatasyon oldugunu gostermistir (20). Eksternal spermatik
ven, varikoseli saptanmayan eriskinlerde normalde 2-3 mm ¢apindadir. Ote yandan,
4 mm ve daha dilate eksternal spermatik ven ¢ap1 goriilme orani ise % 16-74 olarak
bildirilmistir (25). Varikoselektomi sirasinda saptanamayan ya da baglanmayan bu

venler nedeni ile niiks olusabilmektedir.

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

ve iki tipe ayrilir.

a) Klasik tip (proksimal tip): Abdominal aortun anteriorunda, superior
mezenterik arterin posteriorunda seyreden sol renal venin kompresyona ugramasi.

(insidans: % 0.7).

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

venin kompresyona ugramasi (insidans: % 0.5) (22).

Varikosel gelisiminde embriyolojik faktorlerin de rol oynadigl ileri
stiriilmektedir. Embriyolojik gelisim esnasinda sol taraftaki vaskiiler yapilar daha
elastik dokuya sahip oldugu i¢in sol tarafin daha zayif drene olmasina ve kollateral
venlerin agik kalmasina neden olmaktadir (22,23). Situs inversusta sadece sagda

varikosel goriilmesi bu embriyolojik olay1 destekler.
2.2. Varikosel ve Testikiiler Hasar

Varikoselin hem hayvanlarda hem insanlarda progresif ve zamanla artan testis
hasarina yol agtig1 bilinmektedir. Ayrica varikosel, erkek infertilitesinin en sik
rastlanan nedenleri arasindadir (3). Varikosel, ilerleyici testis hasari ile seyrederek,
testis gelisiminde gerilemeye ve spermatogenezi bozarak infertiliteye neden olabilir.
Varikoselin fertilite {izerine etkileri; sperm sayisinda azalma, sperm motilite ve

morfolojisinde bozulma, testikiiler voliimde azalma ve Leydig hiicre fonksiyonunda



azalma ile iligkilidir (4). Varikoselin patofizyolojisi konusunda siirl bilgilere sahip

olmamiza ragmen, olasi hipotezler arasinda (5);
1. Hipertermi,
2. Testikiiler kan akiminda ve vendz basingta degisiklikler,
3. Renal ve adrenal artik Giriinlerin refliisi,

4. Nutrisyon degisimi ya da interstisyel sivi formasyonunda degisikliklere

yol agan testikiiler vaskiiler degisiklikler,
5. Hormonal disfonksiyon,
6. Otoimmiinite,
7. Akrozom reaksiyon defekti,
8. Artmis oksidatif stres,
9. Apoptozis,
10. Kadmiyum gibi agir elementler sayilabilir.

Ancak varikosele bagh testikiiler disfonksiyonda en ¢ok kabul goren iki teori

testikiiler 1s1 artis1 ve venoz refliidiir.
2.2.1. Testikiiller Kan Akim

Varikoselin vaskiiler bir olay olmasindan dolay1, patofizyolojisinin
aydinlatilmasinda vaskiiler yapiya yonelik birgok calisma yapilmistir. Green ve
Turner bagimsiz olarak deneysel hayvan modellerinde varikosel indiiksiyonu ile
intratestikiiler mikrovaskiiler kan akiminda artis oldugunu, birlikte histolojik
degisiklikler meydana geldigini gostermislerdir (7,26). Mikrovaskiiler kan akimi ve
intratestikiiler 1s1 yliksekliginin fosforilaz aktivitesi ve metabolizmasinda artisa neden
oldugu ve bu aktivitenin intraselliiler glikojen depolarin1 tiiketerek sonugta testikiiler
parankimal hasara yol ac¢tig1 kabul gérmektedir (26). Ayrica Saypol ve arkadaslarinin
siganlar ve kopekler iizerinde yaptigi c¢alismada deneysel olarak olusturulan
varikoselin testikiiler kan akiminda artisa neden oldugu ve bu artisin erken cerrahi

onarimi takiben normal diizeylere indigi gosterilmistir (6).



Bu bulgularin aksine, Li ve arkadaglari, deneysel varikosel modelinde kan
akiminin azaldigim1i  gostermislerdir ve bunun da bozulmus Sertoli hiicre

fonksiyonunun gostergesi oldugunu savunmuslardir (27).

Ayrica insanlarda yapilan renkli doppler ultrasonografi c¢alismalarinda
varikoseli olmayan kontrollere gore varikoseli olanlarda kan akiminda anlamli

farkliliklar oldugu gosterilmistir (28).
2.2.2. Testis-Interstisyel Sivi Tliskisi

Testikiiler interstisyel sivi; testikiiler hiicreler ve dolagim arasinda endokrin
etkilesimi ve hiicreler arasindaki parakrin mekanizmalar1 diizenler. Seminifer tiibiilii
ve interstisyel dokudaki hiicreleri saran bu sivi, testis ve testis vaskiilaritesi ile
baglantilidir. Testikiiler interstisyel sivi olusumunu kontrol eden faktérler ve bu
faktorlerdeki degisiklikler, testis islevinde onemli rol oynamaktadir (29,30). Bu
faktorlerden birisi de testis kapillerlerinin vaskiiler gecirgenligi olabilir. Bu goriisi
destekleyen bir bulgu, varikosel olusturulan ratlarda kontrol grubuna gore anlamh
oranda fazla polimorfoniikleer hiicre birikiminin olmasidir. Ayrica bu birikim, sol

tarafta saga gore daha fazla gerceklesmektedir (31).
2.2.3. Hipertermi

Varikosele sekonder olarak gelisen testikiiler disfonksiyon i¢in en yaygin
kabul goren teorilerin basinda gelmektedir. Oligospermik varikoselli hastalarda
intraskrotal 1sinin, varikoseli olmayan kisilere gore 0,6-0,8 C°, intratestikiiler 1sinin
da 0,78 C° daha fazla oldugu gésterilmistir (32,33). Saypol ve arkadaslar1 tek tarafli
deneysel varikosel olusturulan hayvanlardaki incelemeleri sonucu bilateral testikiiler
1s1 artis1 ve bozulmus spermatogenez saptamislardir (34). Ancak, bu bulgularin
aksine, varikoseli olan ve olmayan infertil erkeklerde skrotal 1s1 arasinda fark

olmadigini bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir (35).

Adolesan grade 2-3 varikoseli olanlarda hem yatar durumda hem de ayakta
Olciilen skrotal 1s1 diizeyleri, varikoseli olmayan kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (36). Bagka bir ¢alismada, varikosele bagl sol tarafta

skrotal 1s1 artig1 olan adolesanlarda, 1s1 artis1 ile sol testis voliimiiniin ters korelasyon



gosterdigi bulunmus ve basarili varikoselektomi sonrasinda 1s1 azalirken testis

volliimiiniin arttig1 ileri stiriilmistiir (37).

Varikosel onarim1 6ncesinde bilateral intraskrotal 1s1 artisinin, tek tarafl veya
iki tarafli varikoselektomi sonrasinda kontrol grubu diizeylerine indigi ileri
striilmesine karsin, aksi gorligler de bulunmaktadir (38,39). Skrotal 1sinin
degerlendirildigi ¢alismalarda farkli sonuglara ulasilmasi, Ol¢lim yoOntemindeki

farkliliklara bagli olarak degisebildigi one siiriilmiistiir.

Hayvanlarda deneysel olarak olusturulan varikoselin intraskrotal 1s1 artisina
neden oldugu ve varikosel onarimui ile 1sinin normal hale dondiigli gosterilmistir (40).
Ayrica, artmis intraskrotal 1simin testikiiler histolojide de anormalliklere neden

oldugu ve ejekiilattaki sperm kalitesini diisiirdiigii bildirilmistir (6,41).

Artmis intratestikiiler 1sinin hangi mekanizma ile spermatogenezi bozdugu
tam olarak bilinmemekle birlikte Seminifer tiiblil ve/veya Leydig hiicre diizeyinde
niikleer DNA ve RNA baglayic1 proteinlerde direkt termal hasar sonucu
spermatogenezi etkiledigi diigiiniilmektedir (42). Ayrica Sertoli hiicrelerinden inhibin
ve androjen baglayici proteininin saliniminin azaldig1 ancak, kisa donemde Sertoli ve
Leydig hiicre fonksiyonunun bozulmadig diisiiniilmektedir (43). One siiriilen bir
diger mekanizma, DNA polimeraz aktivitesinde azalmadir. Tek tarafli varikoseli olan
infertil hastalarin, varikoseli olmayan kontrol grubuna gore her iki testislerinde DNA

polimerazlarin (a.,f,y) aktivitesinde % 50 azalma oldugu ileri siiriilmektedir (42).
2.2.4. Venoz Basing

Varikosel ve vendz basing degisiklikleri arasindaki iliski uzun siiredir
arastirtlmistir ve patofizyolojik mekanizmasi aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Varikosele
sekonder gelisen vendz basing artiginin testis kan akimini etkileyebilecegini gosteren
calismalar mevcuttur (44-46). Hamster testisinin subkapsiiler yiizeyinde bulunan
mikrodamarlardaki intravaskiiler basinglarin direk Ol¢limii, testikiiler kapiller
basincin ¢ok diisiik oldugunu ve vaskiiler agin arteryel komponenti tarafinca
diizenlendigini ortaya koymustur. Bu vaskiiler direncin dagilimi, hamster
modelindeki vendz basing artisina kapiller basincin olduk¢a duyarli olabilecegine

isaret edebilir (44). Artmis vendz basing, intratestikiiler onkotik ve hidrostatik



basinglarda degisiklige neden olabilir; 6nemli hormonlar i¢in parakrin ve tasinma

ortamini degistirebilir; mikrovaskiiler sivi degisimini bozabilir.

Varikoselektomi uygulanan 60 olguluk bir calismada, olgularin % 88’inde
cerrahi sonrasinda vendz basing degerlerinde azalma saptanmistir (46). Bu seride, 42
hastanin % 70’inde hem vendz basingta azalma hem de semen parametrelerinde
iyilesme gozlenirken, bu grup i¢in gebelik oran1 % 32 diizeyinde gerceklesmistir.
Ayrica vendz basingta varikosel onarimi ile azalma saglanan olgularda,

saglanmayanlara gore sperm motilitesinde diizelme daha fazla bulunmustur.
2.2.5. Renal-Adrenal Refli

Bobrekte olusan katekolaminler, kortizol, serotonin, anjiyotensin-1,
fosfolipaz A2, prostaglandin E ve F2a, serbest oksijen radikallerinin testislere olan
refliisii ve buna bagli bozulan spermatogenez, testikiiler disfonksiyonu agiklayan
diger bir teoridir (47). Bu maddelerden prostaglandin ve katekolaminlerin
spermatogenezi inhibe ettigi bazi1 deneysel calismalarda gosterilmis olsa da diger

metabolitler hakkindaki bilgiler ¢cok sinirlidir (48).

Varikosel cerrahisi sirasinda, testikiiler geri akimin oldugu venlerden alinan
kandaki katekolamin diizeyi, periferik venlerden alinanlara oranla 3 kat daha fazla
iken, kontrol grubunda bu oran 1,5 kat fazla bulunmustur (49). Varikoseli olan
infertil hastalarda katekolaminler disindaki metabolitlerin (kortizol, DHEA gibi)
spermatik venlerdeki konsantrasyonu, periferik venlerden farklilik gostermemektedir

(50).
2.2.6. Hormonal Disfonksiyon

Varikoseli olan infertil olgularda, Leydig hiicre fonksiyonunun bozularak
testosteron iiretiminde azalmaya yol agabilecegi lizerinde durulmustur. Bircok rat
modelinde yapilan g¢aligmalarinda spermatogenezin devami i¢in en az 20 ng/ml.
intratestikiiler testosteron konsantrasyonu gerektigi bildirilmistir (29). Varikosel
modelinde serum testosteron konsantrasyonunda etkilenme olmaksizin intratestikiiler
testosteronda belirgin azalma oldugu yapilan caligmalarla ortaya konmustur (51).

Baska bir modelde ise, sol varikosel olusturulan ratlarda bilateral intratestikiiler
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testosteron konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir (52). Ayrica, tek tarafli
varikoselin, intratestikiiler testosteron konsantrasyonunda bilateral ve esit diizeyde
diismeye yol actig1 belirlenmis ve testosteron biyosentezinden sorumlu 17,20-
dezmolaz ve 17 a-hidroksilaz enzimlerinin diizeyinde de bariz azalmaya yol agtig1
gbozlenmigtir. Bu calismalar sonucunda testosterondaki azalmanin sentezde

bozukluktan kaynaklandigi diistiniilmektedir (29).

Cayan ve arkadaslarinin, mikrocerrahi varikoselektominin hormonal
parametrelere etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, varikosel onariminin Sertoli
ve Leydig hiicre fonksiyonunu artirdigini gibi, serum serbest testosteron diizeyindeki
anlaml artisa sperm say1 ve motilitede iyilesmenin de eslik ettigini bildirmislerdir
(53). Buna karsin, yapilan birgok ¢alismada ise varikoseli olan hastalardaki folikiil
uyarict hormon (FSH), luteinizan hormon (LH), testosteron ve dstradiol gibi hormon

diizeylerinin normal sinirlarda kaldig: bildirilmistir (54,55)

Tim veriler gézden gecirildiginde, varikoselin hipotalamo-hipofizer gonadal
aks1 olumsuz yonde etkiledigi ve 6zellikle anormal Leydig hiicre islevi olan olgularin

varikosel onarimindan yarar gérmeyecegi soylenebilir (29).
2.2.7. Otoimmiinite

Kan-testis bariyerinin bozulmasinin antisperm antikor (ASA) {iretimini
tetikleyerek varikosel patofizyolojisinde rol aldigi diislinilmektedir. Kan-testis
bariyerini bozan etyolojiler arasinda; testis torsiyonu, duktal obstriiksiiyon,
epididimit, prostatit ve testis travmasinin yani sira varikosel de bulunmaktadir (56).
Ratlarda olusturulan bir varikosel modelinde, sham ve opere edilmeyen ratlara gore
varikosel olusturulan ratlarda daha yiliksek diizeyde ASA birikimi oldugu
gosterilmigtir, ancak varikoselin hangi mekanizmalarla kan-testis bariyerini

bozmadan ASA’lar1 uyardig1 bilinmemektedir (57).
2.2.8. Akrozom Reaksiyonu

Varikosel patofizyolojisi tizerinde durulan bir diger giincel konu da akrozom
reaksiyonudur. Varikosel, sperm sayr ve morfolojisinden daha c¢ok sperm

fonksiyonunda defekt olusturarak zona pellusidaya baglanma sirasindaki akrozom
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reaksiyonunda bozulma olstugunu diisiinen arastirmacilar bulunmaktadir (58,59).
Ayrica, varikoseli olan hastalarda akrozom reaksiyonunu olumsuz etkileyen énemli
sperm plazma proteinlerinin ekspresyonundaki molekiiler farkliliklar, fertilite {izerine

degisken etkilere neden olabilir (29).
2.2.9. Varikoselin Testis Hacmi Uzerine EtKisi

Makroskobik olarak, varikosel, bulundugu evreye ve etki siiresine bagh
olarak testis biiyiikliigiinde belirgin azalmaya, hatta atrofiye sebep olmaktadir (60).
Varikosel olgularinda rolatif ayni taraf testis hacminde kiigiilme genel olarak kabul
goren bir bulgudur (61-65). Erigkinlerde, sol taraf varikoselin, karsi taraf testis
tizerine etkileri ile ilgili az sayida ¢alisma mevcut olup birbirinden farkli sonuglar

sunulmustur.

Varikoselde karsi testis hacminde artis oldugunu sdyleyen yayinlar oldugu
gibi, baz1 yayinlarda da hacimde azalma oldugu bildirilmistir (61-66). Thomas ve
Elder grade 2 ve 3 varikoselde testis atrofisinden bahsetmislerdir (62). Zini ve
arkadaslarinin varikoseli klinik olarak derecelendirdikleri ¢aligsmalarinda, grade 1 ve
2 varikoselde ayni taraf testiste rolatif atrofi goriilecegini bildirmislerdir (64). Ayn
grup, bir baska caligmalarinda subklinik varikoselde de testikiiler atrofi
saptamiglardir (65). Akcar ve arkadaglar1 ise subklinik varikoselin testis hacmi
tizerine etkisi olmadigini sdylemislerdir (67). Kass ve arkadaslar1 grade 1 varikoselin
testis hacmi iizerine herhangi bir etkilerinin olmadigini, grade 2 varikoselin sol testis
hacim kaybina ve grade 3 varikoselin ise hastalarda bilateral testis hacminde
azalmaya yol ac¢tigini bildirmislerdir (61). Bunun aksine Ku ve arkadaslari ise yiiksek
gradeli varikoselde karsi taraf testiste hipertrofi goriilebilecegini bildirmislerdir (66).
Her iki calismadan farkli olarak, Alukal ve arkadaslar1 caligmalarinda varikosel ile

testis hacmi arasinda bir iliski olmadigini gostermislerdir (68).
2.2.10. Varikoselin Testis Histolojisi Uzerine EtKkisi:

Testikiiler dokuda, varikosel icin patognomonik histolojik veya mayotik
degisiklikler bulunmamaktadir. Bu degisiklikler arasinda; Leydig hiicre hiperplazisi,
tiibiil basina diisen Sertoli hiicresi sayisinda azalma, Sertoli hiicrelerine ait

endoplazmik retikulumda vakuol artisi, maturasyon arresti, germinal epitelyumda
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dokiilme, seminifer tiibiil bazal membraninda kalinlasma sayilabilirken bu
degisiklikler, varikoseli olmayan diisiik spermatogeneze sahip olgular ile benzer

ozellik gostermektedir (69).

Varikoselli insanlardan alinan testis biyopsi ornekleri ¢cok degisken 6zellik
gostermektedir, oyle ki, Sertoli cell-only, spermatojenik arrest, hipospermatogenez
ve normal spermatogenez tablolar1 izlenebilir (70,71). Sol taraf wvarikoselli
erkeklerde, bilateral testikiiler biyopsi yapildiginda, her iki testis de benzer histoloji
ve benzer Johnsen skorlart gostermislerdir. Bu da hem sol taraf varikoselinin,
bilateral etki gosterebilecegini hem de varikoselin tiim seminiferdz dokuyu etkileyen
altta yatan diger patolojik faktorlerle beraber ortaya c¢ikabilecegini isaret edebilir
(72). Varikoselli olgularda, spermatozoonda, akrozom gelisememesi, immatiirite ve
amorf bas anomalisine de sik rastlanir (73). Reaktif oksijen radikalleriyle iliskili bir
morfolojik 6zellik olarak da, sitoplazmik droplet varligindan ve bunun da sperm

DNA hasari ile korele oldugundan s6z edilmistir (74).

Varikosel diizeyi ile spermatik ven duvar kalinli§i ve damar duvarindaki diiz
kas miktar1 arasinda dogrusal bir iliskiden s6z edilmektedir. Varikoselli olgularin
spermatik venleri lizerinde yapilan bir ¢alisma, dilate bir liimenle birlikte diiz kas 1if
sayisinin ve damar duvar1 kalinliginin arttigini ve kas tabakasinda normalde varolan
sirkiiler tabakaya ilave olarak longitudinal bir tabakanin daha olustugunu gostermistir
(75). Buna ek olarak, sagdaki kontrol grubu, internal spermatik ven ile
karsilastirildiginda varikosel venleri; biyomekanik 6zellikleri, artmig fibrozis ve ¢ap
artisina meyilli olmasi nedeniyle farklilik gostermektedir (76). Genel olarak ven,
veniil ve kapillerlerdeki vaskiiler degisiklikler arasinda; intimal fibrozis ve media

tabakasinda kollajen artis1 sayilabilir (77).

Elektron mikroskopi ve immunohistokimya c¢aligmalari, varikoselde,
peritiibiiler lamina propria sklerozisi, laminin ve kollajen tip IV kaybini ortaya
koymustur (78). Kan-testis bariyerinin ultrastriiktiirel calismalarinda, “Sertoli-Sertoli
baglanti komplekslerinin” normal goriindii§ii ve bazal kompartmaninin korundugu
gosterilmis  (79). Bu bulgular hayvanlardaki fonksiyonel c¢alismalarla da
dogrulanmustir (57).
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2.3. Oksidatif Stres

Varikosel etyolojisinde ve buna bagli olusan testikiiler hasarin gelisiminde
serbest oksijen radikallerinin (SOR) rolii bircok calismada incelenmistir.(80)
Spermatozoanin ROS iiretimi, sinyal ileti mekanizmalari, sperm hiperaktivasyonu ve
kapasitasyonu, akrozom reaksiyonunu kolaylastirma ve sperm-oosit birlesmesi i¢in

onemli bir medyator olarak gérev yapan normal fizyolojik bir islemdir (81,82).

Saglikli bireylerde seminal plazma, asir1 ROS iiretiminin etkisini ndtralize
eden dogal ¢opcli veya antioksidanlar igerir. Ancak, patolojik kosullarda ROS
tiretimi antioksidan kapasiteyi agsan artmig oksidatif strese neden olur (81). Patolojik
seviyelerde ROS iiretimi, defektif sperm fonksiyonuna neden olabilir, sperm
morfolojisini bozabilir, sperm motilitesinde azalmaya yol agabilir ve yetersiz sperm-

oosit birlesmesine yol agabilir. Ayrica, sperm DNA hasarina neden olabilir (83).

Ratlarda olusturulan bir varikosel modelinde antioksidan uygulamasi ile
testikiiler fonksiyonlarda korunma saglanmis ve oksidan-antioksidan mekanizmanin
varikosel etyolojisinde etkili olabilecegi bildirilmistir (80). Buttke ve arkadaslari,
apopitoz saptadiklar1 varikoselli hastalarda, artan apopitozun kontroliinde oksidatif

stresin dnemli rolii oldugunu bildirmiglerdir (84)

Varikoseli olan infertil olgularin % 80’inde artmis ROS konsantrasyonu
saptanmasina karsin, bu durum varikoseli olan fertil hastalarin % 77’sinde, varikoseli
olmayan fertil bireylerin % 20’sinde bulunmaktadir. Ayrica, normal bireylerin
toplam antioksidan kapasiteside varikoseli olanlardan anlamli derecede yliksek

bulunmustur (85).
2.3.1. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Sistemleri

Hiicreler stirekli oksidatif tehditin altinda bulundugundan bu hasara kars
kendilerini koruyacak mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar, ii¢ yolla

bunu gergeklestirir:
1- Olusan radikallerin detoksifikasyonu,
2- Radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi,

3- Radikal olusumunun sinirlandirilmast,
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Hiicrede olusan radikaller enzimatik olarak detoksifiye olur. Bunlar
stiperoksit ve hidrojen peroksiti temizleyen spesifik enzimlerdir. Siiperoksit dismutaz

(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) bu grup enzimlerdendir.

Hiicrelerin diisiik diizeylerdeki H,O, hasarindan korunmasinda GPx 6nemli
rol oynarken, H,O,’in olusumunun arttigi durumlarda katalaz etkinlik kazanr.
Katalaz bu gorevini peroksizomlarda yaparken, GPx ise sitozol ve mitokondride
gerceklestirir. Ekstraseliiler kompartmanda H,O;’i temizleyen enzim sistemleri
yoktur. Ekstraseliiler H,O,’in dolagimdaki eritrositler tarafindan metabolize edildigi

kabul edilmektedir.

Antioksidan savunmanin diger O©nemli kesimini lipid peroksidasyon
reaksiyonlarini kiran antioksidanlar olusturur. Bunlar peroksi (ROO) ve alkoksi (RO)
radikaller ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyon reaksiyonlarimin ilerlemesini

onlerler. Bu savunma baslica E vitamini tarafindan saglanir.

Non-enzimatik etkili olan antioksidanlar ise alfa-tokoferol, karoten, askorbik

asit, sistein, seruloplazmin, transferin, albumin ve ekzojen antioksidanlardir (80).
2.3.2. Testiste Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizt bir denge igerisindedir ve bu durum “oksidatif denge” olarak adlandirilir.
Oksidatif denge  saglandigi  siirece, organizma  serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasia neden olur. “Oksidatif stres” olarak
adlandirilan bu durum oOzetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina

yol agmaktadir (86,87).

Son yillarda, erkek tireme sistemi rahatsizliklarinda, ROS olarak tanimlanan
oksidanlarin oksidatif stres olusturmasi bir¢ok patolojinin altinda yatan nedenlerden
biri olarak gdsterilmektedir ve arastirmalarin ¢ogu bu yone kaymaktadir. Oksidatif
stresin testikiiler fonksiyon bozukluklartyla iliskili oldugunun ortaya ¢ikmasi bu

yargiy1 giiclendirmistir.



15

Organizmadaki biitiin dokularda oldugu gibi testiste de fizyolojik olarak
siiregelen bircok biyokimyasal reaksiyon gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlarin
sonucunda ortaya c¢ikan yan lriinler spermatozoaya zararli olabilir, hatta gelisim
doneminde spermatogenik seri hiicrelerini de etkileyebilmektedir. Dolayisiyla,
oksidatif stresi dengeleyen mekanizmalar bozulabilmektedir. Serbest radikallerin
olusumunu da kapsayan ¢esitli up-regiilasyon veya down-regiilasyon yolaklarini da

yonlendirebilen etkilerin var oldugu diisiiniilmektedir (88).

Spermatogenez saniyede 1000 adet sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve
aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siiregtir. Bu siire¢te meydana gelen hiicre
boliinmesi, germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyal oksijen tiikketimi
oldugunu gdostermektedir. Ayrica; testisteki zayif vaskiilarizasyon, dokuda oksijen
durumunun diisiik ve bu diisiik oksijen miktar1 i¢in olan rekabetin oldukca siddetli
olmasina neden olmaktadir. Testikiiler mikrogevredeki diisiik oksijen miktarina ek
olarak, fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin varligi
nedeniyle testis oksidatif strese karsi hassas hale gelmektedir. Dolayisiyla, hem
spermatogenez hem de Leydig hiicresi steroidogenezi oksidatif stresle hasar
gormektedir (89). Testis bu tehlikeyi Onlemek i¢in; hem enzimatik hem de

nonenzimatik 6gelerden olusan antioksidan sistemleri devreye sokmaktadir (90).

Bu antioksidan savunma sistemleri olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii peroksidatif
hasar; testikiiler torsiyon, diyabet ve ksenobiyotik maruziyeti gibi bircok durumda

bozuk testikiiler fonksiyonun tek 6nemli sebebiymis gibi kabul edilmektedir (91).

Testis; steroidogenez ve sperm iiretimini desteklemek amaci ile antioksidan
acidan korunmasina ragmen, bazi endojen ve ekzojen faktorler bu savunmay1 alt iist
edilebilmekte ve oksidan-antioksidan denge bozularak serbest radikaller olusmakta
ve oksidatif stres meydana gelmektedir. Ancak spermatogenezi destekleyen testis i¢i
mekanizmalarin zarar gérmesiyle bu serbest radikallerin miktar1 artmakta ve hiicre
membran yapisina agir hasarlar vermektedir. Bu hasarin basinda hiicre membrani
lipid peroksidasyonu gelmektedir. Son orbitallerinde eslenmemis elektron bulunan
bu serbest radikaller ortamdaki diger molekiiller ile kolayca elektron alisverisinde
bulunabilmektedirler. Bu sekilde olusan reaktif oksijen tiirleri membran lipid

peroksidasyonuna neden olmakta ve membran stabilizasyonunu ortadan
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kaldirmaktadir. Hiicre membranina hasar vererek, genetik materyali tehlikeye sokan
ve DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getiren serbest radikallerin hiicrede

miktarlarinin artmasiyla oksidan-antioksidan dengesi bozulmakta ve oksidatif stres

indiiklenmektedir (86,90).
2.4. Apoptozis

Normal hiicre siklusu biiyiime, farklilasma ve 6liim seklinde devam eden bir
siirectir. Yeni hiicreler sentez edilirken, varolan hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile
ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge korunmaktadir. Hiicre Oliimiiniin iki tipi
vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur (92). Her ikisinde de diizenli olarak birbirini

izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (93).

Programlanmis hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir.
Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmistir
(94). Kerr, fizyolojik olarak 6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlagmis kromatin
parcalarin1 gézlemlemis ve organellerin iyl korundugunu fark ederek bu olay1

blizlisme nekrozu olarak adlandirmustir.

Hiicre proliferasyonu nasil ki mitoz ile belirlenmekte ise belirli bir dokuda
olmasi gereken hiicre sayisi da apoptozis ile belirlenir (95). Apoptozis ve mitozis
dokuda siirekli bir denge halindedir. Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre intihari,

fizyolojik hiicre 6liimii apoptozis ile ayn1 anlamda kullanilan terimlerdir (95,96).

1980 yilinda Wyllie ve arkadaslar1 deneysel apoptozisi, glukokortikoidlere
maruz birakilan olgunlagmamis timus hiicrelerinde gerceklestirmistir. Apoptotik
hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin
kalmadigini, apoptotik hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA
bantlarinin olustugunu gostermistir (97). BoOylece apoptozisin genler tarafindan
diizenlenen bir hiicre oliimii oldugu ortaya c¢ikmistir. Apoptozis genetik olarak

kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile edilir (98).

Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢o6ziiniir, plasma
membran1 yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek inflamasyona neden
olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membram1 yirtilmaz. Apoptozisin

gerceklesebilmesi icin yiiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre i¢i ATP
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seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine yon verir. Bu da mitokondrinin
Onemini apoptozisin erken fazinda gostermektedir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve nekroz ile
Olecektir. Apoptozis, hiicre intihar seklidir ve hiicre kendi kendisini aktif olarak yok

eder. Bu olay niikleer biiziilme ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (99).
2.4.1. Apoptozis Mekanizmalari

Apoptozisin indiiklenmesinde {ii¢ prototip sinyal yolunun rol aldig1

bilinmektedir.
1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olugturulmasi
2. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile tetiklenme
3. Endoplazmik Retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

Apoptozisin baslamasinda ya da durmasinda ¢ok cesitli i¢ ve dis uyaranlar
etkili olmaktadir. Gelisme faktorleri, hormonlar ve sitokinlerin sinyalleri
olmadiginda hiicreler apoptoza giderler. Ayrica toksinler, iyonize radyasyon, reaktif
oksijen radikalleri, kimyasal ajanlar, yaglanma veya iskemi sonucu gelisen hasarlar

da hiicredeki apoptotik stireci aktive eder (100).
2.4.2. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Protoonkogenler normal hiicre biiylime ve gelismesini diizenleyen genlerdir.
Bu genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir. Onkogenler,
hiicrenin asir1 bliylime ve boliinmesi dogrultusunda uyarimi gergeklestirir. Hiicrenin
bliylime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise
adindan da anlasilacag1 iizere timor baskilayict genlerdir (101). Son yapilan
calismalar, bazi onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin programli hiicre 6limiinii
kontrol ettigini gostermektedir. Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler c-myc,
p-53 ve bcl-2 ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve iiretimini

sagladiklar1 proteinler de ayn1 adlarla anilmaktadir (102).

Proapoptotik proteinlere ise Bax, Bad ve Bid 6rnek olarak gdsterilebilir. Pro-
apoptotik iiyeler kendi icinde iki alt gruba ayrilirlar. Bu alt grublardan biri
yapilarinda her ii¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3) de igeren iiyelerden (6rn, Bax, Bak),
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digeri ise sadece BH3 bdlgesini igeren liyelerden (Bid, Bad, Bim) olusur. Anti-
apoptotik tiiyelerde ayrica BH4 bolgesi bulunur. Anti-apoptotik iiyelerin asiri
ekspresyonlarinin  apoptozisi baskiladigi oysa pro-apoptotik iiyelerin asiri
ekspresyonunun ise hiicreleri 6ldiirdiigii goriilmektedir. Anti-apoptotik bcl-2 ailesi
tiyelerinin en iyi bilinenleri: bcl-2, bcl-X1, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanlari ise:

bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid’dir (103).
2.4.3. Apoptozisin Goriildiigii Olaylar

Bazi organlarin biyolojik gelisimleri esnasinda apoptozise rastlamak
miimkiindiir. Ornek olarak, Muller ve Wolf kanallarmin involusyonu, kalp gibi bazi
i¢ organlarin limenlerinin olugmas1 gosterilebilir (95). Apoptozis ayrica her tiirlii
neoplastik olusumda; hem biiyiime hem gerileme doneminde goriilebilir (96). Hafif
siddette fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda da apoptozis goriiliir.
Ornek olarak hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif
travma, hafif hipoksi gosterilebilir (95). Bu anlamda apoptozis spesifik bir uyarana
maruz kalan hiicrenin, bu uyarima aktif olarak verdigi diizenleyici bir cevapti (104).
Apoptozisli hiicreler saglikli doku i¢inde dagilmis sekilde bulunur (98). Apoptozisin

goriildiigii baslica olaylar sunlardir:
Fizyolojik Olaylar:
a- Embriyogenez ve metamorfoz silirecinde programli hiicre yikimi (fetus

implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yasanan involusyon) (98).

b- Eriskinde hormona bagimli involusyon (menstruel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra

meme bezlerinin rejenerasyonu) (98).

c- Siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile

hiicre azaltilmasi (barsak kripta epitelleri) (96,98).

d- Immun hiicrelerin se¢imi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin
deplesyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan

kaldirilmasi1)(105).
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Patolojik Olaylar:

a-

Timorlerde hiicre oliimii (hem biiylime hem de regresyon asamasinda)
(105).

Hormonlara bagh dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat

atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (95,104).

Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik

atrofi (pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi) (106).

Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmun hastaliklar)

(105).

Cesitli etkenlerle olusan hiicre o6liimi (radyasyon, antikanser ilaglari,

hipertermi, hipoksi, travma) (106).

Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda apoptozis yoluyla hiicre 6liimiiniin

artmasi ya da azalmasinin kanser, otoimmun bozukluklar, viral infeksiyonlar,

norodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi

gosterilmistir. Bu hastaliklar: (93)

Apoptozisin Inhibisyonu ile Iliskili Hastaliklar

1- Kanser: Folikiiler lenfoma P53 mutasyonlart ile olusan karsinomlar,

Hormon bagimli tiimérler, Akciger kanseri, Prostat kanseri, Over kanseri

2- Otoimmun bozukluklar: Sistemik lupus eritamatozus, Immun iliskili

glomerulonefritler, Otoimmun diabet, Greft rejeksiyonu

3- Viral infeksiyonlar: Herpes viriis, Poliovirus, Adenovirus

Apoptozisin Aktivasyonu ile Tliskili Hastahiklar

1- AIDS

2- Norodejeneratif hastaliklar:  Alzheimer hastaligt Parkinson hastaligi,

Amyotrofik lateral skleroz, Retinitis pigmentoza, Serebellar dejenerasyon

3- Miyelodisplazik sendromlar: Aplastik anemi

4- Iskemik hasarlar: Myokard infarktiisii, Inme, Reperfiizyon hasari

5- Toksik nedenli karaciger hasar1
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2.4.4. Reaktif Oksijen Radikalleri ve Apopitoz

Apopitoz, reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem mitokondri hem
plazma membrani hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak da
baslatilabilir. Molekiiler seviyede, ROS, DNA’y1 direk etkiler ve apopitozu
indiiklemenin en etkili yontemlerinden biri oldugu bilinen intraselliiler kalsiyum
seviyelerini degistirir (107). Hidrojen peroksitin apopitozu tetiklemede intraselliiler
mekanizmasi tartisma konusudur. Bu molekiiliin kendisi reaktif olmayan bir yapiya
sahiptir; peroksidatif hiicresel toksik etkisinden, metal ile katalizlenen Fenton veya
Harber-Weiss reaksiyonu sonucu {iretilen oldukca reaktif hidroksil radikalinin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (108). Bununla birlikte, Kasahara ve arkadaslarinin
calismasinda ise, hidroksil radikalinin etkisizlestirilmesi i¢in dimetil siilfoksit veya
bir demir selatorii kullanilmis ancak etkin bir koruma gézlenmemistir (109). Bu da

apoptotik yolun peroksidatif hasarla bir baglantisinin olmadigin1 gosterir.
2.4.5. Apoptozis ve Testis

Apoptozis, spermatogenezde genellikle spermatositler ve spermatogonyada
programli hiicre 6liimiine yol agar. Germ hiicrelerindeki bu 6liim spermatozoanin
normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir (110). Kerr tarafindan yapilan bir ¢alismada
testiste devamli olarak spontan apoptozis gerceklestigi bildirilmistir (111). Testiste,
defektif germ hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde erkek germ
hiicrelerinin % 75'i apoptozise maruz kalir (112). Erken gelisimsel evrede baslayan
bu apopitotik hiicre eliminasyonu, olgunlagmakta olan germ hiicreleri ile Sertoli
hiicreleri arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak
tanimlanmistir (97,100). Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik
hastalarda, deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu
olgularda testislerde olusan programli hiicre Oliimlerinde artma bulunabilir
(113,114,). Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozisinin hormonal kontrol
altinda gerceklestigi bildirilmistir (114). Hipofizektomize immatiir ratlarda hem
germinal hem de somatik hiicrelerde masif apoptozis ortaya ¢iktig1 ve bu olgularda
FSH ya da hCG tedavileri ile bu yogun programlanmig hiicre oOliimiiniin
engellenebildigi gosterilmistir (113). Ayrica, gonadotropin ya da testosteron eksikligi

disinda maturasyon arresti ve hipospermatogeneze yol agan tiim klinik durumlarda
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da apoptozis goriilebilir (115). Obstriiktif azoospermide farkli sonuglar bildirilse de,
apoptozis ve seminal parametreler incelendiginde sperm konsantrasyonu ve motilite

bozuklugu olan infertil tiim olgularda artmis DNA fragmantasyonu saptanmistir

(116)

Insan calismalarinda da hipospermatogenez ve spermatid diizeyindeki
maturasyon arresti olan erkeklerde artmis apoptotik germ hiicreleri gosterilebilmekte
ancak sertoli cell only (SCO) olan hastalarda bu durum gézlenmemektedir (117).
Ayrica, normal hiicrelerde bulunmayan endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS),
apoptotik germ hiicrelerinde varlig bildirilmektedir (118). Bu gozlem, varikoseldeki
germ hiicre apoptozisinde nitrik oksit (NO) ve eNOS’in rolii olabilecegini

diistindiirmektedir.

Seminifer tiibiil epitelinin 1s1, radyasyon veya sogutma gibi faktorlere olan
sensitivitesi de germ hiicrelerinin programlanmig hiicre 6liimlerini artiran diger bir

faktordiir (119).
2.4.6. Varikoselde Apoptozis

Varikosele bagli infertilite olusumunda pek cok faktor tanimlansa da,
infertiliteye neden olan bu en Onemli patolojide doku hasart ve bozulmus
spermatogenezi ortaya ¢ikaracak net bir agiklama getirilememistir. Varikosel nedeni
ile incelenen hastalarin testislerinde olusan hasarda apoptozisin roliinii inceleyen bir
calismada, testis histopatolojik incelemesinde olgularin ticte birinde testikiiler
dokuda programli hiicre Sliimiinde anlamli oranda artis saptanmustir (120). Aymni
sekilde diger bir c¢alismada ise, deneysel olarak varikosel olusturulan erigkin tip
ratlarda testis kan akimindaki artisa paralel olarak testikiiler apoptoziste artma
bildirilmistir (8). Ote yandan, varikosele bagl infertilite gelisen hastalarda testikiiler
dokuda apoptoziste azalmanin bildirildigi literatiirdeki tek calisma Fujisawa ve
arkadaglarina aittir (121). Ancak, arastirmacilar bu azalmay1 agiklayacak mekanizma

tanimlayamamuslardir.

Varikoseldeki 1s1 artis1 ile apoptozis arasindaki iligski cesitli caligsmalarda
arastirilmistir. Lue ve arkadaslarinin ¢alismasinda varikoselin neden oldugu 1s1

artisinin, hiicreye ve evreye 6zgiil olarak apoptozise neden oldugu ileri siiriilmektedir
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(122). Seminifer tiibiil epitelinin 1s1 artisina ve sogutma gibi faktorlere olan
duyarlilig1 sonucu da germ hiicrelerinde apoptoziste degisiklik gozlenebilir (119).
Kriptorsidizm modelinde de benzer durumun goézlenmesi, 1s1 etkili medyatorleri
giindeme getirmistir. Bunlardan en bilineni “heat shock protein”ler (HSP70-2) olup,
sperm hiicreleri tlizerinde dagilim gostermekte ve 1s1 ile upregule olmaktadir (123).
Ancak, varikosel patofizyolojisinde “heat shock protein”lerin rolii heniiz

bilinmemektedir.

Apoptozisle ilgili son durum ise toksik ajanlardir. Toksik bir madde olan
metoksi etanol, etilen glikol eter ve bunlarin yan iiriinii 2-metoksiasetik asit gibi
toksik maddelerin hayvan deneylerinde apoptozise yol agarak spermatosit Sliimiine
neden oldugu bilinmektedir (124). Ayrica varikoselde toksik adrenal metabolitlerin
internal spermatik vene refliisii s6z konusudur. Buna ek olarak, varikoseli olan
erkeklerde oligospermi, sigara igcenlerde i¢cmeyenlere gore 10 kat daha fazla
goriilmektedir (125). Spermatogenezle ilgili bir diger toksik ajan olarak kadmiyum
suclanmaktadir. Ratlara kadmiyum klorid uygulanmasi DNA’da “merdiven paterni”
seklinde karakteristik apoptozise neden olmaktadir. Varikoseli olan erkeklerin testis
biyopsilerinde de, seminifer tiibiil basma apoptotik hiicre oranmiyla kadmiyum
birikimi arasinda korelasyon gosterilmistir (126). Bu hastalara varikoselektomi
uygulandiginda seminal parametrelerde iyilesme ve gebelik oranlarinin daha diisiik

cikmasi, varikosel patofizyolojisi icin kadmiyum toksisitesini giindeme getirebilir.

Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimiilanlarin varliginda
fizyolojik olmayan diizeyde apoptozis gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde

bozulma ve infertilite olusabilir (119).

2.5. Matriks Metalloproteinazlar (MMPs) ve Matriks Metalloproteinaz
Doku inhibitorleri (TIMP)

Ekstraseliiler yap1 iskeletini olusturmasinin yani sira biiyiime faktorleri gibi
biyolojik olarak aktif molekiillerin bir rezervuari olarak da rol oynayan ekstraseliiler
matriks (ECM), gelisme, doku olusumu ve tamiri sirasinda gereksinim duyulan
hiicresel ¢evreyi yaratmada onemli olan makromolekiillerden olusur (127). Bu yap1
hiicrelerin 6zel fonksiyonlar1 gerceklestirmesi i¢in kendilerini yonlendirecek hiicre

ici sinyalleme yollar1 ile direkt ya da indirekt olarak etkilesmesini saglar (128).
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Matriks ile hiicreler arasinda meydana gelen bu etkilesmeler organizmanin normal
gelisimi ve fonksiyonu i¢in kritik rol oynar. ECM sentez, parcalanma ve yeniden
yapilanma siireglerindeki  hiicre regiilasyonu, doniisiimii  gibi  etkilerini

metalloproteinazlar (MMPs) araciligi ile ortaya koyar (127).

MMPs ekstraselliiler matriksi parcalayan, nétral pH da aktif olan, multigenik
bir endopeptidaz ailesidir. Timii proenzim olarak fibroblastlar, osteoblastlar,
kondrositler, endotel hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller gibi cesitli bag dokusu
hiicrelerinden salgilanirlar. MMPs yara iyilesmesi, kemigin yeniden yapilanmasi,
uterus ve meme dokusu fizyolojik fonksiyonlari, ovulasyon, embriyogenezis,
embriyo implantasyonu, laktasyon gibi fizyolojik siireclerde yer aldigi gibi aym
zamanda artrit, timor hiicresinin invazyonu ve metastaz gibi patolojik siireglerde de
rol oynarlar. Kanserde ECM tiimor dokusunun biiylimesi ve timor hiicresinin
yayilimini 6nlemek igin primer bir bariyer olarak gdrev yapar. Malign tiimorler bu

bariyeri agsmak i¢in metalloproteinazlar1 kullanirlar (129).

MMP’ler, kemotaktik molekiiller, adezyon molekiilleri, proteinaz
inhibitorleri, hiicre-ylizey reseptorleri, kan pihtilasma faktorleri, olgunlagsmamis
biiylime faktorleri ve biiylime faktorlerine bagli proteinler gibi ¢ok ¢esitli proteinler

tizerine etkilidir (130).
Matriks metalloproteinaz ailesi asagidaki 6zelliklere sahiptir (129).
1. Ekstraselliiler matriksin en az bir komponentini par¢alayan proteinazlardir.
2. Zn iyonu igerirler ve bu nedenle selatlayici ajanlarla inhibe olabilirler.

3. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik aktivitelerini gostermeleri i¢in
aktive olmalar1 gereklidir. Invitro olarak organomerkiiriyel bilesenlerle aktive

olabilirler.

4. Metalloproteinazlara spesifik doku inhibitdrleri ile (Tissue inhibitors of

matrix metalloproteinases, TIMPs) inhibe olurlar.

5. Molekiiler klonlama yontemleri ile cesitli grup iyelerinin aminoasit

benzerlikleri oldugu gdsterilmistir.
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2.5.1. MMP’lerin Yapisi

Klonlanmis MMPslarin primer yapisi incelendiginde bu proteinlerin birkag

farkli bolge igerdigi goriliir (sekil-1).

Predomain: ilk bolge predomain olarak tanimlanan, molekiilii sekresyon i¢in
hedefleyen, ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent enzimde bulunmayan sinyal

peptid dizesidir. 80-90 aminoasit iceren aminoterminal propeptiddir.

2. Prodomain: Enzim aktive oldugunda c¢ikarilir ve yiiksek derecede
korunmus PRCGVPDV dizesi igerir. Prodomain yapisinda bulunan sistein
rezidiilerinin enzimin latent formunun korunmasinda rol oynadigina inanilir.

Prodomainin ¢ikarilmasi, inaktif proenzimin aktif forma doniismesini saglar.

3. Katalitik bolge: Katalitik bolge, histidin rezidiileri igeren, bakteriyel
metalloproteinazlardan termolizine analog olan ve fonksiyonel stabilitenin korunmasi

icin gerekli olan ¢inko iyonunu i¢eren bolgedir.
4. Prolinden zengin bolge: Katalitik bolge ve son bolge arasinda yer alir.

5. Hemopeksin benzeri bolge: Son kisimda hem baglayan molekiillere dizin
benzerligi nedeniyle, hemopeksin olarak adlandirilan bolge yer alir. Bu bolge N ve C
terminal kisimlar1 baglayan disiilfit bag1 igerir ve katalitik bolgeye 5-10 aminoasitlik
prolinden zengin bir bolge ile baglanir. Matrilysin (MMP7) disinda tiim
metalloproteinazlarda bulunur. Bu bolgenin fonksiyonu bilinmemekle birlikte
substrat spesifitesini saglama ya da plazminojen aktivator lirokinaz sistemine analog
olma Ozelligi ile hiicre yiizey reseptdr alanini tanima fonksiyonu gosterdigi ileri
stiriilmektedir. Substrata baglanma ve TIMPs ile etkilesime girmede fonksiyonel rolii
vardir (129).

Bu genel yapinin disinda; Gelatinase A ve B; katalitik bdlgelerinde
fibronektinin kollajen baglayan bolgesi ile iliskili olan ve diger matriks
metalloproteinaz enzimlerinde bulunmayan, sisteinden zengin jelatin baglayan bir

ekstra domain igerirler (131).
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Sekil 1. MMP’lerin molekiiler (131) ve sematik sekli
2.5.2. Metalloproteinazlarin Simiflandirilmasi

Matriks metalloproteinazlar hakkinda ilk bilgi Jerome Gross ve Charles

Lapiere tarafindan 1962 yilinda yayinlanmistir. MMP’lerin molekiil agirliklar1 19 -

92 kDa arasinda degismektedir (132). Giiniimiizde MMP ailesinin 25 {iyesi

saptanmistir. Substrat 6zgiilligi, dizilim benzerligi ve “domain” organizasyonuna

gore MMP’ler alt1 gruba ayrilabilir (127):

a) Kollajenazlar
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b) Tip IV kollajenaz (Jelatinaz= MMP-2 ve MMP-9)
¢) Stromelizinler

d) Matrilizinler

e) Membran tipi MMP’ler

f) Diger MMP’ler

Kollajenazlar

MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 (Xenopus) bu gruptadir. Bu
enzimlerin esas Ozelligi interstisyel kollajen I, II ve III’ti N-terminal ucuna 3/4
uzakliktaki 6zgiil bir bolgeden koparabilmesidir. Kollajenazlar ayn1 zamanda diger

baz1 ESM ve ESM dis1 molekiilleri de parcalayabilirler (127).
Jelatinazlar

Jelatinazlar, diger MMP’lerden farkli olarak katalizor bolge ile aktif bolgesi
arasinda jelatin baglayic1 bolge igeren enzim grubudur. Jelatinazlar, Tip IV, V, VII,
X, XI ve XIV kollajen, jelatin, elastin, proteoglikan kor proteinleri, myelin temel
proteini, fibronektin, fibrillin-1, TNF-a, Interlokin-1a Onciillerini yikma 6zelligine

sahiptirler. Bu grupta tip A ve tip B olmak iizere iki alt grup mevcuttur (127).
Jelatinaz A (MMP 2)

MMP-2 (jelatinaz A), 72 kDa olup keratinositler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri, kondrositler, osteoblastlar, monositler gibi pek cok degisik hiicre ve
transforme olmus degisik hiicreler tarafindan tretilir. MMP-2 ayni zamanda tip 1
kollajeni; MMP-9 ise asidik ortamda tip 1 kollajenin N-terminalini yikarak ECM’nin

“remodeling” olayinda 6nemli rol {istlenir (133).

MMP-2 geni, 16. kromozomun ql13-q21 boélgesi ilizerine yerlesmistir. Aktif
sekli, Tip IV, V, VII, X kollajeni, jelatini, elastini, fibronektini ve laminini parcalar
(129).

Jelatinaz B (MMP 9)

MMP-9 (Jelatinaz B), ilk olarak 1974 yilinda Sapota ve Dancemicz
tarafindan ilk olarak insan nétrofillerinden izole edilen nétral bir proteaz olarak

tanimlanmigtir. (Sekil 1). Jelatinaz B ve Tip IV kollajenaz olarak da bilinir, tip VI
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kollajen, proteoglikan ve laminleri parcalar. MMP-9, tiimor hiicresi, notrofil,
eozinofil, monosit, lenfosit ve alveolar makrofaj gibi inflamatuar hiicreler tarafindan
tiretilir. Siklikla TIMP-1 ile kompleks halde salgilanir. MMP-9 normal hiicrelere
gbre melonoma, akciger tiimorii, meme adenokarsinomasi, hepatoseliiler karsinoma

ve gliomalarda daha fazla salgilanir (129).

MMP-9, MMP ailesinin en biiylik iiyesidir. MMP-9 geni, kromozom
20q11.1-13.1°e yerlesmistir (134). Jelatin, tip I, III, IV ve V kollajen, elastin ve
fibronektinlere etki eder (129).

Elde edilen bulgular; MMP ekspresyonunu ve aktivasyonunu diizenleyen
olaylarin oksidatif stres, inflamasyon, yaralanma, hemodinamik ve vaskiiler
remodeling mekanizmalarma katildigi bilinmektedir (135). Ornegin NO ve
stiperoksitten dogal olarak olusan peroksinitritin latent MMP’leri aktive ettigi ve
TIMP-1’in yikimina neden oldugu bildirilmistir. Pro-MMP-9’un aktivasyonu; aktif
bolgesinin NO’ya maruz kalmasiyla veya proteolitik aktivasyonla meydana gelir

(136).

VSMC’den esas olarak MMP-2 eksprese edilir. NADPH oksidaz bagiml
ROS iiretimi MMP upregiilasyonunu siddetlendirir. MMP-2’nin upregiilasyonu basta
MMP-9 olmak tizere birgok MMP’nin diizeylerini dramatik olarak artirir. IL-1, 1L-4
ve TNF- a gibi inflamatuvar sitokinler VSMC’den diizenli bir sekilde basta MMP-1,
-3, ve 9 olmak tizere MMP’lerin bir ¢ogunun {iretimini uyarirlar. VSMC’in iizerine

MMP’lerin etkisi; temel membranin migrasyonuna ve proliferasyonuna neden olur

(137).

Endoteliyal hiicrelerde de esas olarak MMP-2 eksprese edilir ve ROS
tarafindan upregiilasyonu artirilir. VSMC’le benzer olarak endoteliyal hiicreler TNF-

a ve IL-1 o’a cevap olarak MMP-1, 3, 8 ve 9 upregiilasyonu goriiliir (137).
Stromelizinler

Stromelizin 1 (MMP-3) ve stromelizin 2 (MMP-10) benzer substrat
Ozgilliigline sahiptir. Ancak MMP-3’lin genelde MMP-10’dan daha yiiksek
proteolitik etkinligi vardir. MMP-3, ESM komponentlerini sindirmesinin yani sira
bircok proMMP’leri aktive eder ve kismen islenmis proMMP-1"in tam olarak aktif
MMP-1’¢ doniistliriilmesindeki rolii dnemlidir (130).
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Matrilizinler

Matrilizinler bir “hemopeksin domaini’nin olmamasi ile karakterizedir.
“Endometaz” olarak da adlandirilan matrilizin 1 (MMP-7) ve matrilizin 2 (MMP-26)
bu gruptadir. Birgok ESM komponentlerini pargalarlar. ESM komponentlerinin yani
sira MMP-7 pro-a-defensin, Fas-ligand, proTNF-a (pro-tumor necrosing factor-a;
protiimor nekroze edici faktér-a) ve E-kaderin gibi hiicre ylizey molekiillerini de

etkiler (127).
Membran Tipi Matriks Metalloproteinazlar

Alt1 adet membran tipi MMP (MT-MMP) vardir: dérdii (MMP-14, MMP-15,
MMP-16 ve MMP-24) tip I transmembran proteinlerdir, ikisi (MMP-17 ve MMP-25)
ise glikozilfosfatidilinozitol’e tutunan proteinlerdir. MT4-MMP disindakilerin timii
proMMP-2’yi aktive etme yetenegine sahiptir. Bu enzimler ayni zamanda bir¢ok
ESM molekiillerini sindirebilirler ve MT1-MMP tip I, 1I ve III kollajenler iizerine
kollajenolitik aktiviteye sahiptir. MT1-MMP anjiyogeneziste de onemli rol oynar
(138).

Diger matriks metalloproteinazlar

Yedi MMP yukarida sozii edilen gruplar igerisinde siniflandirilamamistir.
Metalloelastaz (MMP-12) esas olarak makrofajlarda bulunur ve makrofaj
migrasyonu i¢in 6nemlidir. Elastinin yani sira diger bir¢ok proteinleri de parcalar
(139). MMP-19 cDNA klonlama ile karacigerden ve T-hiicre kokenli bir otoantijen
(RASI) olarak romatoid artritli hastalardan (129,137) elde edilmistir. Amelogenin’i
sindiren enamelizin (MMP-20) primer olarak yeni olusmus dis minesinde bulunur.
Mine olusumundaki defekte bagli gelisen genetik bir bozukluk olan amelogenin
imperfekta, MMP-20’nin ayrilma noktasindaki mutasyonlara baghdir (140). MMP-
22 ilk olarak civciv fibroblastlarindan klonlanmistir ve insan homologu EST
dizilimlerine gore tayin edilmistir. Bu enzimin fonksiyonu bilinmemektedir
(127,135). “Cysteine array MMP” diye de adlandirilan MMP-23 esas olarak
reprodiiktif dokularda (iiretimle ilgili dokularda) bulunur. MMP ailesine en son
eklenen, esas olarak keratinositlerde bulunan epilizin ya da MMP-28dir. Saglam ve
hasarli derideki bulunus paterni MMP-28’in doku hemostazinda ve yara tamirinde

fonksiyonu olabilecegini diisiindiirmektedir (140).
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2.5.3. MMP Ekspresyonun Regiilasyonu

MMP’lerin ¢ogunun ekspresyonu normal yetiskin dokularinda diisiik diizeyde
bulunur. Bazi fizyolojik ve patolojik remodeling proceslerinde expresyonlari
upregiile olur. MMP fonksiyonlari, hem gen aktivasyonu hem de protein aktivasyonu
asamalarinda diizenlenir. MMP’lerin transkripsiyonel regiilasyonu, proksimal
promoter bolgelerinde yer alan AP-1 diizenleyici eleman ile saglanir. MMP gen
transkripsiyonu ekstraselliiler yerlesimli pek cok madde ile uyarilabilir: mesela
sitokinler (Interlokin 1-4), biiyime faktorleri (EGF, TGF-a, TGF-B1, TNF-a, basic
fibroblast growth faktor.), hiicre-hiicre etkilesimleri ve hiicre-matriks etkilesimleri
gibi. Bu aktivatorlerin reseptore baglanmasi ile an az 3 degisik siif mitojen aktive
edilmis kinazlar (MAP) tarafindan saglanan intraselliiler olaylar zinciri ile hiicresel
AP-1 transkripsiyon faktorii aktif hale gecirilir ve AP-1 cis elementine baglanarak
MMP geninin transkripsiyonunu saglar (141,142).

MMP gen expresyonu onkojenik hiicresel transformasyon, fiziksel stres,
kimyasal ajanlar (forbol esterleri ve ilaglar), sitokinler, biiyiime faktorlerini kapsayan
efektorler, tiimor promotdrleri, onkojen iriinleri ile upregiile edilir ve silipresyon

faktorleri ile (TGF-beta, retinoik asit, glukokortikoidler) ile down regiile edilir (143).

2.5.4. Matriks Metalloproteinaz-Araciikli Ayrisma ile Olusturulan
Biyolojik Aktiviteler

MMP’lerin  6nemli bir fonksiyonu doku rezorpsiyonunda ESM’nin
uzaklastirilmasidir. ESM ise basit bir ekstraseliiler yapi iskelesi degildir; ayni
zamanda bliylime faktorleri gibi biyolojik olarak aktif molekiillerin bir rezervuari
olarak rol oynar. Bazi ESM komponentlerinin proteolizis iizerinde gizli biyolojik
fonksiyonlart bulunabilir. Bu nedenle ESM komponentlerinin MMP’ler tarafindan
parcalanmasi hiicresel gevreyi ve fenotipleri degistirebilir (127,135). Ornegin; tip I
kollajenin kollajenaz tarafindan parcalanmasi osteoklast aktivasyonu, reepitelizasyon
sirasinda keratinosit migrasyonu ve dogum baslamadan Once amnion epitel
hiicrelerinin  apoptozisi ile birliktedir (144). Gorildigi gibi, MMP’lerin
fonksiyonlart basit bir yikim degil, son derece kompleks ve inceliklidir. MMP’lerin

substrat1 olan ve biyolojik aktiviteler sergileyen ESM dis1 proteinlerin de sayilarinin
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giderek arttig1 géz Oniine alindiginda MMP’lerin saglik ve hastalik durumlarindaki

rollerinin karmasiklig1 daha iyi anlasilacaktir.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda MMP’lerin ESM komponentleri
yaninda ESM dis1 molekiilleri de substrat olarak kullandigma ve biyolojik
aktivitelerini diizenledigine iliskin kanitlar elde edilmistir. Bunlar arasinda IGF-BP
(“insulin like growth factor-binding protein”; insiilin benzeri biiylime faktori
baglayict protein), proTGF-p (“pro-transforming growth factor-B”; pro-transforme
edici biliylime faktorii-B), gibi biiylime faktorii Onciileri ve baglayict proteinler;
proTNF-a (“pro-tumor necrosing factor-o”’; pro-timor nekroze edici faktor-a),
prolL-1 B (pro-interlokin-1 B) ve IL-2 (interlokin-2) gibi sitokinler, E-kaderin, p4-
integrin, sindekan-1, ICAM-1 (interseliiller adezyon molekiili-1), av integrin gibi
adezyon reseptorleri vardir. Bu yeni tanimlanan 6zellikler, MMP’lerin daha &nce
anlagildigindan ¢ok daha fazla fizyolojik ve patolojik olayla iligkili oldugunu
ongormektedir (145).

2.5.6. Endojen Matriks Metalloproteinaz Inhibitorleri

MMP’lerin proteolitik aktiviteleri hem non-spesifik (a-2 makroglobilin, a-1
antiproteaz gibi) hem de spesifik inhibitorler doku metalloproteinaz inhibitdrleri ile
engellenebilir (133). TIMP’lar, 6 disiilfit bag1 olusturan 12 sistin rezidiisii igerir ve
MMP’lerin ¢inko igeren katalitik bolgelerine baglanirlar. MMP’lerin TIMP’lar
tarafindan inhibisyonu, 1:1 sitokiyometride ve nonkovalent sekilde gerceklestirilir.
Su ana kadar tanimlanan 4 farkli grup TIMP mevcuttur (141). Dolasimdaki genel
proteaz inhibitorlerinden biri a-2 makroglobulindir. Bu yapi; enzimlere kovalent
olarak baglanarak onlarin yapisim1 degistirir, kollajenin ve diger matriks

makromolekiillerinin par¢calanmasina engel olur (144).

TIMP-1; 28,5 kDa agirlikta ve ilk olarak tavsan kemiginden elde edilen bir
glikoproteindir. Sonradan insan viicut sivilar1 ve dokularinda da oldugu anlasilmstir.
Biitiin aktive kollajenazlar1 inhibe edebilir. TIMP-1: Mt-1-MMP ve MMP-2
disindakileri inhibe eder. Fibroblast biiyiime faktorii, trombosit kaynakli biiyiime
faktori, forbol esterleri ve interlokin-1 gibi birgok uyaran TIMP-1’in
fibroblastlardaki ekspresyonunu artirir (146). TIMP-1, 92 kDa’luk jelatinaz
sinifindan olan pro-MMP-9’a baglanir. Bu ikili proMMP-9/TIMP-1 kompleksi biitiin
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aktif MMP’leri inhibe eder ve daha aktif stabil form olan ti¢li proMMP-9/TIMP-
1/MMP kompleksi olusur (144).

TIMP-2, ilk kez melanom hiicrelerinden izole edilen 21 kDa agirlikta non-
glikolize bir proteindir. TIMP-2, MMP-9 disindakileri inhibe eder. MMP-2’yi inhibe
eder ve fibroblast gibi bazi hiicrelerde pro-MMP-2 ile birlikte sekrete edilir. Ancak
alveolar makrofajlarda oldugu gibi tek basina da sekrete edilebilirler (146).

TIMP-3; MMP-1, 2, 3, 9 ve 13’ii inhibe eder (147).

TIMP-4: MMP-2, 7 ve 9’u inhibe eder. Son zamanlarda insan kalbinde
saptanan TIMP ailesinin son {iyesi TIMP-4’lin de tiimdr invazyon ve metastazini

inhibe ettigi gosterilmistir (146,147).

2.5.7. Metalloproteinazlarin  Doku  Inhibitérlerinin  Biyolojik

Fonksiyonlari

Metalloproteinaz inhibe edici aktivitelerinin yaninda TIMP’ler diger biyolojik
fonksiyonlara da sahiptirler. TIMP-1 ve TIMP-2’nin eritroid gii¢clendirici ve hiicre
bliylimesini artirict  aktiviteleri vardir (148,149). TIMP-1’in fibroblastlarin
nukleusunda bulundugu, meme karsinomu hiicrelerinin yilizeyine baglandigi ve
nukleusuna go¢ ettigi gosterilmistir (150). TIMP-1, TIMP-2 ve TIMP-3’lin asir1
salinimi tiimor biiylimesini inhibe eder (151). TIMP-2, bazal fibroblast biiylime
faktoriiniin sebep oldugu endotelyal hiicre gelisimini inhibe eder. Bu aktiviteler de
MMP inhibisyonundan ayridir ve mekanizmalar1 biiyiikk oranda agiklanmamistir

(127).

TIMP-3 muhtemelen TNF-a hiicre reseptorii 1, Fas ve TNF-a iliskili
apoptozisin stabilizasyonu ile proapoptotik aktiviteye sahiptir. Diger yandan TIMP-1
ve TIMP-2 ise antiapoptotik aktiviteye sahiptir (152).

MMP’lerin  6zgiil inhibitorlerinin  yapilarinin ~ gelecekte agiklanmasi
onemlidir. Bu inhibitdrler yalnizca MMP’lerin biyolojik rollerine 151k tutmak igin
degil, ayn1 zamanda dengesiz ESM pargalanmas: ile ilgili hastaliklar i¢in tedavi

girisimlerinin gelistirilmesi i¢in de yararlidir (127).
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2.6. Varikoselde Tam

Varikosele 6zgii bir klinik bulgu yoktur. Varikosel olan tarafta kasik agrisi ve
cekilme hissi olabilir. Bazen hasta skrotumda belirgin dilate venlerden dolay1 doktora
bagvurur. Genellikle infertilite nedeniyle doktora bagvurduklari zaman yapilan

muayene ve tetkikler esnasinda tespit edilir.

Varikoselin  tespitinde fizik muayenenin yanisira renkli doppler
ultrasonografi, radyoniiklid anjiografi, skrotal termografi, venografi kullanilabilir (5).
Varikosel tanisinda en degerli yontem venografidir. Ancak, invaziv bir tetkik oldugu
icin rutin olarak kullanilmamakla beraber tedavinin antegrad embolizasyon ile
yapildig1t merkezlerde ek olarak spermatik venografi ile de tani konabilir (13).
Varikosel tanisinda fizik muayenenin en gecerli yontem oldugu ve tani icin ek olarak
goriintiileme yontemi gerekmedigi ortak bir goriis halini almistir (5). Skrotal kesenin
kiigiik olmasi, testislerin skrotumun yukarisinda yerlesmis olmasi, kramesterik
hiperrefleksi, uygunsuz ortam ve uyumsuz hasta gibi fizik muayenenin giiglestigi

durumlarda renkli doppler ultrasonografi kullanilabilir.

Fizik muayene, oda 1sisinda ve hasta ayakta iken spermatik kord iki parmak
arasinda palpe edilerek yapilir. Dilatasyon palpe edilemediyse hastaya valsalva
manevrasi yaptiritlir (derin nefes aldirilir veya ikinmasi istenir) ve venlerde
dilatasyon olup olmadigina bakilir. Klinik varikosel, muayene bulgularina gore
derecelendirilmektedir. Bu derecelendirme 1970 yilinda Dubin ve Amelar tarafindan

yapilmis ve halen yaygin olarak kullanilmaktadir (153):

Derece (grade) I. Varikosel, sadece Valsalva manevrasi ile palpe

edilebilmektedir.

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

edilebilmektedir.

Derece (grade) III: Varikosel, dinlenme aninda ve normal solunumda gozle

goriilebilmektedir.

Varikosel muayenesi yapilan her hastada testis voliimleri kaydedilmelidir. Bu

islem bir orkidometre araciligiyla yapilabilecegi gibi uzunluk, genislik, kalinlik
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Olctilerek elips formiilii (uzunluk x genislik x kalinlik x 0,52 = voliim) ile de

hesaplanabilir (154).

Fizik muayenede tespit edilmemis, ancak radyolojik yoOntemlerle tani
konulmus varikosele subklinik varikosel denir. Subklinik varikoselin tedavi
edilmesinin sperm parametreleri ve gebelik oranlarina etkisi kesin olarak ispatlanmig
degildir. Bu sebeple, bugiinkii veriler subklinik varikoselin tedavi edilmesine gerek

olmadig1 yoniindedir (5).
2.7. Varikoselde Tedavi

Varikoselin tedavisindeki amag, testisin fonksiyonunu ve seminal
parametreleri iyilestirmek, testis fonksiyonlarinda (spermatogenez ve steroidogenez)
azalmay1 engellemek ve boylelikle gebelik oranini arttirmaktir. Ciftler cocuk sahibi
olmak istiyor ve erkek partnerde de varikosel mevcutsa, varikosel tedavisi i¢in su

kriterlerin bulunmasi gerekir (155);
1. Ciftlerin infertil olmasi,
2. Varikoselin palpabl olmasi,

3. Kadin partnerin fertilitesinin normal olmas1 veya tedavi edilebilecek bir

patoloji olmasi,

4. Erkek partnerin bir veya daha fazla anormal semen parametresinde

bozukluk olmasi (sperm say1, hareket veya morfolojisinde bozukluk olmast).

Addlesan varikoselin tedavi endikasyonu kesin ve rdlatif olmak tizere ikiye

ayrilir.

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

olmasidir.
Rolatif endikasyonlari ise:
1- Testis kivaminda yumugama,
2-Sperm parametrelerinde bozulma
3-Bilateral palpabl varikosel varligi

4-Semptomatik ileri derecede varikosel varligi
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5-GnRH stimiilasyonuna asir1 FSH-LH yanit1 olmasi (155)

Semptomatik varikoselde semen degerleri de normal sinirlardaysa, cerrahiden
once konservatif tedavi segenekleri denenmelidir. Bu amacgla analjezik,
antiinflamatuar, skrotal elevasyon gibi tedaviler verilmeli, bu tedavilere cevap
vermeyen olgularda cerrahi tedavi diistiniilmelidir. Ayrica agr1 nedeninin varikosele
bagl oldugu kesinlestirilmelidir. Skrotal ve inguinal agr1 yapabilecek diger sebepler

ekarte edilmelidir. Ancak bu sekilde tedaviden basar1 elde edilebilir (156).

Varikosel tedavisinde perkiitan embolizasyon, laparoskopik ve agik cerrahi
(yiksek inguinal, inguinal, subinguinal ve skrotal) yaklasimlari mevcuttur (5).
Varikosel tedavisinde amag, testikiiler arteri, lenf damarlarini, vas deferens ve
damarlarin1 koruyarak tiim internal ve eksternal spermatik ven dallarin1 baglamaktir.

Ameliyat sonrast testikiiler vendz drenaj, vas deferensin venlerinden olur.

ideale en yakin cerrahi yontemler diisiik ligasyon ydntemleri olan inguinal ve
subinguinal mikrocerrahi varikoselektomi, diger yontemlere nispeten daha basarili
sonuclar vermektedir. Her iki yontemde de eksternal spermatik ven
baglanabilmektedir. Subinguinal varikoselektomi daha distalde oldugu ic¢in daha
fazla ven baglanabilirken testikiiler arteri yaralama riski daha fazladir. Ancak
inguinal varikoselektomi daha az ven ligasyonu ve daha az arter yaralanmasi riski ile
on plana cikmaktadir. Mikrocerrahi yaklasim, postoperatif hidrosel olusumu ve
testikiiler atrofi veya azoospermi gibi komplikasyonlarda da azalmaya neden
olmaktadir. Bunun sebebi lenfatiklerin ve arterin daha kolay belirlenmesi ve

korunmasidir (156).

Varikosel tedavisinde en ideal yontem; varikosel niiksii, arter yaralanmasi,
postoperatif hidrosel olusumu gibi komplikasyonlari en az olan ve postoperatif sperm

parametrelerinde iyilesme ile gebelik oranlarinda en fazla artis saglayan yontemdir.
2.8. Varikoselin Medikal Tedavisi

Varikoselde “medikal tedavi” ile ilgili olarak literatiirde az sayida deneysel
calisma mevcuttur. Sofitikis ve arkadaslar1 cerrahi ve medikal tedaviyi kontrollii
olarak degerlendirdikleri sican deneysel varikosel modelinde HCG, kallikrein,

indometasin ve hidralazin medikal tedavi gruplarini olusturmuslardir. Calisma
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sonucunda cerrahi tedavi tiim medikal tedavi gruplarina gore iistiin bulunmustur.
Ayrica sperm sayisi, motilitesi, testis voliimii ve fertilite oranlar1 agisindan buna en
yakin sonuglarin HCG+kallikrein tedavisi alan grupta oldugunu bildirmisler ve
cerrahi sonrast beklenen yanitin olugsmadigi hastalarda bu sekilde planlanacak
eszamanli Sertoli ve Leydig hiicrelerinin uyarilmasinin fertilite iizerine olumlu

etkileri olacagini da ileri siirmiislerdir (157).

Son yillarda varikosel ve oksidatif strese yonelik deneysel varikosel modelleri
giindeme gelmistir. Cam ve arkadaslar1 deneysel verikosel modelinde her iki testiste
apoptosis ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisin1 gostermiglerdir ve vitamin E’nin
koruyucu rolii tizerinde durmuslardir (158). Onur ve arkadaslar testiste proapoptotik
bax protein artigini, antioxidan enzim aktivitesinde azalmayi ve malondialdehit
diizeylerindeki artis1 ortaya koyarken bir antioksidan olan melatoninin bu

mekanizmalar {izerine olan diizeltici etkisini gostermislerdir (80).

2.9. Saflastirnlmis Mikronize Flavonoid Fraksiyonu (MPFF) [Daflon®
500mg]

Flavonoidler giliniimiizde kronik vendz yetmezlik ana baghig altinda, bacak
varisi, hemoroid ve lenfédemde damar koruyucu ajan olarak medikal tedavide etkin
bir sekilde kullanilmaktadir ve etkilerini baslica 16kosit-endotel arasindaki
inflamatuar progesi diizenleyerek gostermektedir. Boylece varikéz venlerdeki
mikrosirkiilasyonu diizenleyerek kapiller permeabiliteyi azaltmakta ve ©Odemi
diizelterek semptomlarin iyilesmesini saglamaktadir (159). Ayrica bu ilaglar anti-
inflamatuar, antioksidan 6zellik, immiinomodiilasyon, antialerjik aktivite, antiviral
etkisi, antiproliferatif aktivite ve antikanser aktivite gibi ortak biyolojik
fonksiyonlara sahiptir (160). Ek olarak, flavonoidler ilag metabolize enzim
aktivitelerini, ksantin oksidaz ve hiicresel protein fosforilasyonunu etkileyebilir
(161,162,163). Flavonoidler genellikle fosfolipaz A2, siklooksijenaz ve lipoksigenaz
gibi enzimlerin aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir (164,165,166). Bu
farmakolojik etkileri sayesinde, flavonoidler perivaskiiler 6dem ve iltihabi hastalik
alanlarinda, 6zellikle de tedavi uygulamalarinda genis bir yer tutmaktadir (167). Bu

ilaglar etken maddelerine gore baslica asagidaki gibi siniflandirilirlar (159)
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1-Dogal olanlar
*Benzopironlar
- a- Benzopironlar=Kumarinler
- v- Benzopironlar= Flavonoidler (Diosmin, Hesperedin, Oxerutinler)
*Saponozidler
*Diger(Ginkgo biloba, Ergo deriveleri, vb.)
2-Sentetik olanlar (Kalsiyum dobesilat, Adenozin fosfat, vs.)

Diosmin g¢esitli bitkisel kaynaklardan izole edilebilen veya hesperidinden
tiiretilmis dogal bir flavonoid glikozittir. Diosmin ilk kez 1925 yilinda “Scrophularia
nodosa”dan izole edilmistir ve 1969 yilinda ilk terapotik ajan olarak kullanilmistir.
Diosmin kronik vendz yetmezlik, hemoroid, lenfédem ve varis tedavisinde kullanilan
bir damar-koruyucu ajan olarak kabul edilir. Bir flavonoid olan diosmin, anti-

inflamatuar, serbest radikal temizleyici ve antimutajenik 6zellikler de gosterir.

Diosmin  (3’,5,7-trihydroxy-4’-methoxyflavone  7-rutinoside,  Sekil-2)-
merkezinde karbon halkasindaki iki karbon atomlari arasinda bir ¢ift bagin varhigi ile
hesperidinden (3’,5,7-trihydroxy-4’-methoxyflavanone rhamnoglucoside, Sekil-2)
molekiiler olarak ayrilir. Hesperidinin kabugu ayrildiktan sonra diosmine doniistir.
Diosmin flebotonik ve damar-koruyucu bir ajan olarak 30 yili askin siiredir
kullanilmasimnin ardindan son zamanlarda kanser, premenstriiel sendrom, kolit,

diyabet gibi diger tedavi edici amaglar i¢in arastirilmaya baglanmistir (168).
2.9.1. Biyokimyasi

Flavonoidler aynm1 temel kimyasal yapiy1 paylasan genis bir bitki pigmentler
grubudur; yani hidroksil (OH) grubu ile bagh ii¢ halkali molekiildiir. Diosmin
(CosH3,05) diger glikozitler gibi dogal olarak olusur ve ii¢ halkali flavonoid yapisina

bagli bir seker molekiilii mevcuttur (168).
2.9.2. Etki Mekanizmalari

Hesperidin Diosminin’in aktivitesini arttirarak vendz tonusun normal halde

tutulmasi dahil, artmis lenfatik drenaj, kan viskozitesi iizerine olumlu etkileriyle
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mikrosirkiilasyonun korunmasi, inflamatuar reaksiyonlarin inhibisyonu, azalmis
kapiller gecirgenlik gibi etki mekanizmalarina sahiptir (169-172). Diosmin dahil baz1
flavonoidler, 10kosit aktivasyonu, migrasyonu ve adezyon inhibitorleri olan
prostaglandin E2 (PGE,) ve tromboksan A2 (TXA;)’in gii¢lii ihibitorleridir. Diosmin
endotelyal adezyon molekiillerinin plazma diizeylerinde ve nétrofil aktivasyonunda
anlamli bir azalmaya neden olarak mikrosirkiilasyon hasarina karsi koruma saglar

(173,174).

OH

Rhamnoglucosyl —— O 0]
OCH3z

(1) Diosmin

Rhamnoglucosyl

(2) Hesperidin

Sekil 2. 1-diosmin ve 2-hesperidinin kimyasal yapilari (168)
2.9.3. Klinik Endikasyonlari

Varikoz Venler ve Kronik Venoéz Yetmezlik

Kronik vendz yetmezlik, agri, bacakta agirlik, siskinlik hissi ve kramplar ile
karakterizedir ve varikdz venlerler ile iligkilidir. Diosmin- hesperidin klinikte alt
ekstremite vendz yetmezligi ve hemoroid gibi vendz sistem hastaliklarinda kullanilan
bir ilactir. Vendz tonusu arttirici, kapiller rezistanst ve kapiller permeabiliteyi
diizenleyici ve lenfatik drenaji arttirici etkileri bilinmektedir. Bunun yani sira serbest
radikal tutucu ve 16kosit adheransini azaltict etkileri oldugunu belirten ¢alismalarda

mevcuttur (175).
Hemoridler

Birkac biiyiik klinik ¢alisma diosminin-hesperidenin, hemoroidin akut ve

kronik semptomlarin tedavisinde etkili oldugu gostermistir (176).
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Lenfodem

Diosmin, lenfatik akim ve lenf onkotik basing artis1 saglayarak lenfatik sistem
tizerine etki eder (177,178). Pecking ve arkadaslari meme kanseri operasyonu sonrasi
meydana gelen {ist ekstremite lenfodeminde, diosmin-hesperidinin etkilerini
arastirdiklar1 bir calismada diosmin hesperidinin lenfodemdeki lenf akis hizim
arttirarak, intralenfatik basinci anlamli olarak azalttig1 ve aym1 zamanda interstisyel
stvinin kapillerlere geri doniistinti arttirdigl, boylece lenfédem tedavisini olumlu

etkiledigini gostermisglerdi (177).

Ayrica kanser, staz dermatiti, yara iyilesmesi, premenstriiel sendrom
mastodynia, dermatofibrosklerozis, viral enfeksiyonlar ve kolit i¢in diosmin-

hesperidin kullanimi aragtirilmistir (168).
2.9.4. Etkilesimi

Farmakokinetik arastirmalar, diosminin bagirsak florasi tarafindan hizla
aglycone formuna doniistliriildiigiinii gostermistir. Diosmetin emildikten sonra 26-43
saatlik bir plazma yarilanma 6mrii ile hizla viicuda dagilir. Diosmetin fenolik asitler
veya glisin-konjuge tiirevlerine indirgenir ve idrar yoluyla elimine edilir. Absorbe

edilmeyen diosmin veya diosmetin diskiyla atilir (179,180).

Hayvan caligmalarinda, % 90-diosmin ve % 10-hesperidin igeren flavonoid
karisimimin LD50’si 3g/kg fazladir. Ek olarak, hayvan ¢alismalarinda 13 ve 26 hafta
boyunca tekrarlanan oral uygulamadan sonra, terapotik dozun 35 kat1 uygulanmasi
sonucu subakut, akut ya da kronik toksisite goriilmemistir. Diosminin mutajenik
aktivite, embriyo toksisitesi ve iireme fonksiyonlar1 iizerinde anlamli bir yan etkisi
olmadig1 kabul edilmektedir. Transplasental gd¢ ve anne siitiine gecisi en az

diizeydedir (181).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Bu caligma icin, Siileymen Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay alinarak Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvam Uretimi
ve Deneysel Arastirma Laboratuvarinda (SDU-HUDAL) gerceklestirildi. Calisma
SDU-HUDAL’dan temin edilen 66 adet adolesan donemdeki (ortalama 6 haftalik)
Spraque-Dawley tipi erkek sicanlar iizerinde gergeklestirildi. Ratlarin agirliklar 172-
252 gr arasinda degismekte olup ortalama agirliklar1 217 gramdi. Hayvanlar sabit
sicaklik ve nem oraninda 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olan standart laboratuvar
ortaminda barindirildilar. Barimma siiresince deney hayvanlar1 standart beslenme,
barinma ve bakim kosullarina tabi tutuldular ve deney hayvanlarina standart disi

kisitlama uygulanmadi.
3.2. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Ratlar toplam 7 gruba ayrildilar. Cerrahi sirasinda mikro cerrahi setler
kullanildi.

Pilot calisma icin 6 adet rat kullanildi.

Grup 1: Kontrol grubu. Herhangi bir isleme tabi tutulmadi ve 8 hafta sonra

sakrifiye edildi (7 rat).

Grup 2: Sham grubu. Sol renal ven etrafi doniildii ancak ligasyon yapilmadan

birakildi ve 8 hafta sonra sakrifiye edildi (9 rat).

Grup 3: Varikosel olusturulan grup. Anestezi sonrasi sol renal ven parsiyel

ligasyonu ile sol varikosel olusturuldu ve 8 hafta sonra sakrifiye edildi (9 rat).

Grup 4: Varikosel olusturuldu ve 4 hafta sonra varikoselektomi uygulanip

takiben MPFF 4 hafta boyunca verildi (9 rat).

Grup 5: Varikosel olusturuldu ve olusturulduktan hemen sonra 8 hafta

boyunca MPFF verildi (12 rat).

Grup 6: Varikosel olusturuldu ve 4 hafta sonra MPFF 4 hafta boyunca verildi
(10 rat).
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Grup 7: Varikosel olusturuldu ve 4 hafta sonra varikoselektomi yapildi (10

rat).
3.3. Cerrahi islem

Deneysel sol varikosel olusturulacak ve sham operasyonu uygulanacak
ratlarin timii islemden 18 saat Oncesinden baslayarak sadece su i¢melerine izin
verilerek ac¢ birakildi. Ratlar antisepsi kurallarina uyulup, viicut 1silar1 korunarak
laboratuvar sartlarinda operasyona alindi. Standart anestezi uygulamasi olarak
intraperitonal % 5 ketamin hiokloriir (50-100 mg/kg) verildi. Tiim ratlar sirt istii
yatirildi ve batin orta hat ¢izgisi her iki yanda 1’er cm’lik alan tras edilerek tiiylerden
arindirildi. Cerrahi alan agiga cikarildiktan sonra % 10 Povidone lodine ile uygun
saha temizligi yapilip yalmizca cerrahi alan acikta kalacak sekilde batin steril

ortiilerle kapatildi.

Varikosel modeli: Steril cerrahi aletlerle karin 6n yiliziine 2 cm’lik bir
insizyon uygulandi. Linea alba {izerinden cilt, cilt alti, karin 6n duvar1 ve periton
gecilerek batin igerisine ulasildi. Barsaklar mediyale devrilerek sol renal ven, vena
kava ve sol spematik ven lizerindeki yag ve bag dokular1 diseke edilerek uygun
goriintli sagland1 ve sol renal ven serbestlestirildi. Varikosel modeli olusturulacak
gruplardaki ratlarda vena kavaya yakin renal venin etrafi bir ince uglu klemp yardimi
ile doniildiikten sonra 4/0 ipek gecildi. Takiben 20 G anjiyoket (0,85 mm) renal ven
lizerine paralel olacak sekilde yerlestirildi ve sol internal spematik venin renal vene
girdigi yerin proksimalinden 4/0 ipek siitiir ile renal ven anjioketi saracak sekilde
daraltildi. Daha sonra anjioket geri ¢ekilerek renal vende % 50 oraninda daralma

gbzlendi.

Sham modeli: Steril cerrahi aletlerle karin 6n yiiziine 2 cm’lik bir insizyon
uygulandi. Linea alba iizerinden cilt, cilt alti, karin 6n duvar1 ve periton gegilerek
batin igerisine ulasildi. Barsaklar mediyale devrilerek sol renal ven, vena kava ve sol
spematik ven {izerindeki yag ve bag dokular1 diseke edilerek uygun goriintii saglandi
ve sol renal ven serbestlestirildi. Vena kavaya yakin renal venin etrafi bir ince uglu
klemp yardimu ile doniildiikten sonra 4/0 ipek gegildi ancak baglanmadan (daraltma
islemi yapilmadan) islem sonlandirildi. Daha sonra 3/0 katgiit ve 3/0 ipek siitiirler ile

batin 2 tabaka halinde kapatildi.
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Varikoselektomi Modeli: Eski abdominal orta hat insizyon yerinden yeni bir
insizyon yapilarak batina girildi. Bu gruptaki hayvanlarda sol spermatik ven dilate ve
tortliydz olarak izlendi. Daha sonra sol spermatik ven renal venle birlesmeden 6nce
serbestlestirilerek 4/0 ipek siitiir ile baglandi ve yiiksek ligasyon yontemi ile
varikoselektomi yapildi. Islem sonras1 3/0 katgiit ve 3/0 ipek siitiirler ile batin 2

tabaka halinde kapatildi.
3.4. MPFF Uygulamasi ve Periyotlar

Caligsma gruplarinin siireleri planlanirken, daha 6nceden literatiirde siganlar
tizerinde yapilmis olan varikosel ¢aligmalar1 da dikkate alindi. Buna gore varikoselin
testis ve vaskiiler yapilar {lizerindeki etkilerinin en optimal goézlenebildigi siire 4.
haftadan sonra, 12. haftadan 6nce olarak bildirilmekteydi (6,7). Ancak, varikosel
olusturulan ratlarda yapilan farkli ¢alismalarda genellikle uygulanan deney siiresi 30
giindiir (7,28,54). Ayn1 sekilde varikoselektominin olasi etkisinin ger¢eklesmesi i¢in

varikoselektomi operasyonu yapildiktan sonra 4 hafta kadar beklendi.

Literatlirde MPFF nin testikiiler ven patolojilerinde kullanimi ile ilgili bir
calismaya rastlanmadi. Ancak MPFF ile yapilan diger ¢esitli calismalarda, ilacin
olasi etkinligini ortaya koyabilmek icin beklenen siire 20 giin ile 6 ay arasinda

degismektedir ve ortalama 1-2 ay kadar stirmektedir (182,183).

Calismamizda grup-4,6’ya ratlar i¢in kullanilan feeding tiip ile gavaj
yapilarak MPFF [Daflon® 500mg, Micronised Purified Flavonoid Fraction (MPFF)
(Les Laboratoires Servier, France)] (300 mg/kg/glin viicut agirligi, 900 ppm diosmin,
100 ppm hesperidin) koruyucu dozda 4 hafta uygulandi.

Grup-5’e ise 8 hafta uyguland1 (183).

Varikoselektomi operasyonlarinin ardindan varikoselektominin etkisinin
gergeklesmesi i¢in 4 hafta daha beklendikten sonra intraperitoneal ketamin anestezisi
altinda tiim hayvanlara sag-sol orsiektomi uygulandi. (Grup 3 ve grup 5’den birer
hayvanda testikiiler atrofi gelistigi icin, grup 2 ve grup 4’den birer hayvan kanama
nedeni ile kaybedildigi icin, grup 1’den 2 hayvan deney asamasinda herhangi bir
islem yapilmamasina ragmen kaybedildigi i¢in bu ratlar calisma dis1 birakildi). Daha

sonra sakrifikasyon igslemi i¢in torakotomi yapilarak diafram ve perikardiyum kesildi.
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Intrakardiyak yiiksek doz ketamin enjeksiyonu yapilarak asistol saglandi ve

sakrifikasyon islemi tamamlanda.

Cikarilan testis dokular1 hassas tarti (AND® GR-200, Japon) ile Olgiilerek
enine ikiye bolindii. Yarisi 151k mikroskobik inceleme i¢in % 10’luk Formol
soliisyonu igine alinarak takip edildi. Ayrica, diger yaris1 biyokimyasal analiz i¢in

fosfat tampon i¢inde 2 ml’lik ependorflarla -80°C’ye konuldu.
3.5. Testikiiler Mikrovaskiiler Kan Akim Ol¢iimii

Testikiiler mikrovaskiiler kan akim Ol¢timleri PeriFlux System 5000 Laser
Doppler Blood Perfusion Monitoring and tcpO2/tcpCO2 (Perimed, Stockholm,

Sweden) marka cihaz ile olgiildii (Resim-1)

Resim 1. PeriFlux System 5000 Laser Doppler Blood Perfusion Monitoring and
tcpO2/tcpCO2 (184)

PeriFlux System 5000 diisiik giicte lazer 15181 fiber optik prob ile dokuya
iletilir ve donen 151k, dokudaki kan hiicrelerinin goéreceli say1 ve hizin1 kan akimi
olarak hesaplayarak verir. Lazer doppler, cilt dokusunu degerlendirme ve ¢ogu diger
organ i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Teknigin yakin zamanda hipoksi ve
iskemi ile iliskili doku bozukluklarmin tani ve tedavisinde 6nemi artirmistir ve bazi

hastaliklarda degerli bilgi saglamaktadir (184):
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-Periferik damar hastaliginin tan1 ve tedavisinde
-Diyabet tedavisinde

-Amputasyon seviyesinin tespitinde

-Tedavinin izleminde

-Plastik cerrahide (Flep degerlendirmede)

-Yanik tedavisi
3.5.1. Mikrosirkiilasyon

Mikrosirkiilasyon, arteriyoller, veniiller, santlar ve kapiller gibi dolagim
sisteminin en kiiglik damarlarindaki kan akimidir. Mikrosirkiilasyon biitiin dokularda

ve kornea hari¢ organlarda bulunmaktadir. Baslica gorevleri sunlardir (184):
-Kan hiicreleri ve dokulara oksijen gibi madde tasinimi (besleyici akis)
-Kan basincinin diizenlenmesinde

-Is1 diizenleyicisi (cilt) gibi davranir
3.5.2. Laser Doppler Teorisi

Lazer doppler, kapiller (besin akis1), arteriyoller, veniiller ve sant damarlari
dahil toplam lokal mikrosirkiilatuvar kan akimini 6lger. Teknik bir fiber optik prob
ile taginan laser 151k demetinin emiisyonuna dayanmaktadir (Sekil-3). Isik daha sonra
dagilarak kismen calisilan doku tarafindan emilir. Isik, hareketli kan hiicrelerine
isabet edince dalga boyu (doppler kaymasi) degisirken, statik nesnelere isabet edince
degismez. Dalga boyundaki bu degisikligin biiyiikligii ve frekans dagilimi dogrudan
kan hiicrelerinin say1r ve hizi ile ilgilidir. Isigin geri dondiigi fiber tarafindan

toparlanan bilgi, elektronik sinyale dontistiiriiliir ve analiz edilir.
Olgiim derinligi, kapiller yatagin yapist ve yogunlugu, pigmentasyon,
oksijenasyon gibi doku Ozelliklerine baglidir. Ayrica, lazer 1s18inin dalga boyu ve

lazer doppler probundaki gonderici ve alici fiberler arsindaki mesafeye de baglidir.
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Gegerli bir lazer doppler cihazi mutlak perfiizyon degerleri (ml/min/100 gr
doku gibi) saglayabilir. Olgiimler istege bagli Perfiizyon Birim (PU) olarak ifade
edilebilir (184).

LDPM

Transmitting fiber Receiving fiber

Sekil 3. PeriFlux System 5000 Lazer Doppler probunun ¢aligma prensibi (184)

Testikiiler doku kan akimi Olgiimii, sakrifikasyon isleminden Once testis
skrotumdan abdomene dogurtularak testis yilizeyinde kan damarlarinin en az
bulundugu farkli 2 bolgeden (medial ve lateral) stabil sinyal degerleri elde edildikten
sonra Olgiilen degerlerin ortalamasi alindi. Biitiin gruplarda 6l¢iim yapilan testis

alanlarinin ayni1 olmasina dikkat edildi.
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3.6. Histopatolojik Inceleme
3.6.1. Fiksasyon ve Doku Takip Asamalar

Dokular tamponlanmis %10’luk nétral formaldehit (Merck) icine alindi.
Fikse olmalar1 i¢in 24-48 saat beklendikten sonra doku takip islemine baslandi.
Oncelikle bir gece boyunca akarsuda yikama yapildi. Fiksatiften arindirilan dokular
ylkselen derecelerdeki alkollerden (Merck) gecirilerek dehidrate edildi. Daha sonra
seffaflasmalar1 i¢in ksilol (Merck) igerisinde bekletildi. Gomme islemi igin 65 °C’lik
etlivde, 1:1 oraninda ksilol-parafin ve parafin icerisinde bekletildikten sonra parafin

bloklara gomiildii. Takip sirasinda kullanilan kimyasallar ve siireleri su sekildedir:

Kullanilan kimyasal Siire

(Cesme suyunda yikama 1 gece
% 50’lik etil alkol 2 saat
% 70’lik etil alkol 1 saat
% 80’lik etil alkol 1 saat
% 90’11k etil alkol 1 saat
% 96’11k etil alkol 1 saat
% 100’liik etil alkol 1 saat
% 100’liik etil alkol 1 saat
Ksilol 1-10 dk
Ksilol-Parafin 1-10 dk
Parafin 3 saat

Elde edilen parafin bloklardan Leica marka kizakli mikrotomda 4-5 um
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler rutin histolojik incelemeler i¢in normal lamlara,
immiinohistokimyasal incelemeler icin Poly-L-lysine kapli lamlara (Thermo
Scientific) alindi. Iimmiinohistokimyasal boyamada kolaylik olmasi agisindan her lam
tizerine ardisik 4-5 kesit diismesine 6zen gosterildi. Rutin histolojik incelemeler i¢in

dokular Hematoksilen-Eosin boyalar1 ile boyandi.
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3.6.2. immﬁnohistokimyasal Calisma Protokolii:

Immiinohistokimya icin lizinli lamlara alinan dokular deparafinizasyon igin
etlivde 15-60 dk 1sitildiktan sonra ksilol ve dereceli alkollerden gegirilerek hidrate
edildi. Endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in metanolde ¢oziinmiis % 3’liikk
H,0, (Merck) soliisyonunda bekletilen dokular PBS’de (Fosfat tamponlu salin)
(Sigma) yikandi. Ardindan Sitrat tamponuna (Thermo Scientific) alinan dokular 1s1
aracili epitop acgiga ¢ikarma islemi i¢in mikrodalga firinda iki kez 1sitilip sogutuldu

ve yine PBS’de yikand.

Kullanilacak  kimyasallarin ~ birbirine karigsmasi ve fazla kimyasal
kullanilmasmin engellenmesi i¢in bu asamadan itibaren lamlarin iizerindeki doku
orneklerinin ¢evresi hidrofobik PAP pen kalem ile ¢izildi ve boyama siiresinde bu
islem gerektikge tekrarlandi. Nonspesifik antikor baglanmasini engellemek icin Ultra
V Block (Thermo Scientific) soliisyonu damlatilan dokular PBS-Tween 20 (Thermo

Scientific) soliisyonunda yikandi.

Bloklamanin ardindan inkiibasyon kabina alinan lamlar {izerinde yer alan
ardigik kesitlere Rabbit Aktif Kaspaz-3 (Santa Cruz, sc-13847)  antikorlar
damlatildi. Lam iizerindeki son kesite primer antikor damlatilmayarak negatif kontrol
olarak degerlendirildi. Ornekler antikorlar ile +4°C’de bir gece inkiibe edildi. Buraya

kadarki agamalar asagida 6zetlenmistir:

Kullanilan kimyasal Siire
Ksilol-1 -2 10dk
Ksilol-2 - 10dk
% 100’lLik Etil Alkol - 5dk
% 100’lik Etil Alkol - 5dk
% 90’11k Etil Alkol - 5dk
% 80’lik Etil Alkol - 5dk
% 70’lik Etil Alkol - 5dk

Distile Su - 5dk



% 3’lik H202

PBS’de yikama

Sitrat tamponunda mikrodalga firinda
Oda 1s1s1inda sogutma

Sitrat tamponunda mikrodalga firinda
Oda 1s1sinda sogutma

PBS’te yikama

Ultra V Block

PBS-Tween 20

Primer antikor (+4°C’de)
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-2 5-10dk

- 5dkx 3 kez
2> 1,5-2dk
> 20 dk

> 1dk

- 20 dk

- 5dkx 3 kez
2> 5-10dk

- 5dkx 3 kez

- 1 gece

Boyama isleminin geri kalanina Santa Cruz firmasinin Rabbit i¢in

hazirlanmis ABC Staining Kiti kullanilarak devam edildi. Firmanin talimatlarina

gore hazirlanan soliisyonlar asagidaki sirayla kesitlere uygulandi:

Kullanilan kimyasal Siire

PBS’de yikama - 5dkx 3 kez

Biyotinli sekonder antikor = 30 dk

PBS’de yikama -2 5dkx 3 kez
AB enzyme reagent - 30dk
PBS’te yikama - 5dkx 3 kez
Peroksidaz substrat 2> 2-8dk
Distile suda yikama -2 5dkx 3 kez
Hematoksilen (Mayer) - 20sn-1dk
Distile suda yikama - 5dkx 3 kez
% 70’1ik Etil Alkol - 5dk

% 80’lik Etil Alkol - 5dk

% 90’1ik Etil Alkol - 5dk
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% 100’lik Etil Alkol - 5dk
Ksilol-1 - 10dk
Ksilol-2 -2 10dk
Kapatma

Entellan kullanilarak lamel ile kapatilan dokular kuruduktan sonra 11k

mikroskobunda inceleme icin saklandi.
3.6.3. Johnsen Skorlamasi

Her hayvanin sag ve sol testisinden alinan enine kesitinde, 20 adet yuvarlak
tiibliler enine kesit, seminiferdz epitelin kalitesi acisindan degerlendirildi. Asagida
goriildiigli gibi, spermatojenik hiicre tiplerinin varligina veya yokluguna gore 1-10

arasi skor veren Johnsen metodu kullanildi (185).
1- Tiibiil kesitinde hig hiicre yoktur.
2- Germ hiicresi yoktur, sadece Sertoli hiicresi bulunur.
3- Sadece germ hiicreleri, spermatogonya mevcuttur.

4- Sadece birkag spermatosit (5’den az) goriiliir, spermatid ya da spermatozoa

yoktur.

5- Tiibiiliin genelinde rastgele diizenlenmis immatiir spermatidler gozlenir,

her birinin soluk kromatinli yuvarlak niikleusu vardir, piknotik cisimler yoktur.

6- Soluk kromatinleri ve oval baslar1 ile orta-faz spermatidler gézlenir, 151nsal

bir diizenlenme s6z konusudur, piknotik cisim yoktur.

7- 10’dan daha az spermatozoa gozlenir, hiicrelerin ¢ogunlugu matiir
spermatidlerdir ve daha az yogun niikleer boyanma gostererek perifere yerlesmistir,

piknotik cisimler yoktur.

8- Yogun niikleer boyanma ve kanca bas yapisi gozlenen 10’dan fazla
immatiir spermatozoa vardir ve tiibiil igine perifer olarak yerlesmistir, piknotik

cisimler yoktur.
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9- 10 JS ile benzer kriterler gozlenir ancak germinal epitelyum birkag

yerinden yarilmis olabilir ve daginik liimen yapis1 gozlenmektedir.

10- Tam matiir spermatogenez gozlenir (tiibiil liimeni icersinde yogun niikleer
kromatini bulunan, matiir ve kanca seklini almig spermatozoa), piknotik cisimler

mevcuttur.
3.6.4. Apoptotik Indekslerin Hesaplanmasi

Apoptotik hiicre sayim islemi, kesit iizerinde x400’liikk biiyiiltmede, her
testiste, seminifer tiibiildeki pozitif isaretlenmis germ hiicreleri sayilarak yapildi.
Apoptotik germ hiicresi sayilari, kesit bagina diisen toplam seminifer tiibiil sayisina
boliinerek apoptotik indeksler olusturuldu. Johnsen skorlar1 ve apoptotik indeksleri
cikartilan kesitler, x400 biiyililtmede Olympus BX50 mikroskoba bagli fotograf

atagsmani ile fotograflandi.
3.7. Biyokimya Protokolii

Ependorflarda -80°C’de saklanan dokular -20°C’ye alindi ve daha sonra
tartildi. Agirliklarina uygun oranlarda hazirlanan fosfat tamponu (pH 7.4) ile 10 kat
dilue edildi. Janke & Kunkel Ultraturrax T-25 (Almanya) marka doku parcalayici ile
ve daha sonra UW-2070 Bandeun Electronic (Almanya) marka sonikator ile sonike
edilerek homojenizasyonu tamamlandi. Doku 6rnegi, Eppendorf 5415-R (Almanya)
marka sogutmali santrifiij ile 4000 devir/dk, 15 dk. santrifiij edildi ve siipernatani

alinarak ependorf tiiplere aktarildi.

LPO irlinlerinden olan MDA; Draper ve Hadley’in tiyobarbitiirik asit

reaktivitesi metodu kullanarak 6l¢iildii.

MMP-2 Cusabio Biotech marka (Amerika) ticari kit ile Elisa yontemiyle
calisild.

MMP-9 Cusabio Biotech marka (Amerika) ticari kit ile Elisa yontemiyle
calisildi.

TIMP-1 RayBio marka (Amerika) ticari kit ile Elisa yontemiyle ¢alisildi.
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3.8. istatistiksel inceleme

[statistiksel analiz icin SPSS 15.0 for Windows (Statistical Programme for
Social Sciences) paket programi kullanildi. Verilerin analizinde deskriptif analizler
uygulandi. Varyans analizi yapilirken Kruskal — Wallis testi uygulandi. Coklu
karsilastirilmalarda ve 6l¢im ortalamalarinin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U

testi yapildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Testis Voliimleri

8 haftalik wvarikosel modeli siliresi sonunda; tiim gruplardaki deney
hayvanlarinin sag ve sol testis 6rnekleri alinarak hassas tarti (AND® GR-200, Japon)
ile tartilmistir. Gruplarin her iki testis ortalama agirliklar1 (gr) Tablo-1’de

gosterilmistir.

Tablo 1. Gruplarin her iki testis ortalama agirliklar1 (gr) ve kontrol grubu ile

karsilastirilmasi
Sag Testis ‘P Sol Testis ‘P
GRUPLAR Agirhgi (g) | DEGERI | Agirhig (g) | DEGERI
1-KONTROL GRUBU 1,47+0,13 1,49+0,11
2-SHAM GRUBU 1,48+0,10 0,671 1,45+0,11 0,366
3-VARIKOSEL GRUBU 1,31+0,7 0,015 1,12+0,10 0,001

4-VARIKOSEL

+VX+MPFFGRUBU 1,47+0,11 0,916 1,4340,11 0,314

5-VARIKOSEL+8 HF

MPFF GRUBU 1,41+0,12 0,499 1,43+0,14 0,422

6-VARIKOSEL+4 HF

MPFF GRUBU 1,33+0,07 0,035 1,24+0,06 0,001

7-VARIKOSEL+VX

GRUBU 1,40+0,07 0,328 1,42+0,09 0,107

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05
Sol testis i¢in grup I’in ortalama testis agirhigr (1,49+0,11) ile grup 2’in
(1,45+0,105) arasinda anlamli istatistiksel farklilik yoktu (p=0,366).

Grup-3’in ortalama testis agirligi (1,12+0,10) idi ve diger gruplardan
istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiikti (p<0,05).

Grup-4,5,7’nin ortalama testis agirliklart ile grup-1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05).

Grup-6’nin ortalama testis agirligi (1,24+0,06) idi ve grup-I’den istatistiksel
olarak anlaml sekilde diisiiktii (P=0,001).
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Grup-6’nin ortalama testis agirligi, grup-3’e en yakin deger olmasina ragmen

istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (P=0,003).

Sag testis i¢in grup I’in ortalama testis agirligi (1,47+0,13) ile grup 2’nin
ortalama testis agirlig1 (1,48+0,10) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu
(p=0,671).

Grup-3’iin ortalama testis agirh@ (1,31+0,7) idi ve grup-I’den istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiiktii (P=,015).

Grup-4,5,7’nin ortalama testis agirligi ile grup-I arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik yoktu ( p>0,05).

Grup-6’nin ortalama testis agirligi (1,3340,07) idi ve grup-I’den istatistiksel
olarak anlaml sekilde disiiktii (P=0,035). Grup-3 ile aralarinda anlamli farklilik

yoktu (P=0,567).

Grup-3’lin ortalama sag testis agirligr diger gruplardan istatistiksel olarak

anlaml sekilde diisiikti (p<0,05).

Tablo 2. Gruplarin her iki testis agirliklarinin varikosel grubu ile karsilastirilmasi

Sag Testis ‘P’ Sol Testis ‘P’
GRUPLAR Agirhg (g) | DEGERI | Agirhg (g) | DEGERI
1-KONTROL GRUBU 1,47+0,13 0,015 1,49+0,11 0,001
2-SHAM GRUBU 1,48+0,10 0,002 1,45+0,11 0,000

4-VARIKOSEL+VX+MPFF

GRUBU 1,47+0,11 0,009 1,43+0,11 0,000

5-VARIKOSEL+8 HF MPFF

GRUBU 1,41+0,12 0,046 1,43+0,14 0,000

6-VARIKOSEL+4 HF MPFF

GRUBU 1,33+0,07 0,567 1,24+0,06 0,003

7-VARIKOSEL+VX

GRUBU 1,40+0,07 0,024 1,42+0,09 0,000

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05
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Tum gruplarda sag ve sol testis
agirhgi(kg) degerlerinin karsilastiriimasi

M sag

Testis Agirlhig (gr)

sol

grup-1  grup-2  grup-3  grup-4  grup-5 grup-6  grup-7

Gruplar

Sekil 4. Gruplarin her iki testis agirhiginin(gr) karsilastirilmasi
4.2. Testikiiler Mikrovaskiiler Kan Akim Olciimleri

Sakrifikasyon asamasinda PeriFlux System 5000 Laser Doppler Blood
Perfusion Monitoring and tcpO2/tcpCO2 (Perimed, Stockholm, Sweden) marka
cihaz ile her iki testiste doku diizeyinde mikrovaskiiler kan akim olgtimleri yapildi.
Degerlendirme sonrasi kontrol (grup 1), sham (grup-2), varikosel olusturulan ve
(grup 3), varikosel olusturularak 4 hafta sonra varikoselektomi uygulanan ve takiben
4 hafta boyunca MPFF verilen (grup 4), varikosel olusturulduktan hemen sonra 8
hafta boyunca MPFF verilen (grup 5), varikosel olusturularak 4 hafta sonra MPFF
verilen (grup 6), varikosel olusturularak 4 hafta sonra varikoselektomi uygulanan
(grup 7)’deki ratlarin her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan

akim 6l¢lim degerleri tabloda-3 goriilmektedir.
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Tablo 3. Her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan akim

Olciim degerleri ve kontrol grubu ile karsilagtirilmasi

Sag Testis ‘P Sol Testis ‘P’

GRUPLAR kan akim | DEGERIi | kan akim | DEGERI
1-KONTROL GRUBU 945,03 92,85+6,2
2-SHAM GRUBU 92,44+2.69 0,490 93,44+3.28 0,915
3-VARIKOSEL
GRUBU 119,66+6,44 0,001 120,77+6,05 0,001
4-VARIKOSEL+VX+
MPEF GRUBU 94,66:+3,84 0,710 94,77+4,57 0,488
5-VARIKOSEL+8 HF
MPFF GRUBU 95,50+6,12 0,582 96,25+5,52 0,253
6-VARIKOSEL+4 HF
MPFF GRUBU 103,50+5,46 0,007 1044,29 0,002
7-VARIKOSEL+VX
GRUBU 94,60+5,08 0,844 95,20+4,15 0,432

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05

Gruplar arasinda sol testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan
akim o6l¢iim degerleri incelendiginde grup 1,2,4,5,7 arasinda istatistiksel olarak

aralarinda anlaml farklilik yoktu ( p>0,05).

Grup 3’1in sol testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan akim
Olciim degerleri diger tiim gruplardan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti
(p<0,05).

Grup 6’nin sol testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan akim
Olcim degeri grup 1’den istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (P=0,002) ve
grup 3’den ise istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiiktii (P=0,000).

Grup 7’nin sol testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan akim
Olctim degeri ile grup 4’iin sol MKA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik yoktu (p=0,869).

Grup 6’nin sol MKA diizeyi grup 5’den istatistiksel olarak yiiksek saptandi
(P=0,003).

Yapilan aragtirmalarda her iki testisin kan akimlarinin arasinda fark olmadigi

tespit edilmesine ragmen bu calismada karsi taraf testisin ortalama mikrovaskiiler
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kan akim Ol¢limleri de yapildi. Sag testisin doku ortalama mikrovaskiiler kan akim
Olctim degerleri biitlin gruplarda, sol testis ortalama mikrovaskiiler kan akim 6l¢iim

degerleri ile yaklasik olarak ayni tespit edildi.

Tablo 4. Her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan akim

Olciim degerlerinin varikosel grubu ile karsilastiriimasi

CP,
Sag Testis ~ni | Sol Testis ‘P’
GRUPLAR kan akimi DEGERI kan akim | DEGERI
1-KONTROL GRUBU 944+5,03 0,000 92,85+6,2 0,000
2-SHAM GRUBU 92,44+2.69 0,000 93,44+3,28 0,000

4-VARIKOSEL+VX+
MPFF GRUBU

5-VARIKOSEL+8 HF
MPFF GRUBU

6-VARIKOSEL+4 HF
MPFF GRUBU

7-VARIKOSEL+VX
GRUBU
P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05

94,66+3,84 0,000 94,77+4,57 0,000

95,50+6,12 0,000 96,25+5,52 0,000

103,50+5,46 0,000 104+4,29 0,000

94,60+5,08 0,000 95,20+4,15 0,000

Her iki testikiiler doku mikrovaskiiler
kan akimi él¢iim degerleri (PU)

M sag
sol

grupl grup2 grup3 grup4 grup5 grup6 grup?7

140 -

[

N

o
I

100

MBF (ml/min/100 gr
doku)(PU)
[0
o

N B O
o O O O
I I I

Gruplar

Sekil 5. Her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan akim 6lgiim
degerleri (PU)
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Her iki testikiiler doku mikrovaskiiler
kan akimi dlgiim degerleri (PU)

200+ o
c L a 100+ e gy
u.'E [ |
S=825 0~ W sag
5 EI3 8rup lgryp 2
grup 3 grup 4 grup 5 - sol
8rup 6 gryp 7

Gruplar

Sekil 6. Her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama mikrovaskiiler kan akim 6l¢tim
degerleri

4.3. Doku MDA Diizeyleri

Tabloda-2’de kontrol (grup 1), sham (grup-2), varikosel olusturulan ve (grup
3), varikosel olusturularak 4 hafta sonra varikoselektomi uygulanan ve takiben 4
hafta boyunca MPFF verilen (grup 4), varikosel olusturulduktan hemen sonra 8 hafta
boyunca MPFF verilen (grup 5), varikosel olusturularak 4 hafta sonra MPFF verilen
(grup 6), varikosel olusturularak 4 hafta sonra varikoselektomi uygulanan (grup
7)’deki ratlarin her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama MDA degerleri

goriilmektedir.
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Tablo 5. Gruplarin her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama MDA degerleri ve

kontrol grubu ile karsilagtirilmasi

Sag Testis Doku p> Sol Testis Doku p?
GRUPLAR MDA Duzeyl. DECERI MDA Duzeyl. DECERI
(nmol/mgprotein) (nmol/mgprotein)
1-KONTROL GRUBU 0,429+0,044 0,365+0,056
2-SHAM GRUBU 0,376+0,038 0,025 0,424+0,067 0,125
3-VARIKOSEL
GRUBU 0,699+0,091 0,002 0,780+0,115 0,001
4-VARIKOSEL+VX
+MPFF GRUBU 0,415+0,069 0,556 0,401+0,028 0,325
5-VARIKOSEL+8 HF
MPFF GRUBU 0,476+0,049 0,075 0,441+0,039 0,01
6-VARIKOSEL+4 HF
MPFF GRUBU 0,564+0,027 0,001 0,604+0,030 0,001
7-VARIKOSEL+VX
GRUBU 0,443+0,032 0,556 0,463+0,040 0,01

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05

Gruplar arasinda sol testis doku MDA diizeyleri incelendiginde grup 1 ile

grup 2 arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik yoktu ( p>0,05).

Grup 7’nin sol testis doku MDA diizeyi ile grup 1 ve grup 2 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu ( p>0,05).

Grup 4’1in sol testis doku MDA diizeyi grup 1’den istatistiksel olarak anlaml
sekilde yiiksekti (p<0,05) ama grup 2 ile aralarinda istatistiksel olarak anlamh
farklilik yoktu (p>0,05).

Grup 3’iin sol testis doku MDA diizeyi diger tiim gruplardan istatistiksel
olarak anlaml sekilde yiiksekti (p<0,05)

Grup 6’nin sol testis doku MDA diizeyi grup 1,2,4,5,7 den istatistiksel olarak
anlaml sekilde yiiksekti (p<0,05) ve grup 3’den ise istatistiksel olarak anlamli
sekilde disiiktii (P<0,05).

Grup 7’nin sol testis doku MDA diizeyi grup 4 ile karsilagtirildigi zaman
istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksekti (p=0,012).
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Grup 7’nin sol testis doku MDA diizeyi grup 1 ile karsilagtirildigi zaman
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p=0,01) ama grup 2 ile aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p>0,05).

Bu calismada ipsilateral testikiiler doku incelenmesine parelel olarak karsi

testiste de doku diizeyindeki lipit peroksidasyonunun derecesi incelendi.

Gruplar arasinda sag testis doku MDA diizeyleri incelendiginde grup 1,4,5,7

arasinda istatistiksel olarak aralarinda anlamh farklilik yoktu ( p>0,05).

Grup 2’nin sag testis doku MDA diizeyi grup 1’den istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksekti (p=0,025).

Grup 3’iin sag doku MDA diizeyi diger tiim gruplardan istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksekti (p<0,05).

Grup 6’nin sag testis doku MDA diizeyi grup 5’den istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksekti (p=0,000).

Ayrica varikosel modeli olusturulan grupta sag ve sol testikiiler doku MDA

diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu ( p=0,310).

Tablo 6. Gruplarin her iki testikiiler doku diizeyindeki ortalama MDA degerlerinin

varikosel grubu ile karsilagtirilmasi

Sag Testis Doku ‘P Sol Testis Doku P
GRUPLAR MDA Diizeyi |DEGERI MDA Diizeyi ORI
. . DEGERI
(nmol/mgprotein) (nmol/mgprotein)

1-KONTROL GRUBU 0,429+0,044 0,002 0,365+0,056 0,001
2-SHAM GRUBU 0,376+0,038 0,001 0,424+0,067 0,001
4-VARIKOSEL+VX+
MPFF GRUBU 0,415+0,069 0,001 0,401+0,028 0,001
5-VARIKOSEL+8 HF
MPFF GRUBU 0,476+0,049 0,000 0,441+0,039 0,000
6-VARIKOSEL+4 HF
MPFF GRUBU 0,564+0,027 0,005 0,604+0,030 0,006
7-VARIKOSEL+VX
GRUBU 0,443+0,032 0,001 0,463+0,040 0,002

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05
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Her iki testiste doku MDA diizeyleri
karsilastirmasi (nmol/mg prot.)

— M sag
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Doku MDA Diizeyi

(nmol/mgprotein)
o o
N
—

o
|

Gruplar

Sekil 7. Her iki testiste MDA diizeylerinin karsilastirilmasi (nmol/mg protein)
4.4. Johnsen Skorlarinin Degerlendirilmesi

Her hayvanin sol testisinden alinan enine kesitinde, 20 adet yuvarlak tiibiiler
enine kesit seminiferdz epitelin kalitesi acisindan degerlendirildi. Degerlendirme
sonrasi kontrol (grup 1), sham (grup-2), varikosel olusturulan ve (grup 3), varikosel
olusturularak 4 hafta sonra varikoselektomi uygulanan ve takiben 4 hafta boyunca
MPFF verilen (grup 4), varikosel olusturulduktan hemen sonra 8 hafta boyunca
MPFF verilen (grup 5), varikosel olusturularak 4 hafta sonra MPFF verilen (grup 6),
varikosel olusturularak 4 hafta sonra varikoselektomi uygulanan (grup 7)’deki

ratlarin her iki testikiiler ortalama Johnsen Skorlar1 tablo-7°de verilmistir.



60

Tablo 7. Her iki testisde gruplarin Johnsen skorlarinin ortalamalar1 ve kontrol grubu

ile karsilagtirilmast

Sag Testis Sol Testis
Ortalama ‘P Ortalama ‘P’
GRUPLAR Johnsen |DEGERi| Johnsen |DEGERI
Skoru Skoru

1-KONTROL GRUBU 9,75 + 0,05 9,68 + 0,09
2-SHAM GRUBU 9,66 + 0,13 0,128 9,72 +0,08 0,389
3-VARIKOSEL GRUBU 8,76 £ 0,21 0,001 7,48 £ 0,28 0,001
4-VARIKOSEL+VX+MPFF
GRUBU 9,60+ 0,18 0,057 9,56+ 0,10 0,037
5-VARIKOSEL+8 HF MPFF
GRUBU 9,5+0,12 0,001 9,32 +0,11 0,000
6-VARIKOSEL+4 HF MPFF
GRUBU 9,28 + 0,21 0,001 8,80 + 0,24 0,001
7-VARIKOSEL+VX
GRUBU 9,63 + 0,14 0,067 9,51 +0,13 0,021

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05
Gruplarin sol testis ortalama Johnsen skorlar1 karsilagtirildiginda grup 1 ile
grup 2 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi ( p>0,05).

Grup 3,4,5,6 ve 7’nin sol testis ortalama Johnsen skorlar1 grup 1’den

istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiktii (p<0,05).

Grup 3’iin sol testis ortalama Johnsen skoru diger tiim gruplardan istatistiksel

olarak anlamli sekilde diisiiktii (p<0,05).

Grup 5’nin sol testis ortalama Johnsen skoru grup 6’dan istatistiksel olarak

anlamli sekilde ytiksekti (p<0,05).

Grup 7’nin sol testis ortalama Johnsen skoru grup grup 4 ile karsilastirildig

zaman istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi ( p>0,05).

Gruplarin sag testis ortalama Johnsen skorlar1 karsilastirildiginda grup 1 ile

grup 2,4,7 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi ( p>0,05).

Grup 3,5,6’nin sag testis ortalama Johnsen skorlar1 grup 1’den istatistiksel

olarak anlamli sekilde diisiiktii (p<0,05).
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Grup 3’iin sag testis ortalama Johnsen skoru diger tiim gruplardan istatistiksel

olarak anlaml sekilde diisiiktii (p<0,05).

Grup 5’nin sag testis ortalama Johnsen skoru grup 6’dan istatistiksel olarak

anlamli sekilde ytiksekti (p<0,05).

Grup 7’nin sag testis ortalama Johnsen skoru grup grup 4 ile karsilastirildig

zaman istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).

Ayrica varikosel modeli olusturulan grubda sag ve sol testis ortalama Johnsen

skorlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi ve sol testis Johnsen

skorunda saga gore daha fazla diisme saptandi (p=0,008).

Tablo 8. Her iki testisde gruplarin Johnsen skoru ortalamalarinin varikosel grubu ile

kargilagtirilmasi

Sag Testis Sol Testis

Ortalama ‘p° Ortalama ‘p°

GRUPLAR Johnsen |DEGERi| Johnsen |DEGERI
Skoru Skoru

1-KONTROL GRUBU 9,75 +£ 0,05 0,000 9,68 + 0,09 0,000
2-SHAM GRUBU 9,66 +0,13 0,000 9,72 +0,08 0,000
4-VARIKOSEL+VX-+MPFF
GRUBU 9,60+0,18 0,000 9,56 +0,10 0,000
5-VARIKOSEL+8 HF MPFF
GRUBU 9,5+0,12 0,000 9,32 +0,11 0,000
6-VARIKOSEL+4 HF MPFF
GRUBU 9,28 £0,21 0,001 8,80+ 0,24 0,000
7-VARIKOSEL+VX 9,63+ 0,14 0,000 9,51 +0,13 0,000

GRUBU
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Resim 2. Kontrol grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiiller normal gériiniimde.

Boyama Hematoksilen-Eosin (H-E), Biiylitme 200X.

Resim 3. SHAM grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiillerde normale goriiniimde

(H-E, 200X).
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Resim 4. 3. grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiil yapis1 hasar gérmiis durumda.
Tiibiillerin gogunda organizasyon bozuklugu (ince ok), bazi tiibiillerde de spermatid (kalin
ok) ve spermatozoa (yildiz) bulunmadigi gozlendi. (H-E, 200X).

Resim 5. 3. grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiillerde hasar goriinmekte. Sagdaki
tiibiilde liimenine atilan spermatositler (yildiz) goriilityor (H-E, 400X).
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Resim 6. 3. grubuna ait sag testis kesiti. Seminifer tiibiillerde hasar ve yer yer liimene atilmis
spermatositler (yildiz) goriilityor (H-E, 200X).

Resim 7. 4. gruba ait sol testis kesiti. Tiibiiller kontrol grubuna benzer olarak gézlendi
(H-E, 200X).
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Resim 8. 5. gruba ait sol testis kesiti. Tiibiillerde minimal hasar ve yer yer tiibiil
organizasyonunda degisimler olmakla birlikte kontrol grubundan belirgin bir farklilik
gozlenmedi (H-E, 200X).

Resim 9. 6. grubuna ait sol testis kesiti. Seminifer tiibiillerde orta seviyede hasar
goriinmektedir. Tiibiil organizasyonunda yer yer diizensizlik mevcut (H-E, 200X).
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Resim 10. 7. gruba ait sol testis kesiti. Tiibiillerde minimal hasar ve yer yer tiibiil
organizasyonunda degisimler (yildiz) olmakla birlikte kontrol grubundan belirgin bir
farklilik gézlenmedi (H-E, 200X).

4.5. Apoptozisin Degerlendirilmesi

Alinan doku ornekleri, Caspase 3 Poliklonal Antikoru ile isaretlenerek
degerlendirildi. Degerlendirme sonrasi gruplarin ortalama apoptotik indeksleri tablo-

12’de verilmistir.



67

Tablo 9. Her iki testiste gruplarin apoptotik indeks ortalamalar1 ve kontrol grubu ile

kargilagtirilmasi
Sag Testis Sol Testis
Apoptotik ‘P Apoptotik ‘P
GRUPLAR Indeks DEGERI Indeks DEGERI
Ortalamasi Ortalamasi
1-KONTROL
GRUBU 0,154+ 0,012 0,172 £0,011
2-SHAM GRUBU 0,167 +0,014 0,128 0,143 + 0,021 0,018
3-VARIKOSEL
GRUBU 0,398 £ 0,015 0,003 0,491 + 0,019 0,003
4-VARIKOSEL+VX
+MPFF GRUBU 0,164 + 0,008 0,199 0,184+ 0,011 0,116
5-VARIKOSEL+8 HF
MPFF GRUBU 0,174 + 0,024 0,034 0,212 £0,015 0,002
6-VARIKOSEL+4 HF
MPFF GRUBU 0,316 + 0,030 0,003 0,478 £0,018 0,003
7-VARIKOSEL+VX 0,193 + 0,011 0,003 0,195+ 0,019 0,038

GRUBU

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05

Gruplarin sol testis ortalama apoptotik indeksleri karsilastirildiginda grup 1’in

ortalama apoptotik indeksi grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmis

bulundu (p<0,05).

Grup 5,6 ve 7’nin sol testis ortalama apoptotik indeksi, grup 1’den

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek saptandi (p<0,05).

Grup 3’iin sol testis ortalama apoptotik indeksi, grup 6 hari¢ tiim gruplardan

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05).

Grup 4’lin sol testis ortalama apoptotik indeksi ile grup 1’in arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).

Grup 5’nin sol testis ortalama apoptotik indeksi grup 6’dan istatistiksel olarak

anlaml sekilde diisiik saptandi1 (p<0,05).

Grup 7’nin sol testis ortalama apoptotik indeksi grup 4 ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi ( p>0,05).
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Gruplarin sag testis ortalama apoptotik indeksleri karsilastirildiginda grup 1

ile grup 2,4 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi ( p>0,05).
Grup 3,5,6,7’nin sag testis ortalama apoptotik indeksleri grup 1’den
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek saptandi (p<0,05).

Grup 3’iin sag testis ortalama apoptotik indeksi diger tiim gruplardan

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek saptandi (p<0,05).

Grup 5’nin sag testis ortalama apoptotik indeksi grup 6’dan istatistiksel

olarak anlamli sekilde diisiik saptandi (p<0,05).

Grup 7’nin sag testis ortalama apoptotik indeksi grup 4 ile karsilagtirildigi

zaman istatistiksel olarak anlamli sekilde diistik saptandi ( p<0,05).

Ayrica varikosel modeli olusturulan grupta sag ve sol testis ortalama
apoptotik indeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi ve sol

testis apoptotik indeksinde saga gore daha fazla artma oldugu tespit edildi (p=0,043).

Tablo 10. Her iki testiste gruplarin apoptotik indeks ortalamalarinin varikosel grubu

ile karsilagtirilmast

Sag Testis Sol Testis
GRUPLAR A?Egzﬁtslk DE(I})ERI Ali)r?gggk DECI})ERI
Ortalamasi Ortalamasi
1-KONTROL GRUBU 0,154+£0,012 | 0,003 0,172 £0,011 0,003
2-SHAM GRUBU 0,167 +£0,014 | 0,003 0,143 £ 0,021 0,002

4-VARIKOSEL+VX+MPFF

GRUBU 0,164 +£0,008 | 0,003 | 0,184+0,011 | 0,002

5-VARIKOSEL+8 HF

MPFF GRUBU 0,174+0,024 | 0,001 | 0,212+0,015 | 0,001

6-VARIKOSEL+4 HF

MPEF GRUBU 0,316+ 0,030 | 0,003 | 0,478+0,018 | 0,225

7-VARIKOSEL+VX

GRUBU 0,193+ 0,011 | 0,002 | 0,195+0,019 | 0,002

P=Mann Whitney U, anlamli deger p<0.05
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Resim 11. Kontrol grubuna ait antikor eklenmemis (negatif kontrol) sol testis kesiti (Zit
boyama Hematoksilen, Biiylitme 200X).

Resim 12. 3. gruba ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandig1 hiicreler
(oklar) goriilityor. (Z1t boyama Hematoksilen, Biiyiitme 200X).
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Resim 13. 3. gruba ait sag testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandig1
spermatositler (oklar) goriintiillenmis. Ozellikle liimene atilan spermatositlerde yogun
boyanma g6zleniyor. (Zit boyama Hematoksilen, Biiyiitme 200X)

Resim 14. 4 grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandigi
spermatositler (oklar) goriintiilenmis (Zit boyama Hematoksilen, Biiylitme 200X)
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Resim 15. 5. grubuna ait sol testis kesiti. Aktif kaspaz 3 antikorunun pozitif boyandigi
spermatositler (oklar) goriintiilenmis (Zi1t boyama Hematoksilen, Biiylitme 200X)

4.6. Matriks Metalloproteinaz-2, 9 (MMP-2,9) ve Matriks
Metalloproteinaz Doku Inhibitérii’niin (TIMP-1) Sol Testis Doku Diizeyleri

4.6.1. Sol Testis Doku MMP-2 Diizeyleri

Calisma sonucundaki ratlarin sol testislerindeki doku MMP-2, 9 ve TIMP-1
diizeyleri ELISA yéntemi ile dlgiildii. Degerlendirme sonrasi gruplarin ortalama

degerleri tablo-11’de verilmistir.

Grup 1’in sol testis doku MMP-2’si ile grup 2’nin degeri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik yoktu (P>0,05).

Grup 4,5,7’nin doku MMP-2 diizeyleri grup 1’den istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksekti (p<0,05).

Grup 6 ile grup 1’in doku MMP-2 diizeyleri karsilastirildig1 zaman aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (P=0,205) .

Grup 3’tin doku MMP-2 diizeyi diger tiim gruplardan istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiiktii (p<0,05).
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Tablo 11. Tim gruplarin ortalama sol testis doku MMM-2, MMP-9, TIMP-1

diizeyleri
Sol Testis .
. Sol Testis
Sol Testis P Doku P Doku TIMP- .
GRUPLAR Doku MMP- DEGERI i DEGERI 1 P
2 Degeri Degeri Degeri DEGERI
(ng/mg prot) (ngr/mg
prot) (ngr/mg prot)
1-KONTROL GRUBU 30,4243,13 0,151+0,007 0,007+0,001
2-SHAM GRUBU 35,39+5,84 | 0,081 |0,144+0,011| 0,223 |0,007+0,0009| 0,186
3-VARIKOSEL GRUBU | 15,27+3,72 | 0,001 [0,099+0,011| 0,001 |0,014+0,0009| 0,001
4-VARIKOSEL+VX
MPEF GRUBU 117,83+13,12| 0,001 [0,199+0,017| 0,001 | 0,010,001 | 0,003
5-VARIKOSEL+8 HF
MPEFF GRUBU 56,3148,95 | 0,000 |0,532+0,062| 0,000 | 0,009+0,001 0,001
6-VARIKOSEL+4 HF
MPEFF GRUBU 33,56+7,99 | 0,205 | 0,137+0,01 | 0,008 | 0,01+0,0009 | 0,001
7-VARIKOSEL+VX 85464848 | 0003 |0,168£0.012| 0,01 |0,009£0,0006| 0.007

GRUBU

140

Sol testiste doku MMP-2 diizeyi
(ngr/mg prot.) karsilastirmasi
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Sekil 8. Sol testiste doku MMP-2 diizeylerinin (ngr/mg protein) karsilastiriimasi
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4.6.2. Sol Testis Doku MMP-9 Diizeyleri

Tim gruplarin ortalama sol testis doku MMM-9 diizeyleri tablo-11’de

verilmistir.

Grup I’in sol testis doku MMP-9 diizeyi ile grup 2’nin arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik yoktu (P>0,05).

Grup 4,5’in doku MMP-9 diizeyleri grup 1’den istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksekti (p<0,01).

Grup 6’nin doku MMP-9 diizeyi grup 1°den istatistiksel olarak anlamli
sekilde diisiiktii (P=0,008).

Grup 7’nin doku MMP-9 diizeyi grup 1’den istatistiksel olarak anlamli
sekilde ytiksekken (P=0,001) Grup 4’den ise istatistiksel olarak anlamli sekilde
diistiktti (P=0,007).

Grup 3’tin doku MMP-9 diizeyi diger tiim gruplardan istatistiksel olarak
anlaml sekilde diisiikti (p<0,01).

Sol testiste doku MMP-9 diizeyi(ngr/ mg

prot) karsilastirmasi
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Sekil 9. Sol testiste doku MMP-9 diizeylerinin (ngr/mg protein) karsilastiriimasi



74

4.6.3. Sol Testis Doku TIMP-1 Diizeyleri
Tim gruplarin ortalama sol testis doku TIMP-1 diizeyleri tablo-11’de
verilmistir.

Grup 1’in sol testis doku TIMP-1"1 ile grup 2’nin degeri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik yoktu (P>0,05).

Grup 4,5,6,7’nin doku TIMP-1 diizeyleri grup 1’den istatistiksel olarak
anlamli sekilde ytiksekti (p<0,05).

Grup 3’lin doku TIMP-1 diizeyi diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksekti (p<0,05).

Grup 4 ile 7 ve grup 5 ile 6’nin doku TIMP-1 diizeyleri karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlaml farklilik yoktu (P>0,005).

Sol testis doku TIMP-1 diizeylerinin (ngr/mg
prot) karsilastiriimasi
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Sekil 10. Sol testiste doku TIMP-1 diizeylerinin (ngr/mg protein) karsilagtirilmast
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5. TARTISMA

Calismamizin amaci, varikosel gibi kronik vendz yetmezlik zemininde
gelisen alt ekstremite varisi ve hemoroidin semptomatik tedavisinde kullanilan
MPFF nin, testikiiler vendz sistem {izerinden etki ederek, spermatik ven ve testiste,
varikosele bagli olarak meydana gelebilecek patolojileri 6nlemede ne kadar etkili
oldugunu ve varikoselin giiniimiizde tek tedavisi olan varikoselektominin etkinligini

gostermektir.

Ilerleyici testis hasari, atrofi ve semen parametrelerinde bozulma sonucu
infertiliteye neden olabilen varikoselin ad6lesan yas grubundaki olgularin % 77’sinde
unilateral ya da bilateral testikiiler biiylime geriligine neden oldugu bildirilmistir
(155,186). Varikoselde karsi testis hacminde artis oldugunu sdyleyen yayinlar oldugu
gibi, hacimde azalmaya neden oldugunu bildiren yayinlar da mevcuttur (61-66).
Thomas ve Elder ile Zini ve arkadaglarinin farkli zamanlarda yaptiklar1 ¢alismalarda
varikoselde ayni taraf testiste rolatif atrofi goriilecegini bildirmislerdir (62,64).
Ancak Hans ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismalarda semen kalitesi diisiikliigiiniin
testikiiler biiytime geriligi ve testikiiler voliim ile birlikteliginin net olmadigini
belirtmiglerdir (60). Salama ve arkadaslari, yaptiklari bir c¢aligmada varikosel
modelinin olusturulmasini takip eden 1 aylik déonemde, diger ¢alismalarin aksine
testis voliimlerinde artis oldugunu saptamiglar ve bunun sebebi olarak da varikosel
nedeniyle olusan kapiller permeabilite artisinin olusturdugu intersitisiyel 6demi
sorumlu tutmuslardir (31). Testikiiler bliylime geriligi, seminifer tubiil elemanlarinin
kayb1 ve tubiil ¢apinda azalma olarak tanimlanabilir ve bu patoloji de anormal semen

parametreleri ve subfertilitenin baslica nedenini olusturmaktadir

Giliniimiizde varikosel tedavisinde radyolojik ve cerrahi girisimler olmak
tizere iki yaklasim bulunmakta ve bunlar cerrahi girisim ve perkiitan
embolizasyondur. Tulloch’un 1952 yilinda azoospermik hastada uyguladig: bilateral
varikoselektomi sonrasi sperm sayisinda artma ve sonucunda gebelik bildirmesi
tedavide bir doniim noktasi olmus ve varikoselektomi erkek infertilitesinde en sik
yapilan operasyon haline gelmistir (155). Bununla birlikte varikoselektomi sonrasi

bazi hastalarda sperm parametrelerinde diizelme ve fertilite saglanirken bazi
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hastalarda diizelme goriilmemesi varikoselde subfertilite ya da infertiliteye yol agan

mekanizmalarin heniiz yeterince aydinlatilamamasina baglanabilir.

Birgok arastirmaci semen Ornegi veremeyen ve testis voliimiinde azalmanin
eslik ettigi adolesan varikosele cerrahi miidahele gerektigini savunmaktadir ve
varikosel tedavisinin amaci fertiliteyi korumak olarak bildirmislerdir (187). Ayrica
cocuk sahibi olmak isteyen infertil erkeklerin bir veya daha fazla anormal semen
parametresinde bozukluk olmasi da (sperm sayi, hareket veya morfolojisinde
bozukluk olmasi) cerrahi miidaheleyi gerektirmektedir (155). Varikoselin adélesan
donemde testikiiler biiyiime ve histoloji iizerinde olusturdugu olumsuz etkiler
progressif olmakta ve cerrahi tedavi ile sadece olgularin % 20-50’si normal
fertilitelerini tekrar kazanabilmektedirler. Infertilite nedeni ile basvuran hastalarin da

gebelik sansi en ¢cok % 50 olarak bildirilmistir (188) .

Cerrahi miidahele ile voliim kaybi olan testiste % 53 ila % 100 arasinda
bliylime oranlar1 bildirilmistir (190). Ayrica etkilenen testisin kars1 taraf testise gore
daha yumusak oldugunu ve cerrahi girisim sonrast bu testisin normal kivamini1 da
aldigini bildiren yayinlar oldugu gibi cerrahi miidahele sonrasi testis hacimlerinin

normale ulasamayacagini bildiren yayinlar da mevcuttur (186).

Calismamizda varikosel grubuna ait sicanlarin sol testis agirliklar1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis olarak bulundu (P=0,000).
Sag taraf testis agirligindaki gruplar arasi degisim sol ile benzerlik gosterirken sag
testisin agirlik olarak varikosele bagli hasardan daha az etkilendigi tespit edildi ve
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (P<0,05). Cesitli arastirmalarda da %
10-75 arasinda varikosele bagli olarak oOzellikle sol testis agirliginda azalma
bildirilmistir (114). Yaptigimiz bu ¢alisma da diger bir¢ok ¢aligmayla uyumlu olarak
sol varikoselin bilateral testis hacminde azalmaya yol actifim1 gostermistir

(61,62,64,65).

Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grup ile sadece
varikoselektomi yapilan gurubun sol testis agirligi varikosel olusturulan gruptan
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek olmasi ve kontrol grubu ile aralarinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamasi varikoselektominin testis hacmi



71

tizerine olan olumlu etkisine baglanabilir ve bu olumlu etki karsi testiste de

gozlemlenmistir.

Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grup ile sadece
varikoselektomi yapilan grubun varikosel olusturulan grupa gore bilateral testis
agirhigindaki artig litaratiirle uyumlu oldugu tespit edildi (186,188,189).
Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grupun sol testis agirligindaki
artigin istatiksel olarak anlamli olmasa da varikoselektomi yapilan gruptan daha fazla

olmast MPFF’nin olumlu etkisine baglanabilir.

Varikosel modeli olusturulmasindan baglayarak 8 hafta MPFF verilen grupun
sol testis agirligr varikosel olusturulan gruptan istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksekti (P<0,05) ve kontrol grubundan daha diisiik olmasina ragmen aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklihik yoktu (P>0,05). Ayrica bu grup ile
varikoselektomi yapilan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi1 (P>0,05). Varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra baslayarak
MPFF verilen grupun sol testis agirligi kontrol grubundan ve diger gruplardan
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiikken, varikosel grubundan ise istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksekti (P<0,05). Sag tarafta ise varikosel olusturulan grupa
gore testis agirhigindaki gruplar arasi1 degisim, sol ile benzerlik gdsterirken sol testiste

agirlik olarak artis daha fazla tespit edildi.

Ozeren antiinflamatuar, vendz mikrosirkiilasyon diizenleyici ve antioksidan
bir flavonoid tiirevi olan oxerutin’in sigan testisi iizerindeki etkisini degerlendirdigi
deneysel bir calismada, oxerutin’in varikoselin testis iizerindeki olumsuz etkisini
kontrol grubu ile karsilastirilabilir diizeye getirdigini, ayrica 12 haftalik tedavi ile
fertiliteyi korudugunu bildirmistir. Testis agirlig1 ilizerine olan bu olumlu etkisini
testikiiler kitlenin biiyiik cogunlugunu olusturan seminifer tubiiliin igerigini yansitan
germinal epitelyum kalinligindaki artisa baglamistir (159). Ayrica birgok arastirmaci
testikiiler voliim azalmasindan kasitin seminifer tubiil elemanlarinin kaybi1 ve tubiil

capinda azalma oldugunu ileri siirmiislerdir (30).

Calismamizda da varikosel modeli olusturulmasindan baslayarak 8 hafta
MPFF verilen grup ile varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra baglayarak

MPFF verilen grubun bilateral testis agirligindaki artisi, ileride bahsedecegimiz gibi
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seminifer tubiil lizerine olan olumlu etkisine ( Johnsen skorunda artis) ve apoptozisi
azaltmasina baglamak (apoptotik indekste diisme) miimkiindiir. Ayrica varikosele
bagl internal spermatik vende gelisen hidrostatik basing artisi, testikiiler kapiller ve
vaskiiler gecirgenlikte artisa yol acarak testikiiler interstisyel sivi olusumunda
degisiklige neden olmaktadir (29). Yapilan bazi calismalarda, deneysel varikosel
olusumundan sonra, 30 giin i¢inde interstisyel sivi olusumunda artis oldugu
gosterilmigtir. Seminifer tiibiilii ve interstisyel dokudaki hiicreleri saran bu sivi testis
voliimiinde artisa neden olmaktadir (31). Varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta
sonra baglayarak MPFF verilen gruptaki testis agirligi artisinin daha az olmasi,
MPFF’nin kisa donem (4 hafta) kullanominin voliim kaybini 6nlemede etkisinin
yeterli olmadig1 seklinde yorumlanabilecegi gibi antiinflamatuar etki ile interstisyel
stvi olusumunda azalmaya yol acarak erken donemde testis voliimiindeki artisi

siirlandirmis olabilir seklinde de yorumlanabilir.

Yaptigimiz calisma gostermistir ki varikoselektomi tedavisi, varikosel
modelinde bilateral testis voliimlerini kontrol grubuna yaklastirmakta hatta ayni
seviyeye getirmektedir ve uzun donem (8 hafta) MPFF tedavisi de varikoselektomi

kadar etkin bir tedavi yontemidir.

Varikoselin vaskiiler bir olay olmasindan dolayi, patofizyolojisinin
aydinlatilmasinda vaskiiler yapiya yonelik birgok c¢alismanin yapilmasina yol
acmistir. Biz de bu calismada varikoselin, varikoselektominin ve diosmin-
hesperidinin her iki testisteki doku mikrovaskiiler kan akimlar1 {izerine olan etkilerini

arastirdik.

Calismamizda varikosel olusturulan grupun sol testis mikrovaskiiler kan
akiminin diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu saptandi
(P<0,05). Varikoselektomi uygulamasin1 takiben MPFF verilen grup ile
varikoselektomi yapilan grupun mikrovaskiiler kan akimi ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (P>0,05). Her iki grupun da
mikrovaskiiler kan akimi varikosel olusturulan gruptan istatistiksel olarak anlaml

sekilde diisiiktii (P<0,05).

Her iki testis mikrovaskiiler kan akimi Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik tespit edilmedi ve birbirleri ile paralellik gosterdi (P<0,05).



79

Biitiin gruplardaki sag ve sol testikiiler mikrovaskiiler kan akimlar1 literatiirle uyumlu
olarak yaklasik birbiri ile ayni idi ve bu da sol varikoselde her iki testisin

etkilendigini gdstermesi acisindan énemli bir bulgudur (7).

Deneysel hayvan c¢alismalarinda, varikosel ve testikiiler kan akimi
degisiklikleri konusunda c¢eligkili sonu¢lar bulunmaktadir. Son déonemde deneysel
varikosel olusturulmus cesitli hayvan modellerinde testikiiler kanlanmada artis ve
buna bagh testikiiler 1s1 artis1 gosterilmistir (6,7). Turner ve arkadaslar1 tek tarafli
varikosel varliginda her iki testiste de ayn1 oranda kan akimi artisini gostermislerdir
(7). Ayrica Saypol ve arkadaslarinin yapmis olduklart bir calismada, deneysel olarak
olusturulan varikoselin testikiiler kan akiminda artisa neden olurken erken cerrahi
onarimi takiben bu artisin normal diizeylere indigi gosterilmistir (6). Snydle ve
Cameron tavsanlar ve kopekler iizerinde yaptig1 c¢aligmada deneysel olarak
olusturulan varikoselin her iki testikiiler kan akiminda artisa ve 1s1 artisina yol
actigim bildirmislerdir (190). Saypol, Green, Hurt ve arkadaslarinin birbirinden ayri
olarak yaptiklar1 calismalarda bu kan akimi ve 1s1 artisinin testiste spermatogenezi
azalttigin1 bildirmiglerdir (6,40,191). Goldstein ve Eid ise varikoselli insanlarda
yaptiklar1 calismalarda testikiiler 1s1 artisin1 dogrulamiglardir (192). Ayrica Mellinger
ve Ross’un renkli doppler ile yaptig1 bir ¢calismada varikoselli insanlarin testisinde

kan akimindaki artig1 gostermislerdir (193,194).

Bu bulgularin tam aksine, varikoselin testikiiler kan akiminda azalmaya yol
actigini bildiren ¢aligmalar da literatiirde bulunmaktadir. Li ve arkadaslari, sol renal
venin parsiyel ligasyonuyla olusturduklar1 deneysel varikosel modelinde kan
akiminin azaldigin1  gostermislerdir ve bunun da bozulmus Sertoli hiicre
fonksiyonunun gostergesi oldugunu savunmuslardir (27). Bu farkli sonug¢larin nedeni
olarak, olusturulan modelin siliresi veya Ol¢iim yOntemindeki farkliliklar

bildirilmektedir.

Varikoselektomi  uygulamasini1  takiben = MPFF  verilen grup ile
varikoselektomi yapilan grupun her iki testis mikrovaskiiler kan akimi 6l¢iim
degerlerinin kontrol grubuna yakin degerler olmasi diger calismalarla uyumlu

bulunmustur (6,7,40,191,193,194).
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Ayrica, yaptigimiz ¢alismada varikosel modeli olusturulmasindan baglayarak
8 hafta MPFF verilen grupun sol testis mikrovaskiiler kan akimi ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmezken varikosel olusturulan
gruptan ise istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktii. Varikosel modeli
olusturulmasindan 4 hafta sonra baslayarak MPFF verilen grubun sol testis
mikrovaskiiler kan akimi kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksekti ve varikosel olusturulan gruptan ise istatistiksel olarak anlamli sekilde

diisiiktil.

Literatiirde MPFF veya benzeri venoaktif ilaglarla yapilan deneysel varikosel

modelinde testikiiler mikrovaskiiler kan akim 6l¢limlerine rastlanmadi.

Flavonoidler varikdz venlerdeki mikrosirkiilasyonu diizenleyerek kapiller
permeabiliteyi azaltmakta ve Odemi diizelterek semptomlarin iyilesmesini
saglamaktadir (159). Ayrica, vendz tonusun normal halde tutulmasi, artmis lenfatik
drenaj, kan viskozitesi lizerine olumlu etkileriyle mikrosirkiilasyonun korunmasi,
inflamatuar reaksiyonlarin inhibisyonu, azalmis kapiller gecirgenlik gibi etki
mekanizmalarina sahiptir (169-172). Diosmin-hesperidinin de dahil oldugu
flavonoidler, 10kosit aktivasyonu, migrasyonu ve adezyon inhibitorleri olan
prostaglandin E2 (PGE2) ve tromboksan A2 (TXA2)’in gili¢lii inhibitorleri olup
endotelyal adezyon molekiillerinin plazma diizeylerinde ve nétrofil aktivasyonunda
anlaml bir azalmaya neden olarak mikrosirkiilasyon hasarina karst koruma saglar

(173,174).

Deneysel hayvan calismalarinda ve insanlarda yapilan bir¢ok c¢alismada
MPFF’nin mikrosirkiilasyon iizerine etkisi aragtillmigtir. Le Devehat ve
arkadaslarinin  kronik vendz hastalarda yaptigi c¢alismada, MPFF tedavisinin
mikrosirkiilasyon iizerine olumlu etkisi oldugunu gostermislerdir (180). Bouskela ve
arkadaglar1 iskemi-reperflizyon modelinde yaptiklar1 bir c¢alismada, MPFF
tedavisinin arteriol ve veniil ¢ap1 ile bu damarlardaki kan akimini etkilemediklerini
ama endotelyal adezyon molekiillerinin plazma diizeylerinde, notrofil
aktivasyonunda ve mikrovaskiiler permeabilitede azalmaya yol actiklarin
bildirmislerdir (195). Potter ve arkadaslar1 ise aymi model iizerinde yaptiklari

calismada iskemiye bagli dokuda hipotermi oldugu zaman MPFF’nin etkisi ile
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arteriol ve veniil cap1 ile bu damarlardaki kan akiminda bariz artis oldugunu

bildirmislerdir (196).

Yapilan ¢alismalarin biiyiik cogunlugu mikrovaskiiler kan akimimin azaldigi
dokularda gerceklestirilmistir (175,176,177,178,195,196). MPFF, mikrovaskiiler kan
akimmin azaldigr dokularda olusabilecek hasari engellemek i¢in ve azalan doku
mikrosirkiilasyonu diizenlemeye yonelik olarak mikrovaskiiler kan akiminda artisa
neden olmaktadir. Doku mikrovaskiiler kan akiminin arttigi durumlarda MPFF’ nin
etkisi net olarak bilinmemektedir. MPFF’nin varikosel modeli olusturulan ratlarda
her iki testis doku mikrovaskiiler kan akimini azaltmasi, dokuda mikrosirkiilasyonun

korunmasina ve diizenlenmesine yonelik gosterdigi olumlu etki ile agiklanabilir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucu; varikoselektomi tedavisi, varikosel modelinde
bilateral testikiiler mikrovaskiiler kan akimlarin1 kontrol grubuna yaklagtirmakta
hatta ayni seviyeye getirmektedir ve uzun donem MPFF tedavisi de varikoselektomi
kadar etkin bir tedavi yontemidir. Varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra
baslayarak MPFF verilen grubun sol testis mikrovaskiiler kan akiminin varikosel
olusturulan gruptan anlamli diisiik olmasi ve kontrol grubundan ise anlamli yiiksek
olmasi ilacin kisa donem kullaniminda yeterli etkiyi gdstermedigini ve daha uzun

stireli kullanima gereksinim oldugunu gostermektedir.

Varikoselde bilateral mikrovaskiiler kan akiminda artis ve buna bagh
testikiiler 1s1 artig1 gosterilmistir (6,7). Bu 1s1 artisinin da, varikoselde serbest oksijen
radikallerini artirdig1 ve testikiiler hasara yol ac¢tigi ileri siiriilmiistiir (8). Varikoseli
olan fertil veya infertil erkeklerin semen Orneklerinin degerlendirilmesinde,
varikoseli olanlarda olmayanlara gore daha yiiksek konsantrasyonlarda ROS
bulundugu bildirilmistir (9). Ek olarak yine, varikoseli olan hastalarin testis
biyopsileri degerlendirildiginde, varikoseli olmayanlara gére ROS ile tetiklenen lipid
peroksidasyonunun indirekt bir belirteci olan malondialdehit konsantrasyonlari
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu durum, varikosel patofizyolojisi i¢in
potansiyel mekanizmada ROS’un katkisin1 desteklemektedir (197). Ayrica
varikoselli infertil grupta yiiksek olan serbest oksijen radikali {iretimi,
varikoselektomi sonrasi varikoseli olmayan fertil grup seviyesine inmektedir (198).

Infertil hastalarda seminal oksidatif stres bulgularinin varlig1 infertilite patolojisinde



82

oksidan sistemin roliiniin bir gostergesi olabilir ve dolayisi ile bu hasta grubunda
infertilite tedavisinde secilecek olan medikal ya da cerrahi yontemlerdeki amac,

oksidatif stresin azaltilmasi olmalidir.

Bu calismada gruplar arasi incelenen parametrelerden biri de doku hasarinin
biyokimyasal olarak incelemesinde kullanilan ve lipit peroksidasyonunun gostergesi

olan MDA diizeyleridir.

Gruplar arasinda sol testis doku MDA diizeyleri incelendiginde kontrol grubu
ile sham grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu ( p>0,05).
Varikosel olusturulan grubun sol doku MDA diizeyi diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0,05).

Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grubun sol testis doku
MDA diizeyi ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmezken varikosel olusturulan gruptan ise istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiiktii. Varikoselektomi yapilan grubun sol testis doku MDA diizeyi varikosel
olusturulan gruptan istatistiksel olarak anlamli sekilde disiikti (P<0,05).
Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grubun sol testis doku MDA
diizeyi varikoselektomi yapilan gruptan istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktii
(p=0,012). Bu iki grupta sol testis doku MDA diizeyi varikosel olusturulan grupa
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik saptanmasi literatiirle uyumlu
oldugunu gostermektedir (198). Varikoselektomi uygulamasimni takiben MPFF
verilen gruptaki sol testis doku MDA diizeyindeki diisilisiin varikoselektomi

uygulanan gruptan daha fazla olmas1t MPFF’nin olumlu etkisine baglanabilir.

Literatliirde, Diosmin-hesperidinin varikosel {izerine antioksidan etkisi
hakkinda klinik veya eksperimental ¢aligmalara rastlanmadi. Ama, yapilan bir¢ok
calismada, MPFF’ nin ¢esitli dokularda antioksidan 6zelligi oldugu ve doku MDA
diizeyini kontrol grubu diizeyine kadar diistirdiigii gosterilmistir (168,199,200).

Yaptigimiz ¢alismada da varikosel modeli olusturulmasindan baslayarak 8
hafta MPFF verilen ve varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra baslayarak
MPFF verilen gruplardaki sol testis doku MDA diizeylerinde varikosel olusturulan
grupa gore istatistiksel olarak anlamli azalma olmasi, varikoselin rat testisi iizerine

olumsuz etkisine karst MPFF’nin koruyucu roliinii gdstermesi acisindan dikkate
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deger bulunmustur. Varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra baslayarak
MPFF verilen gruptaki azalma anlamli olmasina karsin diger tedavi gruplarindan
istatistiksel olarak yiiksekti. Bu da MPFF’nin kisa donem kullaniminda, antioksian

ozelliginin yeterli diizeyde ortaya ¢ikmadigi seklinde yorumlanabilir.

Ayrica varikosel modeli olusturulan ratlarin sag ve sol testikiiler doku MDA

diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (p=0,310).

Deneysel varikosel modelinde yapilan bircok calismada varikoselin bilateral
testiste serbest oksijen radikallerini artirdifi ve testikiiler hasara yol agtig1
gosterilmistir (8,80,197). Calismamizda da varikoselin her iki testis doku MDA
diizeylerini artirdigt ve bunun da sol varikoselin bilateral testis {izerine etkisi

oldugunu gostermektedir.

Calismamiz sonucunda sol varikoselin her iki testikiiler doku MDA
diizeylerini artirdigi, varikoselektominin bilateral doku MDA konsantrasyonlarini
diisiirdiigli, MPFF’nin de uzun donem kullanimda varikoselektomi kadar etkin
oldugu ve varikoselektomiye ek olarak uygulanan MPFF tedavisinin doku MDA

diizeylerini diistirmede en etkili tedavi oldugu gézlenmistir.

Son donemde deneysel varikosel olusturulmus cesitli hayvan modellerinde
testikiiler kanlanmada artis ve buna baglh testikiiler 1s1 artis1 gosterilmistir (6,7).
Socher ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada testikiiler 1s1 artiginin germ hiicrelerinde
apoptozisi  artirdigin1  gostermislerdir  (201). Giiniimiize kadar varikosel
fizyopatolojisinde en onemli teoriyi olusturan 1s1 artiginin germ hiicre apoptozisini
artirdigin1 gosteren ¢alismalar arttikca varikosel ve apoptozis iliskisi daha yakindan

arastirilmaya baglanmistir.

Apoptozis viicudumuzda bir¢ok dokuda diizenleyici rolii olan fizyolojik bir
olaydir. Normal spermatogenezin ger¢eklesebilmesi igin de belli bir oranda
gereklidir. Kerr ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada testiste devamli olarak
spontan apoptozis gerceklestigi ve bu apoptozis sayesinde de germ hiicre say1 ve

kalitesinin diizenlendigi bildirilmistir (94).

Lin ve arkadaslar1 yaptiklar ¢aligmada idiyopatik testikiiler yetmezligi olan
infertil erkeklerin testis biyopsilerinde germ hiicre apoptozisinde artisg saptamiglar ve

bu artisin testikiiler fonksiyon bozuklugu ve infertiliteye neden olabilecegini ileri
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stirmiislerdir (117). Bacetti ve arkadaslar1 varikoselli hastalarin ejakulatlarindaki
apoptotik sperm hiicre sayisin1 degerlendirdikleri bir ¢alismada, saglikli kontrol
grubuna gore anlamli olarak yaklasik yiliz kat yiiksek bulunmasi, varikosele bagh
infertilitede apoptozisin kritik rolii oldugunu diisiindiirmektedir (202). Yilmaz ve
arkadaslar1 deneysel varikosel modelinde, varikosel olusumunu takip eden 14. glinde
germ hiicrelerinde olusan apoptozisin kontrol grubuna oranla 2 kat arttigini, 28.
giinde ise maksimum seviyeye ulastigin1 ve varikoselektomi operasyonu sonrasi
germ hiicre apoptozisinde azalma oldugu, ortalama apoptotik indekslerin kontrol
grubuna yaklastigini ve her iki testisinde birbirleri ile korele artis ve azalig
gosterdiklerini bildirmislerdir (120). Varikoselde apoptotik hiicrelerin azaldiginm
iddia eden tek calisma Fujisawa ve arkadaglarina aittir. Subfertil varikoselli
erkeklerden aldiklar1 testis biyopsilerini saglikli kontrol grubuyla karsilastirmis ve
varikoselli grupta daha diisiik sayida apoptotik germ hiicresi belirlemislerdir (121).
Yapilan bircok c¢alismada da deneysel varikosel olusturulmus ratlarda, kontrol
grupuna gore belirgin olarak germ hiicrelerinde apoptozisin arttigi gosterilmistir.
Ayni caligmalarda testikiiler siiperoksit seviyelerinin de varikoselde ytiikseldigi,
stiperoksit seviyelerini azaltan E vitamini, melatonin gibi birtakim maddelerin

testislerdeki germ hiicre apoptozisini azalttigi goriilmiistiir (80).

MPFF’nin bilinen bir etkisi de apoptozis regiilasyonu {izerinedir
(168,176,203). Bu calismalardan en dikkate deger Pascerella ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismadir. Pascerella ve arkadaslar1 vendz hipertansiyon modeli
icin olusturduklar1 arterio-vendz fistiillde ortalama apoptotik indeksin arttigini ve

MPFF tedavisi ile bu oranin doz bagimli olarak azaldigini bildirmislerdir (203).

Yaptigimiz ¢calismada da deneysel varikosel olusturulmus ratlarda ‘Caspase-
3> yardimiyla germ hiicre apoptozisi ve HE boyama ile Johnsen skoru
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda ortalama apoptotik indeks 0,172+0,011 iken bu
oran deneysel olarak varikosel olusturulmus grupta artmis olup 0,491+0,019°e
yiikselmistir. Varikosel grubunda germ hiicre apoptozisindeki bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05). Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF
verilen grupta ise ortalama apoptotik indeks 0,184 + 0,011 olarak saptandi ve
ortalama apoptotik indeksteki bu azalma varikosel grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,001). Ayrica kontrol grubu ile aralarida
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istatistiksel olarak anlamlhi farkliik da saptanmadi (P>0,05). Varikoselektomi
uygulanan grupta ise ortalama apoptotik indeks 0,195+0,019 olarak saptandi.
Varikoselektomi grubunda ortalama apoptotik indeksteki bu azalma varikosel grubu
ile  karsilastirildiginda  istatistiksel  olarak  anlamli  bulundu (p=0,002).
Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grup ile varikoselektomi
uygulanan grup arasinda, sol testis apoptotik indekste istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmadi (P>0,05). Varikoselektomi uygulanan grupta sag testis apoptotik
indeksi, varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen gruptan istatistiksel

olarak daha yiiksekti (p=0,003).

Yaptigimiz ¢alismada ayrica varikosel modeli olusturulmasindan baslayarak
8 hafta MPFF verilen ve varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra
baslayarak MPFF verilen gruplardaki sol testis ortalama apoptotik indekslerindeki
azalma varikosel olusturulan gruba gore istatistiksel olarak anlamliydi. Varikosel
modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra baglayarak MPFF verilen grupun sol testis
ortalama apoptotik indeksi varikosel modeli olusturulmasindan baslayarak 8 hafta

MPFF verilen grubunkinden istatistiksel olarak daha yiiksekti (p=0,001).

Bu ¢alismamizda sag ve sol testisteki apoptotik germ hiicre diizeylerinin tim
gruplarda beraber yiikselip azaldigini tespit ederek tek tarafli varikoselde her iki
testisin de etkilendigini molekiiler diizeyde de gdstermis olduk. Ayrica, varikoselde
germ hiicre apoptozisinin bilateral testikiiler dokuda arttigin1 ve varikoselektomi
sonrast apoptoziste gerileme oldugunu gostermektedir. MPFF’nin uzun dénem
kullaninminin apoptozisi engellemede varikoselektomi kadar etkin bir tedavi
oldugunu, kisa donem kullanimimin da apoptozisi azaltmada faydali bir tedavi

secenegi oldugu kanisina varilmstir.

Johnsen skoru degerlendirildiginde ise varikosel olusturulan grupta kontrol
grubuna oranla disiik skorlar elde edilirken aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi (p<0,05). Diger tedavi grublarinda ortalama Johnsen skorunda varikosel
olusturulan gruba gore istatistiksel olarak anlamli artig gézlendi (p<0,05). Sag testis
ortalama Johnsen skoru tiim gruplarda sol ile paralellik gostermekteydi. Sag testisteki
ortalama Johnsen skoru sol testise gore daha yiliksek bulundu ve aradaki fark

istatistiksel olarak da anlamliyd1 (p<0,05).
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Son yillarda varikoselin tedavisi ile ilgili aragtirmalar oldukg¢a artmakta ve
dikkatler molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalara ¢ekilmektedir. Literatiirde deneysel
varikosel modelinde matriks  metalloproteinazlar (MMPs) ve  matriks

metalloproteinaz doku inhibitorleri (TIMP) ile yapilan ¢alismalara rastlanmadi.

Bu calismada, molekiiler diizeyde degerlendirdigimiz parametrelerden MMP-
2, MMP-9 ve TIMP-1 diizeylerine bakildi. Calismamiz sonucunda varikosel
olusturulan grubun doku MMP-2 ve MMP-9 diizeyi tiim diger gruplardan istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiiktii (p<0,01). Varikoselektomi uygulamasini takiben
MPFF verilen grubun, varikoselektomi yapilan grubun ve varikosel modeli
olusturulmasindan baglayarak 8 hafta MPFF verilen grubun sol testis doku MMP-2
ve MMP-9 diizeyleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti
(p<0,01). Varikosel modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra baslayarak MPFF
verilen grubun doku MMP-2 diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman
aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (P=0,205). Ayrica bu grubun
doku MMP-9 diizeyi kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli gsekilde diisiiktii
(P=0,008). Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grubun doku MMP-
2 ve MMP-9 diizeyi varikoselektomi yapilan gruptan istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksekti (p<0,05). Varikosel olusturulan grubun doku TIMP-1 diizeyi diger
gruplardan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0,000). Kalan diger
gruplarin doku TIMP-1 diizeyi ise kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli

sekilde yiiksekti (p<0,05).

Varikoselektomi uygulamasini takiben MPFF verilen grubun doku MMP- 2
diizeyi ile varikosel modeli olusturulmasindan baslayarak 8 hafta MPFF verilen

grubun doku MMP-9 diizeyi diger gruplardan belirgin olarak artmus tespit edildi.

Siu M.K.Y ve Cheng C.Y testis hiicre kiiltiiriinde, ratlarda geri dontisimli
infertiliteye yol acan AF-2364 molekiilin MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2 iizerine
etkilerini incelemislerdir. AF-2364, sertoli ve germ hiicreleri arasindaki baglantilari
kopararak ve semineferdz epitelden germ hiicre kaybina yol agarak etkili erkek
kontrasepsiyonuna yol agmaktadir. Caligmada adult ratlara gavaj yoluyla 50 mg/kg
tek doz AF-2364 uygulama sonucu, 1-8. saatler arasinda aktif MMP-2, aktif MT1-

MMP ve TIMP-2 seviyesinde artig tespit edildigini, bu zaman diliminin uzamis
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spermatidlerin epitelyumdan dokiilmeye basladigi zamana denk geldigini ve
immiinohistokimyasal olarak da matiir spermatidlerin liimene dokiilmeye basladigi
evre 7-8 de, MMP-2, MTI-MMP ve TIMP-2’nin tubiil liimeninin apikal
kompartimaninda lokalize oldugunu bildirmislerdir. Aktif MMP-2 ve aktif MT1-
MMP seviyesinin 8. saatten sonra diismeye basladigi ve 2 ila 15. giinlerde MMP-
2’nin kayboldugunu ve bunu da AF-2364 uygulanmasindan itibaren 1. ve 15. giinler
arasinda inhibitorleri olan TIMP-2 indiiksiyonuna baglanmislardir. Bu degisikliklerin
uzamis spermatidlerin epitelyumdan tamamen dokiildiigli zamana denk geldigini ve
bunu round spermatidlerin ve spermatositlerin kaybinin izledigini bildirmislerdir.
Sonug olarak, adult rat testisinde testikiiler ve germ hiicre maturasyonunda MMP-2
seviyesinde biilyiik oranda artis oldugu kanaatine varmislardir (204). Robinson ve
arkadaslan fetiis testis hiicre kiiltiirinde MMP-1, MMP-2, MMP-9 ve diger tiim
TIMP’lerin interstisyum ve degisik seviyelerde seminifer tubiillerde bulundugunu
bildirmislerdir (205). Juliette Longin ve arkadaslan testis hiicre kiiltiirlinde sertoli
hiicrelerinde MMP-2, TIMP-2 ve MT1-MMP ekspresyonunun oldugunu ve FSH
etkisi ile bu ekspresyonun arttigini gostermislerdir. Ayrica germ hiicre kontroliiniin
sertoli hiicrelerindeki MMP-2 aktivasyonuna bagli oldugunu bildirmislerdir. Sertoli
hiicrelerinden salman MMP-2’nin, spermatogenez asamasinda, germ hiicrelerinin
tubiil liimenine hareketini sagladigin1 ve bu germ hiicrelerinin de MMP-9’u aktive

ettiklerini ongdrmiislerdir (206).

Deneysel varikosel modeli olusturdugumuz ratlarda, varikosel olusturulan
grubun sol testis doku MMP-2, MMP-9 diizeylerinin azalmasi ve yiiksek TIMP-1
diizeyleri, spermatogenezin azaldigini, hatta durdugunu, maturasyon arresti ve
prematiir ve anormal yapida germ hiicrelerinin biiyiik ¢cogunlugunun tubiil liimenine

dokiilmiis olabilecegi (Resim-6-13) seklinde yorumlanabilir.

Yaptigimiz ¢alismada da varikoselektomi uygulanan ve MPFF verilen grup
ile varikosel olusturulmasindan 4 hafta sonra yalnizca varikoselektomi yapilan
grubun doku MMP-2 ve MMP-9 seviyelerindeki artis1 spermatogenez tizerine olumlu
etkisine baglamak yerinde olacaktir. Varikoselektomiye ilaveten MPFF verilen
gruptaki artisin daha fazla olmasini da MPFF’nin spermatogenez iizerine olumlu

etkisi olabilecegi seklinde yorumlanabilir.
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Yaptigimiz ¢calismada varikosel olusturulmasindan baglayarak 8 hafta MPFF
verilen grupta MMP-2 ve Ozellikle MMP-9 seviyelerindeki artisi, yine MPFF’nin
spermatogenez lizerine olumlu etkide bulundugu seklinde yorumlanabilir. Varikosel
modeli olusturulmasindan 4 hafta sonra baglayarak MPFF verilen gruptaki doku
MMP-2 seviyesinin kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli olmamasi ve MMP-9
seviyesinin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diisilk olmast MPFF nin
spermatogenez lizerine olumlu etkisinde ve testikiiler hasar1 geri dondiirebilmesinde
yetersiz oldugu veya bu etkileri belirleyebilmek i¢cin daha uzun siireli kullanima

ihtiyac oldugu kanisindayiz.

TIMP-1, Mt-1-MMP ve MMP-2 disindaki biitiin aktive kollajenazlar
ozellikle de MMP-9’u inhibe edebilir (144,146). TIMP’lerin orta seviyede MMP’leri
aktive ederken yiiksek diizeyde inhibe ettikleri bildirilmistir (206). Varikosel
grubunda yiiksek seviyede tespit edilmesi MMP-9’daki azalmay: agiklayabilir ve
diger grublardaki orta seviyede artiglar1 da MMP-9’u aktive ettikleri seklinde

yorumlanabilir.
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6. SONUC

Bu calisma sonucunda deneysel varikosel olusturulmus ratlarin her iki
testisinde mikrovaskiiler kan akiminin arttig1 saptanmistir. Bu artisa paralel olarak
yine her iki testiste oksidatif stresin gostergesi olan MDA diizeyinde de artis
gbzlenmigtir. Ayrica deneysel varikosel olusturulmus bu ratlarin solda daha fazla
olmak {izere her iki testis agirlhiginda azalma gozlenmistir. Bu ratlarin testis
histopatolojilerine baktigimiz zaman Johnsen skoru bilateral azalirken apoptotik
indekslerinde ise bilateral artis gozlenmistir. Bu calismada deneysel varikosel
olusturulmus ratlarda molekiiler olarak apoptozisten baska MMP-2, MMP-9 ve
TIMP-1 seviyelerine de bakilmistir ve bu ratlarda MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri

normal diizeyin altina diiserken TIMP-1 seviyesi ise normalin ¢ok iizerine ¢ikmustir.

Bu ¢alismamiz, deneysel varikosel modelinde sol varikoselin bilateral testis
hacminde azalmaya yol ac¢tifini, varikoselektomi tedavisinin bilateral testis
voliimlerini kontrol grubuna yaklastirdigini hatta ayni seviyeye getirdigini ve uzun
donem MPFF tedavisi de varikoselektomi kadar etkin bir tedavi yontemi oldugunu
gostermistir. Ayrica sol varikoselin her iki testikiiler doku mikrovaskiiler kan akimin
artirmakta ve varikoselektomi tedavisinin bilateral testikiiler mikrovaskiiler kan
akimlarim1 kontrol grupu ile aynmi seviyeye getirmektedir ve uzun donem MPFF
tedavisi de varikoselektomi kadar etkin bir tedavi yontemidir. Bununla beraber sol
varikoselin heriki testikiiler doku MDA diizeylerini artirdigi, varikoselektominin
bilateral doku MDA konsantrasyonlarint diislirdiigi, MPFF’nin de uzun doénem
kullanimda varikoselektomi kadar etkin oldugu ve varikoselektomiye ek olarak
uygulanan MPFF tedavisinin doku MDA konsantrasyonunu azaltmada en etkili

tedavi oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismamizda sag ve sol testisteki apoptotik germ hiicre diizeylerinin tim
gruplarda beraber yiikselip azaldigini tespit ederek tek tarafli varikoselde her iki
testisin de etkilendigini molekiiler diizeyde gostermekle beraber, varikoselde germ
hiicre apoptozisinin bilateral testikiiler dokuda arttigin1 ve varikoselektomi sonrasi
apoptoziste gerileme oldugu tespit edilmistir. MPFF’ nin uzun dénem kullaniminin

apoptozisi engellemede varikoselektomi kadar etkin bir tedavi oldugunu, kisa donem



90

kullannminin da apoptozisi azaltmada faydali bir tedavi secenegi oldugu kanisina

varilmstir.

Johnsen skoru degerlendirildiginde ise varikosel olusturulan grupta bilateral
azalma oldugu ve varikoselektomiyi takiben skorlarda artis gozlendigi, MPFF
tedavisinin de etkili bir yontem olmakla beraber uzun dénem kullanimimin daha
basarili oldugu tespit edildi. Ayrica deneysel varikosel modeli olusturulan ratlarda,
varikoselin sol testis doku MMP-2, MMP-9 diizeylerin azalttigi ve TIMP-1
diizeylerini artirdigi, varikoselektomi ve MPFF uzun dénem tedavisinin MMP-2 ve

MMP-9 diizeylerinde artisa neden oldugu sonucuna varilmistir.

Bu calismamizdan ¢ikan sonuglar beraber degerlendirildigi zaman, varikosel
tedavisinde, varikoselektominin etkinligi bir kez daha gosterilmis olup 6zellikle uzun
donem MPFF kullaniminin tek basina ya da varikoselektomi ile birlikte varikosele
bagli geligen testikiiler hasarin dnlenmesinde iyi bir tedavi secenegi olabilecegi
yoniinde olumlu izlenimler elde edilmistir. Bununla birlikte molekiiler diizeyde
ozellikle MMP’ler ve inhibitorlerinin varikosel ve infertilitedeki rollerinin daha iyi

anlasilabilmesi i¢in daha kapsamli deneysel ve klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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OZET

Deneysel Sican Varikosel Modelinde Varikoselin Olusturdugu Testikiiler Hasar
Uzerine Diosmin-Hesperidinin Etkileri

Varikosel erkek infertilitesinin en sik goriilen ve onemli diizeltilebilir bir
patolojisidir. Infertilite nedeniyle basvuranlarin ortalama %30-40’mnda varikosel
saptanmaktadir. Patofizyolojisinde, degisen testikiiler kan akimi, testis-interstisyel
sivi iligkisi, hipertermi, ikincil vendz basing artisi, renal-adrenal reflii, hormonal
disfonksiyon, otoimmiinite, akrozom reaksiyonu, oksidatif stres ve apopitoz yer
almaktadir. Ozellikle reaktif oksijen radikallerinin testis hasarina yol actiklari
gosterilmistir. Bu c¢alismadaki amag varikosel modelinde MMP-2, MMP-9 ve
TIMP-1 diizeylerini saptayarak varikosel ile arasindaki iliskiyi aciklamak wve
varikoselektominin ve diosmin-hesperidinin, testiste varikosele bagl olarak meydana
gelebilecek patolojileri 6nlemedeki etkilerini aragtirmaktir

Calismaya 66 adet adolesan (6 haftalik) Spraque-Dawley cinsi erkek sican
alind1 ve 7 grup olarak randomize edildi. Birinci gruba hicbir islem yapilmadi ve
kontrol grubu olarak degerlendirildi. Ikinci gruptaki hayvanlara sham operasyonu
uygulandi. Ugiincii gruptakilere renal ven parsiyel ligasyonu saglanarak varikosel
modeli olusturuldu ve higbir tedavi verilmedi. Dordiincii grupta yer alan hayvanlara
varikosel olusturuldu ve 4 hafta sonra varikoselektomi yapilarak diosmin-hesperidin
verildi. Besinci gruptaki hayvanlara varikosel olusturulup 8 hafta diosmin-hesperidin
verildi. Altinc1 gruptaki hayvanlara varikosel olusturulduktan 4 hafta sonra diosmin-
hesperidin verildi. Yedinci gruptaki hayvanlara ise varikosel olusturulduktan 4 hafta
sonra varikoselektomi yapildi. Sakrifikasyon islemi varikosel olusturma
prosediiriinden 8 hafta sonra gerceklestirildi. Sakrifikasyondan 6nce tiim hayvanlarin
bilateral testikiiler mikrovaskiiler kan akimlar1 PeriFlux System 5000 ile o6lctldii.
Islem sonrasi bilateral orsiektomi yapilarak testis dokular1 tartilip enine iki esit
parcaya ayrilarak histopatolojik ve biyokimyasal inceleme i¢in hazirlandi. Tiim
testisler HE boyama ile Johnsen skorlar1 agisindan degerlendirildi. Apoptozis
degerlendirilmesi i¢in “Caspase 3” kullanildi. Biyokimyasal olarak her iki testis
dokusunda MDA, sol testis dokusunda MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 o6l¢iimleri
gerceklestirildi.

Sonu¢ olarak varikosel olusturulan testislerin agirliklar1 belirgin olarak
azalmig ve bu testislerde seminifer tiibiil hasar1 belirgin olarak artmistir. Bilateral
testikiiler kan akimlar1 varikosel olusturulan grupta belirgin olarak artmstir.
Biyokimyasal analizler de oksidatif stres artisin1 ortaya koymustur. ELISA analizleri
sonucunda; MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin varikosel grubunda anlamli sekilde
azaldig1 gozlenmistir. TIMP-1’in ise arttigt gozlenmistir. Bunlara ek olarak,
varikoselli testislerde apoptotik germ hiicre sayisi belirgin olarak artmustir. Grup
4,5,7°de bilateral doku MDA diizeyleri, testikiiler kan akimlar1 varikosel modeline
gore anlamli olarak azalmis bulundu (p< 0,05). Ayrica bu gruplarda doku MMP-2,
MMP-9 diizeyleride kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis bulundu. Grup
4,5,7°de, varikosel grubu ile karsilastirildiginda Johnsen skoru agisindan anlamli artis
saptanirken, her ii¢ grupta da varikosel grubuna oranla apoptotik indeks anlamli
Olcilide diisiik bulunmustur.
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Bu bulgular varikoselin testiste kan akimini ve MDA diizeyini artirdigini ve
spermatogenezi etkiledigini, ortalama Johnsen skorlarinda diismeye ve apoptotik
indekste artisa neden oldugunu gostermektedir. Varikosel sonucu gelisen testis
hasarinin 6nlenmesinde diosmin- hesperidinin olumlu etkisi gézlenmistir.

Anahtar sozciikler: Apoptozis, diosmin-hesperidin, metalloproteinazlar, rat,
varikosel
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SUMMARY

The Effects of Diosmin-Hesperidin on Testicular Demage Induced by Varicocele
in an Experimental Rat Varicocele Model.

Varicocele is most commonly seen recaverable cause of infertility. Varicocele
is determined about 30, 40 % rates of the men who apply with the complaint of
infertility. Testicular blood flow changes, testes-interstitial liquid relation,
hyperthermia, secondary venous pressure increase, renal-adrenal reflux, hormonal
disfunction, autoimmunity, acrosome relation, oxidative stress and apoptosis have
been taken place in its pathophysiology. Especially it is predicted that reactive
oxygen species gave rise to the testicular damage. We sought to determine the
temporal profile of MMP and TIMP-1 levels in animal models of varicocele and to
investigate its relationship with varicocele. Additionally the aim of this study is to
evaluate the efficacy of varicocelectomy and diosmin-hesperidin into the testis in a
varicocele induced rat model.

The study included 66 adolescent (6 weeks) male Spraque-Dawley rats, and
the rats were divided into seven groups. The first and second group was control and
sham group respectively. In the third group, varicocele group, was created by partial
ligation of left renal vein. Left varicocele was performed in the fourth group firstly, 4
weeks after the operation varicocelectomy was performed and diosmin-hesperidin
was given for 4 weeks. In group 5 varicocele was performed firstly and diosmin-
hesperidin was given for 8 weeks. In group 6 varicocele was performed and 4 weeks
after diosmin- hesperidin was given. In group 7 varicocele was performed and 4
weeks after the procedure all rats underwent varicocelectomy. Scarification was
performed 8 weeks after varicocele procedure. Testicular blood flow determined
using PeriFlux System 5000 before the sacrification. Bilateral testicles were
harvested, measured and sectioned into two equal parts after the end of experimental
rat model. Johnsen score was determined by histological examination on each testicle
of the rats. Apoptosis was assessed by Caspase-3 and MDA levels in bilateral
testicular tissues, MMP-2, MMP-9 and TIMP-1 determined in left testicular tissues
of all groups were biochemically measured.

The tissue weights of varicocele induced testes decreased significantly,
whereas, tubule degeneration was significant in these testes. Bilateral testicular blood
flow in varicocele group was significantly higher than all groups. Biochemically
analyses have confirmed increased oxidative stress in varicocele groups. ELISA
analysis have confirmed that MMP-2 and MMP-9 levels increased, TIMP-1 level
decreased significantly in this group. Moreover, the ratio of apoptotic germ cells in
varicocele groups were significantly higher when compared to all groups. The levels
of MDA and testicular blood flow was also found to be decreased bilaterally in group
4,5,7 when compared to varicocele group (p< 0,05). Additionally the levels of MMP-
2, MMP-9 was found to be increased significantly in this group when compared to
control group (p< 0,05). As compared with the varicocele group there was a
significant decrease in apoptotic indexes in the group 4,5,7. However there was
significant increased when compared to varicocele group acording to Johnsen scores.
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These findings suggest that varicocele model in rat causes increase testicular
blood flow, MDA levels, apoptotic index and decreases Johnsen score, MMP-2 and
MMP-9. Diosmin-hesperidin have a positive effect on recovery of testicular damage
in experimental rat varicocele model.

Key words: Apoptosis, diosmin-hesperidin, metalloproteases, rat, varicocele
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