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I. OZET

En sik diizeltilebilir infertilite sebebi olan varikoselde spermatogenezin hangi
mekanizma ile bozuldufu tam olarak bilinmemektedir. Varikoselde saptanan
histopatolojik degisiklikler genel olarak stres paterni olarak tamimlanmis ve bu
degisikliklerin bir bolimii farkli stimuluslarla olusan apopitozdaki sitomorfolojik
degisikliklere benzetilmistir. Programlt hiicre 6limii olarak da adlandirilan apopitoz,
hiicrelerde fizyolojik bir oranda gerceklesebilir ancak farkli patolojik durumlarda artan
oranlarda bulunabilir. Ayrica, varikoselde artan oksidatif stresin apopitozun bir
diizenleyicisi oldugu ve buna bagl antioksidan sistemlerin etkinliginin artirilarak
apopitozun engellenebilecegi bildirilmigtir. Bu ¢alismada, deneysel sol varikosel
olusturulan ratlarda bilateral testikiiler dokuda apopitoz oranlari incelenerek, farkli
dozlarda melatonin uygulamasinin serbest oksijen radikallerinde olusturacag: degisim ve
buna bagli apopitozdaki etkilenmenin belirlenmesi amaglands.

Wistar tipi 40 eriskin erkek rat ¢aliyjmada 4 gruba ayrilarak incelendi: Grup I:
sham, Grup II: deneysel olarak sol varikosel olusturulan grup, grup III: varikosel + 5
mg/kg melatonin verilen ve grup IV: varikosel + 10 mg/kg melatonin verilen gruplar.
Tiim gruplarda apopitoz varliginda artan Bax ve apopitozu engelleyen Bcl-2 proteinleri
immiinohistokimyasal olarak arastirildi. Bu iki proteinin birbirlerine orani elde edilerek
apopitoz belirlenmeye ¢alisildi. Ayrica biyokimyasal olarak da antioksidan siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz ve Malonildialdehid (MDA) 6l¢iimleri
gerceklestirildi.

Deneysel olarak sol varikosel olusturulan ratlarda ipsilateral ve kontralateral

testikiiler dokuda apopitozda anlamli artig saglanirken, bu grupta bilateral doku MDA



diizeyleri artmus, doku antioksidan diizeyleri ise sham grubuna goére anlaml olarak
azalmig olarak bulundu (p<0.05). Melatonin 5 ve 10 mg/kg dozunda uygulandigi grup
III ve IV’deki ratlarda ise antioksidan diizeylerinde belirgin artis saglandi. Her iki grup
arasinda ise 10 mg/kg melatonin dozunda daha yiiksek oranda artis izlendi. Aym sekilde,
bu dozda melatonin uygulamasi ile apopitozda anlaml azalma saptandi (p<0.05).
Varikosele bagli olusan apopitozun bilateral testikiiler hasar olusturabilecegi
gdz Oniine alinacak olursa, erkek infertilitesinde apopitozu engelleyecek tedavi
modellerinin de dnemi artacaktir. Bu ¢alismada, giiglii bir antioksidan olan melatoninin
uygulandig1 sol varikoselli ratlarda artan doza bagh olarak antioksidan diizeylerinde

progressif artma ve buna bagli olarak da apopitozda gerileme saptand.

Anahtar Kelimeler : Varikosel, Apopitoz, Antioksidan, Melatonin.



II. ABSTRACT

Although varicocele is the most common correctable cause of infertility, it was not
completely known by which mechanism the spermatogenesis is impaired in varicocele.
Histopathological changes determined in varicocele were generally described as stress
pattern and some of these changes were found to resemble the cytomorphological
changes induced by apoptosis due to various stimuli. Apoptosis or programmed cell
death may be detected in physiological rates within the cells, however it may increase in
various disease states. Additionally, it was reported that increased oxidative stress due to
varicocele is a regulator of apoptosis and enhancement of the antioxidant systems may
prevent the apoptosis. In the present study, bilateral testicular apoptosis was assessed in
rats with experimentally induced left varicocele and the changes in free oxygen radicals
and subsequent effects on apoptosis was aimed to be determined after the use of
melatonin at different doses.

A total of 40 adult male Wistar rats examined in 4 groups: Group I: sham, group
IT: experimentally induced left varicocele group, group III and IV: varicocele induced
rats receiving 5 and 10 mg/kg melatonin, respectively. Apoptosis in bilateral testicles of
all groups were compared immunohistochemically in respect to positive Bax and Bcl-2
staining, and biochemically the level of Malonydialdehyde (MDA), antioxidant
superoxide dismutase, glutation peroxidase and catalase were determined in all groups.

There was significantly increased rate of apoptosis in ipsilateral and contralateral
testes in rats with experimentally induced varicocele. The level of MDA was also found
to be increased bilaterally in this group and the antioxidants were significantly decreased

when compared to control group(p<0.05). However, in the groups III and IV of which
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melatonin was given at doses of 5 and 10 mg/kg respectively, there was significant
improvement at the levels of antioxidants. In comparison of these two groups, it was
determined that melatonin at 10 mg/kg dose was more effective. Similarly, at this dose
there was a significant reduction in the development of apoptosis (p<0.05).

Considering the bilateral testicular injury formed as a result of varicocele and
apoptosis, the importanca of treatment modalities in the prevention of apoptosis in male
infertility will increase. In the present study, melatonin, a potent antioxidant with
increasing doses induced progressive improvement in antioxidant levels and

consequently reduced the rate of apoptosis development.

Key Words: Varicocele, Apoptosis, Antioxidant, Melatonin.



III. GIRIS

IIL. 1. VARIKOSEL

Varikosel, spermatik kord igerisinde testikiiler venlerin dilatasyonu olarak
tamimlanir ve erkek infertilitesinin en sik diizeltilebilir nedenidir(2,61). Varikosel,
internal spermatik venin bir pelvik tiimor ya da izledigi yol iizerinde herhangi bir
patolojik olusum nedeni ile kompresyona ugramasi sonucu, ileri evre bobrek
tiimdriiniin renal vene invazyonu sonrasi veya bu venin obstriikksiyonuna sekonder
olarak olusabilir. Ancak, klinikte daha sik goriilen ve 6zellikle infertilite ile iligkili

olan; primer varikoseldir (14,37).

IIL. 1. 1. Sikhik

Infertiliteye yol acan hastaliklar igerisinde ilk sirada gelen patoloji
varikoseldir, bu nedenle pek ¢ok arastirmamin konusu olmustur. Saglikli erkeklerin %
10-15’inde, infertil erkeklerde ise % 21-41 oraninda varikosel bulunabilir (16,37).
Puberte 6ncesi belirlenmesi oldukga nadirdir ve en erken 9 yasinda saptanabilir (66).
Adolesan donemdeki erkeklerde varikoselin goriilme insidanst %16 olarak

bildirilmistir. Bu oran normal eriskin erkek popiilasyonundaki varikosel insidans: ile

benzerdir (2,14,66). Ayrica, irklara gore siklik farki bildirilmemistir (47).



IIL 1. 2. Anatomik o6zellikler ve Patofizyoloji

Sol varikosel olusumunda ya da sol testikiiler venlerin daha sik dilatasyonunda
baz1 anatomik nedenler 6n plandadir. Sag ve sol testikiiler venler farkli drenaj yollar
izler (66). Sol internal spermatik ven (gonadal ven) sol renal vene dokiiliirken, sagda
bu drenaj direk olarak inferior vena kavaya olur (Sekil 1). Ayrica, sol spermatik
vende saga oranla daha az ven6z kapakgik bulunur (2).

Varikosel lokalizasyon olarak daha ¢ok sol tarafta goriilir. Solda % 80-90
oraninda bulunurken, tek basina sag tarafta varikosel oran1 % 2’den azdir (14). Sag
tarafta goriilen varikosel situs inversus diginda vena kava inferior ya da sag internal
spermatik vende kompresyona veya obstriiksiyona yol agan patolojilere baglh olarak
olusur (28).

Infertilite incelemelerinde, bilateral varikosel insidansi %15-20’leri bulmaktadir.
Giiniimiizde gelisen tan: yontemleri, venografi ve renkli doppler ultrasonografinin

daha sik kullanilmasi ile bu oran %50’1ere ulagmigtir(16,76).



Renal Ven

* Intarnal spermatik ven

Kramastarik ven

kztaral sudertal ver

Sekil 1. Testisin ven6z sisteminin gematizasyonu (14)

Vendz sistemde hidrostatik basing artisi ya da pleksus pampiniformiste refli
olugturarak varikosele yol agan diger nedenler sunlardir (Sekil 2,3): 1- Solda internal
spermatik vende genellikle rastlanilan anatomik yapi, spermatik kordda ya da
retroperitonda birden fazla venin istirak etmesi ve bunlarin renal vene girmeden
birleserek daha biiyiik tek bir ven haline gelmesidir. Dilate olan bu gonadal ven altta
pampiniform pleksusta retrograd bir akima neden olabilir (71).

2-  Sol internal spermatik ven sol renal vene dik agiyla drene olurken, sagda dar ag:
ile oblik olarak vena kava inferiora drene olur. Internal spermatik ven, solda saga

gore 8-10 cm daha uzundur. Anatomik yapidaki bu farkliliklar, ayakta dik olarak



duran bir erkekte sol tarafta daha yiiksek bir hidrostatik basing olusmasina yol agar
(14).
3- Sol gonadal ventz sistemde hidrostatik basingta artisa neden olan bir diger
anatomik mekanizma “nutcracker” yani sikistirilma fenomenidir. Farkli damarsal
yapilarin basis1 ve gonadal venlerde yarattiklan basing artisi yolu ile varikosel
gelisimi olarak tanimlanir. Bu fenomenin iki tipi vardir: Proksimal tipte (klasik tip)
kisi, 6zellikle dik pozisyonda iken renal ven, abdominal aorta ve siiperior mezenterik
arter arasinda kompresyona ugradifi igin internal spermatik vende dilatasyon
olusmaktadir. Distal tipte ise common iliak arter, sol iliak vene basi yaparak eksternal
spermatik vende vendz basinci artirmaktadir.
4-  Pleksus pampiniformise olan reflii: Varikosel olusumunda refliiye yol agan iki
mekanizma vardir. Bunlardan ilki, internal spermatik vendeki valvlerin yoklugu veya
saja gore az sayida olusu ya da yetersizligidir. Ahlberg, 79 olgunun kadavra
incelemesinde sol internal spermatik venin kranial kisminda % 46 oraninda valv
olmadigini gostermistir (1). Refliideki ikinci mekanizma ise, vendz kollaterallerin
varhiginda kan akiminin normal gonadal ven6z sisteme olan refliistidiir (11). Pleksus
pampiniformiste kollateral olusturan iki venoz sistem bulunmaktadir:

a) Yiizeyel venoz sistem

b) Derin vendz sistem.

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

Varikoselde internal venoz sistemdeki dilatasyona ek olarak, eksternal kremasterik

sistemin dilatasyonu da klinik 6neme sahiptir. Coolsaet, sol ana iliak venin parsiyel



obstritksiyonunda eksternal spermatik vende ve pampiniform pleksusda dilatasyon
oldugunu gostermistir (13). Eksternal spermatik ven, varikoseli saptanmayan
eriskinlerde normalde 2-3 mm ¢apindadr. Ote yandan, 4 mm ve daha dilate eksternal
spermatik ven ¢ap1 goriilme oram ise % 16-74 olarak bildirilmistir (4,27).
Varikoselektomi sirasinda saptanamayan ya da baglanmayan bu venler nedeni ile

niiks olusabilmektedir.

Stop tip varikosel

internal spermatik ven

Deferensiyel ven

Yiizeyel inguinal ring

Sekil 2. Stop tipte varikosel. Eksternal ve internal spermatik venler ve

varikosel geligimi (14).



Shunt tip varikosel

——— internal spermatik ven

Deferensiyel ven

spermatik ven

Sekil 3. Eksternal ve internal spermatik venlerde shunt ve varikosel geligimi(14).

IIL. 1. 3. Varikosel ve Testikiiler Hasar

Varikosele bagh olugan testikiiler hasart agiklamada pek ¢ok farklt hipotez
one stirtilmistiir. Hormonal fonksiyon bozuklugu, artmis ya da azalmis testis kan

akimi, hipoksi, sigara kullanim, st artigi, renal ve adrenal metabolitlerin refliisii
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varikosel patofizyolojisinde 6ne sliriillen mekanizmalardan birkagidir (56,71). Ancak,
varikosele bagl olusan testikiiler disfonksiyonda en ¢ok kabul géren iki teori 1s1 artis
ve refliidiir (71). Varikosele bagli olusan infertiliteyi bu mekanizmalardan sadece biri
ile agiklamak miimkiin olmayip varikoseli olan hastalarda infertilite patogenezindeki
birden ¢ok neden one siiriilmiistiir (61,66).

Oligospermik varikoselli hastalarda skrotum igerisindeki 1s1 varikoseli olmayan
olgularla karsilastirildiginda yaklasik 0.6°C daha yiiksek bulunmustur (66,82). Aym
sekilde, varikoseli olan hastalarda testis igerisindeki 1s1 da 0.78°C daha yiiksek
bulunmugtur. Ote yandan, varikosel bulunmayan hastalarda yatar pozisyondan ayakta
durur pozisyona gegtiklerinde, testislerde 0.5°C’lik bir 1s1 diisiigii belirlenmistir (80).
Saypol, tek tarafli deneysel varikosel olusturulan hayvanlardaki incelemeleri sonucu
bilateral testikiiler 1s1 artisi ve bozulmus spermatogenez saptamustir (61). Klaiber ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, varikoseli olan hastalarda tek basina
sigara kullanimimn diger tim faktorlerden ayri ayri daha fazla zararli etkisi oldugu
bulunmustur (42). Ancak oligospermik hastalarda spermatogenezi bozan patoloji ne
olursa olsun, testis i¢i 1s1sinda belirgin artis oldugu bildirilmistir (66).

Varikoselli hastalarda serum testosteron diizeyinde azalma oldugunu bildiren
¢aligmalar olmasina ragmen, diger arastirmalarda hipofizer-hipotalamik yol
degerlendirmesi sonrasi serum Ostradiol, LH, FSH ve testosteron diizeylerinde

anlamli bir degisiklik bulunmamistir (54,69).
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Bobrekte olusan Prostaglandin (PG) E; ve PG F,., nin testislere olan refliisii ve
buna bagli bozulan spermatogenez, testikiiler disfonksiyonu agiklayan diger bir
teoridir (35). Varikoselektomi sonrasi semendeki fosfolipaz A, diizeyindeki diisiis bu
teoriyi desteklemektedir. Bobrekten reflti ile testise gelen difer metabolitler ise
serotonin ve anjiotensin 1’dir. Artmugs PG’ler tarafindan olusturulan
vazokonstrilkksiyon nedeni ile sperm transportunda bozulma ve epididim
matiirasyonunda etkilenme olugmaktadir (12). Ayrica, yiksek testis i¢i 1st artigina
bagli Leydig hiicre fonksiyonunda bozulma ve azalan testosteron dilizeyi sonrasinda
da epididimal disfonksiyon ve sperm motilite bozuklugu olusabilir(14).

Varikoselli olgularin % 90’inda azalmig sperm motilitesi vardir. Ayrica, bu
hastalarda sperm hiicrelerinde yaygin yapisal bozukluklar ve testis dokusunda da
morfolojik degisiklikler bildirilmistir(14,37). Bunlar; genellikle sekilsiz hiicreler
toplulugu ve immatiir hiicrelerden olugmustur. Tiim bu histopatolojik degisiklikler
“stres paterni” olarak tanimlanmig ve apopitozdaki sitomorfolojik degisikliklere
benzetilmistir (70). Bu nedenle, varikosel ve apopitoz arasindaki iliski giderek artan
bir oranda incelenmekte ve varikosele bagli testikiller hasarda apopitozun rolu
sorgulanmaktadir.

Varikoselde ipsilateral ya da kontralateral testiste makroskopik ve mikroskopik
hasar olusabilir. Calismalarda, varikoselli olgularin unilateral ya da bilateral testiste,
varikosel olmayan olgulara oranla etkilenme oldugu, boyutunda azalma veya atrofi
gelistigi gosterilmistir (47). Genellikle 151k mikroskobunda; immatiir germ hiicre
deskuamasyonunun eslik ettigi hipospermatogenez veya normal spermatogenez,
Leydig hiicre hiperplazisi, sertoli hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler, tiibiiluslarin

capinda azalma ve peritubular fibrozis, spermatid veya spermatosit diizeyinde
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matiirasyon arresti gibi degisiklikler tesbit edilebilir. Ancak, bunlarm hi¢ biri
varikosel i¢in spesifik degildir.

Klinikte varikoselli hastalarin bir bolimiinde semen dansitesinde bozulma
izlenirken aym yag grubu ve aym diizeyde varikosel olan bazi olgularda ise sadece
sperm motilite disfonksiyonlar1 bildirilmistir. Azoospermik hastalarin yaklasik %
12’sinde varikosel bulunmustur(14,26). Ote yandan, varikoselli hastalarda ozellikle
erken spermatidleri igeren germinal immatiir hiicreler ve agir oligospermi gibi
histopatolojik degisiklikler hastalarin %90’indan fazlasinda saptanmig ve bu durum
stres paterni olarak tamimlanmistir (70). Ancak, bagka bir ¢aligmada bu semen
inceleme sonuglarimin varikosel i¢in patognomonik olmadigi, varikosel disinda viral
hastaliklar, antispermatojenik ajanlar ve diger infertilite nedenleriyle de olusabilecegi
bildirilmistir (48).

Varikosel nedeni ile incelenen infertil hasta grubunda semen parametrelerinde
goriilen ¢ok degisken veriler bu patolojinin tek bir patofizyolojik mekanizma ile etki
gostermediginin bir kanitidir. Bu nedenle, varikosele bagli infertilite olusumunu
agiklamaya yonelik mekanizmalarin bir ¢ogu kismen ya da tamamen infertilite
gelisiminde rol oynayabilir.

Son ¢alismalarda testikiiler germ hiicrelerinde 1s1 artigmna bagh olusan
dejeneratif degisikliklerin testiste apopitoz gelisimi ile iligkili oldugu bildirilmistir
(64). Dolayis: ile, varikosel sonucu olugan infertilite patofizyolojisinde tanimlanan
mekanizmalardan sonuncusu apopitoz olmustur. Normal testikiiler dokuda apopitoz
belli bir oranda siirekli olarak gergeklesir (77,78). Varikoselde ise apopitozu artiran

stimiilus, oksidan-antioksidan sistemdeki degisiklikler olarak bildirilmistir (34). Buna
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bagh olarak apopitozda serbest oksijen radikallerinin rolii incelenmekte ve varikosele

bagh hipospermatogenezdeki etkileri arastiriimaktadir.

IIL 2. APOPITOZ

Normal hiicre siklusu biiyiime, farklilasma ve 6liim seklinde devam eden bir
stiregtir. Hiicre 6liimil iki farkli mekanizma ile gerceklesir : Apopitoz ve nekroz (30).
Multiselliiler organizmalarda hiicre sayisinin kontroldi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre
oliimi arasindaki dengenin devam ile saglanir. Apopitoz programli ya da fizyolojik
bir liim seklini ifade ettifinden bu dengenin korunmasmda ya da saglanmasinda
onemli rol oynar (3). Fizyolojik olarak hiicrelerin 6limii uzun yillardir bilinmesine
ragmen apopitoz terimi ilk kez 1972°de Kerr ve arkadaslarinin 6len hiicrede gelisen
karakteristik yapisal degisiklikleri belirlemeleri ve bu olayr apopitoz olarak
tanimlamalari ile kullanilmaya baslanmuistir (39).

Giiniimiizde metabolizmalarin devamliliginda hiicre proliferasyonu kadar hiicre
Oliimiiniin de olduk¢a 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Hiicre 6liimiinde normal
fizyolojik bir goérevi ifade eden apopitoz iizerinde 6nemle durulmakta, apopitozu
diizenleyen mekanizmalar agiklifa kavusmakta, bu olay: uyaran veya inhibe eden bir
¢ok sinyal tammlanmaktadir (3,62). Genetik olarak programlanmis hiicre 6limii
olarak da tanimlanan apopitoz, normal insan gelisimi i¢in zorunlu bir olaydir (36).
Normal metabolizmadaki gerekliligi bir ka¢ ornekle agiklanacak olursa: doku
dengesinin korunmasi, viriislerce enfekte edilen hiicrelerin uzaklastinlmas: ve
immiinolojik toleransin korunmast bunlardan bazilaridir (77). Apopitozun

engellenmesi ile gelisgimsel anomaliler, otoimmiin hastaliklar ve kanser olgular
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saptanirken, bu siirecin asir1 islemesi ile dejeneratif norolojik ve kas hastalilar1 ortaya
¢ikabilir. Apopitoz, hiicre diizeyinde inhibit6r ve promotor molekiiller tarafindan siki
bir sekilde kontrol edilir. Bu molekiillerin denge halleri hiicre 6liimiiniin ya da
devaminin en 6nemli belirleyicisidir (36).

Nekroz ve apopitoz arasinda biyolojik ve morfolojik olarak belirgin
degisiklikler vardir. Nekroz, kimyasal ve fiziksel hasarlar sonras: ortaya ¢ikan 6liimii
ifade eder. Bu tip bir hiicre 6liimii patolojik bir &liim seklidir (10,77). Basta
mitokondri olmak lizere sitoplazma igerisindeki organeller hasar goriir, hiicre
membran1 segici gegirgenligini (selektif permeabilite) kaybeder ve siserek riiptiire
olur. Hiicre igerigi ¢evre dokuya yayilarak, inflamatuar bir cevaba neden olur (3).
Apopitozda ise nekrozun aksine tamamen farkli bir 6liim gerg¢eklesir. Hiicre sismesi
yerine kiiglilmesi meydana gelir. Hiicre biiziismesi, niikleer zarin altinda kromatin
yapinin kompakt bir hal almasi, hiicre DNA’sinin pargalanarak niikleozom boyutunda
boliinmesi, hiicre membraninda cepgikler “bleb” ya da sitoplazmik ¢ikintilar olusmasi
ve saglam organellerin baglangigta korunmasi bu oliim seklinde goriilen baslica
basamaklardir (25,31). Apopitotik hiicrede nekrozun aksine en g¢arpici degisiklik
¢ekirdekte meydana gelir: Sitoplazmada yogunlasma, hiicre dansitesinde artma ve
¢ekirdek membranina yakin bolgeden baslayarak kromatinde yogunlagma goriiliir.
Daha sonra tim gekirdek kondanse olur ve DNA’nin pargalanmasi meydana gelir.
Niikleer piknoz karakteristiktir (36). Hiicre herbiri membranla kapli bir ¢ok apopitotik
partikiile ayrilir. Komsu hiicreler ya da fagositler tarafindan bu apopitotik partikiiller
fagosite edilerek dokudan hizla uzaklagtirildiklar: i¢in nekrozun aksine bu tip hiicre
6limiinde inflamatuar reaksiyonlar gorillmez. Komsu hiicreler ya da organizma zarar

gérmez ve sakin bir 6lim gergeklesir(3).
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Apopitozun baglamasinda ya da durmasinda ¢ok gesitli i¢ ve dis uyaranlar etkili
olmaktadir (78). Gelisme fakt6rleri, hormonlar ve sitokinlerin sinyalleri olmadiginda
hiicreler apopitoza giderler. Ayrica, toksinler, iyonize radyasyon, reaktif oksijen
radikallleri, kimyasal ajanlar, yaglanma veya iskemi sonucu gelisen hasarlar da

hiicredeki apopitotik siireci aktive eder (3).

I1I. 2. 1 . Apopitozun Kontrolii

Hiicre 6liimiinde apopitoza iligkin en onemli bilgiler kiigiik bir nematod olan
Caenorhabditis elegans’in yasam siireci ve genetik yapisinin incelenmesi ile ortaya
konulmustur (33,51). Bu nematodun yasam siklusu incelendiginde 1090 hiicrenin
131’inin Oliime programlandigi saptanmigtir. Programlanmis hiicre 6liimiiniin
ger¢eklesmesinde de bu nematoda spesifik gen grubu tanimlanmigstir. Gelisim stireci
detayli olarak incelenen bu nematodda her hiicrenin yasam siiresi Onceden
belirlenmis, oliimiin baglamas1 i¢in gerekli genler ve 6limiin yani apopitozun
engellenmesindeki genler de énceden programlanmustir. Iki farkli gen olan Ced-3 ve
Ced-4 apopitozu baglatan en 6nemli uyaranlar olarak gorev alirlar (33). Otozomal
dominant mutasyonla ced-9 geni varlifinda ise bu genin fonksiyonel hale gelisi
programlanmsg hiicre Sliimlerini engeller (3). Tablo 1°de ilk tammlanan apopitoz
genlerinin memeli hiicrelerindeki esdegerleri belirtilmigtir. Interlokin-1-konverting
enzim (ICE) intraselliiler bir proteaz olup interlokin klivaji gergeklestirerek etkisini
gosterir. ICE / Ced-3 proteaz grubu molekiillerine benzeyen insanda 10 farkli proteaz
daha tanimlannmustir. Tim bu molekiillerin aktif kisimlarinda sistein aminoasidi

bulunur ve hedef proteinlerini aspartik asit lokalizasyonlarinda kirarlar; bu 6zellikleri
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nedeni ile de “kaspazlar” olarak tamimlanmiglardir (3). Apopitozda, kaspazlar
proteolitik bir zincir olugturacak sekilde birbiri ardina digerlerinin aktivasyonuna yol
agarak programli hiicre Oliimiinii indiklerler. Kaspazlar, ced-3 ve ced-4’lin
insanlardaki esdegerleridir, 6te yandan ced-9’un ise insanda anti-apopitotik protein
olan Bcl-2 ile homoloji gosterdigi saptanmistir (3,33).

Tablo 1. C. Elegans ve memeli hiicrelerinde apopitozda rol oynayan gen

gruplari
Apopitoz genleri
C. elegans Memelideki esdegerleri
Ces (transkripsiyon faktorii) Multipl dokuya 6zel genler
Ced-9 Bcl-2 gen grubu
Ced-4 (Kalsiyum-baglayici proteinler)
Ced 3 ( sistein proteaz) ICE grubu proteinler
Nuc I (Niikleaz) Endoniikleazlar

III. 2. 2. Aktivasyon

Apopitoz, tiim organizmalarda devamli olarak niikleer diizeyde hiicre 6liimiiniin
kontrollii bir sekilde gergeklestigi bir hiicresel yok etme mekanizmasidir (43,73).
Dolayisiyla, programlanmig hiicre 6liimii ya da hiicre intihar1 sadece aktive edilmeyi
bekleyen bir siiregtir (43,75,77). Bu aktivasyonun olustugu ve apopitozun fizyolojik
oranin iizerinde gergeklestigi  durumlardan birine viriislerce enfekte edilen bir

hiicrede meydana gelen degigiklikler 6rnek olarak verilebilir. Viral enfeksiyonda,
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viicutta aktive olan lenfositler enfekte edilen hiicrenin kendini imha etmesini saglar,
sonugta da virlisiin ¢ogalmasinmi ve diger hiicrelere sigramasim engellemis olurlar.
Viriisle enfekte olan bir hiicre varliginda lenfositler, enfekte hiicre yiizeyine farkli
proteinler salgilar ve bu yolla hiicre igine apopitozu saglayacak baz1 dzel proteinler
girer. Hiicre igerisinde artan bu proteinler ya da kaspazlar proteolitik bir zincir
olusturarak apopitozu artirirlar (43).

Apopitoz dis uyaranlarla oldugu kadar intraselliiler uyaranlar varhginda da
kontrol edilebilir. Hiicre i¢i uyaranlara en iyi 6rnek Bcl-2 grubu proteinlerdir (5,43).
Bel-2 daha 6nce tamimlanan apopitoz genlerinden Ced-9’un esdegeridir (25).
Apopitotik stimuluslarla hiicre 6liimiiniin incelendigi ¢aligmalarda, hiicre diizeyinde
Bcl-2 proteinleri eklendiginde apopitozun 6nlendigi saptanmistir (43). Bu nedenle
Bcel-2’nin artti1 olgularda dolayli olarak apopitozun olmadidi, azaldigi ya da kismen
engellenebildigi sonucuna varilabilir. Ote yandan yine bu gen grubundan olan Bax
proteininin Bcl-2’ye oranla daha yiiksek bulunmasi apopitozu indikleyici ve
programlanmis hiicre Sliimiint artiric1 bir faktordiir (49). Bel-2 grubunda yaklasik 15
farkl: bilesen tanimlanmig ve apopitoz indiikleyici ve azaltici proteinlerin oram o
hiicrenin apopitoza olan egilimini belirlemede kullanilmaya baglanmustir (25).

Apopitoz kontroliintin saglanmasinda etkili olan faktorlerin kanser, otoimmiin
hastaliklar, AIDS ve dejeneratif hastaliklar gibi degisik hastaliklarin etyolojisinde de
ctkili olabilecekleri bildirilmistir (8,77). Bir organizmada yasamin devami igin
fonksiyonlan bozulmus, organizma i¢in gerekliligi kalmamus hiicrelerin yok edilmesi
gerekmektedir. Istenmeyen bu hiicrelerin yok edilmesi, 6zellikle de gevre sistemlere
zarar vermeden, inflamatuar yanit olusturmadan ortadan kaldirilmasi ancak fizyolojik

bir 6lim yolu ile yani apopitozla miimkiin olabilmektedir. Apopitozun azalmasi
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kanser, anti-kanser tedaviye diren¢ ve otoimmiin hastaliklarin gelismesine neden
olurken, apopitozun Onlenemeyen sekilde devami ise immiin yetmezlikler ve
dejeneratif doku hastaliklan ile sonuglanir(3,77,78).

Genel tanimi ile defektif ya da istenmeyen hiicrelerin “sakin 6lim” yolu ile
organizmadan uzaklastirilmasi olan apopitozda, intraselliller ya da ekstraselliiler
uyaranlarin etkili oldugu bilinmektedir(70). Programli olarak gerceklesen bu olay,
tamamen organizma kontroliinde olmayabilir ve hiicrelerin hastalik, stres ve farkli

metabolitlere maruz kaldiklar1 durumlarda da artabilir (70,75).

I1I. 2. 3. Apopitoz ve Testis

Doku canlilifinda ve devaminda, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve
normal fizyolojik ortamin korunmasinda etkin olan apopitoz, testikiiler dokuda da stk
saptanan bir fenomendir. Apopitoz, spermatogenezde genellikle spermatositler ve
spermatogonyada programli hiicre &liimiine yol agar (5). Germ hiicrelerindeki bu
oliim spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir (36). Kerr tarafindan
yapilan bir c¢alismada testiste devamli olarak spontan apopitoz gergeklestigi
bildirilmistir (40). Testiste, defektif germ hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu
islemde erkek germ hiicrelerinin % 75’1 apopitoza maruz kalir (33). Erken gelisimsel
evrede baglayan bu apopitotik hiicre eliminasyonu, olgunlagsmakta olan germ
hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani saglamaya yonelik
fizyolojik bir yamt olarak tanimlannustir (3,31,59,77). Androjen eksikliginde,

azoospermik ya da oligospermik hastalarda, deneysel kriptorsidizm olusturulan
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hayvanlarda, 1s1 artistmin oldugu olgularda testislerde olusan programli hiicre
6liimlerinde artma bulunabilir (15,30,34,36,73,81).

Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apopitozunun hormonal kontrol altinda
gergeklestigi bildirilmigtir (18,73). Hipofizektomize immatiir ratlarda hem germinal
hem de somatik hiicrelerde masif apopitozun ortaya ¢iktig: ve bu olgularda FSH ya da
hCG tedavileri ile bu yogun programlanmis hiicre olimiinitin engellenebildigi
gosterilmigtir (18,30). Ayrica, gonadotropin ya da testosteron eksikligi disinda
matiirasyon arresti ve hipospermatogeneze yol agan tiim klinik durumlarda da
apopitoz goriilebilir (46). Obstriiktif azoospermide farkli sonuglar bildirilse de,
apopitoz ve seminal parametreler incelendiginde sperm konsantrasyon ve motilite
bozuklugu olan infertil tiim olgularda artmig DNA fragmantasyonu saptanmustir (24).
Seminifer tiibiil epitelinin 1s1, radyasyon veya sofutma gibi faktorlere olan
sensitivitesi de germ hiicrelerin programlanmis hiicre 6limlerini artiran diger bir
faktordiir (6). Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimiilanlarin varlifinda
fizyolojik olmayan diizeyde apopitoz gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde

bozulma ve infertilite olusabilir (10,39,43).

I1L. 2. 4. Varikoselde Apopitoz

Germ hiicre geligiminde, normal sperm hiicre iretiminde, defektif hiicrelerin
uzaklastirilmasinda viicut savunma sisteminin bir pargasi olarak gérev alan apopitoz
fizyolojik kosullarda kontrollii bir sekilde gergeklesirken testisi etkileyen farkli
hastaliklarda artar (6,22). Hormonal yetersizlik, kriptorsidizm, testise olan kan

akiminda artma, testiste lokal 1s1 artig1, venoz staz ve buna bagli hipoksi, azoospermi,
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testikiiler hipotermi olgularinin tiimiinde testiste artmis oranda apopitoz bulunmustur
(22,30,31,36,61). Testikiiler disfonksiyonda saptanan yiiksek apopitotik aktive
sonrasinda, spermatogenezde bozulmanin ve hipospermatogenezin de kontrolsiiz
apopitozla iligkili olabilecegi bildirilmigtir (22).

Varikosele bagli infertilite olusumunda pek ¢ok faktér tamimlansa da,
infertiliteye neden olan bu en 6nemli patolojide doku hasarni ve bozulmus
spermatogenezi ortaya gikaracak net bir agiklama getirilememistir. Varikosel nedeni
ile incelenen hastalarin testislerinde olusan hasarda apopitozun roliinii inceleyen bir
¢alismada, testis histopatolojik incelemesinde olgularin ticte birinde testikiiler dokuda
programl hiicre 6limiinde anlamli oranda artig saptanmistir (70). Aym sekilde diger
bir ¢aligmada ise, deneysel olarak varikosel olusturulan erigkin tip ratlarda testis kan
akimindaki artisa paralel olarak testikiiler apopitozda artma bildirilmistir (34). Ote
yandan, varikosele bagh infertilite gelisen hastalarda testikiiler dokuda apopitozda
azalmanin bildirildigi literatiirdeki tek ¢alisma Fujisawa ve arkadaslarina aittir (22).
Ancak, aragtirmacilar varikosel sonrasi infertilite geligen erkek hastalarda germ hiicre

apopitozundaki azalmay1 agiklayacak mekanizmayi tammlayamamiglardir (22).

I11. 2.5. Testikiiler Apopitozda Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidan

Tedavi

Varikosel etyolojisinde ve buna bagh olusan testikiiler hasarin gelisiminde
serbest oksijen radikallerinin (SOR) rolii farkli ¢aligmalarda incelenmistir (34,68).
Deneysel olarak sol varikosel olusturulan ratlarda antioksidan uygulamasi ile

testikiiler fonksiyonlarda korunma saglanmig ve oksidan — antioksidan mekanizmanin
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varikosel etyolojisinde etkili olabilecegi bildirilmistir (68). Buttke ve Sandstrom,
apopitoz saptadiklar: varikoselli olgularda, artan apopitozun kontroliinde oksidatif
stresin 6nemli rolii oldugunu bildirmiglerdir (7).

Klinik tam1 ve semen Ozellikleri ne olursa olsun, infertil hastalarda seminal
oksidatif stres bulgularinin bulunmas: infertilite patolojisinde oksidan sistemin
roliiniin bir gostergesi olabilir. Dolayis: ile bu hasta grubunda infertilite tedavisinde
seg¢ilecek olan medikal ya da cerrrahi yéntemlerde amag, oksidatif stresin azaltilmasi
olmalidir (7,10,34). Varikosel olusturulmus deney hayvanlarinda testikiiler
fonksiyonlarin korunmasinda farkli antioksidan ajanlar kullanilmistir: Taurin, katalaz,
stiperoksid dismutazin (SOD) bunlardan bir kagidir (68). Bu ajanlarla apopitozda
genel olarak bir azalma oldugu gériilmiis ve taurin uygulamasinin en etkin korumay1
sagladigt ve semen parametrelerinde bozulmay: en fazla engelleyen ajan oldugu
bulunmustur (68). Farkli stimuluslarla deneysel doku hasar1 olusturulan ¢alismalarda
hasarin Onlenmesinde kullanilan diger bir antioksidan ajan ise melatonindir.
Melatonin, su ve yaglarda yiiksek ¢oziinme 6zelligi ile viicutta kan-testis bariyeri de
dahil olmak lizere pek ¢ok sisteme kolaylikla gecer (38). Literatiirde, melatonin
genellikle iskemi-reperfiizyon hasarina bagli olusan doku hasarini engellemede
kullanilmig ve artan dozlarda etkili antioksidan &zellikler gostermistir (38,58). Diger
tim antioksidanlarda oldugu gibi, melatonin uygulamasinda da amag; SOR
diizeylerinde artigi 6nlemektir. Dolayisiyla, apopitozun engellenmesinde SOR
diizeylerinin kontrolii saglandig: takdirde varikosele bagli hasarin da azaltilabilecegi

farkl1 ¢alismalarda bildirilen ortak sonugtur (34,68).
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III. 3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI, PATOLOJIK ETKILERI

VE ANTIOKSIDAN SISTEMLER

Uzun zamandan beri yliksek konsantrasyondaki oksijenin yasayan organizmalar
tizerinde 6liimciil etkilere neden olabildigi bilinmektedir. 1950°1erin basindan itibaren
serbest oksijen radikallerinin pek ¢ok patolojide rol oynadigi gosterilmistir (17).
Tanim olarak, eslesmemis bir ya da daha ¢ok elektronlar1 i¢eren molekiiller olan bu
metabolitler in vivo hem yararli hem de zararl1 etkilere sahiptir. Serbest radikallerin
olusturdugu hasarlar ve bunlarin 6nlenmesindeki savunma mekanizmalarinin
anlagilmasi antioksidan uygulamalarin kullanimini da birlikte getirmigtir.

Akcigerlerden giren oksijen lipitte ve akciger dokularimin sivi fazlarinda
¢Oziiniir, alveolar membranlardan kapillerlere dogru gegis gosterir ve eritrositler
icinde hemoglobine baglanarak veya kanda ¢ozlinerek diger dokulara dagilir. Doku
oksijenizasyonunun normal oldugu durumlarda oksijen ¢esitli biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu farkli son iiriinler verir. Molekiiler oksijenin ¢ogu son iiriin
olarak su olusturmak i¢in mitokondriyal sitokrom tarafindan rediikte edilir. Ancak,
hiperoksi, inflamasyon, iskemi, radyasyon, antibiyotik tedavisi alanlarda serbest
radikal tretimi biiylik oranlara erisir ve membranlar, enzimler, niikleik asit ve
polisakkaritler iizerinde toksik etki yaparak ¢esitli doku hasarina yol agabilirler (41).
Diger reaksiyonlarda ortaya c¢ikan son Uriinler hiicresel hasara yol acar. Hiicreleri
hasara ugratan son uriin serbest radikaller sunlardir (41 ):

1- Siiperoksit radikali:  Oksijen metabolizmasinda en sik karsilasilan serbest

radikaldir. Bu radikal pek ¢ok enzimatik tepkimede, bazi hidroksilaz ve oksidaz
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tepkimelerinde, mitokondride elektron transportunda, gesitli biyolojik molekiillerin
otooksidasyonunda ve fagositozda rol oynar.

Oksijen radikalleri hangi nedenle hiicrede iiretilmis olurlarsa olsunlar, tiimii
toksik etkilidir ve hiicreden uzaklagtiriimalar1 gereklidir. Siiperoksit radikalini yok
eden enzim siiperoksit dismutazdir (SOD).

2H '+ 207, — - H,0, +0;
(SOD)

2- Hidrojen Peroksit (H; O,) : Biitiin aerobik hiicrelerde bulunan ¢ok ¢esitli

oksidazlardan biri de hidrojen peroksittir. Tek basma reaktif degildir ancak fotoliz
sonucu hidroksil radikallerine doniisiir.

3- Hidroksil Radikali (OH” : Hidroksil radikali giiglii bir oksidan ajan olup,

yiiksek hiz sabiti ile bir ¢ok hiicresel bilesenle reaksiyona girme potansiyelindedir.

Hidroksil radikali tiretildigi yerde hemen her molekiil ile tepkimeye girer ve
diger serbest oksijen radikal tepkimelerini baslatir. Bu nedenle oksijen radikallleri
icerisinde en reaktif ve en toksik olam hidroksil radikalidir(17,21).

Serbest oksijen radikallerinin iiretimi, organizmanm bunlar1 ortadan kaldirma
oranindan daha yiiksek olduguhda dokularda yikim yani patolojik etkiler goriilebilir.
Serbest oksijen radikalleri, ekstraselliiler matrikste hiyaliironik asit ve kollajen
yapisinda degisiklik meydana getirerek dokularda hasara neden olabilirler. SOR,
membran yapisimnda yer alan fosfolipitlerde lipit peroksidasyonuna yol agarak
dogrudan hiicreye zarar verebilirler. Ayrica, lizozom ve mitokondrileri ¢evreleyen
zarlar1 yaralayarak bunlan da pargalarlar (17,41). Lipit peroksidasyonu son iiriinii

olarak Malonil dialdehit (MDA) olusur (17).
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DNA iizerine serbest radikallerin saldiris1 sonucu; sarmal ayrilmasi, yikimi ile
baz ve deoksiriboz fragmantasyonu bildirilmigtir. Sonugta da sitotoksisite, mutasyon
ve malign degisim potansiyeli artar.

Doku hasar olusan ve buna bagl; SOR’da artis olan 6énemli klinik durumlardan
bazilar1 sunlardir:

Miyokard enfarktiisii, elektif kardiopleji, organ saklanmasi ve transplantasyonu,
mide mukozasinda stres iilseri, soka bagl karaciger yetmezligi, organlarin iskemi-
reperfiizyona maruz kalmasi, serebral iskemi, artrit, immiin yetmezlikler, bag dokusu
hastaliklar, pankreatit, iltihabi barsak hastaliklari, periferik odem, testikiiler
hastaliklar, yaslanma, dolagim soku (17).

Serbest oksijen radikallerini olustuklar1 anda elimine etmede antioksidan
sistemler gérev alir. Bunlar etkilerini 4 yol ile gosterir (17):

1- Toplayic ( scavenging) etki

2- Bastirict ( quenching) etki

3- Onarici ( repairing) etki

4- Zincir kiric1 ( chain-breaking) etki.

Bu yolla etki gosteren enzimatik antioksidanlar; SOD, katalaz ve Glutatyon
peroksidazdir (GSH-Px). Non-enzimatik etkili olan antioksidanlar ise alfa-tokoferol,
karoten, askorbik asit, sistein, seruloplazmin, transferin, albumin ve ekzojen
antioksidanlardir.

Serbest oksijen radikali tiretiminde siiperoksit, siiperoksit dismutaz yolu ile
hidrojen peroksite doniistiiriiltir. Daha sonraki basamakta katalaz enzimi tarafindan

suya pargalanir(17,20).

25



Lipit hidroperoksit ve Hidrojen peroksit, oksidatif streste artan ve DNA’da
zarar verici serbest radikal reaksiyonlarini baglatan molekiillerdir. Diger bir enzimatik
antioksidan olan glutatyon peroksidaz peroksitleri etkisizlestirerek zararli etkilerin

olusmasini engeller (17).

III. 4. MELATONIN

Bir endojen hormon olan melatonin, pineal bezden salgilanarak retina, tiikriik
bezleri, karaciger ve bagirsaklarda sentezlenir ve dolasima salimir (44,52). Salinimda
en patognomonik ozellifi, sirkadian bir ritimde olmasi ve karanlik fazda serum
diizeyinin giin i¢i konsantrasyonundan 5 ya da 10 kat daha fazla olmasidir (38,53).

Bir indolamin olan melatonin, tiim subselliller kompartmanlara ve hiicre
niikleuslarina gegis gosterir ve ¢ok biiyiik bir alanda olusabilecek bir oksidatif hasart
onlemede etkili olabilir. Melatonin ortamdaki hidroksil radikallerini elimine etmede

diger iki antioksidan ajan olan glutatyon ve mannitolden daha etkilidir (38).

II1. 4.1. Melatonin Sentezi

Melatonin sentezinde 151k en 6nemli belirleyicidir. Karanlikta uyarilan siiperior
servikal gangliondan gelen beta adrenerjik postganglionik sempatik sinir sistemi
lifleri ile melatonin sentezi uyarilmig olur (67). Melatonin sentezinin 151k varliginda
azaldig1 bildirilmigtir (67,72).

Memelilerde pineal bez, elektrik sinyallerini hormonal sinyallere g¢eviren

néroendokrin  bir iletici olarak gérev yapmaktadir. Pineal bezden iki grup endojen
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madde salgilanmaktadir. Bunlar indolaminler ve peptidlerdir. Indolaminlerden en

onemlisi 232 molekill agirlikli melatonin olarak bilinen N-asetil-5- metoksitriptamindir

(44,53,67,72) (Sekil 4).

Melatonin= N-Asetil-5-metoksitriptamin

Sekil 4. Melatoninin Kimyasal Yapisi .

Melatonin sentezinde substrat olarak Triptofan kullanilir. Bu aminoasit,
triptofan hidroksilaz enzimi katalizorliigiinde S-hidroksitriptofana hidroksillenir.
Daha sonraki basamakta ise 5-hidroksitriptofan, aromatik L-amino asit dekarboksilaz
enzimi ile 5-hidroksitriptamine (serotonin) dekarboksile olur. N-Asetiltransferaz
enzimi serotonini N-asetilserotonine ve daha sonra da hidroksiindol-O-metiltransferaz

(HIOMT) enzimi ile melatonine doniigtim gergeklestirilir (Sekil 5) (57).
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Triptofan
COOH

Tnptofan—S hIdI’OkSIIaZ

CHz 5-Hidroksitriptofan
COOH

SHTP dekarboksilaz

— . 5-Hidroksitriptamin
OT —CH,—NH, (Serotonin)

N-asetiltransferaz (NAT)

Q:’ CH—CH,—NH -—(E—-CH3 N-Asstilserotonin
0]

ldroksundol O-metiltransferaz (HIOMT)

CH,0=" CH;—CH,—NH —(“:—CH3 Melatonin

} l o}
N

Sekil 5. Melatonin sentezi
III. 4. 2. Melatonin ve Antioksidan Ozellikleri

Yiiksek oranda lipofilik zellikte olan melatonin rahatlikla tiim dokulara gegis
gosterebildiginden hiicre i¢i organelleri serbest oksijen radikallerinin olusturacagi

zararli etkilerden korumada, bilinen en gii¢lii antioksidanlardan biridir (36,52,53).
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Deneysel olarak SOR artigt saglanan ratlarda melatonin uygulamas ile hepatik
hiicrelerde DNA hasarinin engellendigi dolayisiyla melatoninin dokularin yiiksek \
serbest oksijen radikallerine maruz kaldiklar1 durumda olduk¢a koruyucu bir rol
oynadig1 bildirilmistir (57). Melatonin in vivo ve in vitro diger antioksidanlar1 da
aktive eder, bu 6zelligi ile de giiglii bir antioksidan olarak bilinmektedir (57,58).

Tiim aerobik organizmalarda var oldugu diistiniilen melatoninin oksijen kaynakli
radikallerin {iretildigi her dokuya gecebilecegi bildirilmistir (57). Ayrica bu
molekiiliin yiiksek dozlarda dahi bilinen bir yan etkisi yoktur ¢iinkii, endojen olarak
salgilanmasindan dolay1 asir1 konsantrasyondaki melatonin organizma tarafindan
ortadan kaldiriimaktadir. Insanlarda, melatonin 5 yil boyunca 300 mg/giin dozunda
herhangi bir yan etkiye yol agmamustir (65).

Bu ¢alismada, organizmada lipofilik 6zelliginden dolayr hemen hemen tiim
dokulara gecis gosterebilmesi, bilinen en gii¢lii serbest oksijen radikal yok edicisi ya
da antioksidan ajan olusu, oksijen radikalleri igerisinde en zararlt molekiil olan OH
radikallerini daha spesifik olarak elimine etmesi ve yliksek dozlarda dahi toksik
olmayist nedeni ile melatonin testiste gelisebilecek olan apopitozu Onlemede bir
antioksidan ajan olarak kullanildi. Deneysel olarak sol varikosel olusturulan ratlarda
her iki testiste varikosele bagli apopitoz olusup olugmadigi, apopitoz gelismisse
bunun serbest oksijen radikallleri ile olan iligkisi ve sonugta da melatoninin bu yolla

apopitozu engellemedeki rolii arastirild.
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IV. GEREC VE YONTEM

IV. 1. Denek Se¢imi

Bu deneysel ¢alisma i¢in kullanilan 40 adet Wistar tipi erkek rat, Tarim ve
Koy Isleri Bakanlifi Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinden temin edildi. Yas
olarak tiim ratlar 12 — 20 haftalik eriskin tipte olup agirliklar1 250-350 gram arasinda
degismekte idi. Caligma, Temmuz 2001 ile Agustos 2001 tarihleri arasinda yapildi ve
deneyde ratlara uygulanan cerrahi islemler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Ratlar 4 farkli gruba randomize olarak ayrildilar. Sham grubu ratlar (n=10),
Deneysel olarak sol varikosel olusturulan grup(n=10) ve deney siiresince farkli
dozlarda antioksidan Melatonin uygulanan grup [II ve IV (n=20). Ttm ratlar 18-21°C
oda sicakhifinda ve 12 saat karanlikta kalmalar1 ve 12 saat 151k almalar1 saglanarak
ditirnal 151k sartlarinda, standart rat yemi ile beslenerek ve sehir igme suyu verilerek
her bir kafeste beserli olarak saklandilar. Ratlarin bakilmalar1 ve barindirilmalar etik
kurallar dogrultusunda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlifi hayvan bakim
laboratuvarinda gergeklestirildi. Deney gergeklestirildikten sonra varikosele bagl

testislerde olusan hasarin gézlenmesi igin 30 giin beklendi (45,74).
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IV. 1. 1. Deneysel gruplarin olusturulmasi

Calismada toplam 40 adet erigkin Wistar tipinde erkek rat kullanildi.

LGrup (n=10): Sham operasyonu uygulanan ratlar. Varikosel insizyonunu
takiben islemin gergeklestirilmeden birakildig1 grup.

I1.Grup ( n=10) : Deneysel olarak sol varikosel olusturulan grup

HL.Grup (n=10) : Deneysel olarak sol varikosel olusturulan ratlara deney
sliresince intraperitoneal 5 mg/kg/giin dozunda melatonin (Sigma, St. Louis, MO)
uygulanan grup.

IV. Grup: (n=10) : Deneysel olarak sol varikosel olusturulan ratlara deney

stiresince intraperitoneal 10 mg/kg/giin dozunda melatonin uygulanan grup.

IV. 2. islem

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun onay (26.7.2001, karar no:
14) alindiktan sonra deneysel sol varikosel olusturulacak ve sham operasyonu
uygulanacak olan ratlarin tiimii islemden 18 saat 6ncesinden baslayarak sadece su
icmelerine izin verilerek a¢ birakildilar. Ratlarda genel anestezi olusturmak amaci ile
75 mg/kg dozunda Ketamine hidroklorid ( Ketalar flakon, Eczacibasi, Istanbul) ve 8
mg/kg dozunda Xylazine hidroklorid (Rompun flakon, Bayer, Istanbul) kullanildt,
Anestezik ajanlar ratlartn musculus biceps femoris semitendiosus ve muskulus
gluteus maksimus kaslarina uyan bolgeye intramuskiiler olarak uygulandi. Tiim ratlar
sirt iistil yatirildi ve batin orta hat ¢izgisi her iki yanda 1’er cm’lik alan tras edilerek

titylerden arindinldi. Cerrahi alan agia ¢ikarildiktan sonra % 10 Povidone lodine
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soliisyonu ile temizlendi ve 2 dakika siire ile bekletildi. Yalnizca cerrahi alan agikta

kalacak sekilde batin steril ortiilerle kapatildi.

a)Sham operasyonu (Grup I) (9,45): Steril cerrahi aletlerle karin 6n yiiziine 2 em’lik
bir insizyon uygulandi. Linea alba iizerinden cilt cilt alti, karin 6n duvar1 ve periton
gecilerek batin icerisine ulagildi. Intestinal segmentler medialize edilerek solda
bobrek bulundu ve sol renal ven agiga g¢ikarildi. Proksimalde yag dokusu disseke
edildi ve inferior vena kava ve internal spermatik ven bilesim noktalar: saptandi.
Vena kavaya yakin lokalizasyonda ince uglu bir klemple sol renal venin altindan
gecildi ve 4-0 ipek siitiir ven etrafindan gegirildi. Ancak baglamilmadan ¢ikarildi.
Batin 6n duvar ve cilt tam kat 3-0 ipekle kapatildi ve sham operasyonu sonlandirildi.

b) Deneysel sol varikosel olusturulan grup (Grup ILIILIV) (9,45): Sham operasyonu

uygulanan grupta oldugu gibi sol renal venin proksimalde disseksiyonuna kadar ayni
islemler uygulandi. Renal ven etrafi ¢epegevre doniilerek internal spermatik venin
giris noktasindan daha medial bir lokalizasyonda 4-0 ipek kullanilarak sol renal ven
cap1 azaltildi. Bu islem gergeklestirilirken sol renal ven ¢apina uyan farkli ¢apta (0.50
mm-0.85 mm) metal problardan faydalanildi. Internal spermatik venin sol renal vene
baglandigi noktanin medialinde renal ven tlizerine venin ¢apina uygun kalinliktaki
metal prob konuldu. Renal ven etrafindan gegirilen 4-0 ipek, ven ve metal gubugun
her ikisini icerisine alacak sekilde baglandi. Daha sonra metal prob geri ¢ekilerek
venin siitlir noktasina kadar genislemesine olanak saglandi. Bu yolla parsiyel ligasyon
uygulanan sol renal venler ortalama %50 oraninda daraltilmig oldu. Islemin
uygulandig ratlarda parsiyel baglanma noktasmin lateralinde basing artisi ve buna

bagli internal spermatik vende dilatasyon oldugu gozlendi.
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IV. 3. Antioksidan Uygulama ve Peryodu

Deneysel sol varikosel olugturulmasini takiben testiste biyokimyasal ve
histopatolojik degisikliklerin olusumu i¢in 4 ya da 8 hafta beklenilmesi Onerilmigtir
(68). Ancak, sol varikosel uygulanan ratlarda yapilan farkli ¢alismalarda genellikle
uygulanan deney stiresi 30 giindiir (45,74).

Bu ¢alismada farkli gruplarda incelenen ratlarin ilk 2 grubuna (Grup I ve II)
her giin intraperitoneal olarak viicut agirliklarina gére melatonin uygulanan grupla
ayni1 hacimde serum fizyolojik uygulandi. Otuz giin boyunca grup III ve IV’deki
ratlara siras1 ile 5 mg/kg/giin ve 10 mg/kg/glin dozunda &zel olarak hazirlanan
melatonin intraperitoneal olarak uygulandi (29).

Melatonin uygulamast her giin diiirnal ritme uygun olarak ayn1 saatte,
melatoninin en diisiik diizeylere indigi diigliniilen saatlerde (6gle sonu saat 4 ya da

5°de) yapildi.

IV. 3. 1. Melatonin Hazirlanisi

Melatonin, daha 6nce de belirtildigi gibi 1siktan olumsuz olarak etkilenen ve
tamamen 151k almayan ortamda -20°C’de saklanmasi Onerilen bir maddedir. Bu
nedenle deney siiresince melatonin, belirtilen 1sida aliiminyum folyoya sarilarak
saklandi. Giinlikk enjeksiyonlar dncesinde ilacin yarilanma omriinii ve etkinligini
degistirmemek i¢in melatonin &zel olarak ve bir giinliik enjeksiyon dozunda

hazirlandi. Bunun i¢in melatonin steril sartlarda tartilarak saf etanol igerisinde
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¢6ziindii ve vortekslendi, daha sonra iizerine % 0.9’luk izotonik sodyum kloriir ilave

edilerek sonugta 1:10 diliisyonunda taze bir ¢6zelti hazirlanmig oldu.

IV. 4. Dekapitasyon islemi

Deney sonunda, incelenecek olan serum o&rneklerinin ve her iki testis
dokusunun alinabilmesi i¢in ratlar giyotin ile dekapite edildiler. En az stres olusmasi
icin islemler 5-10 saniye i¢inde gergeklestirildi. Tiim ratlar i¢in ardarda yapilan
dekapitasyon isleminde, her bir hayvanin kesiminden dnce giyotin musluk suyu ile

yikand1 ve temizlenerek kurutuldu.

IV. 5. Doku Cikarilmasi

Dekapite edilen hayvanlardan kan 6rnegi elde edildikten sonra skrotal bir
insizyon uygulandi ve her iki testis agi3a ¢ikarildi. Tunika vaginalisler u¢ kismindan
5mm’lik insizyonla agildiktan sonra her iki testis, caput epididimis, vaz deferens ve
spermatik kan damarlar1 skrotum digina alinarak bilateral orsiektomi yapildi.

Testisler tiim bu ¢evre dokulardan ince disseksiyonla ayrildi ve vertikal olarak
orta hattan ikiye boliindii. Her iki testisin yar1 kesitleri birer 6rnek biyokimyasal, birer
ornek de histopatolojik inceleme uygulanmak {izere dondurularak, alliminyum

folyoya sarild1 ve -20°C’de inceleme gerceklestirilinceye kadar saklandi.
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IV. 6. Yiontem

Bu ¢alismada 6lgiilecek olan parametreler igin biyokimyasal, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal ~ yontemler  kullamldi.  Histopatolojik  incelemelerde
Hematoksilin ve FEozin (H&E) boyama ile 6rneklerde spermatogenezdeki
degisiklikler arastirildi. Caligmada apopitozun arastirilmasinda immiinohistokimyasal
boyama ile Bax ve Bcl-2 aktiviteleri belirlenerek bu iki proteinin birbirlerine olan
oranlari1 incelendi.

Biyokimyasal 6l¢iimlerde her iki testis doku 6rnekleri homojenize edildi ve

Orneklerde antioksidan diizeyleri ve doku MDA tayini yapildi.

IV. 7 Hematoksilin ve Eozin Boyama ile Testikiiler Doku Analizi

Histopatolojik incelemede kullamilacak olan testis doku ornekleri tekrar ikiye
ayrildi ve bir boliimii immiinohistokimyasal boyama yani Bax ve Bcl-2 tayini igin
saklandi. Kalan doku 6rnegi standart yontemlerle rutinde kullanmlan teknige uyarak
histopatolojik inceleme i¢in once % 10 Formol soliisyonunda bekletildi. Daha sonra
parafine gomiilen 6rnekler histolojik kesitler hazirlanarak H&E ile boyandi. Isik
mikroskobu ile kesitlerde yapilan histolojik incelemelerde seminifer tiibiiller,
interstisyel 6dem, peritiibiiler hiyalinizasyon ve spermatogenez incelendi.
Incelemelerde seminifer tiibiillerde genel olarak izlenen germ hiicre yapilari, niikleeer
kromatinde kondansasyon, sitoplazmik boyamada artma ya da azalma, farkli germ

hiicre diizeylerinde matiirasyon arresti incelendi.
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Histopatolojik incelemelerin simiflandirilmasinda:

- Spermatogenetik aktivitede (+++) azalma : Siddetli germ hiicre kayb,
peritiibiiler hiyalinizasyon, spermatogenezin olmamasi ya da minimal gerceklesmesi,

- Spermatogenetik aktivitede (++) azalma : Orta diizeyde hiicre kaybi, germ
hiicre sitoplazmik boyamada azalma, spermatosit diizeyinde matiirasyon arresti

- Spermatogenetik aktivitede (+) azalma : Minimal diizeyde hiicre kaybr,

germ hiicre sitoplazmik boyamasinda gok az azalma.

IV. 8. Iimmiinohistokimyasal Boyama

Immiinenzimatik ya da immiinohistokimyasal boyama teknikleri, doku (hiicre)
antijenlerinin gériilebilmelerine olanak saglarlar. Bu tekniklerde temel prensip
antikorlarin immiinoreaktivitelerinden faydalanmak olup, ayni zamanda islem,
enzimlerin kimyasal 6zellikleri ve bunlarin renksiz substrat-kromojenlerle reaksiyona
girmeleri sonucu olugan renkli son {irtiniin incelenmesi esasina dayanir (19).

Immiinohistokimyasal ~ boyamalarda  giiniimiizde  indirekt  y6ntemler
kullanilmaktadir. Boyamada peroksidaz-antiperoksidaz (PAP) enzim sisteminin
gelistirilmesi ile immiinohistokimyasal boyamanmin sensitivitesi daha da artirilmstir.
Hsu ve arkadaglan tarafindan avidin-biotin kompleksinin (ABK) de gelistirilmesi ile
immiinohistokimyasal boyamadaki gelismeler stirmiistiir (32).

Incelemelerin gergeklestirilebilmesi igin immiinohistokimyasal boyama 6ncesi
dokular fikse edilmeli ve isleme tabi tutulmaldirlar. Fiksasyon ile eksize edilmis
doku otolizden korunmus olur, antijenitesi kaybedilmez, doku bilesenlerinin refraktif

indeksi artiritlir ve doku islemine karg1 hiicre igeriklerinin direnci artirilmis olur. En
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yaygin kullanilan doku fiksatifleri ; Paraffin-gémiilii doku, dondurulmus doku ve
diger spesimenlerdir.

Boyamanin  degerlendirilmesinde  pozitif kontrol  dokular  6ncelikle
incelenmelidir. Kirmizi renkte bir son ilirlin bulunmasi pozitif bir reaktivitenin bir
gostergesidir. Pozitif kontrol dokulan pozitif boyama gdstermezlerse test gegerliligini
yitirir(50). Negatif kontrol dokusunda 6zel boyanmanin bulunmamas: hiicre ya da
hiicre igerigi ile antikorlarin capraz reaksiyon vermediklerini gosterir. Calisilan
dokunu incelemesi ise en son olarak gerceklestirilmektedir. Pozitif boyanma orani
negatif kontroldeki arka zemin spesifik olmayan boyamalar: ile karsilagtirilir ve
spesifik alanda pozitif boyanmanin olmamas: antijenin olmadig: seklinde ifade edilir
(19,32). Tiim bu temel prensipler g6zoniine alinarak, ¢aliymada elde edilen testikiiler
doku &rneklerine Labvision Corp. Neomarkers 2000 katalogunda 6nerildigi sekilde

immiinohistokimyasal boyama uygulandi (50).

IV.8.1. Bcl-2 ve Bax Tayini

Bcel-2, ilk kez insan B-hiicre lenfomasinda t(14;18) translokasyonu kirilma
noktasindan klonlanmigtir (23). Hiicre membranina bagli bir proteini kodlayarak bcl-2
geni hiicre 6liimiinii normalde engeller. Hiicre 6liimiinde reaktif oksijen molekiillerinin
etkilerinin incelendii bazi ¢aligmalarda ise Bcl-2’nin doza bagli olarak hiicreyi
oksidasyon sonucu olusan hasardan korudugu bildirilmistir (25,43).

Calismamizda varikosel uygulanan testiste ve karst testikiiler dokuda
immiinohistokimyasal boyama ile olarak anti-rat Bcl-2 antikor ve anti-Bax protein

(Labvision Corp. Neomarkers, Fremont, CA 94539, USA) kullamlarak germ hiicre
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apopitozunun varhig1 arastirlldi. Degerlendirmede, anti-rat bcl-2 ve anti-bax antikorlari
ile immiinohistokimyasal boyama gergeklestirildi ve pozitif boyama alanlari her iki
protein kompleksi i¢in ayr: ayr1 degerlendirildi. Bel-2’nin genellikle geg spermatositler,
spermatogonia ve spermatidlerde saptandig: bildirilmistir(70). Bu ¢alismada da agirlikh
olarak bu germ hiicrelerdeki apopitoz aragtirildi.

Apopitozda rol oynadigi bildirilen diger bir molekiil ise Bax protein
kompleksidir (43,49). Bax, Bcl-2 gen grubuna ait bir protein kompleksi olmasina
ragmen hiicre diizeyinde hiicre 6liimiintin indiikleyicisi olup programli hiicre 6limiinde
artan bir molekiildiir (43). Pek ¢ok biyolojik sistemin incelenmesi ile metabolizmanin
gelisim siirecinde hiicrelerin bir 6liim stimulusuna kars1 verecekleri cevabi belirlemede
Bcl-2/Bax proteinleri oraninin etkili oldugu bildirilmigtir (43)

Tiim Orneklerde germ hiicre apopitozunu belirlemek i¢in pozitif Bel-2 ve
pozitif Bax boyanma alanlar1 saptandi. Ayni kesitte boyanan hiicreler bcl-2 ve bax
pozitifligi agisindan karsilastirildi. Her bir spesimende daha 6nce belirtildigi gibi Bel-
2/Bax oraminin yiiksek oldugu olgularda apopitozun énlendigi ya da apopitoza karsi
direng oldugu, bu oranin diigiik yani Bax’in daha yiiksek olarak bulundugu 6rneklerde
ise apopitozun gergeklestigi kabul edildi. Immiinohistokimyasal yontemle Bax ve
Bcl-2 gen grubu Uyeleri daha dnce Beumer ve arkadaglar tarafindan tamimlanan
yontemle gergeklestirildi. Buna gére germ hiicrelerde apopitozun incelenmesinde en
stk Bax ve Bcl-2 antikorlar1 ile boyanan hiicreler spermatogonia, erken
spermatositler, ge¢ spermatositler, spermatidlerdir (5). Bu ¢alismada da hem Bax hem
de Bcl-2 boyamalarinda spermatogonia, spermatosit ve spermatid diizeyinde boyama
derecelerine gore inceleme yapildi. Degerlendirmede gliclii boyama (++) , Orta ya da

zayif boyama (+) ve boyama saptanamamasi ise ( - ) olarak belirtildi (5).
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IV. 9. Doku Diizeyinde Serbest Radikal ve Antioksidan Diizeylerinin

Saptanmasi

Doku diizeyindeki incelemeler i¢in oncelikle homojenat hazirlandi. Bunun
icin bilateral orsiektomi sonrasi testikiiler doku 6rnekleri soguk %0.9’luk NaCl ile
yikand1. Olglim yapilincaya dek bu érnekler -20°C’de bekletildi. Daha sonra cam-
cam homojenizatorle doku drnekleri incelemeler i¢in homojenize edildi.

A)Doku Lipit Peroksit (MDA) 6l¢ciimii

Lipit peroksidasyonunun son iiriinti olan MDA tayini Satoh ve Yagi’nin daha
dnce tamimladiklar bir yontemin modifiye bir formu ile yapild: (60,79).

Prensip: Elde edilen homojenatta bulunan lipit peroksidasyonunun sekonder
{irinti olan MDA’nin, aerobik sartlarda, pH: 3.4 oldugu bir ortamda tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile 95°C’de inkiibasyonu sonucu olusturdugu renkli kompleksin
spektrofotometrik olarak 6l¢iimii ile sonug elde edilir.

B)Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini:

Eritrosit SOD enzim aktivitesi, Randox firmasinin (Randox lab.,Diamond
Road, Crumlin, BT 29,UK) enzimatik metodla ¢alispan RANSOD adl ticari kiti
kullanilarak olgtildii.

C) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi

GSH-Px, hidrojen peroksit (H-O-O-H) varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder. Hidrojen peroksidin
bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’ye indirgenir. Bu aktivite sﬁasmdaki absorbans farkinin 340 nm’de

okunmasi ile enzim aktivitesi 6l¢iiliir.
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GSH (rediikte glutatyon ) GSSG ( Okside glutatyon)

GSH-Px

Sekil 6. Glutatyon peroksidaz varlifinda oksidasyon

D)Katalaz Olciimii

Hidrojen peroksitin ultraviyole aralifinda diisen dalga boyu degerlerde artan
bir absorbsiyon gostermesi esasina dayanir. 240 nm dalga boyunda dogru &lgiim

yapan spektrofotometre ile dl¢tim yapilir.

IV. 10. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizlerde lipit peroksidasyon {iriinii olan MDA ve
antioksidanlarin  Kkarsilagtinlmast tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirildi. Caligmada incelenen sham, varikosel ve 5Smg/kg ve 10 mg/kg
melatonin uygulanan gruplarin tiimiiniin ayri1 ayri biribirleri ile karsilastirilmasinda
Student’s t testi ve apopitozun Kargilastirilmasinda ise non-parametrik bir test olan ki-
kare testleri kullamildi. Tiim karsilastirmalar SPPS 10.0 bilgisayar programi ile

gerceklestirildi.

40



V. BULGULAR

V.1. Ipsilateral Testikiiler Apopitoz

Deneysel sol varikosel olusturulan erkek ratlarda Bax ve Bcl-2 protein
ekspresyonlar1 ayn ayr1 spesimenlerde degerlendirildi. Boyama olmayan germ
hiicreler (-) olarak kabul edildi. Ote yandan Bax ve Bcl-2 igin tiim &rnekler zayif,
orta ve giicli boyama seklinde gosterildi. Caliymada incelenen sol testikiiler

immiinohistokimyasal Bax ve Bcl-2 sonuglar1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Deneysel varikosel olusturulan testiste immiinohistokimyasal boyama ile germ

hiicrelerde Bax , Bel-2’nin belirlenmesi

Grup I Grup I Grup II1 Grup IV

Bax |Bcl-2| Bax Bcl-2 Bax Bcl-2 Bax Bcl-2

Spermatogonia —® ++°  ++ +¢ ++ + — ++
Erken
Spermatosit — ++ ++ — + + + ++
Geg
Spermatosit — + ++ + + — + ++
Spermatid — + + + + — + ++

2. boyama olmamas, ° : giiclii boyama , ° : orta ya da diisiik diizeyde boyanma,,
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Sham operasyonu uygulanan ratlarm (Grup I) sol testis histopatolojik
incelemelerinde immiinohistokimyasal Bax boyamasi negatif idi (Sekil 7). Ote yandan
bu gruptaki olgularin tiimiinde belirgin Bc¢l-2 pozitifligi belirlendi (Sekil 8). Bu nedenle

Bcl-2 / Bax oram Bcl-2 lehine artmus olarak bulundu (Tablo 2).

Sekil 8. Sham grubu ratlarda gii¢lii Bel-2 pozitif boyanma. x 200.
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Sol testikiiler incelemelerde grup II’de grup III’e oranla Bax boyamasi, Bcl-
2’ye gbre artmms olarak saptandi. Bu oranlar dikkate alindiginda apopitozun her iki
grupta da artmig oldugu belirlendi (Sekil 9). Iki grup arasinda arasinda Bax/Bcl-2
oram agisindan anlamh farklilik izlenmezken (p>0.05), bu gruplar, sham
grubundaki ratlarla kargilastinldiginda her iki grupta apopitozdaki artis sham
grubuna gore (grup I) istatistiksel olarak anlamhl idi ( Grup I ve II; x* : 13.33,
p<0.001 ve grup I-III ; x*:10.76, p<0.001) (Sekil 9). Grup IV’de Bax/Bcl-2 orani
Bcl-2 lehine anlamli olarak artmig olarak saptandi (Tablo 2). Grup IV’deki ratlar
grup I ile kargilagtinldifinda apopitoz gelisimi agisindan istatiksel olarak anlamh
farkhilik izlenmedi (x*:0.267,p:0.606,Tablo 2). Bu gruptaki ratlarda yiiksek dozda
melatonin (10mg/kg) uygulamas: ile 10 ratin 7’sinde apopitozdaki artis engellendi

(sekil 9).

Sham ve galigma gruplarinda apopitoz geligimi

B Apopitoz

M Normal
Gruplar yapi(apopitoz yok)

Sekil 9: Deneysel sol varikosele bagh olusan apopitozun gruplara gére dagihimi
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V. 2. Kontralateral Testiste Apopitoz

Grup II ve I1I sag testis; spermatogonia, erken spermatosit, ge¢ spermatosit
ve spermatid diizeyinde (+) Bax boyama izlendi (Sekil 10). Bu grupta Bcl-2’de ise
anlamli oranda artrmug bir boyama saptanmadi. Bax/Bcl-2  oranlari
karsilastinldiginda Grup II ve III’de apopitoz gelistigi izlendi (Sekil 11). Tablo 3°de
tiim gruplarda sag testikiiler Bax ve Bcl-2 boyanma oranlari gdsterilmigtir. Gruplar
arasmda tek yonlii varyans analizi ile yapilan kargilagtirmada istatistiksel olarak
anlamlt farkhlik saptand: (p<0.0001). Gruplar ayri ayn incelendiklerinde ise

apopitozun Grup I ve IV’de minimal oranda gergeklestigi goriildi (Sekil 11).

Minima Bax hoyamal

Sekil 10, immiinohistokimyasal olarak az ya da orta diizeyde Bax boyanma. x400
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Tablo 3. Kontralateral testiste immiinohistokimyasal olarak germ hiicrelerde Bax ve

Bel-2’nin belirlenmesi

Grup I Grup I Grup III Grup IV

Bax | Bcl-2 Bax |[Bcl-2 Bax Bcel-2 Bax Bcl-2

Spermatogonia —°®  ++° ++ — +°© _ _ —+
Erken Sperma-  — ++ + + + + — 4+
tosit
Ge¢ Sperma- — St + i - . + ++
tosit
Spermatid — + + + + + + ++

?: boyama olmamasi, b gii¢lii boyama , © : orta ya da diisiik diizeyde boyanma ,

Tablo 3’de de goriildiigii gibi Grup I’deki ratlarda sag testikiiler doku germ
hiicrelerdeki apopitoz orami grup I ve III’e gore anlamli olarak azalmis idi ( grup 1
ve II; x*: 9.989, p:0.002 , grup I ve III ; x> 15,495, p:0.019).

Grup II ve grup III arasinda ise apopitoz gelisimi agisindan her iki grupta
anlamli farkhilk saptanmadi (x* : 0.952, p:0.329). Her iki grupta da Bcl-2’de
azalmis boyanma saptand: (Sekil 12). Ote yandan, antioksidan ajan olan grup IV ile
grup I arasinda anlaml fark saptanamazken, bu grupta apopitoz grup II ve III’ e
gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (x*: 7.200, p:0.007 ve x*: 3.333,

p:0.68).
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Kontralateral testiste apopitoz oranlan

10
8
6
4 B Apopitoz
2y
0 1 W Normal
1 2 3 4 yapi(apopitoz yok)

Gruplar

Sekil 11. Kontralateral testiste apopitoz gelisimi.

Sekil 12. Apopitozun gerc;ékles.tigi oigﬁlarda azahms Bcl-2 boyanma Joram.x4()0
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V. 3. Bilateral Testikiiler Dokuda Spermatogenetik aktivite ve

Apopitozun Karsilastirilmasi

Deneysel sol varikosel olusturulan erkek ratlarin her iki testis
dokularinin 11k mikroskobu ile incelemelerinde sham grubu ratlarda
spermatogenetik  aktivitede azalma saptanmadi (Sekil 13). Sol testis
incelemelerinde grup II ve grup [II’de spermatogenetik aktivite (++) diizeyinde
azalma gosterdi (Sekil 14). Ote yandan grup IV’de ise bu azalma (+) diizeyinde idi
(Sekil 15). Bulgularin istatistiksel karsilagtirilmasinda tiim gruplar arasinda anlaml
farkliliklar saptandi, ancak grup IV’deki azalma grup II ve III’e gére oldukga diisiik
idi.

Kontralateral testis incelemelerinde de spermatogenezdeki azalma grup II, 111
ve IV’de (+) diizeyinde olup, grup I’den anlaml olarak farkli idi (p<0.05). Ayrica
daha Once belirtildigi gibi apopitoz agisindan da tiim gruplar arasinda anlaml
farkliliklar mevcuttu. Sag ve sol testisin spermatogenetik aktivitelerindeki bozulma
ve apopitoz oranlari karsilastirildifinda bu iki testis arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 farklhilik saptanmadi ( tiim gruplar i¢in p>0.05).
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Sekil 13. Sham grubu ratlarda testikiiler doku normal histopatolojik goriintiisi.
H&E. x 200.

\- ) Varikose! testis

Sekil 14. Varikosele sekonder her iki testiste izlenen spermatogenetik aktivitede anlamli
azalma. x 200, H&E.
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Sekil 15. Grup IV’de izlenen spermatogenetik aktivitede azalma. H&E. x 200

V. 4. Doku MDA ve Antioksidan Diizeyleri
A. Doku MDA diizeyleri
Tablo 4’da sham (grup I), yalnizca varikosel uygulanan grup 11, varikosel
olugturularak 5 mg/kg melatonin uygulanan grup III ve melatoninin 10 mg/kg

dozunda uygulandigi grup [Vdeki erkek ratlarm sol testikiiler doku diizeyindeki

ortalama MDA degerleri goriilmektedir.

Tablo 4. Biitiin gruplardaki doku MDA diizeyleri

Grup I Grup 11 Grup 11T Grup IV
Doku MDA 6,67 +1.01 13.43 £2.25* 9,5+1,76* 6,81+0,77
(nmol/grprotein) (6-9,30) (11-17,3) (8,0+13,6) (6,10-8,50)

*F=40.97 , p<0.05
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Gruplar arasinda doku MDA diizeyleri incelendiginde grup I ve TV harig, tim
gruplarda sol testikiiler MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak antamli farklilik

saptandi (p<0.05). Grup I ve IV arasinda ise doku MDA diizeyleri agisindan anlamh

farklilik izlenmedi (p: 0.761)(Sekil 16).

OVx+5mg/kg
0OVx+10 mg/kg

Gruplar

Doku MDA (nmol/grprotein))

Sekil 16. Sham ve Galsma grubundaki ratlarda sol testikiiler doku MDA diizeyleri.

Bu ¢alismada ipsilateral testikiiler doku incelemesine paralel olarak karst
testiste de doku diizeyindeki lipit peroksidasyonun derecesi ve antioksidan
sistemlerin degigimi incelendi. Sag testikiiler dokudaki MDA diizeyleri Tablo 5°de
dzetlenmistir. Sag testis doku MDA diizeyleri arasmda da sol testis MDA diizeyleri

gibi Grup 11 ve I1I diger gruplara oranla daha yiiksek MDA diizeyine sahiptiler.

Tablo 5. Tiim gruplarin sag testis doku MDA diizeyleri

Grup I Grup II Grup 11 Grup IV
Doku MDA 6,33 +0.63 13.36 +1.69* 8,23+0,39* 6,30+0,60
L(ﬁnmol/gr.protein) (4.9-7,20) (11-15,4) (7,7-9,0) (5,2-1,1)

* F=119.521, p:0.001
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Doku MDA agisindan her iki testis karsilagtirmalarinda gruplar arasinda

istatistiksel farklilik saptanmadi (p>0.05) (Sekil 17).

)

2 15

£
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s
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g 1 2 3 4

;:" Gruplar

Sekil 17. Her iki testiste doku MDA diizeyleri karsilagtirmasi (p>0.05).

B. Doku Siiperoksit Dismutaz Diizeyleri

Her iki testis homojenizasyonu sonrast doku diizeyinde SOD incelemeleri
Tablo 6°da goriilmektedir. Antioksidan defans sisteminin dnemli bir bilegeni olan
SOD diizeyi grup II’de sag ve sol testislerde diger gruplara oranla anlamh diisiis
gosterdi. Grup 11I’de de doku SOD diizeyleri her iki testis grup I ve IV’e oranla
anlamli olarak azalmus idi (Sekil 18). Deney grubunda incelenen tiim ratlarda
SOD diizeyleri agisindan sadece grup I ve IV arasinda anlamli farklilik

saptanmadi (sol: p: 0.1, sag: p: 0.114).
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Tablo 6. Her iki testikiiler doku SOD diizeyleri

Grup I Grup Il Grup 111 Grup IV
Sol testis 133,65 +30.69 43,27+6.57 79,25+6,82 127,23+15,01
Doku SOD (110-210) (33-53) (69-91) (92-115)
(U/mg.protein)
Sag testis 147,63 +34,87 47 +10,77(40-75)  82,56+15,67 142,90+28,41
Doku SOD (114-216) (54-102) (109-192)
(U/mg.protein)
P 0.09 0.07 0.9 0.01
160
140
120-
100-
80+
= O Sol SOD
90 60 5
2T 40 Esag SOD
S -
8 & 20;
2E o
=]
8= 1 s 3 4
Gruplar
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Doku SOD diizeyleri karsilastrmasinda grup I11’de doku SOD diizeyi azalmig
ancak grup I diizeylerine gerilememigti (Tablo 6). Grup 1V’de ise 10 mg/kg
melatoninin, doku antioksidan diizeylerini anlamh olarak artirarak etkili olabilecegi

saptand1.

. Doku GSH-Px diizeyleri

Sekil 19 ve 20°de ipsilateral ve kontralateral testis dokusunda
homojenizasyon sonrasi 8lgiilen Glutatyon peroksidaz diizeyleri verilmigtir. Her iki
testiste de gruplar arasinda antioksidan GSH-Px diizeyleri agismdan tek yonlii
varyans analizi ile (ANOVA) anlamli fark saptaniken, her iki testiste de sadece
grup I ve IV arasinda istatistiksel olarak anlamh farkliik yoktu (F: 10173505 p:

0.001) (Tablo 7).

( U/gr.protein)

gruplar

Sekil 19. Tiim gruplarda sol testis GSH-Px diizeyleri.
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Sekil 20. Tiim gruplarda sag testis GSH-Px (U/gr.protein) diizeyleri

Tablo 7°de her iki testiste doku GSH-Px degerleri ve istatistiksel

kargilagtirilmalar verilmistir.

Tablo 7. Her iki testikiiler doku GSH-Px diizeyleri

A AR A S T
& W

Grup 1 Grup 11 Grup III Grup IV
Sol testis 61,4+4,52  28,7+533 38,2+3,85 59,8+6,26
Doku GSH-Px (55-67) (21-38) (31-44) (50-71)
(U/gr.protein)
Sag testis 64,2 +5,05 31 +4,85 39,5+4,97 60,3+4,99
Doka GSH-Px (57-74) (22-40) (30-46) (56-75)
(U/gr.protein)
p 0.1 0.14 0.06 0.8
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D. Doku Katalaz Diizeyleri

Sol testikiiler doku katalaz Slgtimlerinde sham grubunda 13.44 + 1,76 K/gr.protein
katalaz oram saptanirken, bu oran deney grubu olan grup I, 11T ve IV’deki ratlarda sirasi
ile 7,21+ 1.34, 10,85+ 2,04 ve 12,57+ 1,98 K/gr.protein olarak bulundu. Grup I Katalaz
diizeyleri Grup II ve TlI’e gore anlaml farkhlik gosteritken, grup TV’le aralarinda
anlamli  farklilik izlenmedi (p>0.05). Gruplar igerisinde  yapilan istatistiksel
karsilagtirmada da her bir grup arasinda anlamli farklilik saptandi (F:30,211 , p <0.001).

Kontralateral testikiiler 6lgiimlerde de tim gruplar arasinda istatistiksel farklihklar
saptandi. Grup 1I’de doku katalaz diizeyleri diger tiim gruplara oranla anlaml azalma
gosterdi (p<0.01). Sag testis Katalaz olgiimlerinde Grup IIT ve IV’de sirasi ile 12,23 +
1,71 ve 12,85 + 1,35 K/gr.protein oranlari saptandi (Sekil 21). Her iki grupta Katalaz
agismdan anlamh farkhilik saptanmadi (p>0.05).

Diger antioksidan olgiimlerinden farkli olarak sag testis katalaz diizeyinde hem
grup IIT hem de grup IV, sham grubuna yakin oranda arti gosterdiler. Melatoninin, 5
mg/kg dozunda verildigi gruplar igerisinde sadece sag testis katalaz diizeyinde anlamli

artis sagladig1 ortaya ¢ikt1.

15
T 10
N 2 5 !
%p: mSag Katalaz
L) 2
=
2% 1 2 3 4

gruplar

Sekil 21. Sag testis doku katalaz diizeyleri
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VI. TARTISMA

Varikosel yetiskin erkek popiilasyonda % 15-20, infertilite nedeni ile arastirilan
erkek hastalarda ise % 21-40 orani ile en sik saptanan infertilite nedenidir (16,37,61).
Varikosel patofizyolojisi son yillarda pek ¢ok ¢aligmada incelenmekte ve varikosel
icin uygun tedavi yontemleri gelistirilmeye calisilmaktadir. Varikoselde, semen
parametrelerinde  bozulma,  testis  dokusunda  dejeneratif  degisiklikler,
spermatogenetik aktivite azhg, germ hiicre kayiplar, spermatid veya spermatosit
diizeyinde matiirasyon arresti, saptanan en yaygin patolojik degisikliklerdir (14,66).
Tiim bu patolojik degisiklikler testikiiler hasara ya da fonksiyon kaybina neden
olabilecegi gibi testikiiler fonksiyonda kismi bir kayiba da yol agabilir. Bu durumda
da varikoselli infertil hastalardan bir bélimi herhangi bir tedavi gormeden fertil
duruma gelebilmektedirler (63). Schlesinger ve arkadaglar, varikosel tedavi
sonuglarini inceledikleri galismalarinda, cerrahi ya da medikal tedavi uygulanan ve
tedavi edilmeden takip edilen subklinik varikoseli olan olgular arasinda gebelik
saglama oranlari agisindan anlamh farklilik bulmamislardir (63). Dolayisiyla,
infertilitenin en sik nedeni olarak gosterilen varikoselin etyolojisi ve patofizyolojisi
ile ilgili tanimlanmig olan mekanizmalarin hig biri tek bagina varikoselin neden
infertiliteye sebep oldugunu agiklayamamaktadur.

Varikoselin patogenezindeki &nemli teoriler, hormonal fonksiyon bozuklugu,
hipoksi, artmis veya azalmi§ testis kan akimi, renal ve adrenal metabolitlerin
refliisiidiir. Bunlar igerisinde testikiiler disfonksiyonda rol oynayan en dnemli etkenin
testikiiler 1s1 artist oldugu bildirilmistir (71). Varikosel patofizyolojisinde etken ne

olursa olsun semen parametrelerinde bozulma, spermatogenetik —aktivitede
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duraklama, testikiiler hasar olusumunu koordine eden farkli mekanizmalar
bildirilmistir (34,35). Intratestikiiler artmis 1siya bagh olarak Leydig hiicrelerinde
fonksiyonel bozulma, internal spermatik vende katekolamin diizeylerisnde artma,
PGE; ve PGF,nin testislere refliisti, vazokonstrilksiyona sekonder sperm
transportunda bozulma bu mekanizmalardan bir kagidir (14,35).  Unilateral
olusturulan kriptorsidizmde ya da testisin lokal olarak isiya maruz birakildigi
olgularda DNA fragmantasyonunda artis meydana gelir. Ayrica artan 1s1 stresinin
apopitoz yolu ile germ hiicre kaybina neden olabilecegi de bildirilmistir (81). Simsek
ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, testikiiler 1s1 artigina neden olan varikoselde
amorf yapida ve immatiir ya da kiiciik tipte hiicre artisina rastlanmis ve bu tip
morfolojik degisikliklerin apopitozla olusan dejeneratif yapilara benzerlikleri ortaya
konulmustur. Dolayisiyla, kriptorsidizmde oldugu gibi varikoselde de testikiiler hasar
gelisiminde artmig  programh hiicre o6limi yani apopitozun rolii oldugu
vurgulanmistir(70).

Apopitoz ya da programli ve fizyolojik hiicre Olimil; multiselliler
organizmalarda hiicre sayisinin kontrolii, hiicre gogalmasi ve hiicre 6liimii arasindaki
dengenin devamini saglayan onemli bir mekanizmadir (3). Genellikle yash
hiicrelerin programli Sliimleri, farkli stimiilanlar ve stres faktorlerine bagli olarak
kontrol dis1 ya da beklenen zaman disinda gerceklesebilir (3,70). Testikiiler
homeostazda, germ hiicre devamlilifinda ve spermatogenezde bozulmaya yol agan
varikoselde, ortaya ¢ikan 1s1 artiginin bu dokuda apopitozu indiikleyici ya da artirici
rolii oldugu bildirilmistir (34). Simsek ve arkadaslari, infertilite tedavisi igin
varikoselektomi uyguladiklar1 hastalarda operasyon sirasinda elde ettikleri testis

biyopsi incelemelerinde germ hiicre apopitozunda anlaml artis saptamuslardir (70).
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In vitro kogullarda hiicre kiiltiirii ile yapilan diger bir ¢alismada ise, Ikeda ve
arkadaglar1 32.5°C’de inkiibe ettikleri testikiiler hiicrelerde minimal diizeyde DNA
fragmantasyonu ya da apopitoz belirlerken, bu 1siy1 43°C’ye yiikselttiklerinde
apopitozda progressif olarak bir artig saptamig ve 3. giin sonunda %15 daha fazla
apopitoz gelistigini izlemislerdir. Ayni ¢alismada hiicre canliliklar1 da % 40 oraninda
azalma gostermistir(34). Bu da varikoselde de izlenen testikiiler 1s1 artiginin
apopitozla olan direkt iligkisini g&stermektedir. Literatiirde, hipospermatogenez
olusturan ¢esitli patolojilerde apopitozun genellikle var oldugu bildirilmistir (33).
Ote yandan, en sik infertilite nedeni olan varikoselde apopitozun azaldiginmi bildiren
literattirdeki tek ¢alisma Fujisawa ve arkadaglarina aittir (22). Varikosel nedeni ile
incelenen infertil erkeklerde germ hiicrelerde apopitozda azalma olmasi bu ¢aligmada
cesitli teknik nedenlerle agiklanmistir. Bunlar arasinda, rat modellerinde DNA
fragmantasyonunun tam olarak gésterilememesi ve doku fiksasyonu i¢in formalin
yerine Bouine soliisyonu kullanilmasi gosterilmistir (22). Testikiiler 1s1 artigina bagli
olusan ve ¢esitli mekanizmalarla ortaya ¢ikan hipospermatogenezin incelendigi pek
cok calismada apopitozun artmis oldugu g6z oniine alinacak olursa Fujisawa ve
arkadaglar1 tarafindan saptanan apopitozdaki azalmay: sadece teknik nedenlere
baglamak literatiir desteginden yoksun bir bulgu olacaktir.

Bu ¢aligmada, deney siiresi boyunca intraperitoneal saline enjeksiyonu
uygulanan sham grubu ve varikosel grubu rat testisleri incelendiginde
immiinohistokimyasal olarak apopitozun varikosel grubu ratlarda anlamli olarak
arttif1 saptandi. Gerek ipsilateral gerekse kontralateral testikiiler incelemelerde sham
grubu ratlarda apopitoz varlifinda artan bir gen olan Bax saptanmazken, apopitoza

karst en 6nemli koruyucu mekanizmalardan biri olan Bcl-2 varligr gii¢lii oranda

58



pozitif bulundu. Bu da normal testikiiler dokuda apopitozun yogun bigimde
gerceklesmedigini gostermektedir. Daha 6nceki ¢aligmalarda, niikleer diizeydeki
incelem¢lerle varikoselli hastalarda DNA sentezinde bozulma saptanmistir (10,77).
Ayni sekilde diger bir ¢galismada da varikosel olgularinda DNA sentezinde kritik bir
enzim olan topoizpomeraz enziminin aktivitesinde azalma bulunmustur (70). Tim bu
veriler dikkate alindiginda varikoselin testisteki travmatik etkileri nedeni ile
apopitoz, ortaya ¢ikmasi beklenen bir sonugtur. Simsek ve arkadaslari, varikoselli
hastalarin testikiiler biyopsi incelemelerinde olgularin ligte birinde artmis apopitoz
saptamiglardir(70). Calismamizda, testistekiapopitoz sham grubuna gore varikoselli
ratlarda %50 artmig olarak bulundu. Deneysel yolla ileri derecede varikosel
olusturuldugundan ve 1 ay gibi ratlar i¢in uzun bir siire hasara maruz birakildigindan
bu oran daha 6nceki tigte bir oranindan daha yiiksek olarak bulunmustur.

Calisma grubunda incelenen deneysel sol varikosel olusturulan ratlarda karsi
testiste de apopitoz artisi varikoselin bilateral testikiiler hasar olusturmasi ile
aciklanabilir (63,74). Varikosele bagl: testikiiler 1s1 artig1 infertilite patofizyolojisinde
su¢lanan en 6nemli nedendir (74). Bunda her iki testise olan kan akimindaki artisin
yol agtign One striilmiistiir (63). Aym sekilde, Turner ve Lopez de deneysel sol
varikosel olusturulan ratlarda bilateral testikiiler kan akiminda artis saptamislardir
(74). Ancak g¢esitli hormonal ve noral mekanizmalar sonucu kan akiminda artig
olmasina ragmen subfertil erkeklerde normal fertil erkeklere oranla her iki testisde
anlaml1 olarak kiigiilme olusabilir (47). Sol spermatik ven distansiyonu sonucu
olusan sol varikoselin sag testikiiler kan akimina olan etkisi, kontralateral organlarin
ipsilateral bir uyaran varhfinda ortaya ¢ikan gesitli hormonal ya da noral

mekanizmalarla agiklanabilir. Deneysel sol varikosel sonrasi 30. giinde sag testikiiler
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hasar ve 1s1 artiginin saptanmasina karsihik sol varikoselektomi sonrasi her iki
testisteki kan akimi ve 1silarin normale dondiigii belirtilmistir (74). Giiniimiizde en
stk saptanan infertilite nedeni olmasina ragmen varikoselde hipospermatogenezin
hangi temel mekanizma ile olustuu tam olarak bilinmemektedir. Aynt sekilde sol
spermatik ven distansiyonu ya da refliisti olan olgularda sagda da testikiiler hasar
olusumunun nasil gergeklestigi de hala tam olarak ortaya konulamamigstir. Tek tarafli
varikosele kontralateral bir cevap olmasi ve bunun sol spermatik vendeki
baroreseptorlerin direk etkisi ile ya da diger bazi noral ve néral olmayan yollarla
gergeklestigi yoniinde ¢esitli agiklayici teoriler 6ne siliriilmiistiir (74). Calismamizda
da deneysel sol varikosel olugturulan ratlarda her iki testis arasinda apopitozdaki artis
agisindan anlamh farklilik izlenmedi (p>0.05).

Hipospermatogenezde ve spermatogenetik aktivitede duraklama olan olgularda
apopitotik aktivitenin arttign ve buna bagh olarak semen parametrelerinde bozulma
oldugu bildirilmistir (46). Lin ve arkadaglar1 infertil erkeklerde testikiiler doku
incelemelerinde artmig apopitoz belirlemis ve artmis apopitozun direkt olarak
infertilite ile iligkili oldugunu vurgulamiglardir (46). Apopitozda meydana gelen
artma ile germ hicrelerde programl hiicre 6liimi hizlanmakta ve buna bagh olarak
da hipospermatogenez olugmaktadir (24). Apopitozun hangi tipte germ hiicrelerini
daha ¢ok etkiledigini arastiran ¢aligmalarda primer olarak spermatogonya, erken ve
gec spermatositler ile spermatidlerde apopitozun gergeklestigi bulunmustur (81).
Beumer ve arkadaslan radyasyona bagh testikiiler hasarin germ hiicre diizeyinde
incelendigi ¢alismalarinda spermatogonia’da orta diizeyde apopitoz saptarken, erken
spermatosit, ge¢ spermatosit ve spermatidlerde ileri derecede apopitoz

belirlemislerdir (5). Caligmamizda, immiinohistokimyasal yéntemle apopitozun bir
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gostergesi olarak Bax pozitifligi incelenirken, apopitozun engellenmesinde ise artan
Bcl-2  boyamasi dikkate alindi. Grup [I'deki ratlarda her iki testisin
immiinohistokimyasal germ hiicre incelemelerinde spermatogonia diizeyinde Bcl-2
aktivitesi daha belirgin iken, varikosel olusturulan grupta Bax boyama anlamli olarak
artmis bulundu (P<0.05). Grup II'de erken ve ge¢ spermatositlerde ve spermatid
diizeyinde Bax boyamasi, Bcl-2’ye oranla artmis olarak saptandi (p<0.05). Sol ve sag
testikiiler apopitoz karsilastirmasinda ise grup II’de sag testiste sola oranla daha az
bir etkilenme olsa da bu oran istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p: 0.352).
Calismada incelenen diger bir parametre ise varikosele bagli gelisen apopitozla
oksidan-antioksidan sistemin iligkisi idi. Varikosele bagl olusan serbest oksijen
radikallerindeki artis temel olarak varikoselin olusturdugu artan 1styla iliskilidir (34).
Tiim yasayan organizmalarda serbest oksijen radiaklleri sabit bir oranda iiretilmekte
ve cesitli antioksidan defans sistemler yolu ile de bunlar temizlenmektedir.
Testislerde ve sperm hiicrelerinde serbest radikallerde artigin 1siya bagli olarak arttig
ve bunun sonucunda da testikiiler hasar olugabilecegi bildirilmistir. Ayrica, unilateral
varikoselli olgularda néral ya da néral olmayan yollarla kars: testiste hasar olusmasi
ve buna bagl infertilite gelismesi de serbest oksijen radikallerindeki artisla
aciklanmigstir. Ikeda ve arkadaslar rat testikiiler hiicre kiiltiirlerinde eksojen yolla
reaktif oksijen molekiillerini ortama eklemis ve artan dozda serbest oksijen
radikallerinin doza bagimli olarak apopitotik hiicre sayisinda artis sagladigim
saptamiglardir(34). Aym ¢aligmada arastirmacilar hiicre kiiltiirlerine antioksidan
sistemin aktif bilesenleri olan SOD ve Katalaz eklemis ve serbest oksijen
radikallerine bagli olusan apopitozu anlaml 6l¢iide azaltmiglardir. Serbest oksijen

radikallerinin etkilerini yok ederek apopitozu 6nlemede katalazin SOD’a oranla daha
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etkili oldugu sonucuna varmiglardir (34). Hiicre kiiltiirlerinde 1s1 artis1 uyguladiklar
diger bir grupta ise arastirmacilar, 1siya bagli olarak apopitozun arttigini ve
antioksidan tedavi ile apopitozda azalma oldugunu bulmuslardir (34). Bu sonugla, 1s1
artigina bagh apopitozda oksidatif stresin varlifi temel mekanizmalardan biri olarak
ortaya ¢ikmaktadir.

Varikoselde testikiiler fonksiyonlarin korunmasinda antioksidanlarin etkilerinin
incelendigi diger bir ¢alismada, Suziki ve Sofitikis varikosel olusturulan ratlara
antioksidan olarak taurin, katalaz ve SOD uygulamis ve 8 hafta sonunda bilateral
epididimal kaudal sperm igerigi, motilitesi ve fertilizasyon Kkapasitelerini
incelemiglerdir(68). Varikosel olusturulan grup ile varikosel sonrasi antioksidan
uygulanan gruplar arasinda 8 hafta sonunda testikiiler fonksiyonlarin korunmasi
agisindan anlamli farkliliklar saptanmistir(68). Bu nedenle, varikosel nedeni ile
gelisen apopitozda da serbest oksijen radikallerinin etkili olabilecegi ve apopitozu
onlemede, dolayisiyla da testikiiler fonksiyonlar1 korumada antioksidanlarin etkili
olabilecekleri 6ne siiriilebilir. Calismamizda, deneysel varikosel olusturulan erkek
ratlarda sham grubu rat testisleri ve varikosel uygulanan gruptaki rat testisleri
incelendiginde grup I’de SOR’un bir gostergesi olan doku MDA diizeyleri 6,67
+1.01 nmol/gr.protein iken bu oran grup II’deki ratlarda ortalama 13.43 +2.25
nmol/gr.protein olarak bulunmusgtur. Her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik izlenmistir(p<0.05). Sol testis Grup III ve grup IV doku MDA diizeyleri ise
strast ile 9,5+1.76 nmol/gr.protein ve 6,81 +0.77 nmol/gr.protein olup grup IV’de
SOR agisindan grup I’le anlaml farklilik saptanmadi (p<0.05). Grup III ve grup I
arasinda da doku MDA agisindan anlamli fark izlendi, ancak bu gruptaki ratlarda

apopitozda anlamli azalma goriilmedi (p>0.05).
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Bu c¢alismada her iki grup arasinda incelenen dier parametreler ise cesitli
antioksidan diizeyleri idi. Antioksidan defans sisteminin Onemli bilesenleri olan
SOD, katalaz ve Glutatyon peroksidaz diizeyleri sham ve varikosel grubu rat testis
dokularinda ayr1 ayr incelendi. Her li¢ antioksidan ajanin da varikosel grubu ratlarda
anlamli olarak azaldig1 ortaya ¢ikti. Azalan antioksidan diizeylerinin izlendigi sol ve
sag testikiiler dokularin immiinohistokimyasal olarak incelenmesi ile bu grup ratlarda
artmig oranda apopitoz saptandi. Dolayisi ile apopitozdaki artmanin antioksidan
seviyelerindeki diisme ile ters iligki igerisinde oldugu ortaya ¢ikti. Hiicresel hasarda
onemli etkiler olugturan serbest oksijen radikalleri ile apopitoz arasindaki iliskinin
incelendigi  bir baska c¢aligmada, serbest radikallerin apopitotik degisiklikler
olusturduklar1 bulunmus ve artan glutatyon peroksidaz sayesinde bu etkinin biraz
azaltildig1 bulunmustur (43).

Caligmamizda varikosele sekonder gelisen her iki testisteki germ hiicre
kayiplarin1 Onlemedeki etkinligini arastirmak i¢in, son yillarda yaygin olarak
kullanilan bir antioksidan ajan olan melatonin segildi. Melatonin, pineal bezden
kéken alan endojen bir hormon olarak minimal yan etki ile pek ¢ok organ sisteminde
etki gosterir(29). Pek c¢ok farkli ¢aligmada melatonin uygulamasi ile toksik
stimiilanlarin olusturdugu hiicresel hasarlar 6nlenmistir. Renal iskemi-reperfiizyon
hasarinda, testikiiler torsiyondan korunmada, nefrotoksik ajanlarin meydana getirdigi
bobrek hasarini 6nlemede ve intestinal sistem gibi tirogenital alan disindaki farkl
sistemlerin korunmasinda da melatoninin oldukga gii¢lii antioksidan ¢6zelliklerinden
faydalanilmistir (29,38,44,57). Hem suda hem de yagda ¢6ziinme 6zelliginde olan ve
bu yolla viicutta bulunan kan-beyin, kan-testis gibi bariyerleri rahatlikla gegtigi i¢in

¢alismamizda melatonin antioksidan ajan olarak uygulanmistir. Melatonin hiicre
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kompartmanlarina rahathikla gegis gosterebildigi gibi hiicre niikleus diizeyinde de
etkili bir hormondur (38,53). Tan ve arkadaslari, melatoninin hidroksil radikalllerini
temizlemede giiclii antioksidanlar olan glutatyon ve mannitolden daha etkili
oldugunu bildirmisglerdir (72). Melatonin, direkt olarak antioksidan &6zellikler
gosterdigi gibi glutatyon peroksidaz enzimini de artirir(525). Doku hasarinin
biyokimyasal olarak incelenmesinde kullanilan ve lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olan MDA diizeylerinin de farkli dozlarda melatonin uygulamas: ile
diistiigii bildirilmistir(38). Degisen dozlarda melatonin etkinligini

aragtirmak amaci ile mide iskemi-reperfiizyon modelinde melatonin 5, 10 ve 20
mg/kg dozunda uygulanmis, benzer bir calismada Kazez ve arkadaslar intestinal
iskemi reperfiizyonda 10 ve 20 mg/kg gibi farkli dozlar kullanarak antioksidan
etkinligin belirlenmesini amaglamiglardir (38). Calismamizda melatonin 5 ve 10
mg/kg dozunda ratlara intraperitoneal olarak uyguland: ve doku diizeyinde MDA ve
antioksidan enzimlerden SOD, GSH-Px ve katalaz incelendi.

Caligma grubundaki grup III ve IV’deki ratlarin bilateral testis dokusu
incelemelerinde = MDA varikosel grubuna gore anlamli oranda azalirken, SOD,
GSH-Px ve katalaz diizeyinde ise anlamh artis belirlendi. Intestinal hasarin
olugturularak melatonin uygulanan bir ¢alijmada da yiliksek doz melatoninin doku
MDA diizeyini anlamli olarak azalttif1 bildirilmistir(38). Ancak, yalmzca Grup
IV’de her iki testiste doku MDA, SOD, GSH-Px ve katalaz diizeylerinin grup I'le
anlamli farklihk gostermedigi saptandi (p<0.05). Apopitoz incelemesinde, ¢alisma
grubundaki ratlarda yalnizca grup IV’de ve grup I arasinda anlamli farklihik
saptanmadi (p<0.05). Sonuglar, SOR’da olusacak artislarin engellenmesi ile

apopitozdaki artigin da Oniine gegilebilecegini gostermistir. Calismamizda,
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antioksidan enzimleri normale yakin oranda artiran melatonin dozu 10mg/kg olarak
bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, melatoninin artan doz protokolleri
ile antioksidan sistemi daha etkili kildigin1 ortaya koymustur. Bu da; literatiirde
belirtilen melatoninin genel 6zellikleri ile uyumlu bir bulgudur.

Calismada incelenen antioksidan enzim diizeylerinden sadece katalazin
degisiminde bir farklihk belirlendi. Incelenen tiim gruplarda antioksidan diizeyleri
sadece grup IV’deki ratlarda belirgin bir diisme gostermekte idi. Ancak, grup III
katalaz diizeyindeki azalma grup II’e oranla istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05).
Ancak artan katalaz diizeylerine ragmen grup I1I’deki rat testis dokusunda apopitoz
engellenemedi. Genel olarak incelendiginde, doku MDA diizeyleri ve doku
antioksidan diizeylerindeki diizelme yalmizca grup IV’de yeterli olmakta ve
varikosele sekonder gelisen apopitozu engelleyebilmektedir.

Erkek infertilitesinde hipospermatogeneze neden olan pek ¢ok farkli patoloji
mevcuttur. Bunlar arasinda kriptorsidizm, testikiiler 1s1 artis1 ya da hipotermi ve
varikosel o6nde gelen nedenler arasindadir (55,71). Apopitoz, normal spermatozoa
gelisiminde gerekli bir mekanizma olmasina ragmen farkl testikiiler patolojilerde
artar (36). Bunlar arasinda infertilite nedeni ile incelenen varikoselli hasta grubu da
bulunmaktadir (36,70). Varikosele bagli apopitoz gelisiminde testikiiler hasar, germ
hiicre kayb1 ve niikleer degisiklikler en sik saptanan patolojilerdir. Bu degisikliklerin
olusumunda ise son doénemlerde serbest oksijen radikalllerinin rolii oldugu
bildirilmistir (34).

Bu ¢aligmada doku diizeyinde varikosele sekonder olarak artan serbest oksijen
radikal diizeyi, antioksidan defans sistem bilesenlerin diizeyi incelenerek bunlarin

apopitozu artirmada ya da engellemedeki olasi etkileri incelendi. Caligmanin pek ¢ok
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yerinde de belirtildigi gibi varikosel olusturulan rat testis dokularinda doku MDA
artarken, doku antioksidanlar1 olarak ol¢iilen SOD, GSH-Px ve katalazda anlaml
dustisler saptandi. Antioksidan olarak melatoninin 10 mg/kg dozunda verildigi grupta
ise hem ipsilateral hem de kontralateral testikiiler dokuda apopitozu engellemede
rolii olan Bcl-2 gen grubunda artis saptandi ve antioksidan diizeyleri de anlamli
olarak artt1. Bu ¢alismada elde edilen verilerle varikosel olan olgularda apopitozun
da artt1f1 ve bunun serbest oksijen radikallleri yolu ile gergeklestigi sonucuna varildi.
Ote yandan giiglii bir antioksidan ajan olan melatonin uygulamas: ile de varikoselli
olgularda her iki testiste de korunma saglandifi, apopitozun engellendigi ve
spermatogenetik aktivitede belirgin azalmanin dniine geqildigi‘ goriildu.

Sonug olarak, varikosele sekonder gelisen apopitozda hipospermatogenezden
kacinmak icin uygulanan melatoninin artan dozlarda bilateral testikiiler doku
diizeyinde etkili oldugu ve bu uygulamamn apopitozu engelleyerek varikosel
patofizyolojisinin daha 1iyi anlasilmasinda ve uygun tedavi modelleri

gelistirilmesinde yararli olacag1 sonucuna varildi.
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