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VARIKOSEL ILE inI"JKLENl@N TESTiKULER HASARIN OLUSUMUNDA
POLi ADP-RiBOZ POLIMERAZ (PARP) YOLAGININ ROLU

OZET

Varikosel erkek infertilitesinin en onemli sebebi olarak gosterilmektedir,
ancak testikiiler disfonksiyonu ve infertiliteyi indiikleyen varikoselin patogenetik
mekanizmasi heniiz anlasilamamistir. Erkek infertilitesinde oksidatif stresin roliinii
degerlendiren son c¢alismalar, varikoselli hastalardaki sperm disfonksiyonunun
oksidatif stresle iliskili oldugunu gostermektedir. Poli ADP-ribozilasyon, Poli ADP-
riboz Polimerazlar (PARP) tarafindan katalizlenen ve DNA zincir kiriklarina verilen
hizli bir hiicresel cevaptir. PARP-1, PARP ailesinin en aktif ve en iyi tanimlanmig
tiyesidir. Oksidatif stres ya da inflamasyon gibi cesitli patolojik durumlarda agir
PARP aktivasyonu ortaya ¢ikmaktadir. PARP’1n asir1 aktivasyonu hiicre oliimiiyle
(apoptoz ya da nekroz) sonuglanir. Varikosel hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmissa da,
simdiye kadar hicbir medikal tedavi varikoselin tedavisinde yeterli basariy1
gosterememistir. Oksidatif stresin arttigi durumlarda, PARP'1n asir1 aktive oldugu
bilindiginden; bu c¢alismada "varikoselli hastalarda testikiiler hasarin ve sperm
disfonksiyonunun PARP yolaginin asir1 aktivasyonuyla iligkili olabilecegi" hipotezi
irdelenmistir. Yedi haftalik yetiskin Rattus norvegicus (Wistar) irki erkek sicanlar
rastgele olarak 3 gruba ayrilmistir. 1.Grup sicanlarin (13 haftalik, n=10) sol
testislerinde deneysel varikosel modeli ve 2.Grup sicanlarda sham operasyonu
(n=10) gerceklestirilmistir. 3.Grup sicanlar ise kontrol grubunu olusturmustur
(n=10). Deneysel varikosel modelinin indiiklenmesinden sonra tiim gruplardaki
sicanlar sakrifiye edilmistir. Sol testis dokularinda; 4-HNE, PARP-1 ve PAR
proteinlerinin immiinohistokimyasal ve western blot analizleri ile apoptozun
belirlenmesi i¢cin TUNEL analizleri gergeklestirilmistir. Varikosel olusturulan
testislerin agirliklar belirgin olarak azalmis ve bu testislerde seminifer tiibiil hasari
belirgin olarak artmigtir. Western blot analizleri oksidatif stres artisin1 ortaya
koymustur. Immiinohistokimyasal ve western blot analizleri sonucunda; PAR ve
PARP-1’in kontrol ve sham gruplarinda ekspre oldugu, ancak varikosel
gruplarindaki ekspresyon diizeylerinin tiim germ hiicrelerinde anlamli bir sekilde
artigl gézlenmistir. Tiim bunlara ek olarak, varikoselli testislerde apoptotik germ
hiicre sayisi1 belirgin olarak artmistir.

Sonug olarak, varikosel nedeniyle testiste artan oksidatif stres sonucunda
PARP yolaginin aktive oldugu ve germ hiicre apoptozunu indiikledigi ilk defa ortaya
konmustur. Genellikle varikoselli bireyin iirettigi sperm hiicrelerini degerlendiren
literatiirdeki ~ calismalarla  karsilastirildiginda, iretilen anormal gametlerin
olusumunda PARP yolagimin testisteki roliinii degerlendiren bu caligma, varikosel
mekanizmasina molekiiler diizeyde onemli bir katki saglamaktadir. Biitiin bunlarla
iligkili olarak; deneysel varikosel modellerinde farmakolojik PARP inhibitorleri
kullanarak, varikosel patogenezinin PARP yolag ile iliskisinin degerlendirilecegi
calismalarin planlanmasina hizla devam etmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sican, varikosel, oksidatif stres, PARP-1, PAR, apoptoz
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THE ROLE OF POLY ADP-RIBOSE POLYMERASE (PARP) PATHWAY IN
VARICOCELE INDUCED TESTICULAR DAMAGE

ABSTRACT

Varicocele has long been implicated as a major cause of male infertility.
However, pathogenetic mechanisms by which varicocele induces testicular
dysfunction and infertility are not fully understood. Recently, studies evaluating the
role of oxidative stress in male infertility have shown that sperm dysfunction in
varicocele patients are related to oxidative stress. Poly(ADP-ribosyl)ation is a
cellular response to DNA strand breaks that is catalyzed by poly(ADP-ribose)
polymerases (PARPs). PARP-1 is the most active and best-characterized member of
the PARP family. PARP overactivation occurs in various pathological conditions
involving oxidative stress or inflammation. Extensive activation of PARP leads to
cell dysfunction and can culminate in cell death, either apoptosis or necrosis. Despite
the long history associated with varicoceles, no medical treatment could be
successfully used until now. PARP overactivation during high levels of oxidative
stress and their interaction suggested us the hypothesis that “testicular damage and
sperm dysfunction in varicocele patients may be in part related with overactivation of
PARP pathways”. Adult animals, which were 7-weeks-old, were randomly separated
into three groups. First group rats were used as control group (n:10), second group
rats underwent a sham operation (n:10) and third group rats were used for
experimental groups and underwent partial ligation of renal vein (n:10). Rats in all
groups were sacrified after induction of experimental varicocele. Western blot and
immunohistochemical analysis of PARP-1, PAR and 4-HNE (oxidative stress
marker) in left testicular tissues were done. TUNEL analysis was performed for
apoptotic cell evaluation. The tissue weights of varicocele induced testes decreased
significantly, whereas, tubule degeneration was significant in these testes. Western
blot analyses have confirmed increased oxidative stress in varicocele groups. Both
werstern blot an immunohistochemical analysis have confirmed that PARP-1 and
PAR expressions increased significantly in all germ cell types. Moreover, the ratio of
apoptotic germ cells in varicocele groups were significantly higher when compared
to control and sham groups.

In conclusion, for the first time in the literature it has been confirmed that
increased oxidative stress in varicocele triggered the activation of PARP pathway
which in turn induced germ cell apoptosis. By evaluating the role of PARP pathway
in varicocele testes, this study contributes very much to molecular mechanisms of
varicocele patogenesis when compared to studies those generally evaluate the sperm
cells of varicocele patients. Studies regarding the effects of pharmacological PARP
inhibition to exprimental varicocele are in progress in our laboratory.

Key words: Rat, varicocele, oxidative stress, PARP-1, PAR, apoptosis
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GIRiS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢

Varikosel, spermatik kordondaki pampiniform vendz pleksusun patolojik
dilatasyonu olarak tamimlanmistir ve erkek infertilitesinin en 6nemli sebebi olarak
gosterilmektedir (1-3). Yetigkin ve ergenlik cagindaki genel populasyonun %15’inde
klinik varikosel oldugu bildirilmektedir. Bu populasyon primer infertilitesi olan
erkeklerin %35’ini, sekonder infertilitesi olan erkeklerin ise %80’ini kapsamaktadir
(4, 5). Son zamanlarda yapilan calismalarda, normal semen analizine sahip
varikoselli bireylerin ve varikosel Oncesi fertiliteye sahip bireylerin bile testikiiler
fonksiyon ve fertilite kaybi riskini tagidig gosterilmistir (6, 7).

Giiniimiizde bu konuda ¢ok sayida yayinlanmig makale olmasina ragmen,
testikiiler disfonksiyon ve infertilitenin indiikleyicisi olarak bilinen varikoselin
patogenetik mekanizmasi heniiz anlagilamamistir. Bununla birlikte; adrenal ya da
renal kokenli toksik metabolitlerin ¢ikisi, hipotalamik gonadal dengenin bozulmasi,
vendz stazin neden oldugu testikiiler hipoksi ve testikiiler sicakligin yiikselmesi gibi
bazi mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir (8-11). Erkek infertilitesinde oksidatif stresin
roliinii degerlendiren son calismalar, varikoselli infertil erkeklerin yiiksek seviyede
sperm-kokenli reaktif oksijen tiirlerine (ROS) sahip oldugunu gostermistir (12).
Varikoselli hastalarda yiiksek diizeyde seminal oksidatif stresin varligi, bu bireylerin
semenlerinde ROS diizeylerindeki artisin ve toplam antioksidan kapasitesindeki
(TAC) azalmanin gosterildigi bir¢cok calisma ile kanitlanmistir. Boylece, sperm
disfonksiyonu bulunan varikoselli hastalarin spermatogenez bozukluklarinin
oksidatif stresle iliskili oldugu kanisina varilmaktadir (12-17). Diisiik seviyelerde
ROS; kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu ve sperm-oosit fiizyonu
gibi normal sperm fonksiyonlarim diizenlerken, ROS’un asir1 tiretimi oksidatif strese
neden olabilir ve spermatozoadaki patofizyolojik degisiklikleri indiikleyebilir (18,
19). Spermatozoadaki ROS ile iliskili olarak; hiicre membraninin peroksidatif hasari,
sperm motilitesinin bozulmas1 ve DNA’nin oksidatif harabiyeti gerceklesmektedir
(19-22).

Varikoselli testislerde oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu gelisen oksidatif stresin, spermatogenez tizerinde 6nemli etkileri
oldugu bilinmektedir (23). Varikoselli hastalarin testislerinde lipid peroksidasyon
tiriinleri diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (24, 25). Lipid peroksidasyonunun 6zgiil ve
stabil bir son {iriinii olan 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) hiicre i¢cine ge¢cmekte, DNA
ve proteinlerle etkileserek hiicre sinyalizasyonu ve apoptoz gibi 6zgiil hiicresel stres
yanitlarinin baglamasina neden olmaktadir (26, 27). Varikoselin testikiiler apoptoz
artigt ile iliskili oldugu bilinmektedir (28-32). Germ hiicreleri varikoselden en fazla
etkilenen hiicreler olup, varikoselin germ hiicre apoptozunda artisa neden oldugu



bildirilmistir (33). Bununla birlikte oksidatif stres sonrasi testiste gelisen olaylar
heniiz aydinlatilamamustir.

Poli ADP-ribozilasyon; NAD (nikotinamid adenin diniikleotid)-bagimli bir
enzim olan poli ADP-riboz polimerazlar (PARP) tarafindan katalizlenen ve DNA
zincir kiriklar ile aktive olan hizli bir hiicresel cevaptir (34). PARP proteinleri;
DNA’ya baglanan proteinlerin poli ADP-ribozilasyonunu katalizleyen ve
okaryotlarda bulunan bir enzim ailesidir (35-37). DNA’ya baglanabilen proteinlere
poli ADP-riboz (PAR) gruplarn ekleyerek bu proteinlerin fonksiyonlarim diizenler.
PARP ailesinin bircok iiyesi olsa da, hiicresel poli ADP-ribozilasyonun %90’1
PARP-1 tarafindan gergeklestirilmektedir (38). PARP-1, niikleusta bol miktarda
bulunan, DNA zincir kiriklan tarafindan aktive olan ve fonksiyonel olarak DNA
tamiriyle iligkili olan bir enzimdir (39).

PARP-1 bir¢ok dokuda farkli diizeylerde bulunmakla birlikte; testis, dalak ve
timusta mRNA’sinin yiiksek diizeylerdeki varligi bildirilmistir (40, 41). Testikiiler
dokudaki PARP ekspresyonuyla iliskili rodentlerde yapilan ¢aligmalarin sonuglarina
gore; PARP aktivitesi esasen spermatogonyum ve pakiten evredeki spermatositlerde
mevcuttur (42-49). 2006 yilinda yapilan bir caligmada insan testis dokusunda PARP-
1 enziminin ve PAR polimerinin spermatogenik hiicrelerdeki dagilimi gosterilmistir
ve germ hiicresi farklilasmasindaki poli ADP-ribozilasyonun anahtar rolii
kanmitlanmistir  (50). Spermatogenik hiicrelerde mevcut olan PARP varligi,
muhtemelen bu hiicrelerin DNA’sinin genomik biitiinliigiinii korumaya yoneliktir.
2005 yilinda sicanlarda yapilan bir ¢aligma, PARP-1 tarafindan diizenlenen PAR
olusumunun kromatin kondenzasyonu sirasinda spermatidlerde meydana geldigini
gostermistir. Spermatidlerin 6zelligi, kromatinlerinde histon-protamin degisiminin
yiikksek oranda gerceklestigi tip spermatogenik hiicreler olmalaridir. Bu durumda,
gecici olarak PAR olusumu, sperm maturasyonunun kromatin yeniden diizenlenmesi
basamaklar1 boyunca olusan DNA zincir kiriklarini tamir ettigi sonucu ortaya
konmustur (51, 52).

Oksidatif stres veya inflamasyon gibi cesitli patolojik durumlarda PARP
aktivasyonunda artis meydana gelmektedir (52-55). PARP aktive oldugunda, spesifik
proteinlere 6rnegin, DNA’ya baglanan proteinler PAR gruplan ekleyebilmek igin
hiicre i¢cinde NAD’1 tiikketmektedir. PARP-1’in agir1 aktivasyonu, hiicre i¢inde NAD
ve ATP’nin fazla tilketimine neden olur ve mitokondriyal membran potansiyeli
azalir. Bunlarin sonucunda hiicre disfonksiyonu gerceklesir ve hiicre oliime gider
(56-58). PARP aktivasyonunun hangi mekanizmalar araciligiyla hiicre Oliimiine
sebep oldugu literatiirde hala tartisma konusudur. Bu sebeple birkag mekanizma
onerilmistir. Bunlar; hiicrenin asir1 enerji tiikketimi ile tetiklenen nekroz ve apoptoz
indiikleyen faktor (AIF) bagimli apoptozdur (59).

Varikosel hakkinda bir¢ok calisma yapilmigsa da, varikosel gelisimi ve
varikosel tedavisinin sekli hakkinda heniiz net bir ortak karara varilamamistir. Yakin
zamanda yapilan caligmalarda, varikoselli infertil hastalarin testis ve sperm
disfonksiyonunun oksidatif stres ile iliskili oldugu bildirilmektedir. Ayrica diger
dokularda yapilan ¢aligmalardan bilinmektedir ki; yliksek diizeydeki oksidatif stres
PARP’1n asir1 aktivasyonuna neden olmaktadir. Biitiin bu bilgilerden yola ¢ikarak,



varikosel hastalarindaki sperm disfonksiyonunun testiste PARP’1n agir1 aktivasyonu
sonucunda ortaya c¢ikan sinyal yolaklariyla iliskili olabilecegini diisiinmekteyiz. Eger
hipotezimiz dogruysa, farmakolojik ajanlar (PARP inhibitorleri) kullanilarak bu
yolagin inhibisyonu, semen parametrelerini gelistirerek varikosel tedavisi i¢in ileride
yeni bir terapotik yaklasim sunabilir. Uygun medikal tedavi umut verici olabilir
clinkii subklinik varikoseller icin cerrahi (varikoselektomi) Snerilmemektedir (60).
Bir diger yandan, varikoselektomiye medikal tedavinin eklenmesi, cerrahi tedavinin
etkinligini daha da arttirabilir.

Bu calismanin amaci; deneysel olarak varikosel olusturulmus sicanlarin
testislerinde oksidatif stres artisina bagh olarak PARP-1 ve PAR proteinlerinin
dagilimlarimin ve aktivasyon derecelerinin degerlendirilmesi ve apoptoz ile
iliskilendirilmesidir. Boylece, varikoselli erkeklerde infertiliteye neden olan sperm
disfonksiyonunun patofizyolojik mekanizmalar1 arasinda PARP yolaginin roli olup
olmadiginin aydinlatilmasidir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi testisler, genital bosaltim kanallar1 ve yardimei tireme
bezlerinden olusmaktadir. Testisler spermatozoalara doniisen ve devamli boliiniin
kok hiicreleri icermektedir. Erkek iireme sistemi sicanda da benzer isleyen bir
mekanizmadir.

Sperm, depolanmak ve olgunlagsmasim tamamlamak igin testislerden
epididimise dogru hareket eder ve seksiiel uyar sirasinda duktus deferens aracilig ile
epididimisten ayrilarak penil iiretra aracilifi ile iireme organlarini terk eder.

Yardimci iireme bezleri ise, bir ¢ift seminal vezikiil, bir ¢ift bulboiiretral bez
ve bir adet prostat bezinden olusmaktadir. Bu bezler sperm ile birlikte bir¢ok salgi
tiriiniiniin karigimi olan ve semen adi verilen siviy1 iiretmektedirler.

2.1.1. Skrotum

Bir cift testis viicudun disinda skrotum icerisinde yerlesiktir. Skrotum testisin
sicakligr icerisindeki viicut sicakligindan yaklasik 2.2°C daha diisiiktiir (61). Bu
diisiik 1s1 testisteki spermatogenez igin hayati Snem tasimaktadir. Skrotumun
yiizeyinde gerceklesen terleme ve buharlagma testislerin daha diisiik 1s1l1 bir ortamda
kalmalarini saglar.

Testikuler arter

Deferensiyel arter

Duktus deferens

Pampiniform pleksus

Kaput epididimis

Korpus epididimis

Kauda epididimis

Sekil 2.1.1. Testise gelen arterler ve ven ag1 “pampiniform pleksus”.

Testis 1s1siin viicut 1sisina gore diisiik kalmasi testisi besleyen damarlarin
diizeni ile de saglanir. Skrotumdan gelen testikiiler arterler, testisden gelen
pampiniform pleksusu olusturan ve kompleks ven ag1 ile ¢evrilidir. Pampiniform
pleksustan donen kanin 1s1s1, testikiiler arter kaninin 1sisindan daha diigiiktiir. Karsi



akim sicaklik-degisim mekanizmas: ile arteriyel kan testise girmeden once vendz kan
araciligiyla sogutulur ve boylece sicakligin diisiik kalmasina yardimci olur (Sekil
2.1.1).

2.1.2. Testis

Testislerin boyutlar1 ortalama 4.5cm x 3cm x 2.7cm’dir. Tunika vaginalisin
icerisindeki boslukta mezorsiyum araciligiyla asili bicimde dururlar. Skrotumun
icerisinde, sol testis genellikle daha asagida bulunur (61). Tunika albuginea adi
verilen kalin bag dokusu kilifi, her bir testisi sarmaktadir. Tunika albugineanin bag
dokusu arka boliimden her bir testisin i¢ine dogru uzanarak mediastinum testisi
olusturur. Ince bag dokusundan olusan septumlar, mediastinum testisten iceriye
dogru uzanirlar ve her bir testisi, her biri 1-4 sarmal seklindeki seminifer tiibiilleri
iceren yaklagsik 250 adet testikiiler lopguklara ayirir. Her bir seminifer tiibiil ¢ogalan
spermatogenik hiicreleri ve ¢cogalmayan ve destek hiicreleri olan Sertoli hiicrelerini
iceren cok katli germinal epitel tabakasindan olusur. Seminifer tiibiilde,
spermatogenik hiicreler boliinerek sperm hiicrelerine farklilagirlar.

Seminifer tiibiiller germinal epitelyum hiicrelerinin oturdugu bazal laminanin
disindan; fibroblast, kas hiicresine benzer hiicreler, sinirler, kan damarlar1 ve lenfatik
damarlar ile sarilidir. Buna ek olarak, seminifer tiibiiller arasinda interstisyal hiicreler
olarak adlandirilan Leydig hiicre kiimeleri vardir. Bu hiicreler testosteron hormonu
tiretir ve salgilarlar.

Testislerin arteriyal destegi, vazal ve kremasterik arterlerle birlikte bulunan
testikiiler arterlerle saglanir. Bu arterlerin arasindaki anastomozlar testisin
kanlanmasin1 saglamaktadir (62). Arteria testicularis, arteria renalis’lerin altinda
olacak sekilde, aorta abdominalis’ten ¢ikar ve muskulus psoas major’un 6n yiiziinde
seyreder. Arteria testicularis anulus inguilaris profundus’tan gecgerek funiculus
spermaticus’a gelir ve mezorsiyum’dan testise girer.

Testislerin kollateral kanlanmalar ¢ok zengindir. Arteria ductus deferentis,
arteria iliaca interna’nmin dali olup, arteria uterina’min egdegeridir. Arteria
kremasterica, arteria epigastrica inferior’'un bir dahidir. Arteria pudendae externa,
arteria femoralis’in dalidir (61). Bu ii¢ arter testisin kollateral kanlanmasin1 saglar.

Testislerin vendz drenaji olduk¢a karmasik bir olaydir. Skrotum icerisindeki
primer venoz drenajdan, sol taraftaki renal ven’e ya da sag taraftaki vena cava’ya
drene olan testikiiler ven ve inferior epigastrik ven’e drene olan kremastreik ven
sorumludur. Sol internal spermatik ven, sol testisin anatomik olarak daha asagida
durmasindan ve damarlarin agisindan dolay1 sag taraftakinden 8-10 cm daha
uzundur. Internal spermatik ven, sol renal ven’e dik olarak, sag inferior vena cava’ya
ise oblik aciyla girmektedir. Bu damarlar oldukca anostomozlagmislardir ve boylece
pampiniform pleksusu olustururlar (62). Funiculus spermaticus’da bulunan pleksus
pampiniformis birleserek her bir vena testicularis’i meydana getirir.

Pleksus pampiniformis “ters yonde 1s1 diizenleyici” bir sistem olarak caligir
ve boylece testislerin 1sis1 viicut 1sisindan birkac derece diisiik olarak tutulur (61).
Pleksus pampiniformis varikoselden %80 oraninda etkilenir. Tim venoz



genislemelerin %901 sol taraftadir, ¢iinkii feges ile dolu olan sigmoid kolon sol vena
testicularis’e basi yaparak lokal vendz hipertansiyona neden olur. Varikosel
trombozu siklikla agrili olup, 1s1 diizenlenmesini etkiler ve sperm sayisinda azalmaya
yol agabilir (61).

2.1.3. Testisin Vaskiiler Anatomisi

Testisler, vazal ve kremasterik arterlerin katkilariyla esas olarak testikiiler
arter tarafindan kanlanmaktadir. Boylece bu organin beslenmesi ii¢ ayri arteriyel
sistem tarafindan emniyet altina alinmistir. Bunlar; internal spermatik testikiiler arter,
eksternal spermatik (kremasterik) arter ve deferensiyel (vazal) arterdir.

Internal spermatik arter, ana testikiiler arterdir ve testis kan akiminin 2/3’iinii
saglar. Abdominal aortadan, renal arterin hemen altindan anteriolateral yiizden ¢ikar,
posterior olarak periton dis yiiziinde ilerler, iireter ve eksternal iliak arterin alt
bolimiinii caprazlayarak inguinal kanal i¢ halkasinda spermatik kordona katilir ve
internal spermatik fasiya icinde seyreder. Testise girmeden Once skrotal seviyede
oldukga fazla kivrilma ve dallanma gosterir ve epididimal dallar1 verir (63).

Eksternal spermatik arter, testis kan akiminin 1/6’sin1 saglar ve esas olarak
tunika vajinalisi besler. Arteria iliaca eksternanin dali olan epigastrica inferiordan
internal inguinal halka icinde ayrilir, testikiiler mediastinumda internal spermatik ve
deferensiyel arterlerle anostomoz yapar ve tunika vaginalis lizerinde ag yaparak
sonlanir.

Deferensiyel arter, testis kan akiminin 1/6’s1n1 saglar. Arteria iliaca internanin
uc dali olan arteria vezicalis siiperior veya inferior’dan ¢ikar, duktus deferens ve
epididimisin globus mindr’iinii besler, testise yakin yerde internal spermatik arterle
anostomoz yapar. Internal spermatik arter baglanirsa kremasterik arterin de katkisiyla
testis kan akimimi artirarak diizenleme saglar. Bu diizenleme, testis atrofisini
onlemede yeterli olsa bile spermatogenezi desteklemek i¢in yeterli olmayabilir.

Varikoselektomi operasyonunda testis arterini koruma konusunda tam bir
goriis birligi olmamasina karsin, insan ve hayvan modellerinde arter ligasyonuna
bagh olarak gelisen testis iskemisinin germinal epitel ve spermatogenez iizerindeki
bozucu etkilerini gosteren kanitlar vardir (64-66).

Testikiller venoz drenaj dort ayr sistemle olmaktadir. Bunlar; internal
spermatik (testikiiler) ven, eksternal spermatik (kremasterik) ven, deferensiyel
(vazal) ven ve gubernekuler vendir.

Internal spermatik (testikiiler) ven; internal spermatik artere eslik eder, solda
renal vene dik olarak, sagda vena cava inferiora oblik olarak acilir. Ince duvarl ve
zayif bir kas tabakasina sahip oldugu icin varislesme egilimi gosterir. Sol internal
spermatik ven yiiksek konumu ve sol testisin daha asag1 pozisyonu nedeniyle
sagdakinden 8-10 cm daha uzundur. Vena cava inferior’daki kanin daha fazla
akisiyla olan cekis etkisiyle sag vendeki drenaj1 arttirdig: diisiiniilmektedir (67).



Deferensiyel ven; duktus deferense eslik eder ve supra-inferior vezikal
ven’ler aracilifiyla internal iliak ven’e acilir.

Eksternal spermatik (kremasterik) ven; spermatik kordun posteriorunda yer
alir, eksternal inguinal halka bolgesinde yiizeyel ve derin inferior epigastrik venlere
ve yiizeyel eksternal ile derin pudental venler yoluyla da eksternal iliak vene agilir.

Gubernakular ven; eksternal pudental ven ve safen ven yoluyla eksternal iliak
ven’e baglanir.

Testis icindeki kiigiik venler, testis ylizeyel venlerine ve rete testiste hiler
venlere agilirlar. Daha sonra, testis ve epididimisten koken alan venler mediastinum
testisten ¢ikarlar ve duktus deferensin Oniinde, testikiiler arterin ¢evresinde 8-12 adet
venden olusan bir sebeke halinde serbest anastomoz yapan 3 ayr1 ven grubu olan
“Pampiniform Pleksusu” olusturur.

Pampiniform pleksustaki vaskiiler yapi, karsilikli akan arter ve venlerle, 1sinin
ve kiiclik molekiillerin degisimini kolaylastinir (68). Testosteron, konsantrasyon
gradiyentine gore pasif difiizyonla venden artere dogru tasimir (69). Spermatik
kordonda, 1sinin karsilikli akimla degisimi, normal bireylerde rektal 1sidan 1-4°C
daha diisiik olan testise kan saglayarak 1s1 diizenlenmesine katkida bulunur (70).

2.1.4. Testiste Is1 Diizenlenmesi
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Sekil 2.1.2. Testikiiler fizyolojide vaskiiler kontrol.

Testisler kan1 abdominal aortadan ayrilan arteria testikularis ile dogrudan alir
ve pampiniform pleksus ile verir. Bu iki damar ve duktus deferens bir arada
ilerleyerek spermatik kordonu olusturur. Testisin arter ve venlerinin bu sekilde bir
arada ilerlemesi “Ters Akim Is1 Degisim Sistemi (CHES)” olarak adlandirilir. Bu
sistem sayesinde testislere giren kan testisten donen ve daha soguk olan kan ile
sogutulmus olur ve boylece testisin sicakligi diisiik tutulur (Sekil 2.1.2) (71).



2.1.5. Spermatogenez

Spermatogenez, testis seminifer tiibiillerindeki germ hiicrelerinden mitotik ve
mayotik boliinmelerle matiir spermlerin iiretildigi karmasik bir siireci kapsar ve 3
asamada incelenebilir. Proliferasyon fazinda; germ hiicreleri mitoz boliinme ile
cogalarak kendilerinin aynisi olan hiicreler olustururlar. Rediiksiyon-boliinme
fazinda; mayoz boliinme ile germ hiicreleri kromozom sayilarin1 23'e indirirler.
Farklilasma fazinda ise; sperm Onciili hiicreler (spermatogonya, spermatosit,
spermatid) sperm hiicrelerine doniisiirler. Seminifer tiibiil i¢inde, spermatogenezin
tim asamalarindaki sperm Onciilii hiicreler bulunur. Farklilagsma fazin1 tamamlayan
hiicreler seminifer tiibiill liimenine salimirlar. Bu nedenle testisin farkli
boliimlerindeki farkli alanlarda, gelisimin degisik evrelerindeki sperm hiicrelerinin
iretimi devam eder.

Germ hiicreleri sperm yapimindan sorumluyken, Sertoli hiicresi adi verilen
hiicreler germ hiicrelerinin etrafinda destek olustururlar. Germ hiicreleri farkli hiicre
tiplerine dogru boluniip gelismeye basladik¢a, Sertoli hiicresinin  bazal
kompartmanindan adliiminal kompartmanina dogru ilerlemeye baglarlar (72).

2.1.5.1. Seminifer Tiibiil Simiflandirmasi

Seminifer tiibiill siniflandirilmas: tiirler arasinda farkliliklar gostermektedir.
Sicanlar icin gelistirilen ilk modern sema 1952 yilinda Leblond ve Clermont
tarafindan yapilmistir (73). Bu semaya gore sican seminifer epiteli 14 evreye ve 19
basamaga ayrilmistir (Sekil 2.1.3) (74).

1 T1-11X v v VI viI VIII X X XI XI1 XIIx X1v

Sekil 2.1.3. Siganda seminifer tiibiil evreleri. Roma rakamlar1 evreleri gostermektedir.

Her bir evre, gen¢ kusak spermatidlerin bas morfolojisi ve akrozomal
degisikleri baz alinarak olusturulmustur (Tablo 2.1) (74). Sican seminifer tiibiil



kesitleri incelenerek bir tiibiilde ka¢ adet spermatid jenerasyonu olduguna karar
verilir. Ornegin; hem yuvarlak hem de uzayan spermatidler varsa, o tiibiiliin erken ya
da orta siklusuna bakiyorsunuz demektir. Eger sadece uzayan spermatidler varsa,
tiibiil gec siklustadir. Tiibiiliin erken siklusunu belirlemek icin ayrica akrozomal
terminoloji de kullanlmaktadir. insan testisi seminifer tiibiil smiflandirilmasinda
goriilen hiicreler sicandaki ile aymdir ancak spermatogenik serinin dalgalanmasi
farkli oldugundan tekli tiibiil enine kesitlerinde birden fazla evre bir arada
goriilebilmektedir. Insanda spermatogenik dalga sigandakinden farkli olarak 6
evreden olusmaktadir (Tablo 2.2) (75).



Tablo 2.1.1. Sicana gore seminifer tiibiil evrelendirme kriterleri.

EVRE KRITER GORULEN HUCRE TiPLERI
Tip Ay spermatogonyanin
1. basamak spermatidler sekonder spermatositlerden daha mitozuyla olugan 1ntermec.her
I N . . spermatogonya, pakiten
kiiciiktiir, spermatidlerde akrozomal sistem yoktur. . .
spermatosit, yuvarlak spermatid,

uzayan spermatid.

Proakrozomal graniillerin ilk kez goriinmesiyle baslar. Akrozom

Intermedier spermatogonya, pakiten

11 niikleus iizerine heniiz yerlesmemistir. spermatosit, Xuvarlak spermatid,
uzayan spermatid.
Akrozomal vezikiilin niikleer yiizeye yayilmasiyla baslar ve | Tip B spermatogonya, pakiten

v yayllma acgist 40°C  olunca sona ermektedir. Uzayan | spermatosit, yuvarlak spermatid,
spermatidler Sertoli hiicresi kriptalarina gomiilmeye baslar. uzayan spermatid.

Akrozomun yayilma acist 40°C’den 95°C’ye ulasir. Pakiten | Tip B spermatogonya,  pakiten

A\ spermatositler karistk bir heterokromatin yap1 gosterirler. B | spermatosit, yuvarlak spermatid,
spermatogonya seklini yuvarlaktan ovale doniistiirmeye baslar. uzayan spermatid.

Akrozomun yayilma agist 95°C’den 120°C’ye ulagir, ayrica | Preleptoten spermatosit, — pakiten

VI uzayan spermatidler Sertoli hiicrelerinin kriptalart arasindadir. | spermatosit, yuvarlak spermatid,
Pakiten spermatositler biiyiime hizini arttirir. uzayan spermatid.

Uzayan spermatidler seminifer epitelin liimenine dogru hareket
etmeye baslar, akrozomun niikleer yiizeyde yaptifi ac1 . .
120°C’den daha fazladir, yuvarlak spermatidlerin niikleusu Preleptotep spermatosit, p aklt.e n

VII . N L T .. ... | spermatosit, yuvarlak spermatid,
hiicre yiizeyiyle heniiz bir iliski kurmamistir. Ancak kiigiik uzavan spermatid
flagellumun niikleusla iliskisi goriilmeye baslar Marjinal Fossa yan sp ’
ad1 verilen ¢ikintilar belirir.

8. basamak spermatidlerin niikleusu plazma membraniyla temas . .
. . . Preleptoten  spermatosit, pakiten
halindedir, ancak sekil olarak hala yuvarlaktirlar. Uzayan . .

VIII [ A R spermatosit, yuvarlak spermatid,
spermatidlerin basindaki sitoplazma voliimii azalmistir ve spermivum. sitoplazmik droplet
organellerle daha siki paketlenmis hale gelmistir. P yum, sttop piet.

9. basamak spermatidlerin ovoid niikleusu lateralden

IX yassilagmaya baslar, ventral ac¢i heniiz olusmamustir ancak | Leptoten  spermatosit,  pakiten

ventral ve dorsal yiizeyler olusmaya baslar. spermatosit, uzayan spermatid.
10. basamak spermatidin ventral agis1 goziikmektedir, ancak . .
. s . . - Leptoten  spermatosit,  pakiten

X dorsal ac1 heniiz goriinmemektedir. Pakiten spermatositlerin . .

N . spermatosit, yuvarlak spermatid.
niikleusu ovoid hale gelmeye baslar.
11. basamak spermatidin niikleusu lateral yassilagmaktadir,

XI ancak heniiz kanca seklini almamustir. Pakiten spermatositler | Leptoten  spermatosit,  pakiten
diizensiz  bigimlidir. Leptoten spermatositlerde, niikleus | spermatosit, uzayan spermatid.
cevresinde ince lifler halinde kromatin goriinmektedir.

12. basamak spermatidin dorsal yiizeyinde kanca sekli
olusmustur. Uzama ve nilkleus kondenzasyonu devam Zivoten spermatosit akiten

XII etmektedir. Pakiten spermatositler artik ovoiddir. Zigoten s irmatosit lfza an s e;matig
spermatositler daha biiyiik ve kalin kromatin kordonlarina P - uzayan sp ’
sahiptir.

13. basamak spermatidlerde kromatin kondenzasyonu niikleusun
kaudal ucuna  ulagmistir.  Diploten  spermatositlerde,

XIII spermatositler max voliimlerine ulasirlar, kromozomlar | Zigoten  spermatosit,  Diploten
ayrilmaya baglarlar, zigoten spermatositlerde kromatin | spermatosit, uzayan spermatid.
kordonlar daha kalin goriiniir ve niikleer matriksle kontrast
olusturur.

XIV 14. basamak spermatidlerde ventral ve dorsal agilar olusmustur. | Pakiten  spermatosit,  sekonder

Sekonder spermatositler olugmaktadir.

spermatosit, uzayan spermatid.
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Tablo 2.1.2. Insana gére seminifer tiibiil evrelendirme kriterleri.

Evre| Tanmmmlama

L Pakiten spermatositler ve spermatidler mevcuttur.

II. Uzayan spermatidler seminifer epitelin liiminal kismina tasinir.

I11. Sadece yuvarlak spermatidler vardir.

Iv. Spermatidler uzamanin ilk isaretlerini gostermektedir.

Uzayan spermatidler belirgindir ve membran sinirina lokalize
olmuslardir.
Primer ve sekonder spermatositler 1. ve II. matiirasyon
boliinmelerine devam etmektedir.

V.

VI

Bu siniflandirma, iki veya daha fazla tiibiil kesiti arasinda karsilastirma
yapmaya olanak saglamaktadir. Molekiillerin, seminifer tiibiiliin hangi evresinde ne
kadar ifade edildigini belirlemede, genetik calismalarda, evreye-6zgii ekspre olan
genleri belirlemede, degisik kimyasallarin veya patolojilerin evrelere gore
hiicrelerdeki histopatolojik diizeydeki etkilerinin degerlendirilmesinde oldukga
avantajhidir. Smiflandirma, farkli tiirler ve patolojiler arasinda spermatogenezin
siirekliligiyle ilgili iliski hakkinda 6nemli bilgileri elde etmemizi saglar.

2.2. Varikosel

Sekil 2.2.1. Testiste varikosel goriiniimii (76).

Varikosel, skrotum icerisindeki pampiniform pleksusun dilatasyonu olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2.2.1). Varikosel sozciigii, ilk kez 1843’de Curling
tarafindan “pampiniform pleksus icindeki testikiiler venlerin anormal dilatasyonu”
tanimima karsilik olarak kullanilmaya baglanmistir (77) ve uzun zamandir
bilinmesine karsin, patofizyolojisi heniiz tam olarak aydmnlatilamamistir.
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2.2.1. Tarihge

[k olarak 1.yiizyilda Celcius tarafindan De Medicina’da “testisteki venler
siser ve testis iizerinde biikiiliir ve bu testisin beslenmesini bozdugu i¢in digerine
gore daha kiiciik kalir” seklinde tarif edilen varikosel giiniimiizde; testisi drene eden
pampiniform pleksusu olusturan spermatik venlerin boyuna uzamis, genislemis ve
kivrilmig bir hal almasi ve ven6z dolasimda mutlak ters akim (reflii) olmas1 seklinde
tanimlanir.

Osmanli donemi cerrahlarindan Serafeddin Sabuncuoglu, Cerrahiyyet’iil
Haniyye adli eserinde “Devali (varikosel), testis damarlarinin biikiiliip iiziim
salkimina benzer sekilde olmasi ve bu nedenle testisin asagiya sarkmasidir. Boyle bir
hasta hareket ve spordan aciz kalir” demektedir (78). Ronesans doneminin en iinlii
cerrahi, Ambroise Pare (1500-1590), bu vaskiiler anormallige durgun kan akiminin
neden oldugunu soylemistir. 19. y.y.’in sonlarinda Ingiliz cerrah Barfield ise
infertilite ve varikosel arasindaki iliskiyi ilk kez gostermistir. 1900’lerin baslarinda,
diger cerrahlarin sundugu raporlarla, varikoselin infertiliteyle olan iliskisi
tanimlanmaya devam etmistir. 1952 yilinda ise; Tulloch’un azospermik bir hastada
bilateral varikoselektomi sonrasi sperm sayisinda artis ve gebelik bildirmesi bu
konuda doniim noktasi olmustur ve varikoselektomi erkek faktorlii infertilite
nedeniyle en sik yapilan operasyon haline gelmistir.

2.2.2. insidans

Varikosel, erigskin erkek popiilasyonun %15-22’sini etkileyen fiziksel bir
anomalidir (79, 80). Infertilite arastirmasi nedeniyle kliniklere bagvuran erkeklerin
ortalama %30-40’1nda varikosel saptanmaktadir (81, 82). Anormal semen analizine
sahip infertil erkeklerin ise %25’inde varikosel bulundugu bildirilmektedir (83).
Diinya Saghk Orgiiti'niin (WHO) kapsamli bir projesinde, anormal semen
parametrelerine sahip erkeklerin %?25.4, normal semen parametrelerine sahip
erkeklerin ise %]11.7°sinde varikoselin bulundugu bildirilmistir (4). Sekonder
infertilite nedeniyle klinige bagvuran olgularda, varikosel goriilme siklig1 artarak
9%69-81 oranina ulagsmaktadir (84-86). Varikosel genellikle sol tarafta izlenir ancak
daha dikkatli bir fizik muayene yapildiginda, bilateral varikosel saptama siklig
oldukga yiiksektir. Bununla birlikte, varikosele sahip olgularin %80’inde infertilite
bulunmamaktadir (87). Her ne kadar varikoselin 10 yasin altindaki aras1 ¢ocuklarda
goriilmedigi ve 10-14 yas arasindaki ¢ocuklarda sikligimin arttigimi ortaya koyan
caligmalara gore varikoselin yalnmzca pubertede gelistigi ileri siiriilse de (88), Akbay
ve arkadaslarinin 2-19 yas aras1 4052 cocukta yaptiklari kapsamli ve diinya
literatiiriine 6nemli katkida bulunan prevalans caligmasindan elde edilen bulgular,
hastaligin daha erken yaslarda da baglayabilecegini gostermektedir (89).

2.2.3. Etiyoloji

Varikoselin etiyolojisi oldukca tartigmali olmasina karsin; anatomik
degiskenlikler, dogumsal ve/veya edinsel kapak¢ik bozukluguna ikincil olarak
gelisen venoz reflii ve venoz obstriiksiyon gibi degisik teoriler ileri siiriilmektedir.
Varikosel nedenleri arasinda kabul gérmiis 3 esas teori bulunmaktadir (90):
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1. Teori: Sag ve sol testikiiler venler arasindaki anatomik farkliliklar: Sag
testikiiler venin vena cava inferiora oblik, buna karsilik sol testikiiler venin sol renal
vene dogrudan ac¢ilmasi sonucunda solda hidrostatik basing artisi gerceklesmesi ve
dolayistyla pampiniform pleksusa iletilen basincin venlerde genisleme ve kivrilmaya
yol agmasi seklinde agiklanir.

2. Teori: Venoz kanin refliisii ile sonuglanan kompetan venoz kapakgiklarin
olmayisi; varikoselli erkeklerde yapilan anatomik diseksiyon calismalari, sol renal
ven ve internal spermatik ven birlesim diizeyinde kapakc¢ik bulunmadigini
gostermistir (91). Ek olarak, retrograd venografik calismalarla da kapakgiklarin
bulunmadigi veya yetersiz oldugu saptanmistir (92-94). Bir bagka c¢alismada,
varikoseli olan 659 erkegin venografik paternleri incelendiginde %73’iinde venoz
kapakc¢iklarin yoklugu gosterilmistir. Ancak, yeterli kapakg¢ik sistemine sahip
hastalarda da %26.2 oraninda varikosel goriilebilmektedir (95). Baz1 arastirmacilara
gore, kapakciklarin yoklugu varikosel gelisimine katkida bulunmaktadir, ancak,
direkt altta yatan neden degildir (67, 95). Diger anatomik caligsmalar ise, kapakc¢iklar
belirlemede tamamiyla basarisiz olmuslardir (96, 97).

3. Teori: Sol renal venin, aorta ve superior mezenterik arter arasinda
sikismasina bagl olarak testikiiler venin kismi obstriiksiyonu (nutcracker fenomeni):
Testis vendz drenajinin baskilanmasim olarak agiklanir. Sonug¢ olarak, kollateral
drenaj gelisimi, vendz basing artis1 ve staz olusmaktadir. Venografik calismalarda
varikosel patogenezine katkida bulunan 2 tip “nutcracker fenomeni” bulunur:

o Proksimal (Klasik): Aortanin anterioru ve superior mezenterik arterin
posteriorunda uzanan sol renal ven. iki arter arasindaki ac1 venin sikigmast ile
sonuclanir (insidans: % 0.7).

o Distal: Sol ortak iliyak arterin sikismasina ikincil olarak sol ortak iliyak venin
sikismasi (insidans: % 0.5) (95).

Ayrica, varikosel gelisiminde embriyolojik faktorlerin de rol oynadigi
(ontojenik temel) ileri siiriilmektedir. Buna gore, gelisim sirasinda sol taraftaki
vaskiiler yapilar daha plastik 6zellige sahiptir (95). Sag ve solun drenajinda farkliliga
yol acan bu durum, sol tarafin daha zayif drenajina ve dolayisiyla embriyogenez
sirasinda kollateral damarlarin acik kalmasini saglayarak yiiksek oranda venoz
anomaliye yol acmaktadir. Bu ontojenik potansiyel, daha oOnce goriilemeyen
anastomozlarin varikoselektomiden hemen sonra yeniden agilmasina yol acarak
varikosel tekrarina yol agmaktadir. Ontojeni konusunda bir bagka bulgu ise primer
sag varikoselli olgulardir. Situs inversus olgularinda sadece sagda goriilen varikosel,
bu embriyolojik temel ile aciklanabilir (98-100). Sag varikoselin, internal spermatik
venin vena cava inferior yerine sag renal vene drene olmasi nedeniyle gelistigi,
venografik caligmalarin dayanarak ileri siiriilmiistiir (101, 102).

2.2.4. Histolojik Degisiklikler

Varikoselle iliskili vaskiiler degisikliklerde ven, veniil ve kapillerlerin medya
tabakasinda kollajen miktarinin artis1 ve intima tabakasinda fibrozis mevcuttur (103).
Varikoselin derecesi, spermatik ven duvar kalinligiyla ve damar duvarinda bulunan
diiz kas miktariyla iligkilidir. 3.derece varikosellerde longitudinal diiz kas
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fibrillerinin hipertrofisi gozlenir. Varikoselli venler, normal sag internal spermatik
ven kontrolleriyle karsilastirildiginda, fibrozis artist ve damar capr artisina bagl
akim gibi cesitli biyomekanik Ozelliklerde degisiklikler gosterirler. Viicudun
herhangi bir yerinden elde edilmis varikoz venlerle yapilan cesitli ¢aligmalarda,
mekanik 6zellikler ve kollajen icerigi acgisindan karsilastirilabilir farkliliklar oldugu
gosterilmistir. Elektron mikroskopik ve immiinohistokimyasal caligmalar, varikoselli
erkeklerde laminin ve tip IV kollajenin yoklugunda peritiibiiler lamina proprianin
sklerozunu ortaya ¢ikmustir.

Varikoselde testiste meydana gelen histolojik degisiklikler oldukca cesitlidir
ve varikoseli olmayan ancak spermatogenez bozuklugu bulunan hastalarla benzerlik
gosterir. Siklikla karsilasilan histolojik bulgular; Leydig hiicre hiperplazisi, tiibiil
basina diisen Sertoli hiicresi sayisinin azalmasi, spermatogenezin duraklamasi ve
germinal epitelin  bozulmasidir (87). Ayrica, seminifer tiibiillerin bazal
membranlarinin kalinlasmas1 zamana bagh olarak ortaya cikabilmektedir.

Kan-testis bariyerini gostermek i¢in yapilan ultrastriiktiirel calismalarda;
normal goriinen Sertoli-Sertoli baglanti kompleksleriyle bariyerin bir biitiin halinde
kaldig1 ve bazal kompartmanin korundugu ortaya ¢ikmistir. Deney hayvanlariyla
yapilan fonksiyonel ¢alismalar da bu bulguyu dogrulamaktadir (62).

2.2.5. Patofizyoloji

Varikoselin patofizyolojisini ortaya koyabilmek i¢in bazi sorular sorulmalidir:
Hangi neden varikosel gelisimine yol agmaktadir? Varikosel hangi mekanizmalarla
testis fonksiyonunda bozulmaya yol a¢maktadir? Varikoselin fertilite iizerine
gosterilebilir etkisi nedir? Tek tarafta varikosel varliginda her iki testisin fonksiyonu
hangi yollarla bozulmaktadir? Varikosel neden baz1 erkeklerde testikiiler fonksiyonu
bozarken baz1 erkekler ise etkilenmemektedir? Varikoselektomi sonrasinda neden
bazi hastalar tedaviden yarar gormemektedir? Pek cogu heniiz aciklanamayan bu
sorulara, hastaligin patofizyolojisi konusundaki sinirli  bilgiler ile yamt
verilebilmektedir.

Varikoselin hem hayvanlarda (104, 105) hem de insanlarda (106) ilerleyici ve
zamanla artan testis hasarina yol agtig1 bilinmektedir. Varikoselin fertilite tizerine
etkilerini irdeleyen WHO projesinde, varikoselin semen anomalileri (say1 ve
motilitede bozulma), testikiiler hacimde azalma ve Leydig hiicre fonksiyonunda
azalmayla iligkili oldugu acik¢a vurgulanmaktadir (4). Ayrica bu calismada,
varikoselin derecesi ve sperm sayisinda azalma orani arasinda dogrudan bir iligki
oldugu bildirilmektedir.

Varikosel patofizyolojisi konusundaki olas1 hipotezler arasinda; hipertermi,
testikiiler kan akimi ve venoz basing degisiklikleri, renal/adrenal {iiriinlerin refliisii,
nutrisyon degisimi veya interstisyel sivi formasyonunda degisiklik ile sonuclanan
testikiiler vaskiiler degisiklikler, hormonal disfonksiyon, otoimmunite, akrozom
reaksiyonu defekti, apoptoz ve oksidatif stres bulunmaktadir (106). Mevcut verilere
gore, testikiiler 1s1 artis1 ve vendz reflii en ¢ok kabul goren faktorlerdir.
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2.2.5.1. Testikiiler Kan Akim

Varikoselin bir patoloji olmasi, patofizyolojisinin aydinlatilmasinda damara
yonelik pek c¢ok calismanin yapilmasina yol ac¢mustir. Deneysel hayvan
calismalarinda, varikosel ve testikiiler kan akimi degisiklikleri konusunda birbiriyle
celigkili sonuglar bulunmaktadir. Tek tarafli varikosel varliginda iki tarafh testikiiler
kan akimi artisim1 gosteren Turner ve arkadaslarinin ¢alismalarina karsi olarak (107),
erigkin ratlarda ayni bulgulan saptayan ve varikoselektomiyi izleyen kisa ve uzun
donemlerde kan akiminin normale dondiigiinii bildiren ¢aligmalar da vardir (108,
109). Tek tarafli patolojinin neden iki tarafli etki yaptigi heniiz tam olarak
bilinmemesine karsin, noral veya hormonal faktorlerin rol oynadigr ileri
siriilmektedir. Ancak, Hurt ve arkadaslari, sol varikosel varlifinda sol testisin
cikarilmasina ragmen sagdaki kan akiminin halen yiiksek olmasinin, hormonal
sinyallerle aciklanamayacagim bildirmektedirler (109). Buna karsilik, sol spermatik
vendeki noral/noral olmayan ‘geri-bildirim’ mekanizmalar1 veya baro/gerilme
reseptorlerinin rolii tizerinde durulmus, ancak konu agikliga kavusturulamamaistir.

Yukaridaki bulgularin tam aksine, varikoselin testikiiller kan akiminda
azalmaya yol actigimi bildiren calismalar da literatiirde bulunmaktadir. Li ve
arkadaslari, sol renal venin kismi ligasyonuyla olusturduklar1 deneysel varikosel
modelinde kan akiminin azaldigini gostermislerdir (110). Primatlarda yapilan bir
calismada da benzer bulgulara rastlanmis ve iki yilin sonunda kan akiminin normale
dondiigii ileri siiriilmiistiir (104). Bu farkli sonuglarm, olusturulan modellerin siiresi
veya Ol¢iim yontemlerindeki farkliliklara bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

2.2.5.2. Testis-interstisyal Siv1 iliskisi

Testikiiler interstisyel siv1; testikiiler hiicreler ve dolasim arasindaki endokrin
etkilesimi ve hiicreler arasindaki parakrin mekanizmalar1 diizenler. Bu sivinin
olusumu, testikiiler kapillerlerin kan akimi ve gecirgenligi tarafindan belirlenir.
Varikosele bagh olarak internal spermatik vende ortaya c¢ikan hidrostatik basing
artigi, testikiiler kapiller ve vaskiiler gecirgenlikte degisiklige, dolayisiyla testikiiler
interstisyel sivi olusumunda degisiklige yol acar. Yapilan c¢alismalarda, deneysel
varikosel olusumundan 30 giin sonra interstisyel sivi olusumunda artis oldugu
gosterilmistir (111). Seminifer tiibiilleri ve interstisyel dokudaki hiicreleri saran bu
sivi, testis ve testis vaskiilaritesi ile baglantilidir. Testikiiler interstisyel sivi
olusumunu kontrol eden faktorler ve bu faktorlerdeki degisiklikler, testis islevinde
onemli rol oynamaktadir. Bu faktorlerden birisi de, testis kapillerlerinin vaskiiler
gecirgenliginin artis1 olabilir (112). Bu goriisii destekleyen bir bulgu, varikosel
olusturulan ratlarda kontrol grubuna gore anlamli oranda fazla polimorfoniikleer
hiicre birikiminin olmasidir. Ayrica bu birikim, sol tarafta saga gore daha fazla
gerceklesmistir (113). Kan damarlarinda polimorfoniikleer hiicre birikiminin, vendz
hidrostatik basing artis1 ile gelisen vaskiiler gecirgenlige ikincil olarak gelisen 6deme
bagl oldugu diisiiniilmektedir.

2.2.5.3. Hipertermi

Hipertermi, varikosele ikincil olarak gelisen testikiiler islev degisikligi icin en
yaygin kabul goren mekanizmadir. Skrotal 1siy1 2 termoregiilator sistem
diizenlemektedir:
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a- Skrotumun kendisi: Bu bolgedeki ince ciltte subkutan yag dokusu
bulunmaz ve dartos kasi tarafindan kontrol edilen yiizey alan1 degisken olarak kalir.

b- ‘Ters akim’ 1s1 sistemi: 11k kez 1959’da tanimlanmustir (114). Spermatik
kordon icindeki pampiniform pleksus, arteriyel ve ventz kan arasinda ‘ters akim’ 1s1
degisim sistemini saglamaktadir. Arteriyel kan testise girerken sogutulmakta ve
testisin diisiik 1s1s1m1 saglamaktadir. Bu 1s1 degisim sistemi, yalmizca vendz kan
1s1s1nin testise giren arteriyel kandan daha diisiik oldugunda ¢alisabilmektedir (115).
Yani, testise girecek olan spermatik arter kaninin 1sis1, testisten ¢ikan ve pleksus
pampiniformisi olusturan vendz kan tarafindan sogutulmaktadir. Varikoselin bu
mekanizmay1 bozduguna inanilmaktadir.

Varikosel ve intratestikiiler 1s1 artis1 arasindaki iliski ilk kez 1971°de
gosterilmis ve tek tarafli lezyonun iki tarafli etki olusturdugu bildirilmistir (116). Bir
bagka caligmada ise, prob kullanilarak, anestezi altindaki varikoselli infertil
erkeklerin skrotum yiizey 1silar1 degerlendirilmis ve kontrol grubuna gore skrotal
1siin varikoseli olanlarda daha yiiksek oldugu (ortalama 33°C’ye karsin 35-36°C)
One siiriilmiistiir (117). Yine bu calismanin verilerine gore, skrotal 1s1 pozisyonla
degismekte, ayakta durur pozisyonda varikosel ve kontrol gruplarmin her ikisinde de
iki tarafli olarak skrotal 1s1 azalmaktadir.

Tasmabilir kiigiik dijital veri kaydedici ile skrotal 1simin 24 saat siirekli
kaydedilebildigi diger bir ¢calismada, varikoseli olan infertil erkeklerin skrotal 1s1sinin
normal fertil erkeklerden hafif yiiksek oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak, bu bulgularin
aksine, varikoseli olan ve olmayan infertil erkeklerde skrotal 1s1 arasinda fark
olmadigini bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir (118, 119).

Bir bagka calismada, varikosele bagli sol tarafta skrotal 1s1 artisi olan
adolesanlarda, 1s1 artisi ile sol testis voliimiiniin ters korelasyon gosterdigi bulunmusg
ve basaril1 varikoselektomi sonrasinda 1s1 azaldigi ve testis voliimiin arttigi ileri
siiriilmiistiir (120).

Varikosel onarimi éncesinde bilateral intraskrotal 1s1 artiginin, tek tarafli veya
iki tarafli varikoselektomi sonrasinda kontrol grubu diizeylerine indigi ileri
siiriilmesine karsin (117, 121), aksi goriisler de bulunmaktadir (122).

Hayvanlarda deneysel olarak olusturulan varikosel modellerinde de, skrotal
1s1 arastinlmistir. Tek tarafli olusturulan iatrojenik varikoselin (renal venin kismi
ligasyonu veya testikiiler vende kapakc¢ik yapisinin cerrahi olarak bozulmasiyla) 1s1
artisina yol actifn gosterilmistir. Yine, sicanlarda ve tavsanlarda varikosel ile
intraskrotal 1s1 artis1 arasinda bir iliski ortaya konmug ve varikosel onarimi ile 1s1
normal hale donmiistiir (108, 123). Ayrica, artmis intraskrotal 1sinin testikiiler
histolojide de anormalliklere neden oldugu ve ejakiilattaki sperm kalitesini
diistirdiigii bildirilmistir (86, 123, 124).

Artmis intratestikiiler 1si1nin hangi mekanizma ile spermatogenezi bozdugu

tam olarak bilinmemektedir. Seminifer tiibiil ve/veya Leydig hiicre diizeyinde
nilkleer DNA ve RNA baglayici proteinlerde dogrudan 1s1 hasar1 sonucunda
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spermatogenezin etkilendigi diisiiniilmektedir (8, 125). Ancak, kisa donemde Sertoli
ve Leydig hiicre fonksiyonunun bozulmadig: diisiiniilmektedir (126). Olas1 bir diger
mekanizma, DNA polimeraz aktivitesindeki azalmadir. Kontrol grubuna gore, tek
tarafli varikoseli olan infertil hastalarin her iki testislerinde DNA polimerazlarin (a,
B, v) aktivitesinde % 50 azalma oldugu ileri siiriilmektedir (8).

Varikosel ve skrotal hipertermi arasindaki direkt iligki tartigmali gibi goziikse
de, gerek hayvan modelleri gerekse insanlarda varikosel varliginda, intratestikiiler
1simin arttig calismalarda agikca gosterilmistir. Bu gozlemi destekleyen en onemli
bulgu ise, varikosel onarimi1 sonrasinda intratestikiiler 1sinin normale donmesidir.

2.2.5.4. Venoz Basing

Varikosel ve venoz basing degisiklikleri arasindaki iliski de yillardir tartisilan
patofizyolojik mekanizmalardan birisidir. Varikosele ikincil olarak gelisen venoz
basing artis1 testis kan akimini etkileyebilmektedir (127, 128). Hamster testisinin
subkapsiiler yiizeyinde bulunan mikrodamarlardaki intravaskiiler basinglarin direkt
Olctimii, testikiiler kapiller basincin ¢ok diisiik oldugunu ve vaskiiler agin arteriyel
boliimii tarafindan diizenlendigini ortaya koymustur. Vaskiiler direncin bu dagilima,
hamster modelindeki vendz basing artigina kapiller basincin oldukca duyarl
olabilecegine isaret etmektedir (127). Vendz akimin kollaterallerinin ligasyonu ve
pampiniform pleksus distalindeki ana venéz akimin kismi okliizyonuna bagh olarak,
vendz basingta % 90’1 lizerindeki artis postkapiller veniillere iletilmektedir. Kronik
prekapiller vazokonstriksiyon testisin beslenme kaynagina olumsuz bir etkide
bulunabilir ve dolayisiyla spermatogenezi bozabilir. Ayrica artmis vendz basing,
intratestikiiler onkotik ve hidrostatik basinclarda degisiklige neden olabilir; 6nemli
hormonlar i¢in parakrin ve tasinma ortamum degistirebilir; mikrovaskiiler sivi
degisimini bozabilir. Ornegin, varikosel olusturulmus ratlarda kontrol grubuna gére
adenin niikleotid konsantrasyonunun azalmasi ve NAD-bagimli-sitokrom-c rediiktaz
aktivitesinin diismesi gibi bu varsayimlar1 giiclendiren bulgular literatiirde
bulunmaktadir (128, 129). Bu calismalar, varikosel olusturulmus testiste, enerji
metabolizmasi ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda defekt oldugunu
gostermektedir.

Insanlarda, skrotumun anterolateral yiiziinden pampiniform pleksusa
manometre baglanmis igne ile girilerek, spermatik kordon venlerindeki normal
istirahat vendz basinglart Olciilmistir (130). Buna gore, varikoseli olanlarda
olmayanlara gore pampiniformis pleksus venoz basinci istirahatte ortalama 19.7
mmHg, valsalva ile ortalama 22 mmHg daha yiikksek c¢ikmaktadir. Ancak, bu
calismada varikoselli 32 olgunun 18’inde semen parametreleri normal bulunmustur.
Aymi aragtirmacilar, varikoseli olan 60 olguya varikoselektomi uyguladiklarinda,
olgularin %88’inde cerrahi sonrasinda vendz basing degerlerinde azalma oldugunu
ortaya koymuslardir (130). Bu seride, 42 hastanin %70’inde hem vendz basincta
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.
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2.2.5.5. Renal-Adrenal Reflii

Varikoseli olan erkeklerin yaklasik %50’sinde sol spermatik vende retrograd
akimin oldugu bildirilmektedir (92). Ayrica, venografik ¢alismalarla venoz refliideki
artis belgelenmistir (94). Bu durum, varikoselli hastalarda bobrekten ve adrenal
bezden katekolaminler, prostoglandin E ve F gibi metabolitlerin yiiksek
konsantrasyonda refliisiine yol a¢cmaktadir. Baslangicta goriilen kronik testikiiler
vazokonstrilkksiyon, zamanla testikiiler fonksiyonu etkileyebilmektedir. Ancak,
hayvanlarda yapilan deneysel calismalar yukaridaki varsayimi  heniiz
dogrulayamamustir.

Deneysel varikosel modeli olusturulan hayvanlarda sol renal vene verilen
isaretlenmis mikrosferler, ne sol ne de sag testiste gosterilememistir (131). Bir bagka
caligmada, Wistar tipi ratlarda varikosel olusturulduktan 12 hafta sonra yapilan sol
adrenalektominin; azalmig testis agirligi, artmis testikiiler 1s1, fertilitede azalma,
azalmis epididimal spermatozoal icerik ve motilite iizerine etkisinin olmadigr ileri
siiriilmiistiir (123).

Varikosel cerrahisi sirasinda, testikiiler geri akimin oldugu venlerden alinan
kandaki katekolamin diizeyi periferik venlerden alinanlardan 3 kat fazla iken, kontrol
grubunda 1.5 kat fazla bulunmustur (132). Venlerdeki bu artmis katekolamin, “ters
akim 1s1 degisim sistemi” yoluyla pleksus pampiniformis diizeyinde testikiiler
arterlere gecerek, arterlerdeki noradrenalin diizeyini artirmakta ve buna bagli olarak
arteriyollerde olusan vazokonstriiksiyon, testikiiler hipoksiye katkida bulunmaktadir.
Varikoseli olan infertil hastalarda katekolaminler disindaki metabolitlerin (kortizol,
dihidroepiandrostenoidon gibi) spermatik venlerdeki konsantrasyonu, periferik
venlerden farklilik gostermemektedir (133).

2.2.5.6. Hormonal Disfonksiyon

Varikoseli olan infertil olgularda, serum testosteron konsantrasyonunda
azalma oldugu diisiincesi, varikoselin Leydig hiicre fonksiyonunu bozdugu ve buna
bagh olarak testosteron iiretiminde azalmaya yol a¢tig1 varsayimina yol agmistir. Rat
modelinde spermatogenezin siirdiirillebilmesi i¢in en az 20 ng/ml intratestikiiler
testosteron konsantrasyonu gerektigi (134) ancak varikosel modelinde serum
testosteron konsantrasyonunda etkilenme olmaksizin intratestikiiler testosteron
diizeyinde belirgin bir azalma oldugu bildirilmistir (135). Bir baska rat modelinde,
sol varikosel sonrasinda intratestikiiler testosteron konsantrasyonunun bilateral (her
iki testistede) azaldigi belirlenmistir (136). Benzer baska bir calismada ise,
testosteronda ipsilateral (varikosel olan taraftaki testiste) artis gbzlenmistir (137).
Ayrica, tek tarafli varikoselin, intratestikiiler testosteron konsantrasyonunda bilateral
ve esit diizeyde diismeye yol actig1 yine bir rat modelinde belirlenmis ve testosteron
biyosentezinden sorumlu olan 17,20-dezmolaz ve 17a-hidroksilaz enzimlerinin
diizeyinde azalma oldugu da gozlenmistir (135).

Bu bulgular, varikosel olusturulmus hayvanlarda testosteron diizeyindeki
azalmanin sentezindeki bozukluktan kaynaklandigini diistindiirmektedir. Ayrica,
tavsanlardaki varikosel modelinde intratestikiiler testosteronda azalma, insan
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu uyarimina zayif serum testosteron yaniti ile
kismen agiklanabilir (138). Kazama ve arkadaglarinin, varikosel olusturulan rat
testisinde, hCG’nin Leydig hiicresine baglanmasinda azalma oldugunu belirledikleri
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calismada da aym goriis desteklenmektedir (139). Diinya Saglik Orgiitii’niin
varikoselin hormonal parametreler iizerine etkisini degerlendirdigi ¢cok merkezli bir
calismada, varikoseli olan 30 yas iistii erkeklerde altindakilere gore serum serbest
testosteron diizeyi anlamli derecede diisiik bulunmustur (4). Bu durum, varikoselin
Leydig hiicre fonksiyonu iizerine zaman bagimli olarak olumsuz etki gosterdigini
disiindiirmektedir. Cayan ve arkadaslarimin, mikrocerrahi varikoselektominin
hormonal parametrelere etkisini degerlendirdikleri calismalar1 da bu bulgulan
destekler niteliktedir. Bu ¢alismada, varikosel onariminin Sertoli ve Leydig hiicre
fonksiyonunu arttirdigni ve serum serbest testosteron diizeyindeki anlamli artigin
sperm say1 ve motilitesinde iyilesme ile paralellik gosterdigi bildirilmektedir (140).

Bir baska calismada, kontrol grubuyla karsilastinldiginda, varikoseli
olanlarda serum serbest testosteron diizeyinin daha diisiik, Ostradiol ve steroid
baglayic1 globulin diizeylerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (139). hCG’ye
testosteron yamitinin degerlendirildigi calismanin verilerine gore varikosel, hCG’ye
testosterenonun erken yanitini (1-4 saat) azaltabilmektedir (140). Bu durum biiyiik
olasilikla 17,20 liyaz diizeyindeki blok nedeniyle testosteron sentezindeki bozulmaya
baghdir. Yukarida bahsedilen bulgular, varikoseli olan bazi hastalarin testislerinde,
bir defekt sonucu cinsiyet steroid konsantrasyonundaki degisikliklere bagl olabilir.
Ancak bu bulgularm, varikoselli hastalardaki endokrinopatiye bagli mi, yoksa
azalmis spermatogenezin etkisiyle mi oldugu tam olarak acik degildir. Ayrica, bazi
“salgilatict” faktorlere bagli olarak gelisen asir1 yanit nedeniyle, varikoseli olan
hastalarda endokrin profilde degisiklik oldugu ve varikoselektomi ile bunlarin
diizelebilecegini ileri siiren caligmalar da bulunmaktadir (141, 142). Ek olarak,
Leydig hiicre sayist basmma azalmis testosteron iiretimini dengelemek amaciyla,
Leydig hiicrelerinde hiperplazi oldugu da ileri siiriilmektedir (143, 144).

Tiim bu bulgulara karsin, varikoseli olan hastalardaki folikiil uyaric1 hormon
(FSH), luteinizan hormon (LH), testosteron ve Ostradiol gibi hormon diizeylerinin
normal sinirlarda kaldigini bildiren ¢alisma sayist da azimsanmayacak Olcitidedir
(145-148).

Varikosel onariminin hormonal parametrelerin geri doniisiimiine etkisi
konusunda da literatiirde farkli bulgular bildirilmektedir. Bazi calismalarda, varikosel
onarimi Oncesi ve sonrasinda testosteron konsantrasyonunun degismedigi ileri
siriilmekle birlikte (149, 150), diger calismalarda ozellikle preoperatif diisiik
testosteron diizeyine sahip hastalar olmak iizere bazi hastalarda varikosel onariminin
serum testosteron diizeyini arttirdigi bildirilmektedir (140, 144, 151).

Bilindigi iizere, Leydig hiicre islevini degerlendirmek i¢in gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) uyarimina gonadotropin yaniti, hCG uyarimindan daha
duyarh bir testtir. Varikoseli olan olgularda, 4 saatlik GnRH infiizyonuna LH ve FSH
yanitinin artmig oldugu gosterilmistir (147). Bu yanitin biiyiikligii, ciddi
oligospermik varikoselli olgularda, sperm sayisi 11x10%mlI’den fazla olan olgulara
gore daha bilyiik olmaktadir. Ayrica, GnRH uyarimina asir1 yanit elde edilen olgular,
oligospermi derecesine bakilmaksizin, varikosel onarimi sonrasinda semen
parametrelerinde iyilesme gostermektedirler. Buna ek olarak, varikosel onarimi
sonrasinda GnRH uyarimina LH yanitinin normallesmesi, postoperatif fertilite ve
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yiikksek gebelik oranlartyla korelasyon gostermektedir (152). Leydig hiicrelerinin
histolojik goriiniimlerinin degerlendirildigi varikoselli olgularin testis biyopsilerinde,
Leydig hiicre yapilarinin etkilendigi ve bu hastalarin varikoselektomiden yarar
gormedikleri bildirilmektedir (153).

Tiim veriler gozden gecirildiginde, varikoselin hipotalamo-hipofizer-gonadal
aks1 olumsuz yonde etkiledigi ve 6zellikle anormal Leydig hiicre islevi olan olgularin
varikosel onarimindan yarar gérmeyecegi soylenebilir.

2.2.5.7. Otoimmiinite

Kan-testis bariyerinin bozulmasinin antisperm antikor (ASA) iiretimini
tetikledigi duistiniilmektedir. Olas1 etiyolojiler arasinda; testis torsiyonu, duktal
obstriiksiyon, epididimit, prostatit ve testis travmasi yam sira varikosel de
bulunmaktadir (154). Fertilite durumu goz Oniine alinmaksizin varikoseli olan
saglikli erkeklerin testis biyopsisinde, Sertoli-Sertoli hiicre baglantilarinin saglam
oldugu gosterilmistir (155).

Varikoselin hangi mekanizmayla kan-testis bariyerini bozmadan ASA’larini
uyardig1 bilinmemektedir (156). Hayvanlarda deneysel olarak olusturulan varikosel
modelinde, sham ve opere edilmeyen ratlara gore varikosel olusturulan ratlarda daha
yiiksek diizeyde ASA birikimi oldugu gosterilmistir (157).

ASA degerlendirmesi genel olarak 2 yontemle yapilmaktadir. Immunobead
tekniginde direkt spermatozoaya karsi olusan antikorlar bakilirken, ELISA ile
seminal plazmaya kars1 olusan antikorlar dlciilmektedir. Dolayisiyla, spermatozoa ve
seminal plazmadaki ASA’lar ayrn ayr1 degerlendirildiginde, varikoseli olan ve
olmayan infertii hastalarda ASA diizeylerinde farklihk ¢ikmazken, bu
fraksiyonlardaki tiim ASA’lar kombine edildiginde varikoseli olan infertil hastalarin
%91’inde antikor saptanirken, varikoseli olmayan infertil hastalarin %41 ’inde
antikor bulunmaktadir (158). Bu farkliligin nedeni bilinmememektedir.

Yukaridaki bulgulara ragmen, infertil populasyonda ASA goriilme olasiligi
fertil populasyondan daha yiiksek iken, varikoseli olan hastalar ile olmayanlar
arasinda benzer oranlarda ASA oldugu diisiiniilmektedir.

2.2.5.8. Akrozom Reaksiyonu

Varikoselde, sperm say1 ve morfolojisinden daha cok sperm fonksiyonunda
bir defekt oldugunu ve bunun da daha ¢ok zona pellusidaya baglanma sirasinda
gelisen akrozom reaksiyonu defekti oldugunu diistinen arastirmacilar bulunmaktadir
(159, 160). Insanlarda yapilan calismalarda, varikosel varhginda mannoz ligand
reseptorleri fertil dondrlerlerle esdeger ekspresyon gostermektedir. Ancak, mannoz
tedavisine karsilik spermatozoa akrozom reaksiyonunu gergeklestirememekte ve
zona pellusidaya penetre olamamaktadir (161). Ayn ¢alismada, varikosel onariminin
akrozom reaksiyonunda iyilesme saglayamadigi da ileri siiriilmektedir.

Varikoselli hastalardan elde edilen spermatozoanin, miyozin-benzeri
epitoplar1 tamamlamasi bu hastalarda sinyal iletimini diizenleyen mekanizmalarda
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veya kalsiyum iyonunun iceri girisinde bir defekt oldugunu diisiindiirmektedir (162).
Eser metaller gibi baz1 ko-faktorler, varikoselli hastalardaki infertil duruma katkida
bulunabilir. Bu durumun, eser metal diizenlenmesinde defekte yol acan bir genin
varligina bagl oldugu da kabul edilmektedir (161, 163). Ayrica, varikoseli olan
hastalarda akrozom reaksiyonunu olumsuz etkileyen ©Onemli sperm plazma
proteinlerinin ekspresyonunda, nitelik ve nicelik olarak gozlenen molekiiler
farkliliklar, fertilite iizerine degisken etki gosterebilir.

2.2.5.9. Apoptoz

Apoptoz, varikoselin de dahil oldugu infertilite ile iligkili durumlar sperm
sayisin1 olumsuz yonde etkileyebilir. Spermatogonya, spermatosit ve spermatid
olmak iizere her 3 tip germ hiicresi de apoptoz tarafindan olumsuz sekilde
etkilenebilmektedir (164). Ratlarda yapilan c¢alismalarda, normal spermatogenez
sirasinda tiim preleptoten spermatositlerin %75’inin apoptoz tarafindan ortadan
kaldirilabilecegi ileri siiriilmektedir (165). Yash erkeklerdeki germ hiicre kaybinda
apoptozun etken oldugu bildirilse de (166), diger insan c¢alismalarinda
hipospermatogenez ve spermatid diizeyindeki maturasyon duraklamasi olan
erkeklerde artmis apoptotik germ hiicreleri gosterilebilmekte ancak Sertoli Cell Only
(SCO) olan hastalarda bu durum gozlenmemektedir (167, 168). Ayrica, normal
hiicrelerde bulunmayan endotelial nitrik oksit sentazin (eNOS), apoptotik germ
hiicrelerinde varligi bildirilmektedir (169). Bu gozlem, varikoseldeki germ hiicre
apoptozunda nitrik oksit (NO) ve eNOS’1n rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son zamanlarda, varikoseli olan hastalarda oligosperminin ortaya ¢ikisinda
apoptozun O6nemli rol oynadig: ileri siiriilmektedir. Sicanlarda olusturulan varikosel
modelinde Terminal d-UTP Nick-End Labeling (TUNEL) kullanilarak artmis germ
hiicre apoptozu gosterilmistir (170). Bu ¢aligmada, seminifer tiibiil basma diisen
apoptotik hiicre oran1 0.27 iken, kontrol grubunda 0.14 hiicre belirlenmistir. Benzer
durum insanlarda da ortaya konulmustur. Toplam germ hiicre basina her bilyiitme
sahasindaki ortalama apoptotik hiicre yiizdesinin degerlendirildigi calismada,
varikosel i¢in %14.7, kontrol grubu i¢in %2 oram verilmektedir (171). Varikoseli
olan hastalarin ejakiile spermlerinin degerlendirildigi bir bagka calismada, sperm
hiicreleri %10’a kadar apoptotik iken kontrol grubunda bu oran %0.1 bulunmustur
(172).

Varikosel ve apoptoz arasindaki iliski, 3 olay nedeniyle birliktelik
gostermektedir: 1s1 stresi, androjen yoksunlugu ve toksik uyaran (7). Varikoseldeki
1s1 artis1 ile apoptoz arasindaki iliski cesitli calismalarda arastirilmistir. Lue ve
arkadaslarinin calismasinda varikoselin neden oldugu 1s1 artisinin, hiicreye ve evreye
0zgiil olarak apoptoza neden oldugu ileri siiriilmektedir (173). Varikoselli hastalarda
apoptotik yolun bir diger nedeni, androjen yoksunlugu olabilir. Bu baglamda rat
modelinde, hipofizektomiden 4 giin sonra immatiir ratlarda apoptoz indiiklenirken,
matiir ratlarda ancak GnRH antagonistleriyle apoptoz indiiklenmektedir (169, 174).
Antagonist tedavi baslatildiktan sonraki 5. giinde preleptoten ve pakiten
spermatositler ile evre VII-VIII spermatidlerde apoptoz goriilmektedir. Bu ratlara,
rekombinant LH (rLH) ve rekombinant FSH (rFSH) verildiginde, rLLH grubunda
apoptozda %67, rFSH grubunda %79’luk azalma ortaya ¢ikmakta ve intratestikiiler
testosteron diizeyi normal seviyeye ulagsmaktadir. Apoptozla ilgili son durum ise
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toksik ajanlardir. 2-metoksi etanol, etilen glikol eter ve bunlarin yan iiriinii 2-
metoksiasetik asit gibi toksik maddelerin hayvan deneylerinde apoptoza yol acarak
spermatosit Oliimiine neden oldugu bilinmektedir (166, 175, 176). Ayrica, yukarida
da belirtildigi gibi, varikoselde toksik adrenal metabolitlerin internal spermatik vene
refliisii s6z konusudur.

2.2.5.10. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasinda; siiperoksit anyonlar, hidroksil
radikalleri, nitr6z oksit, hipoklor6z asit ve hidrojen peroksit bulunmaktadir. Aerobik
kosullar altinda inkiibe edildiginde, insan spermatozoasi ROS iiretme kapasitesine
sahiptir (177). Spermatozoanin ROS iiretimi; sinyal ileti mekanizmalar, sperm
hiperaktivasyonu ve kapasitasyonu, akrozom reaksiyonunu kolaylastirma ve sperm-
oosit birlesmesi i¢in 6nemli bir araci olarak gorev yapan fizyolojik bir islemdir (178,
179).

Saglikl1 bireylerde seminal plazma, asirt ROS iiretiminin etkisini notralize
eden dogal copcii veya antioksidanlar igerir. Ancak, patolojik kosullardaki ROS
tiretimi bu antioksidan kapasiteyi asan artmig oksidatif strese neden olur (178, 180-
182). ROS, sperm basi ve orta pargasindaki ¢oklu-doymamis yag asitlerinin lipid
peroksidasyonu sonucunda sperm morfolojisini bozabilir, hatali sperm fonksiyonuna,
sperm motilitesinde azalmaya ve yetersiz sperm-oosit birlesmesine yol agabilir (183,
184). Ayrica, sperm DNA hasarina da neden olmaktadir.

Varikoseli olan hastalarda ROS’un azalmis fertiliteyle iliskili oldugu ileri
siriilmektedir. Varikoseli olan fertil veya infertil erkeklerin semen ornekleri
degerlendirildiginde, varikoseli olanlarda olmayanlara gbére daha yiiksek
konsantrasyonlarda ROS bulundugu bildirilmistir (185). Infertil varikoselli olgularin
%80’inde artmig ROS konsantrasyonu belirlenmesine karsin, bu durum varikoseli
olan fertil hastalarin %77 sinde, varikoseli olmayan fertil bireylerin %20’sinde
bulunmaktadir. Ayrica, normal bireylerin toplam antioksidan kapasitesi de varikoseli
olanlardan anlaml derecede yiiksek bulunmustur (14). Bagka bir ¢calismada da benzer
sekilde, kontrol grubu ile karsilastinldiginda varikoseli olan hastalarda ROS
konsantrasyonunun daha yiiksek, toplam antioksidan kapasitenin daha diisiik oldugu
gosterilmistir (186).

Varikoselli  erkeklerdeki  spermatozoanin  oksidatif hasara  artmis
duyarliliginin, bazi1 antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarindaki yetersizlige
bagh olabilecegi ileri siiriilmektedir (187). Ek olarak, oksidatif strese karsi artmig
olan duyarlilik, sperm plazma membraninda bulunan yag asitlerinin bilesimindeki
farkliliklarla kismen agiklanabilir. Varikoseli olan hastalarin testis biyopsileri
degerlendirildiginde, varikoseli olmayanlara gore ROS ile tetiklenen lipid
peroksidasyonunun  indirekt bir  belirteci olan malondialdehit (MDA)
konsantrasyonlar1 anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu durum, varikosel
patofizyolojisinin potansiyel mekanizmasinda ROS’un katkisim1 desteklemektedir
(188).
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2.3. Testiste Oksidatif Stres

Oksidatif stresin kaynagmi olusturan oksijen, hiicrede enerji iiretim
siire¢lerinde kullanilan en 6nemli molekiildiir. Serbest oksijen radikalleri ise enerji
iretim siireclerinin dogal bir yan {iriinii olup, yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel
olarak zararli maddelerdir (189). Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya,
proteinlere ve lipidlere saldirarak zarar vermektedir. Serbest radikallerin zararli
etkilerinden korunmak i¢in hiicreler bunlann noétralize eden antioksidanlar
tiretmektedir. Serbest radikallerin olusum hizi ve bunlarin antioksidanlar tarafindan
notralize edilme hizi arasinda bir denge bulunmasi beklenir. Bdylece hiicre serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden korunmus olur. Eger bu denge serbest radikaller
lehine bozulursa, yani yapimdan daha yavas notralize edilirlerse, hiicrede serbest
radikallerin miktan artar. Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlar
tizerinde yaptiklar1 olumsuz etkiye (oksidatif hasara) “oksidatif stres” denir (190).

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizi 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 bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak
adlandirilan bu durum ozetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina
yol agmaktadir (190, 191).

Spermatogenez saniyede 1000 adet sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve
aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siirectir. Bu siirecte meydana gelen hiicre
boliinmesi, germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyel oksijen tiikketimi
oldugunu gostermektedir. Ayrica; testisteki zayif vaskiilarizasyon, dokuda oksijen
durumunun diisiik ve bu diisiik oksijen miktart i¢in olan rekabetin olduk¢a siddetli
olmasina neden olmaktadir. Testikiiler mikrocevredeki 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 (192-195). Testis bu tehlikeyi dnlemek i¢in; hem enzimatik hem de non-
enzimatik 6gelerden olusan antioksidan sistemleri devreye sokmaktadir (196, 197).

Bu antioksidan savunma sistemleri oldukca onemlidir. Ciinkii peroksidatif hasar;
testikiiler torsiyon, diyabet ve ksenobiyotik maruziyeti gibi bir ¢cok durumda bozuk
testikiiler fonksiyonun tek 6nemli sebebiymis gibi kabul edilmektedir (198, 199).

Testis; steroidogenez ve sperm iiretimini desteklemek amaci ile antioksidan
acidan korunmasina ragmen, bazi1 endojen ve ekzojen faktorler bu savunmayi alt st
edilebilmekte ve oksidan-antioksidan denge bozularak oksidatif stres meydana
gelmektedir.

2.3.1. Varikosel ve Oksidatif Stres

Son yillarda, erkek {ireme sistemi rahatsizliklarinda, ROS olarak
tanimlanan oksidanlarin oksidatif stres olusturmasi bir ¢ok patolojinin altinda yatan
nedenlerden biri olarak gosterilmektedir ve arastirmalarin ¢cogu bu yone kaymaktadir.
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Oksidatif stresin testikiiler fonksiyon bozukluklariyla iliskili oldugunun ortaya
cikmasi bu yargiy1 giiclendirmistir.

Erkek iireme sistemi rahatsizliklar1 iginde kayda deger bir yeri olan ve
infertiliteyle olan iliskisi acisindan dikkat ceken varikosel patofizyolojisinde,
oksidatif stresle ilgili arastirmalar son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. Reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif stresin insan ve hayvanlarda varikosel
patogenezinde rolii oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur (188). Varikosel
patolojisinde testikiiler mikrocevre ve hemodinamiklerdeki degisiklikler, oksidatif
stresle sonuglanan ROS iiretimini arttinir ve lokal antioksidan kapasitesini
azaltmaktadir (200).

Organizmadaki biitiin dokularda oldugu gibi testiste de fizyolojik olarak
siiregelen bir¢cok biyokimyasal reaksiyon gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlarin
sonucunda ortaya cikan yan iiriinler spermatozoaya zararli olabilir, hatta gelisim
doneminde spermatogenik seri hiicrelerini de etkileyebilmektedir. Dolayisiyla,
oksidatif stresi dengeleyen mekanizmalar bozulabilmektedir. Serbest radikallerin
olusumunu da kapsayan cesitli up-regiilasyon veya down-regiilasyon yolaklarin1 da
yonlendirebilen etkilerin var oldugu diisiiniilmektedir (201).

Varikosel patolojisinde indiiklenen oksidatif stres bir¢ok nedenden dolay1
meydana gelmektedir. Bu nedenlerin cogu heniiz tanimlanmamis olsa da, varikosel,
spermatik vende basin¢ artisiyla ve pampiniform pleksusda dilatasyonla kendini
gosteren bir klinige sahiptir. Varikoselde oksidatif stresi diisiindiiren nedenlerin
basinda da bu anormal vaskiiler yapinin sonuglarn gelmektedir. Pampiniform
pleksusun dilatasyonu testisin beslenmesini saglayan kan akimini olumsuz yonde
etkileyerek ters vendz akim olusturmakta ve sonucunda testikiiler hipoksiye neden
olmaktadir. Olusan hipoksi ve renal-adrenal reflii, hipertermi gibi daha Once
bahsedilen diger etkenler birlikte hareket ederek spermatogeneze hasar vermektedir.

Normal sartlarda aerobik organizmalar ¢esitli serbest oksijen radikalleri
tiretmektedirler. Ancak spermatogenezi destekleyen testis i¢ci mekanizmalarin zarar
gormesiyle bu serbest radikallerin miktar1 artmakta ve hiicre membran yapisina agir
hasarlar vermektedir. Bu hasarin bagsinda hiicre membrani lipid peroksidasyonu
gelmektedir. Son orbitallerinde eslenmemis elektron bulunan bu serbest radikaller
ortamdaki diger molekiiller ile kolayca elektron aligverigsinde bulunabilmektedirler.
Bu sekilde olusan reaktif oksijen tiirleri membran lipid peroksidasyonuna neden
olmakta ve membran stabilizasyonunu ortadan kaldirmaktadir. Hiicre membranina
hasar vererek, genetik materyali tehlikeye sokan ve DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara
acik hale getiren serbest radikallerin hiicrede miktarlarinin artmasiyla oksidan-
antioksidan dengesi bozulmakta ve oksidatif stres indiiklenmektedir(189, 190).

2.3.2. Oksidatif Stres Belirteci Olarak 4-HNE

Oksidanlar ve oksidatif stres tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonu
sirasinda endojen olarak olusan bazi molekiiller bulunmaktadir. Bu molekiiller
yapisinda bulundurdugu karbon atomundan dolay1 reaktif karbon bilesenleri (RCC)
adin1 almaktadir. Reaktif karbon bilesenleri, dokusal proteinler iizerinde capraz
baglar olusturan ve aynmi zamanda bazi1 kronik hastaliklar ve yaslanmayla birlikte
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akiimiile olan “ileri lipid peroksidasyon son iiriinleri’nin (ALE) onciileridir. RCC’ler
“karbonil stres”i indiiklemektedir. Karbonil stres, doku hasar1 ve bozulmus protein
fonksiyonlarmi progresif olarak yonlendiren proteinlerle ¢apraz baglar ve eklentiler
olusturarak, hiicre disfonksiyonu, inflamatuvar yanit ve apoptoz gibi patolojik
durumlarda rol almaktadirlar (202).

Reaktif karbon bilesenleri; ketonlar, alkanlar ve aldehitler gibi iiriinleri de
iceren lipid peroksidasyon iiriinlerinin biiyiilk c¢ogunlugunu olusturmaktadir.
Hidroksialkenaller, akrolein, MDA, gliokzal ve metilgliokzal gibi doymus ve
doymamis aldehitlerden tiirevlenen bazi aldehitler ve dikarboniller degisik biyolojik
ozellikler sergileyen reaktif karbonil bilesenleridir (Sekil 2.1.4) (203). Reaktif
karbonil bilesenleri biyokimyasal olarak c¢oklu-doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuyla olusmaktadir ve n-6 coklu-doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile
4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) gibi oldukca reaktif hidroksi alkenaller olugsmaktadir
(204).

Saturated Aldehydes Unsaturated Aldehydes
o T g
< © Acrolei
Ethanal  Propanal crolein
e NS
Hexanal ©

4-Hydroxy-2-alkenals

Dicarbonyls WQ
= = oH

O 4-Hydroxy-2-nonenal (4-HNE)
Glyoxal (GO)  Methylglyoxal

(MGO) N0

MO COH

; 4-Hydroxy-2-hexenal (4-HHE)

Malondialdehyde {MDA)

Sekil 2.3.1. Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya cikan bazi aldehitik molekiillerin
kimyasal yapilari.

Lipid peroksidasyonunun spesifik ve stabil bir son iiriinii olan 4-HNE
hiicre icine kolayca diffiiz olabilen, gerektiginde hiicreden kacabilen ve serbest
radikal olaymnin gergeklestigi bolgeden daha uzaktaki hedeflere saldirabilen bir
aldehittir (27). 4-HNE, hedefindeki proteinlerin histidin, sistein ve lizin rezidiileri ile
etkileserek hemiasetal yapidaki stabil Michael eklentilerini olusturmaktadir (205).
1,2- ve 1,4- Michael eklentisi seklinde aciklanan reaksiyonlar sistein, glutatyon ve
amin gibi niikleofiller arasindaki reaksiyonlar1 icermektedir. 4-HNE, protein
rezidiileri ile reaksiyona girdikten sonra eklentiler olustururlar, bu olusumlar da
hiicrede karbonil stres yaratarak hiicresel ve dokusal proteinlerin disfonksiyonlarini
indiikler ve hiicresel yanitlar1 degistirir. Bu molekiillere “ileri lipid peroksidasyonu
son {iriinleri” ad1 verilmektedir (202).
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2.3.4. Apoptoz ve 4-HNE iliskisi

Son yillarda, 4-HNE apoptotik hiicre oliimiiniin potansiyel indiikleyicisi
olarak kabul edilmektedir (26). Buna ek olarak, 4-HNE, Niikleer Faktor- kB (NF-xB)
bagimli gen ekspresyonu ve proteozom bagimli protein yikimi gibi hiicresel koruma
mekanizmalarini inhibe ederek hiicresel disfonksiyonu indiiklemektedir (Sekil 2.1.5).

HUCRE OLUMU
Inflamatuvar

yanit Protein

Apoptoz

(down-regule) donusumu
ssf

\p
NF-KB J Proteozom

p3s T 1‘ P Nrf-2/ARE
JNK
Inflamatuvar Detoksifikasyon

yanit Hucre buyumesi
(up-regule)

HUCRE CANLILIGI

Sekil 2.3.2. HNE’nin biyolojik fonksiyonlari.

4-HNE’nin diisilk konsantrasyonlardaki toksisitesi bile apoptozu
indiikklemeye yeterlidir. Ekstraselliller kalsiyum alimi, Janus Kinase (JNK)
aktivasyonu, Glutatyon (GSH) deplesyonu ve Fas-bagimsiz kaspaz yolaginin
aktivasyonu gibi hiicre ici olaylar 4-HNE tarafindan baslatilan 6nemli apoptotik
yolaklar1 kapsamaktadir (26).

4-HNE’nin hiicre icindeki artan konsantrasyonu, mitokondriyal gecis
porlarinin kalsiyum iligkili indiiksiyonunu tetiklemektedir. Nekroz ya da apoptozla
sonuclanan mitokondriyal kalsiyum alimimi ve sitosolik kalsiyum homeostazini
degistirmektedir. JNK’nin aktivasyonu, 4-HNE’nin anti-proliferatif ve apoptotik
etkisiyle birlikte aragtirillmig ve goriilmiistiir ki; JNK yolagi, 4-HNE ve Transforming
Growth Factorf-1 (TGFp-1)’in birlikte gerceklestirdigi apoptotik etkisinde 6nemli
rol oynamaktadir. 4-HNE, GSH metabolizmasini olumsuz yonde etkilemekte ve agir
mitokondriyal oksidatif stresi indiikleyerek mitokondriyal fonksiyonlar1 bozmaktadir.
4-HNE’nin; FasR, FasL., Bax ve Kaspaz-1,-2,-3 ve -8 gibi bircok diizenleyicinin pro-
apoptotik mRNA ve protein ekspresyonlarini arttirarak apoptoz mekanizmasinda rolii
oldugu bildirilmistir (25).

Baslangicta lipid peroksidasyonunun toksik son iiriinlerinden biri olarak
diisiiniilen 4-HNE’nin etkisi, aslinda fizyolojik kosullarda hiicre i¢i mekanizmalarla
telafi edilebilmektedir. Ancak, asin1 oksidatif ve karbonil hasarin gerceklestigi
durumlarda etki telafi edilemez hale gelmekte ve hiicre kendini apoptoz, nekroz ya
da otofaji gibi cesitli 6liim yolaklaria sevketmektedir (202).
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2.4. Poli ADP-Ribozilasyon

1960’larin ortalarinda poliniikleotit biyokimyacilart i¢in oldukca dar bir
ilgi alan1 olarak kesfedilen poli ADP (adenozin difosfat) ribozilasyonun (PARlasyon)
caligsma alani bilim diinyas1 ve arastirmacilar i¢in uzunca bir siire sabit bir alan olarak
kalmistir. 1980’lerin sonlarina dogru yeni arastirmacilar, taze fikirler ve son
tekniklerle bu mekanizma hakkinda ortaya ¢ikan olaganiistii etkiler kanitlanmaya
baglamistir ve bu alandaki aragtirmalar oldukca nefes kesici hale gelmistir.

Ozel bir “posttranslasyonel modifikasyon” sistemi olarak ortaya cikan
PARlasyon; DNA tamiri ile iligskilendirilmis ve biyolojinin neredeyse tiim alt
disiplinlerine dahil olmustur. Ayrica, bir¢ok patofizyolojik durumdaki rolii
nedeniyle, tip arastirmacilar ve ila¢ firmalan tarafindan 6zel bir ilgi odagi haline
gelmistir (206).

2.4.1. Tarihge

40 y1l Once, Strasburg’ta, Pierre Chambon, J.D. Weill ve Paul Mandel
isimli arastirmacilar, sigan karaciger niikleer oziitlerinde, poliadenilik asit iizerine
nikotinamid mononiikleotit eklenmesi sentezini kesfetmislerdir. Ayn1 grup 1963’te
poli ADP-riboz metabolizmasi iizerine DNA-bagimli poliadenilik asit sentez eden
yeni bir enzimin nikotinamid mononiikleotit aktivasyonu” adli bir yayin
cikarmislardir (207). Sican karaciger niikleusunda bu yeni enzim tarafindan
sentezlenen bilinmeyen bilesimin yapisi, daha sonra poli ADP riboz yapisim
yayinlayan 3 laboratuvar tarafindan ¢oziilmiistiir (208, 209).

Okaryotlardaki poli ADP riboz polimeraz (PARP) aktivitesine ilgi, Sidney
Shall ve ekibi tarafindan bir salyangoz (Physarum polycephalum) tiiriinde polimerize
edici aktivitenin karakterize edilmesiyle baslamistir (210). Riboz-riboz baglarini
ayiran enzim olan poli ADP riboz glikohidrolaz (PARG), 1971’de Masanao Miwa ve
Takashi Sugimura tarafindan kesfedilmistir, ancak poli ADP-riboz’un dallanmis
yapisint tanimlamak cok daha fazla zaman almistir (208).

Poli ADP ribozilasyon’un DNA tamirinde rol aldigmin ilk kamti 80’li
yillarin basinda, PARP’1n en etkili inhibitorii olan 3-aminobenzamid (3-ABA) ile
muamele edilen hiicrelerin DNA hasar1 ajanlarina kargt hassas hale geldigi
gosterilerek ortaya ¢cikmistir (211, 212).

Klasik kromatografi metodlar1 bazi arastirmacilarin PARP’1 homojen
olarak saflastirmasina izin vermistir. Saflastirilmis PARP’in bulunmasi 6nemli
biyokimyasal caligsmalar yapilmasina olanak saglamistir (213, 214).

Poli ADP riboz polimerazlarin enzim olarak kesfinden, DNA tamiri ve
hiicre 6liimiindeki roliine kadar gecen siirede, bu enzimin cesitli mekanizmalardaki
rolii aydinlatilmistir. Molekiiler ve genetik yaklagimlarin olduk¢a Onemsendigi
giiniimiizde, PARP’larin gen diizeyindeki etkileri arastirilmakta ve ortaya cikan
sonuglarin klinik bulgularla desteklenerek, bir¢ok kronik rahatsizligin tedavisine 151k
tutacagi diisiiniilmektedir.
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2.4.2. Poli ADP Ribozilasyon Mekanizmasi

Poli ADP ribozilasyon, poli ADP riboz polimerazlar (PARP) olarak
bilinen bir enzim ailesi tarafindan katalizlenen ve okaryotik hiicrelerde bulunan
proteinlerin en etkili post-translasyonel modifikasyondur. Insan genomunda PARP
ailesi iiyelerini olusturan 18 farkli gen tanimlanmistir (215). Poli ADP Ribozilasyon
metabolizmasi, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi, transkripsiyonal
regiilasyon, sentromer fonksiyonu ve mitotik ig olusumu, sentrozomal fonksiyon,
telomer dinamikleri, apoptoz ve nekroz gibi biyolojik olaylarda ve siirecte rol
oynamaktadir (215). Poli ADP ribozilasyon, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)
bagimli bir enzim olan PARP’lar tarafindan katalizlenen ve DNA zincir kiriklar ile
aktive olan hizli bir hiicresel cevaptir (216). PARP enzim ailesi, substrat olarak
kullandig1 nikotinamid diniikleotitten (NAD™) “nikotinamid” kismin1 koparip, kalan
ADP riboz molekiillerini birlestirerek poli ADP riboz (PAR) polimerlerini
sentezlemektedir (Sekil 2.4.1). Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarinin biiyiik
cogunlugunda koenzim olarak gorev yaptigi bilinen NAD*/NADH biyomolekiilleri
cok yonlii kullanilmakta ve cesitli ADP-ribozil transfer reaksiyonlarinda substrat
olarak gorev yapmaktadir.

Poli (ADP-riboz) Sentezi

Poly(ADP-r1bose)

Sekil 2.4.1. Poli ADP riboz sentezi.
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Sekil 2.4.2. Poli ADP riboz yapusi.

Poli ADP ribozilasyon mekanizmasi, iyonize radyasyon, alkile ajanlar ve
oksidanlar tarafindan indiiklenen DNA hasarina en hizh hiicresel yaniti vermektedir.
DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarimin varliginda poli ADP ribozilasyon ¢ok nadir
gerceklesen bir olaydir, ancak DNA hasart1 100 kat artarsa bu mekanizmanin
aktivitesi de artmaktadir. Bu kosullar altinda poli ADP riboz’un yaklasik %901
PARP-1 tarafindan sentezlenmektedir. PARP-1 normalde hiicrelerde ekspre
edilmektedir, ancak DNA zincir kiriklaryla aktive olarak ekspresyonu artmaktadir
(217).

DNA hasar1 olustugunda aktive olan bu hiicresel yamtta, PARP’lar
NAD"1n nikotinamid ve riboz arasindaki glikozidik baglarim parcalayarak, “hedef
proteinlerin” glutamik asit, aspartik asit ve lizin rezidiilerine ADP-riboz iinitelerinin
kovalent olarak eklenmesini (modifikasyonu) gerceklestirmektedir (Sekil 2.4.2)
(217).

Boylece, olusan DNA hasar1 tamir edilmektedir. Bu mekanizma fizyolojik
durumda normal bir sekilde calisirken, asirm DNA hasarimin meydana geldigi
durumlarda, PARP’mn da asi1 aktivasyonuyla normalden fazla NAD®
titketilmektedir. Dolayisiyla, hiicrenin enerji metabolizmasinda ¢okiise neden olan bu
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durum aym1 zamanda hiicreyi apoptoz ve nekroz gibi cesitli 6liim yolaklarina
stirliklemektedir.

2.4.3. PARP Siiper Ailesi
Poli ADP ribozilasyon mekanizmasi, farkli genlerle ifade edilen ve 18
iyesi bulunan genis bir enzim ailesi ile siirdiiriilmektedir (218).

Insan PARP ailesi proteinlerinin karakterizasyonu, insan PARP-1 katalitik
domeyni (GenBank XP_037275 residues 796-1014) kullanilarak, genis capta
siirdiiriilen, protein veri tabaninin (NCBI) arastirilmasina dayanmaktadir (219). Poli
ADP riboz polimeraz aktivitesi tagiyan 18 farkli PARP homologu bulunmustur (34).
PARP ailesinin biitiin iiyelerinin yap1 ve fonksiyonlarimi anlamak igin yapilan
calismalar olsa da, en cok PARP-1 enzimi iizerinde ¢alisilmaktadir. PARP-2, PARP-
3, PARP-4 (vPARP), PARP-5a (tankiraz-1) ve PARP-5b (tankiraz-2) gibi diger
PARP enzimleriyle ilgili caligmalara kiyasla en ¢ok calisilan protein olan PARP-1
enziminin bircok dokudaki varligt kanitlanarak, poli ADP ribozilasyon
mekanizmasinin %90’ 11 yiiriittiigii bilinmektedir (217).

2.4.3.1. PARP-1 Proteini

PARP ailesinin prototip enzimi PARP-1"dir. 40 y1l 6nce Chambon, Weill
ve Mandel tarafindan kesfedilen PARP-1, 6nceleri sadece biyokimyacilar tarafindan
en ilgi cekici ve tartismali arastirma alan1 iken, daha sonra radyobiyologlar,
toksikologlar, genetikciler, molekiiler biyologlar, farmakologlar, hiicre biyologlari ve
diger biyolojik disiplinlerdeki uzmanlar tarafindan da dikkate alinmaya baglamigtir
(207).

PARP-1 yiiksek oranda korunmus niikleer bir proteindir. Yapisinda A’dan
F’ye modiil olarak ayrilabilen karakteristik 3 domeyn tasimaktadir (Sekil 2.4.3). Bu
bolgeler; N terminal ucunda yer alan 42 kDa’luk “DNA baglayict domeyni”,
merkezde bulunan 16 kDa’luk “Otomodifikasyon domeyni” ve C teminal ucunda yer
alan 55 kDa’luk “Katalitik domeyni”dir (217).
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Sekil 2.4.3. PARP protein ailesi iiyelerinin yapisal organizasyonu. BRCT, BRCA1 C-Terminal;
DBD, DNA-baglanma domeyni; HPS, His-Pro-Ser’den zengin domeyn; MVP-BD, major
Vault baglanma domeyni; VIT, vault protein interalfa-tripsin domeyni; VWA, von
Willebrand faktor tip A domeyni; ZF, ¢inko parmak; TM, transmembran domeyni; SAM,
steril a-modiilii; SH3, src homolojibolgesi (217).

PARP-1’in DNA baglayici domeyni, yapisinda bulunan 2 ¢inko parmak
yapis1 sayesinde tekli yada ciftli DNA zincir kiriklarina yiiksek afinite gostererek
baglanmaktadir (216). Ik ¢inko parmak yapisi, PARP-1’in DNA zincir kiriklari
tarafindan aktivasyonu i¢in gereklidir, ancak ikincisi PARP-1’in tekli zincir kiriklar
tarafindan aktivasyonu igin gerekli iken, ciftli zincir kiriklarinda gerekli degildir.
DNA kiriklarinin olmadigi durumlarda PARP-1, bazal diizeyde, diisilk enzim
aktivitesi gostermektedir.

PARP-1’in otomodifikasyon domeyni “glutamik asit rezidiileri’nce
zengindir. Bu rezidiiler poli ADP ribozilasyonun gerceklestigi esas yerlerdir. Ayrica
bu domeyn, DNA hasar tamiri ve hiicre siklusu kontrol noktasi proteinlerinin
bircogunda bulunan BRCA1 (Breast cancer 1) C-terminal motifini de icermektedir.

55 kDa’luk C-terminal katalitik domeyn, NAD" baglanma, ADP-ribozil
transferi ve dallanma reaksiyonlar i¢in gerekli rezidiileri icermektedir. C-terminal
katalitik fragmentinin kristal yapisi, mono ADP ribozil transferazlar olarak gorev
yapan bakteriyal toksinlerle sasirtici bir homoloji gostermektedir(217).

PARP-1 normalde ekspre oldugunda, iyonize radyasyon, alkile ajanlar ve

oksidanlar tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi en uygun ve etkili hiicresel
yanit olan poli ADP ribozilasyonu gerceklestirmektedir. PARP-1’in etkilesimde
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bulundugu bazi ortaklar1 arasinda, PARP-2 ve PARP-3 gibi PARP ailesinin diger
iyeleri de bulunabilmektedir (34).

2.4.3.2. PARP Ailesinin Diger Uyeleri

PARP-1 geni susturulmus farelerden elde edilen embriyo fibroblastlarinda
PARP aktivasyonunun gosterilmesi, PARP-1 enzimi disinda baska PARP’larin da
oldugunun bir kanit1 olarak ortaya ¢ikmistir (220). Ayrica, farkli hiicre hatlariyla
yapilan arastirmalar sonucunda 4 yeni PARP daha tanimlanmistir. Bunlar; PARP-2,
PARP-3, PARP-4 (vPARP) ve PARP-5 (Tankiraz) dir. Sasirtic1 olarak, bu proteinler
arasindaki homoloji PARP-1’in C-terminal bélgesinin yarisiyla sinirhdir ve bu
bolgeye ayn1 zamanda “PARP homoloji domeyni” de denmektedir. PARP homoloji
domeyni, PARP-1’in proteolizi ile simirlanmis katalitk domeyn olarak
tanimlanmistir. Yiiksek oranda korunmus olan bu domeyn, 40 kDa’luk katalitik
aktivite i¢in etkili bir fragmenttir ve bu bolgenin (PARP-1, aa 654-1014) kristal
yapisi da c¢oziimlenmistir. PARP ailesinin ilk bes iiyesinin katalitik domeynleri
karsilastirildiginda, bu proteinlerin yapisal {iiniteleri i¢inde toplanan amino asit
benzerlikleri dikkati cekmektedir. Bu PARP enzimlerinin icinde, en kiicik PARP
domeynini Tankiraz’lar icermektedir, ayrica bu protein tersiyer yapisimi da yiiksek
oranda korumaktadir (206, 217).

PARP-2’nin kesfi, PARP-1 eksik farelerden elde edilen embriyonik
fibroblastlardaki rezidiiel DNA-bagimli PARP aktivitesinin varligiyla ortaya
cikmigtir. PARP-2’nin katalitik domeyni PARP-1 ile %69 benzerlik gostermektedir.
Sicanlarda yapilan calismalarla PARP-2’nin kristal yapisina bakildiginda, PARP-
I’inki ile benzer oldugu ortaya konmustur, ancak, akseptor bolgelerinin ¢evresinde
substrat farkliligina dayanan degisiklikler mevcuttur. PARP-2’nin DNA baglanma
domeyni PARP-1’den farklidir ve PARP-2, DNA kiriklarini degil, DNA bosluklarini
hedef almaktadir. Bu domeyn, 75 aa icermekte ve proteini niikleusta lokalize
etmektedir.

PARP-2, PARP-1 ile etkilesim halindedir. SSBR (single strand base
repair) ve BER (base excision repair) gibi DNA kirik tamiri iligkili yolaklarda rolleri
vardir. PARP-1 ve PARP-2, kinetokor yapist ve mitotik ig kontrol noktalarindan
sorumlu proteinlerle de etkilesmektedirler. Ayrica, sadece PARP-2’ye 6zgii hedef
proteinlerde kesfedilmeye baslamistir. Telomerik protein-2 (TRF-2) bunlardan biridir
ve telomer biitiinliigiiniin kontroliiyle baglantili oldugu diisiiniilmektedir (221).

DNA hasarina karsi olusturulan hiicresel yanitta PARP-2’nin rolii, PARP-
2 geni susturulmus fare modellerinin olusturulmasi sayesinde arastirilmistir. Bu
modele, alkile edici ajan olarak N-metil N-nitroziire (MNU) verilmis ve PARP-2
bulunmayan hiicrelerde DNA zincir kiriklariin ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Bu sonug
PARP-1 bulunmayan farelerde gozlenen sonucla aynidir. Boylece PARP-2, ADP
riboz polimerleri sentezlemek i¢cin az kapasiteye sahip olmasma ragmen, SSBR
yolaklarinda aktif bir oyuncudur (216).

PARP-3, hiicre siklusu boyunca kardes sentriollerde yerlesen sentrozomun

0z (core) bileseni olarak tanimlanmistir (222). Biitiin PARP’lar i¢inde, sadece 54
rezidiisiic bulunan, en kiiclik N-terminal domeyni iceren ve sentrozomal
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lokalizasyondan sorumlu tek protein PARP-3’tiir. PARP-3, PARP-1 ile %61
benzerlik gosteren E ve F domeynlerini paylasmaktadir. PARP-3 aktivitesi olduk¢a
cok zor belirlenmektedir ve PARP inhibitdrii 3-ABA ile kesinlikle inhibe
edilememektedir.

PARP-4 (vPARP), bu enzim PARP siiper ailesinin 192,6 kDa’luk en
biiyiik iiyesidir ve “vault” partikiillerle iliskili oldugu kesfedilmistir (223). PARP-4,
major vault protein (MVP) ve telomeraz iligkili protein (TEP-1) olarak bilinen ve
evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus olan iki proteinle ve transle edilmemis
VRNA (vault RNA) ile iliskili, sitoplazmik bir riboniikleoprotein (RNP)
kompleksidir. Bu alisilmamis partikiillerin fonksiyonu bilinmemektedir ancak,
hiicresel tasimada rolleri olabilecegi dusiiniilmektedir. PARP-4 ayn1 zamanda
niikleer porlarda lokalizedir ve mitoz sirasinda mitotik ig ile iliskilidir. Domeyn
yapisi da digerlerinden biraz farklidir, E ve F domeynleri proteinin N-terminal
kisminda bulunmaktadir. PARP-4, MVP’nin poli ADP ribozilasyonunu
katalizleyebilen saflagtiilmis “vault” partikiillerdir. Protein N-terminal ucunda
BRCT-motifi igceren domeyni ve multiprotein komplekslerde genel bir yap1 olarak
goriilen von Willebrand faktoriin tip A domeynini icermektedir (224).

Tankiraz-1 (TRF1-etkilesimli, ankyrin-iligkili ADP-riboz polimeraz),
(PARP-5a), insan telomerik proteini TRF-1’in ortagi olarak tanimlanmistir (225).
PARP enzimatik aktivitesine sahip olan ve PARP-1 ile homoloji gosteren en kiiciik
domeyni icermektedir. Katalitik bolge mesafesi, 353 aa’lik PARP-1 ile
karsilastirildiginda sadece 240 aa’liktir. N-terminal domeyninde His, Pro ve Ser
motifi (HPS) bulunmaktadir. Tankiraz-1’in  asirn  ekspresyonu, TRF1’in ADP
ribozilasyonunu ve telomerlerden salinimim tetiklemektedir. Yapilan arastirmalarda
siRNA ile kapatilan Tankiraz-1 ekspresyonu, kardes telomerler ayrilamadigindan
dolay1 hiicreleri erken anafazda bloklamaktadir.

Diger bir Tankiraz (PARP-5b veya Tankiraz-2) daha onceden kesfedilen
ayr1 bir gen ile kodlanmaktadir. Bu proteinin sekansi, Tankiraz-1 ile %85 benzerlik
gostermektedir ancak HPS motifi bulunmamaktadir (226). Tankiraz-1 ve -2; telomer
homeostazi ve artan vezikiil aligverisini diizenlemektedir. Bu nedenle, Tankiraz-1 ve
-2 telomerler, niikleer porlar, Golgi vezikiilleri ve mitoz sirasindaki perisentrioler
materyal gibi, hiicre i¢inde ¢oklu lokalizasyonlar gostermektedir. Tankiraz-2 agsir
ekspre oldugunda, mitokondriyal potansiyelin kaybindan dolay1 kaspaz-bagimsiz
hiicre olimiinii indiiklemektedir. Bu islem, PARP inhibitérii 3-ABA ile inhibe
edilebilmektedir (34, 216).

2.4.3.3. Insan Genom Sekanslamasinda Ortaya Cikan Diger PARP Molekiilleri
PARP ailesinin diger iiyelerinin biyolojik rolleri arastirirken, domeyn
yapilart incelenmistir. Bu proteinlerin katalitik domeynleri; daha once tanimlanan
PARP’lardan oldukga farklidir ve bu iiyeler; ¢inko parmak yapisi, Ankyrin, BRCT ve
Makro domeyn gibi c¢esitli adaptor domeynlerle katalitik domeynlerini
birlestirmektedir. PARP-7,-8 ve-13 yapisinda bir adet ¢inko parmak bulundururken,
PARP-12’de ii¢ adet cinko parmak bulunmaktadir. PARP-10 ve -15, cesitli RNA
baglanma proteinlerinde bulunan RRM (RNA Recognition Motif) ile RNA’lara
baglanabilen 6zgiin bir motif tasimaktadir. Bu motif ayn1 zamanda tek-zincirli DNA
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baglanma proteinlerinde de bulunmaktadir. PARP-9, DLBCL (diffuse large B-cell
lymphomas) bulunan hastalarda kesfedilmistir. PARP-9 BAL geni tarafindan
kodlanan niikleer bir proteindir. BAL geni, yiiksek risk tasiyan fetal DLBCL’lerde
yiikksek oranda ekspre olan ve B-hiicresi gociinde rol oynayan bir gendir. BAL
geninin asirt ekspresyonu, B-hiicresi lenfoma transfektanlarinin migrasyon oranini
artirmaktadir. Tiim bu yapilan c¢alismalardan elde edilen bu bulgular, diger
proteinlerle etkilesimde olan yeni domeynlerin fonksiyonlarim gostermektedir (34).

PARP ailesinin en ilging yani, bazi iiyelerinin birbirleriyle olan etkilesim
kapasitesidir. Ornegin; PARP-1, PARP-2 ve PARP-3 ile, Tankiraz-1 ise Tankiraz-2
ile etkilesim icindedir (40, 225). Bu tarz kombinasyonlar, bu komplekslerin farkli
substratlarla farkli hiicre bdliimlerinden sorumlu oldugunu gostermektedir. Bu
yiizden, birlikte etkilesimleri nedeniyle olusan biyolojik yanitlardaki farklilik,
PARP’lar i¢in yeni bir organizasyon durumu ortaya ¢ikarmistir (216).

2.4.3.4. Poli ADP Riboz Glikohidrolaz (PARG)

ADP riboz polimerlerinin sentezini katalizleyen farkli enzimleri kodlayan
bazi genler bilinse de, ADP riboz polimerlerinin serbest ADP riboz’a hidrolizini
katalizleyen enzimi kodlayan tek bir gen vardir: PARG geni. 1997°de sigir
komplementer DNA’sinin (cDNA) sifreledigi proteinin PARG aktivitesi gosterdigi
belirlenmis ve karakterize edilmistir (217). Insan PARG geni 18 ekzon icermektedir
ve i¢c mitokondriyal membran translokaz 23 (TIM 23)’ii kodlayan gen ile 470 baz
ciftlik iki yonlii promotoru paylasmaktadir (227). PARG, hem glikozidik hem de
ekzoglikozidik aktiviteye sahip olan bir enzimdir ve ADP riboz polimerlerinin
serbest ADP riboz’a hidrolizini katalize ettigi bilinen tek proteindir. PARG, apoptoz
sirasinda 6nemi olan kullanilan kaspaz-3 yariklanma bolgesini de igermektedir.
Sonug olarak; ADP riboz molekiilleri PARP ve PARG’nin birlikte etkisi ile canli
hiicrelerdeki dinamik dongiisiine devam etmektedir (216, 217).

2.4.4. PARP Aktivasyon Mekanizmasi

Gliniimiizde en 6nemli sorulardan biri PARP enzimlerinin nasil aktive
oldugudur. Istirahatte olan hiicrelerde PARP’larin ekspre olmamasi genellikle bu
proteinlerin bu tip hiicrelerde inaktif oldugunu ortaya koymaktadir. DNA hasarina
karsi, PARP-1’in aktive oldugu net olarak karakterize edilmesine ragmen, diger
PARP’larin aktivasyonu icin gerekli mekanizma hala bilinmemektedir. PARG’ nin
hiicresel glikohidrolaz aktivitesinden dolayi, PARP aktivasyonunun ve ardindan
olusan poli ADP ribozilasyonun cok kisa bir zaman araliginda gerceklestigi
diisiiniilmektedir. DNA hasar ile uyarilan poli ADP ribozilasyon mekanizmasi ve
ardindan gerceklesen PARG yariklanmasi yaklasik 10 dakika stirmektedir.

PARG tek bir gen tarafindan sentezlenmektedir ve coklu gen iirtinlerinin
olup olmadigi veya farkli PARP’lara ortaklik eden PARG izoformlarinin olup
olmadig1 bilinmemektedir. PARG, farkli PARP’lar tarafindan poli ADP ribozil
proteinleri eklenen proteinlerin hidrolizini katalizleyebilmektedir. Ornegin; poli ADP
ribozillenmis Tankiraz ve TRF1, in vitro ortamda PARG tarafindan hidrolize
edilmistir (34, 206, 217).
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2.4.5. Poli ADP-Ribozilasyonun Biyolojik Fonksiyonlari
Poli ADP ribozilasyonun biyolojik fonksiyonlar1 dokuz ana bashk altinda
Ozetlenebilir:

1. DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi,

2. Transkripsiyonun diizenlenmesi,

3. Apoptozdaki rolii,

4. Hiicre i¢i asin NAD" tiiketimi sonucunda nekrotik hiicre 6liimii ve
patolojik durumlardaki rolii,

5. Sentromer fonksiyonlarinin diizenlenmesi,

6. Telomer uzunlugunun diizenlenmesi,

7. Protein degredasyonunun diizenlenmesi,

8. Sentrozomal fonksiyon,

9. Endozomal vezikiil aligverisinin diizenlenmesi (217).

2.4.5.1. DNA Tamiri ve Genomik Stabilitenin Korunmasi

Prolifere olan hiicrelerde alkilasyon, oksidasyon ve iyonize radyasyon
tarafindan meydana gelen DNA hasar1 ile indiiklenen poli ADP ribozilasyon,
hiicreleri sitotoksik etkiden kurtararak yasamalarini saglar. PARP-1 ve onunla iligkili
proteinlerden PARP-2, DNA hasarina yanit veren PARP ailesi iiyelerindendir ve
DNA tamiri ve genomik biitiinliigiin korunmasinda 6nemli rol oynayarak canlilik
faktorlerinin korunmasini saglamaktadir. PARP-1 ve -2’nin 6zellikle BER yolaginda
onemli rolil oldugu gosterilmistir. Son yillarda, birgok grup tarafindan mekanizmanin
nasil isledigi konusunda ilgi ¢ekici senaryolar gelistirilmistir. Bunlar;

a) DNA hasar bolgesindeki kromatinin lokalize olarak gevsemesi, histonlarin
hem dogrudan modifikasyonu hem de non-kovalent etkilesimini
yonlendirmektedir,

b) Hasan sinyalle ileten fonksiyonu bulunmaktadir,

c) Hasarli bolgeye, poli ADP riboz ile non-kovalent etkilesim sonucunda 6zgiin
DNA tamir mekanizmalarinin toplanmasidir (228).

Yapilan son caligmalar bazi yeni ve ilgi cekici goriigler de ortaya
cikarmistir. PARP-1, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi ve prematiir
yaslanmadan sorumlu protein olan Werner Sendromu proteininin etkilesim ortagi
olarak bilinmektedir. Son zamanlarda, PARP-1’in Werner Sendromu proteininin hem
ekzoniikleaz hem de helikaz aktivitesini diizenledigi gosterilmis ve PARP-1
etkisindeki olas1 mekanizma ortaya konmustur (229).

One siiriilen bir diger senaryo ise, poli ADP riboz’un pirofosforolitik
yariklanmasindan elde edilen ATP’nin, BER siirecinde DNA ligasyon basamaklar1
icin kullanilmasidir. Bu nedenle canli hiicrelerde meydana gelen BER’in kisa-parcali
ve uzun-parcali yolaklar arasinda verdigi kararin, ATP’nin varligina baglh oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Enerji a¢ligmin oldugu durumlarda uzun-pargali yolak tercih
edilmesinin sebebi, bu yolagin poli ADP riboz’dan ATP olusumunun artmasini
saglamasidir (230). Dolayistyla, DNA hasar1 indiiklii poli ADP ribozilasyon, BER’in
klasik roliiniin 6tesinde bir durum sergilemektedir. PARP-1 ayrica, pS3’ten bagimsiz
olarak ¢ift zincir kiriklarinin tamirini de diizenlemektedir.
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Ekzojen kaynakli herhangi bir DNA hasarinin olmadigi durumda, poli
ADP ribozilasyonun farkli bir rolii oldugu ortaya ¢ikmistir. Testiste, spermiyogenez
sirasinda spermatid farklilasmasi, kromatin yogunlugu ve bilesimindeki carpici
degisiklikler buna ornektir. Spermatid niikleusunun kondenzasyonu, 6nemli niikleer
proteinlerden histon-gecis proteini-protamin degisimi ile karakterizedir. Endojen ve
ekzojen DNA kiriklarina verdigi yanmitla amilan poli ADP ribozilasyonun,
spermiyogenezde kromatin kondenzasyonunun en c¢ok gerceklestigi XI-XIV
arasindaki seminifer tiibiill basamaklarindaki spermatidlerde meydana geldigi
kesfedilmistir. Sperm hiicresinin matiirasyon basamaklarindaki kromatin yeniden
modellenmesi sirasinda ortaya ¢ikan endojen DNA zincir kiriklarinin tamirini ADP
riboz polimerleri kolaylastirmaktadir (37, 217).

2.4.5.2. Transkripsiyonun Diizenlenmesi

Poli ADP ribozilasyonun, kromatin yeniden modellenmesi ile gen
ekspresyonunu diizenlenmesini etkiledigi uzun zamandir bilinmektedir. Ayrica,
PARP-1’in transkripsiyon faktorleri ile bircok fiziksel ve fonksiyonel etkilesimde
bulundugu da belirtilmistir (231). Ornegin; PARP-1, immiin ve inflamatuvar yanitta
onemli bir kofaktdr oldugu bilinen Niikleer Faktor-xB (NF-xB) bagimli gen
ekspresyonunda 6nemli rol oynamaktadir (232).

2.4.5.3. Apoptozdaki Rolii

PARP-1’in niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) iceren domeyninden,
kaspaz-3 ve -7 tarafindan yariklanmasi sonucunda 24 ve 89 kDa’luk iki adet
fragment olusturmaktadir ve bu nedenle yariklanmigs PARP (cPARP) apoptozun
biyokimyasal bir belirteci olarak siklikla kullanilmaktadir. DNA  zincir  kiriklarn
varliginda kaspaz iligkili PARP-1 yariklanmasinin, PARP-1"in katalitik aktivitesinin
kaybina neden oldugu diisiiniilmektedir. Apoptozun erken evrelerinde gbzlenen asiri
PAR olusumu, PARP ailesi proteinlerinin bu siiregte gorevli oldugunu
gostermektedir. Ayrica PARP-1 aktivasyonu, apoptoz indiikleyici faktoriin (AIF)
mitokondriden niikleusa translokasyonundan sorumludur ve AIF, PARP-1 bagiml
hiicre oliimiinde gereklidir. Bilindigi gibi, AIF tarafindan indiiklenen apoptotik yolak
kaspaz bagimsizdir. Dolayistyla PARP-1 aktivasyonu; hem kaspaz bagimli hem de
AlF-indiikli apoptotik yolaklarda rol oynayabilir (233).

2.4.5.4. Hiicre Ici Asir1 NAD" Tiiketimi Sonucunda Nekrotik Hiicre Oliimii ve
Patolojik Durumlardaki Rolii

Yirmi yil 6nce, PARP-1’in asir1 aktivasyonuna bagl olarak ortaya cikan
hiicre 6lim mekanizmas1 ve PARP-1’in substrati olan NAD"1n siddetli ve geri
doniisiimsiiz tiiketimi ilk kez gosterilmistir (56). Bu paradigma daha sonra, deneysel
olarak memeli sistemlerde ve bitkilerde de dogrulanmistir (234). Bu mekanizmanin,
iskemi reperfiizyon hasar1 ve inflamatuvar siireglerle iliskili patofizyolojik
durumlarin biiylik ¢cogunlugunda 6nemli bir rol oynadigi son yillarda gosterilmistir.
PARP-1’in agir1 aktivasyonu ile asir1 tiiketilen NAD" dolayisiyla tetiklenen
mitokondriyal disfonksiyon ve ardindan meydana gelen hiicre 6liimii, PARP’1n asir1
aktivitesinde ortaya c¢ikan Onemli bir olaydir. Bu mekanizmaya dayanarak
giiniimiizde bazi hastaliklarin tedavisinde, PARP inhibitorlerinin sunacag: terapotik
yaklagimlar gelistirilmektedir (217).
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2.4.5.5. Sentromer Fonksiyonunun Diizenlenmesi

Esas ve gecis sentromer proteinlerinin her ikisi de PARP-1 ve PARP-2 ile
etkilesmekte ve poli ADP ribozilasyonu devam ettirmektedir (216). Dolayisiyla, poli
ADP ribozilasyonun temel kinetokor proteinler icin diizenleyici olarak gorev yaptig
diisiiniilmektedir. PARP-2 lokalizasyonu sentromerde goze ¢carparken, PARP-1 genis
sentromerik ve perisentromerik dagilim gostermektedir (235). Yapilan ¢alismalarda,
radyasyon indiikliit DNA hasar1 sirasinda memeli sentromerinin yapisim1 ve kontrol
noktasi proteinlerinin fonksiyonlarin1 diizenleyen molekiiller olarak PARP-1 ve
PARP-2’nin ayn ayr rolleri ortaya konmustur. Ayrica, mikrotiibiiller ve mikrotiibiil
iligkili proteinleri iceren 6nemli ig bilesenlerine ek olarak, igin yeni bir bileseni
olarak poli ADP riboz tamimlanmistir (216). PAR’1n varligi, bipolar ig olusumu ve
fonksiyonu icin gereklidir (217).

2.4.5.6. Telomer Uzunlugunun Diizenlenmesi

Poli ADP ribozilasyon telomer uzunlugunun diizenlenmesinde énemli rol
oynamaktadir. Yapilan arastirmalarda, PARP ailesinden Tankiraz’larin asir1 niikleer
ekspresyonu ile telomerlerin uzamasini indiikledigi ortaya cikmistir. Bu nedenle,
Tankiraz-1’in, poli ADP ribozilasyon mekanizmasi ile TRF1’i modiile ederek,
telomerazin telomerik komplekse ulasmasini diizenledigi ileri siiriilmektedir (236).

2.4.5.7. Protein Degredasyonunun Diizenlenmesi

Proteozom, hiicre i¢i proteolizin onemli bir kismindan sorumlu olan ve
biitiin okaryotik hiicrelerde bulunan biiyiik, multikatalitik bir proteazdir. Bu yapu,
strese karsi olusturulan yanitlarda oldugu gibi, ¢esitli kisa-Omiirlii proteinlerin
fizyolojik olarak geri doniislimiinii saglamaktadir. Otomodifiye PARP-1, oksidatif
olarak hasarli histonlarin segici olarak degredasyonunu kolaylastiran proteozomu
aktive etmektedir (237).

2.4.5.8. Sentrozomal Fonksiyon

Mitotik boliinmeler sirasinda sentrozom fonksiyonunun dogru bir sekilde
gerceklesmesi, kardes hiicrelere kromozomlarin tam ve dogru sekilde aktarilmasinda
olduk¢a onemlidir. Hem PARP-1 hem de PARP-3’iin sentrozomlarda stabil bir yap1
olusturduklari belirlenmistir (222). Sentrozomlarda lokalize olan ve sentrozom
duplikasyonunu kontrol ettigi bilinen p53’iin PARP proteinleri tarafindan poli ADP
ribozillendigi gosterilmistir (238). Boylece hem PARP-1 hem de PARP-3’iin, poli
ADP ribozilasyon mekanizmasi ile p53 aktivitesini regiille ederek sentrozom
duplikasyonunda dnemli rolleri oldugu gosterilmistir (239). Ozellikle PARP-3, hiicre
dongiisii boyunca kardes sentriollerde lokalizedir. PARP ailesinin bir diger iiyesi
olan Tankiraz da sentrozoma yerlesmistir. Tankiraz, mitoz sirasinda niikleer mitotik
aparat proteini (NuMa) ile birlikte lokalize olur ve bu yap1 sentrozomda stabil bir
kompleks olusturur (240).

2.4.5.9. Endozomal Vezikiil Ahsverisinin Diizenlenmesi
Tankirazlarin telomer dinamikleri tizerinde 6nemli etkileri olsa da, bu
proteinlerin ¢ogu hiicre niikleusunun disinda bulunmaktadir. Tankiraz’in 182
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kDa’luk Tankiraz baglayict protein ile etkilesim i¢inde oldugu ac¢iklanmistir. Ayni
zamanda niikleusta heterokromatin benzeri boyanma oOzelligi gosterdigi ve
sitoplazmada da kortikal aktin ile birlikte lokalize oldugu ortaya ¢ikmistir. Miyosit
ve adipositlerdeki endositotik vezikiiller, Glut4 ve IRAP gibi glukoz tasiyicilart
icermektedir. Golgi ve plazma membranindaki Glut4 vezikiilleri arasinda
gerceklesen geri doniisiimlii Glut4 translokasyonu, insiilinin glukoz kullanimini
diizenlemesine yardim etmektedir. Tankiraz burada 6énemli bir insiilin-sinyal hedefi
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, Tankiraz Golgi’deki Glut4 depo vezikiillerine
yerlesmis IRAP ile etkilesmekte, ayn1 zamanda da Mitojen Aktive edici Protein
Kinaz (MAPK) tarafindan fosforile edilmektedir. Tankiraz kendisi ve IRAP’1 poli
ADP ribozillemektedir ve aktivite MAPK-iligkili fosforilasyon ile arttirilmaktadir.
Sonug¢ olarak, Tankiraz ve MAPK yolagi tarafindan Glut4 vezikiillerinin uzun-
donem regiilasyonu saglanmaktadir (241, 242).

2.4.6. PARP-1 ve Oksidatif Stres Arasindaki iliski

Oksidatif stres, reaktif oksijen (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik ile karakterizedir. ROS
ve/veya RNS’nin asin dretimi, doku hasari, hiicre membranlarimin lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA’daki degisiklikler (zincir kiriklar ve
baz modifikasyonlar1) ile sonuc¢lanmakta ve ayrica, iskemi/reperfiizyon hasari,
sistemik inflamasyon, septik sok, diyabet, inme ve artrit gibi bircok akut ve kronik
rahatsizligin patogenezine katkida bulunan énemli yolaklar1 aktive etmektedir.

Poli ADP ribozilasyonun biyolojik rolleri olduk¢a karmasiktir ve bir¢ok
fonksiyon icermektedir. PARP-1’in DNA tamiri ve genomik biitlinliigiin
korunmasindaki rolii gosterilmis olup, replikasyon ve farklilasma gibi olaylarda rol
oynayan ¢esitli proteinlerin ekspresyonlarim transkripsiyonel diizeyde diizenledigi de
bilinmektedir. Daha da fazlasi, PARP-1 aktivasyonunun, dokudan uzaklastiritlmasi
gereken agir hasar gérmiis hiicrelerin elenmesine yonelik yolaklarda da rol aldigi
belirtilmistir. PARP-1 iliskili hiicre 6liimii; hiicre o6liim tiplerinin en son istenen
durumu olan nekrozda da meydana gelmektedir.

PARP’in farkli kosullar altindaki rolii, DNA hasarina maruz birakilan
hiicreler ile en iyi sekilde aciklanmaktadir. Hafif genotoksik zarar PARP
aktivasyonunu indiikleyerek, DNA tamirini ve hiicrenin canli kalmasim
kolaylagtirmaktadir. Orta derecede hiicre hasarinda, tamir edilemez derecede DNA
hasar1 bulunan hiicreler apoptoz yolag: aktive edilerek elimine edilmektedir. Siddetli
DNA hasarinin oldugu durumda ise, PARP agin aktive olmakta ve hiicre ici enerji
metabolizmasin1 ¢Okerterek hiicreyi nekroza siiriiklemektedir. Genellikle agir
oksidatif ve nitrosatif stresle tetiklenen biiyilkk DNA kiriklar1 PARP’1n asir
aktivasyonuna neden olurken, ardindan PARP’in substrati olan NAD"1in ve
dolayisiyla ATP’nin de tiikenisi gerceklesmektedir. Bu enerji c¢okiisii hiicre
disfonksiyonuna neden olmakta ve nekrozla sona ermektedir (Sekil 2.4.4). PARP’1n
apoptoz ve nekroz arasinda molekiiler anahtar olarak rol oynadigi yapilan gesitli
deneylerle kanitlanmstir (217).
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Sekil 2.4.4. Oksidatif stresin Poli ADP ribozilasyona etkisi.

2.4.7. PARP-1 ve Spermatogenez Arasindaki iliski

Insanda testis belirleyici faktériin (TDF), diger memelilerde ise testis
belirleyici Y lokusunun (7dy) en 6nemli anahtar diizenleyicisi olan SRY/Sry (Sex-
determining region Y), embriyolojik gelisim siirecinde testis olusumu ve
farklilagsmasindan sorumludur (243). SRY/Sry, aym1 zamanda diger cinsiyet
belirleyici proteinlerle ya da kofaktorlerle etkilesimde bulunan transkripsiyonel
diizenleyici komplekslerini olusturmaktadir. Ayrica, biyolojik fonksiyonlari da
diizenleyen bu kompleksler otozomal ve/veya X kromozomu iizerindeki genler
tarafindan kodlanirlar (244, 245). Giiniimiizde SRY/Sry’nin TDF’yi hangi molekiiler
mekanizmalarla diizenledigi bilinmemektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, bircok
transkripsiyonel fonksiyonu diizenleme yetisi bulunan SRY/Sry’nin regiile ettigi
proteinleri kesfetmek yoniindedir.

In vivo ve in vitro kosullarda, PARP-1’in SRY/Sry ile iligkili bir protein
oldugu gosterilmistir (246). PARP-1’in ve SRY nin, cinsiyet belirlenmesi sirasinda
fetal gonadlarda gelisen Sertoli hiicrelerinin niikleusunda birlikte lokalize oldugu
ortaya konmustur. Gonadogenez sirasinda, PARP-1, SRY’nin hedef genlerini
diizenler. PARP-1 knock-out farelerle yapilan calismalarin sonucunda, PARP-1
proteinin SRY nin alt yolaklarinda gorevli genlerinin ekspresyonlarini degistirdigi ve
dolayistyla PARP-1’in cinsiyet belirlenmesinde Sry diizenleyici fonksiyonlar1 oldugu
ortaya ¢ikmistir.

Son zamanlarda, testiste PARP ailesi proteinleri iizerine yapilan ¢alismalarin
sayis1 oldukca artmaktadir. Ozellikle PARP-1 ve PARP-2’nin insan ve sican
testisindeki varligi, hangi hiicre tiplerinde ekspre oldugu ve patolojik durumlardaki
ekspresyon siddeti en ¢ok tartisilan konular arasindadir (247).
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PARP-1 mRNA’sinin biitiin dokularda farkli seviyelerde bulundugu ancak,
testis, dalak ve timusta yiiksek seviyede var oldugu belirlenmistir Testis dokusunda
PARP ekspresyonu ile ilgili ¢aligmalar ilk olarak siganlarda yapilmistir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglara gore, PARP’1in spermatogonya ve pakiten
spermatosit niikleusunda yogun olarak lokalize oldugu gosterilmistir. Insan testis
ornekleriyle yapilan calismalarda ise, PARP-1 ve PAR aktivitesi esasen testikiiler
germ hiicrelerinde lokalize iken, somatik testikiiler hiicrelerde PARP aktivitesi
mevcut degildir (40).

Poli ADP ribozilasyonun genel olarak, kromatin yeniden modellenmesinde ve
herhangi bir nedenle olusan DNA hasarina kars1 gerekli yamiti vererek DNA
biitiinliigliniin saglanmasinda 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Boylesine 6nemli bir
durumdan sorumlu proteinler olan PARP’larin germinal hiicrelerdeki varligi oldukca
dikkat cekicidir. Germina hiicrelerin mayoz boliinmelerdeki olaylar tarafindan
sekillendigi bilinmektedir: (1)DNA replikasyonu spermatogonyada ve mayozdan
once primer spermatositlerde meydana gelir, (2)spermatogonya, spermatositler ve
erken spoermatidlerin DNA transkripsiyonu aktiftir, ancak ge¢ spermatidler ve
spermatozoanin tamami inaktiftir, (3)DNA kiriklarinin  olugsmast ve tamiri
(rekombinasyonal tamir) arasinda gecen siirenin diizenlenmesi primer
spermtositlerde meydana gelir, (4)ge¢ spermatidler niikleer kondenzasyonunun son
asamasindan once kendi DNA hasarlarin1 tamir edebilirler. Bu asamalarda meydana
gelen hasarlarin fark edilmesi ve tamirinde PARP’larin, 6zellikle PARP-1 ve PARP-
2’nin, 6nemli rolleri oldugu ortaya ¢ikmistir. PARP-1 ve PARP-2’nin sican primer
spermatositlerinde yiiksek oranda ekspre oldugu bilinmektedir (49). Ayrica
spermatogenezin 6zgiin evrelerinde PARP’larin rolii olduguna dair kanitlar vardir.

Spermatogenezde, birinci mayoz bdliinmenin profaz asamasinda DNA ¢ift
zincir kiriklar1 meydana gelmektedir. Olusan bu kiriklar, genetik farkliligi ve
kromozom ayrigmasin1 dogru gerceklestirmek iizere tamir edilmektedir. Diger bir
yandan, farklilasan spermatidlerde kromatinin siki paketlenmesi sirasinda
(kondenzasyon) DNA kiriklari ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla, PARP-1’in ve PAR
polimerinin; kalici1 ve devamli ekspresyonu ve erkek germ hiicrelerindeki subselliiler
lokalizasyonu, insan germ hiicre farklilasmasinda poli-ADP-ribozilasyon i¢in anahtar
roli oynamaktadir. PARP-1 ve PARP-2 enzimleri post-mayotik hiicrelerde
ekspresyonlarini kaybeder (40, 49), dolayisiyla parp-1 geni spermde kapalidir (248).

Bu bulgular, genomik biitiinliigiin gardiyani olarak gérev yapan bu proteinleri
germinal hiicre farklilagmasinin mayotik boliinme gibi 6nemli basamaklarina
yerlestirdigini gostermektedir. Mayoz boliinme siirecinde, DNA tamir enzimlerinin
memeli spermatogenezinde belirgin bir 6nemi vardir (249), ayrica, epigenetik histon
modifikasyonlar1 da mayotik ve post-mayotik evrelerde 6énemli rol oynamaktadir
(250). Poli ADP ribozilasyonun, hem DNA tamir mekanizmalarinda hem de
epigenetik bilgiye katki sagladigi dikkat cekmektedir (217). Ancak PARP-1 ve
PARP-2 gibi; PARP ailesi iiyeleri mayotik hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
farkli roller iistlenebilmektedir.

Poli ADP ribozilasyonun kromatin yeniden modellenmesi basamaklarinda
rolii oldugu, sigan spermiyogenezinde yapilan bir ¢calismayla gosterilmistir (51). Bu
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calismaya gore, farklilasan spermatidlerin kromatinlerinin yeniden modellenmesi
esnasinda yiiksek siklikta DNA zincir kiriklar1 olustugu ve bu kiriklarin
spermiyogenez basamaklarinda, 6zellikle histon-protamin degisiminin gerceklestigi
uzayan spermatid asamasmnda oldugu belirlenmistir (251). Bu calismada,
spermatogenez sirasinda yiiksek siklikta DNA zincir kiriklarn olustugu ve buna
karsilik yiiksek oranda PAR polimeri iiretildigi gosterilmistir. Bu sonuglar, poli-
ADP-ribozilasyonun mayoz boliinme esnasinda kromatin yeniden modellenmesine
ek olarak; spermatidin niikleer kondenzasyonunu da kapsadigini gostermistir. Bu
sireclerde, infertilitede ©nemli rolii oldugu One siiriilen sperm kromatin
biitiinliigiiniin saglanmasinda PARP proteinlerinin 6nemi ortaya konmustur. Yiiksek
seviyede PARP-1, tiim spermatogonya tiplerinde siirekli olarak ekspre edilmektedir.
Bu bulgular, spermatogonyada DNA biitiinliigiiniin korunmas1 i¢in gardiyan gibi
davranan PARP-1’in varliginm1 kanitlamaktadir.

2008 yilinda Agarwal ve ekibi tarafindan yapilan bir ¢alismada, PARP’1n
ejakiile insan spermindeki apoptotik formunun varligit ve apoptozla iliskisi
aciklanmistir. Bu arastirmalarin  sonucunda, PARP’in apoptotik formu olan
cPARP’In  (cleaved PARP) ejakiile spermatozoada flow-sitometri yodntemiyle
belirlenebilecek yeni bir apoptotik belirte¢ oldugu ve kaspaz-3 aktivasyonuyla iliskili
olabilecegi ortaya konmustur. Kimyasal ya da oksidatif stres indiiklii hasardan sonra
hem immatiir hem de matiir sperm hiicreleri cPARP ekspresyonu gostermektedir.
Poli ADP riboz polimeraz inhibisyonu ile ejakiile insan spermindeki erken ya da geg
apoptozun insidansinin diizenlenebilecegii diisiiniilmektedir (252).

Aymi y1l Sakkas ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis bagka bir ¢alismada ise;
varikoselli hastalarin testikiiler germ hiicrelerinde DNA tamiri ve apoptoz
belirteclerinin ekspresyonu ve dagilimi incelenmistir. Calismanin sonucunda,
varikosel hastalarinin testislerinde yiiksek DNA tamiri ve apoptoz aktivitesinin
oldugu ve bu aktivitenin metabolik stresi tetikleyerek spermatogeneze zararli
olabilecegi ve sonucunda da apoptozu arttirabilecegi gosterilmistir. Dolayisiyla, Poli
ADP ribozilasyon mekanizmasi arastirildik¢a, bu mekanizmada yer alan cPARP’1n
gelecekte bircok patolojinin belirteci olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (253).
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GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlani

Calismada, Akdeniz Universitesi “Deney Hayvanlar1 Unitesi“nden temin
edilen toplam 30 adet Rattus norvegicus (Wistar) ki erkek sicanlar kullanilmistir.
Tiim siganlar standart laboratuvar kosullarinda, standart diyet ve musluk suyu ile
beslenmistir. Yedi haftalik ve agirliklar1 250-350 gr olan yetigkin siganlar rastgele
olarak 3 gruba ayrilmistir. 1.Grup sicanlarda (13 haftalik, varikosel grubu, n=10)
deneysel varikosel olusturulmustur. 2.Grup sicanlarda sham operasyonu (n=10)
gerceklestirilmistir. 3.Grup sicanlar ise kontrol grubunu olusturmustur (n=10).
Deneysel varikosel modelinin indiiklenmesinden sonra tiim siganlar, 13. hafta (n=30)
sonunda sakrifiye edilmislerdir.

3.2. Varikosel Deney Modelinin Olusturulmasi

Deneysel varikosel modeli, Terry TURNER tarafindan tanimlanan model
uygulanarak olusturulmustur (254). Xylasin (Rompun®, Bayer AG, 15mg/kg, i.m.)
ve ketamin (Ketalar®, Parke Davis, 75 mg/kg, i.m.) anestezi i¢in kullamlmgtir. Ust
sol abdominal bolgeye orta hattan laparotomi insizyonu ile ulagilmustir. I¢ organlar
saga cekilerek sol bobrek, adrenal ve renal venler ile sol spermatik venin sol renal
vene girisi goriiniir hale getirilmistir. Dikkatli bir diseksiyon ile spermatik ve adrenal
venlerin sol renal vene girdigi medial yiiz yag ve bag dokularindan temizlenmistir.
Renal ven ligasyonunun yapilacagi boliime 4.0 ipek siitur yerlestirilmistir. 0.85 mm
caph metal tel iizerinde daraltilarak ve boylece ven daraltildiktan sonra tel cekilerek,
damarin dis ¢cap1 1 mm’ye diisiiriilmiistiir. On mg/ml Gentamisin siilfat ile abdominal
boslugun hijyeni saglandiktan sonra, abdominal duvar ve én abdominal kaslar 4.0
kromik katkiit ile ayr1 ayrt dikilmistir. Yukarida belirtildigi sekilde sol testiste
varikosel olusturulduktan 13 hafta sonra, anestezi altinda varikosel varlig
tanimlanan sicanlardan sol ve sag testisler alinmistir. Varikoseli tanimlamak i¢in sol
spermatik ven capi metal mikrometre ile Ol¢iilmiistiir. Sol spermatik ven varikosel
capt lmm’den az olan sicanlar, varikosel olgusu olarak kabul edilmeyerek deney
grubuna dahil edilmemistir. Sham operasyonu uygulanan siganlarda, yukarida
belirtilen islemler uygulanarak sol renal ven diseke edilmis, fakat daralilmamustir.
Kontrol grubundaki deney hayvanlarina hicbir cerrahi miidahalede bulunulmamistir.
Tiim cerrahi islemler 3.5x objektif biiyiitmesi altinda yapilmistir.

Deney protokolii, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari

Bakim ve Kullanim Komitesi tarafindan Helsinki protokoliine uygun olarak 07-06/05
numara ile onaylanmaistir.
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3.3. Dokularin Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi

Sol testis dokusu ornekleri kontrol, sham operasyonu goren ve varikosel
grubu sicanlarindan elde edilmis ve doku agirliklar1 belirlenmistir. Tiim gruplardaki
sicanlarin testis dokulart 151k mikroskobik incelemeler, immunohistokimyasal
gozlemler ve Western blot analizleri i¢in hazirlanmistir.

3.4. Rutin Isik Mikroskobik Gozlemler

Her ii¢ gruba ait sol testis doku ornekleri, Bouin fiksatifinde fikse edildikten
sonra rutin parafin teknikleri uygulanarak ve 5 um kalinliginda kesitler alinmistir.
Hematoksilen-Eozin (HE), ve Periyodik Asid Schiff (PAS) boyalar yapilarak (255)
varikosel modelinin olusup olugsmadig1 151k mikroskobu ile degerlendirilmistir. HE
boyasi, seminifer tiibiillerin ve testis dokusunun genel goriiniimii hakkinda bilgi
verdigi i¢in uygulanirken, PAS boyas: ise, Leydig hiicrelerini ve spermatidlerin
gelisen akrozomal asamalarini agik bir sekilde ortaya koydugu i¢in boyanmistir.

3.5. Johnsen Skoru ile Tiibiil Hasarimmin Degerlendirilmesi
Seminifer tiibiillerin matiirasyonu, “Johnsen Skoru” kriterleri kullanilarak
degerlendirilmistir (Tablo 3.5.1).

Tablo 3.5.1. Johnsen Skoru hesaplama kriterleri.

Johnsen Kriter
Skoru
10 Tam matiir spermatogenez gozlenir (tiibiil liimeni i¢ersinde yogun niikleer

kromatini bulunan, matiir ve kanca seklini almis spermatozoa), piknotik
cisimler mevcuttur.

09 10 JS ile benzer kriterler gozlenir ancak germinal epitelyum birkag
yerinden yarilmis olabilir ve daginik liimen yapisi gbzlenmektedir.
08 Yogun niikleer boyanma ve kanca bas yapist gozlenen 10’dan fazla

immatiir spermatozoa vardir ve tiibiil icine perifer olarak yerlesmistir,
piknotik cisimler yoktur.

07 10’dan daha az spermatozoa goézlenir, hiicrelerin c¢ogunlugu matiir
spermatidlerdir ve daha az yogun niikleer boyanma gostererek perifere
yerlesmistir, piknotik cisimler yoktur.

06 Soluk kromatinleri ve oval baslar1 ile orta-faz spermatidler goézlenir,
1s1nsal bir diizenlenme s6z konusudur, piknotik cisim yoktur.

05 Tiibiiliin genelinde rastgele diizenlenmis immatiir spermatidler gozlenir,
her birinin soluk kromatinli yuvarlak niikleusu vardir, piknotik cisimler
yoktur.

04 Sadece birka¢ spermatosit (5’den az) goriiliir, spermatid ya da
spermatozoa yoktur.

03 Sadece germ hiicreleri, spermatogonya mevcuttur.

02 Germ hiicresi yoktur, sadece Sertoli hiicresi bulunur.

01 Tiibiil kesitinde hig¢ hiicre yoktur.

[Ik kez 1970 yilinda Johnsen tarafindan insan seminifer tiibiillerinin
matiirasyonunu degerlendiren bu skorlama sistemi, testisteki histolojik bulgulara
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odaklanmaktadir ve oOzellikle seminifer tiibillde bulunan germ hiicrelerinin
matiiritesini temel almaktadir (256). Sigcanlar i¢in Johnsen Skorlamasi ise Lewis-
Jones ve Kerrigan tarafindan gelistirilmistir (257). Bu kriterler baz alinarak , HE
boyast ile boyanmis kontrol, sham ve varikosel gruplarindaki testis kesitlerinde
seminifer tiibiil hasar1 degerlendirilmistir. Her denek icin Johnsen Skoru ayr ayn
hesaplanmistir.

3.6. immunohistokimyasal gozlemler

Parafin bloklardan Spm kalinliginda alinan kesitler iizerinde, PAR ve PARP-
1 antikorlarinin testis dokusundaki dagilimlarin1 incelemek amaciyla, rutin
immunohistokimyasal protokoller uygulanmis ve sonuglar 151k mikroskobu ile
incelenmistir.

3.6.1. immiinohistokimyasal Protokol

Bes wm kalinligindaki parafin kesitler, pozitif yiiklii lamlar (Superfrost)
tizerine aliarak bir gece 45 OC’lik etiivde bekletilmistir. Deparafinizasyon i¢in iki
kere 10’ar dakika ksilollerden gegirildikten sonra, her birinde beser dakika olmak
kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edilmistir. Daha sonra, distile suda calkalanarak, fosfat tuzu tamponunda (PBS; pH:
7.2-7.4) ti¢ kere beser dakika yikanmistir. Antijenik maskenin giderilmesi amaciyla
kesitler 200ml sitrat tamponu (pH:6.0) icerisinde mikrodalga firinda 15 dakika
muamele edildikten sonra 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Cevresi
hidrofobik kalemle cizilen kesitler, distile su ve PBS’ten gecirilmistir. Endojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler %3’liik hidrojen peroksit ile 20
dakika inkiibe edilmistir. Distile suda calkalamip PBS’te yikanan kesitler, oda
sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan Immunoglobulin (Ig) baglanmalarim
onlemek amaciyla bloklama serumu (Lab Vision) ile 7 dakika muamele edilmistir
Serumun fazlas1 alindiktan sonra, fare monoklonal anti-PAR [Alexis, Kat No ALX-
804-220] ile 1:1000 dilusyon oraninda, + 4°C’de, gece boyu ve tavsan poliklonal
anti-PARP-1 [Abcam, Kat No Ab6079] ile 1:300 diliisyon oraninda, oda 1sisinda, 2
saat kesitler inkiibe edilmislerdir. Kontrol kesitlerine primer antikorlarin protein
konsantrasyonu ile ayni oranda protein iceren Fare IgG (Vector) izotip kontrolii veya
normal tavsan serumu uygulanmistir. Kesitler, inkiibasyon sonunda PBS ile ii¢ defa
beser dakika yikanmistir.

Daha sonra sirasiyla, 45 dakika oda 1sisinda biyotinli fare veya tavsan
sekonder antikor (Vector) ile ve 30 dakika streptavidin-peroksidaz kompleksi (LSAB
Kit, Dako) ile inkiibasyon yapilmistir. Her iki uygulama sonrasinda da, PBS ile 3
defa beser dakika yikama yapilmistir. Sinyali gelistirmek icin dokular ii¢ dakika
Amino-etil-karbazol (AEC) kromojeni (LabVision) ile muamele edildikten sonra
musluk suyunda yikanmistir. Mayer’in Hematoksilen’inde (Dako) 30 saniye zit
boyama yapildiktan sonra gliserol (Merck) kapatma soliisyonu ile kapatilmistir.

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait dokulardaki PAR ve PARP-1
immunoboyanmast pozitif olan hiicre oranlarinin degerlendirilmesi seminifer tiibiil
evrelendirilmesine dayanarak yapilmistir. Immunohistokimyasal tekniklerle boyanan
biitiin kesitler Axioplan mikroskopunda (Zeiss) degerlendirilmistir. Boyanmalar,
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kesitteki 6zel boyanmanin yogunlugu temel alinarak semikantitatif olarak
skorlanirken, alandaki tiim hiicreler asagida verilen yogunluk kategorilerinden
birisine dahil edildi: O (boyanma yok), 1 (zayif fakat kontrole gore goriilebilir), 2
(boyanma belirgin), 3 (boyanma yogun).

3.7. SDS - Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve immuno Blot

Kontrol, sham ve varikosel olusturulmus sicanlara ait testis doku ornekleri,
0.2 gr dokuya 600ul “lysis buffer” ve 10ul proteaz inhibitor kokteyli (Boehringer)
olacak sekilde inkiibe edilerek homojenize edilmistir. Numuneler, 15000 g’de,
+4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 —20°C’de saklanmak iizere
hazirlanmistir. Numunelerin protein konsantrasyonlarmi belirlemek icin BCA
(Bicinchoninic Acid) Assay Kit (Sigma Aldrich, Kat No B9643) kullanilmistir. Her
numunede var olan protein miktari, standartlarla karsilastirilarak tespit edilmistir.
Jele yiiklenen numunelerin her birinin esit protein miktar1 tagimasi saglanacak
sekilde hesaplanmistir.

Elektroforezden once numuneler 5 dakika 100 °C’de suda kaynatilmustir.
Orneklerin hedef proteinlerinin molekiiler agirliklarina uygun olarak, 4-HNE icin %
7.5’luk, PAR ve PARP icin ise % 10’luk poliakrilamit jeller hazirlanmistir. BCA
testine gore yapilmis protein konsantrasyonu hesaplamalart baz alinarak her bir
antikor i¢in yiiklenecek protein konsantrasyonu belirlenmistir. 4-HNE antikoru i¢in
20ug, PAR antikoru icin 50pug ve PARP-1 antikoru i¢in 100pug protein yiiklenmistir.
Her kuyucuga 20 mikrolitre numune, protein miktarlar1 esit olacak sekilde
yiiklenerek Mini protean sistem III (Biorad) tankinin i¢ine yerlestirilmistir. Mini
protean sistem III tankina “yiiriitme solusyonu” eklenerek tank giic kaynagina
baglanmistir. Proteinler gii¢ kaynagi araciligi ile 80 Volt, 30 Miliamperde 90-100
dakika elektroforez edilmistir.

Bu sirada, PVDF membran (Biorad), iistte ve altta 3’er adet filtre kagidi
olacak sekilde sandvi¢ biciminde hazirlanmistir. Jelde yiiriitilen proteinler,
hazirlanan sandvigte PVDF membranin iizerine alinarak tekrar mini protean III
sistemindeki tank blot igerisine alinmistir. Mini protean III tankina “transfer
soliisyonu” eklenerek +4 °C’de gece boyu proteinlerin membrana transfer olmasi
saglanmistir. Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra, membran 1 saat siire
ile oda 1sinda pH’s1 7.2-7.4 olan 0.14 mol/l tris tuz soliisyonu (TBS) ile hazirlanan ve
ek olarak % 0.1 Tween-20 (Sigma) ilave edilen (TBS-T), %5 lik yagsiz kuru siit tozu
(Biorad) ile bloklanmistir. Membranlar, 4-HNE [Cosmo Bio Co., Kat No MHN-
100P-EX], PAR [Alexis, Kat No ALX-804-220] ve PARP-1 [Abcam, Kat No
Ab6079] icin sirasiyla, 1:100, 1:400 ve 1:300 oraninda bloklama soliisyonu ile dilue
edilmis antikorlarla gece boyu, +4°C’de, karistiric1 iizerinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca 5’er dakikada bir TBS-T soliisyonu
yenilenerek, yikama yapilmistir. Membranlar, 1:5000 oraninda bloklama soliisyonu
ile dilue edilmis, peroksidazla isaretlenmis anti-fare IgG ve peroksidazla isaretlenmis
anti-tavsan IgG (Vector) sekonder antikorlarla oda sicakliginda karistirici tizerinde 1
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 30 dakika boyunca 5 er
dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapilmistir. Membranlar
SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi (Pierce) ile 5 dakika
inkiibe edildikten sonra karanlik oda icerisinde hiperfilme (Amersham Pharmacia
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Biotech) aktarilmistir. Film goriintiileme amaciyla developer ve fiksatiften gecirilmis
ve distile su ile yikanarak kurutulmustur.

Internal kontrol olarak, fare monoklonal Beta-aktin antikoru [Abcam, Kat No
Ab6276] kullamlmistir. Western blot sonuglarmin kantitatif degerlendirmelerini
yapmak amaciyla DigiDoc 1000 programi kullanilmstir.

3.8. TUNEL Metodu

Testis dokusundaki apoptoz, DNA iplikciklerindeki kirilmalarin TUNEL
yontemi ile enzimatik olarak isaretlenmesiyle belirlenmistir. TUNEL metodu ile
isaretleme, Cell Death Detection Kit (Hiicre Oliimii Belirleme Kiti) ile ve de
tireticinin Onerileri dogrultusunda yapilmstir.

Pozitif yiiklii lamlara testis dokusundan Spum kalinliginda parafin kesitler
almarak kurutulmus ve kesitler etiivde gece boyu 45°C’de ve takiben 60°C’de 1 saat
birakilmistir. Deparafinizasyon ve rehidratasyondan sonra; lamlar PBS’te iki kere 5
dakika yikanmistir. Permeabilizasyon soliisyonu (0.1% Triton X-100 in 0.1%
sodyum sitrat) ile kesitler +4%de 8 dakika inkiibe edilmis ve PBS ile iki kere 5
dakika yikanmistir. Enzimsiz ajan eklenen (sadece isaretleme soliisyonu ve tunel
diliisyon tamponu) negatif kontrol haricinde her kesit i¢in; 50Ul enzim soliisyonu ve
450ul TUNEL isaretleme soliisyonu ve 1000 pl tunel diliisyon tamponu kullanilarak
hazirlanan isaretleme reaksiyonu ile 37°C’de 1 saat nemli ortamda inkiibe edilerek
gergeklestirilmistir. Bu siire sonunda lamlar PBS ile yikandiktan sonra, doniistiiriicii
ajan (Converter-AP) ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Yikamadan sonra
isaretli DNA iplik¢igi kiriklar iceren hiicrelerin lokalizasyonu icin renk gelistirme
islemi, kesitleri Fast Red substrat soliisyonu ile yaklasik 8-10 dakika inkiibe ederek
gergeklestirilmistir. Ardindan Mayer’s Hematoksileni ile zit boyama yapilmistir.

TUNEL yontemiyle pozitif boyanan apoptotik hiicrelerin testis dokusundaki
sayisinin belirlenmesi i¢in her bir seminifer tiibiilde, TUNEL yontemiyle pozitif
boyanan apoptotik hiicreler sayilmistir. Degerlendirme yapilirken kesit diizeyi
yuvarlak olan ve liimeni net olarak goriinen seminifer tiibiiller dikkate alinmistir.
TUNEL pozitif sinyal tasiyan hiicrelerin bulundugu seminifer tiibiillerin, testisteki
toplam tiibiil say1s1 oran1 belirlenip 100 ile carpilmis ve Apoptotik Indeks (Al) elde
edilmistir (258).

3.9. DAPI ve Niikleus Boyamalari

Varikosel gruplarinda, niikleer kondenzasyonunu tamamlamamis, multi-
niikkleer hiicre yapisindaki “simplast” adi verilen olusumlarin gozlenmesinin
ardindan, bu kaynasmis hiicre grubu igersindeki niikleuslar1 dogrulamak igin,
hiicrenin genetik materyali olan DNA’ya giiclii bir sekilde baglanabilen DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) floresan isaretleyicisi kullanilmagtir.

Sum kalhinhigindaki parafin kesitler, pozitif yiiklii lamlar {izerine alinarak bir
gece 45 %C’lik etiivde bekletilmistir. Deparafinizasyon i¢in iki kere 10’ar dakika
ksilollerden gegirilip, her birinde 5’er dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80,
%70’1ik alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edilmistir. Daha sonra, distile suda
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calkalanip, fosfat tuzu tamponunda 5 dakika yikanmistir. Bu asamadan sonra
islemler karanlik ortamda gerceklestirilmistir. Yikamanin hemen ardindan, DAPI
soliisyonu ile 1 dk oda 1sisinda ¢alkalamadan inkiibe edilmistir. Yikamanin ardindan
kesitler antifade kapama soliisyonu (Vector) ile kapatilarak floresan atacmanli
Olympus BX-61 faz kontrast mikroskop ile incelenmistir.

3.10. istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim sonuclar, SigmaStat (Version 3.5, Jandel Corporation, San
Rafael, CA, USA) programi kullanilarak, One Way Anova Test’ini takiben Post Hoc
Tukey ve Dunn’s testleri kullanilarak karsilastirilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik
derecesi p<0.05 olarak alinmistir. 13 haftalik varikosel gruplarinin sonuglari, kontrol
ve sham grubu sonuclar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR

4.1. Sol Testisin Viicut Agirhgina Oram

13 haftalik varikosel modeli siiresi sonunda; kontrol, sham ve varikosel
grubundaki deney hayvanlarmin viicut agirliklar1 ve sol testis ornekleri alinarak
tartilmistir. Sol testis agirliginda meydana gelen degisikligi gozlemek igin, her bir
denegin viicut agirhig ile sol testis agirligi oranlanmistir (Tablo 4.1.1).

Kontrol ve sham gruplari ile karsilagtirldiginda, varikosel grubunda sol testis
agirhig ile viicut agirligr oraninin anlamli bir sekilde azaldigr gozlenmistir (Sekil
4.1.1).

Tablo 4.1.1. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki sicanlarin sol testis ve viicut
agirliklart ile sol testis agirliginin viicut agirligina oranlari. Ortalama +
SEM (ortalamanin standart hatasi) (*p<0.05).

Gruplar Sol Testis Agirhigi | Viicut Agirhigi | Sol Testis 1v\g1r1v1g1/ Viicut
(2) (g Agirhig
Kontrol 1| 418 + 0.03 386.2£7.6 0.0052  0.0001
(n=10)
Sham 1.952 £ 0.03 375.7 £13.3 0.0053 £ 0.0002
(n=10)
szl'i‘(’)s)e' 1.467 % 0.01 335.8+9.8 0.0044 + 0.0003*

0,006

0,005 -
0,004 -
0,008 -
0,002 -

0,001

Sol Testis Agirligi/ Viicut Agirligi Orani

0O KONTROL m SHAM m VARIKOSEL

Sekil 4.1.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda sol testis agirliginin viicut agirligina oranlari.
Varikosel grubunda bu oranin anlamh olarak azaldig goriilmiistiir (*p<0.05).
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SPERMATIK

Sekil 4.1.2. Varikosel modelinin olustugunu gosteren fotograflar. Sol renal venin parsiyel
ligasyonu sonrasinda 1mm ve iizerinde ven capi bulunan deneklerde varikosel
modelinin olustugu kabul edilmistir (a, b, ¢, d). Varikosel grubunda sol testis
agirliginin azaldigr makroskopik olarak da gozlenmistir (¢ ve d igerisindeki kiigiik
fotograflar). Sol renal ven (sar1 oklar), bobrek (yesil ok).

4.2. Genel Goruniim

Hematoksilen-Eozin boyast uygulanan kontrol, sham ve varikosel
gruplariin testis dokusu Ornekleri 1s1tk mikroskobik olarak incelenmistir (Sekil
4.2.2).

Kontrol ve sham gruplara ait testis kesitleri incelendiginde; tiim seminifer
tiibiil evrelerindeki spermatogenik hiicre tiplerinin normal sekilde diizenlendigi ve
tiibiiliin germinal epitelinin de tam ve bozulmamis oldugu gozlenmistir. Ayrica kesit
geneline bakildiginda hasarl tiibiillere kontrol ve sham gruplarinda rastlanmamastir.

Varikosel gruplarina ait testis dokusu Orneklerinde ise, seminifer tiibiillerde
anormal diizenlenmis spermatogenik hiicre tipleri gozlenmistir. Bazi tiibiillerin
germinal epitel hiicreleri birbirinden ayrilmistir. Ayrica kesit geneline bakildiginda,
Sertoli Cell Only (sadece Sertoli Hiicresi bulunan) tiibiiller, spermatosit asamasinda
duraklamis tiibiiller ve yuvarlak spermatid asamasinda duraklamis olan hasarh
tiibiillerin fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2.3). Bu hasarin derecesi Johnsen Skoru
kriterlerine gore degerlendirildiginde varikosel gruplarinda anlamli bir sekilde
azaldig1 gozlenmistir (Tablo 4.2.1, Sekil 4.2.1).

Varikosel grubuna ait testis kesitlerindeki bazi hasarli seminifer tiibiillerde,
literatiirde “simplast”(259) olarak adlandirilan yapilarm var oldugu goézlenmistir
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(Sekil 4.2.3/e,f). Simplastlar; yuvarlak spermatid niikleuslarinin tek bir sitoplazma
icerisinde bulundugu multiniikleer hiicre kiimeleridir. Ayrica baz tiibiillerde niikleer
kondenzasyonu yeterli olarak gerceklesmemis yuvarlak spermatidlerin varligi da
ortaya cikmustir (Sekil 4.2.3/g,h). Bu tip yuvarlak spermatidler niikleer
kondenzasyonlarin1 tamamlayamadiklarindan niikleer materyalleri c¢ekirdeklerinin
sadece periferinde yerlesmistir ve bu durum literatiirde ‘“hale etkisi” olarak
tanimlanmaktadir. Simplastlarin ve hale etkisi gozlenen yuvarlak spermatidlerin
niikleus yapilarinin net olarak degerlendirilmesi ve dogrulanmasi amaciyla DAPI
isaretlemesi yapilmistir (Sekil 4.2.4). Bu isaretleme sonucunda, bu yapilarin DNA
iceriklerinin tam olmadigi, genetik materyalin sadece periferde lokalize oldugu
ortaya konmustur.

Tablo 4.2.1. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki kesitlerde degerlendirilen tiibiil sayilar
Ve Johnsen Skorlari ortalamasi + SEM (*p<0.05).
Kontrol Sham Varikosel
GRUPLAR
(n=10) (n=10) (n=10)
9.4 +0.03 9.3+0.04 7.4 +0.1*

Johnsen Skoru

Degerlendirilen tiibiil 400.3 £ 6.8 405.4 £5.2 400.2 £ 6.9
sayisi

Johnsen Skoru
[6)]

@ KONTROL m SHAM m VARIKOSEL

Sekil 4.2.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda Johnsen Skoru degerlendirilmesi.
Seminifer tiibiil dejenerasyonunu degerlendiren bu skorlamanin varikosel
grubunda anlamli olarak azaldig goriilmiistiir (*p<0.05).
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Sekil 4.2.2.

Kontrol (a,b), sham (c,d) ve varikosel (e,f) gruplarina ait testis doku
kesitlerinde HE boyasi ile yapilan degerlendirmelere o6rnek olarak
tiibtillerin genel goriiniimleri. K: Kontrol, S: Sham, V: Varikosel, ST:
Saglam Tiibiil, HT: Hasarli Tuibiil, TA: interstisyel Alan.
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Sekil 4.2.3.

Varikosel gruplarina ait testis doku kesitlerinde HE boyamas: ile
degerlendirilen genel goriiniim. HT: Hasarl Tiibiil, SD: Spermatid
asamasinda duraklamis olan tiibiil, YSD: Yuvarlak Spermatid agamasinda
duraklamis olan tiibiil, SCO: Sertoli Cell Only (Sadece Sertoli Hiicresi
Bulunan) tiibiil, Sertoli Hiicresi (yesil oklar), Simplast (siyah oklar) , Hale
etkisi gozlenen niikleer kondenzasyonu yetersiz olan yuvarlak spermatid
niikleuslar1 (ok baslarr).
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Varikosel gruplarina ait testis doku kesitlerinde gézlenen “simplast” ve “hale

etkisi” goriilen yuvarlak spermatidlerin DAPI isaretlemesi (a-f). SD: Spermatid
asamasinda duraklamis olan tiibiil, simplast (kesik ¢izgili alanlar ve b igerisindeki
kiiciik resim), niikleuslarinda “hale etkisi”” gosteren yuvarlak

spermatidler (yildizlar ve c igerisindeki kiiciik resim), kesitlerde gozlenen

epididimis bolgelerinden bir goriintii ve immatiir sperm hiicreleri (f icersindeki
kiiciik resim) izleniyor (daire).



4.3. Seminifer Tiibiil Evrelendirilmesi

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyamasi uygulanan kontrol, sham ve varikosel
gruplarmin testis dokusu Ornekleri 151k mikroskobik olarak incelenerek seminifer
tiibiil evrelendirilmesi yapilmistir (Sekil 4.3.1). Sican testisinde birbirinden farkli
spermatogenik hiicre tiplerini barindiran seminifer tiibiil evreleri 14 evreye
ayrilmistir ve tiim seminifer tiibiil evreleri kontrol grubu hayvanlardan elde edilen
sekildeki ornek iizerinden degerlendirilmistir.

Degerlendirilen  proteinlerin ~ ekspresyonlar1 da  seminifer  tiibiil
evrelendirilmesine dayanarak yapilmistir.

Sekil 4.3.1. Kontrol gruplarina ait testis doku kesitlerinde PAS boyamasi sonuglarina
dayanarak yapilan seminifer tiibiil evrelendirilmesi (a-1). Roma rakamlar1
tiibiiliin evrelerini gostermektedir. Not: a-1: X40.
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4.4. immiinohistokimya

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait sol testis kesitlerinde PAR ve
PARP-1 proteinlerinin ekspresyonlar1 semikantitatif olarak degerlendirilmistir. PAR
ve PARP-1 ekspresyonlar1 degerlendirilirken, ekspresyonun seminifer tiibiiliin hangi
evresinde ve hangi hiicre tiplerinde goriildiigline dikkat edilmistir, ayrica protein
ekspresyonlar1 kontrol, sham ve varikosel gruplart arasinda karsilastirilmistir.
Bulgularimiz sekiller 4.4.1 ve 4.4.2’de 6zetlenmistir.

1 II-111 v v VI .3 0 1 Vi X X X1 XI11 peiig XI1v
[ 1 PAR [ 1 PARP [ 1 PAR+PARP
Sekil 4.4.1. Seminifer tiibiil evrelerine gore kontrol ve sham grubu testislerde PAR

ve PARP-1 ekspresyonu.

B A | @D f@’ L)

In nm B Bm ]

X TI-111 v v VI Vi VIII IX X X1 XII XIIK X1v
[ PAR [1 PARP [ |1 PAR+PARP
Sekil 4.4.2. Seminifer tiibiil evrelerine gore varikosel grubu testislerde PAR ve

PARP-1 ekspresyonu.
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4.4.1. PAR (Poli ADP-Riboz) Proteini Ekspresyonu

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait PAR immiinohistokimyasal
boyanma siddeti seminifer tiibiil evrelerine ve ekspre olduklar hiicre tipine gore
degerlendirilmistir (Sekil 4.4.1.1, Tablo 4.4.1.1).

PAR polimerlerinin  ekspresyonu kontrol ve sham gruplarinda;
spermatogonyumlarda, primer spermatositlerde (preleptoten, leptoten, zigoten ve
sadece XIV. evredeki seminifer tiibiillerdeki pakiten spermatositlerde) ve XI-XII.
evre seminifer tiibiillerdeki uzayan spermatidlerde niikleer olarak gozlenmistir.
Varikosel gruplarinda ise;  tim evrelerdeki spermatogonyumlarda, IX-XII.
evrelerdeki primer spermatositlerde (pakiten ve diploten hari¢), sekonder
spermatositlerde, [-VII. evrelerdeki yuvarlak spermatidlerde ve X-XIII. evrelerdeki

uzayan spermatidlerde gozlenmistir (Sekil 4.4.1.2 ve sekil 4.4.1.3).

Sekil 4.4.1.1. Kontrol, sham ve varikose

1 gruplarinda PAR immiinohistokimyasi (a-
f). K: Kontrol, S: Sham, V: Varikosel. Sekil a ve b icerisindeki kiigiik
resimler negatif kontrollere aittir.
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Sekil 4.4.1.2.  Seminifer tiibiil evrelendirilmesine gore varikosel gruplarinda PAR
immiinohistokimyasi (a-f). Roma rakamlar1 evreleri gostermektedir.
HT: Hasarli Tubiil.

PAR proteininin ekspresyon siddeti kontrol ve sham gruplaryla
karsilastirlldiginda  varikosel — grubundaki  spermatogonyalarda ve uzayan
spermatidlerde anlamli bir sekilde artmistir. Ayrica, kontrol ve sham gruplarinda
ekspresyonu gozlenmezken, varikosel gruplarinda; pakiten asamadaki primer
spermatositlerde, sekonder spermatositlerde (mayotik figiirler) ve yuvarlak
spermatidlerde yogun bir sekilde ekspre olmaya baslamistir (Tablo 4.4.1.1). Hasarli
tiibiillerde 1ise tiibiil igerisinde kalan germ hiicre tiplerinde ve bazi Sertoli
hiicrelerinde ekspresyonun varligi gozlenmistir. Ancak simplastlarda ve hale etkisi
gozlenen yuvarlak spermatidlerde PAR ekspresyonuna rastlanmamistir (Sekil
4.4.1.3).
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Sekil 4.4.1.3.

Varikosel gruplarinda PAR proteinini ekspre eden hiicre tipleri ve
onlarin bulunduklar1 seminifer tiibiil evreleri (a-f). Roma rakamlari
evreleri gostermektedir. HT: Hasarli Tiibiil, Sekonder
spermatositteki mayoz boliinmeyi temsil eden mayotik figiirler (kesik
cizgili alan), spermatogonya (mavi oklar), leptoten spermatosit (pembe
ok), zigoten spermatosit (turuncu oklar), pakiten spermatosit (sart
oklar), uzayan spermatidler (yildizlar), Sertoli hiicresi (yesil oklar),
simplast (siyah oklar) ve niikleuslarinda “hale etkisi” gézlenen
yuvarlak spermatidler (siyah ok baslar1).
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6S

Tablo 4.4.1.1. Seminifer tiibiil evrelerine ve hiicre tiplerine gore PAR immiinohistokimyasal giddetleri. K: kontrol (sar1 stitun), S: sham (mavi siitun), V:
varikosel (yesil siitun). Koyu gri alanlarda o evredeki seminifer tiibiillerde o germ hiicre tipi bulunmamaktadir. Not: 0:
Yok, 1: Porzitif, 2: Kuvvetli, 3: Cok kuvvetli.

stemitiggre 10 ] I I 10 v Y VI | VII | VI | IX X XI | XII | XII | XIv
Evreleri
L o——Gmplar sl k| siv k| s v k| sV k| sV K sivIK|s|V|K|S|V K|S|V K
Hiicre Tipi
Spermatogonya 1 1|1 1|1 1|1 1|1 1 1 1|1 1|1 1|1 1
Preleptoten
Spermatosit

Leptoten Spermatosit

Zigoten Spermatosit

Pakiten Spermatosit | 010/31010/310 0/310/0/310/0/3 0/0/3/0/0/2[0 0/10/0[0]0]0[0]0]0[0 00|

Diploten Spermatosit

Sekonder spermatosit nn
(Mayotik figiirler)
Yuvarlak spermatid mm
Uzayan spermatid 0]0l0]0]0] 0]0]
Spermiyum
Sitoplazmik damlacik 0
Sertoli hiicresi 00
Leydig hiicresi 0(0 0




4.4.2. PARP-1 (Poli ADP Riboz Polimeraz-1) Protein Ekspresyonu

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait PARP-1 immiinohistokimyasal
boyanma siddeti seminifer tiibiil evrelerine ve ekspre olduklar hiicre tipine gore
degerlendirilmistir (Sekil 4.4.2.1, Tablo 4.4.2.1).

Sekil 4.4.2.1.  Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda PARP-1 immiinohistokimyasi (a-
h). K: Kontrol, S: Sham, V: Varikosel. Sekil a ve b icerisindeki kiiciik
resimler negatif kontrollere aittir.

PARP-1 proteininin  ekspresyonu kontrol ve sham gruplarinda;
spermatogonyumlarda ve primer spermatositlerde (preleptoten, leptoten, zigoten,
pakiten) niikleer olarak gozlenmistir (Sekil 4.4.2.1). Varikosel gruplarinda ise;
spermatogonyumlarda, primer ve sekonder spermatositlerde, Sertoli hiicrelerinde ve
spermiyumlarin sitoplazmik atiklarinda gozlenmistir (Sekil 4.4.2.2 ve 4.4.2.3).
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Sekil 4.4.2.2.  Seminifer tiibiil evrelendirilmesine gore varikosel gruplarinda PARP-1
immiinohistokimyasi (a-f). Roma rakamlar tiibiiliin evrelerini
gostermektedir. HT: Hasarli Tiibiil, SD: Spermatid asamasinda
duraklamis olan tiibiil, YSD: Yuvarlak Spermatid agamasinda
duraklamis olan tiibiil, simplastlar (siyah oklar), niikleuslarinda “hale
etkisi” gozlenen yuvarlak spermatid (siyah ok baslari).

PARP-1 proteininin ekspresyon siddeti kontrol ve sham gruplaryla
karsilastirildiginda  varikosel  grubunda; spermatogonyumlarda ve  primer
spermatositlerde (preleptoten, leptoten, zigoten) degismemistir. Ayrica, kontrol ve
sham gruplarinda ekspresyonu gozlenmezken, varikosel gruplarinda; IX-XIII.
Evredeki pakiten spermatositlerde, diploten spermatosit, yuvarlak spermatidlerde ve
VII-IX. evre spermiyumlarin sitoplazmik atiklarinda anlamh bir sekilde artmaktadir.
Hasarl1 tiibiillerde kalan germ hiicre tiplerinde ve bazi Sertoli hiicrelerinde
ekspresyonun varlig1 gézlenmistir. Bazi simplastlarin multiniikleer niikleuslarinda ve
niikleuslarinda hale etkisi gozlenen bazi yuvarlak spermatidlerde PARP-1
ekspresyonu izlenmistir (Sekil 4.4.2.3).
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Sekil 4.4.2.3.

Varikosel gruplarinda PARP-1 proteinini ekspre eden hiicre tipleri ve

Onlarin bulunduklar1 seminifer tiibiil evreleri (a-f). Roma rakamlar tiibiil
evrelerini gostermektedir. HT: Hasarli Tiibiil, YSD: Yuvarlak Spermatid
asamasinda duraklamis olan tiibiil, Sekonder spermatositteki mayoz
boliinmeyi temsil eden mayotik figiirler (kesik ¢izgili alan), spermatogonya
(mavi oklar ve halka), preleptoten spermatosit (mor ok), leptoten

spermatosit (pembe ok), zigoten spermatosit (turuncu ok), pakiten
spermatosit (sar1 oklar), yuvarlak spermatid (kirmiz1 ok), Sertoli hiicresi (yesil
oklar), simplast (siyah oklar), niikleuslarinda “hale etkisi” gézlenen yuvarlak
spermatidler (siyah ok baslart).

62



€9

Tablo 4.4.2.1. Seminifer tiibiil evrelerine ve hiicre tiplerine gore PARP-1 immiinohistokimyasal siddetleri. K: kontrol (sar1 siitun), S: sham (mavi
stitun), V: varikosel (yesil siitun). Koyu gri alanlarda o evredeki seminifer tiibiillerde o germ hiicre tipi bulunmamaktadir. Not: 0: Yok, 1:

Pozitif, 2: Kuvvetli, 3: Cok kuvvetli.
itz Tl I 1| 110 v v VI VII | VI IX X XI Xl | Xm | xiv
Evreleri
el S|VIK|S|IVIK|SIVIKISIVIKISIV K[S[V K|SV K SIVIK|S|IVIK|SIVIKISIV K[S[V]|K
Hiicre Tipi
Spermatogonya 3 3(3 3(3 3|3 3 3 3(3 3|3 3|3 3|3 3
Preleptoten

Spermatosit

Leptoten Spermatosit

Zigoten Spermatosit

Pakiten Spermatosit nn mn mn
00|

Diploten Spermatosit
Sekonder spermatosit nn

(Mayotik figiirler)

Yuvarlak spermatid nn
0lojololofololof0 0olojo]ofofolo]|o]

Uzayan spermatid

Spermiyum

1

Sitoplazmik damlacik

Sertoli hiicresi 1

0

Leydig hiicresi




4.5. Western Blot Sonuclar:

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait dokulardaki 4-HNE, PAR ve
PARP-1 proteinlerinin ekspresyon siddetleri oOlgiilerek, internal kontrol olarak
kullanilan Beta-aktin proteininin ekspresyon siddetine oranlanmistir (Tablo 4.5.1).

Western blot analizlerinin sonuglar1  kontrol ve sham gruplariyla
karsilastirildiginda, varikosel gruplarinda bu ii¢ proteinin de ekspresyonlarinin
anlamli bir sekilde arttig1 ortaya konmustur (p<0.05).

Tablo 4.5.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarindaki 4-HNE, PAR ve PARP-1 protein
ekspresyonlarinin giddeti. Ortalama = SEM (*p<0.05).
Ortalama + Standart Sapma
Proteinler 4-HNE PAR PARP-1, PARP-1,
Gruplar 122 kDa 29 kDa
Kontrol 108.8 + 3.8 112.3 £3.5 114.1 £3.9 115.3 +4.0
Sham 113.8 £4.7 117.3 £5.2 115.0 £ 6.7 125.6 £ 6.2
Varikosel 185.7 £ 6.2*% | 363.6 +70.1* | 299.3 £92.9* | 357.7 £52.0*

4.5.1. Dort-HNE (4-Hidroksi-2-Nonenal)

Kontrol ve sham gruplanyla karsilastirildiginda varikosel gruplarinda, 4-HNE
proteininin ekspresyon siddeti anlamh bir sekilde artmaktadir (p<0.05).

Oksidatif Stres Belirteci: 4-HNE
3 250
)
7
S 200
-
)
X .
w g 150 4
c =
£5
S & 100 |
@
)
o J
2
T
<+ 0
0 KONTROL m SHAM m VARIKOSEL
Sekil 4.5.1.1.  Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait 4-HNE ekspresyon siddetlerinin

Beta-Aktin ekspresyon siddetine oranlanarak elde edilmis ortalama degerleri
(*p<0.05).
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Kontrol ve sham gruplariyla karsilastirildiginda varikosel gruplarinda anlaml
olarak arttig1 goriilen 4-HNE modifiye proteinler 45kDa ve 78kDa’luk protein
araliginda gozlenmistir (p<0.05).

KS__V

132 kDa

78 kDa
4-HNE
' Modifiye Proteinler
- e W

——— —

46 L D) a B el p— ’-@

Sekil 4.5.1.2.  Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait 4-HNE modifiye proteinler
ve Beta-Aktin (46kDa) protein ekspresyonlari.

4.5.2. PAR (Poli ADP Riboz) Polimeri

Kontrol ve sham gruplariyla karsilastirildiginda varikosel gruplarinda, PAR
polimerlerinin ekspresyon siddeti anlamli bir sekilde artmaktadir (p<0.05).

Poli ADP Riboz Polimeri (PAR)

500
*

PAR/Beta-aktin Ekspresyonu
Degerleri

0O KONTROL m SHAM m VARIKOSEL

Sekil 4.5.2.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait PAR ekspresyon siddetlerinin Beta-
Aktin ekspresyon siddetine oranlanarak elde edilmis ortalama degerleri
(*p<0.05).
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Sekil 4.5.2.2. Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait PAR (58kDa) ve Beta-Aktin (46kDa)
ekspresyonlari.

4.5.3. PARP-1 (Poli ADP Riboz Polimeraz-1)

PARP-1 proteininin 122 kDa’luk tam uzunlukta (full length) ve 29 kDa’luk
yariklanmis (cleaved=apoptotik) formlarinin ekspresyonlari biitiin deney gruplarinda
gosterilmistir.

Kontrol ve sham gruplariyla karsilastirildiginda varikosel gruplarinda, tam
uzunlukta olan PARP-1 proteininin ve yariklanmig olan PARP-1 proteininin
(apopotik form) ekspresyon siddeti anlamli bir sekilde artmaktadir (p<0.05).

Tam uzunlukta (Full Length) PARP-1

450
400

*

= N N W W

a o gago O,

o O O O O
| | | | |

100

[6)]
o o
|

PARP-1/Beta-aktin Ekspresyonu
Degerleri

0 KONTROL m SHAM m VARIKOSEL

Sekil 4.5.3.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait PARP-1(122 kDa) ekspresyon
siddetlerinin Beta-Aktin ekspresyon siddetine oranlanarak elde edilmis
ortalama degerleri (*p<0.05).
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Yariklanmig (Apoptotik) PARP-1

450 *

N W

a o

o O
| |

PARP-1/Beta-aktin Ekspresyonu
Degerleri
N
o
o

0 KONTROL m SHAM m VARIKOSEL

Sekil 4.5.3.2.  Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait apoptotik PARP-1(29 kDa)
ekspresyon siddetlerinin Beta-Aktin ekspresyon siddetine oranlanarak elde
edilmis ortalama degerleri (*p<0.05).
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Sekil 4.5.3.3. Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait PARP-1 (122 ve 29 kDa) ve Beta-
Aktin (46kDa) ekspresyonlari.

4.6. TUNEL Sonuclar:

Kontrol, sham ve varikosel gruplarindaki apoptotik hiicre indeksi
karsilastirilmistir (Tablo 4.6.1).

TUNEL pozitif hiicreler kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait testis
dokularindaki biitiin seminifer tiibiiller dikkate alinarak sayilmigtir. Kontrol ve sham
gruplartyla karsilastirlldiginda varikosel gruplarinda TUNEL pozitif hiicrelerin
anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir (p<0.05).

TUNEL pozitif sinyallerin gozlendigi hiicreler kontrol ve sham gruplarinda,
primer spermatositler iken, varikosel grubunda primer spermatositlere ek olarak bazi
sekonder spermatositlerde, mayotik figiirlerde, bazi1 tiibiillerin uzayan
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spermatidlerinde ve XII-XIII. evrelerdeki zigoten spermatositlerde de gozlenmistir.
Ayrica asirt hasar goren tiibiillerde de karakterize edilemeyen hiicre tiplerinde
TUNEL pozitif sinyallerin oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.6.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda apoptotik indeks (AI) yiizdesi.

Ortalama + SEM (*p<0.05).
Gruplar Al (%)
Kontrol 10.4 £0.1
Sham 114 +£0.1
Varikosel 252 +2.2%
Apoptotik indeks (Al)
30 *
25
20 -
€ 15|
<
10
5 i
0
O KONTROL m SHAM m VARIKOSEL
Sekil 4.6.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda apoptotik indeks (Al) yiizdesi

(*p<0.05).
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Sekil 4.6.2.

Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda TUNEL sonuglar (a-f). K:
Kontrol, S: Sham, V: Varikosel. Kirmizi sinyaller apoptotik hiicreleri
gostermektedir. Sekil a ve b igerisindeki resimler negatif kontrollere
aittir.
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Sekil 4.6.3. Varikosel gruplarinda TUNEL sonuglar1 (a-f). TUNEL pozitif hiicreler (kirmizi
oklar ve halkalar).
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TARTISMA

Varikoselin ortaya cikis sikligi primer infertilitesi olan erkeklerde %20 ile
%40 arasinda iken, sekonder infertilitesi olan erkeklerde bu oran oldukca
yiikselmekte ve %80’lere kadar ¢ikmaktadir (60). Bu yiiksek oranlar, varikoseli
infertilitenin bilinen en Onemli sebebi yapmaktadir. Dolayisiyla, son yillarda
varikoselin tedavisi ile ilgili arastirmalar olduk¢a artmakta ve dikkatler molekiiler
diizeyde yapilan caligmalara ¢ekilmektedir.

Varikosel dogal olarak (kendiliginden) sadece insanlarda ve koglarda
meydana gelmektedir (260, 261). Ancak, yapilan deneylerde insan materyalinin
kullaniminda karsilagilan giicliikkler arastirmacilart deneysel varikosel modeli
olusturmaya sevk etmistir. Sol renal venin parsiyel ligasyonu ile olusturulan deneysel
varikosel modelleri histolojik olarak da incelenerek dogrulanmaktadir. Hayvan
modelleriyle elde edilen 6nemli sonuglar varikosel hakkinda bilinmeyenlerin ¢ogunu
aydmlatmistir ve aydinlatmaya devam etmektedir. Ancak son yillarda yapilan
calismalarda, varikosel sonucunda testiste ortaya c¢ikan olumsuz etkilerle iligkili
baglantilar aragtirilmaktadir.

Varikosel i¢in tanmimlanan Onemli hipotezler arasindan birkaci {izerine
olduk¢a yogunlasilmis ve burada karsilasilan eksiklikler daha detayli incelenerek
ortaya cikarilmaya calisilmistir. Bu hipotezler arasinda en ¢ok dikkat ceken ve
arastirilan; testikiiler/skrotal 1s1 artis1 ve testikiiler hipoksidir.

Varikoselde, hipoksinin oksidatif stres olusturduguna dair cesitli klinik
kanitlar bulunmaktadir (262). Reaktif oksijen tiirlerinin sperm {izerinde zararl
etkileri vardir ancak diisiik seviyede reaktif oksijen tiirlerinin varligi sperm
kapasitasyonu ve sperm motilitesinin indiiklenmesi icin gereklidir. Varikoselli
erkekler arasinda yapilan calismalarin sonucunda; (1)spermatik venden gelen kan
karbonil proteinlerinin artmasi (32, 263, 264); spermatik venin 16kosit DNA’sinda 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) artis1; testikiiler ve ejakiile spermde 8-OHdG
miktarinin artisi, (2)daha fazla sperm DNA’sinin fragmentasyonu (263), (3)daha
fazla lipid peroksidasyonu (188, 265), (4)testiste 4-HNE modifiye proteinlerinin
varlig1 ve yasla birlikte artis1 (25, 266), (5)ejakiilatta sitoplazmik damlaciklara sahip
immatiir spermlerin artan orami (266), (6)semende pro-inflamatuvar sitokinlerin
yiikksek miktar1 (267), (7)ejakiilattaki apoptotik sperm yiizdesindeki artis gibi elde
edilen bulgularin cesitliligi (263), varikoselli testislerde oksidatif hasar indiikleyen
hipoksiyi 6ne siirmektedir.

Literatiirde oksidatif stresin ve dolayisiyla lipid peroksidasyonunun gostergesi
olarak bilinen 4-HNE modifiye proteinler, reaktif oksijen tiirlerinin en bilinen
belirteclerindendir (26). Ayrica sitotoksik olarak hasar veren aldehitik molekiillerden
biri olan 4-HNE’nin seminifer tiibiillerde hasar olusturdugu gosterilmistir. Oksidatif
stresin hem iiriinii hem de diizenleyicisi olarak gosterilen 4-HNE’nin apoptozu
indiikledigi bilinmektedir. Varikoseli olan infertil erkeklerden elde edilen testis
biyopsilerine gore; 4-HNE modifiye proteinlerle (1) prolifere olan germ hiicrelerinin
kayb1 ve (2) p53 protein ekspresyonunun artis1 arasidaki iliskiyi one siiren kanitlar
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ortaya c¢ikarilmistir. p53 proteini hiicre i¢i mitokondriyal yolakla apoptozu
tetiklemektedir (268). Dolayisiyla varikoselde germ hiicresi apoptozu da artmaktadir.

Artan 1s1n1n apoptoz artisindan sorumlu oldugunu gosteren ¢alismalar olsa da,
hipoksi-indiikleyen faktor-1a’nin varikoselde belirlenmesi hipoksiyi en 6nemli faktor
haline getirmistir. p53 diizeyi, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve
neoanjiyogenez, pro-inflamatuvar sitokinler, reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit
diizeyi ve lipid peroksidasyonunun artmasi ile anti-oksidan savunmanin azalmasi
varikoselin sonuclarindandir (269). Bu nedenlerle, yapilan cogu calisma germ hiicre
apoptozunu veya oksidatif stresin roliinii desteklemektedir.

Varikoselin meydana gelisiyle ilgili problemler hala ucu agik sorulardir. Olasi
varikosel mekanizmalarinin ¢ogunun son basamaginda apoptozun bulunmasi biitiin
bu goriigleri tek bir noktada toplamaktadir ve son zamanlarda “Apoptozda gorevli
veya meydana gelisinden sorumlu molekiillerin arastirnlmasi  varikosel
patofizyolojisinin aydinlanmasina katki saglar mi1?”’sorusuna odaklanilmistir.
Varikoselin sonu apoptozla biten bir¢cok sebebinin olmasi, bugiine kadar edinilen
bilgilerin varikoseli tedavi edici anlamda yetersiz kalmasi ve bu sebeple molekiiler
calismalara yogunluk verilmesi; yeni molekiillere yonelmeyi ortaya ¢ikarmistir.

Bu caligmada; son yillarda 6nemli bir arastirma konusu olan ve hiicre 6liim
yolaklariyla dogrudan iliskisi bulunan Poli ADP ribozilasyon mekanizmasinin ve
varikosel patolojisinin ortak noktalarindan yola ¢ikarak, PARP yolaginin
aragtirtlmasi hedeflenmistir. Bizim c¢alisgmamizda, varikosel modeli basarili bir
sekilde olusturulmustur ve oksidatif stres artis1 acik¢a gosterilmistir. Bu stresin
olusturdugu tiibiil hasari, histopatolojik olarak belirlenmis ve hasarm derecesi
Johnsen Skor ile kantitatif olarak ortaya konmustur. Histopatolojik
degerlendirmelerde varikosel grubunda ortaya ¢ikan tiibiil hasarlan ¢esitli asamalari
yansitmistir. Primer spermatosit evresinde duraklamis tiibiiller, yuvarlak spermatid
asamasinda duraklamis tiibiiller, sadece Sertoli hiicrelerini iceren tiibiiller,
simplastlar olarak adlandirilan multiniikleer dev hiicreleri iceren tiibiiller ve niikleer
kondanzasyonu yeterli gerceklesmemis (hale etkisi) olan yuvarlak spermatidleri
iceren tiibiiller ortaya cikmistir. Oksidatif stres artisina baglh olarak, PARP-1 ve onun
son {iriinii olan PAR polimerleri artmistir.

ROS-iligkili DNA hasar hiicrede kritik seviyeye ulagtiginda PARP-1’in asir1
aktive oldugu bilinmektedir (56, 57, 270). Ardindan, PARP-1 tarafindan PAR’1n asir1
sentezi gerceklesmekte ve PAR polimerlerinin {iretimi igin hiicre icinde
mitokondriyal NAD" ve ATP’nin asin tiiketilmesine yol agmaktadir (59, 206).
Boylece, hiicredeki enerji ¢oOkiisiiniin derecesine bagli olarak apoptotik ya da
nekrotik o6liim yolaklar1 aktive olmaktadir (217). PARP-1 apoptozda 2 sekilde rol
alir;(1) Kaspaz-bagimli yolak (2) Kaspaz-bagimsiz yolak. Kaspaz-bagiml yolakta;
PARP-1 asin aktive olmakta ve mitokondriden sitokrom c salinarak Kaspaz-3’ii
aktive etmektedir. Aktive olan Kaspaz-3 PARP-1’i otomodifikasyon domeyninden
keserek, yariklanmis (cleaved) PARP-1 formunu olusturmaktadir. Ve sonug olarak
apoptotik hiicre oliimii gerceklesmektedir. PARP-1’in apoptotik yolakla ilgisi
apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ile kaspaz-bagimsiz olarak da gerceklesmektedir.
Bu durumda ise, asim1 PARP aktivasyonu AIF’yi mitokondriden niikleusa
tasimaktadir ve apoptozla iligkili genlerin ekspresyonunu indiiklemektedir. Yine
ortaya cikan oliim sekli, apoptozdur. Bizim ¢alismamizda da; varikoselli testislerde
PARP-1’in tam uzunluktaki (full length) formunun asir1 aktivasyonuna ek olarak,
yariklanmis (cleaved) PARP-1 formunun da artis1, Kaspaz-bagimli apoptotik yolagin
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bu siirecte aktive oldugunu gostermektedir. Ayrica, TUNEL sonu¢larimiz da
apoptoza giden hiicre artisin1 gostererek bu bulgulart desteklemistir. Dolayisiyla,
varikoselde nekrotik Oliimiin goriilmemesinin altta yatan sebebi, biiylik olasilikla
PARP-1’in asir1 aktivasyonunun ardindan kaspaz-3 tarafindan yariklanarak, hiicreyi
nekrozdan korumasi ve apoptotik 6liim sinyal yolaklarina yonlendirmesidir.

PARP-1’in; spermatogenez, spermiyogenez ve sperm kromatin yeniden
modellenmesi sirasinda gamet farklilasmasinda rolti oldugu bilinmektedir (50, 51,
251). Spermatogenezin farkli matiirasyon evrelerindeki tiim spermatogonya
tiplerinde PARP-1 ekspresyonunun varligir gosterilmis olup, bu ekspresyonun germ
hiicre hattinin farklilagsmasi1 boyunca DNA biitiinliigiiniin korunmasinda rezervuar
gorevi yaptig1 one siiriilmiistiir (51). Immiinohistokimyasal bulgularimiza gore; farkli
seminifer tiibiill evrelerindeki spermatogenik hiicrelerde PARP-1 ve PAR
proteinlerinin ekspresyonlar1 belirgin olarak artmistir. Varikosel grubunda, PARP-1
ekspresyonunun 6zellikle spermatogonya, primer ve sekonder spermatosit, yuvarlak
spermatid ve uzayan spermatidlerde arttig1 gozlenmis ve bu artis PARP-1 aktivitesi
sonucu iretilen PAR polimerlerinin artisiyla da paralellik gostermistir. Bu tablodan
ortaya c¢ikan sonuglara gore; PARP-1 enzimi ve PAR polimerleri, normal
spermatogenezdeki rollerinden farkli olarak, primer ve sekonder spermatositlerde
yilksek miktarda PAR polimerleri ireterek bu hiicrelerdeki DNA hasarinin
giderilmesine katki saglar gibi goriinmektedir. Ayrica, spermatogonyumlarda artan
PARP-1 ve PAR ekspresyonlari, bu germ hiicre hattinda meydana gelen DNA
kiriklartn1i muhtemelen  tamir  yolaklarmma  yonlendirmektedir.  Kromatin
paketlenmesinin gerceklestigi yuvarlak spermatidlerde bu proteinlerin artmis olmast;
bu sirada meydana gelen DNA kiriklarim1 tamir etmek amaciyla olabilir. Germ
hiicrelerini korumak amaciyla aktive olmasina ragmen, PARP-1 ve PAR’mn asir
tiretimi sonucunda baz1 hiicreler kagimilmaz gsekilde apoptozla iligkili o6lim
yolaklarina sevk edilmektedirler.

Sonug¢ olarak; genellikle varikoselli bireyin iirettigi sperm hiicrelerini
degerlendiren caligmalarla karsilastirildiginda, {iretilen anormal gametlerin
olusumunda PARP yolaginin testisteki roliinii degerlendiren bu calismanin, varikosel
mekanizmasina molekiiler diizeydeki katkis1 olduk¢a Onemlidir. Sperm
aragtirmalarindan elde edilen bilgilerin yani sira, testisten elde edilen molekiiler
bilgiler, varikoselin spermatogeneze olan olumsuz etkilerinin giderilmesi amaciyla
ileride kullanilmas1 giindeme gelebilecek medikal tedaviler i¢in temel
olusturmaktadir. Calismamiz, varikoselde ortaya ¢ikan apoptotik siireclerle PARP
yolaginin iliskisi ilk defa ortaya koymustur ve boylece PARP inhibisyonunun
varikosel tedavisinde kullamilip kullanilmamasi ile ilgili tartigmalar baslatmistir.
Biitiin bunlarla iligkili olarak; deneysel varikosel modellerinde PARP inhibitorleri
kullanarak, varikosel patogenezinin degerlendirilmesiyle ilgili calismalarin
planlanmasina hizla devam etmekteyiz.
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SONUCLAR

. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki sicanlarin sol testis agirliklar viicut

agirliklarina  oranlandiginda; varikosel grubundaki siganlarin  testis
agirliklarinda anlamli bir azalma oldugu,

. Kontrol ve sham gruplarina ait siganlar ile varikosel grubundaki siganlarin sol

testisleri histolojik olarak incelendiginde; varikosel grubundaki testislerde
seminifer tiibiil hasarimi belirleyen Johnsen Skorlarinin anlamli bir sekilde
azaldig,

. Western blot analizlerinde; oksidatif stres belirteci olan 4-HNE modifiye

proteinlerinin ve poli ADP ribozilasyon mekanizmasinin esas sorumlusu olan
PARP-1 enziminin ve bu enzimin aktivitesi sonucunda iiretilen PAR
polimerlerinin varikosel gruplarinda anlaml bir sekilde artis gosterdigi,

. Seminifer tiibiil evrelendirilmesi gbéz Oniine alinarak, kontrol ve sham

gruplartyla  karsilagtirilan ~ varikosel gruplarinda, PAR ve PARP-1
immiinoreaktivitelerinin  spermatogenik seri hiicrelerinin niikleusunda
gozlendigi ve varikosel gruplarinda anlaml bir artig gosterdigi,

. Kontrol ve sham gruplariyla karsilasgtinnldiginda varikosel gruplarinda germ

hiicrelerinin apoptoz oraninin anlaml bir artis gosterdigi,

. Kontrol ve sham gruplarina ait siganlar ile varikosel grubundaki si¢anlarin sol

testisleri histolojik olarak incelendiginde; varikosel grubu testislerinde
yeterince kondanse olmamis niikleusa sahip germ hiicrelerinin ve literatiirde
“simplast” olarak bilinen multi-niikleer hiicre tiplerinin var oldugu
sonuglarina varilmistir.
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