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OZET

Sicanlarda Deneysel Varikosel Modelinde D vitamininin Etkisinin
Incelenmesi

Varikosel erkek infertilitesinin en yaygin sebeplerinden biridir. Varikosel,
spermatik kord i¢indeki pampiniform pleksus venlerinin anormal dilatasyonudur. Erigkin
erkek niifusunun yaklasik olarak %20 'sinde goriilen ve erkek infertilitesinin belirlenen en
yogun nedenlerinden birisidir. Varikoselin fizyopatolojisi tizerine D vitaminin etkisini
gozlemlemek i¢in histopatolojik, biyokimyasal ve gen ekspresyon analizlerini
gergeklestirdik.

Calismamizda 30 adet Wistar Albino tipi eriskin erkek sican kullanildi. Her grupta
10 adet hayvan olacak sekilde 3 grup olusturuldu. 1. grup sham, deney hayvaninin sadece
batin agilarak varikosel modeli olusturulmadan tekrar kapatildi. 2. grup varikosel grubu
deneysel varikosel modeli olusturuldu. 3. grup ise tedavi grubu, deneysel olarak varikosel
modeli olusturulduktan sonra 4 hafta boyunca her giin 500 1.U/kg intramuskiiler olarak D
vitamini verildi. Calisma sonunda histopatolojik analizler ve TRPM gen ekspresyon
diizeyleri i¢in testis drnekleri ve biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnekleri alindi.

Aliman testis dokular1 histopatolojik olarak 151tk mikroskobu ile testislerde
meydana gelen degisiklikler belirlendi. Histopatolojik inceleme Johnsen Skorlamasina (JS)
gore degerlendirildi. Varikosel grubunun, sham grubuna gore testis dokusundaki tiibiillerde
bir bozulma gozlemlendi. Tedavi grubunda gbzlemlenen testis tiibiillerinin sham grubuna
yakin bir deger saptandi. Alinan kan Orneklerinden elde edilen veriler ile varikosel
grubunun sham ve tedavi grubuna oranla total antioksidan seviyesi (TAS) diizeyinde
anlaml bir azalma saptandi. Tedavi grubunun TAS seviyesinde bir deger artis1 saptandi.
Varikosel grubunun diger gruplara gore total oksidan seviyesi (TOS) diizeyinde anlamli
diizeyde bir artis gézlemlendi. Gen ekspresyon seviyesinde varikosel grubundaki TRPM
diizeylerinin anlamli decede arttigi gézlemlenirken tedavi grubunda ise artan ekspresyon
seviyesi tizerine bir etkisinin olmadigi belirlendi. D vit TRPM ailesi ile olan iligkisi
kapsamli bir sekilde incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Varikosel, D vitamini, TRPM kanallar1
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Vitamin D in Experimental Varicocele
Model in Rats

One of the most common problems of male infertility is varicocele. Varicocele is
abnormal dilatation of pampiniform plexus veins in the spermatic cord. It has been seen in
approximately 20% of adult male population and is one of the most specified problems of
male infertility We performed histopathological, biochemical and gene expression analyzes
to observe the effect in the physiopathology of vitamin D varicocele.

In this research, 30 adult male Wistar Albino rats are used. The rats are divided into
3 groups of 10 rats. The first group sham, experimental animals have been planned to be
opened only in abdomen and closed before the varicocele model was formed. The second
varicocele group, i.e the patient group has been planned to form experimental varicocele
model. The third group, the treatment group have been planned to be given Vitamin D ( D
vit.) as 500 I.U/kg intramuscular per day during 4 weeks after experimental varicocele
model is formed. At the end of study the testicle samples were taken for histopathological
analysis, TRPM gene expressions and blood samples were taken for biochemical analysis.

Received the testis and the changes in testis have been observed histopathologically
with help of a light microscope. The histopatgological examination has been evaluted
according to Jhonsen Score (JS). There has been observed deterioration in tubules of testis
tissue of varicocele group compared to sham group. Seminifer testicle tubules of
experimental group has been determined as an approximate value to sham group. A
significant decrease has been observed in the level of Total Antioxidan Status (TAS) of
varicocele group compared sham and experimental groups. A significant increase in the
level of Total Oxidant Status (TOS) of the varicocele group compared to the other groups
was observed. While TRPM level of vaircocele group has been observed to increase
significantly in gen expiression levely there hasn’t been seen any decrease in expression
level of experimental group. D vit. We think that the relationship with the TRPM family
should be studied extensively.

Key words: Varicocele, Vitamin D, TRPM channels
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1.GIRIS

Varikosel, skrotum igerisinde bulunan ve pampiniform pleksusu olusturan
spermatik venlerin dilatasyonu olarak tanimlanmaktadir. Erkeklerde infertilitenin olusumuna
neden olan durumlar arasinda gosterilmektedir (Fretz PC ve Sandlow JI 2002). Varikosel ile
iliskili olan infertilitenin cerrahi endikasyonlarla diizeltilebilir bir durum oldugu
belirtilmektedir (Noske ve ark. 1999). Varikosel, erkek eriskin popiilasyonunun yaklasik
olarak %15-22sini kapsamaktadir. infertilite sebebiyeti ile kliniklere basvuran kisilerin
yaklasik olarak %30-40’inda varikosel goriildiigii tespit edilmistir (Ikeda ve ark. 1999).
Varikosel sonucunda olusan bozuk spermatogenez ile ilgili farkli teorilerden bahsedilmektedir.
Yapilan bazi arastirmalar varikoselin germ hiicre apopitozisine sebebiyet verdigini ve bundan
dolayr artan germ hiicre apopitozunun, sperm konsantrasyonunu indirgeyerek infertilite
olusumuna sebebiyet verdigi ifade edilmistir (Bargawi ve ark. 2004). Varikosel olusumuna
neden olan teoriler arasinda testikiiler kan akimi, testis-interstisyel siv1 iliskisi, hipertermi,
vendz basing, renal-adrenal reflii, hormonal disfonksiyon, otoimmunite, akrozom
reaksiyonu, oksidatif stres ve apoptozis gosterilmektedir (Varikosel 2004). Varikoselin
fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmakla beraber vaskiiler fizyopatolojiyi
anlamak i¢in birgok deneysel calismalar uygulanmistir. Varikosel, oksidatif stres ile
iliskilendirildiginde serbest radikallerin artmasi ile birlikte testislerde hasarlanma meydana
savunulmaktadir (Ikeda ve ark. 1999).

D Vitamini (D Vit.) hem hayvansal hem de bitkisel kaynakli steroid yapili bir
molekiildiir. Antiinflamatuar ve immiin diizenleyici bir 6zellige sahip oldugu
vurgulanmigtir (Hlavaty ve ark. 2015). D, vitamini (Ergokalsiferol) ve Ds vitamini
(kolekalsiferol) olarak iki formu mevcuttur. D, formu daha cok mayalar tarafindan
tiretilmekte ve genellikle besinlere katilmaktadir. D3 formu, D, formundan kimyasal olarak
farkl1 bir yapiya sahiptir. D vit.”in hem D, hemde D3 formu, besin agisindan yiiksek degere
sahip gidalarda bulunmaktadir. D3 formunun D, formundan daha gii¢lii ve kararli bir
yapiya sahiptir (Houghton ve ark. 2006). D vit. baz1 biyolojik islevlerini Vitamin D
Reseptorii (VDR) araciligr ile yapmaktadir. VDR, insan doku ve hiicrelerinde yaygin olarak
bulundugu ifade edilmektedir (Bouillon ve ark. 2008). VDR'nin genellikle kalsiyum
diizenleyici dokularda, bagirsaklarda, iskelet sisteminde, paratroid bezlerinde, ovaryum, uterus,

plasenta, testis gibi iireme organlarinda mevcut oldugundan bahsedilmektedir (Ozbey ve ark.



2012). VDR’nin varlig1 yapilan ¢alismalar neticesinde gozlemlenmis ve dolayisi ile sadece
kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda degil bir¢ok dokuda da D vit. etkisinin oldugu ifade
edilmistir (Kursh 2011).

Transient Reseptor Potential (TRP) katyon kanallar1, voltaja duyarli katyon kanali
olarak tanimlanmaktadir. TRP kanallari dogrudan plazma zarlaridaki Ca*? giris kanallari
gibi rol iistlendigini ya da Ca*? giris kanallarnin modiilasyonu degistiren sitozolik serbest
Ca'? kanallarinin degisiminde rol aldigi ifade edilmistir (Mobasheri ve Barrett-Jolley
2011). TRP kanallari, TRPC (canonical), TRPM ( melastatin), TRPV (vanilloid), TRPA
(anrin zengin protein), TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin), TRPN (nompc) olarak yedi
alt gruptan olusmaktadir (Montell ve ark. 2002, Moran ve ark. 2004). TRPM alt grup
tiyelerinin biyofiziksel ve fizyolojik 6zellikleri oldukga birbirinden farkli 8 iyesinin oldugu
ifade edilmistir. TRPM1-3, TRPM6-7, TRPM4-5, TRPM?2 ve 8 seklinde 4 major gruptan
olusmaktadir (Pan et al. 2011). TRPM grubunda benzer bir aminoasit diziliminin
goriildigi ifade edilmistir (Naziroglu 2011). TRPM kanalinin son grubunda yer alan
TRPM2 kanali adenozin di fosfat-riboz (ADPR) 6zellikle oksidatif stres iiriinleriyle aktif
oldugu bildirilmektedir (Ozgiil ve Naziroglu 2010). TRPM2 kanallar1 genelde beyin olmak
lizere testis, dalak, karaciger gibi bircok doku ve hiicrelerde bulunmaktadir (Hecquet ve
Malik 2009). Ozellikle oksidatif stres iiriiniiyle aktif hale gecmesi TRPM2-8 kanalinin
Onemini ve iizerine yapilan ¢aligmalart artirmistir (Nilius ve ark. 2007).

Bu bilgiler 1s1ginda D vit.’in deneysel varikosel modelinde testislerde meydana

gelen patolojik durum {izerine roliinii arastirmay1 planladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis
2.1.1. Anatomi

Testisler embriyolojik olarak abdominal kavitenin posterior duvarindan koken
almaktadir. Funiculus spermaticus araciligiyla asili duran ve birbirlerinden ayri bir ¢ift
organdir. IKi yandan basik oval bir goriiniimdeki testisler ortalama olarak 4,5-5 cm
uzunlugunda 3-3,5 cm genisliginde ve 2,5-2,9 cm kalinliginda bir yapiya sahiptir.
Genellikle sol testis, sag testise oranla biraz daha asagida oldugunu ve 10-13 gr agirliginda
bir yapiya sahip oldugu ifade edilmistir. Tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica
vasculosa olarak ii¢ fasia tabakadan olustugu belirtilmektedir. Tunica vaginalis testis,
fascia spermatica internanin i¢ yiizlinli ve testisin ise en dig yiizlinli saran serdz bir zardir
(peritoneum). Testisi Orten kismina lamina visceralis (epiorchium), fascia spermatica
internaya yapisan kismina ise lamina parietalis (periorchium) adi verilmektedir. Tunica

vaginalis ince bir bag dokusundan olusmaktadir. (Shi ve ark. 2009).

duktus deferens epididimis duktuli efferentes

seminifer tabal

epididimis % . e * &2 scptum

tunika
albuginea

mediastinum testis
rete testis

tunika
vaginalis

tubuli rekti
epididimis

Sekil 2.1. Testisin anatomik goriintiisii ve genital kanallar(neu.surgicaloncology.de)



Tunica albuginea, testisi saran a¢ik mavimsi bir yapiya sahip kalin bir bag
dokusundan olugmaktadir. Tunica albuginea, yapisal olarak kollajen lifler igermektedir.
Yapisinda diiz kas lifleri bulunduran ve elastiki 6zelligi olmayan bir yapidir. Lifler,
arterlere egik bir sekilde gegtiginden dolayr kasilma ve gevseme durumunda testisin kan
dolagimina etki yapmaktadir. (Armct ve Elhan 1997).

Testisin beslenmesi ile drenaji tek bir artere ve vene bagli olmayip, birden fazla
arter ve venlerin birlesmesi sonucunda olustugu bildirilmektedir. Testisin kanlanmasinin
bliylik bir ¢ogunlugu internal spermatik (testikiiler) arter tarafindan saglanmaktadir.
Spermatik artere ek olarak vazal (Deferensiyel) ve kreamasterik (Eksternal) arterler
kanlanmaya yardimeci oldugu ifade edilmistir. internal spermatik arter anatomik olarak
renal arterin hemen altinda, abdominal aorta’dan ¢ikmakta ve spermatik venden gegerek
testise ulagsmaktadir. Testisin arka tarafindan her bir ven birleserek pampiniform pleksusu
meydana getirmektedir. Pampiniform pleksus ile epididim, kremasterik pleksus ve vazal
ven sistemi arasinda anastomozlar bulunmaktadir. Anastomozlardan dolay: testikiiler ven
grubunun ligasyonundan sonra testisten vendz doniis igin Kollateral yolun saglandigi
bildirilmektedir (Hendry ve ark. 1973).

2.1.2. Histoloji
Gelisimsel olarak testisler periton zarinin arkasindan baslamakta ve testikiiler
kordonlarin ug kisimlarinda asili bir sekilde durmaktadir. Tunica vajinalis, ser6z bir yapiya
sahip olup mediastinum testisini olusturan tunica albugineayr sarmaktadir. Tunica
albuginea, kalin bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil seklindedir (Shafik ve ark. 1990).
Tunica albuginea ile baglantili olan fibroz septalar testisin derinlerine dogru giderek bezi
testiskiiler lobiiller olarak bilinen yaklagik 250 piramidal kisma ayirmaktadir. Lobiiller,
gevsek bir bag dokusuyla ortiilii ve bag dokusunda ¢okca kan damarlari, lenf damarlar1 ve
leydig hiicreleri bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller spermatozoa iiretiminden sorumlu
oldugunu ve leydig hiicrelerinin ise spermatik androjenleri salgilamaktadir (Gartner ve
Hiatt 2006).
Testisteki tiibiiller yaklagik olarak 250 metre uzunlugunda, baslangigta kor uglu ve
kivriml bir sekle sahiptir. Seminifer tiibiil epiteli, sertoli hiicreleri yani destek hiicreleri ile
spermatogenik seri hiicreleri olarak bilinen iki tip hiicreden olusmaktadir. Tiibiiller, tiibiili

rekti ismiyle kisa segmentler seklinde devam etmektedir. Tiibiiller ya kor bir sekilde



sonlanmakta veya dallara ayrilmaktadir. Rete testis kanallar1 birleserek, tahmini 11-20
duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina tutunmaktadir (Ross ve Pawlina 2006).
Epididim bas, gévde ve kuyruk olmak iizere {i¢ boliime ayrilmaktadir. Epididim
uzun boliimii olan gévde kismi, testisin arka boliimiinde bulunur ve testisin alt tarafinda
duktus deferense doniisiimii saglanir. Epididimlerin asil islevi spermatozoalarin depolanma

ve hareket yetenegi kazandig1 bolimdiir (Gartner ve Hiatt 2006).

2.1.3. Fizyoloji

Erkek iireme islevi hipotalamus, hipofiz ve testisler olmak {izere {i¢ organ
araciligiyla diizenlenmektedir. Hipofiz, lireme sisteminde gerekli olan folikiil uyarici
hormon (FSH) ve liiteizan hormon (LH), adrenokortikotropik hormon (ACTH), prolaktin,
biiylime hormonu ve tiroid uyarict hormon (TSH) salgilanmaktadir. Endokrin etmenler
spermatogenezde onemli bir etkiye sahiptir ve bu etki hipofizin FSH ve LH hormonlarinin
spermatik hiicreler iistiindeki etkilerine bagli oldugu gosterilmektedir. Testosteron salgisi,
LH hormonuna bagli ve seminifer tiibiil ¢gevresinde yogun bir sekilde bulunmaktadir. LH,
ara ara belli periyotlar seklinde salgilarin1 gergeklestirdigi bildirilmektedir. Prolaktin ve
LH, leydig hiicreleri tizerinde dogrudan etki yaratarak testosteron salgisi iizerinde bir
etkiye sahiptir. FSH, sertoli hiicrelerinde etki meydana getirerek adenilat siklaz yapimini
uyarmakta ve spermatogenezde esas diizenleyici gorevi iistlendigi bildirilmektedir.

Yaklagik olarak testislerin sicakligi 35°C oldugu bildirilmektedir. Belirtilen sicaklik
spermatogenez igin 6nemli olup regiilasyon birka¢c mekanizma ile kontrolii saglanmaktadir.
Pampiniform pleksus testikiiler arterin etrafin1 sarmakta ve sicakligin devamliligi i¢in
onemli olan zit akimi sagladig: bildirilmektedir. Testislerin sahip oldugu sicakligin altina
diistiigii durumlarda, spermatik kordondaki eksternal kasinin ve skrotum kesesinin dartos
kas1 kasilip ve bu kasilmadan dolayr sicakligi artirmak igin testisleri karin bosluguna

cekerek 1s1 diizenlemesini ayarlayan bir mekanizma olarak gosterilmektedir (Friberg 1984).

2.2. Varikosel

Varikosel, skrotum igerisinde bulunan ve pampiniform pleksusu olusturan
spermatik venlerin dilatasyonu olarak tanimlanmaktadir. Erkeklerde infertilitenin olusumuna
neden olan durumlar arasinda gosterilmektedir. Varikosel ile ilgili bir¢ok teori olmasina

ragmen fizyopatolojisi tam anlamiyla aydinlatilamamis bir durum olarak belirtilmektedir



(Noske ve Weidner 1999). Adolesan yaslarda goriilen erkek infertilitesinde rastlanan
sebepleri arasinda sayilmakta ve erkek infertilitesinin cerrahi olarak diizeltilebilen bir

durum olarak belirtilmektedir. (Nieschlag ve ark. 1995).

2.3. Epidemiyoloji

Varikosel, ilk olarak 1843’de Curling tarafindan pampiniform pleksus i¢indeki
testikiiler venlerin anormal dilatasyonu tanimlanmaktadir (Arian ve ark. 2009). Varikosel,
erkek erigkin popiilasyonun %15-22’sini etkileyen patolojik bir durum olarak
gosterilmektedir. Infertilite nedeniyle kliniklere bagvuranlarin yaklasik olarak — %30-
40’mda varikosel goriildiigii ifade edilmistir. Infertil erkeklerde anormal semen analizi
degerlendirilmesinde yaklasik olarak %25’inde varikosel tespit edilmistir (Nieschlag ve
ark. 1995).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) tarafindan degerlendirilen kayitlarda, anormal
semen parametrelere sahip olan erkeklerde %25.4, normal semen parametrelere sahip
erkeklerde ise yaklasik olarak %11,7’sinde varikosel goriildiigii bildirilmektedir (Who
1992). Sekonder infertilite sebebiyle basvurulan olgularda, varikoselin goriilme sikligi
yaklagik olarak %69-81 oranina ulastigi ifade edilmektedir (Gorelick ve Goldstein
1993,Witt ve Lipshultz 1993, Sypol ve ark 1981). Bunu takiben, varikosel bulunan
olgularin %80’inde infertilitenin olustugu bildirilmektedir (Oster 1973).

Varikosel yayginligmin 10-14 yas gruplarinin arasinda arttigim1 ortaya koyan
calismalar bulunmakla birlikte, Akbay ve ark. 2-19 yas arasi 4052 ¢ocuk {lizerinde
gerceklestirdikleri prevalans ¢aligmasinda, hastaligin erken yaslarda da ortaya ¢ikacagini
gostermektedir (Akbay ve ark. 2000). Akbay ve ark. yaptig1 calismaya gore; 2-6 yas
arasindaki ¢ocuklarda % 0.79, 7-10 yaslar1 arasindaki ¢cocuklarda ise % 0.96, 11-14 yaslar
arasindakilerde ise % 7.8, 15-19 yaslart arasinda% 14.1 oraninda varikosel tespit
edilmistir. Caligmanin sonucuna gore varikoselin 2-10 yas gruplar1 arasindaki prevalan %
0.92 iken, 11-19 yas grup arasindaki prevalan % 11 diizeyinde oldugu belirtilmistir (Akbay
ve ak. 2000). Erkeklerin birinci derece yakin akrabaliklarinda varikosel goriilme sikligi
yaklasik olarak % 53 gibi gosterilirken, irklara gore siklik farki belirtilmemistir (Lipschultz
ve Corriere 1977). Varikosel, sol tarafta %80-90 oraninda iken %1-7 olarak sag tarafta ve
%2-20 oraninda bilateral olarak goriildiigii ifade edilmistir (Basaklar 2006). Sag tarafta

goriilen varikosel situs inversus veya sag internal spermatik venin kompresyonuna veya



obstriiksiyonuna bagli olarak gelistigi bildirilmektedir (Kass Ej ve Belman AB. 1997). Sol

tarafta varikoselin sik goriilmesinde ¢esitli anatomik faktorler rol oynadigi ifade edilmistir.

2.4. Etiyoloji
Varikosel etiyolojisinin karmagsik ve tartismali olmasina ragmen giiniimiizde kabul

goren teorileri bulunmaktadir (Naughton ve ark. 2001).

Anatomik degiskenlikler

Dogumsal ve/veya edinsel valv disfonksiyonuna ikincil gelisen venoz reflii

Venoz obstriiksiyon gibi teoriler ileri stiriilmektedir.
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Sekil 2.2. Internal spermatik ven anatomisi (2001, John Yesko.)

2.4.1. Anatomik degisiklikler

Sol internal spermatik ven sol renal vene dik bir agiyla drene olurken sagda dar bir
ac1 ile vena kava inferiora drene olmaktadir. Genelde internal spermatik ven, solda saga
oranla 8-10 cm daha uzun oldugu bildirilmektedir. Anatomideki bu farkliliklar, sol tarafta
hidrostatik basing artisina sebep olmakta ve sonug olarak pampiniform pleksusa iletilen
basing venlerde dilatasyona ve tortuoziteye neden oldugu bildirilmektedir (Grillo 1979).



2.4.2. Venoz kanin refliisii ile sonu¢lanan kompetan venéz valvlerin olmayisi

Varikoselli erkeklerde yapilan anatomik diseksiyon ¢alismalarinda, sol renal ven ve
internal spermatik ven birlesim diizeyinde valv bulunmamaktadir (Kohler 1967). Ayrica,
retrograd venografik c¢alismalarla valvlerin bulunmadigi ya da yetersiz oldugu
belirtilmektedir. (Ahlberg ve ark. 1966, Comhaire ve ark. 1981). Yapilan bir ¢alismada,
varikoseli olan 659 erkegin venografik paternleri incelendiginde % 73'linde vendz valvlerin
olmayis1 saptanmistir (Braedel ve ark. 1994). Yeterli valv sistemine sahip olan hastalarda,
% 26.2 oraninda varikosel goriildiigii tespit edilmistir. Bazilarina gére valvlerin eksikligi
varikoselin gelismesine katki sagladig ifade edilmistir, ancak altta yatan gegek bir neden
olarak gosterilmemektedir (Shafik ve ark. 1990).

2.4.3. Nutcracker fenomeni

Sol gonadal vendz sistemde hidrostatik basing artisina neden olan mekanizma
olarak tanimlanmaktadir. Nutcracker diger bir ifadeyle findikkiran fenomeni olarak da
adlandirilmaktadir. Sol renal venin, aorta ile superior mezenterik arter arasina baski
sonucunda sol testikiiler vende kismi obstruksiyon ve staz meydana gelmektedir. Bu
duruma ‘Nutcracker fenomeni’’ olarak adlandirilmaktadir.
iki tipe ayrilir.
1) Klasik tip (proksimal tip): Aortun anteriorunda ve superiormezenterik arterin
posteriorunda seyreden sol renal venin kompresyona ugramasi seklinde gosterilmektedir
(insidans:% 0.7).
2) Distal tip: Sol ana iliak arterin sol iliak vene kompresyonu ile meydana gelmektedir
(insidans: % 0.5) (Braedel ve ark. 1994). Varikosel gelisiminde embriyonik faktorlerin rol
oynadig1 da ifade edilmektedir. Embriyonik gelisim sirasinda sol taraftaki vaskiiler yapilar
sag taraftakilere oranla daha elastiki dokuya sahip oldugu gosterilip, sag ve sol drene
olmasindaki bu anatomik farklilik, sol tarafin, sag tarafa oranla daha zayif drene olmasina
ve embriyogenez sirasinda kollateral venlerin agik kalmasina neden oldugu ve yiiksek
oranda vendz anomaliye sebeb oldugu belirtilmektedir (Wishahi 1991). Situs inversusta
varikoselin sadece sagda goriilmesi embriyolojik olayr desteklemektedir (.Hargreave
1995).



2.5. Fizyopatoloji

Varikoselin insanlarda gelisen ve zamanla artarak testis {izerinde hasara yol
acmaktadir (Salama ve ark. 2003). Testikiiler kan akimi, testis-interstisyel sivi iliskisi,
hipertermi, vendz basing renal-adrenal reflii, hormonal disfonksiyon, otoimmiinite,
akrozom reaksiyonu, oksidatif stres ve apopitoz varikosel fizyopatolojisinde olumsuz

etkilerine neden olan teoriler arasinda gosterilmektedir(Sigman ve Howards 1997).

2.5.1. Testikiiler Kan Akimi

Varikosel, fizyopatolojisini aydinlatmak i¢in pek ¢ok ¢alismalar bulunmaktadir.
Vaskiiler kan akimi ve internal spermatik 1s1 artisindan dolayr fosforilaz aktivitesi ve
metabolizmasindaki artisa neden olan durumdur. (Francis ve Mark 1998). Teoriyi
aydinlatmak amaciyla yapilan deneysel ¢aligmalar bulunmaktadir. Turner ve ark. (1993)
tek tarafli varikosel varliginda her iki testiste kan akimi artisin1 gostermektedir, Green ve
ark. (1984) yaptiklar1 ¢alismada, eriskin ratlarda ayni bulgular1 saptayan ve
varikoselektomiyi izleyen kisa ve uzun donemlerde kan akiminin normale dondiigiinii
gostermektedir Tek tarafli patolojinin, nigin iki tarafli etki yaptigi tam olarak
bilinmemesine ragmen, noral ya da hormonal faktorlerin rol oynadig: ifade edilmektedir.
Ancak, Hurt ve ark. (1986) yaptiklari ¢alismada, sol varikosel varliginda sol testisin
c¢ikarilmasina ragmen sagdaki kan akiminin halen yiiksek olmasinin, hormonal sinyallerle
aciklanamayacagin ifade etmektedir.

Yukaridaki verilere karsit olarak, Li ve ark. (1999) yaptig1 ¢alismada, sol renal
venin parsiyel ligasyonuyla olusturduklar1 deneysel varikosel modelinde kan akiminin
azaldig1 gosterilmektedir. Elde edilen farkli sonuglarin, olusturulan modelin siiresine bagl

farkliliklarin neden oldugu disiiniilmektedir.. (Grasso ve ark. 1997).

2.5.2. Testis-Interstisyel Siv1 Tliskisi

Testikiiler interstisyel s1vi spermatik hiicreler, dolasimdaki hormonsal etkilesimi ve
hiicreler arasindaki isleyisi diizenledigi ifade edilmektedir. Varikosele bagli olarak gelisen
internal spermatik vende artan hidrostatik basing, testikiiler kapiller ve wvaskiiler
gecirgenlikte meydana gelen degisikliklerden dolay: testikiiler interstisyel sivi olusumu
esnasinda degisikligin meydana geldigi bildirilmektedir (Sharpe 1984). Yapilan deneysel

bir calismada, olusturulan varikosel modeli olusumundan 30 giin sonrasinda testis



icerisinde olusan interstisyel sivi olusumunda bir artis oldugu gosterilmistir (Turner ve
Miller 1996).

Seminifer tiibiil ve interstisyel dokudaki hiicreleri kusatan bu sivi, testis ve testis
vaskiilaritesi ile baglantili oldugu belirtilmistir. Testikiiler interstisyel sivinin meydana
gelmesini kontrol eden faktorler ve ortaya ¢ikan degisiklikler, testis islevinde énemli bir
gorev aldigi ifade edilmektedir. Gosterilen faktorler arasinda, testis kapillerlerinin vaskiiler
gecirgenligi olabilicegi bildirilmektedir (Kerdirci ve Miroglu 2004).

Salama ve ark. (2003) yaptig1 ¢alismada, varikosel olusturulan ratlarda kontrol
grubuna oranla anlamli oranda fazla polimorfo niikleer hiicre birikiminin oldugu
belirtmigler. Birikimin sol tarafta, saga oranla daha fazla oranda meydana geldigi
bildirmisler. Venoz hidrostatik basing artis1 ile meydana gelen vaskiiler gegirgenlige ikincil

O6deme bagli olarak meydana geldigi ifade edilmistir.

2.5.3. Hipertermi

Varikosele ikincil olarak gelisen testikiiler islev degisikliginde kabul gérmiis en
yaygin mekanizmalar arasinda gosterilmektedir. Skrotal sicakligi 2 termoregiilator sistem
diizenlemektedir:

1- Skrotumun kendisi: Ince subkutan yag dokusu bu bélgede bulunmadigindan, dartos kasi
tarafindan kontrol edilen ylizey alan1 degisken olarak kaldigi gosterilmektedir.

2- Countercurrent ( zit akim) 1s1 sistemi: Ik olarak 1959'da tanimi yapilmustir (Dahl ve
Hendrick 1959). Skrotum igerisinde bulunan pampiniform pleksusu olusturan, arteriyel ve
vendz kan arasindaki zit akiminin 1s1 degisimini sagladigi bildirilmektedir. Testise girecek
olan arteriyel kan sogutulmakta ve testisin diislik 1s1s1 saglanmaktadir. Testis igerisine giren
spermatik arter kan 1sisinin, testisten ¢ikan ve pampiniform pleksusu meydana getiren
venoz kan tarafindan sogutuldugu gosterilmistir. (Mieusset ve Bujan 1995). Varikoselin bu
mekanizmay: hasara ugrattigi diistiniilmektedir. Varikosel ve intratestikiiler arasindaki
artan 1s1 iliskisi ilk olarak 1971'de gosterilmis ve tek tarafli lezyonun ¢ift tarafli etki
meydana getirdigi bildirilmektedir (Zorgniotli ve Macleond 1973). Dijital taginabilir kiigiik
bir veri kaydedici araciligiyla skrotal sicakligin 24 saat araliksiz kaydettigi bir ¢aligmada,
varikoselli infertil erkeklerin skrotal sicakligin fertilli erkeklere kiyaslandiginda ¢ok az bir
oranla yiiksek oldugu ileri siiriilmistiir ( Sigman ve Howards 1997). Alinan bu verilere

karsit olarak, varikoseli olan ve olmayan infertil erkeklerde, skrotal sicakligin arasinda fark
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olmadigim1 gosteren ¢aligmalarda bulunmaktadir (Lund ve Nielsen 1997). Artan
intratestikiiler 1sinin spermatogenezi tam olarak nasil hangi mekanizma ile bozdugu tam
anlamiyla ifade edilememistir. Seminifer tiibiil ve/veya leydig hiicre diizeyinde niikleer
DNA ve RNA baglayici proteinlerde dogrudan termal hasar sonucu spermatogenez iizerine
bir etkisi oldugu diistiniilmektedir (Fujisawa ve ark. 1989). Sertoli ve leydig hiicreler
salimmadigina gore hiicrelerde gergeklesen salinimin kisa bir siire i¢erisinde fonksiyonunun
bozulmadig diistiniilmektedir (Nishiyama ve ark. 1998). Olas1 baska bir diger mekanizma,
polimeraz DNA aktivitesinin azalmasi olarak gosterilmektedir. Varikosel ve skrotal
hipertermi arasindaki iliski dogrudan tartisma varmis gibi sdylense de hem insan modelleri
hem de hayvan modellerinde olusturulan varikosel varliginda intratestikiiler sicakligin
arttigr acgik bir sekilde gosterilmektedir. Bunu destekleyen en 6nemli bulgu, varikoselin
tamirati sonrasinda intratestikiiler sicakligin tekrar normal hale gelmesi seklinde ifade
edilmektedir (Kendirci ve Miroglu 2004).

2.5.4. Venoz Basing

Varikosel ve vendz basing arasindaki degisiklikler ve iliskiSi uzun bir zamandir
arastirilmaktadir. Fizyopatolojik mekanizmasini anlamak i¢in bir¢ok c¢aba harcanmistir.
Artmis olan vendz basincin, intratestikiiler onkotik ve hidrostatik basinglarda degisiklige
neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Bazi 6nemli hormonlar igin parakrin ve tasinma
ortamini degistirdigini ve ayrica mikrovaskiiler sivi degisimini de bozdugu ifade
edilmektedir. Prekapiller vazokonstriiksiyon testisin beslenmesi {izerine negatif bir etki
gosterdiginden dolay1, spermatogenezde olumsuz sonuglar meydana getirdigi ifade
edilmistir (Hsu ve ark. 1995). 60 olgu iizerinde yapilan varikoselektomi caligmasinda,
olgularin % 88’inde cerrahi miidahale sonrasinda vendz basicin degerlerinde bir azalma
oldugu gosterilmektedir (Shafik 1983). Ayrica varikosel onarimi ile vendz basingta bir
azalma saglanan olgularda, saglanmayanlara oranla sperm motilitesinde daha fazla bir
diizelme meydana geldigi ifade edilmistir. Hamsterin testisinde subkapsiiler yiizeyinde
bulunan mikro damarlardaki intravaskiiler basinglarin direk Ol¢limii, testikiiler kapiller

basincin ¢ok diisiik oldugunu ve vaskiiler agin arteryel komponenti tarafinca diizenlendigi
bildirilmektedir. (Hsu ve ark. 1994).
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2.5.5. Renal-Adrenal Reflii

Varikoselli kisiler yaklasik olarak %50 ‘sinde sol spermatik vende retrograd akim
oldugu bildirilmektedir (Coolsaet BLRA 1980). Varikoselli hastalarda bobrek, adrenal
katekolaminler, prostoglandin E ve F gibi metabolitlerin yiiksek konsantrasyon refliisiine
neden olmaktadir. Varikosel testikiiler geri akimin oldugu venlerden alinan kandaki
katekolamin diizeyi, periferik venden alinan kana goére kiyaslandiginda 3 kat fazla
bulunurken, kontrol grubunda 1,5 kat fazla oldugu gosterilmistir (Comhaire ve Vermeulen
1974). Venlerde artmis olan katekolamin, 1s1 degisim sistemi araciligiyla pampiniform
pleksus diizeyinde testikiiler arterlere gegerek arterlerdeki noradrenalin seviyesinde artis
meydana getirmektedir. Ayrica arteriyollerde olusan vazokonstriksiyon testikuler

hipoksiye katki sagladig1 diistiniilmektedir (Turek ve ark. 1995).

2.5.6. Hormonal Disfonksiyon

Varikoselli infertil olgularda, serum testesteron konsantrasyonunda bir azalmanin
meydana geldigi ve varikoselin leydig hiicre fonksiyonu bozdugunu ve buna bagli olarak
testosteron iiretimi iizerinde bir azalmaya neden oldugu iddialarina yol agmistir (Turner ve
Lopez 1990).

WHO’nun varikoselin hormon parametreler {izerine etkisinin degerlendirdigi
kapsamli bir arastirmada, varikoselli 30 yas {izerindeki erkeklerin, 30 yas altindaki
erkeklere oranla serum serbest testesteron seviyesinde anlamli bir sekilde diisiik oldugu
gosterilmistir (WHO 1992). Varikoselli hastalardaki FSH, LH, testesteron ve Ostradial

hormon diizeylerinin normal sinirlar igerisinde kalmaktadir (Swerdloff ve Walsh 1975).

2.5.7. Otoimmiinite

Antisperm antikor (ASA) iretimi testis-kan bariyerindeki bozulma ile birlikte
tetikleyici bir gorevi oldugu kanisi lizerine yogunlasilmaktadir.

Etyolojiler arasindaki; testis torsiyonu, duktal obstriiksiiyon, epididimit, prostatit
ve testis travmasinin yaninda ayrica varikoselinde bulundugu gosterilmektedir (Jarrow ve
Sanzone 1992). Yapilan deneysel varikosel modelinde, sham ve opere olmamis deney
hayvanlarina oranla varikosel olusturulan deney hayvanlarinda yiiksek bir oranda ASA

birikiminin oldugu gosterilmistir. Fakat varikoselin hangi mekanizma ile testis-kan
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bariyerini bozmadan nasil ASA’lar1 uyardigi tam anlamiyla bilinmemektedir (Turner ve
ark. 1987).

2.5.8. Akrozom Reaksiyonu

Varikosel sperm morfolojisi ve sayindan ziyade sperm islevinde bir bozukluk
meydana getirmektedir (Virgil ve ark. 1994). Deneysel bir ¢alismaya rastlanilmamaktadir.
Varikoselli hastalarda akrozom reaksiyonunu olumsuz bir sekilde etkileyen sperm plazma
proteinleri ekspresyonundaki farkliliklar, nitel ve nicel gozlemsel olarak fertilite tizerinde

degisken bir etki meydana getirdigi diistiniilmektedir.

2.5.9. Apoptozis

Infertilite olusumunda varikosele bagl olarak bircok faktor gosterilmis olmasina
ragmen infertilite olusumuna neden olan 6nemli bir patoloji olarak doku hasarlanmasi
gosterilmektedir. Apoptosiz hiicrenin kendi yikimina neden olan mekanizmay1 aktif ettigi
ve kendine mahsus programli bir hiicre oliimii olarak bildirilmektedir. Apoptozis
varikoselli kisilerdeki rolii oligosperminin ortaya c¢ikmasinda bir gorev {istlendigi
sanilmaktadir. Yapilan bir ¢calismada toplam germ hiicrenin biiyiime alan1 yiizdesel olarak
ifade edildiginde normal kisilerde ortalama % 2 goriilirken varikoselli olgularda ise
ortalama % 14 olarak gosterilmektedir (Baccetti ve ark. 1996). Varikoselli durumlarda
germ ve diger testis hiicrelerinde apoptozis bir gelisim oldugunu ve testis islevinde bir
azalmanin oldugu saptanmistir. Varikosel ile apoptozis arasindaki iliski 1s1 etkisi, androjen

eksikligi ve toksik uyar1 olarak gosterilmektedir (Marmar 2001).

2.6. Serbest Oksijen Radikalleri ( SOR)

Varikosel ve buna bagl olarak gelisen testikiiler hasarin meydana gelmesinde
SOR’larin 6nemi ve rolii ile ilgili bir¢ok ¢aligmalar bulunmaktadir. Spermatozoanin SOR
tiretimi, sinyal ileti mekanizmalari, sperm hiperaktivasyonu, kapasitasyonu, akrozom
reaksiyonunu kolaylagtirma ve sperm-oosit birlesmesi igin onemli bir medyator olarak
gorev yapan normal fizyolojik bir durum olarak gosterilmektedir (Onur ve ark. 2004).
Normal saglikli kisilerde seminal plazma, asirt SOR {iretiminin etkisini nétralize eden

antioksidanlar1 barindirmaktadir. Ancak, patolojik durumlarda SOR iiretimi antioksidan
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seviyeyi astigi durumlarda oksidatif stres olusumuna neden oldugu belirtilmektedir (De
Lamirande ve Gagnon 1993). Patolojik diizeyde SOR iiretimi, defektif sperm
fonksiyonunda, sperm morfolojisinde ve sperm motilitesinde bir azalmanin olustugu ifade
edilmistir. Deneysel varikosel modelinde yapilan bir ¢alismada, antioksidan uygulamasi ile
testikiiler fonksiyonlarda korunma saglanmis ve oksidan-antioksidan mekanizmanin
varikosel tizerinde etkili olabilecegi belirtilmistir (Onur ve ark. 2004). SOR olusumunu ve
bunlara karsi antioksidanlar tarafindan notralize edilme hizi arasindaki dengenin
korunmasi gerektigi ifade edilmistir. Eger arasindaki denge SOR’larin lehine bozulursa,
hiicrede asir1 SOR birikimi sonucu stres olusmaktadir. Olusan durum oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir (Alkan ve ark.1997).

Reaktif oksijen tiirleri membran yapisinda var olan fosfolipidlerde lipid
peroksidasyonuna sebeb oldugundan otiirli, dogrudan hiicreye zarar verdigi ifade
edilmistir. Lizozom ve mitokondrileri ¢evreleyen zarlart hasara ugratarak bunlarinda
pargalanmasina sebep oldugu bildirilmektedir (Erenel ve ark. 1992).

Onemli serbest oksijen radikalleri;
Siiperoksit radikali (O7)

Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidroksil radikali (OH")

Singlet Oksijen (O,)

2.7. Varikosel ve Serbest Oksijen Radikalleri

SOR’larin olusumu Ve yok etme hiz1 bir denge igerisinde olmasi gerektigini ifade
edilmistir. Olusan bu duruma ise, oksidatif denge olarak adlandiriimaktadir. Denge
durumunda, SOR’larin organizma iizerinde genel olarak bir etkisinin olmadig:
belirtilmektedir. SOR olusumunda veya ortadan kaldirilma hizi arasinda bir degisim
meydana geldigi durumda dengenin bozulabilecegi ifade edilmistir. Kisaca 6zetlemek
gerekirse oksidatif stres olarak adlandirdigimiz durum serbest oksijen radikallerin meydana
gelmesi ve antioksidan savunma mekanizmasimin arasindaki iliski ciddi diizensizlik
gosterip ve sonug olarak doku hasarlanmasina neden oldugu bildirilmektedir (Cavdar ve
Camsar1 1997, Burgak 2004).

Erkek tireme mekanizmasindaki artan olumsuzluklar SOR’larin dengeyi bozarak

oksidatif stres meydana getirmesi patolojik olarak altta yatan sebeplerden biri olarak
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gosterilmekte ve arastirmalarin ilgisini bu yone g¢ekmektedir. Varikoselde testikiiler
fonksiyon bozukluklariyla ilgili olarak oksidatif stres ile arasinda bir iligkinin olmasi bu
durumun meydana gelmesi olayini destekler niteligindedir. Tiim dokularda da oldugu gibi
testiste de fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlar meydana gelmektedir. Reaksiyonlarin
sonucunda meydana gelen yan iriinler spermatozoaya zarar verebilir ve gelisme
donemindeki spermatogenik seri hiicrelerini etkileyebilecegi ifade edilmektedir (Benoff ve
ark. 2005).

Testiste zayif vaskiilarizasyon oldugu durumlarda, dokudaki oksijen seviyesi ve
miktar1 diisiik oldugu i¢in rekabet oldukc¢a siddetli bir olaya neden olmaktadir. Testislerde,
cokca doymamis yag asitlerinin varligindan dolay: testiste oksidatif strese karsi hassas bir
durum meydana getirmektedir. Gerek spermatogenezde gerek ise leydig hiicrelerinde
steroidogenez, oksidatif stresten dolay1 zarara ugradigi bildirilmektedir (Free ve ark. 1976).
Testis olumsuz durumu Onlemek amaciyla; hem enzimatik hem de nonenzimatik olan
antioksidanlardan olusan sistem devreye girmektedir (Tekcan 2001). Antioksidan savunma
sistemleri ¢okga 6nem arz etmekte ve peroksidatif hasar, testikiiler torsiyon, diyabet ve
ksenobiyotik maruziyeti gibi bircok olayda bozuk testikiiler fonksiyonun tek onemli
sebebiymis gibi gosterilmektedir (Kumagai ve ark. 2002). Testis; steroidogenez ve sperm
tiretimini antioksidan a¢idan korumaktadir. Ancak bazi endojen ve ekzojen 6geler savunma
sistemini alt st edilebilecegi ve oksidan-antioksidan dengenin bozabilecegi ifade
edilmektedir. Bozulan dengeden dolayr oksidatif stresin olusacagi diistiniilmektedir.
Spermatogenezi destekleyen testis i¢i mekanizmalarin hasar gormesi, SOR’larin
miktarinda artis gostermekte ve hiicre membran yapisinda hasarlar olusturacagi
diistiniilmektedir. Hasara ugrayanlarda ilk olarak hiicre membran lipid peroksidasyonun
yer aldigi ifade edilmistir. Son orbitallerinde eslesmemis elektron bulunmasi serbest
radikallerin ortamdaki diger molekiillerle kolayca elektron aligverisini saglarlar. SOR’lar
membran lipid peroksidasyonunu ve membran stabilizasyonunu yok etmektedirler. Hiicre
membranina zarar vererek, genetik materyali tehlikeye atan ve DNA’yr kirilma ve
mutasyonlara agik bir duruma getiren serbest radikaller, dengeyi bozdugunu ve oksidatif
stresi indiikledigi belirtilmektedir (Tekcan 2001, Cavdar ve Camsar1 1997).
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2.8. D Vitamini (D Vit.)

D vitamin 1918 yilinda Mellonby ve ark. ile bebeklerde rasitizmin morino balig1
karaciger yagi ile durdurulmasmi takiben, Mc Collum ve ark. yagda eriyen bu yeni
birlesim 6gesini D vitamini olarak adlandirmislardir. A, K ve E yagda eriyen vitaminleri
olusturan grup igerisinde yer almaktadir (Holick, 2006a).

Cocuklarda yetersiz Ca* alimindan dogan kemik gelisim hastalig1 adiyla bilinen
rasitizm’in tedavisi olarak ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Holick, 2006a; White, 2008). D vit.
hayvansal ve bitkisel kaynakli olup fotokimyasal olarak epidermisde iiretilen steroid bir
molekiil oldugu belirtilmektedir. D vit. kalsiyum-fosfor arasindaki dengeyi sagladigini ve
kemik mineralizasyonunda aktif bir gorev tstlendigi bilinmesinin yani sira antiinflamatuar
ve immiin koruyucu &zelliklerinin de oldugu belirtilmektedir (Yilmaz ve Yilmaz 2013). D
vit. D, vitamini ve D3 vitamini olarak iki forma sahiptir. D, vitamini diger bir ifadeyle
Ergokalsiferol, {iretimi mayalar tarafindan yapilmakta ve genellikle besinlere
eklenmektedir.

D3 vitamini yani kolekalsiferol, temel kaynagi ultraviole (UV) 1sinidir. Giinese
maruz kalma ile deride iiretilmekte ve tiiketim olarak hayvansal kaynakli igeren besinler
araciligiyla tiiketildigi bildirilmektedir. D vit. hem D, hem de D3 formu besin agisindan
yiksek degere sahip gidalar ve gida takviyelerinde bulunmaktadir. D3 formunun, D,
formundan c¢ok daha giiclii ve kararli bir yapida olmasmin nedeni ve ayrica gili¢lendirici
olarak tercih edilmesine dair kanitlarin bulundugu belirtilmektedir (Houghton ve Vieth
2006).
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Sekil 2.3. Kolekalsiferol ( D3 Vitamini) kimyasal yapisi (Chemspider 2017).

D3 vitamini olarak adlandirilan kolekalsiferol, oksitlenme {riinii sonucunda

meydana gelen 7 dehidroksikolesterolden sentezlenmektedir. Inaktif formu kolekalsiferol,
ultraviole 1sinlarinin deride 7- dehidrokolesterole doniistiiriilmesi sonucunda sentez olay1
gerceklesmektedir. Kolekalsiferoliin aktif forma doniismesi yani 25- dihidroksivitamin D’
ye doniisebilmesi i¢in iki hidroksilasyon olaym gerceklesmesi gerektigi bildirilmektedir.
Oncelikle karacigerde ki 25-hidroksilaz enzimi (CYP2R1) ile 25- hidroksilasyon
dontisimii gergeklesmektedir. Aktif duruma gegebilmesi igin bobrekteki 1-alfa-hidroksilaz
enzimi (CYP27B1) araciligi ile 1,25(OH)2D ye yani kalsitriol doniisiimiin olmasi1 gerektigi
bildirilmektedir.(Posser ve Jones 2004).
D vit. genel anlamda viicutta rol aldigi mekanizmalarda, kas giiclenmesinde ve immiin
sistemine yardimci olmasi, antiinflamatuar bir ozellige sahip olmasi, gesitli tiplerde
hiicresel farklilasma ve prolifersayonunun kontroliinde etkin rol almasi, kalsiyum-fosfor
homeostazisinin diizenlenmesi ve metabolizmasinda rol aldig: bildirilmektedir (Faustino ve
ark. 2009).

D Vit. nin bazi biyolojik islevlerini Vitamin D Reseptorii (VDR) aracilign ile
gerceklestirmektedir. VDR insan doku ve hiicrelerinde yaygin olarak bulundugu ifade
edilmistir (Bouillon ve ark. 2008). VDR'nin kalsiyum diizenleyici dokularda,
bagirsaklarda, iskelet sisteminde, paratroid bezlerinde ve ovaryum, uterus, plasenta, testis

ve hipofiz gibi iireme organlarinda mevcut oldugu bildirilmektedir (Ozbey ve ark. 2012). D
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vit. doku tizerindeki etkisin olmasi igin 6n sart olarak VDR’ nin hedef alinan doku yada
organda olmasi gerektigi belirtilmistir (Aquila 2008).

Vanni ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, D vit. nin her iki cinsiyette iireme sisteminde
pek ¢ok fonksiyon tizerine olumlu sonuglar oldugu gosterilmektedir (Vanni ve ark. 2014).
Edinilen bilgilerle, D vit. erkek iireme sistemi iizerine nasil bir etkiye sahip oldugu
sorusunu akla getirmektedir. Cok yonlii bir sinyal molekiiliine sahip olan D vit. yaptigi
Klasik etkilerine ilaveten erkek iireme sistemi tizerinde de bir etkiye sahiptir diisiincesini
yaratmaktadir (Blomberg ve ark. 2010). D vit. enzimleri ve VDR erkek iireme sistemini
doseyen epitel hiicrelerinde, spermatozoada, leydig hiicrelerinde, germ hiicrelerinde ve
sertoli hiicrelerinde bulundugu gosterilmektedir (Aquila 2008). Testosteron, leydig
hiicreleri tarafindan ftretilmekte, birincil ve ikincil erkek {iremede gorevli oldugu
belirtilmektedir. Testosteron konsantrasyonu; testiste serumdakine oranla yaklagik olarak
100 kat yiiksek olup ve testosteron sentezi, fetal yasamin baslarina kadar plasenta insan
koryonik gonadotropin tarafinca kontrolii saglanmaktadir. LH, leydig hiicrelerinin hiicre i¢i
kalsiyum iyonlarin1 (Ca*?) ve siklik AMP iiretimini arttirarak steroidojenezi uyarmaktadir
(Costa ve ark. 2011). 1a,25- dihidroksi vitamin D3, kalsiyuma bagimli LH cevabini
degistirerek etkisini gostermektedir. 1a,25-hidroksivitamin D3, insan spermatozoasinda
hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyon artisi, VDR ile uyarildigi bildirilmektedir (Blomberg
2013).

Yapilan arastirmalar neticesinde D vit. ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismalar
bulunmaktadir. Bilindigi lizere varikosel tedavisi cerrahi endikasyonlarla yapilmaktadir.
Yapilan literatiir taramalar neticesinde varikosel fizyopatolojisi lizerine D vit. ile ilgili
deneysel ve klinik olarak yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamaktadir. Bilgilerden
yola ¢ikarak olusturdugumuz deneysel varikosel modelinde, antiinflamatuar ve koruyucu
bir etkisi olan D vit. varikosel iizerinde iyilestirici ve alternatif bir tedavi olabilecegini

amagladik.

2.9. Transient Reseptor Potansiyel (TRP)

Transient Receptor Potential (TRP) kanallari ilk olarak drosophila tiirii olan sirke
sineginde ortaya c¢iktig1 kesfedilmistir. TRP gen bdlgelerinde bulunan ve mutasyon tagiyan

1518a duyarli olan fotoreseptorlerin devamli olarak 1s18a maruz kalmasiyla, aralikli voltaj
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farkliligr ortaya c¢iktigi bildirilmistir (Clapham ve ark. 2001). TRP kanallari, kas
kontraksiyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi, gen transkripsiyonu, hiicre
apoptozu gibi birgok temel hiicresel islevde hayati bir rol oynayan segici olmayan katyon
kanallar1 olarak gorev yaptigi belirtilmektedir (Berridge ve Lipp 2000). TRP kanallari,
TRPC (canonical), TRPM ( melastatin), TRPV (vanilloid), TRPA (anykrin zengin protein),
TRPP (polisistin), TRPML (mukolipin), TRPN (nompc) olarak yedi alt gruptan
olusmaktadir (Montell ve ark. 2002, Moran ve ark. 2004). TRP proteinlerinin biiyiik bir
kisminin  homomultimerik  bir  yapida oldugu bildirilmektedir. Sahip olunan
homomultimerik yapidan dolay:1 kanallar iletkenlik ve biyofiziksel bakimindan farklilik

gosterdiginden bahsedilmistir.

TRP kanallar1 mekanik uyaranlarla karsi tepki gosteren dokunma, duyma, tat
alma, gorme, termal hassasiyet gibi duyularin algilanmasindaki rolii ve payi biiyiik bir
onem arz etmektedir (Montell 2005a, 2005b, Venkatachalam and Montell 2007). Transient
Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) kanallar1 tiimdr baskilayici, oksidatif stres/ SOR
ile indiiklenen apoptoz, Mg homeostazi, mekanik dokunma ozmalaritesini algilama ve
non-vaskiiler dokulardaki termal algilama (sicak, soguk) islevlerine katildigina dair bilgiler
yer almaktadir (Yang ve ark. 2006).

TRPM kanal ailesi 8 tiyeden (TRPM 1-8) olugsmaktadir. TRPM katyon kanalindan
olugsmakta ve neredeyse her dokuda varligina rastlanilmaktadir. Kalp ve damar sistemi
dahil olmakla birlikte tim TRPM kanallar1 Ca™ ve Na™a karsi gecirgen oldugu
belirtilmektedir. Dolayisiyla Ca*® kanali denilmesinin yerine katyon kanali olarak da
adlandirilmaktadir (Saygin ve Naziroglu 2010, Miller 2006, Hucquet ve ark. 2008). TRPM
alt ailesinin sekiz iyesi bulunmaktadir ve bunlar TRPM2/TRPMS8, TRPM1/TRPM3,
TRPMA4/TRPMS, TRPM6/TRPM7 seklinde dort major gruptan olusmaktadir (Naziroglu
2007b). TRPM2 kanali oksidatif stres ile aktif hale gecen, apopitozu saglayan Ca*?
gecirgen bir kanal olarak belirtilmektedir. Oksidatif hasar olusumunun habercisi ya da
temsilcisi Adenozin di-fosfat Riboz (ADPR) ile kanallarin aktive oldugu belirtilmistir.
Diger iyon kanallarindaki gibi 6 segmentli bir gegis bolgesi bulunmaktadir ve iyon akisi 5.
ve 6. segmentler arasinda olusmaktadir. Kanal {izerinde N-terminal ve C-terminal olarak
iki u¢ kisim yer almaktadir. Sahip olunan u¢ kisimlar ile kanalin gegis bolgelerinin temel

yapisini ortaya koymaktadir. TRPM2 kanalinin gosterilen diger bir énemli ozelligi C-
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terminal bolge tizerindeki nidux bdlgesidir. Sahip oldugu bu bolge ile Na" K*, Ca*
gegcirgen segici olmayan TRPM2 kanallarinin agilmasinda gorev tistlendigi belirtilmektedir
(Clampham 2007, Nilius 2007, Saygin ve Naziroglu 2010).

o

Extracellular
Intracellular

C

Nudix box

N

/|

C

N ADP ribose pyrophosphatase
ADFP ribose H202

Sekil 2.4. TRPM2 kanallarimin molekiiler yapisi (Naziroglu,2007)

Giiniimiizde TRPM2 kanallari, Ca*? kanal inhibisyonu i¢in kullanilan ilaglar ile
bloke olmadig: ifade edilmistir. Oksidatif stres mekanizmasinin aktif duruma gelmesini
saglayan siiperoksit ve hidrojen peroksit (H,O,) ya da SOR iiretimi veya antioksidan
savunma mekanizmasinin yetersiz oldugu durumlarla birlikte (hiicre 6limiine ve hiicre
hasarina neden olan durumlar) aktive oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir ¢alismada H,0,
ile oksidatif stres olusturulduktan sonra TRPM2 kanalinin aktif hale geldigi
gosterilmektedir (Heiner ve ark. 2003a, Perraud ve ark. 2003, Inamura ve ark. 2003).

TRPMS kanallarinin aktivite durumu devaml olarak Ca* kanallarmin akist ile
oldugu ifade edilmektedir. TRPMS8 kanali Ca*® homeostazisinde diizenleyici ve sinir
sistemi sinyalizasyonunda termal algilama ile aktive oldugu bildirilmektedir. TRPMS,
sogutma ve mentol veya isilin gibi sogutma maddeleri ile aktive oldugu belirtilmektedir.
TRPMS8 15 °C ve 25 °C araliklarindaki sicakliklarda aktif bir durum gosteren ve bu durum
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ile birlikte hiicre i¢indeki Ca*? seviyesinde artis meydana getirdigi bildirilmektedir (Nilius
ve ark. 2007, Alexhander ve ark. 2004, Mckemy ve ark. 2002).

Dokuda olusan hasar, var olan bir¢cok biyokimyasal ve biyofiziksel mekanizma
tizerinde etki meydana getirmektedir. Yapilan arastirmalarla birlikte oksidatif stresin
mitokondri araciligryla ADPR iiretiminde artis meydana getirmektedir. Oksidatif stres ile
aktif duruma gelen kanallar dokuda hasar olusturmaktadir. Oksidatif stresin etkili oldugu
varikosel fizyopatolojisinde, TRPM2-8 kanallarinin varikosel olusumunda etkili oldugunu

diistinmekteyiz.

2.10. Varikoselde Gelisen Histolojik Degisiklikler

Varikosel, testikiiler dokuda histolojik olarak patognomik degisikliklerin
bulunmadigi belirtilmektedir. Degisiklikler varikosel disi1 etkenlerle spermatogenezin
azaldig1 durumlarda histolojik degisikliklere benzer durumlarin olustugu ifade edilmistir
(Wang ve ark. 1991). Genel anlamda histolojik olarak goriilen degisiklikler; leydig hiicre
hiperplazisi, tiibiildeki sertoli hiicre sayisinda bir azalma, spermatogenetik arrest ve
germinal epiteldeki yapisal degisikliklerin goriildiigii belirtilmektedir. Seminiifer tiibiil
bazal membraninda meydana gelen degisiklikler ile zamana bagli olarak bir kalinlasmanin
oldugu gosterilmektedir (Peduch ve Skoog 2001). Varikoselli olgularin spermatik venleri
incelendiginde, dilate olmus liimenle birlikte diiz kas lif sayisi, damar duvari kalinliginin
arttig1 ve normalde kas tabakasinda var olan sirkiiler tabakaya ek olarak longitudinal bir
tabakanin daha olustugu gosterilmektedir. Varikosel diizeyi, spermatik ven duvar kalinligi
ve damar duvarindaki diiz kas miktar1 arasinda dogrusal bir iligkiden bahsedilmektedir
(Tanji ve ark. 1999).

2.11. Varikosel Tamsi

Klinik varikosel tanisi belirlemede, hasta ayakta bekletilip iki parmak ile
spermatik kord c¢evresindeki varikdz venlerin palpe edilerek varikosel tanisinin saptandigi
belirtilmistir. Dilatasyon palpe olmadigi durumda, hastaya valsalva manevrasi yaptirilir.
Hasta ayakta iken uygulanan valsalva manevrasi spermatik venlerin belirgin bir sekil

almasini saglamaktadir.
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Genellikle diisiik derece sahip varikoselli hasta teshisinde hasta mutlaka teshisi
ayakta gerceklestirilmelidir. Yapilan islemlerden sonra venlerde bir dilatasyonun olup
olmadig1 kontrol edilebilir.

Yapilan fizik muayenelerine gore varikosel ii¢ smifa ayrildig: ifade edilmistir
(Dubin ve Ameler 1979).

1: Valsalva manevrasi esnasinda tespit edilebilen varikosel.
2: Valsalva manevrasi yapilmadan palpasyon ile tespit edilebilen varikosel.
3: Palpasyona gerek kalmadan, uzaktan tespit edilen varikosel.

Varikosel, fizik muayene esnasinda tespit edilemedigi durumlarda o6zel test
aracilifiyla tespiti yapilmaktadir. Doppler Ultrasonografi (USG) testi yapilacak olan
subklinik testler arasinda gosterilmektedir (Dhabuwala ve ark. 1992). Subklink varikosel
tedavisinde, seminal paremetreler ve gebelik oranlar1 tizerindeki etkisi tam olarak ispati
gerceklesmediginden dolayr varikoselin subklinik olarak tedavi yapilmamasi gerektigi
diistiniilmektedir. Fizik muayenesi ile yapilan taninin yani sira varikoselin tanisinda renkli
doppler USG, radyoniiklid anjiografi, skrotal termografi, venografi de ayrica kullanilanlar
arasinda gosterilmektedir (Sharlip ve ark. 2001). Varikosel teshisinde en kiymetli yontem
olarak venografi gosterilmektedir. Yapilan bu yontem ancak invaziv bir tetkik oldugundan
dolay1 rutin bir sekilde kullanilmamaktadir (Demas ve ark. 1991).

Varikosel tanisinda gecerli yontemin fizik muayenesi oldugunu ve teshis igin
ayrica bir goriintileme yontemine gerek olmadigi yoniinde goriisler bulunmaktadir

(Kadioglu ve ark. 2004).

2.12. Varikosel Tedavisi
Varikoselin tedavisinde uygulanan en degerli ve standart yontem acik cerrahi
olarak belirtilmektedir. Varikoselde kullanilan cerrahi tedavi endikasyonlar arasinda

gosterilenler.
v" Testikiiler hacim kaybu (testis hipotrofisi)
v" Evre Il ve Il varikosel
v" Anormal GnRH cevabi
v Semptomatik varikosel

v" Bilateral varikosel
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v’ Tek testis varligi

Varikosel degisik farkli cerrahi yontemlerle tedavi edilebilir:
v Yiiksek inguinal
v Subinguinal
v" Embolizan Skleroterapi.
v" Perkiitan embolizasyon

v" Laparoskopik cerrahi yapilan uygulamalar arasinda gosterilmektedir (Kadioglu ve
ark. 2004).
Tedavideki amag, testikiiler arteri, lenf damarlarini, vas deferens ve damarlari
koruyarak tiim internal ve eksternal spermatik ven dallarmmi baglamaktir. Operasyon
sonrasinda testikiiler vendz drenaj, vas deferensin venleri araciligi ile meydana

gelmektedir.

2.13. Antioksidanlar

Viicutta serbest oksijen radikallerinin seviyelerini kontrol altina alabilmek ve
olusturduklar1 hasar1 engellemek amaciyla bir¢ok savunma sistemlerinin bulundugu ifade
edilmistir. Gelisen mekanizmalar arasinda antioksidan savunma sistemi olarak bilinen bir
savunma mekanizmasi gosterilmektedir. Savunma mekanizmasi oksidan ve antioksidanlar
arasindaki dengeyi korumak igin yasamsal bir oneme sahip oldugu disiiniilmektedir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu, reaktif oksijen ve nitrojen trlinlerini
inhibe ederek, lipid peroksidasyonunu onlemeye caligmaktadir. Antioksidanlar genel bir
ifadeyle adlandirilirsa enzimatik ve nonenzimatik antioksidan olarak siiflandirilmaktadir.
Olusan bu antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakli yapilardan meydana gelmektedir
(Mates ve ark. 1999). Enzimatik antioksidanlar; stiperoksit dismutaz ( SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT), glutatyon S- transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz
sistemlerdir. Nonenzimatik antioksidanlar; E vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbat),
tirat, hipotaurin, glutatyon, CoQ10 (ubikinon), melatonin, seruloplazmin enzimatik

olmayan antioksidanlara verilen 6rnekler arasinda gosterilmektedir (Akgiil ve ark. 1999).
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2.13.1. Enzimatik olan antioksidanlar;

2.13.1.1. Siiperoksit dismutaz ( SOD): Siiperoksit serbest radikalinin (O2°) hidrojen
peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene (0O2) donilisiimiinii saglayan antioksidan
enzimolarak bilinmektedir (Mc Cord ve Fridovich 1969). Insan seminal plazmasi
prostattan sentezlenen yiiksek oranda SOD aktivitesi barindirmaktadir. Genel bir ifadeyle
hiicrede en bol bulunan izomeri sitozolik Cu-Zn SOD oldugunu ve aktivitenin yaklasik
%75’inden sorumlu oldugu belirtilmistir (Peeker ve ark. 1997). SOD aktivitesi, oksijen
kullanim1 yiiksek olan dokularda ¢okca bulundugunu ve PO, artmasiyla dokuda bir artig
gostermektedir. Normal metabolizma esnasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda
siiperoksit iiretimi olmasma karsin, enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit diizeyleri

disiik tutuldugu belirtilmektedir.

2.13.1.2. Katalaz: Genel olarak peroksizomlarda bulunmakta ve az miktarda sitozol ve
mikrozomal fraksiyonda varligi gosterilmektedir. Hidroksil serbest radikali (OH")
olusumunu engellemek amaciyla hiicrede olusan H,0O,, katalaz araciligiyla ortadan
kaldirildig1 bildirilmektedir.H,0,Su ve oksijene doniistiiriilerek birikime engel oldugu
belirtilmektedir (Hunt ve ark. 1998).

2.13.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx): Normal sartlarda hiicrede olusan H,O;’nin
detoksifikasyonundan sorumlu selanoenzim fonksiyonu goriildiigii belirtilmektedir. GPX,
H,O,’1 katalitik reaksiyon ile rediikte etmektedir. Reaksiyon esnasinda rediikte glutatyon
(GSH) 6nemli isleve sahip oldugu belirtilmektedir. Sonug olarak okside glutatyon (GSSG)
ile su olugsmaktadir. GPx, H;0, icin katalaz ile adeta bir yaris igerisindedir ve diisiik
diizeyde oksidatif streste karst onemli bir koruyucu gorevi iistlendigi belirtilmektedir

(Masella ve ark. 2005).

2.13.1.4. Glutatyon Rediiktaz: GPx araciligiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi
sonucunda meydana gelen okside glutatyonun (GSSG), tekrar indirgenmis glutatyona

(GSH) dontisiimiinii katalize olmasini sagladig: bildirilmektedir ( Masella ve ark. 2005)

2.13.1.5. Glutatyon S-Transferazlar: Arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri basta
olmak {izere lipid peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GPx aktivitesini gosteren

antioksidan bir savunma mekanizmasini meydana getirmektedirler (Masella ve ark. 2005).
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2.13.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

E vitamini (o-tokoferol), C vitamini (askorbat), iirat, hipotaurin, glutatyon,
CoQ10 (ubikinon), melatonin, seruloplazmin enzimatik olmayan antioksidanlara verilen
ornekler arasinda gosterilmektedir. SOR’lara karsi ilk savunma mekanizmalari
olusturmakta ve zincir kirict reaksiyonlar ile serbest radikalleri uzaklastirdg:
bildirilmektedir. E vitamini (a-tokoferol) olarak bilinen antioksidan hiicre zarinda
bulunmaktadir ve lipit peroksidasyonun zinicirini kiran bir antioksidan olarak
bilinmektedir. C vitamini (askorbat), radikal toplayici olarak gorev yapmakta, E vitaminin
etkisini artirmakta ve ayrica suda erimekte olan bir antioksidan olarak bilinmektedir. Urik
asit ksantin oksidazi inhibe ederek SOR’larin meydana gelmesini engelledigi
bildirilmektedir (Glantzounis ve ark. 2005).

2.14. Total Oksidan Seviyesi (TOS)

SOR’larin aktif durumdaki oksijen tlirevleri oksidan olarak adlandirilmaktadir.
Belirledigi molekiillerden elektron alma kabiliyetlerinden dolayr oksidanlar, hedef
molekiiliin yapisim ve islevini degisiklige ugratarak genetik ve enzimatik olaylari
etkileyerek hiicrelerin zarara ugrattig1 bilinmektedir (Valko ve ark. 2007). Gilinlimiizde
bilinen bircok yoOntemle serum veya plazmada oksidan seviyesini tek tek Olglimii
yapilmaktadir. Ancak tek tek yapilan 6l¢timlerinin hem maliyet hem de pratiklik agisindan
kolaylik saglamadigindan dolay1r kolaylastirict bir yontem gelistirilmistir. Yontemle
beraber tiim oksidan seviyelerini gosterecek bir metot uygulanmistir (Erel 2005). Yapilan

TOS 6l¢iimii in vitro kosullarinda gerceklesmektedir.
2.15.Total Antioksidan Seviyesi (TAS)

Organizmalarda olusan metabolik ve fizyolojik reaksiyonlarin sonucunda
meydana gelen oksidatif stres ile miicadele eden bir antioksidan sistemi barindirmaktadir.
Mevcut olan sistem serbest radikal olarak hiicre igerisinde stres durumu olusmaya
baslarken var olan savunma mekanizma sayesinde hasari1 engelledigi bildirilmektedir.
Antioksidan sistem endojen ve eksojen kaynakli olabilir. Insan plazmasindaki total
antioksidan kapasitenin yaklasik olarak %85’ini albumin, trik asit ve askorbik asit
olusturmaktadir (VVlachos ve ark. 2006).
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Plazmadaki antioksidanlar birbirleriyle bir etkilesim veya bir sinerji igerisindedir.
Dolayisiyla bilesenlerin, toplamsal olarak yaptigi etki, tek olarak yaptiklar etkiden ¢ok
daha fazlasin1 meydana getirmektedir. TAS, serumda mevcut antioksidan ozelliklerine
sahip enzimatik ya da enzimatik olmayan tiim antioksidan maddelerin toplam aktivitesini
yansitmaktadir ve bize daha dogru bir sonu¢ almamiz1 sagladigi bildirilmektedir. Ayrica
antioksidanlarin ayr1 ayr1 Ol¢limii zaman ve pahali oldugundan dolay1 yeni teknikler
gelistirilmistir. TAS 0l¢iim teknigi gliniimiizde artarak kabul gormekte ve kullanimi
yayginlastig1 ifade edilmektedir (Kusano ve Frerari 2008). Yapilan TAS o6l¢iimii in vitro
kosullarda gergeklesmektedir.

2.16.0ksidatif Stres indeksi (OSI)

Dokuda ya da hiicrede meydana gelen SOR’ larin seviyesindeki antioksidan
kapasiteyi asmasi durumu olarak ifade edilmektedir. Organizmada antioksidan ve oksidan
molekiiller bir denge durumundadir. Dengenin degisim durumunda, oksidatif stres
olusmaktadir (Hamidanoglu 2011). OSi’nin hesaplamasinda, TOS degerlerinin TAS

degerlerine oraninin yiizde derecesi olarak boliinmesiyle elde edilmektedir.

TOS, umol H202 Equiv. / L.

0Si= X 100 formiilii ile hesaplama yapilir.
TAS, mmol trolox Equiv. / L.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Kurgulanmasi

Calismamiz Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
2016/9-4 alman karar1 ile Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinde (MKU-DAM) laboratuarinda gerceklestirilmistir. Calismamizin
histopatolojik ve biyokimyasal analizleri Mustafa Kemal Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Patoloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dalindaki mevcut
laboratuarlarda gergeklestirildi. Calismamizin molekiiler ve genetik analizleri, Mustafa
Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi1 Biyoloji ve Molekiiler Genetik Anabilim
Dali’ndaki mevcut laboratuarinda yapildi.

Calismamizda 300-400 gr agirliginda Wistar Albino cinsi 30 adet sigan1 10 adet
seklinde 3 gruba ayrilarak deney gruplari olusturuldu. Deney siiresince siganlar devamli
olarak 12 saat giindiiz ve 12 gece olmak lizere ortam sicakligi yaklasik olarak 20-22 °C
sicaklikta ve yaklagik % 55 nemli ortama ayarli odalarda tel kafeslerde saklandi ve
siganlarin beslenmesinde ise standart rat yemi ve sebeke suyu kullanildi. 30 giin boyunca
deney asamasi gerceklesti. 30 giin sonrasinda deneklere operatif laparotomi uygulandi.
Uygulama oOncesinde deneklerin anestezisi 80 mg/kg ketamin ve 12 mg/kg ksilazin

verilmesi seklinde gerceklestirildi.
3.2. Deney Gruplari

1. Grup sham grubu (n:10): Batin agilarak spermatik ven etrafindaki dokulardan

diseke edilerek varikosel modeli olusturulmadan kapatildi.
2. Grup deney grubu (n:10): Deneysel olarak varikosel modeli olusturuldu.

3. Grup tedavi grubu (n:10): Deneysel olarak varikosel modeli olusturulduktan

sonra 4 hafta boyunca her giin 500 1.U/kg intramuskiiler olarak D vitamini verildi.
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Cizelge3.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

GRUPLAR Denek Sayisi
Sham 10
Varikosel 10
Varikosel+ D Vitamini (Varikosel+ D vit.) 10
TOPLAM 30

3.3. Deneysel Varikosel Modeli

Cerrahi islem oncesi deneklerin anestezisi 80 mg/kg ketamin ve 12 mg/kg ksilazin

verilerek saglanmasi ve gerektiginde idame doz verildi.

Enjeksiyonundan 15 dakika sonra karin 6n duvarindaki tiiyler tras edilerek cerrahi
alan aciga cikarild1 ve daha sonra % 10 povidon iyodiir ile alan temizligi yapilip yalnizca
cerrahi alan agikta kalacak sekilde batin steril Ortiilerle kapatilarak orta hattan yaklasik 3-4

cm’lik insizyon ile laparotomi yapildi.

[lag uygulamasindan 15 dakika sonra karin &n duvarindaki tiiyler tras edildi ve
daha sonra orta hattan yaklagik 3-4 cm ik insizyon ile laparotomi yapildi. Organlar
goriiniir hale geldikten sonra sham grubu disindaki gruplarda i¢ organlar saga ¢ekilerek sol
bobrek, adrenal ve renal venler ile sol spermatik venin, sol renal vene girisi goriiniir hale
getirildi. Dikkatli bir kiint diseksiyon ile spermatik ve adrenal venlerin sol renal vene
girdigi medial yiiz yag ve bag dokularindan temizlenip sol renal venin arka yiiziiniin
korleme doniilmesi sirasinda olusabilecek kanamalar bir siire yapilan basingli tamponlama
ile durdurularak alanin kirlenmesi engellendi. Daha sonra renal ve ligasyonunun yapilacagi
boliime 4.0 ipek siitlir yerlestirilip 0.85 mm ¢apli metal tel ilizerinde daraltma islemi
gerceklestirildi ve vendeki daralma isleminden sonra tel gekildi. Boylece damarin dig
capinin 1 mm ye diigiiriilmesi saglandi. Bu daraltma islemi darligin lateralinde artmis
damar i¢i basinca neden olurken, bu basincin spermatik vene aktarilmasi varikosel

olusumunu gerceklestirdi.
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Bu metod ile insanda varikoselin sebeplerinden kabul edilen sol renal venin aort
ve siliperior mezenterik arter arasinda baskiya maruz kalmasiyla olusan ’findikkiran’
fenomeni takliti olarak gergeklestiridi. Abdominal bosluk serum fizyolojik ile yikanarak
hijyen olusturulup, abdominal duvar ve 6n abdominal kaslar 4.0 kromik katkiit ile ayr1 ayri

dikilerek anatomik planda kapatildi (Arian ve ark. 2009).

Yapilan dort hafta uygulamanin sonunda tiim ratlarin sakrifiye edilmesi planlandi.
Ratlar, bilateral orsiektomi yapilarak testis dokulari tartilip molekiiler ve histopatolojik
incelemeler lateral olarak iki esit pargaya ayrildi. Biyokimyasal analizler i¢in oda
sicakliginda alman kardiyak kan ornekleri, +4 °C de 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip
serumlar elde edildi. Alinan dokularin yarist histopatolojik inceleme igin %10’luk formol
sollisyonu igine, diger yarisi molekiiler analizleri gergeklestirmek igin ¢alisma yapilacagi
giine kadar -80°C’de muhafaza edildi. Biyokimyasal analizler igin elde edilen serum
oncelikle -20°C’ de saklanip daha sonra g¢alisma gerceklesecegi giine kadar -80°C
muhafaza edildi. Elde edilen serum orneklerinden Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve
Total Oksidan Seviyesi (TOS) dlgiilerek oksidatif stres indeksi (OSI) diizeylerini elde ettik.

Histopatolojik incelemeler igin alinan testis doku ornekleri, inceleme sonrasi

Johnsen Skorlamasina (JS) dayanilarak degerlendirilmeler yapildi.

Alinan dokular ile molekiiler diizeyde incelenen TRPM kanallarinin analizlerini
sirast ile RNA izolasyonu, cDNAeldesi ve Kantitatif gergek zamanli RT-PCR incelenmesi

ile veriler elde edildi.
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Sol surrenal ven
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Sekil 3.1. Ratlarda sol spermatik ven/renal ven birlesim anatomisi.
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Sekil 3.2. Varikosel modelinin gerceklestirilmesi
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Sekil 3.3. Dilatasyona ugramis sol spermatik ven

Sekil 3.4. Sol testis goriiniimleri

A: Sham grubuna ait sol testis goriiniimil.

B: Varikosel grubuna ait sol testis goriiniimii

31



3.4. Histopatolojik Preparatlarin Hazirlamsi

Deney gruplarindan alinan 4 pum kalinligindaki testis doku 6rnekleri %10“Tuk
notral formaldehitte 72 saat oda sicakliginda rutin bir sekilde doku takip yOntemi
gerceklesti. Tespit maddesinin uzaklagtirilmasi i¢in 1 gece akarsuyun altinda yikanmasinin
ardindan 60°C de etiivde 20' ser dakika arayla %70, %80, %96 seklinde artan etil alkol
dizilerinden sirayla gegirildi ve havada kurutulmaya birakildi. Sonra 20’ ser dakika sira ile
60°C lik etiivde 4 defa dehidrate yapildi. Daha sonra 30 dakika 60°C etiivde seffaf
goriinim kazanmak i¢in xylolde bekletildi. Daha sonra 60°C de etiivde iki sira degisim

gecirerek birer saat arayla parafin ve immersiyon ile parafin bloklara gomiildii.

Cizelge 3.2. Rutin doku takibi

Islem Madde Zaman
Fiksasyon %10“Tuk Formaldehit 3 giin
Fiksatiften uzaklastirma  Akarsu 1 gece
Dehitratasyon %70’ lik Alkol 20 dakika
Dehitratasyon %80’ lik Alkol 20 dakika
Dehitratasyon %096’ lik Alkol 20 dakika
Post Fiksasyon Aseton 1 20 dakika
Post Fiksasyon Aseton 2 20 dakika
Post Fiksasyon Aseton 3 20 dakika
Post Fiksasyon Aseton 4 20 dakika
Seffaflandirma Xylol 1 30 dakika
Seffaflandirma Xylol 2 30 dakika

Parafirin 1 60 dakika

Parafirin 2 60 dakika
Bloklama Parafirin
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Bloklanan dokulardan 4 pum kalinhiginda kesitler lam {izerine alind1 ve lamlar
deparafinizasyon isleminden sonra boya takibi islemi bagladi. Lamlardaki doku kesitleri
rutin hematoksilen-eozin (H&E) ile boyama islemi yapildi. Boyanan lamlar lamel ile
kapatildi. Kapatildiktan sonra hazirlanan doku 6rnekleri 1sik mikroskobunda (Olympus
CX31-Japan) incelenerek x200 liikk objektifte fotograflama islemi yapildi ve JS’e gore
degerlendirme yapildi.

3.5. Johnsen Skorlamasi (JS)

Denek hayvanlarin sag ve sol testisleri olmak iizere enine kesit alindi. 20 adet
yuvarlak tiibiiler enine kesit, seminifer Ozepitelin kalitesi agisindan degerlendirildi.
Asagida ifade edidigi lizere, spermatojenik hiicre tiplerinin varligina ya da yokluguna gore
1-10 aras1 skor veren Johnsen metodu kullanildi.

Tiibiil kesitinde hi¢ hiicrenin olmayisi. Sertoli hiicrenin bulunmasi ve germ
hiicrenin olmayis1. Germ hiicresi ise sadece spermatogonyumda bulunmayisi. Germ hiicre
olarak sadece spermatogonyum gozlenmesi, spermatogonyum bulunmasi. Randomly bir
sekilde spermatositlerin bulunmasi ancak spermatozoa ve spermatidlerin bulunmayisi.
10°dan diistik bir sekilde spermatozoa gozlemlenir ve bir¢ogu olgun spermatidlerdir ve ¢ok
daha az yogundur ve perifere yerlesmis durumdadir. Yogun boyamadan sonra kanca bas
yapist gozlemlenen 10dan fazla tam gelismeyen spermatozoalar vardir ve perifer olarak
yerlesmistir. JS ile benzer o6zellikler bulunur fakat germinal epitelyum birka¢ yerinden
yarilmis olabilir ve daginik liimen yapis1 gézlenmektedir Tam olgunlagmis spermatogenez

gbzlemlenir.

3.6. Biyokimyasal Analizler

Uygulamalar sonrasinda biyokimyasal analiz i¢in almnan intrakardiyak kan
ornekleri biyokimya tiiplere alindi. Yaklasik olarak 30 dakika oda sicaklifinda
bekletildikten sonra 4000 rpm de 10 dk siireyle +4 °C santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
elde edilen serum oOrnekleri ependorf tliplere aktarildi. Serum Ornekleri oncelikle -20

derecede saklanip daha sonra ¢alisma giinii gelinceye kadar -80 derecede muhafaza edildi.
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Total Oksidan Seviyesi (TOS) analizi ig¢in Erel tarafindan gelistirilen
spektroftometrik bir 06lgiim olan kolometrik bir yontem uygulandi. TOS analizi
degerlendirmek i¢in TOS ticari kiti ( Rel Assay Diagnostics) ve Olympus AU 400
otoanalizator cihazinda yapildi. Total Antioksidan Seviyesi(TAS) analizi igin yine
spektroftometrik olan kolometrik bir yontem ile yapildi. TAS ticari kiti (Rel Assay
Diagnostics) ve Olympus AU 400 otoanalizator cihazinda degerler elde edildi. TAS ve
TOS degerleri yiizde cinsinden kiyaslandi ve OSI (Oksidatif Stres Indeksi) degeri
hesaplandi.

3.7. TRPM Gen ifadelerinin Analizi

Calisma sonrasinda alinan 6rnekler calisma giiniine kadar -80 derecede sakland.
Almman doku oOrneklerinde TRPM kanallarinin ekspresyonlariyla gosterilmesi igin
molekiiler analiz islemler yapildi. Orneklerde mRNA ekspresyonu, RNA izolasyonu,
cDNA eldesi ve Kantitatif gergek zamanli Revers Transkriptaz PCR ile yapildi. PCR’dan
cikan sonuglar birbirleri ile kiyaslanarak genin artisi ya da azalisi hakkinda yorum

yapmamizi sagladi.

3.7.1. RNA izolasyonu

Varikosel deneyi sonrasi sivi azotta dondurulup -80 °C'de saklanan sican testis
dokulart lizis soliisyonu ile pargalanip homojenize edildi ve daha sonra Thermo Scientific
Gene JET RNA Purification Kit (Katalog no: 0731) kullanilarak RNA izolasyonu
gergeklestirildi.

Homojenizasyon ve RNA izolasyonu igin 2 ml’lik mikro Santrifiij tiipii igindeki
yaklastk 30 mg dondurulmus testis dokusu tiizerine 300 ul Lysis Buffer (i¢inde pB-
mercaptoethanol bulunan) ekleyip dokularin par¢alanmasi (QIAGEN, TissueLyser LT,
Germany ) saglandi. Lizata 600 pl seyreltilmis Proteinaz K soliisyonu (590 pl TE tampon
+ 10 pl Proteinaz K) ilave edildi. Vorteks ile karistirildi ve 15-25 °C'de 10 dk inkiibe
edildi. Lizat 5 veya 10 >12000 g'de santrifiij edildi. Ust faz yeni bir RNase-free
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mikrosantrifiij tlipiine aktarildi ve igine 450 pl etanol (% 96-100) eklenerek pipetle
karigtirildi.

Daha sonra bir toplama tiipiine yerlestirilmis Gene JET RNA Purification
Column'a 700 pl lizat eklendi. 1 dk, >12000 g'de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda alt faz
atildi. Ornegin geri kalam igin bir onceki adim tekrarladi. Gene JET RNA Purification
Column yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. icine 700 ul Wash Buffer 1 (i¢inde ethanol
bulunan) eklendi. 1 dk, >12000 g'de santrifiij edildi. Alt faz atildi. Gene JET RNA
Purification Column'a 600 ul Wash Buffer 2 (i¢inde ethanol bulunan) eklendi. 1 dk,
>12000 g'de santrifiij edildi ve alt faz atildi. Gene JET RNA Purification Column'a 250 pl
Wash Buffer 2 eklendi. 2 dk, >12000 g'de santrifiij edildi ve alt faz atildi. Gene JET RNA
Purification Column yeni toplama tiipiine yerlestirildi ve filtrenin kurumasi i¢in 1 dk, max.
hizda santrifiij edildi. Gene JET RNA Purification Column yeni 1,5’lik mikro santrifiij tiipe
yerlestirildi. Membran {izerine 100 plnuclease-free su eklendi. 1 dk, >1200 g‘de santrifiij
edildi. Elde edilen RNA'larin kalite ve miktar tayini (Thermo Scientific, Multiskan Go)
yapildi. RNA diliisyonu gergeklestirildi. RNA’lar -80 C’ de saklandu.

3.7.2. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar, High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Katalog
no: 0731, Applied Biosystems) ve T100, Thermal Cycler (BIO-RAD) cihaz1 kullanilarak
reverse transkripsiyon yontemiyle cDNA’ya doniistiiriildii. cDNA eldesi i¢in oncelikle bir

tiipte 2X RT master mix hazirlandi.

Cizelge 3.3.cDNA karisim igerigi

Karisim Miktar Cizelge 3.4.cDNA tepkime kosullar1
10X RT Buffer 2 pl cDNA tepkimesi  Dakika
25X dNTPMix (100mM) 0.8 ul

10X RT RandomPrimers 2 ul 25°C 10 dk
MultiScribeReverseTranscriptase 1 pl 37°C 120 dk
RNaselnhibitor 1 ul 85°C 5 gk
Nuclease-freewater 3.2l

Toplam 10 pl 4°C *

Toplam 20 pl olacak sekilde 10 pl
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2X RT master mix + 10 pl RNA ile birlestirilerek asagidaki kosullarda cDNA eldesi
gerceklestirildi. cDNA 6rnekleri tizerine 90 pl Nuclease-freewater eklenerek sulandirild

ve -20 °C de saklandi.

3.8. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR)

TRPM2,8 ve house keeping(ev geni) B-Actin (EllaBiotech, Deutschland) gen
transkripsiyon diizeyleri kantitatif RT-PCR yontemiyle (QIAGEN Rotor-Gene Q,
GERMANY) saptant1. Kantitatif degerler normalizasyon katsayisina gore belirlendi.

Cizelge 3.5. Kullanilan primer dizileri

Gen Primer Dizileri Tm  Uzunluk
B-Actin  Left 5’-CCC GCG AGT ACAACCTTCT-3> 588 19
B-Actin  Right 5’-CGT CAT CCATGG CGA ACT-3’ 56.0 18
TRPM2  Left 5>-AAT TTGCTC ATC GCCATGTT-3 53.2 20
TRPM2 Right 5’-GAT CTGGTC TGT GTG CTCCTG- 618 21
TRPM8  Left 5’-GCC CAG TGATGT GGA CAG TA- 594 20
TRPM8 Right 5’-GGA CTC ATT TCC CGA GAA GG~ 59.4 20

Olusturulan cDNA o6rneklerinin her birinden 5 pul PCR-strip tiiplerine alindi. Olusan
her bir 6rnek iizerine 20 ul qRT-PCR karigimi eklendi. 25 ul olacak sekilde qRT-PCR
reaksiyonu QIAGEN Rotor-Gene Q cihazinda gergeklestirildi ve ACt degerleri ile

sonuglarin analizi saptandi.

Cizelge 3.6. TRPM2, gRT-PCR reaksiyonu

Sicaklik Islem Basamaklari Zaman

95°C Denatiirasyon 15 dk

94°C Denatiirasyon 15sn {40 dongii}
51°C Baglanma (Annealing) 30 sn

72°C Uzama (Extension) 30sn

Cizelge 3.7.TRPM8, qRT-PCR reaksiyonu
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Sicaklik Islem Basamaklar Zaman

95°C Denatiirasyon 15 dk
94°C Denatiirasyon 15sn {40 dongii}
52°C Baglanma (Annealing) 30 sn
72°C Uzama (Extension) 30 sn

Cizelge 3.8.p-Actin, qRT-PCR reaksiyonu.

Sicaklik Islem Basamaklari Zaman

95°C Denatiirasyon 15 dk

94°C Denatiirasyon 15sn {40 dongii}
52°C Baglanma (Annealing) 30 sn

72°C Uzama (Extension) 30 sn

3.9. istatistiksel Analizler

Istatistiksel olarak verilerin degerlendirilmesinde ¢ Graphpad Prism 7° bilgisayar
paket programi kullanilarak gerceklestirildi. Paramedik dagilim gosteren verilerde One-
Way ANOVA testi kullanildi. Nonparamedik verilerde ise Kruskal-Wallis ( posthoc
Dunn’s) testi kullanildi. Gruplar aras1 karsilastirmalarda Tukey coklu karsilagtirilma testi

kullanilarak gerceklestirildi. Tiim hesaplamalarda p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

37



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analizlerin Degerlendirilmesi

Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezinde yaptigimiz c¢alismada toplam 30 adet Wistar Albino cinsi rat kullanildi.
Calisma sonrasinda deney hayvanlarindan aldigimiz kan oOrneklerinden TAS ve TOS
degerlerine bakilarak Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesapland1 ve sonuglar alt basliklar ile

sunulmustur.
4.2. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Aldigimiz kan Orneklerinden saglanan serumlar ile oksidan ve antioksidan
dengelerin totalde degerlendirilmesini saglayan TAS ve TOS &lgiimleri yapildi. Olgiimle
beraber elde edilen TOS degerlerinin yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlayarak
oksidatif stresin onemli bir gostergesi olan OSI degerleri elde edildi. Istatistiksel olarak
elde edilen TAS, TOS ve OSI degerleri sekil 4.1, sekil 4.2, sekil 4.3’deki gibi
gosterilmistir. Gruplar arasi yapilan TAS degerlenmesinde sayisal olarak degisimler

gozlemlensede istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (Sekil 4.1.).

TAS

1650
1600
1550
1500
1450
1400
1350
1300

1250
Sham Varikosel Varikosel+D Vit

Sekil 4.1. Gruplar aras1 TAS degerlerinin kiyaslanmasi
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Gruplar arasi yapilan TOS degerlendirilmesinde varikosel grubu, sham grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak TOS degerinde artis saptandi (p<0,05). Tedavi grubu,
varikosel grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak TOS degerinde bir azalis belirlendi
(p<0,01). Sham ve tedavi grubu arasinda sayisal degisiklikler goziikse de istatistiksel
olarak degerlendirildiginde anlamlilik gézlemlenmedi (Sekil 4.2.)

TOS
3000 a
2500
2000
1500
1000 b
500 -
0
Sham Varikosel Varikosel+D Vit

Sekil 4.2. Gruplar aras1 TOS degerlerinin kryaslanmasi
a: Sham vs Varikosel , p<0,05; b: Varikosel+D vit vs Varikosel, p<0,01

Olgiimii yapilan TOS degerleri yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlama sonucu elde
edilen OSI degerlendirilmesi elde edildi. Varikosel grubu sham grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede OSI degerinde bir artis saptand1 (p<0,01). tedavi
grubu, varikosel grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azalis
belirlendi (p<0,05). Sham ve tedavi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
gbzlemlenmedi ( (Sekil 4.3.)
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Sham Varikosel Varikosel+D Vit

Sekil 4.3. Gruplar aras1 OSI degerlerinin kiyaslanmasi
a: Sham vs Varikosel , p<0,05; b: Varikosel+D vit vs Varikosel, p<0,01

4.3. Histopatolojik Analizlerin Degerlendirilmesi

4 haftalik varikosel modeli siiresi sonunda alinan testis dokusu kesitlerinin H&E
ile boyanma islemi yapildiktan sonra gruplar arasinda JS’e gore degerlendirilme yapildi.
Skorlamaya gore varikosel grubunun, sham grubuna gore istatistiksel olarak seminifer
tiiblil elemanlarinda bir azalmanin oldugu goézlemlendi (p<0,01). Ayni sekilde varikosel
grubu, tedavi grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlendi
(p<0,05).

b
10 T a T
1
T I
8 1
6
4
2
0
Sham Varikosel Varikosel + D vit

Sekil 4.4. Gruplar aras1 histopalojik degerlendirme
a: Sham vs Varikosel , p<0,05; b: Varikosel+D vit vs Varikosel, p<0,01
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A). Kontrol grubunda goériinen korunmus testis morfolojisi (H&EX200).

B). Varikosel modeli sonras1 seminifer tiibiillerde belirgin hasar olusumu (H&Ex200).
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C) D vit. uygulamasi sonras1 seminifer tiibiillerde yapisal diizelme (H&Ex200)

Sekil 4.5. Sican testis dokusunun histopatolojik goriintiisii

4.4. Gen Analizlerinin Degerlendirilmesi

gRT-PCR ile elde edilen verilerden her bir gene ait olan sonuglarin dijital ortamda
yapilan 6l¢iim ile verilerin istatistiksel olarak degerlendirmeleri asagida verilen Sekil 4.6
ve Sekil 4.7 *deki gibi gosterilmistir.

TRPM2 grubuna ait veriler incelendiginde, varikosel grubunun, sham grubuna
kiyaslandiginda istatistiki diizeyde gruplar arasinda bir degisim saptandi (p<0,05). Tedavi
grubu, sham grubuna kiyaslandiginda istatistiki anlamda fark saptandi. (p<0,01) Tedavi ve
varikosel grubu arasinda sayisal degisiklikler goriilmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli derecede bir fark gozlemlenmedi. Elde ettigimiz sonuglara gore oksidatif stres ile
artis gosteren TRPM2 kanalinda, D vit. uyguladigimiz grupta sayisal olarak bir azalig

saptand1 ancak istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde goriilmedi. ( Sekil 4.6.)

TRPMS8 grubuna ait veriler incelendiginde, varikosel grubunun, sham grubuna
kiyaslandiginda istatistiki diizeyde gruplar arasinda bir degisim saptandi (p<0,05). Tedavi
grubu, sham grubuna kiyaslandiginda istatistiki anlamda fark saptandi. (p<0,01) Tedavi ve
varikosel grubu arasinda sayisal degisiklikler goriilmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli derecede bir fark gozlemlenmedi. (Sekil 4.7.) Devamh Ca*? girigi ile artig gosteren
TRPMS8 kanalinda uyguladigimiz D vit. kanal iizerinde énemli bir etkisinin olmadigim

gozlemledik.
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Sekil 4.6. Gruplar aras1t TRPM2 gen ekspresyon diizeylerinin kiyaslanmasi.
*:vs sham ( p<0,05)

TRPM8
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Sekil 4.7. Gruplar arast TRPMS8 gen ekspresyon diizeylerinin kiyaslanmas.
*:vs sham ( p<0,05)

4.5. Testis Agirhiklarinin Karsilastirilmasi
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4 haftalik varikosel modeli siiresi sonunda tiim gruptaki deney hayvanlarinin sag
ve sol testis dokular1 hassas terazi ( Pioneer, OHAUS) ile tartimi yapildi. Gruplarin sag ve
sol testis karsilastirilmasi, asagidaki ¢izelge 3.9. deki gibi gosterilmistir. Gruplar arasi sol
testis agirligina gore kiyaslandiginda varikosel grubunun, sham ve tedavi grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi. Yine aym sekilde sol testis agirligi olarak
kiyaslandiginda tedavi grubu ile sham grubu arasinda sayisal degisimler gozlemlense de
istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi. Alinan testis dokular1 sag testis olarak
kiyaslandiginda gruplar arasinda sayisal degisimler gozlemlense de istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmedi.
Cizelge 3.9. Sag ve sol testis agirhiklarinin karsilastiriimasi (Ort.iSH).

2 vs Sham; °: vs Varikosel; ¢ vs Varikosel+ D vit. *:p<0,05; **p<0,01; ***:p<0,001

Sham Varikosel Varikosel+D vit
Sag Testis 2,1 £0,15° 1,6 £027° 1,840,227
Sol Testis  2+0,16 1,2 40,23 & 1,6£0,23 &

44



5. TARTISMA

Varikosel fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte
fizyopatolojisi iizerine bircok klinik ve deneysel calismalar bulunmaktadir. Immiinolojik
ve antiinflamatuar bir etkiye sahip olan D vit. varikoselin fizyopatolojisi tizerindeki etkisini
incelemeyi amagcladik. Yaptigimiz literatlir taramalar1 neticesinde daha Onceden
varikoselin fizyopatolojisi iizerine D vit. ile ilgili bir ¢alismaya rastlanilmadigindan,
¢alismamiz bu yoOniiyle 6zgiin bir 6zellige sahiptir. D vit. varikoselin fizyopatolojisindeki
etkisini gozlemlemek i¢in histopatolojik, biyokimyasal ve gen ekspresyon analizlerini

gerceklestirdik.

Kandan saglanan serum 6rneklerinden biyokimyasal degerler (TAS, TOS ve OSI)
bakilarak testis tizerindeki islevlerini ve varikosel modeli arasindaki baglanti
degerlendirildi. Molekiiler seviyede incelemek amaciyla aldigimiz testis doku
orneklerinden gRT-PCR teknigi kullanilarak TRPM2-8 gen analizleri lizerine gerceklesen
degisimleri degerlendirdik.

Varikosel, skrotum igerisindeki pampiniform pleksusu olusturan spermatik
venlerin dilatasyonu olarak belirtilmektedir. Adolesan yaslarda goriilen erkek
infertilitesinde en sik rastlanan sebepleri arasinda sayilmakta ve erkek infertilitesinin
cerrahi olarak diizeltilebilen bir durumu olarak gosterilmektedir (Fretz ve Sandlow 2002).
Varikosel, erkeklerde testikiiler ve epididimal hasar nedeni ile infertiliteye neden oldugu
ifade edilmektedir. Tedavi yaklasiminin bir sonucu olarak ifade edilirse, varikosel derecesi,
testis boyutu, endokrin etkenler, seminal parametreler gibi birtakim klinik parametreler

tizerinde etkisinin bulundugu gosterilmektedir (Oktar ve ark. 2004).

Varikoselli kisilerinde i¢inde bulundugu infertil popiilasyonda SOR'’larin
varikosel ile arasinda bir iligskinin oldugu ifade edilmektedir (Tres ve Kierszenbaum 1999).
Varikoselli kisiler incelendiginde goriilen sonuglar oksidatif stres hasari ile birlikte testis
boyutunda anormal degisiklikler meydana geldigi ifade edilmistir. Testis morfolojisindeki
bozukluk, seminifer tiibiil elemanlarindaki kaybin olmasi ve tiibiiliin ¢apinda bir azalmanin
meydana gelmesi olarak ifade edilen ve bunun sonucunda patolojik olarak normal olmayan
semen parametreleri ve subfertilitenin olusumunun altinda yatan 6nemli sebepler olarak
gosterilmektedir (Paduch DA 2001).

45



Oktar ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada ilerleyen testis hasari sonucunda semen
parametrelerinde bozulmanin sonucu olarak infertiliteye neden olan varikoselin adolesan
yas gruplar arasinda yaklasik olarak 2/3 iizerinde testikiiler biiyiime geriliginin oldugu
ifade edilmistir (Oktar ve ark. 2004). Varikosele sahip kisiler incelendiginde testis
hacminde biiylime ile ilgili zit goriislerde bulunmaktadir. Thomas ve Elder ile Zini ve ark.
(2002) farkli zaman dilimlerinde yaptiklari ¢alismalarda varikoselde ayni tarafta testiste
rolatif atrofi goriildiigiinden bahsedilmistir (Thomas ve Elder 2002).

Hans ve ark. (1991) yaptiklari g¢alismanin sonucunda, sperm Kalitesindeki
distiklugiin, testikiiler biiylime geriligi ile birlikteliginin net olmadigim ifade etmislerdir
(Hans ve ark. 1991). Salama ve ark. (2003) olusturduklar1 varikosel modelininin
olusumunu takiben 30 giinliik bir siire i¢erisinde gézlemledikleri yapilan ¢alismalarin tersi
bir sekilde testis hacminde artis oldugunu tespit etmisler ve bunun sonucunda ise varikosel
ile olusan kapiller permeabilite artisindan dolayr intersitisiyel 6dem kanit olarak

gosterilmektedir (Salama ve Bergh 2003).

Olusturdugumuz varikosel modelinde sol testisin hacminde kii¢iik ¢apli bir azalma
meydana gelmistir. Calismamiza ait veriler incelendiginde yapilan bazi ¢alismalarla benzer
ozellik gostermektedir. Gruplar arasi sol testis agirligina gore kiyaslandiginda varikosel
grubunun, sham ve tedavi grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark saptand.
Yine aynmi sekilde sol testis agirligr olarak kiyaslandiginda tedavi grubu ile sham grubu
arasinda sayisal degisimler gozlemlense de istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmedi. (sirasiyla p<0,0001, p<0,01). Alinan testis dokulari sag testis olarak
kiyaslandiginda gruplar arasinda sayisal degisimler gdzlemlense de istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (p>0,01). Tedavi grubunun, sham grubuna yakin olmasinin

nedeni D vit. testis tizerinde koruyucu bir etkisinin oldugu sdylenebilir.

Son yillarda varikosel iizerinde yogun bir sekilde aragtirma yapilan oksidatif stres,
aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir. 1943’te ilk olarak oksidatif stresin erkek
infertilitesinde ki onemi Isko¢ asilli androlog John MacLeod’un aerobik kosullarda
inkibasyona maruz kalan insan spermatazoonlarin katalaz ilave etmesi ile hareketliliginin

arttigini bildirmesi seklinde basladigi bildirilmektedir (Macleod 1943).
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SOR’larin, fertilite {izerine semen kalitesi ve sayisi iizerinde olumsuz birgok
etkisinin oldugu bildirilmistir. Asirt SOR {iretimi ve azalan TAS diizeyi testikiiler dokuda
asir1 SOR birikimini meydana getirdigi ifade edilmistir. Enzimatik ve bitkisel kaynakli
olan antioksidanlar oksitadif hasara karsi bir savunma ya da bir koruyucu etkisini
aragtirmak igin birgok c¢alismalar yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada, varikoselli kisilerin
spermlerinde SOR’larin arttigin1 ve TAS seviyesinin diisiik oldugu gosterilmistir (Mostafa
ve ark. 2001, Koksal ve ark. 2003).

D vit. kalsiyum-fosfor arasindaki dengeyi sagladigi ve kemik mineralizasyonunda
aktif bir gorev istlendigi bilinmesinin yani sira antiinflamatuar ve immiin koruyucu
ozelliklerinin oldugu belirtilmistir (Cannell 2013). Yaptigimiz deneysel varikosel modeli
tizerinde D vit. sahip oldugu 6zelliklerinden yararlanarak testis fizyopatolojisi iizerine
etkisini amacladik.

Salum ve ark. (2013) calismasinda, streptozosin ile diyabet olusturulan ratlari iki
gruba ayirp, bir grubal0 hafta boyunca 500U kolekalsiferol (D3 vitamin) uygulamis ve
diger gruba hicbir madde enjekte edilmemis. Sonuglar degerlendirildiginde, enjekte
edilmeyen grupta karaciger ve serumda oksidatif stres gézlemlenirken, D vit. uygulanan
grupta vaskiiler komplikasyonlara kars1 bir savunma olustugu gosterilmistir (Salum ve ark.
2013).

Lin ve ark. (2005) yaptigi calismada ratlarda ¢inko ile serebral oksidatif stres
olusturulup D vit., antioksidan etkiye sahip olan melatonin, beta 6stradiyol ve vitamin E ile
karsilagtirilmig. D vit. lipid peroksidasyonunu ve otooksidasyonu indiikleyici etki
gosterdigi  belirtilmektedir. Karsilagtirilan antioksidanlara benzer 6zelliklere sahip
oldugundan bahsedilmektedir (Lin ve ark. 2005).

Hamden ve ark. (2009) diyabetik siganlar {izerine yaptigi bir arastirmada D vit.
bobrek, pankreas, karaciger, hiperglisemi, oksidatif stres ve hiicre hasarinda inhibasyon
gerceklestirdigini belirtmislerdir. (Hamden ve ark. 2009).

Garcion ve ark. (1999) yaptigi D vit.,oksidatif stresi indiikleyici ve koruyuculugu
lizerine yapilan ¢aligmada D vit. iNOS aktivitesini azalttifini ve bdylece primer rat
astrositlerindeki serbest radikal olusumunu azaltarak peroksidaz ve siiperoksit dismutaz
gibi antioksidatif savunma sistemlerini harekete gecirme yoluyla oksidatif stresi azalttig:
belirtilmektedir (Garcion ve ark. 1999).
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Menegaz ve ark. (2009) siganlarda D vit., sikloheksid ile bloke edilen 11 giinliik
fare testisindeki amino asit birikimi iizerinde giicli bir uyarict etki gosterdigi
bildirmektedir. Sonu¢ olarak, D vit. testisin protein kinaz A tarafindan tetiklenebilen
genomik etkilerle ve plazma membraninda Ca*?/ K* kanallarini iceren hizli yamtlarla
onemli bir rol oynadigi rapor ettiler (Menegaz ve ark. 2009).

Hamden ve ark. (2008) diyabetik siganlarda 1,25 (OH) 2D3 tedavisi, testosteron
ve 17B-0stradiol seviyelerini arttirarak oksidatif stres, hiicresel toksisiteden korunma, say1
ve motilitesinin korunmasi ile iireme sisteminde alloxan kaynakli hasar iizerinde koruyucu
bir etkisinin oldugunu bildirmektedir (Hamden ve ark. 2008).

D vit. eksikligi olan erkek si¢anlarda, basarili giftlesmelerde % 45 oraninda bir
azalmaya ve kontrolle karsilastirildiginda % 73 oraninda azaltilmis toplam dogurganlik
hizina sahip oldugu gosterilmistir (Kwiecinski GG ve ark. 1989).

Erkek tireme mekanizmasi asir1 SOR birikmesi ile oksidatif stres meydana
getirmesi ile patolojik olarak altta yatan sebeplerden biri olarak gosterilmekte ve
arastirmalarin ilgisini bu yone ¢ekmektedir.

Calismamiz, yapilan ¢aligmalarla uygunluk gosterek kandan saglanan serumlarla
oksidan ve antioksidan dengelerin totalde degerlendirilmesini saglayan TAS ve TOS
dlciimleri yapildi. Olgiimle beraber elde edilen TOS degerlerinin yiizde cinsinden TAS
degerlerine oranlayarak oksidatif stresin 6nemli bir gostergesi olan OSI degerleri elde
edildi. Gruplar arast yapilan TAS degerlenmesinde istatistiksel olarak anlamlilik
saptanmad1 ancak sayisal olarak degisimler gézlemlendi (p>0,05). Gruplar arasi yapilan
TOS degerlendirilmesinde varikosel grubu, sham grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak TOS degerinde artis saptandi (p<0,001). Ayn1 sekilde varikosel grubu, tedavi grubu
ile istatistiksel olarak kiyaslandiginda TOS degerinde bir artis belirlendi (p<0,01). Sham ve
tedavi grubu arasinda sayisal degisiklikler goziikse de istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamlilik gozlemlenmedi (p>0,01). Olgiimii yapilan TOS degerleri
yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlama sonucu elde edilen OSI degerlendirilmesi elde
edildi. Varikosel grubunun, sham grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede OSI
degerinde bir artis saptandi (p<0,001). Aymi sekilde varikosel grubu, tedavi grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artis belirlendi (p<0,05). Sham ve

tedavi grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gézlemlenmedi (p>0,01)
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TRPM grup liyesi olan TRPM2, oksidatif hasar olusumunun habercisi ya da
temsilcisi Adenozin di-fosfat Riboz (ADPR) ile aktive olmaktadir. Metodolojik
problemlerin nedeni ile TRPM2 kanalinin aktive durumu, NAD*, ADPR ve H,0;
sebebiyle farkli raporlarin ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (Ozgiil ve Naziroglu 2010). Ornegin,
human embryonic kidney293 (HEK293), HEK293 hiicrelerinde (Hara ve ark., 2002;
Wehage ve ark., 2002), Chinese hamster ovary (CHO) hiicrelerinde (Naziroglu ve ark.,
2007), GRI-GI rat insiilinoma hiicrelerinde (Fonfria ve ark., 2005), TRPM2 kanali H,0,
tarafindan aktive oldugu bildirilmektedir. Ancak insan noétrofil graniilosit hiicrelerinde
H.0,, TRPM2 kanalin1 aktif hale getirmedigi bildirilmektedir (Heiner ve ark., 2003).
Kolisek ve ark. HEK293 hiicrelerinde, cADPR tarafindan agilan TRPM2 kanal1 bilesik
tarafindan uyarildigin1 bildirmektedirler. Elde edilin bu sonuglar Gasser ve ark. (2006)
tarafinca onaylanip ve Jurkat hiicrelerinde TRPM2 kanallar1 cADPR tarafindan aktif hale
geldigi rapor edilmistir (Gasser ve ark. 2006). Ancak, yapilan baska bir ¢alismaya gore
notrofil graniilositlerin  sonuglarini desteklemedi ve cADPR’nin uyarimiyla TRPM?2
kanallarinin a¢ilmadig: belirtildi (Heiner ve ark., 2006).

Jie Zou ve ark. (2013) makrofaj hiicrelerinde H,O,’in biyolojik olarak uygun
konsantrasyonlarina erken yamt sirasinda TRPM2'nin Ca*® sinyalizasyonuna ve hiicre
Olumiine aracilik etmesindeki destegi ve mekanizmalarin incelenmesini amaglamislar,
sonug olarak TRPM2 kanalinin hiicre 6liimiindeki roliinii gostermisler (Zou ve ark. 2013).

Philippe Wyrsch ve ark. (2012) TRPM2 kanalinin oksidatif stres ile meydana gelen
sonuglarin iyilestirilmesinde gorev alan enzimlerin (PARP1 ve PARP2) etkinligi
sonucunda, kanali aktif duruma getirdigi belirtilmistir (Philippe Wyrsch ve ark. 2012).

Wang Q (2014) calismasinda serbest radikallerin TRPM2 kanallarinin asir1 Ca™*
akisi ile aktive oldugu durumda hiicrenin apoptoz veya otofajiye dogru yonelmesine dair ip
uclarinin oldugu belirtilmektedir (Wang Q 2014).

Hecquet ve ark. (2008) calismasinda; endotelyal hiicrelerde, TRPM2'nin ekspre
oldugunu ve endotelyal gegirgenlikteki H,O,’in uyarimsal bir artis ile TRPM2'nin Ca*?
akigint aktif duruma getirmesi olayma aracilik ettigini saptamislardir (Hecquet ve ark.
2008).

Yapilan ¢alismalarda oksidatif stres ile birlikte hiicre ici Ca*? artisindan kaynakli

TRPM2 kanalinda artis oldugu belirtilmektedir.
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TRPM2 grubuna ait veriler incelendiginde c¢alismamiz uygunluk gostererek
varikosel grubunun, sham grubuna kiyaslandiginda istatistiki diizeyde gruplar arasinda bir
artis saptandi (p<0,05). Gruplar degerlendirildiginde tedavi grubu, sham grubuna
kiyaslandiginda istatistiki anlamda fark saptandi. Ayrica tedavi grubu, varikosel grubuna
arasinda sayisal bir azalis goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli derecede bir fark
gbzlemlenmedi ( sirasi ile p<0,05, p<0,01). Elde ettigimiz sonuglara gore oksidatif stres ile
artis gosteren varikosel grubundaki TRPM2 kanalinda, D vit. uyguladigimiz grupta sayisal
olarak bir azalis saptandi ancak istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde goriilmedi. Elde
edilen verilere gére D vit. artan gen ekspresyon seviyesi lizerine Onemli bir etkisinin
olmadigini tespit ettik

TRPM8 Kkanali soguk reseptor ile aktive oldugu bildirilmektedir. TRPMS8
kanallarinin aktivite durumu devamli Ca*? kanallarmin akist ile oldugu ifade edilmektedir.
TRPMBS, sogutma ve mentol veya isilin gibi sogutma maddeleri ile aktif hale geldigi
belirtilmektedir (Nilius ve ark. 2007, Alexhander ve ark. 2004, Mckemy ve ark. 2002).

Pablo ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismalarinda western blotting ve immunohisto ve
sitokimyasal deneyler ile TRPMS8 kanallarinin sigan testisinde ve spermine yerlesik oldugu
bildirilmektedir (Pablo ve ark. 2011). TRPMS testis de dahil olmak iizere sigan genito
tiriner yolunda orta derecede eksprese edildigi bildirilmektedir (Stein RJ ve ark. 2004).
Shilin Li ve ark. (2010) yaptig1 deneysel ¢alismada, alinan 5 testis dokusu iizerinde RT-
PCR yaptigi calisma sonucunda, TRPMS5 ve TRPMS8'in herhangi bir ifadesine
rastlanmadigi belirtilmistir (ShilinLi ve ark. 2010).

Son zamanlarda, noropatik ve kronik agri sigan modellerinde duyusal afferentlerde
TRPM&'in, ya kiitandz yada intratekal farmakolojik ajanlarla veya ilimli sogutma ile
aktivasyonunun, duyarlilastirllmis agr1 yanitlarinin  inhibisyonuna neden oldugu

gosterilmistir (Proudfoot CJ ve ark. 2006).

TRPM8, prostat kanseri patofizyolojisinde de oOnemli bir rol aldigi ifade
edilmektedir (Tsavaler L ve ark. 2001). Androjene duyarli LNCaP hiicre hattinda TRPMS,
endoplazmik retikulum ve plazma zarim lokalize ettigini ve her iki lokasyonda bir Ca**’a
gecirgenlik kanali olusturdugu bildirilmistir (Zhang L ve Barritt GJ, 2004). Bununla

birlikte, LNCaP hiicrelerinde yapilan baska bir calismada, TRPMS'in endoplazmik
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retikulum ile bityik oranda simrlandigimi ve Ca™® salim kanali olarak islev gordigii
belirtilmistir (Thebault S ve ark. 2005).

Calismamiz uygunluk gostererek varikosel grubunda TRPMS8 seviyesinde
istatistiksel olarak sham grubuna gore artis saptandi (p<0.05). Ancak tedavi grubumuzdaki,
TRPMS8 gen ekspresyonun varikosel grubu ile kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel
olarak bir fark saptanmadi (p<0.01). Elde edilen verilere gore D vit. artan gen ekspresyon

seviyesi iizerine onemli bir etkisinin olmadigini tespit ettik.

Varikosel olusumu takibinde genel anlamda histolojik olarak goriilen degisiklikler;
leydig hiicre hiperplazisi, tiibiildeki sertoli hiicre sayisinda bir azalma, spermato genetik
arrest ve germinal epiteldeki yapisal degisiklikler, seminiifer tiibiil bazal membranin
meydana gelen degisiklikler ile zamana bagli olarak bir kalinlasmanin oldugu
gosterilmektedir (Peduch ve Skoog 2001). Calismamizda histopatolik incelemeler
sonucunda JS’den elde edilen verilere gore degerlendirildiginde varikosel grubunun, sham
grubuna gore istatistiksel olarak seminifer tiibiil elemanlarinda bir azalmanin oldugu
gozlemlendi (p<0,01). Aymi sekilde varikosel grubu, tedavi grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlemlendi (p<0,05).

Tedavi grubunun, hasta grubuna yakin bir degerin goriilmesi D vit. varikosel
sonucu olusan testis dokusu iizerinde olumlu ve diizenleyici bir etkisinin oldugunu

sOyleyebiliriz.
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6. SONUC

Deneysel olarak olusturdugumuz varikosel modelinde elde ettigimiz verilere gore,
D vit. testiste olusan oksidatif strese karsi biyokimyasal, histopatolojik ve molekiiler
diizeyde analizlerimizi gergeklestirdik. Yaptigimiz c¢alismalarin neticesinde D vit. testis
tizerinde biyokimyasal ve histopatolojik olarak olusan oksidatif stres parametrelerin
azalmasina neden oldugunu belirledik. Molekiiler diizeyde yapilan TRPM gen ekspresyon
seviyesinin oksidatif stres ile artan parametreler ile birlikte, D vit. artan parametreler
tizerinde yetersiz oldugunu tespit ettik. Calismamizin sonuglar1 klinik olarak desteklenmesi

ve dogrulanmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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