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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

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

Giiniimiizde bu konuda ¢ok sayida yayinlanmis makale olmasina ragmen,
testikiiler disfonksiyon ve infertilitenin indiikleyicisi olarak bilinen varikoselin
patogenetik mekanizmasi heniiz anlagilamamistir. Bununla birlikte; adrenal ya da
renal kokenli toksik metabolitlerin ¢ikisi, hipotalamik gonadal dengenin
bozulmasi, vendz stazin neden oldugu testikiiler hipoksi , testikiiler sicakligin
yiikselmesi ve apoptozis gibi baz1 mekanizmalar One siiriilmiistiir (8-11). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda apoptoz ve hipoksinin varikosel etyolojisinde
kuvvetli rol oynadig1 gosterilmistir(12).Kiling ve ark. yaptiklar1 calismada
varikosel modelinde hiicre diizeyinde gelisen hipoksi sonucu apoptotik indeksin
artigim gostermislerdir.(13)Lee ve ark. yaptiklar varikosel modelinde hipoksi
sonucu reaktif oksijen radikallerinde artis oldugunu gostermislerdir(14).Sonug
olarak siddetli ve uzamis varikoselde dejeneratif degisikliklere bagl olarak
zaman icerisinde gelisen histopatolojik degisimler sonucu germinal epitelde
apoptozun arttif1 sonucuna varilmaktadir.(15) Son zamanlarda, varikoseli olan
hastalarda oligospermi gelisiminde de apoptozisin 6nemli rol oynadigt ileri
stiriilmektedir. TUNEL assay kullanilan bir rat varikosel modelinde, artmis germ
hiicre apoptozu gosterilmistir.(16) Bu ¢alismada, seminifer tiibiil basina apoptotik
hiicre 0.27 iken, kontrol grubunda 0.14 hiicre belirlenmistir. Benzer durum
insanlarda da ortaya konulmustur. Toplam germ hiicre basina her biiyiitme

sahasindaki ortalama apoptotik hiicre yiizdesinin degerlendirildigi ¢calismada,
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olan hastalarin ejakiile edilen spermlerinin degerlendirildigi bir baska calismada,
sperm hiicreleri % 10’a kadar apoptotik iken kontrol grubunda bu oran % 0.1
bulunmustur.(18 ).

Apoptozisi baglatan nedenler cesitlidir. Apoptoz klasik olarak, hiicre 6liim
reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekroz
faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlari ile etkilesime girmesi
(uyarilmalar1) sonucu indiiklenir. Bu hiicre yiizey reseptorleri membranda
bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde,
bazi tiimér hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunur. lgili ligandina
Fas ligand (FasL) denir. FasL, tiimor nekroz faktor (TNF) ailesinin bir iiyesidir.
FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunur. Fas ve
TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyaris1 almis olduklarindan bir seri
protein-protein interaksiyonlarindan gegerler. Oncelikle kendilerine dogal olarak
bagli bulunan ve 6liim bolgeleri (“death domain™) adi verilen TRADD (“TNFR-1
associated death domain”) ve FADD (“Fas associated death domain”) ile
interaksiyona girerler. Bu 6liim bolgeleri ise prokaspaz 8’1 aktiflestirerek

caspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baslatirlar. (19)

Tiimor nekroz faktor ile iliskili apoptozis indiikleyici ligand ( TRAIL/Apo-2 ) ilk
olarak 1996 yilinda Ashkenazi ve ark. tarafindan tanimlanan; 281 aminoasid
iceren, hiicre yiizeyinin C-terminal ucuna yerlesmis ve homotrimerik alt iinite
yapisina sahip bir Tip-2 transmembran proteinidir (20-22). Fas/Fas-L ile benzer

yaptya sahip olmasindan 6tiirii timor nekroz faktor ailesinden kabul edilmistir.

TRAIL ¢esitli hiicre yiizeylerinde apoptozun indiiklenmesinde rol oynayarak
anti-timor ve anti-viral immun cevapta 6nemli role sahiptir. TRAIL-L ; iki adet
oliim reseptoriine ( death receptor ) sahip olup, DR4( TRAIL-R1 ),DR5(TRAIL-
R2) ile apoptozis indiiklenmesinde hiicre i¢ine sinyal iletimini gerceklestirir. Bu
sinyallerin toplanmas1 sonucu hiicre ici kaspaz-8 - 10 ardindan kaspaz-3
aktivasyonu sonucu apoptozis modiilasyonu tamamlanmis olur. Sonug olarak
DNA kariklar ve kromatin kondensasyonu, membran hasari ile hiicre 6limii
gerceklesmektedir.(23-25) Bunun yamsira TRAIL; DcR1(TRAIL-R3) ve
DcR2(TRAIL-R4-TRUNDD) tuzak reseptorlerine baglanarak hiicre ierisindeki

fonksiyonel 6liim bolgelerini antagonize edebilmektedir.(26-37)

Varikosel hakkinda bircok calisma yapilmisgsa da, varikosel gelisimi ve varikosel
tedavisinin sekli hakkinda heniiz net bir ortak karara varilamamistir. Yakin

o]



disfonksiyonunun sperm apoptozu ile iliskili oldugu bildirilmektedir. Daha 6nce
arastirtlmamis olmasi dolayist ile biitiin bu bilgilerden yola ¢ikarak, varikosel
hastalarindaki sperm disfonksiyonunun testisteki apoptozis mekanizmasinda
TRAIL ve/veya reseptorlerinin asir1 aktivasyonuyla iliskili olabilecegini
diisiinmekteyiz. Eger hipotezimiz dogruysa, farmakolojik ajanlar (TRAJL-
L,DR1,DR2 inhibitorleri) tarafindan bu yolagin inhibisyonu, semen
parametrelerini gelistirerek varikosel tedavisi i¢in ileride yeni bir terapotik
yaklasim sunabilir. Uygun medikal tedavi umut verici olabilir ¢iinkii subklinik
varikoseller i¢in cerrahi (varikoselektomi) onerilmemektedir (38). Diger yandan
varikoselektomiye medikal tedavinin eklenmesi, cerrahi tedavinin etkinligini

daha da arttirabilir.

Bu calismanin amaci; deneysel olarak varikosel olusturulmus sicanlarin
testislerindeki TRAIL-L ve reseptoér proteinlerinin dagilimlarmin ve aktivasyon
derecelerinin degerlendirilmesi ve varikoselli erkeklerde infertiliteye neden olan

sperm disfonksiyonunun patofizyolojik mekanizmasinin aydinlatilmasidir.

GENEL BIiLGILER

2.1.2. Testis

Testislerin boyutlar1 ortalama 4.5cm x 3cm x 2.7cm’dir. Tunika vaginalisin
icerisindeki boslukta mezorsiyum araciligiyla asili bigcimde dururlar. Skrotumun
icerisinde, sol testis genellikle daha asagida bulunur (April 1998). Tunika albuginea
adi verilen kalin bag dokusu kilifi, her bir testisi sarmaktadir. Tunika albugineanin
bag dokusu arka boliimden her bir testisin i¢ine dogru uzanarak mediastinum testisi
olusturur. I nce bag dokusundan olusan septumlar, mediastinum testisten iceriye

dogru uzanirlar ve her bir testisi, her biri 1-4 sarmal seklindeki seminifer tiibiilleri
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spermatogenik hiicreleri ve ¢cogalmayan ve destek hiicreleri olan Sertoli hiicrelerini
iceren cok katli germinal epitel tabakasindan olusur. Seminifer tiibiilde,

spermatogenik hiicreler boliinerek sperm hiicrelerine farklilasirlar.

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

tiretir ve salgilarlar.

Testislerin arteriyal destegi, vazal ve kremasterik arterlerle birlikte bulunan
testikiiler arterlerle saglanir. Bu arterlerin arasindaki anastomozlar testisin
kanlanmasim1 saglamaktadir (Fretz and Sandlow 2002). Arteria testicularis, arteria
renalis’lerin altinda olacak sekilde, aorta abdominalis’ten ¢ikar ve muskulus psoas
major’un On yiiziinde seyreder. Arteria testicularis anulus inguilaris profundus’tan

gecerek funiculus spermaticus’a gelir ve mezorsiyum’dan testise girer.

Testislerin kollateral kanlanmalar1 ¢cok zengindir. Arteria ductus deferentis,
arteria iliaca interna’min dali olup, arteria uterina’nin esdegeridir. Arteria
kremasterica, arteria epigastrica inferior’un bir dalhidir. Arteria pudendae externa,
arteria femoralis’in dalidir (April 1998). Bu ii¢ arter testisin kollateral kanlanmasini

saglar.

Testislerin venoz drenaji olduk¢a karmasik bir olaydir. Skrotum igerisindeki
primer vendz drenajdan, sol taraftaki renal ven’e ya da sag taraftaki vena cava’ya
drene olan testikiiler ven ve inferior epigastrik ven’e drene olan kremastreik ven
sorumludur. Sol internal spermatik ven, sol testisin anatomik olarak daha asagida
durmasindan ve damarlarin acisindan dolay1 sag taraftakinden 8-10 cm daha
uzundur. Internal spermatik ven, sol renal ven’e dik olarak, sag inferior vena cava’ya
ise oblik aciyla girmektedir. Bu damarlar olduk¢a anostomozlasmislardir ve boylece
pampiniform pleksusu olustururlar (Fretz and Sandlow 2002). Funiculus
spermaticus’da bulunan pleksus pampiniformis birleserek her bir vena testicularis’i

meydana getirir.



boylece testislerin 1s1s1 viicut 1sisindan birka¢ derece diisiik olarak tutulur (April
1998). Pleksus pampiniformis varikoselden %80 oraninda etkilenir. Tiim venoz
genislemelerin %901 sol taraftadir, ¢iinkii feces ile dolu olan sigmoid kolon sol vena
testicularis’e bast yaparak lokal vendz hipertansiyona neden olur. Varikosel
trombozu siklikla agrili olup, 1s1 diizenlenmesini etkiler ve sperm sayisinda azalmaya

yol acabilir (April 1998).

2.2. Varikosel

Varikosel, skrotum igerisindeki pampiniform pleksusun dilatasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Varikosel sozciigi, ilk kez 1843’de Curling tarafindan
“pampiniform pleksus icindeki testikiiler venlerin anormal dilatasyonu” tanimina
karsilik olarak kullanilmaya baslanmistir (Noske and Weidner 1999) ve uzun

zamandir bilinmesine karsin, patofizyolojisi heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.

Varikosel, erigkin erkek popiilasyonun %15-22’sini etkileyen fiziksel bir
anomalidir (Kursh 1987; Hargreave 1993). Infertilite arastirmasi nedeniyle kliniklere
basvuran erkeklerin ortalama %?30-40’1inda varikosel saptanmaktadir (Hendry,
Sommerville et al. 1973; Cockett, Takihara et al. 1984). Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) kapsamli bir projesinde, anormal semen parametrelerine sahip erkeklerin
%?25.4, normal semen parametrelerine sahip erkeklerin ise %11.7’sinde varikoselin
bulundugu bildirilmistir (WHO 1992). Sekonder infertilite nedeniyle klinige

bagvuran olgularda, varikosel goriilme siklig1 artarak %69-81 oranina ulasmaktadir



1993).

Varikoselin hem hayvanlarda (Harrison, Lewis et al. 1986; Salama, Bergh et al.
2003) hem de insanlarda (Sigman 1997) ilerleyici ve zamanla artan testis hasarina
yol actigi bilinmektedir. Varikoselin fertilite lizerine etkilerini irdeleyen WHO
projesinde, varikoselin semen anomalileri (say1 ve motilitede bozulma), testikiiler
hacimde azalma ve Leydig hiicre fonksiyonunda azalmayla iliskili oldugu acgikca
vurgulanmaktadir (WHO 1992). Ayrica bu ¢alismada, varikoselin derecesi ve sperm

say1sinda azalma orani arasinda dogrudan bir iliski oldugu bildirilmektedir.

Varikosel patofizyolojisi konusundaki olasi hipotezler arasinda; hipertermi,
testikiiler kan akimi ve venoz basing degisiklikleri, renal/adrenal iiriinlerin refliisii,
nutrisyon degisimi veya interstisyel sivi formasyonunda degisiklik ile sonuglanan
testikiiler vaskiiler degisiklikler, hormonal disfonksiyon, otoimmunite, akrozom
reaksiyonu defekti, apoptoz ve oksidatif stres bulunmaktadir (Sigman 1997). Mevcut
verilere gore, testikiiler 1s1 artis1 ve vendz reflii en cok kabul goren faktorlerdir. Bu

hipotezlerden tek tek bahsedecek olursak;

2.2.1. Testikiiler Kan Akim

Varikoselin bir patoloji olmasi, patofizyolojisinin aydinlatilmasinda damara
yonelik pek c¢ok calismanin yapilmasmna yol a¢mistir. Deneysel hayvan
calismalarinda, varikosel ve testikiiler kan akimi degisiklikleri konusunda birbiriyle
celigkili sonuclar bulunmaktadir. Tek tarafli varikosel varliginda iki tarafli testikiiler
kan akimi artisint gosteren Turner ve arkadaslarinin ¢alismalarina karsi olarak
(Turner, Brown et al. 1993), eriskin ratlarda ayni bulgular1 saptayan ve
varikoselektomiyi izleyen kisa ve uzun donemlerde kan akiminin normale
dondiigiinii bildiren ¢alismalar da vardir (Green, Turner et al. 1984; Hurt, Howards et
al. 1986). Tek tarafli patolojinin neden iki tarafli etki yaptigr heniiz tam olarak
bilinmemesine karsin, noral veya hormonal faktorlerin rol oynadigi ileri

suriilmektedir.

2.2.2. Testis-Interstisyal Siv1 Tliskisi

Testikiiler interstisyel sivi; testikiiler hiicreler ve dolasim arasindaki endokrin
etkilesimi ve hiicreler arasindaki parakrin mekanizmalar1 diizenler. Bu sivinin
olusumu, testikiiler kapillerlerin kan akimi ve gecirgenligi tarafindan belirlenir.

Varikosele bagli olarak internal spermatik vende ortaya cikan hidrostatik basing
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interstisyel sivi olusumunda degisiklige yol acar. Yapilan caligmalarda, deneysel
varikosel olusumundan 30 giin sonra interstisyel sivi olusumunda artis oldugu
gosterilmistir (Turner and Miller 1996). Seminifer tiibiilleri ve interstisyel dokudaki
hiicreleri saran bu sivi, testis ve testis vaskiilaritesi ile baglantilidir. Testikiiler
interstisyel sivi olusumunu kontrol eden faktorler ve bu faktorlerdeki degisiklikler,
testis islevinde o©nemli rol oynamaktadir. Bu faktorlerden birisi de, testis

kapillerlerinin vaskiiler gecirgenliginin artis1 olabilir (Sharpe 1984).

2.2.3. Hipertermi
Hipertermi, varikosele ikincil olarak gelisen testikiiler islev degisikligi i¢in en
yaygin kabul goren mekanizmadir. Skrotal 1siy1 2 termoregiilator sistem

diuzenlemektedir:

1- Skrotum : Bu bolgedeki ciltte subkutan yag dokusu bulunmaz.

2- ‘Ters akim’ 1s1 sistemi : Spermatik kordon i¢indeki pampiniform pleksus,
arteriyel ve vendz kan arasinda ‘ters akim’ 1s1 degisim sistemini saglamaktadir.
Arteriyel kan testise girerken sogutulmakta ve testisin diisiik 1s1sin1 saglamaktadir.
Bu 1s1 degisim sistemi, yalnizca vendz kan 1sisinin testise giren arteriyel kandan daha
diisiik oldugunda calisabilmektedir (Mieusset and Bujan 1995). Yani, testise girecek
olan spermatik arter kaninin 1s1s1, testisten ¢ikan ve pleksus pampiniformisi olusturan
vendz kan tarafindan sogutulmaktadir. Varikoselin bu mekanizmayir bozduguna

inanilmaktadir.

Tasinabilir kiiclik dijital veri kaydedici ile skrotal 1simin 24 saat siirekli
kaydedilebildigi bir calismada, varikoseli olan infertil erkeklerin skrotal 1sisinin
normal fertil erkeklerden hafif yiiksek oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak, bu bulgularin
aksine, varikoseli olan ve olmayan infertil erkeklerde skrotal 1s1 arasinda fark
olmadigini bildiren caligmalar da bulunmaktadir (Mieusset, Bujan et al. 1987; Lund

and Nielsen 1996).

Varikosel onarimi dncesinde bilateral intraskrotal 1s1 artiginin, tek tarafli veya

iki tarafli varikoselektomi sonrasinda kontrol grubu diizeylerine indigi ileri
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goriisler de bulunmaktadir (Lerchl, Keck et al. 1993).

Hayvanlarda deneysel olarak olusturulan varikosel modellerinde de, skrotal
1s1 arastiritlmigtir. Tek tarafli olusturulan iatrojenik varikoselin (renal venin kismi
ligasyonu veya testikiiler vende kapakcik yapisinin cerrahi olarak bozulmasiyla) 1s1
artisina yol agtigi gosterilmistir. Yine, sicanlarda ve tavsanlarda varikosel ile
intraskrotal 1s1 artis1 arasinda bir iliski ortaya konmus ve varikosel onarimi ile 1s1
normal hale donmiistiir (Green, Turner et al. 1984; Sofikitis and Miyagawa 1993).
Ayrica, artmis intraskrotal 1sinin testikiiler histolojide de anormalliklere neden
oldugu ve ejakiilattaki sperm kalitesini diistirdiigii bildirilmistir (Saypol, Howards et

al. 1981; Shafik, Wali et al. 1989; Sofikitis and Miyagawa 1993).

Seminifer tiibiil ve/veya Leydig hiicre diizeyinde niikleer DNA ve RNA
baglayici proteinlerde dogrudan 1s1 hasari sonucunda spermatogenezin etkilendigi
diistintilmektedir (Fujisawa, Yoshida et al. 1989; Nishiyama, Danno et al. 1998).
Ancak, kisa donemde Sertoli ve Leydig hiicre fonksiyonunun bozulmadig:

diistiniilmektedir (Namiki, Nakamura et al. 1987).

2.2.4. Venoz Basing

. Varikosele ikincil olarak gelisen vendz basing¢ artisi testis kan akimini
etkileyebilmektedir (Sweeney, Rozum et al. 1991; Hsu, Chang et al. 1994). Hamster
testisinin  subkapsiiler yiizeyinde bulunan mikrodamarlardaki intravaskiiler
basinglarin direkt Ol¢iimii, testikiiler kapiller basincin ¢ok diisiik oldugunu ve
vaskiiler agin arteriyel boliimii tarafindan diizenlendigini ortaya koymustur. Vaskiiler
direncin bu dagilimi, hamster modelindeki vendz basing artisina kapiller basincin
oldukca duyarl olabilecegine isaret etmektedir (Sweeney, Rozum et al. 1991). Venoz
akimin kollaterallerinin ligasyonu ve pampiniform pleksus distalindeki ana vendz
akimin kismi okliizyonuna bagli olarak, vendz basingta % 90’1n iizerindeki artis
postkapiller veniillere iletilmektedir. Kronik prekapiller vazokonstriksiyon testisin
beslenme kaynagina olumsuz bir etkide bulunabilir ve dolayisiyla spermatogenezi
bozabilir. Ayrica artmis vendz basing, intratestikiiler onkotik ve hidrostatik
basinglarda degisiklige neden olabilir; 6nemli hormonlar i¢in parakrin ve tasinma

ortamini degistirebilir; mikrovaskiiler sivi degisimini bozabilir.

Insanlarda, skrotumun anterolateral yiiziinden pampiniform pleksusa

manometre baglanmis igne ile girilerek, spermatik kordon venlerindeki normal
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olmayanlara gore pampiniformis pleksus vendz basinci istirahatte ortalama 19.7
mmHg, valsalva ile ortalama 22 mmHg daha yiiksek cikmaktadir. Ancak, bu
calismada varikoselli 32 olgunun 18’inde semen parametreleri normal bulunmustur.
Aym arastirmacilar, varikoseli olan 60 olguya varikoselektomi uyguladiklarinda,
olgularin %88’inde cerrahi sonrasinda vendz basing degerlerinde azalma oldugunu
ortaya koymuslardir (Shafik 1983). Bu seride, 42 hastanin %70’inde hem vendz
basincta azalma hem de semen parametrelerinde iyilesme gozlenirken, bu grup icin
gebelik orant %32 diizeyinde gerceklesmistir. Ayrica, vendz basincgta varikosel
onarimu ile azalma saglanan olgularda, saglanmayanlara gére sperm motilitesinde

diizelme daha fazla bulunmustur.

2.2.5. Renal-Adrenal Reflii

Varikoseli olan erkeklerin yaklasik %50’sinde sol spermatik vende retrograd
akimin oldugu bildirilmektedir (Ahlberg, Bartley et al. 1966). Ayrica, venografik
caligsmalarla venoz refliideki artis belgelenmistir (Comhaire, Kunnen et al. 1981). Bu
durum, varikoselli hastalarda bobrekten ve adrenal bezden katekolaminler,
prostoglandin E ve F gibi metabolitlerin yiiksek konsantrasyonda refliisiine yol
acmaktadir. Baslangicta goriilen kronik testikiiller vazokonstriiksiyon, zamanla
testikiiler fonksiyonu etkileyebilmektedir. Ancak, hayvanlarda yapilan deneysel
caligsmalar yukaridaki varsayimi heniiz dogrulayamamustir.

Deneysel varikosel modeli olusturulan hayvanlarda sol renal vene verilen
isaretlenmis mikrosferler, ne sol ne de sag testiste gosterilememistir (Turner and
Lopez 1989). Bir baska calismada, Wistar tipi ratlarda varikosel olusturulduktan 12
hafta sonra yapilan sol adrenalektominin; azalmis testis agirligi, artmig testikiiler 1s1,
fertilitede azalma, azalmis epididimal spermatozoal icerik ve motilite iizerine

etkisinin olmadigi ileri siiriilmiistiir (Sofikitis and Miyagawa 1993).

Varikosel cerrahisi sirasinda, testikiiler geri akimin oldugu venlerden alinan
kandaki katekolamin diizeyi periferik venlerden alinanlardan 3 kat fazla iken, kontrol
grubunda 1.5 kat fazla bulunmustur (Comhaire and Vermeulen 1974). Venlerdeki bu
artmis katekolamin, “ters akim 1s1 degisim sistemi” yoluyla pleksus pampiniformis
diizeyinde testikiiler arterlere gecerek, arterlerdeki noradrenalin diizeyini artirmakta
ve buna bagli olarak arteriyollerde olusan vazokonstriiksiyon, testikiiler hipoksiye

katkida bulunmaktadir..



Varikoseli olan infertil olgularda, serum testosteron konsantrasyonunda
azalma oldugu diisiincesi, varikoselin Leydig hiicre fonksiyonunu bozdugu ve buna
bagl olarak testosteron iiretiminde azalmaya yol actig1 varsayimina yol agmistir. Rat
modelinde spermatogenezin siirdiiriilebilmesi i¢in en az 20 ng/ml intratestikiiler
testosteron konsantrasyonu gerektigi (Zirkin, Santulli et al. 1989) ancak varikosel
modelinde serum testosteron konsantrasyonunda etkilenme olmaksizin intratestikiiler
testosteron diizeyinde belirgin bir azalma oldugu bildirilmistir (Rajfer, Turner et al.
1987). Bir bagka rat modelinde, sol varikosel sonrasinda intratestikiiler testosteron
konsantrasyonunun bilateral (her iki testistede) azaldigi belirlenmistir (Turner and
Lopez 1990). Benzer baska bir calismada ise, testosteronda ipsilateral (varikosel olan
taraftaki testiste) artis gozlenmistir (Ghosh and York 1994). Ayrica, tek tarafli
varikoselin, intratestikiiler testosteron konsantrasyonunda bilateral ve esit diizeyde
diismeye yol ac¢tig1 yine bir rat modelinde belirlenmis ve testosteron biyosentezinden
sorumlu olan 17,20-dezmolaz ve 17a-hidroksilaz enzimlerinin diizeyinde azalma

oldugu da gozlenmistir (Rajfer, Turner et al. 1987).

Diinya Saglik Orgiitii’niin varikoselin hormonal parametreler iizerine etkisini
degerlendirdigi cok merkezli bir caligmada, varikoseli olan 30 yas iistii erkeklerde
altindakilere gore serum serbest testosteron diizeyi anlamli derecede diisiik
bulunmugstur (WHO 1992). Bu durum, varikoselin Leydig hiicre fonksiyonu iizerine
zaman bagimli olarak olumsuz etki gosterdigini diisiindiirmektedir. Cayan ve
arkadaslarinin, mikrocerrahi varikoselektominin hormonal parametrelere etkisini
degerlendirdikleri ¢calismalar1 da bu bulgular1 destekler niteliktedir. Bu ¢alismada,
varikosel onarmminin Sertoli ve Leydig hiicre fonksiyonunu arttirdifi ve serum
serbest testosteron diizeyindeki anlamli artisin sperm say1 ve motilitesinde iyilesme

ile paralellik gosterdigi bildirilmektedir (Cayan, Kadioglu et al. 1999).

Bir baska calismada, kontrol grubuyla karsilastinldiginda, varikoseli
olanlarda serum serbest testosteron diizeyinin daha diisiik, Ostradiol ve steroid
baglayici globulin diizeylerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Kazama 1995).
hCG’ye testosteron yanitinin degerlendirildigi ¢alismanin verilerine gore varikosel,
hCG’ye testosterenonun erken yanitini (1-4 saat) azaltabilmektedir (Cayan, Kadioglu
et al. 1999). Bu durum biiyiik olasilikla 17,20 liyaz diizeyindeki blok nedeniyle
testosteron sentezindeki bozulmaya baghdir. Yukarida bahsedilen bulgular,
varikoseli olan bazi hastalarin testislerinde, bir defekt sonucu cinsiyet steroid
konsantrasyonundaki degisikliklere bagl olabilir. Ancak bu bulgularin, varikoselli

hastalardaki endokrinopatiye bagli mi, yoksa azalmis spermatogenezin etkisiyle mi
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gelisen asir1 yanit nedeniyle, varikoseli olan hastalarda endokrin profilde degisiklik
oldugu ve varikoselektomi ile bunlarin diizelebilecegini ileri siiren ¢aligmalar da

bulunmaktadir (Kass, Freitas et al. 1993; Hudson 1996).

Tiim bu bulgulara karsin, varikoseli olan hastalardaki folikiil uyarict hormon
(FSH), luteinizan hormon (LH), testosteron ve Ostradiol gibi hormon diizeylerinin
normal simrlarda kaldigimi bildiren c¢alisma sayisi da azimsanmayacak Olciidedir
(Swerdloff and Walsh 1975; Schiff, Wilson et al. 1976; Hudson and McKay 1980;
Hudson, Crawford et al. 1981).

Varikosel onariminin hormonal parametrelerin geri doniisiimiine etkisi
konusunda da literatiirde farkli bulgular bildirilmektedir. Bazi ¢calismalarda, varikosel
onarimi Oncesi ve sonrasinda testosteron konsantrasyonunun degismedigi ileri
stirilmekle birlikte (Hudson, Perez-Marrero et al. 1985; Segenreich, Shmuely et al.
1986), diger calismalarda Ozellikle preoperatif diisiik testosteron diizeyine sahip
hastalar olmak iizere bazi hastalarda varikosel onariminin serum testosteron diizeyini
arttirdigr bildirilmektedir (Comhaire and Vermeulen 1975; Su, Goldstein et al. 1995;
Cayan, Kadioglu et al. 1999).

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

varikosel onarimindan yarar géormeyecegi sOylenebilir.

2.2.7. Otoimmiinite

Kan-testis bariyerinin bozulmasinin antisperm antikor (ASA) iiretimini
tetikledigi diistiniilmektedir. Olas1 etiyolojiler arasinda; testis torsiyonu, duktal
obstriiksiyon, epididimit, prostatit ve testis travmasi yani sira varikosel de
bulunmaktadir (Jarow and Sanzone 1992). Fertilite durumu goz Oniine alinmaksizin
varikoseli olan saglikli erkeklerin testis biyopsisinde, Sertoli-Sertoli hiicre

baglantilarinin saglam oldugu gosterilmistir (Cameron and Snydle 1980).

Varikoselin hangi mekanizmayla kan-testis bariyerini bozmadan ASA’larim
uyardig1 bilinmemektedir (Turner, Jones et al. 1987). Hayvanlarda deneysel olarak
olusturulan varikosel modelinde, sham ve opere edilmeyen ratlara gore varikosel
olusturulan ratlarda daha yiiksek diizeyde ASA birikimi oldugu gosterilmistir
(Shook, Nyberg et al. 1988).
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ASA degerlendirmesi genel olarak 2 yontemle yapilmaktadir. immunobead
tekniginde direkt spermatozoaya karsi olusan antikorlar bakilirken, ELISA ile
seminal plazmaya kars1 olusan antikorlar 6l¢iilmektedir. Dolayisiyla, spermatozoa ve
seminal plazmadaki ASA’lar ayrnn ayr1 degerlendirildiginde, varikoseli olan ve
olmayan infertil hastalarda ASA diizeylerinde farklihk c¢ikmazken, bu
fraksiyonlardaki tiim ASA’lar kombine edildiginde varikoseli olan infertil hastalarin
%91’inde antikor saptanirken, varikoseli olmayan infertil hastalarin %41’ inde
antikor bulunmaktadir (Golomb, Vardinon et al. 1986). Bu farkliligin nedeni

bilinmememektedir.

Yukaridaki bulgulara ragmen, infertil populasyonda ASA goriilme olasiligl
fertil populasyondan daha yiiksek iken, varikoseli olan hastalar ile olmayanlar

arasinda benzer oranlarda ASA oldugu diisiiniilmektedir.

2.2.8. Akrozom Reaksiyonu

Varikoselde, sperm say1 ve morfolojisinden daha ¢ok sperm fonksiyonunda
bir defekt oldugunu ve bunun da daha c¢ok zona pellusidaya baglanma sirasinda
gelisen akrozom reaksiyonu defekti oldugu diisiiniilmiistiir. (Rogers, Mygatt et al.
1985; Vigil, Wohler et al. 1994).1 nsanlarda yapilan calismalarda, varikosel
varliginda mannoz ligand reseptorleri fertil donorlerlerle esdeger ekspresyon
gostermektedir. Ancak, mannoz tedavisine karsilik spermatozoa akrozom
reaksiyonunu gergeklestirememekte ve zona pellusidaya penetre olamamaktadir
(Benoff, Barcia et al. 1996). Aym calismada, varikosel onariminin akrozom

reaksiyonunda iyilesme saglayamadigi da ileri siiriilmektedir.

Varikoselli hastalardan elde edilen spermatozoanin, miyozin-benzeri
epitoplar1 tamamlamas1 bu hastalarda sinyal iletimini diizenleyen mekanizmalarda
veya kalsiyum iyonunun igeri girisinde bir defekt oldugunu diisiindiirmektedir
(Benoff S 1995). Eser metaller gibi baz1 ko-faktorler, varikoselli hastalardaki infertil
duruma katkida bulunabilir. Bu durumun, eser metal diizenlenmesinde defekte yol
acan bir genin varligina bagh oldugu da kabul edilmektedir (Benoff, Barcia et al.
1996; Benoff, Hurley et al. 1997). Ayrica, varikoseli olan hastalarda akrozom
reaksiyonunu  olumsuz  etkileyen Onemli sperm plazma proteinlerinin
ekspresyonunda, nitelik ve nicelik olarak gozlenen molekiiler farkliliklar, fertilite

tizerine degisken etki gosterebilir.
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2.3. Apoptoz

Varikosel patofizyolojisinde apoptozun ne derece 6nemli rol oynadigi giincel
calismalarda da gosterilmistir. Normal testis fonksiyonu igerisinde germ hiicrelerinde
devam eden diizenli bir apoptoz oldugu bilinmektedir.Varikosel gibi klinik
durumlarda germ hiicreleri ve diger testis hiicrelerinde apoptozis artigt oldugu ve

testis fonksiyonunda azalma meydana geldigi saptanmustir.

Apoptoz kontrollii bir hiicre 6liim sekli olup, cok hiicreli organizmalarin gelisim ve
hiicre i¢i dengelerinde merkezi bir rol oynar. Akut doku hasar1 ve inflamatuvar
cevabi tetikleyen nekroza kiyasla, apoptoz kontrollii ve inflamatuar cevabi olmayan

bir hiicre 6liim seklidir.

Apoptotik hiicre 6liimii, hiicre biiziismesi, kromatin yogunlagmasi ve sitoplazmik
membran parcalanmasi gibi tipik morfolojik 6zelliklerle baglantilidir. Apoptotik

mekanizmalarin bozulmasi, genellikle mutasyonlarin olugsmasini kolaylastirarak,
hiicrenin yagsam siiresinin anormal sekilde uzamasu ile iligkili karsinogenez

mekanizmalarinda yer alir. (136).

Memeli hiicrelerinde belirlenmis iki apoptotik yol mevcuttur: (Sekil 2.3.1)
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Sekil 2.3.1 Apoptoz Yolaklar:

Ekstrensik yolak olarak da adlandirilan ilk yolak, 6liim reseptorleriyle uyarilmakta

olup, bunlar tiimor nekroz faktor (TNF) reseptor ailesinin alt grubudur.

Intrensik yolak olarak adlandirilan ikinci yolak ise, mitokondri katilimli, Bcl-2

protein ailesi tarafindan ilerletilen ve kontrol edilen bir yolaktir (137-138). Her iki
yolak da baslatict kaspazlarin aktivasyonuna sebeb olarak, efektor kaspazlar aktive
etmektedir. Kaspazlar, sistein bagimli aspartat spesifik proteazlardir ve aktive
olmalar1 posttranslasyonel seviyede diizenlenmektedir. i1k basta inaktif prokaspazlar
olarak sentez edilirler ve bu prodomeinler, kiiciik altbirim ve biiyiik altbirimlerden
olusurlar. Baglatic1 kaspazlar, kaspaz—2 ile kaspaz—9’da oldugu gibi kaspaz aktive
eden bolge (CARD), kaspaz—8 ile kaspaz—10’da oldugu gibi 6liim olusturan bolge
(DED) gibi uzun prodomeinler icerirler.

Bu prodomeinler, kaspazlarin diger proteinlerle etkilesime girerek kendi
aktivasyonlarinin diizenlenmesine olanak saglarlar. Buna karsilik efektor kaspazlar,
cok kiiciik prodomeinlere sahiptirler. Kaspaz kaskadi, 6liim baslatici sinyalleme
kompleksi (DISC) olusumu ile sonuclanan 6liim reseptor tetiklenmesiyle veya
apoptozom adli intrinsik protein kompleksi ile aktive edilebilmektedir. Apoptozom
mitokondriden sitokrom c salinmasiyla olusturulur, bu islem asil olarak Bcl-2 ailesi
iyeleriyle kontrol edilir ve Apafl ile baglantilidir. Kaspaz—9 daha sonra bu protein
kompleksi ile aktive edilir. Bu kaskad bir kere baslatilirsa pozitif ileri besleme
saglanir ve hiicre kacinilmaz bir sekilde apoptoza gider.

Efektor kaspazlar DNAazlar1 aktive ederek hiicre membraninda degisikliklere,
protein katlanmasinda bozulmalara sebeb olmaktadir. Bir kaspaz tarafindan
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etkinlestirdigi deosiriboniikleazin (CAD) niikleusa girerek DNA’y1 pargalara
ayirmasina ve sonugta apoptotik hiicrelerde ki karekteristik “DNA merdiveni”

goriiniimiine sebeb olmaktadir (139).

2.3.1. Ektrensik Yolak
Apoptozun dis yolunda, tiimor nekroz faktorii (TNF) ailesi, hiicre yiizey
reseptorleri ile iligkili apoptoz uyarici ligandlar ve Fas ligandlari, bazi malign ve

normal hiicrelerde kendilerine 6zgii reseptorlerle birleserek 6liime neden olurlar.
TNF ailesi reseptorler (TNF-R1/CD120a, TNF-R2, DR3/Wsl-1/Tramp, DR4/ Trail-
R1, DR5/Trail-R2, CAR-1) ve Fas (CD95/APO1) reseptorii belli bir aminoasit

dizilimi ve homolojiyi paylasirlar (140-141). Bu proteinlerin hiicre dis1 kistmlari
ligand baglanmasi i¢cin 6nemlidir. Sitoplazmik kisimlarinin kiyaslanmasi sonrasinda,
molekiillerde kismen korunmus olan bir 6liim bolgesinin (DD) bulundugu
gosterilmistir. Bu bolgeler apoptozun baslamasi i¢in gerekli olan sitoplazmik sinyal
proteinlerinin baglandig: yerlerdir. Duyarl ligandlarin baglanmasziyla, ii¢ timor
nekroz faktorii reseptorii (TNFR) ya da Fas molekiilii kompleks olusturmak iizere bir
araya gelir. TNFR ve Fas trimerlerinin sitoplazmik bdliimleri sirasiyla, TNFR’e bagh
Olim bolgesi (TRADD) ve Fas’a bagli 6lim bolgesi (FADD/Mort-1) adli adaptor
proteinlere baglanirlar. Bu adaptor proteinlerden birinin ektopik yapimi apoptozu
uyarabilmektedir. Bu proteinlerin hem DD hem de proteazlarin 6liim olusturan
bolgesine (DED) baglanabilen protein etkilesme bolgesi vardir. Reseptorlerin
sitoplazmik kisimlari, adaptor proteinler ve proteazlar bir 6liim baslatici sinyalleme
kompleksi (DISC) olustururlar. Proteazlarin aktivasyonu apoptotik sinyali daha da

ilerletmektedir. Apoptozu baslatma yeteneklerini hasarlayan TNFR ya da Fas
mutasyonlarinda, sitoplazmik 6liim domeinindeki bozulmalarin apoptozun
gerceklesmemesini saglayabilmesi, bu bolgelerin Fas ve TNFR'e bagli apoptozda
olduk¢a 6nemli rol oynadiklarinin gostergesidir (142,143). TNFR sinyalleme
kompleksi, en az 3 farkli fonksiyon gostererek cesitli aktivasyon olaylarinda yer
almaktadir. Bunlar arasinda janus kinaz (JNK) aktivasyonu, niiklear faktor kappa

B(NF-kB) aktivasyonu ve apoptozun uyarilmasi sayilabilir. TNFR tarafindan
apoptozun baslatilmasi icin TRADD ve FADD gerekirken JNK ve NF-kB
aktivasyonu ile TRADD, TNF reseptorii ile iligkili faktor-2 (TRAF2) ve RIB gorev
almaktadir. JNK ve NF-kB aktivasyonunun, apoptoz uyariminda etkin olmadig,

apoptozdan koruyucu yanit olusturmada 6nemli oldugu bilinmektedir. Ornegin NF-
kB, apoptozu baskilayan ¢ok sayida antiapoptotik geni aktive etmektedir, apoptozu
baskilayan proteinlerin (IAP) bunlar arasinda oldugu bildirilmistir (144).

2.3.2. intrensik Yolak
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ajanlarla baslayan sikintili durumlara yanitta da oldugu gibi, hiicrenin kendi i¢inden
baslatilarak aktive olur. I¢ yoldaki apoptotik sinyal iletiminde mitokondrinin temel
bir rolii bulunmaktadur. I¢ yolda, 6liim sinyalleri mitokondrial membranin
gecirgenligini degistirerek, apoptozun cesitli kademelerine dahil olan proapoptotik
faktorlerin salinmasina sebep olur (138). Mitokondrial salinimi Bcl-2 ailesinin
iyelerinin kontrol etttigi 6ne siiriilmektedir. Mitokondriden salinan faktorler arasinda
sitokrom c (146), apoptuzu uyaran faktor (AIF) (147), ikinci mitokondri kaynakli
kaspaz aktivatorii/dogrudan AIP’a baglanan diisiik pH’l1 protein (Smac/DIABLO)
(148-149) ve endoniikleaz G sayilabilir (150). Sitokrom c, mitokondriyal elektron
aktarim sisteminin onemli bir parcasidir. Normalde mitokondrinin i¢ ve dis zar1
arasindaki bolgede yerlesmistir. Sitokrom c, apoptoz kompleksi “apoptozom”
olusumuna katilir. Sitokrom c’nin dATP (ya da ATP) ve sitoplazmik faktor Apaf-1
ile birlikte sitoplazmaya salinimi kaspaz-9'un kendini ve sonra kaspaz- 3'li aktive
eder. Smac/DIABLO ise IAP( Inhibitor of Apoptosis) ailesi proteinlerini inhibe
ederek kaspaz aktivasyonunu ilerletir (148-149).

AIF ve sitokrom-c salinimi, membran potansiyel kaybi ve membran gegirgenlik
degismesi gibi islev bozukluklarina bagli olabilmektedir (151). Biiyiik spesifik
olmayan kanal olarak belirtilen gecisi saglayan por kompleksi (PTPC),
mitokondrinin i¢ ve dis zarlarinin birbirine bakan yiizlerine yerlesmis multimerik bir
yapidir. PTPC dis mitokondri zarinda bulunan voltaj bagimli anyon kanali (VDAC,
porin)dir. 18 kDa mitokondrial benzodiazepin reseptor ve hekzokinazdan, i¢ zar ve
matrikse bakan yiizde yerlesmis olan adenin niikleotid gec¢irgeni (ANT) ve siklofilin
D’den olusmaktadir. Sitokrom ¢ salintminin mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (151-153). Bu konu ile ilgili olarak ileri siiriilen bir teoriye gore,
kanallar ¢coziinmiis proteinlerin gececegi biiyiikliiktedir. Bu kanallar1 Bcl-2 ailesinin
BAX ve Bad gibi apoptotik iiyeleri olusturabilmektedir. Bu proteinler tek baslarina
por olusumu icin yetersiz kalirken BAX’1n oligomerize olmasi, ¢ok yiiksek
iletkenlikte kanallar olusmasini saglayabilir. Ayrica BAX ve tBid’in fosfolipid
tabakalarin stabilitesini azaltmasi suretiyle, mitokondri zarinin dogrusal geriliminin
azalmasina ve BAX ile tBid’in zar arasi proteinlerin sitoplazmaya gecmesine yetecek
biiyiikliikte protein lipid kompleksleri olusturmasina neden olabilir. Bir bagka
olasilik, kanal olusumunda BAX’1n VDAC ile birlikte ¢calismasidir. BAX ve Bad
kanal acilmasini baglatirken, Bcl-XL kapanmasini kolaylastirir(151, 152, 154, 155).
Buna karsin yapilan bagka bir caligsma verilerine gére, BAX’ in VDAC ile herhangi
bir elektrokimyasal etkilesime girmedigi, bununla birlikte diger bir proapopitotik

protein olan bid’in VDAC ile etkilesimde oldugu ileri siiriilmiistiir (156).
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2.3.3. Ekrensik Ve intrensik Yolaklar Arasindaki Baglant:

Apoptozda intrensik ve ekstrensik yolaklar birbirlerinden bagimsiz olarak
ilerletilse de, aralarinda etkilesim vardir. Aralarindaki bu etkilesim Bid proteininin
kaspaz-8 ile aktive edilmis sekli olan tBid aracilig1 ile saglanmaktadir. Sitoplazmada
inaktif sekilde bulunan Bid, kaspaz-8 tarafindan kirilir, boylece 15 kDa’luk bir
karboksi terminal fragmani olusur (tBid). Olusan tBid, BH3 bolgesine sahip
oldugundan diger proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri ile etkilesime girerek, normalde
bulunduklar: sitoplazmadan mitokondriye go¢ etmelerine (aktivasyonlarina) neden
olup, sonugta sitokrom c saliverilmektedir Bid ayrica diger hiicre yiizey 6liim
reseptorleri olan TNF ve TRAIL araciligiyla da aktiflesebilmektedir. Yapilan
calismalarda, Bid’1 “knock out” yapilmis fare hepatositlerinde, TNF veya anti-Fas ile
apoptoz indiiklenmeye calisildiginda, bu farelerde apoptozun olusmadig1 gézlendigi
rapor edilmistir (157-158-139).

Bid karboksi terminal fragmaninin ayrica, bak-diizenlemeli sitokrom c
saliverilmesini de aktiflestirdigi bildirilmistir (160-161). Bid’in hiicre yiizey 6liim
reseptorlerinden gelen apoptotik sinyalin mitokondriye iletilmesinde rol aldigi,
bdylece oliim reseptorleri ile mitokondrinin baglantisinda 6nem tasiyabilecegi 6ne
stirilmektedir. BAX fonksiyonu defekte ugramis insan kolon kanseri hiicreleri ile
yapilan ¢alismalarda, TRAIL indiiklii apoptozda mitokondrial salinimin gerekli
oldugu gosterilmistir. Burada asil gerekli olan molekiiliin, kaspaz kaskadinin negatif
regiilasyonunu saglayan, X’e bagli apoptozu baskilayan protein (XIAP, X-linked
Inhibitor of Apoptosis)’ in inhibisyon etkisini ortadan kaldirdig: bilinen
Smac/DIABLO oldugu onerilmektedir. Yapilan calismalar neticesinde intrensik yol
ile ekstrensik yol arasindaki baglantida Smac/DIABLO saliniminin anahtar vazifesi

gordiigii anlagilmaktadir (162).
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2.3.4. Varikoselde Apoptoz

Varikosel ve apoptoz arasindaki iliski, 3 olay nedeniyle birliktelik
gostermektedir: 1s1 stresi, androjen yoksunlugu ve toksik uyaran (Marmar 2001).
Varikoseldeki 1s1 artis1 ile apoptoz arasindaki iligki ¢esitli ¢calismalarda arastirilmistir.
Lue ve arkadaslarinin caligmasinda varikoselin neden oldugu 1s1 artisinin, hiicreye ve
evreye 0zgiil olarak apoptoza neden oldugu ileri siiriilmektedir (Lue, Hikim et al.
1999). Varikoselli hastalarda apoptotik yolun bir diger nedeni, androjen yoksunlugu
olabilir. Bu baglamda rat modelinde, hipofizektomiden 4 giin sonra immatiir ratlarda
apoptoz indiiklenirken, matiir ratlarda ancak GnRH antagonistleriyle apoptoz
indiiklenmektedir (Tapanainen, Tilly et al. 1993; Zini, O'Bryan et al. 1996).
Antagonist tedavi baslatildiktan sonraki 5. giinde preleptoten ve pakiten
spermatositler ile evre VII-VIII spermatidlerde apoptoz goriilmektedir. Bu ratlara,
rekombinant LH (rLH) ve rekombinant FSH (rFSH) verildiginde, rLH grubunda
apoptozda %67, rFSH grubunda %79’luk azalma ortaya ¢cikmakta ve intratestikiiler
testosteron diizeyi normal seviyeye ulagsmaktadir. Apoptozla ilgili son durum ise
toksik ajanlardir. 2-metoksi etanol, etilen glikol eter ve bunlarin yan iiriinii 2-
metoksiasetik asit gibi toksik maddelerin hayvan deneylerinde apoptoza yol acarak
spermatosit 6liimiine neden oldugu bilinmektedir (Ku, Wine et al. 1995; Li, Wine et
al. 1996; Brinkworth, Weinbauer et al. 1997). Ayrica, yukarida da belirtildigi gibi,
varikoselde toksik adrenal metabolitlerin internal spermatik vene refliisii soz
konusudur.

Apoptoz, varikoselin de dahil oldugu infertilite ile iligskili durumlar sperm
sayisint olumsuz yonde etkileyebilir. Spermatogoni a, spermatosit ve spermatid
olmak tizere her 3 tip germ hiicresi de apoptoz tarafindan olumsuz sekilde
etkilenebilmektedir (Hikim and Swerdloff 1995). Ratlarda yapilan c¢alismalarda,
normal spermatogenez sirasinda tiim preleptoten spermatositlerin %75’ inin apoptoz
tarafindan ortadan kaldirilabilecegi ileri siiriilmektedir (Huckins 1998). Yash
erkeklerdeki germ hiicre kaybinda apoptozun etken oldugu bildirilse de (Brinkworth,
Weinbauer et al. 1997), diger insan calismalarinda hipospermatogenez ve spermatid

diizeyindeki maturasyon duraklamasi olan erkeklerde artmis apoptotik germ hiicreleri
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gozlenmemektedir (Lin, Lamb et al. 1997; Lin, Lamb et al. 1997).

Son zamanlarda, varikoseli olan hastalarda oligosperminin ortaya cikisinda
apoptozun 6nemli rol oynadig ileri siiriilmektedir. Sicanlarda olusturulan varikosel
modelinde Terminal d-UTP Nick-End Labeling (TUNEL) kullanilarak artmis germ
hiicre apoptozu gosterilmistir (Fujisawa, Hiramine et al. 1999).Benzer durum
insanlarda da ortaya konulmustur. Toplam germ hiicre basina her biiyiitme
sahasindaki ortalama apoptotik hiicre yiizdesinin degerlendirildigi c¢alismada,
varikosel i¢in %14.7, kontrol grubu icin %2 orani verilmektedir (Simsek, Turkeri et

al. 1998).

Germ hiicrelerindeki apoptoz spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak
gereklidir.(172) Kerr tarafindan yapilan bir ¢calismada testiste devamli olarak spontan
apopitozis gerceklestigi bildirilmistir(173). Apoptozis, spermatogenezde genellikle
evre I, XII-XIV tiibiillerde, spermatositler ve spermatogonyumlarda gerceklesir.(171-
173)

Androjen eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik hastalarda, deneysel
kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu olgularda testislerde
olusan programli hiicre Oliimlerinde artma bulunabilir.(90,172,177,178,179,180)
Varikosel nedeni ile incelenen hastalarin testislerinde olusan hasarda apopitozun
roliinii inceleyen bir calismada, testis histopatolojik incelemesinde olgularin iigte
birinde testikiiller dokuda programli hiicre Oliimiinde anlamli oranda artig
saptanmustir.(181)Bunlara karsilik apoptozun varikoselde azaldigina dair tek ¢calisma
Fujisawa ve arkadaglarinindir.(182) Caruso ve Walsh ise deneysel varikosel modeli
ile ipsilateral testis dokusunda gozlenen apopitozun operasyon sonrasi 14. giinde

istatistiksel olarak artis gostermeye basladigini saptamislardir.(183)

Tesikiiler apopitoza yol acan bir¢cok mekanizma 3 noktada kontrol edilebilir
goriinmektedir: Hiicresel membranda, membran reseptorleri ile iletilen Oliim
sinyalleri, Fas ligandi ile Fas baglanmasi, kaspaz 8’in aktivasyonunu tetikler. Bir
kere aktive oldu mu kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7 gibi efektor kaspazlara sinyal
yollar. I mmiinohistokimya ile Fas’in germ hiicreleri, Fas ligandin Sertoli hiicreleri
izerinde lokalize oldugu tespit edilmis. Sitoplazmada ise, kaspazlar denilen sistein

proteazlari iceren sinyal iletim yollar1 bulunur. Niikleer seviyede, proapopitotik Bax
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apopitoz diizenleyici genler bulunur. Tiim kaspazlar birlikte, insan seminiferdz

epitelinde apopitozun regiilasyonunda merkezi bir rol oynarlar.(184-185-186)

2.4. TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing ligand)

TNF siiper ailesinden olan TNF ile iliskili apoptoz uyarici ligand (TNF-related
apoptosis inducing ligand, TRAIL veya APO-2 ligand) 32 kDa molekiiler
agirliginda,281 amino asit ile kodlanan, 5 degisik reseptore baglanabilen kristal
yapida bir proteindir. ( Sekil 2.4.1.)

n



Sekil 2.4.1. TRAIL’ 1n kristal yapisi. (A) Trimer formu, TRAIL 1n serit yapisi
( yan goriiniis). (B) Trimerisazyon sonrast TRAIL’imn monomer yapisi,
aromatik halkalar mor,yesil bolgeler hidrofobik,kirmizi1 bolgeler polar olarak

tasvir edilmistir.

Bu protein, kisa bir stoplazmik N-terminal domaini ve uzun bir ekstraseliiler reseptor
baglanma domaini ile Tip 2 transmembran proteini gibi eksprese edilmektedir.
TRAIL-L geni, 3. kromozom iizerinde 3q26 pozisyonunda lokalize olmus, 5
ekzondan olusan ve yaklasik olarak 1.77 kb’lik bir mRNA kodlayan bir gendir (187-
188). TRAIL-L, viicudun cesitli patojenlerden ve prekanserdz hiicrelerden

korunmasinda rolii olan monosit, makrofaj, dentritik hiicreler, natural killer hiicreleri
ve sitotoksik T lenfositleri gibi hiicrelerde eksprese edilmekte olup, bu hiicrelerin
gosterdigi sitotoksik etkiye aracilik ettigi bilinmektedir (189-192). TRAIL, TNF-alfa
ve FasL den farkli olarak selektif olarak kanser hiicrelerinde apoptozu
indiiklemesiyle oldukga ilgi ¢ekici bir molekiildiir (193). TRAIL-L , iki apoptoz
indiikleyici reseptor TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DRS, Killer), bunun yaninda

dekoy reseptor olarak da adlandirilan, apoptoz sinyali gobndermede yetersiz kalan iki
hiicre bagl reseptor olan TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (TRUNDD, DcR2) ve
¢Oziinebilir bir reseptor olan osteoprotegrin (OPG) olarak adlandirilan bir diger

reseptorle de baglanabilmektedir.(Sekil 2.4.2.)

DeR1  DcR2
DR4 DRE

{CRD 1)

i Death doman

| {) Cysteine rich domain 1
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Sekil 2.4.2. TRAIL reseptoriiniin sematik goriiniimil. Hiicre dig1 sistin zengin
bolgeler (cysteine-rich domains). Sar1 oval birinci bolgede kismi sistein vardir.

Diger mavi oval bolgeler sisteinle doludur .

TRAIL-R1 (188) ve TRAIL-R2 (194,195,196), %58 oraninda dizi homolojisi

gosterirler. Bu reseptorlerin, TNFR siiperailesinin tiim iiyelerinde bulunan ve 6lim
domeini (DD) olarak adlandirilan domeinle karekterize oldugu ve sitoplazmik
domeinlerin yiiksek derecede homoloji gosterdigi bilinmektedir. TRAIL-R1’deki
bazi mutasyonlar ¢esitli kanserlerle alakalandirilmistir, 6rnegin ligand baglanma
bolgesindeki bir polimorfizm mesane

kanserindeki yiiksek insidansla alakali gosterilmistir (197). Dekoy reseptor olarak da
adlandirilan TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 apoptoz sinyali olusturamazlar, ancak
bunlarin apoptoz indiikleyen reseptorlerle ekstraseliiler kistmlarinin yiiksek homoloji
gosterdigi bilinir. Bununla birlikte, TRAIL-R3, intraseliiler domein ve transmembran
domeinden yoksundur. TRAIL duyarli hiicrelerde TRAIL-R3’iin
overekspresyonunun apoptozu engelleyebilecegi yapilan ¢alismalarda 6ne
stirtilmiistiir. TRAIL-R4, sitozolde yalnizca kisalmis bir 6liim bolgesi (DD) igerir.
TRAIL-R4’iin overekspresyon oldugu durumlarda, anti-apoptotik genleri indiikleyen
NF-kB’yi aktive ettigi One siiriilmektedir. S6z konusu bu mekanizma ile hiicrelerin
TRAIL indiiklii apoptozdan korunuyor olmalar: diisiiniilmektedir (198) .
Osteoprotegrin (OPG), TRAIL’in besinci reseptorii olarak rapor edilmistir (199),
OPG bir salg1 proteini olup, biiylime diizenleyicisi gibi islev goriir ve kemik seklinin
degismesinde osteoklastlarin aktivasyonunu saglar. OPG’nin bu aktivitesinin
TRAIL-L etkilesimi ile alakali olmadig diisiiniilmekte olup, TRAIL-OPG
interaksiyonunun énemi hala bilinmemektedir ( 197 ).

TRAIL-R1 ve TRAIL-R2’nin dokularda yaygin olarak sentez edildigi bilinir, fakat
aktive lenfositlerden giiclii s ekilde kontrol edilir (200). TRAIL-R1 ve TRAIL-R2
reseptorlerinin - doku hemostazindan sorumlu olabilecekleri  diisiiniilmiistiir.
Litaratiirde TRAIL-L sensitiv kanser hiicre hatlar1 ile yapilan caligmalarda DNA
harap edici kanser terapisinde TRAIL-R2 nin arttig1 tespit edilmistir. Ek olarak
kaybolmus TRAIL-R2 fonksiyonu sonucu azalmis apopitotik aktivite ve bas, boyun
ve mide kanserlerinde kontrol edilemeyen proliferasyon rapor edilmistir (201). pS3
apoptozda DNA harabiyeti olusturacak gen varyasyonlariin oldugu gen bolgesini
hapseder. ilerlemis calismalar fonksiyonel p53 baglanma boélgesinin TRAIL-R2 icin
promoter oldugunu ortaya koymustur ve TRAIL-R2 apopitotik 6liim sinyalini direk
olarak kaybolmus p53’ii hedef alarak uygular. Buna bagh olarak kaybolmus p53 ve
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goriilmektedir (202). Bu transkripsiyon faktoriiniin (p53) iki kontrol mekanizmasi
olup bunlar mitokondriumdan reaktif oksijen radikalleriyle ve. TRAIL-R2 reseptor
uyartlim yoluyla olan mekanizmalardir. Yapilan c¢alismalarda vy -radyasyonu
uygulanmas1 sonucu  Ozellikle  dalakta ve ince barsakta TRAIL-R2 artig1
gozlenmistir, bu p53 uyartlimli bir olaydir. p53’iin cevabinda TRAIL-R2 nin
destekleyici gorev gordiigii gosterilmistir. Ozellikle sinovial fibroblastlarda TRAIL-
R2 uyarilimli  apoptosis tespit edilmistir. Romatoid artirit patolojisinde prolifere
olmus transforme hiicrelere benzer Ozellikler gosteren sinovial fibroblastlar rol
oynamaktadir ve bunlar metalloproteinaz sekrete ederek eklemlerde anormal
inflamasyonlar meydana getirirler. Bu hiicrelerde TRAIL-R4 reseptoriiniin upregule
oldugu ve TRAIL iliskili apoptosisden kurtulmakta olduklar1 goriilmektedir. Fakat
TRAIL-R2 monoklonal antikorlarina hedef olarak efektif sekilde olmektedirler
(203).

TRAIL-RI1 reseptoriide yap1 ve fonksiyon olarak TRAIL-R2’e benzer kanser
hiicrelerinde bir cok mutasyonlar1 gosterilmistir. Ozellikle mesane kanserinde ligand
baglanma bolgesinde yiiksek polimorfizm insidanst gosterilmistir (204). Kolon
kanserlerinde TRAIL-R1 gosterilmesi iyi prognoz ile iliskilidir. TRAIL-R1 de R2
gibi p-53 ile iligkilidir.

TRAIL-R3 decoy (tuzak) reseptoriidiir. Diger TRAIL reseptorlerinden ¢ok
daha az sentezlenir. Predominant olarak periferik kan hiicrelerinde transkripte edilir.
Minimal bir sinyal kapasitesi gosterilmistir, artis1 apoptosise neden olmaz, onun
yerine bloke eder. TRAIL-R3 mRNA’nin normal hiicrelerde, transforme olmusg
hiicrelere gore daha yiiksek oranda olmasi, normal hiicrelerin TRAIL iliskili
apoptosise daha direngli olmasinda rol oynayabilir (205). Bu yiizden TRAIL reseptor
varyasyonlarinin dagilim seviyelerinin TRAIL iligkili apoptosisde regulasyon
sagladig diistiniilmektedir. DcR1-Fc(TRAIL-R3) transfeksiyonu TRAIL uyarilimh
apoptosisi inhibe ettigi gosterilmistir (206). TRAIL-R4 reseptorii, diger TRAIL
reseptorleri yiiksek derecede homoloji gosterir. Yaygin olarak ekspresse edilir. 3

potasiyel N-glikolizasyon bolgesi ve bir kesilmis hiicre i¢i alani bulunmaktadir.

Artmis ekspresyonu hiicre Oliimiine degil ~ NF-kB indiiksiyonunu sagladigi

gosterilmistir (206-207).

Bu reseptorler arasinda hiicreleri  apoptoza yada proliferasyona gotiiren iligkiler
giiniimiizde net olarak belirlenememistir, fakat en cok kabul goren 4 hipotez
mevcuttur. Birincisi geleneksel kompetisyon teorisi: 0lim reseptorleri ile tuzak
reseptorleri arasinda ligand affinitesi sonucu gelisir. I kincisi 6liim reseptorii ile

tuzak reseptorlerinin birleserek farkli bir formasyon olusturmas: bu formasyonunda
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sonra NF-kB ’ nin antiapopitotik sinyaller yollayarak apoptosisi inhibe edebilmesi,
dordiinciisii preligand assembly domain (PLAD) proteini tarafindan TRAIL-L
reseptorlerinin karisik bir kompleks olusturarak TRAIL-L sinyallerini bloke etmesi

(208) (Sekil 2.4.3.).

APOPTOSIS

C
DcR2 @

DR4/5 APOPTOSIS

NF-»:B ‘

APOPTOS IS

PLAD

Ligand
binding

APOPTOSIS

Sekil 2.4.3.: Tuzak aktivitesinin modelleri (A) Klasik tuzak reseptorii, 6liim reseptorii

arasindaki kompetisyon. (B) Tuzak ve Olim reseptorlerinin birleserek inaktive

olmasi. (C) TRAIL-R4’iin NFKkB’yi aktive ederek antiapopitotik sinyalleri uyarmasi.

(D) PLAD proteini TRAIL reseptorlerinin inaktive olmas.
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fazla iiretilerek olabilecegini diisiinmek dogru olmayabilir. Yapilan c¢alismalarda
hiicresel yerlesiminde 6nemli olabilecegini, insan melanomasinda TRAIL-R1 ve
TRAIL-R2 nin internalize oldugunu buna karsiik TRAIL-R3 ve TRAIL—4‘lin
cekirdekten hiicre yiizeyine dogru hareket ettigi gosterilmistir (209).

TRAIL
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Sekil 2.4.4. TRAIL ve reseptorlerinin apoptotik yolaktaki goriiniimii

Yukaridaki sekilde gosterildigi gibi, TRAIL-L , TRAIL-R1 yada TRAIL-R2
reseptorlerine baglandiginda fas — associated death domain proteininin (FADD)
komplekse eklendigi bilinmektedir. Bu kompleksin N-terminal ucunada death
effector domain (DED) ve prokaspaz 8 eklenir, fakat erken donemde yapilan
calisgmalarda FADD’in TRAIL-R1 ve R2  sinyalisazyonunda rol oynamadigi
diisiiniilirken FADD negatif ratlarda TRAIL-R1uyarilimli 6liime diren¢ gelismesinin
gosterilmesi FADD’in 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. FADD kompleksine
prokaspaz 8’in eklenmesi ile beraber DISC kompanenti olusur . Prokaspazin aktif
hale gelebilmesi i¢in de kaspaz 10’a ihtiyaci vardir. Boylece aktif apopitotik siire¢
baslamis olur (210).
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zamanda transkripsiyon faktorii NF-kB yolu ile aktif yasam sinyalleri de gonderir.

NF-kB antiapopitotik genleri up-regule eder. NF-kB’nin indiiksiyonunun ikincil

olarak apoptoz sinyalleri de gonderebilecegi gosterilmistir. TNFR1 (tiimor necrosis

factor receptor 1) reseptorlerinin TRAIL reseptorlerinden ¢ok daha az NF-kB

tiretmesi bunu desteklemektedir. Ayrica diger calismalarda da TRAIL-R4 ve RS

yolu ile olan apoptosisin inhibisyonunun sadece NF-kB aktivasyonu ile olmadigi

rapor edilmistir (211).

TRAIL-L baglanmasindan sonra diger sinyal yolunda ikincil transkripsiyon faktorii
olarak c-Jun rol oynamakta olup pro yada antiapoptoz sinyallerinden hangisini
uyardigr tam olarak bilinmemektedir. TRAIL-L  reseptore baglandikdan sonra
birinci basamak adaptor protein TRADD’ a ihtiya¢ vardir. TRADD, ( TNF receptor
associated deat domain) FADD ile aym bolgeye baglanir daha sonra bagka bir
adaptor proteinine daha ihtiyac vardir reseptor interacting protein (RIP). RIP’in
otofosforilasyonu ile TRAF-2 meydana gelir. Bu kompanent 2 yol i¢in asil

kompanenttir (212) . Bundan sonra c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK),
MEKK1/MKK4 yolu ile uyarilir yada NFkB, NIK7/IKK kompleksi yolu ile
uyarilir. TRAIL 1in JNK yolu ile hem kaspaz bagimsiz yolu hemde kaspaz bagiml yolu
aktive edebildigi gosterilmistir. JNK yolunun induksiyonu ile TRAIL uyarilimli
apoptosisin intrensek yoldan amplifiye olabilecegi gosterilmistir (213). (Sekil
24.5.)
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Sekil 2.4.5. : TRAIL 1n reseptore baglanmasi ile baslayan major apopitotik yol.

Bununla beraber c-Jun ve NF-kB uyarilmasi ile pro-survival genlerin up regulasyonu

sonrasi gelisen anti-apopitotik aktivite sematize edilmistir.

TRAIL-R1 yada TRAIL-R2’nin uyarilmasi ayn1 zamanda NF-kB ve JNK’i de

aktive eder. Buna ek olarak NF-kB nin de regiilator bir rol oynadig1 experimental

calismalarda gosterilmistir... Boylece Nf-kB, TRAIL etkili apopitotik kaskati1 farkl

hiicresel yollar1 uyararak aktive edebilecegi gosterilmistir (48). Bu c¢alismalardan

farklr olarak, Nf-kB aktivasyonu ile TRAIL-R3’iin upregiile olduguda gosterilmistir

(49).(Sekil 2.4.5.)
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GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada, Akdeniz Universitesi “Deney Hayvanlari Unitesi“nden temin
edilen toplam 30 adet Rattus norvegicus (Wistar) irki erkek sicanlar kullanilmistir.
Tiim sicanlar standart laboratuvar kosullarinda, standart diyet ve musluk suyu ile
beslenmistir. Yedi haftalik ve agirliklar1 250-350 gr olan yetiskin sicanlar rastgele
olarak 3 gruba ayrilmistir. 1.Grup siganlar kontrol grubu, (n=6) , 2.Grup si¢anlarda
sham operasyonu (n=6) gerceklestirilmistir. 3.Grup sicanlar ise varikosel grubunu
olusturmustur (n=6). Deneysel varikosel modelinin indiiklenmesinden sonra tiim

sicanlar, 13. hafta (n=18) sonunda sakrifiye edilmislerdir.

3.2. Varikosel Deney Modelinin Olusturulmasi

Deneysel varikosel modeli, Terry TURNER tarafindan tanimlanan model
uygulanarak olusturulmustur (Turner 2001). Xylasin (Rompun®, Bayer AG,
15mg/kg, i.m.) ve ketamin (Ketalar®, Parke Davis, 75 mg/kg, i.m.) anestezi i¢in
kullanilmistir. Ust sol abdominal bolgeye orta hattan laparotomi insizyonu ile
ulasilmustir. I ¢ organlar saga cekilerek sol bobrek, adrenal ve renal venler ile sol
spermatik venin sol renal vene girisi gOriiniir hale getirilmistir. Dikkatli bir
diseksiyon ile spermatik ve adrenal venlerin sol renal vene girdigi medial yiiz yag ve
bag dokularindan temizlenmistir. Renal ven ligasyonunun yapilacag: boliime 4.0 ipek
stitur yerlestirilmistir. 0.85 mm capli metal tel lizerinde daraltilarak ve bdylece ven
daraltildiktan sonra tel cekilerek, damarin dis ¢apt 1 mm’ye diisiiriilmiistiir. On
mg/ml Gentamisin siilfat ile abdominal boslugun hijyeni saglandiktan sonra,
abdominal duvar ve 6n abdominal kaslar 4.0 kromik katkiit ile ayr1 ayr1 dikilmistir.
Yukarida belirtildigi sekilde sol testiste varikosel olusturulduktan 13 hafta sonra,
anestezi altinda varikosel varligi tamimlanan sicanlardan sol ve sag testisler
alinmistir. Varikoseli tamimlamak i¢in sol spermatik ven ¢apr metal mikrometre ile
Olciilmiistiir. Sol spermatik ven varikosel ¢apt Imm’den az olan siganlar, varikosel
olgusu olarak kabul edilmeyerek deney grubuna dahil edilmemistir. Sham
operasyonu uygulanan sicanlarda, yukarida belirtilen islemler uygulanarak sol renal

ven diseke edilmis, fakat daraltilmamistir. Kontrol grubundaki deney hayvanlarina
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bilyiitmesi altinda yapilmistir. (Sekil 3.1.1)
Deney protokolii, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim
ve Kullanom Komitesi tarafindan Helsinki protokoliine uygun olarak 2008-06-05

numara ile onaylanmistir.

2008/06/18

Sekil 3.1.1. Operasyon ile ilgili resimler

Sag alt kosedeki resimde boyutlar: azalmis sol testis goriilmektedir. Varikosel
modeli olusturulan grupta sol testis agirhginin istatiksiksel olarak ta azaldig:
gosterilmistir. Sar1 ok bobrek, mavi ok spermatik veni gostermektedir.Sol renal
venin parsiyel ligasyonu sonrasinda 1 mm ve iizerinde ven capi bulunan
deneklerde varikosel modelinin olustugu kabul edilmistir.Varikosel grubundaki
ven capimn artisin istatiksiksel anlamh olarak arttigi da gosterilmistir.
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Sol testis dokusu ornekleri kontrol, sham operasyonu goren ve varikosel
grubu sicanlarindan elde edilmis ve doku agirliklart belirlenmistir. Tiim gruplardaki
sicanlarin testis dokular1 151k mikroskobik incelemeler, immunohistokimyasal

gozlemler ve Western blot analizleri i¢in hazirlanmastir.

3.4. Rutin Isik Mikroskobik Gozlemler

Her ii¢ gruba ait sol testis doku Ornekleri, Bouin fiksatifinde fikse edildikten
sonra rutin parafin teknikleri uygulanarak ve 5 pm kalinliginda kesitler alinmastir.
Hematoksilen-Eozin (HE) boyamasi yapilarak (Demir 2001) varikosel modelinin

olusup olusmadigi 151k mikroskobu ile degerlendirilmistir.

3.5. Iimmunohistokimyasal gozlemler

Parafin bloklardan 5um kalinhinda alinan kesitler iizerinde, TRAIL-L ve
reseptor antikorlariin testis dokusundaki dagilimlarin1 incelemek amaciyla, rutin
immunohistokimyasal protokoller uygulanmis ve sonuglar 151tk mikroskobu ile

incelenmistir.

3.5.1. immiinohistokimyasal Protokol

Bes pm kalinhigindaki parafin kesitler, pozitif yiiklii lamlar (Superfrost)
iizerine almarak bir gece 45 "C’lik etiivde bekletilmistir. Deparafinizasyon icin iki
kere 10’ar dakika ksilollerden gecirildikten sonra, her birinde beser dakika olmak
kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edilmistir. Daha sonra, distile suda ¢alkalanarak, fosfat tuzu tamponunda (PBS; pH:
7.2-7.4) ti¢ kere beser dakika yikanmistir. Antijenik maskenin giderilmesi amaciyla
kesitler 200ml sitrat tamponu (pH:6.0) icerisinde mikrodalga firinda 15 dakika
muamele edildikten sonra 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakilmistir. Cevresi
hidrofobik kalemle cizilen kesitler, distile su ve PBS’ten gecirilmistir. Endojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler %3’liik hidrojen peroksit ile 20
dakika inkiibe edilmistir. Distile suda c¢alkalanip PBS’te yikanan kesitler, oda
sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan Immunoglobulin (Ig) baglanmalarin
onlemek amaciyla bloklama serumu (Lab Vision) ile 7 dakika muamele edilmistir
Serumun fazlas1 alindiktan sonra, tavsan poliklonal anti- TRAIL( (1:500 diliisyon) ,
anti-DR1 (1:750 diliisyon ), anti-DR2 (1:3000 diliisyon ),anti-DR3 (1:1000 diliisyon)
,anti-DR4 ( 1:600diliisyon )| ABCAM, Kat No: ab2435, ab8414, ab8416, ab2087,
ab2019] ile + 4°C’de, gece boyu oda 1sisinda, 2 saat kesitler inkiibe edilmislerdir.
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iceren Fare IgG (Vector) izotip kontrolii veya normal vektdr uygulanmistir. Kesitler,

inkiibasyon sonunda PBS ile ii¢ defa beser dakika yikanmugtir.

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

sonra gliserol (Merck) kapatma soliisyonu ile kapatilmistir.

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait dokulardaki TRAIL ve reseptor
antikorlarinin immunoboyanmasi pozitif olan hiicre oranlarinin degerlendirilmesine
gore sonuclar belirlenmistir.. | mmunohistokimyasal tekniklerle boyanan biitiin
kesitler Axioplan mikroskopunda (Zeiss) degerlendirilmistir. Boyanmalar, kesitteki
0zel boyanmanin yogunlugu temel alinarak semikantitatif olarak skorlanirken,
alandaki tiim hiicreler asagida verilen yogunluk kategorilerinden birisine dahil
edilmistir : O (boyanma yok), 1 (zayif fakat kontrole gore goriilebilir), 2 (boyanma
belirgin), 3 (boyanma yogun).

3.6. SDS - Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Immuno Blot

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

sekilde hesaplanmugtir.

Elektroforezden 6nce numuneler 5 dakika 100 °C’de suda kaynatilmustir.
Orneklerin hedef proteinlerinin molekiiler agirliklarma uygun olarak, TRAIL-L ve
reseptorleri icin - % 10’luk poliakrilamit jeller hazirlanmistir. BCA testine gore
yapilmis protein konsantrasyonu hesaplamalari baz alinarak her bir antikor i¢in
yiiklenecek protein konsantrasyonu belirlenmistir. TRAIL-L, DR1, DR2, DR3, DR4
antikorlart i¢in 100pg protein yiiklenmistir. Her kuyucuga 20 mikrolitre numune,
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tankinin i¢ine yerlestirilmistir. Mini protean sistem III tankina “yiiriitme solusyonu”
eklenerek tank giic kaynagina baglanmistir. Proteinler gii¢ kaynagi araciligi ile 80

Volt, 30 Miliamperde 90-100 dakika elektroforez edilmistir.

Bu sirada, PVDF membran (Biorad), iistte ve altta 3’er adet filtre kagidi olacak
sekilde sandvi¢ bi¢iminde hazirlanmistir. Jelde yiiriitillen proteinler, hazirlanan
sandvicte PVDF membranin iizerine alinarak tekrar mini protean III sistemindeki
tank blot icerisine alinmistir. Mini protean III tankina “transfer soliisyonu” eklenerek
+4 °C’de gece boyu proteinlerin membrana transfer olmasi saglanmustir. Proteinlerin
PVDF membrana transferinden sonra, membran 1 saat siire ile oda 1sinda pH’s1 7.2-
7.4 olan 0.14 mol/l tris tuz soliisyonu (TBS) ile hazirlanan ve ek olarak % 0.1
Tween-20 (Sigma) ilave edilen (TBS-T), %5 lik yagsiz kuru siit tozu (Biorad) ile
bloklanmistir. Membranlar {( anti- TRAIL-L ( 1:50 ), anti-DR1 ( 1:500 ) , anti-DR2
( 1:500 ) , anti-DR3 (1:200 ) , anti-DR4 ( 1:200 )} bloklama soliisyonu ile dilue
edilmis antikorlarla gece boyu, +4°C’de, karistiric1 iizerinde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca 5’er dakikada bir TBS-T soliisyonu
yenilenerek, yikama yapilmistir. Membranlar, 1:5000 oraninda bloklama soliisyonu
ile dilue edilmis, peroksidazla isaretlenmis anti-fare IgG ve peroksidazla isaretlenmis
anti-tavsan IgG (Vector) sekonder antikoruyla oda sicakliginda karistirict iizerinde 1
saat inkiibe edilmistir. I nkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 30 dakika boyunca 5 er
dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapilmistir. Membranlar
SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi (Pierce) ile 5 dakika
inkiibe edildikten sonra karanlik oda icerisinde hiperfilme (Amersham Pharmacia
Biotech) aktarilmistir. Film goriintiileme amaciyla developer ve fiksatiften gecirilmis

ve distile su ile yikanarak kurutulmustur.

Internal kontrol olarak( proteinlerin esit yiiklendigini belirlemek igin ) , fare
monoklonal Beta-aktin antikoru [Abcam, Kat No Ab6276] kullanilmistir. Western
blot sonuclarinin kantitatif degerlendirmelerini yapmak amaciyla DigiDoc 1000

programi kullanilmustir.

3.7. TUNEL Metodu
Testis dokusundaki apoptoz, DNA iplikciklerindeki kirilmalarin TUNEL

yontemi ile enzimatik olarak isaretlenmesiyle belirlenmistir. TUNEL metodu ile
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tireticinin Onerileri dogrultusunda yapilmistir.

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

gergeklestirilmistir. Ardindan Mayer’s Hematoksileni ile zit boyama yapilmustir.

TUNEL yontemiyle pozitif boyanan apoptotik hiicrelerin testis dokusundaki
sayisimin belirlenmesi i¢in her bir seminifer tiibiilde, TUNEL yontemiyle pozitif
boyanan apoptotik hiicreler sayillmistir. Degerlendirme yapilirken kesit diizeyi
yuvarlak olan ve liimeni net olarak goriinen seminifer tiibiiller dikkate alinmistir.
TUNEL pozitif sinyal tasiyan hiicrelerin bulundugu seminifer tiibiillerin, testisteki
toplam tiibiil sayis1 orani belirlenip 100 ile ¢arpilmis ve Apoptotik Indeks (Al) elde
edilmistir (Kondo, Shono et al. 2006).

3.8. Istatistiksel Analizler

Elde edilen tim sonuglar, Prism Version 3.0 ( GraphPad Software Inc. )
bilgisayar programi yardimi ile One Way Anova Testi ve Newman-Keuls testleri
kullanilarak karsilagtirilmgtir. I statistiksel olarak anlamlilik derecesi p<0.05 olarak
alinmistir. 13 haftalik varikosel gruplarinin sonuglari, kontrol ve sham grubu

sonuglart ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR

4.1.1. Testis Agirliklar: ve Ven Caplari

Onii¢ haftalik varikosel modeli sonunda, kontrol sham ve varikosel

grubundaki
caplari

agirhiginda anlamhi degisiklik saptanmazken ,

Olciilmustiir.

Varikosel grubundaki

hayvanlarda ortalama

hayvanlarin her iki testis agirliklari, viicut agirliklart ve gonadal ven
sag testis

sol testis agirligi anlamli olarak

azalmistir. Varikosel grubundaki hayvanlarin gonadal ven caplari da kontrol ve sham
grubuna gore anlamli olarak artmis saptanmistir.(p<0,05)

(Cizelge 4.1.1.)

Kontrol (n:6) Sham (n:6) Varikosel (n:6) p
Viicut agirhg (gr) | 379,8+27,06 362,5+51,55 338,2+31,72 0,2002
(340-416) (290-425) (290-381)
Sag testis agirhgi 2,01+0,13 1,94+0,14 1,56+0,16 0,0002*
(gr) (1,86-2,19) (1,80-2,15) (1,35-1,85)
Sol testis agirhg 2,02+0,10 1,91+0,12 1,44+0,18 <0.0001*
(gr) (1,94-2,17) (1,80-2,10) (1,10-1,60)
Ven cap1 (mm) 0,13+0,05 0,15+0,05 1,03+0,08 <0.0001*
(0,10-0,20) (0,10-0,20) (1,0-1,2)

Cizelge 4.1.1. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki hayvanlarin viicut agirhgi, sol testis

agirh@1 , sag testis agirhdr ve ven caplarmin istatiksiksel degerlendirmesi

(*p<0.05).

U

Ortalama = SD




4.2.Genel Goriiniim

Hematoksilen-Eozin boyas1 uygulanan kontrol, sham ve varikosel gruplarinin

testis dokusu ornekleri 151k mikroskobik olarak incelenmistir (Sekil 4.2.2).

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

Varikosel gruplarina ait testis dokusu orneklerinde ise,saglam tiibiillerin yam
sira sagliksiz,hasarli tiibiillere rastlandi.Ornegin ;baz1 tiibiillerde primer spermatosit
evresinde duraklamis spermatogenez izlenirken bazi tiibiillerde ise yuvarlak
spermatid asamasinda duraklamis spermatogenez izlendi.Varikosel grubunda i¢inde
germ hiicresi olmayan sadece Sertoli hiicresi igeren dejenere tiibiillere rastlandi.

Tiim bu veriler deney modelimizin gerceklestigini ve varikoselin testis lizerinde

patolojik etkisinin olustugunu kanitladi. (Sekil 4.2.2). Bu hasarin derecesi Johnsen
Skoru kriterlerine gore degerlendirildiginde varikosel gruplarinda anlamli bir sekilde

azaldig1 gozlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.2.1, Sekil 4.2.1).

Kontrol Sham Varikosel
(n=6) (n=6) (n=6)

GRUPLAR

9.2 +1,01 9.2 +1,09 6,92 +2,36%
Johnsen Skoru

Degerlendirilen tiibiil 401 + 33 413 £ 16 403 + 31

sayisi

Cizelge 4.2.1. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki kesitlerde degerlendirilen tiibiil sayilar:

Ve Johnsen Skorlari ortalamasi + SD (¥p<0.05).
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Sekil 4.2.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda Johnsen Skoru degerlendirilmesi
Ortalama + SD (*p<0.05).

Sham Varikosel

Sekil 4.2.2 Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait testis doku kesitlerinde HE boyasi ile
yapilan degerlendirmeye o6rnek olarak tiibiillerin genel goriiniimleri (40X biiyiitme sahasi )
( siyah oklar normal seminifer tiibiil yapisini, mavi oklar varikosel modeline bagh hasarh tiibiil

yapisim gostermektedir. )
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TRAIL-L

R-1
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4.3. Immiinohistokimya

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait sol testis kesitlerinde TRAIL-L ,

R1, R2,R3,R4 proteinlerinin ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. (Sekil 4.3.1.)
K S A\




Immunohistokimyasal incelemede; kontrol , sham ve varikosel grubundaki hayvanlarda

TRAIL-L

veE

reseptorlerinin immunohistokimyasal yogunluk skorlari, dagilim oranlar

(% olarak) ve immunohistokimyasal boyanma skorlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilerek istatiksiksel

analizleri yapilmistir. (Cizelge 4.2.2., Cizelge 4.2.3., Cizelge 4.2.4.)

Kontrol (n:6) Sham (n:6) Varikosel (n:6) p
R1 1,33+0,51 (1-2) 1,50+0,54 (1-2) 2,83+0,40 (2-3) 0,0002%*
R2 2,16+0,40 (2-3) 2,50+0,54 (2-3) 1,66+0,51 (1-2) 0,0330%*
R3 1,83+0,40 (1-2) 2,00+0,63 (1-3) 2,33+0,51 (2-3) 0,2770
R4 1,33+0,51 (1-2) 1,33+0,51 (1-2) 2,50+0,54 (2-3) 0,0019%
TRAIL-L 0,66+0,51 (0-1) 0,66+0,51 (0-1) 0,83+0,40 (0-1) 0,7911

Cizelge 4.2.2. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-L ve reseptorlerinin
immunohistokimyasal yogunluk skorlar1 ortalamasi + SD (*p<0.05).

Kontrol (n:6) Sham (n:6) Varikosel (n:6) p
R1 27,50+8,21 (15-40) | 30,00+8,94 (15-40) | 59,17+6,64 (50-70) | <0.0001*
R2 49,17+6,64 (40-60) | 54,17+6,64 (45-60) | 40,00+8,94 (30-50) | 0,0160*
R3 40,83+6,64 (30-50) | 38,33+7,52 (30-50) | 40,00+8,94 (30-50) | 0,8525
R4 18,33+4,08 (15-25) | 17,50+5,24 (10-25) | 30,83+3,76 (25-35) | 0,0001*
TRAIL 25,00+10,49 (15-40) | 23,33+6,83 (15-35) | 24,17+5,84 (15-30) | 0,9369

Cizelge 4.2.3. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-L ve reseptorlerinin

dagihmlari (%) skorlamasi ortalamazx SD (*p<0.05).




Kontrol (n:6) Sham (n:6) Varikosel (n:6) p
R1 2,50+0,83 (2-4) 2,66+0,81 (2-4) 5,00+0,63 (4-6) <0.0001*
R2 4,16+0,40 (4-5) 4,50+0,54 (4-5) 3,33+0,81 (2-4) 0,0141*
R3 3,66+0,81 (2-4) 3,66+0,51 (3-4) 4,00+0,89 (3-5) 0,6872
R4 2,33+0,51 (2-3) 2,16+0,75 (1-3) 3,50+0,54 (3-4) 0,0036*
TRAIL 1,83+0,75 (1-3) 1,66+0,51 (1-2) 1,83+0,40 (1-2) 0,8480

Cizelge 4.2.4. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-L ve reseptorlerinin

immun boyanma skorlamasi ortalamaz SD (*p<0.05).

Immun boyanma skorlarmin istatiksel analizlerini TRAIL-L ve reseptorler icin ayr1 ayr1 grafiksel

olarak gosterecek olursak;

skor
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Sekil 4.3.2. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-R1’ in

immun boyanma skorlamasi ortalamaz SD (*p<0.05).
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Sekil 4.3.3. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-R2’ in

immun boyanma skorlamasi ortalamaz SD (¥p<0.05).
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Sekil 4.3.4. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-R3’ in

immun boyanma skorlamasi ortalamaz SD (¥p<0.05).
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Sekil 4.3.5. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-R4’ in

immun boyanma skorlamasi ortalamaz SD (*p<0.05).

—| 1,8310,75

1,66+0,51

— (%]
1 |
}_|: 1,.8340,40

VARIKOSEL-SHAM P<0.05
VARIKOSEL- KONTROL P <0.05
KONTROL -SHAM P >0.05

KONTROL SHAM VARIKOSEL

Sekil 4.3.6. Kontrol, sham ve varikosel grubundaki TRAIL-L’ in

immun boyanma skorlamasi ortalamaz SD (*p<0.05).




TRAIL-L; kontrol (1,83+0,75) ve sham grubunda (1,66+0,51 ) VIII. ve IX., X.cu
evrelerdeki tiibiillerin sitoplazmik artiklarinda ve Leyding hiicrelerinde izlenmistir.
TRAIL-L varikosel grubunda da ayn1 hiicre gruplarinda izlenmektedir. Istatiksel
anlamli artmis ekspresyonu goriilmemistir.( 1,83+0,40) - (p>0,05)

R1; oliim reseptorii kontrol (2,50+0,83 ) ve sham grubunda (2,66+0,81), V. ve VL
evredeki tiibiillerin spermatogoniumlarinda, XI. evredeki spermatositlerde , VIII.
evredeki sitoplazmik atiklarda izlenmistir. R1 varikosel grubunda (5,00+0,63 )

istatiksel anlaml1 artmis olarak goriilmiistiir. (p<0,05)

R2 ; kontrol (4,16+0,40) ve sham grubunda (4,50+0,54) Leydig hiicrelerinde VIII.
evre sitoplazmik atiklarda, V. ve VI. evre spermatositlerde izlenmistir. R2 varikosel
grubunda(3,33+0,81 ) da ayni hiicre gruplarinda izlenmis olup; anlamli azalmis

olarak goriilmiistiir.(p<0,05)

R3; kontrol (3,66+0,81 ) ve sham grubunda (3,66+0,51 ) VIII. evredeki sitoplazmik
atiklarda,interstisyel alandaki damar duvarlarinda boyanmis olup,varikosel grubunda

(4,00+0,89 ) anlamh degisiklik goriilmemistir. (p>0,05 )

R4; kontrol (2,33+0,51) ve sham grubunda (2,16+0,75) VIII. evre sitoplazma
atiklarinda izlenmistir. Varikosel grubunda (3,50+0,54 ) da benzer bulgular goriilmiis

olup immun boyanma skoru varikosel grubunda anlamli olarak artmustir.(p<0,05)



AR



IS



Ly



AR



4.4. Western Blot Sonuclar:

Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait dokulardaki TRAIL-L , R1, R2,

R3, R4 proteinlerinin ekspresyon siddetleri oOlciilerek, internal kontrol olarak

kullanilan Beta-aktin proteininin ekspresyon siddetine oranlanmustir. (Sekil 4.4.1 ,

Sekil 4.4.2. ,Cizelge 4.4.1.)

TRAIL-L
( 32 kDa )

R-1
(57 kDa )

R-2
(48 kDa )

R-3
( 65 kDa )

R-4
(35 kDa )

BETA-AKTIN
(46 kDa )

K

S

T O —

Sekil 4.4.1 Kontrol, sham ve varikosel gruplarina ait dokulardaki TRAIL-L , R1, R2, R3, R4

proteinlerinin ekspresyon siddetlerinin Beta-Aktin protein ekspresyon siddetine orani.

Cizelge 4.4.1.
ekspresyonlarinin siddeti. Ortalama + SD (*p<0.05).

Kontrol, sham ve varikosel gruplarindaki TRAIL-L, R1, R2, R3, R4 protein

Proteinler Kontrol (n:6) Sham (n:6) Varikosel (n:6) p

R1 0,32+0,08 0,33+0,13 0,71+0,26 0,0026*
(0,21-0,43) (0,19-0,56) (0,48-1,22)

R2 2,10+0,53 2,224+0,31 0,84+0,74 0,0010%
(1,14-2,63) (1,92-2,83) (0,006-1,86)

R3 1,09+0,52 1,11+0,40 1,02+0,49 0,9393
(0,35-1,81) (0,72-1,80) (0,54-1,88)

R4 0,26+0,13 0,36+0,14 1,06+0,23 <0.0001*
(0,15-0,48) (0,13-0,56) (0,78-1,33)

TRAIL 1,36+0,49 1,38+0,39 1,47+0,48 0,9184

(0,63-2,07)

(0,92-2,08)

(1,07-2,40)
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TRAIL-L ekspresyonu anlamli olarak
degismemistir. (p>0,05)

TRAIL-R1 ekspresyonu anlamli olarak
artmistir. (p<0,05)

TRAIL-R2 ekspresyonu anlaml olarak
azalmistir.(p<0,05)

TRAIL-R3 ekspresyonu anlaml olarak
artmistir.(p<0,05)

TRAIL-R4 ekspresyonu anlamli olarak
degismemistir.(p>0,05)

Sekil 4.4.2.:Kontrol,sham ve varikosel gruplarinda TRAIL-L,TRAIL-R1,TRAIL-R2,TRAIL-R3,TRAIL-
R4 ‘iin ekspresyon siddetlerinin Beta-aktin ekspresyon siddetine oranlanarak elde edilmis ortalama

dagerleri

Ortalama + SN (Fn< O



4.5. TUNEL Sonuclari

Kontrol, sham ve varikosel gruplarindaki apoptotik hiicre indeksi
karsilastinlmistir ( Cizelge 4.5.1. , Sekil 4.5.1. ,Sekil 4.5.2. ). Varikosel gruplarinda
TUNEL pozitif hiicrelerin anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.5.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda apoptotik indeks (AI) yiizdesi.
Ortalama + SD (*p<0.05).

Gruplar ‘ INECD)
Kontrol 12.9 +2,04
Sham 12,3+ 1,91
Varikosel 26,4 + 2.5%
40-
30 g py e
o -
+ +
o & A
L 20 o~ o 3
- ~— N-
L | u, SHAM-VARIKOSEL P <0.001
10 ——— L= o  SHAM-KONTROL P>0.05
] .
KONTROL-VARIKOSEL P <0.001
0

KONTROL SHAM VARIKOSEL

Sekil 4.5.1. Kontrol, sham ve varikosel gruplarinda apoptotik indeks (AI) yiizdesi (p<0,05)
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Sekil 4.5.2  Kontrolsham ve  varikesel gruplarmda  TUNEL

sonuclari:K:Kontrol,S:Sham,V:Varikosel,kirmiz1 sinyaller ve siyah oklar

apoptotik hiicreleri gostermektedir.(40X biiyiitme ile)
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TARTISMA

Varikoselin ortaya ¢ikis sikligi primer infertilitesi olan erkeklerde %?20 ile
%40 arasinda iken, sekonder infertilitesi olan erkeklerde bu oran oldukg¢a
yiikselmekte ve %80’lere kadar cikmaktadir (Jarow 2001). Bu yiiksek oranlar,
varikoseli infertilitenin bilinen en ©6nemli sebebi yapmaktadir. Dolayisiyla, son
yillarda varikoselin tedavisi ile ilgili arastirmalar olduk¢a artmakta ve dikkatler
molekiiler diizeyde yapilan caligmalara ¢ekilmektedir.

Varikosel dogal olarak (kendiliginden) sadece insanlarda ve koclarda
meydana gelmektedir (Murray 1969; Watt 1978). Ancak, yapilan deneylerde insan
materyalinin kullaniminda karsilagilan giigliikler arastirmacilart deneysel varikosel
modeli olusturmaya sevk etmistir. Sol renal venin parsiyel ligasyonu ile olusturulan
deneysel varikosel modelleri histolojik olarak da incelenerek dogrulanmaktadir.
Hayvan modelleriyle elde edilen dnemli sonuglar varikosel hakkinda bilinmeyenlerin
cogunu aydmlatmistir ve aydinlatmaya devam etmektedir. Ancak son yillarda
yapilan calismalarda, varikosel sonucunda testiste ortaya cikan olumsuz etkilerle
iliskili baglantilar arastirilmaktadir.

Artan 1s1n1n apoptoz artisindan sorumlu oldugunu gosteren ¢alismalar olsa da,
hipoksi-indiikleyen faktor-1a’nin varikoselde belirlenmesi hipoksiyi en 6nemli faktor
haline getirmistir. p53 diizeyi, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve
neoanjiyogenez, pro-inflamatuvar sitokinler, reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit
diizeyi ve lipid peroksidasyonunun artmasi ile anti-oksidan savunmanin azalmasi
varikoselin sonuclarindandir (Lee, Jeng et al. 2006). Bu nedenlerle, yapilan cogu
calisma germ hiicre apoptozunu desteklemektedir.

Varikoselin meydana gelisiyle ilgili problemler hala ucu agik sorulardir. Olas1
varikosel mekanizmalarinin ¢ogunun son basamaginda apoptozun bulunmas: biitiin
bu goriisleri tek bir noktada toplamaktadir ve son zamanlarda “Apoptozda gorevli
veya meydana gelisinden sorumlu molekiillerin arastirllmasi1  varikosel
patofizyolojisinin aydinlanmasma katki saglar mi1?”’sorusuna odaklanilmastir.
Varikoselin sonu apoptozla biten bircok sebebinin olmasi, bugiine kadar edinilen
bilgilerin varikoseli tedavi edici anlamda yetersiz kalmasi1 ve bu sebeple molekiiler
calismalara yogunluk verilmesi; yeni molekiillere yonelmeyi ortaya ¢ikarmustir.

Bu calismada; son yillarda énemli bir arastirma konusu olan ve hiicre 6liim
yolaklartyla dogrudan iligkisi bulunan TRAIL-L mekanizmasinin ve varikosel

patolojisinin ortak noktalarindan yola ¢ikarak, TRAIL-L yolagmin arastiriimasi
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hedeflenmistir. Bizim c¢alismamizda, varikosel modeli basarili bir sekilde
olusturulmustur. Tibiil hasari, histopatolojik olarak belirlenmistir. Histopatolojik
degerlendirmelerde; primer spermatosit evresinde duraklamis tiibiiller, yuvarlak
spermatid asamasinda duraklamis tiibiiller, sadece Sertoli hiicrelerini iceren tiibiiller
ortaya ¢ikmistir.

Calismamizda TRAIL-L seviyesi degismezken ,0liim reseptorlerinden
TRAIL-R1 artist TRAIL-L iligkili yolaklarin baslamasinda etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir.Diger bir oOliim reseptorii olan TRAIL-R2’nin azalmasi ise
kendisinin tuzak reseptorii olan TRAIL-R4’iin artis1 ile iligkilendirilebilinir. Bunun
yam sira diger olim reseptorii olan TRAIL-R1’in tuzak reseptorii TRAIL-R3’iin
degismemesi ise bu molekiildeki artis1 destekler niteliktedir.

TRAIL-L miktar1 degismese bile 6lim reseptorii olan TRAIL-R1 ‘in artisi,
Olimii indiikleyen sinyal kompleksinin olusarak bu yolagin varikosel patofizyolojisi
ile olan iliskisini isaret etmektedir.

Tiim bu sonuglardan yola c¢ikarak varikosel ile indiiklenen testikiiler
patogenezde TRAIL-L aracili 6liim yolaklarinin 6zellikle TRAIL-R1 iizerinden
gerceklestigi sdylenebilir.Bunu destekleyen ileri molekiiler calismalara ihtiya¢ vardir
ve bu yolagin alt sinyal yolaklar1 ile olan iligkisinin arastirilmasi literatiirde bilinen
varikoseldeki apoptoz artis mekanizmasinin aydinlatilmasina 151k tutacaktir. Bizim
calismamiz literatiirde ilk defa TRAIL-L aracili 6liim yolaklariin esasen TRAIL-R1
reseptorii iizerinden baslatilarak ilerleyebilecegini ortaya koymustur.

Ayrica, TUNEL sonuclarimiz da apoptoza giden hiicre artisini gostererek bu
bulgular1 desteklemistir.

Sonug olarak; TRAIL-L ve reseptorlerinin varikoselli testisteki roliinii
degerlendiren bu c¢alismanin, varikosel mekanizmasina molekiiler diizeydeki katkisi
olduk¢a Onemlidir. Testisten elde edilen molekiiler bilgiler, varikoselin
spermatogeneze olan olumsuz etkilerinin giderilmesi amaciyla ileride kullanilmasi
giindeme gelebilecek medikal tedaviler icin temel olusturmaktadir. Calismamiz,
varikoselde ortaya ¢ikan apoptotik siirecte TRAIL-L ve reseptorlerinin iliskisini ilk
defa ortaya koymustur ve bdylece TRAIL-L yolaginin inhibisyonunun varikosel
tedavisinde kullanilip kullanilmamasi ile ilgili tartismalari baslatmistir. Biitiin
bunlarla iliskili olarak; deneysel varikosel modellerinde TRAIL veya DR4/DRS5
inhibitorleri  kullanarak, varikosel patogenezinin degerlendirilmesiyle 1ilgili

calismalarin yapilmasi gerekliligi giindeme gelmisir.

{1



OZET

Varikosel erkek infertilitesinin en 6nemli sebebi olarak gosterilmektedir,
ancak testikiiler disfonksiyonu ve infertiliteyi indiikleyen varikoselin patogenetik
mekanizmasi heniiz anlasilamamistir. Varikoselin patofizyolojisinde rol oynayan
mekanizmalar sonucunda testisin germ hiicrelerinde apoptozis artmakta ve testikiiler
disfonksiyon ortaya cikmaktadir. Testikiiler disfonksiyonun ana etmenlerinden olan
apoptoziste; sinyalizasyon mekaniizmasinda rol oynayan ve indiiksiyon
mekaniizmasinda da anahtar role sahip olan TRAIL-L ve reseptOrlerinin, hiicre
membrant iizerindeki uyarimlarinin  varikosel patofizyolojisinde rol oynayan
mekanizmalar sonucu artmasi ile birlikte testikiiler disfonksiyona yol agan apoptozis
siirecinin bagladigim diisiinmekteyiz. Bu sebeple apoptozis olusumunda ¢ogu hiicre
lizerinde etkin rolii olan TRAIL-L ve reseptorlerinin varikosel patofizyolojisindeki
roliinii bu calismada arastirmayir amacglamaktayiz. Eger hipotezimiz dogru ise,
farmakolojik ajanlar (TRAIL-L,DR1,DR2 inhibitorleri) tarafindan bu yolagin

inhibisyonu varikoselin medikal tedavisi i¢in yeni bir terapotik yaklagim sunabilir.

Yedi haftalik yetiskin Rattus norvegicus (Wistar) irki erkek sicanlar rastgele
olarak 3 gruba ayrilmistir. 1.Grup sicanlarin (13 haftalik, n=10) sol testislerinde
deneysel varikosel modeli ve 2.Grup sicanlarda sham operasyonu (n=10)
gergeklestirilmistir. 3.Grup sicanlar ise kontrol grubunu olusturmustur (n=10).
Deneysel varikosel modelinin indiiklenmesinden sonra tiim gruplardaki sicanlar
sakrifiye edilmistir. Sol testis dokularinda; TRAIL-L ve reseptor proteinlerinin
immiinohistokimyasal ve western blot analizleri ile apoptozun belirlenmesi icin

TUNEL analizleri gerceklestirilmistir.

Varikosel olusturulan testislerin agirliklar1 belirgin olarak azalmis ve bu
testislerde seminifer tiibiil hasar1 belirgin olarak artmistir. Western blot analizleri
TRAIL-L ve reseptorlerinin ekspresyonlarini ortaya koymustur. Immiinohistokimya
ve western blot analizleri sonucunda; TRAIL-L ve reseptorlerinin kontrol ve sham
gruplarinda ekspre oldugu, ancak varikosel gruplarindaki ekspresyon diizeylerinin
degistigi gozlenmistir. Ozellikle 6liim reseptorii olan DRI ekspresyonu anlamli
olarak artmistir. Tim bunlara ek olarak, varikoselli testislerde apoptotik germ hiicre

sayis1 belirgin olarak artmustir.
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Sonug olarak, varikosel nedeniyle testiste olusan apoptoziste TRAIL
yolaginin aktive oldugu ve germ hiicre apoptozunu indiikledigi ilk defa ortaya
konmustur. Genellikle varikoselli bireyin iirettigi sperm hiicrelerini degerlendiren
literatiirdeki calismalarla karsilastirildiginda, bu calisma, varikosel mekanizmasina
molekiiler diizeyde onemli bir katki saglamaktadir. Biitiin bunlarla iligkili olarak;
deneysel varikosel modellerinde farmakolojik TRAIL-L.DR1,DR2 inhibitorleri
kullanarak, varikosel patogenezinin TRAIL-L yolag1 ve reseptorleri ile iliskisinin

degerlendirilecegi ¢calismalarin planlanmasina hizla devam etmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sican, varikosel, TRAIL-L, TRAIL reseptorleri, apoptoz

ABSTRACT

Adult varicocele has long been implicated as a major cause of male infertility.
However, pathogenetic mechanisms by which varicocele induces testicular
dysfunction and infertility are not fully understood. The pathophysiologic factors of
varicocele effected by germ cells on the testis and increased apoptosis,testicular
dysfunction.Apoptosis is one of the main pathophysiologic mechanism of testicular
dysfunction.We aimed that TRAIL-L and its receptors which has keyrole of
apoptosis signalization and induction mechanism on the cell tissue layer effected by
ethiologic factors of varicocele starting testicular dysfunction with apoptosis.Thus,
inhibition of these pathways by pharmacological agents may represent a novel
therapeutic approach for the medical treatment of varicocele. Animals, which were 7-
weeks-old, were randomly separated into three groups. First group rats were used as
control group (n:10), second group rats underwent a sham operation (n:10) and third
group rats were used for experimental groups and underwent partial ligation of renal
vein (n:10). Rats in all groups were sacrified after induction of experimental
varicocele. Western blot and immunohistochemical analysis of TRAIL-L and
receptors in left testicular tissues were done. TUNEL analysis was performed for

apoptotic cell evaluation.
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The tissue weights of varicocele induced testes decreased significantly,
whereas, tubule degeneration was significant in these testes. Western blot analyses
have confirmed increased apoptosis in varicocele groups. Both werstern blot an
immunohistochemical analysis have confirmed that TRAIL-L and receptors
expressions changed in all germ cell types.Especially DR1 expression increased
significantly. Moreover, the ratio of apoptotic germ cells in varicocele groups were

significantly higher when compared to control and sham groups.

By evaluating the role of TRAIL pathway in varicocele testes, this study
contributes very much to molecular mechanisms of varicocele patogenesis when
compared to studies those generally evaluate the sperm cells of varicocele patients.
Studies regarding the effects of pharmacological TRAIL-L,DR1,DR2 inhibition to

exprimental varicocele are in progress in our laboratory.

Key words: Rat, varicocele, TRAIL-L, TRAIL receptors, apoptosis
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