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OZET

Guncel tedavisi cerrahi olan varikoselin tedavisinde antioksidan etkili
tadalafili deneysel varikosel modeli olusturulan siganlar Gzerinde kullandik.

Tadalafilin testis ve sperm parametreleri Uzerine etkisini arastirdik.

Calismada 24 erkek sigan kullandik. Grup 1 Sham grubu, grup 2 sol
varikosel grubu, grup 3 sol varikosel olusturulup tadalafil baglanan grup
olarak Uge ayrildi. Yetmis bes gunluk takip sonrasi denekler sakrifiye edildi.
Sol testis dokulari histopatolojik ve apoptotik inceleme igin ¢ikarildi. Sol
epididim dokularindan semen 6rnegi elde edildi.

Modifiye Johnsen skorlar karsilastirildiginda grup 2’nin skoru, grup
1’e gOre daha dusuk oldugu saptandi (p=0,005). Grup 2 ve grup 3’Un ve grup
3 ile grup?’in bu skorlari arasinda fark saptanmadi (p>0,05). Testis
icerisindeki venlerin tunika media Olguimlerinde varikosel olusturulan
gruplarda grup 1’e goére bu kalinhk anlamh artmisti (sirasiyla p=0,008,
p=0,004). Gruplarin apoptotik indeks analizlerinde tum gruplar arasinda fark
saptandi (sirasiyla p<0,001, p=0,002, p=0,004) ve Grup 3’'te Leydig
hicrelerinde apoptoz grup 2'ye gore daha az goruldi. Motilite ortalamalari
grup 1 ve grup 3’Un benzer sonuglanirken grup 2'ye gére anlaml yliksek
saptandi (p<0,05). Morfolojik defekt oranlarina gore grup 1 ve grup 2’nin
ortalama olgumleri grup 3’e gore daha dusuk saptandi (p<0,05). Grup 3’Un
ortalama sperm sayisi grup 1 ve grup 2’den daha yuksek ve grup 2’nin
ortalama sperm sayisi da grup 1’den yuksek saptandi (p<0,05).

Cahgsmamizda tadalafilin varikosele bagll gelisen histopatolojik
degisikliklere karsi testisi koruyabilecegi, varikoselin testis i¢i venler Uzerine
etki gosterdigi, varikosele bagli artmis apoptozis oranlarini azaltabilecegi ve
sperm parametrelerinin basta motilite olmak Uzere korunmasini saglayarak

gelisebilecek subfertiliteyi engelleyebilecegi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Varikosel, Tadalafil, Testis, infertilite



SUMMARY

Investigation of The Effect of Tadalafil on Sperm Parameters and
Testicular Protection in an Experimental Varicocele Model Created on
Rats.

In the treatment of varicocele, the current treatment of which is
surgery, we used the antioxidant tadalafii on rats that created an
experimental varicocele model. We investigated the effect of tadalafil on

testicular and sperm parameters.

24 male rats were used in the study. This study consists of 3 groups.
Group 1 was Sham group, group 2 the left varicocele group, and group 3 the
group in which left varicocele was created and tadalafil was given. After 75
days of follow-up, the subjects were sacrificed. Left testicular tissues were
prepared for histopathological and apoptotic examination. A semen sample
was obtained from the left epididymal tissues.

When the modified Johnsen scores were compared, the score of
group 2 was found to be lower than that of group 1 (p = 0.005). There was no
difference between these scores of group 2 and group 3, and between group
3 and group 1 (p>0.05). Tunica media measurements of the veins within the
testicles revealed a significant increase in the thickness of the varicocele-
created groups compared to group 1 (p=0.008, p=0.004). In the apoptotic
index analysis of the groups, a difference was detected between all groups
(p<0.001, p=0.002, p=0.004) and the protective effect of tadalafil on Leydig
cells was demonstrated. While the motility averages of group 1 and group 3
were similar, they were found to be significantly higher than group 2 (p<0.05).
According to morphological defect rates, the mean measurements of group 1
and group 2 were found to be higher than group 3 (p<0.05). Among the
groups, the average sperm count of group 3 was higher than group 1 and
group 2, and the average sperm count of group 2 was higher than group 1
(p<0.05).



Our study has shown that tadalafii can protect against
histolopathological changes in the testicle due to varicocele, that varicocele
affects the intratesticular veins, that it can reduce the increased rates of
apoptosis due to varicocele, and that it may prevent possible subfertility by

preserving sperm parameters, especially motility.

Keywords: Varicocele, Tadalafil, Testicle, Infertility



GiRiS

Varikosel erkeklerin dortte birinde mevcut olup, dizeltilebilir erkek
faktorlt infertilitenin literatirde ilk siradaki sebebi olarak bilinmektedir. Sol
testiste daha sik gorulmektedir (1).Varikoseli olan hastalarda testiste olugan
Is1 artis1, oksijen radikallerinin sureye bagl olarak sperm parametrelerini ve
testis histolojisini bozdugu disutnulmektedir, testis yapisindaki bu bozulma ve
apoptozis, histolojik olarak da izlenmektedir (2). Bu degisiklere bagli olarak
sperm parametrelerinde bozulmalar; sayi, motilite ve morfolojik degisikler
meydana gelebilmektedir. Varikosel tedavisinde tanimlanmis birgok cerrahi
yontem vardir; subinguinal varikoselektomi, ylUksek retroperitoneal
varikoselektomi, inguinal  varikoselektomi, skrotal varikoselektomi,
laparoskopik varikoselektomi ve radyolojik embolizasyon yontemleri

tanimlanmistir.

Fosfodiesteraz 5 (PDES) inhibitdr ilag gurubu vicuttaki 3’-5'-siklik
guanozin monofosfat (cGMP), pargcalanmasini onleyerek pulmoner arteriyel
hipertansiyon ve erektil disfonksiyon tedavisinde kullaniimaktadir. Uroloji
poliklinik pratigimizde oral preparat olmasi nedeniyle ve yan etkilerinin ¢ok
dusuk olmasi nedeniyle ilk tercih ettigimiz tedavi segenegidir (3). Arastirmada
kullanmayi planladigimiz tadalafil etken maddeli ilag PDES inhibitor ilag
grubunda yer alir. Yari 6mrt PDES inhibitorleri arasinda en uzun olan ilagtir.
ilacin antiapoptotik ve antioksidan etkisi Uzerine olumlu arastirmalar
literatlrde mevcuttur (4). Arastirmada hayvanlara deneysel sol varikosel
modeli olusturulacaktir (5). Deneysel varikosel modeli uygulanan deneklerin
bir grubuna tadalafil oral olarak uygulanacaktir. Literatir taramasinda
antioksidan ve antiapoptotik etkisi bulunan tadalafilin varikosel tedavisinde
kullanimina dair calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismadaki amacimiz
tadalafilin ~ varikosele  bagli  gelisebilecek  histolojik ve  sperm
parametrelerindeki bozulmanin Uzerine olumlu etkisinin olup olmadiginin

arastiriimasidir.



GENEL BILGILER

. internal ve Eksternal Genital Organ Embriyoloji

Embriyonel gelisimin besinci haftasinda mezonefrozun medialinde,
korteks ve medullasi olan bipotansiyel gonad olusur. Bu gelisimden Wilms
Tumoru geni (WT1) ve steryodojenik faktor 1 (SF-1) gibi genlerin aktivasyonu
sorumludur. Gelisimin altinci haftasi ve sonrasinda germ hucreleri genital
kabarikliklara go¢ ederler. Germ hicre gogu gerceklesmezse gonadlar
gelisemez. Embriyonel geligsimin yedinci haftasinda Y kromozomu Uzerinde
sex-determining region Y (SRY) genin yonlendirmesi ile primordial germ
hicrelerine donusum basglar (6). Gonadlarda bulunan transkripsiyon faktoru
Sox9 geni upregulasyonu ile testis dokusuna ilerler, SRY geninin
yonlendirmesi olmadiginda gonad over yonelimi gosterir (7). Gonadin korteks
dokusu gerileyerek meduller testikuler yapilar geligir. Yolk sac duvarinda
bulunan primordial germ hucreleri dorsal mezenter Uzerinde genisleyerek
gonadi olusturur. Embriyoda mezonefroz icerisinde hem wolffian hem de
mullerian kanallar bulunur. Sertoli hlcrelerinden Antimulleryen hormon
(AMH), Leydig hucrelerinden salgilanan testosteron hormonu ile wolfian
kanalinin gelisimi devam ederken mdullerian kanallari geriler (8).
Antimulleryen Hormon, AMH reseptort 2 (AMHR2) baglanarak ve apoptozu
indukler ve mullerian kanallari geriler. Wolfian kanalindan erkek ureme
sisteminin temel yapilar; epididim, duktus defferens, ampulla ve seminal
veziklller gelisir, bu yapilar gonad ile birleserek erkek Ureme sistemini

olusturur.

Erkek dig genital organlarinin ve prostatin gelisimi i¢cin dokularda 5 alfa
rediktaz tip-2 enziminin testosteronu dihidrotestosterona donustlirmesi
gerekir (9). Seks kromozomlari ile belirlenen internal ve eksternal genital
organlar, diferansiye olmus gonadin hormonal sentezine gore

belirlenmektedir. Hormonal sentez ve hormon reseptor uyum



mekanizmasinda aksaklik gelisirse disi tip farklhlasma veya anormal erkek tip
gelisim olabilir.

Erkeklerde sperm dretiminin olmasi icin her iki testisin karin
icerisinden, skrotum icerisine inmesi gerekir. Bunun nedeni vucut igi
sicakligindan testislerin korunmasini saglamaktir. Vicut i¢i sicakliktan 2-3°C
dusuk sicaklikta sperm Uretimi optimum saglanmaktadir. Skrotum igerisine
testislerin intrabdominal seviyeden skrotuma inmesi hormonal ve mekanik
etkilere baglh olarak 2 evrede gerceklesir. Bunlar transabdominal ve

inguinoskrotal evreler olarak isimlendirilir.

Transabdominal evre testis icinden Leydig hucrelerinden salinan
insiilin-benzeri faktér-3 (INSL3) kontroliindedir. Siispansér ligament dejenere
olur ve gubernakular sisme reaksiyonu gergeklesir. ikinci evre olan
inguinoskrotal evre ise androjen bagimhdir. Testislerin inis slreci INSL3 ve
androjenler disinda, Sertoli hiicrelerinden salinan AMH, genitofemoral sinir
uclarindan salinan Kalsitonin gen-bagimhi peptid (CGRP), peritoneal bir
divertikil yapisinda olan vajinal proses, meme hatti altindaki Meme yag
yastik¢igr (MFP) ile Hox genlerinin rol oynadigi kompleks bir suregtir (10).
Testislerin skrotum igerisine inemedigi durumlarda; infertilite ve testikuler
kanser nedenleri arasinda sayilan anorsi, retraktil testis, kriptorgidizm ve
ektopik testis gorulebilir.

Il. Testis Anatomisi

Testisler skrotum igerisinde bulunan ekzokrin ve endokrin fonksiyonlari
olan ovoid bir ¢ift organdir. Testislerin fonksiyonlarinin devamlihgi agisindan
skrotum i¢i sicaklik, vicut sicakhgindan 2-3°C daha dusuk olmalidir. Testisi
distan saran ve Ug¢ tabaka vardir bunlar; tunika vajinalisin visseral tabakasi,
tunika albuginea ve tunika vaskulozadir. Tunika albuginea ve tunika
vasculoza birlikte testis icine uzanan septalar vererek organ igi lobulUsler
olusturur. Lobulusler icinde seminifer tubuller bulunur ve seminifer tibullerde
rete testis ile birlesir. Rete testisler duktuli efferentler epididim basi ile
birleserek epididim lobullerini olustururlar. Duktus deferens yaklasik 6 metre
boyunda bir kanaldir. Vas deferens; duktus defens olarak da adlandirilir ve



prostat bezine girmeden 6nce ampulla denen bir geniglemeyi olusturur.
Prostat ve mesane komsulugunda yer alan seminal vezikuller, ampulla ile
birleserek prostat girisine acilirlar ortak ejekulator kanal yapilar ile prostat
icerisinde ilerleyerek prostatin veru bolgesine ve Uretraya agilir. Seminal total

ejakulatin %50’den fazlasini olusturur (11).

lll. Testis Histolojisi

Testisler skrotum igerisinde bulunan ekzokrin ve endokrin fonksiyonlari
olan ovoid bir ¢ift organdir. Testis dokusunu distan c¢evreleyen bag
dokusundan olugsan tunika albuginea bulunur. Mikroskop altinda tunika
albugineanin komsulugunda tunika vasculoza bulunur. Tunika albuginea ve
tunika vasculoza birlikte testis i¢cine uzanan septalar vererek organ igi
lobulUsler olusur. Lobuli testisler icerisinde seminifer tibuller bulunmaktadir.
Seminifer tubdl yapilar puberteye kadar solid yapidadir, Puberteyle birlikte
tubdl yapilari lumenleri acgilarak seminifer tabdlleri olusturur. Her seminifer
tubdl 30-80 cm uzunlugunda boyunda 150-250 mikron metre c¢apinda
yapilardir (12). Seminifer tubdl i¢ yapisinda bazal laminanin Uzerinde Sertoli
hacreleri ve spermatogonyum hacreleri bulunur. Spermatik hucreler igin
gerekli besini ve destegi Sertoli hicreleri saglar. Birbirleri ile yaptiklari siki
baglantilar ile kan testis bariyerini olusturarak testis dokusunu
otoimmuniteden korumus olur (13). Spermatogonyumlar seminifer tubul
icerisinde bir dizi mitoz ve mayoz boélinmenin ardindan spermatidleri
olusturur, n kromozom sahiptirler. Olusan spermatidler kuyruk olusumu
sonrasi spermiyum olarak lumene atilirlar. Seminifer tubdller arasinda
interstisyel alan olarak bilinen bélim vardir. intertisyel alan iginde damar
yapilari, lenfatikler, makrofajlar, fibroblastlar ve testisin hormonal salgi
gorevinden sorumlu Leydig hucreleri bulunmaktadir. Leydig hucrelerinden
sperm Uretiminde ve vucutta sekonder erkek karakterin olusumundan

sorumlu olan testosteron hormonu salgilanmaktadir.

lllLA. Seminifer Tubdil
Testislerin  icerisinde uzanan sperm Uretimi ve hormonal
fonksiyonlarinda saglandigi testisi olusturan 250-1000 adet arasinda degisen

kivrimli tubul yapilaridir. Spermatozoalarin dretimi bu yapilar igerisinde



gerceklesir.  Seminifer  tabdllerin  duvarinda  Sertoli  hdcreleri  ve
spermatogonyumlar bulunmaktadir. Sertoli hucreleri tarafindan olusturulan
siki baglantilar kan testis bariyerini olusturur ve Uretilen spermleri
otoimmdunite gelismesine karsi bir engel olur. Seminifer tubul yapilari
arasinda bulunan Leydig hucrelerinde androjen sentezi gerceklesir. Seminifer
tubul yapilarinin gevresinde lamina propria igerisinde fibroblast iceren katman
bulunur. Bazal lamina igerisinde diuz kas yapisinda miyoid hicrelerde
bulunur. Tubul icinde olusan spermatidler tubdler baglantilar ile rete testise

acilr.

lll.B. Sertoli Hiicreleri

Destek hucreleri olarak da bilinen Sertoli hlicreleri, spermatozoalari
destekler ve onlarin olgunlagmasinda gorev alir. Sertoli hicreleri puberteden
sonra mitoz boélinme gergeklestirmez puberte 6ncesi hizli bir bolinme
doénemi ile 10-20 kata kadar artabilir ve spermatik hicreler i¢in besin
destegdini saglar. Siganlarda da dogumdan sonraki 18. glinde Sertoli hticre

bolinmesi tamamlanir (14).

Birbirleri ile yaptiklari siki baglantilar ile kan testis bariyerini olusturur,
testis dokusunu otoimmuniteye kargi korur. Isik mikroskobu ile sinirlari net
olamayan karakteristik olarak u¢ kisimli gekirdekleri ve ¢entikli ¢ekirdekgigi
gorulebilir. Elektron mikroskobisinde daha net degerlendirilebilen bu hucreler

tubdl tabanindan [imene uzanir ve kadeh seklinde yapisi vardir (15).

Spermatidler Sertoli hucrelerinin apikal yuzine oturmustur. Segici
gegirgen yapidaki kan-testis bariyeri seminifer epitelden spermatidlere gerekli

besin ve iyon gegisini saglarken, otoimmuniteden korunmasini saglar.

Sertoli hucreleri Folikul Stimilan Hormon (FSH) ile uyarilir ve
spermatozoa olusumunu baslatir ve sirdartr. Bu uyarinin olmamasi halinde

sperm uretimi gergeklesmez.

lll.C. Leydig Hucreleri
interstisyel alanda bulunmasi sebebiyle interstisyel hiicreler olarak da

adlandirilir. Poligonal sekilli eozinofilik hicrelerdir. Sitoplazmasinda bulunan



lipit damlaciklar tipiktir. Sitoplazmik Reinke kristalleri yine bu hucre igin tipik
yapilardir. Testosteronun salgilanmasi embriyonik gelisim, cinsel yonelim ve
gelisimi, Ureme fonksiyonu igin gereklidir (16). Luteinize edici hormon (LH)
Leydig hlcre ylzeyindeki LH reseptorleri Gzerinden testosteron sentezini

arttirarak, sperm hucre sentezine indirekt bir etki olusturur.

Plazmada testosteron dizeyinin belirli bir dizeyin Ustinde artmasi
hipotalamusta noérosekretuvar hucreleri etkiler, gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) salgisini azaltir ve LH salgisi azaltir. Bu aksin FSH uzerine

etkisi bulunmaz.

IV. Spermatogenez

Spermatogenez; Sertoli, Leydig, peritubuler ve germ hucrelerini igeren
ve endokrin ve parakrin hormonlarin rol oynadigi, kompleks bir suregtir.
Leydig hucrelerinin hormon sentezi icin LH, Sertoli hlcrelerinin hormon
sentezi icin FSH gereklidir. Intratestikiiler testosteron (retimi ve

spermatogenez, bu iki pituiter hormonun yonetimindedir.

Spermatogenez 2n kromozom sayisinin haploid kromozom olan
spermatozoaya donustugu ve erkek ureme sistemi boyunca ilerler. Sperm
uretimi yetmis dort gun surmektedir (17). Sperm uretimi tubullerin bazal
membrana yakin bolumunde kok hicrelerin mitoz boliunmesi ile baglar.
Spermatogonyal kok hicreler olarak isimlendirilir. Kok hlcreler A tipi ve B tipi
hicre olarak ikiye ayrilir. A tipi hicre kok hicre olarak, B tipi hicre
spermatosit hiucrelere donusur (Sekil-1). Mayoz bolinmenin birinci ve ikinci
asamalar gergeklesir sonugta n kromozom sayisinda spermatid hucreler

olusur. Bu bélinme bazal hicrelerden limene ilerler (18).

Sertoli hucreleri spermatogenez igin destekleyici bir role sahiptir. Siki
baglantilari ile kan testis bariyerini olugur ve sperm hucrelerinin beslenmesini

sadlar.



Tip A Kok Hiicre

Tip B Kok Hiicre

Mitoz béliinme

Primer Spermatositler
(Birinci Mayoz Bdlinme)

Sekonder Spermatositler
(Ikinci Mayoz Béliinme)

Spermatidler

Sekil-1: Spermatogenez

V. Spermiyogenez
Spermiyogenez; spermatidlerin spermatozoalara dogru olgunlastigi ve
hareket kazandi§i spermatogenezin son asamasidir (19). Mayoz bdélinme

sonrasi olusan spermatidler spermiyogenez sureci dért asamaya ayrilir:

1. Golgi asamasi: Cok sayidaki kuguk vezikiller igerisinde bulunan
grandller, tek bir grantle, akrozomu olusturmak igin birlesir. Hicre igerisinde
golgi aygiti, spermatozoalarda akrozomu meydana getirecek enzimleri
olusturur ve birlesir. Akrozomun olustugu kismin diger ucunda, mitokondrinin

toplandig! ve distal sentriolun bir aksonem olusturmaya bagladigi, kalin bir

parca geligir.



2. Akrozom asamasli: Akrozomal vezikul, nikleer membran yuzeyi
uzerinde genigler, nukleer yuzeyi Orter. Akrozom icinde; hyaluronidaz,

ndraminidaz, asit fosfataz ve akrozin gibi hidrolitik enzimleri igerir.

3. Flagella olugsumu: Hucre sentriollerinin bir kisminin uzamasi ile
flagella olusur. Spermatogonyum hareketi icin gereklidir. 9+2 merkezi

mikrottbul gekirdek yapisi ve bir aksonomu vardir.

4. Olgunlasma asamasi: Reziduel cisimcikler olarak bilinen fazla
sitoplazma, seminifer tubul icinde Sertoli hucreleri yardimi ile fagosite edilir
(Sekil-2).

Golgi Akrozomal Graniil Akrozomal Vezikiil Kalint:
Sentriyoller U-

Cekirdek
Mitokondri

Flagella

Sekil-2: Spermiyogenez

VI. Varikosel Epidemiyolojisi

Varikosel pampiniform vend6z pleksusun anormal derecede
genislemesi ile olusur, duzeltilebilir erkek faktorlu infertilitenin literatlrdeki
birinci siradaki sebebi olarak bilinmektedir. Sol testiste anatomik olarak daha

sik gorulmektedir (1).



Varikosel prevalansinin 2-10 yas arasi erkek ¢ocuklarda <%1, 11-14
yas arasl erkek ¢ocuklarda %7,8 ve 15-19 yas arasi erkek ¢ocuklarda %14,1
oldugunu bildirmiglerdir. Bu epidemiyolojik gozlem, varikoselin 6zelligi olan
vendz yetmezligin Oncelikle testis gelisimi sirasinda olustugunu
dugundurmektedir (20).

Klinik deneyimde en sik infertilite ile iligkili primer varikosel gértlmekle
beraber, internal spermatik venin veya renal venin invazyonuna,

obstriksiyonuna bagl sekonder patolojilerde de gelisebilmektedir.

VI.A. Sikhik
Varikosel erkeklerin dortte birinde mevcut olup, duzeltilebilir erkek
faktorli infertilitenin literatirdeki birinci siradaki sebebi olarak bilinmektedir.

Sol testiste anatomik olarak daha sik goérulmektedir (1).

infertilite nedeniyle klinige ilk kez basvuran erkeklerde bu oran %35 e
kadar artmaktadir (21). Yasla beraber varikosel sikliginin arttigini gosteren
calismalar vardir. Varikosel prevalansi 30-39 yaslarinda %18, 40-49
yaslarinda %24, 50-59 vyaslarinda %33, 60-69 yaslarinda %42, 70-79
yaslarinda %53 ve 80-89 yaslarinda %75 olarak gorulur (22). Bu bulgular
venoz kapak yetmezliginin yas ile sikliginin arttigini, varikosel sikligi yas ile

orantili olarak artacagi dugsunulmektedir.

Birinci derece yakinlarinda varikosel olan hastalarda gorulme sikligi
toplum yuzdesine oranla daha yuksek saptanan c¢alismalar vardir (23).
Nonobstriktif azospermi (NOA) hastalarinda varikosel sikhdr %5-10

gOrulmektedir (24).

VI.B. Anatomik Ozellikler ve Patofizyoloji

Testislerden baglayarak yukari yonli hareket ile pleksus pampiniformis
olusur, yukari yonlu hareket ile birleserek internal spermatik veni olusturur.
Pampiniform vendz pleksusun anormal derecede genislemesi varikosel

olusturur. Skrotal muayene ve inspeksiyonla varikdz venler tespit edilebilir.

Klinik basvuru infertilite, agn, dolgunluk hissi gibi sikayetler
olabilmektedir. Varikosel siklikla sol tarafta olmakla beraber sag tarafli da



gorulebilmektedir. Sekonder patolojilerle iligkili olabilmektedir. Tek tarafli sag

patolojiler %2 oraninda gorulmektedir (1).

VI.C. Etiyoloji
Varikosel etiyolojisini agiklamada ug teori 6ne surdimustur (25).

1. Sol internal spermatik ven sag internal spermatik ven ile
karsilagtinldiginda bazi anatomik farkliliklar gdze carpmaktadir. Sol internal
spermatik ven, sol renal ven inferioruna daha dik agi ile bosalmaktayken, sag
internal spermatik ven, vena kava inferiora oblik bir agiyla bosalmaktadir.
Uzunluk olarak da sol spermatik ven, saga oranla 9-10 cm kadar daha
uzundur. Sol internal spermatik ven igerisinde saga internal spermatik vene
oranla daha yuksek basing olugsmasi, pampiniform pleksusta anormal
genisleme ve anormal ven6z akimin olusmasina dolayisiyla sol tarafli

varikoselin klinikte daha sik gortlmesini bize agiklamaktadir (26).

2. Sol internal spermatik venin, sol renal vene bosaldigi alanda venoz

valv yapisinin olmayigi venoz refli gelisimi ile sonuglanmaktadir (27).

1965 yilinda 79 kadavra Uzerinde yapilan bir galismada, %46 oraninda
sol internal spermatik venin, sol renal ven ile birlestigi kisimda valv yapisinin
olmadigi goérulmastir (28). Venografi kullanilarak yapilan bir galismada
yeterli kapakglk sistemi olan hastalarda %26,2 oraninda varikosel
gorulmustur (29). Varikosele bagli eksternal vendz yapilara kollateraller
gelisebilmektedir. Varikoselektomide eksternal venoz yapilarin

baglaniimamasi nuks varikosele sebep olabilmektedir (30).

3. Sol gonadal vendz sistemde basing artisi anatomik olarak
“nutcracker fenomeni” gelisecedi dusunulmustar (1). Sol renal venin
abdominal aort ve superior mezenterik arterin arasinda ilerlemesi ve buna

bagli basing artisi neden olarak gosterilmistir (Sekil-3).
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Sekil-3: Abdominal aorta ve superior mezenterik arter arasinda kalan renal ven segmenti

nutcracker fenomeni illusturasyonu.

VII. Varikosel ve Testikiler Hasar

Varikosel duzeltilebilir erkek faktorll infertilitenin literatirdeki birinci
siradaki sebebi olarak bilinmektedir. Testis igerisinde 1s1 artisina bagh gelisen
stres, venoz geri donusun bozulmasi, artan oksijen radikalleri, renal adrenal
vendz refli, hormonal degisiklikler ve dusik adenozin trifosfat (ATP)
duzeyleri varikoselli hastalarda sperm motilitesi basta olmak Uzere sperm

parametrelerini etkiledigi dusunulmektedir.

VII.A. Oksijen Radikalleri

Spermatozoanin reaktif oksijen tlrevlerinin Uretimi mitokondriyal
solunum bagh olusur, Uretilen superoksit ve hidrojen peroksit sperm
aktivasyonu, kapasitasyonu, akrozomal reaksiyon ve yumurta ve sperm

hicresinin bilesimine yardimci olmak gibi gorevleri vardir. Varikosele bagli
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indUklenen asiri Uretimi, hicreler radikal oksijen turevlerinin detoksifikasyonu,
radikal reaksiyonlarin sonlandiriimasi, radikal olusumunun sinirlandiriimasi

koruyucu U¢ ana mekanizma ile dengelenmeye c¢alisilir.

Katalaz, glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz detoksifikasyonda
gorevli enzimlerdendir. Hidrojen peroksit hasarindan korunmada katalaz
peroksizom Uzerine etkilidir, glutatyon peroksidaz enzimi sitozol ve
mitokondride etkilidir. Antioksidanlar sperm ve seminal sivida yuksek

miktarlarda bulunmaktadir (31).

Testis icinde mitokondriyal solunuma bagl gelisen reaktif oksijen
tirevleri (ROS) asirn Uretimi hicre apoptozunu indukler ve testis igi
deoksiribonukleik asit (DNA) polimeraz aktivitesini azaltir. Sertoli hucre
fonksiyonlarini bozar ve Leydig hucrelerinin testosteron Uretimini azaltarak
hicresel diuzeyde degisikliklere neden olabilir (26). Varikoseli olan infertilite
nedeniyle arastirilan erkeklerden alinan meni orneklerinde ylksek ROS
seviyeleri gosterilmistir (32). Artan ROS anormal sperm morfolojisine ve
azalmisg sperm ATP uretimi ile iligkilendirilmistir (33). Sperm akson hasarina
bagdli olarak spermin motilitesinde azalma ve hucre olumu meydana gelebilir.
Artan oksidan stres hucre membraninda lipit peroksidasyonuna sebep olarak

hldcre batinligunun bozulmasina sebep olur.

Artan ROS ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki denge
dokularda hucresel dizeyde korunmaktadir. Antioksidan ve oksidan
maddeler arasindaki bu dengeyi saglamada disaridan alinan anti oksidan
maddelerin de kullanabilecegi arastiriimigtir, deneysel olarak olusturulan
hayvan modellerinde antioksidan maddelerin ROS etkilerine karsi koruyucu
olabilecegi gosterilmistir (34). idiopatik oligoastenoteratospermi (OAT) olan
hastalarda oral antioksidanlarin semen parametreleri Uzerine olumlu etkileri

olabilecegini gosteren insan galigmalari da literattrde vardir (35).

VII.B. Isi Stresi
Varikoselde sperm parametrelerinin  bozulmasina sebep olarak
suglanan en onemli faktorlerden biri 1s1 artigidir. Spermatogenez 1si1 duyarli

bir suregtir. Skrotal 1s1 en iyi 35-36°C'de devam etmektedir. Skrotum
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icerisindeki vicuda gore dusuk 1s1 varikdz venlere bagh 2,6°C daha yuksek
bulunmustur (36). Testis ici I1sI stresine maruziyet sperm Uretimi ile seminifer
tubul ve Leydig hulcrelerinde nikleer DNA ve RNA bagdlayici proteinler
Uzerine olusturdugu termal hasar sonucu sperm parametrelerinin etkiledigi
dusundlmektedir (27,37). DNA polimeraz aktivitesi Uzerine yapilan bir
calismada da tek tarafli varikoseli bulunan hastalarda daha dusik seviyede
g6zlenmistir (38). Ergenlerde yapilan bir ¢alismada skrotal 1sinin ve testis
hacimleri arasindaki iligki karsilastiriimig, testis boyutunun azalmasi ile isi

artigl arasinda anlamh bir birliktelik saptanmigtir (39).

VII.C. Hipoksi

Doku ve organlarin yeterli oksijen alamamasi durumuna hipoksi denir.
Patolojik bir durumdur. Doku hipoksik durumda kaldiginda hipoksi ile
induklenebilir faktor (HIF) sentezler. Hipoksi ile induklenebilir faktorin alt
tipleri bulunmaktadir tim dokularda sentezlenebilen alt tipi 1a artisi
anjiogenez ile iligkili bulunmustur (40). Varikoseli olan erkeklerde gelisen
hipoksiye iliskin bir calismada, hipoksiye kargi doku vyanitinda temel
duzenleyici olan hipoksi ile induklenebilir faktor (HIF) 1a'nin internal
spermatik venden alinan venoz o6rneklerinde daha yuksek bir ekspresyonda

saptanmisgtir (41).

Isi stresi ve oksidatif stres dahil olmak Uzere yukarida bahsedilen
patojenik mekanizmalari spermatogenez i¢cin gerekli olan normal
intratestikUler testosteron sentezinden sorumlu olan testisin Leydig hucre
populasyonunu dogrudan etkileyebilir (25). Farelerde yapilan deneysel
caligmalarda, testis dokusunda kronik hipoksi ile karsi kargiya kaldiginda
artan ROS ile serum ve testis igi testosteron duzeylerinde olgulebilir dusus

oldugunu gostermigtir (42).

VII.D. Renal Adrenal Venoz Reflu

Renal adrenal vendz refli varikosele bagh infertiliteyi agiklamada 6ne
surulen bir diger nedendir serbest oksijen radikalleri, prostaglandin E ve F2aq,
katekolaminler, anjiotensin 1, kortizol seviyeleri daha yuksektir.

Prostaglandinler ve katekolaminler sperm Uretimini inhibe ettigi gosterilmigtir,
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diger metabolitler ile ilgili bilgi sinirhdir. Siganlar Uzerinde yapilan bir hayvan
deneyinde u¢ grup olacak sekilde ayirilmig; ilk grup kontrol grubu, diger
gruplarda varikosel olusturulmus, varikosel olusturulan bir diger grupta sol
adrenalektomi uygulanmis dokuz ay sonrasinda FSH ve testosteron ve testis
doku hacmi Ol¢ulmus, adrenalektomi yapilmayan grup yapilana gore FSH
duzeyleri daha vyuksek, testosteron seviyesi daha dusik sonuglandi,

varikosel adrenal refli agiklamada anlamli sonuglanmigtir (43).

VII.LE. Mikrovaskiler Kan Akimi

Deneysel hayvan modellerinde varikosel induksiyonu ile testis igi
mikrovaskuler kan akiminda artis oldugu gdsterilmis ve histolojik olarak
degisikliklerin  meydana gelebilecegi  gdsterilmistir  (44). infertilite
arastinimalarinda diger arastirilan sebep ise spermler Uzerinde akrozomal

defekt olugsmasi ve sperm fonksiyon kaybina sebep olabilecegidir (45).

VII.F. Hormonal Degisiklikler

Spermatogenez baglamasi ve surdurulmesinde FSH ve testosteron
seviyeleri onemlidir. Varikosel Leydig hicre sayisinda ve sentezlenen
testosteron azalma, testis i¢i testosteron seviyelerinde azalma
saptanmaktadir (25). Testosteron sentezinden sorumlu 17,20-desmolaz ve
17 a-hidroksilaz enzim seviyelerinde de Olgulebilir bir azalmaya yol actigi
gOzlenmigtir. Arastirma sonuglari testosteron seviyesindeki dugusun sentezin
azalmasina bagl oldugu dustndurmustar (46). Varikosel onariminin hormon
degerleri Uzerine etkisi tartismalidir. Testosteron dizeyini etkilemedigini ve

arttirabilecegini destekleyen calismalar literatirde mevcuttur (47).

VII.G. Kan Testis Bariyerinin Bozulmasi

Kan testis bariyeri testis dokusunun testis i¢i otoimmunite gelismesine
kargl testis dokusunu korur. Testis torsiyonu, epididimit, prostatit ve testis
travmasina sekonder Anti Sperm Antikor (ASA) Uretimini tetikler,
patofizyolojisi agiklanamamis olsa da varikoseli olan infertil hastalarda ASA
birikimi bulunmaktadir (13). Varikoselli hastalardan yapilan bir ¢alismada

alinan testis biyopsi orneklerinde kan testis bariyerinde azalan E-kadherin ve
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alfa-katenin ekspresyonu varikoselde kan-testis bariyerinin bozulmasiyla

iligkili olabilecegini dusundurmustur (48,49).

VII.H. Apoptozis

Apoptozis hiucre genetiginde kodlanmis olan programli hucre dlumune
verilen isimdir. Apoptozis en 6nemli amaci, hlcre Uzerinde olusan stres
sonucu onarilmasi olanaksiz zarar goren, fonksiyon gosteremeyecek
hicrelerin dokudan kurtarir (50). Uygunsuz apoptozise bagli nérodejeneratif
hastaliklar, iskemik hasar, otoimmun bozukluklar, oksijen radikalleri, hicrede
artan stres gibi nedenlere bagli olarak olusur. Apoptozis ve hicre sentezi
arasinda doku fonksiyonunu koruyacak sekilde denge vardir. Cevre dokulara

minimum zarar vererek hucrelerin vucuttan temizlenmesini saglar.

Varikoseli olan infertil erkeklerde patofizyolojiyi agiklamak igin 6ne
surulen bir diger yol apoptozistir. Deneysel varikosel modeli arastirmasinda
olusturulan varikosel grubu, apoptozis oraninda anlamli fark saptanmistir
(51).

VIIl. Varikoselin Testis Histolojisi Uzerine Etkisi

Varikoseli olan erkeklerde yapilan biyopsi orneklerinin sonuglari
degiskenlik gdstermektedir. Yapilan calismalarda normal spermatogenez,
Sertoli cell-only, hipospermatogenez, maturasyon duraklamasi histolojik

sonuglari goérulmastur (52).

Tek tarafli varikoseli olan hastalardan alinan bilateral testis
biyopsilerinde, benzer histoloji ve benzer Modifiye Johnsen skorlari
gOrulmustir. Varikoseli olan hastalarda, varikoselin bilateral etki

gOsterebilecegini dusundurmektedir.

Ven caplarinda artig, intimal fibrozis ve media tabakasinda kollajen
birikimi, diz kas sayisinda artig, tunika media tabakasinda kalinlik artigi ve
ilave olarak longitudinal bir tabakanin daha olustugunu gostermigtir (53).
insanlarda yapilan bir diger calismada varikoselektomi yapilan hastalardan

alinan ven ornekleri, nefrektomi yapilan hastalarin renal venleri ile
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kargilastiriimig, tunika media tabakasinda ve tunika adventisya tabakasinda
kalinlik artig1 gorulmustar (54).

IX. Varikosel Tanisi

Varikosel skrotal muayene ile dilate venlerin palpe edilmesi ile tani
konulur. ileri evre varikoselde inspeksiyon ile dilate venler ciltten
gorulebilmektedir. Dolgunluk hissi, agri gibi spesifik olmayan klinik sikayetleri

olabilir.

Renkli doppler ultrason (USG) klinik basvuran hastalarda siklikla
istenen  bir goérlintileme yodntemidir. Varikdz venlerin  gaplarinin
degerlendiriimesi, vendz refli olup olmamasi ve testis boyutlarinin
degerlendirmesi saglayarak klinik taninin dogrulanmasini saglar. invaziv bir

yontem olan venografi bir diger alternatiftir (55).

Klinik varikosel ile bagvuran hastalar 1970 yilinda yapilan muayene
bulgularina gore gruplanmistir (56). Gunumuzde klinik pratikte halen

kullaniimaya devam etmektedir. Varikosel muayenesi ayakta yapilir.

Derece (grade) 1 varikosel, valsalva manevrasi ile palpe
edilebilmektedir. Valsalva manevrasi yapilmadan varikdz venler palpe
edilemez. Derece (grade) 2 varikosel, valsalva manevrasi ve valsalva
manevrasi yapilmadan da varikbéz venler palpe edilebilmektedir. Derece
(grade) 3 varikosel, Ayakta ve normal solunumda go6zle gorulir ve palpe
edilebilmektedir.

Fizik muayenede tespit edilemeyen, radyolojik yontemlerle tani
konulmus varikosele subklinik varikosel denir. Subklinik varikoselin tedavi
edilmesinin sperm parametreleri Uzerine etkisi gosterilememigtir. Bu sebeple,

klinik pratikte subklinik varikosel tedavi edilmez (57).

Testis boyutlar cocuklarda orsidometre ile hesaplanabilecegi gibi USG
yardimli elips formulu ile de olgulebilir (uzunluk x genislik x kalinlik x 0,52 =
volim) (58).
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X. Varikoselde Tedavi

Varikoseli olan infertil erkeklerde tedavi, sperm parametrelerini
iyilesmesi ve gebelik oranini arttirmayi hedefler. Cocuk sahibi olmak isteyen
ciftlerin muayenesinde erkek partnerde palpabl varikosel mevcutsa bir
senelik duzenli iliskiye ragmen c¢ocuk sahibi olamama, kadin partnerin
muayene ve tetkiklerinde patoloji saptanmamasi, erkegin birden fazla sperm
parametrelerinde anormalliklerin olmasi varikosel tedavi edilmesi gerekir
(59).

Normal semen analizi olan erkeklerde ve subklinik varikoseli olan
erkeklerde tedavi endikasyonu yoktur (57). Subklinik varikoselin tedavi

edilmesinin sperm parametreleri Uzerine etkisi gosterilememistir.

Adolesan erkeklerde varikosel tespit edildiginde amag fertilitenin
korunmasidir (59). Testis kivaminda yumusama, etkilenen testiste
orgidometri ile Olgllebilen 2 ml Ustd volim kaybi, etkilenen testiste
orgsidometriva ile Olgulebilen %10’dan fazla volum kaybi olmasi, sperm
parametresinde bozulma, bilateral palpabl varikdz venlerin varliginda cerrahi

tedavi planlanmalidir (60).

Varikosel tedavisinde cerrahi ve perkitan embolizasyon olarak iki
temel tedavi yontemi vardir. Perkutan embolizasyonda dilate ve reflisu olan

internal spermatik vene embolizasyon iglemi uygulanir.

X.A. Varikoselin Cerrahi Tedavisi

Varikosel tedavisinde cerrahi olarak, laparoskopik varikoselektomi ve
acik cerrahi yontemleri mevcuttur. Varikosel tedavisinde dilate ve refllist olan
ven yapilarinin baglanmasi, testikuler arterin, lenf damarlarinin ve vas
deferensin korunmasi saglanmalidir (59). Laporoskopik varikoselektomi batin
icine girilerek spermatik venlerin ligasyonu veya baglanmasi seklinde
gerceklestirilir. Palomo tarafindan tanimlanan retroperitoneal yaklagim kolay
ve pratik bir yontemdir. Bu yontem ile testikuler arter korunmaz ve testikuler
ven ile birlesmeden o6nceki venlerin sayisinin fazla olmasi nedeniyle

tekrarlama ihtimali diger yontemlere gore fazladir.
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Arastirmalar ve yapilan cerrahi tedaviler kargilastirildiginda dusuk
ligasyon yontemleri olan inguinal varikoselektomi ve subinguinal
varikoselektomi yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir, farkli ydéntemlere gére daha
basarili sonuglar alinmigtir. Her iki disuk ligasyon yonteminde de eksternal
spermatik ven baglanabilmektedir. iki ydntem karsilastiridiginda daha
distalde calisilan subinguinal varikoselektomi yontemi baglanabilecek ven
sayisinin daha fazla olmasi nedeniyle daha fazla tercih edilir. Arterin
korunmasi mikroskop altinda degerlendirme ve doppler kullaniimasi ile diger

yontemlere gore daha kolaydir.

Mikroskop altinda yapilarin degerlendirmesi, postoperatif déonemde
hidrosel olusumu ve testikller arter yaralanmasi sonrasi gelisen testis atrofisi
gibi  komplikasyonlarin  gelismesine kargi koruyucudur. Azospermik
hastalarda bile mikrocerrahi varikoselektominin hareketli sperm olugsumuna
yardimci olabilecedi gosterilmigtir (61). Subinguinal varikoselektomi ve
inguinal varikoselektominin karsilastirildigi bir galismada testis korunmasi

sonuglari benzer bulunmustur (62).

X.B. Varikoselin Medikal Tedavisi
Varikoselin medilkal tedavisi ile ilgili olarak literatirde ¢ok az sayida

deneysel ¢calisma vardir.

Deneysel varikosel modelini aragtiran ve medikal tedavisini arastiran,
vitamin E’nin antioksidan etkisi ile testis dokusunda artan ROS Uzerine
koruyucu etkisi ¢alisilmistir (63). Farkli bir galismada ise testiste proapoptotik
Bax protein artigini ve antioksidan enzim aktivitesinde azalmayi gosterip,
malondialdehit diuzeylerindeki artigi ortaya koyarken bir antioksidan olan
melatoninin bu mekanizmalar Uzerine olan dizenleyici etkisini gostermislerdir
(64).

Tadalafii PDE5 inhibitérG  grubunun bir Gyesidir. cGMP’nin
parcalanmasini onleyerek etki gosterir. PDES inhibitorleri; pulmoner arteriyel
hipertansiyon, erektil disfonksiyon, benign prostat hiperplazisi ile alt Griner
sistem semptomlarinin tedavisinde kullanilir. Alt Uriner sistem semptomlari

olan erkeklerde kullanimdan iki hafta sonrasinda olumlu etkisini
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gostermektedir. Erektil disfonksiyon tedavisinde iligki oncesi en az yarim saat
énce alinmalidir. Cinsel uyarim olmadan etkisini géstermez. ilacin emilimi ve
etkisi oral gida alimindan bagimsizdir ve etkilenmez. Yarilanma émri PDES
inhibitdrd grubunun igcerisinde en uzun olanidir (17,5 saat), etkisini otuz alti
saate kadar korur (65). Uzun etki suresi ile gunluk kullanim da tek doz

kullanimi uygundur.

Distal Ureter taslarinda Medikal Ekspulsif Tedavi (MET) olarak
tadalafilin tek basina veya tamsulosin ile kombine sekilde kullanilabilecegini
gosteren calismalar da literatirde vardir (66). Alfa blokorlerin medikal
ekspulsif tedavide kullanimi  yaygin olmakla birlikte farkli ilag

kombinasyonlarininda bu amagla kullanilabilecegini gosterilmigtir.

Tadalafilin antioksidan etkisi, Bir PDES inhibitori olan tadalafil ve
etken maddeli ilacin antioksidan etkisi bircok calismada farkli dokularda
arastinimistir.  Kardiyoprotektif etkisi hayvan c¢alismasinda tadalafil
kullanilarak fosfatidil inositol 3-kinaz uyarisi ile saglanip ve sitokrom 3
uzerinden antioksidan antiapoptotik etkisini uzun donemli ilag kullaniminda

gOsterilmigtir (67).

Deneysel sican iskemi reperfuzyonunun overler Uzerine olan hasarin
ve gelisen oksidatif strese kargi etkisi arastirlmig ve tadalafilin koruyucu
etkisi gosterilmistir (68). Siganlarda deneysel prostatit modelinde gelisen

enflamatuvar etkiye kargi tadalafilin koruyucu etkisi gdsterilmistir (69).

PDES inhibitorleri ayrica cGMP seviyelerini arttirarak Nikotinamid
adenin dinukleotit fosfat (NADPH) oksidazin aktivitesini ve ekspresyonunu da

inhibe edebilecegi gosterilmistir (70).

Sik kullanilan bir kemoterapdtik ajan olan sisplatin verilen siganlarda
testis atrofisine kargi tadalafilin koruyucu etkisi arastiriimig, tadalafilin
antioksidan etkisi ile testislerde korunma sagladigi gosterilmigtir (4). Bu
etkide ilacin antioksidan etkisi sorumlu tutulmus ve Rho-kinaz asin gen
aktivitesine bagli apoptozis gelisimini engelledigi gosterilmigstir. Sisplatin

Uzerine yapilan nefrotoksisite Uzerine bir ¢alismada Rho-kinaz ve tadalafil
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etkisi gosterilmigtir (71). Baska bir galismada ise hiperoksinin neden oldugu
oksidatif stres arastiriimig ve tadalafil verilen sigan grubu ile kargilasgtiriimistir
(72).

Katalaz ve superoksit dismutaz aktivitelerinin tadalafil verilen grupta,

kontrol grubuna gore anlamli derecede daha dusuk oldugu tespit edilmigtir.
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GEREG VE YONTEM

. Deney Hayvanlari

Bu calisma Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvani Uretimi ve
Deneysel Arastirma Laboratuvarinda (BUU-DENHAB) gergeklestirildi.
21.03.2023 tarihinde Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan 2023-05/10 karar numarasi ile onay alindi. TUm arastirmacilar

calisma dncesinde Helsinki Bildirgesi’'ni imzaladi.

BUU-DENHAB biriminden temin edilen 24 adet erkek Wistar albino
sican ile calisildi. Sigcanlarin ortalama agirliklari 300-450 gram olarak
calismaya dahil edildi. Ortalama agirhk 370 gramdi. Standart gin 1s1d1 alan
laboratuvar ortaminda, tim hayvanlara standart beslenme ve bakim kosullar
saglandi. Optimum barinma sartlarinda bakilan hayvanlar G¢ gruba ayrildi.
Hayvanlarin yetmis bes gun boyunca bakim ve beslemesi standart olarak

saglandi.

Il. Caligma Gruplari

Erkek Wistar albino siganlar 3 gruba ayrildi. Cerrahi oncesi denek
sigcanlara 12 saatlik aglik saglandi. Siganlar antisepsi kurallarina uyularak,
vucut isilan korunacak sekilde ve laboratuvar sartlarinda operasyona alindi.
Anestezi sevofloran %4-8 inhalasyon yolu ile saglandi. Cerrahi sirasinda
mikrocerrahi set kullaniimistir. Her denekte cerrahi sonrasi mikrocerrahi sete
gerekli dezenfeksiyon islemi, etkinlestiriimis gluteraldehit solisyonu ile

uygulandi. Sonrasinda distile su ile sterilitesi korunarak durulandi.

Deneysel varikosel modeli igin siganlarda yeterli anestezi saglandiktan
sonra supin pozisyonda batin orta hat kesisi ile galgildi, cilt, linea alba ve
periton Metzenbaum Makas yardimi ile agildi, jejunum ve ileum batin sag
tarafina lateralize edildi sol bobrek ve renal ven ve vena cava ve sol internal
spermatik ven izlendi ardindan sol renal venin altindan ve sol internal
spermatik venin medialinden olacak sekilde kanama olmaksizin dénualdu ve

serbestlendi ardindan 20 G igne (0,85mm) ile 4/0 ipek yardimi ile donuldu ve
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igne ile baglandi. Sonrasinda igne dikkatli bir gsekilde kanama olmaksizin
cekilip parsiyel obstriksiyon saglandi (Sekil-4). Batin 3/0 Ethicon ile kapatilip
cilt primer olarak kapatildi (5).

Grup 1: Sham grubu (n=8), hayvanlarin anestezisi saglandiktan sonra
sirtustl pozisyonda yatirilarak, orta hat vertikal karin insizyonu ile abdomene
girildi. Sol renal venin altindan ve sol internal spermatik venin medialinden
olacak sekilde kanama olmaksizin egri peyam yardimi ile doénulda ve
serbestlendi sonrasinda batin 3/0 Ethicon ile kapatilip cilt primer olarak
kapatildi. Bu gruptaki hayvanlara yetmis bes gin boyunca grup 3 ile benzer
miktarda ilag icermeyen ¢esme suyu gunlik gauge gavaj yardimi ile oral
olarak verildi. Hayvanlarin yetmis bes gun boyunca bakimi ve beslemesi
saglandi. Yetmis bes gunun sonunda hayvanlar servikal dislokasyonla
Otenazi edildi ve sol testisi ve sol epididimisi diseke edildi.

Grup 2: Varikosel grubu (n=7), hayvanlarin anestezisi saglandiktan
sonra sirtusti pozisyonda yatirilarak orta hat vertikal karin insizyonu ile
abdomene girildi. Sol renal venin altindan ve sol internal spermatik venin
medialinden olacak sekilde kanama olmaksizin egri peyam yardimi ile
donulip serbestlendi. Renal venin Uzerine 20 G igne (0,85 mm) konularak
4/0 ipek yardimi ile baglanildi. Sonrasinda igne dikkatli bir sekilde kanama
olmaksizin g¢ekilip sol renal ven Uzerinde parsiyel obstriksiyon saglandi.
Batin 3/0 Ethicon ile kapatilip cilt primer olarak kapatildi. Bu gruptaki
hayvanlara yetmis bes gun boyunca grup 3 ile benzer miktarda ancak
tadalafil icermeyen ¢cesme suyu gunluk gauge gavaj yardimi ile oral olarak
verildi. Hayvanlarin yetmis bes gun boyunca bakimi ve beslenmesi saglandi.
Yetmis bes gunlin sonunda hayvanlar servikal dislokasyonla 6tenazi edildi ve

sol testisi ve sol epididimisi diseke edildi.

Grup 3: Varikosel+tadalafil grubu (n=9), hayvanlarin anestezisi
saglandiktan sonra sirtistl pozisyonda yatirilarak, orta hat vertikal karin
insizyonu ile abdomene girildi. Sol renal venin altindan ve sol internal
spermatik venin medialinden olacak sekilde kanama olmaksizin egri peyam
yardimi ile donulip serbestlendi. Renal venin tzerine 20 G igne (0,85 mm)
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konularak 4/0 ipek yardimi ile baglanildi. Sonrasinda igne dikkatli bir sekilde
kanama olmaksizin c¢ekilip sol renal ven uUzerinde parsiyel obstruksiyon
saglandi. Batin 3/0 Ethicon ile kapatilip cilt primer olarak kapatildi. Bu
gruptaki hayvanlara yetmis bes glin boyunca tadalafil 0,4 mg/gin (5 mg
Tadalafil igeren ilag ezilerek 25 cc gesme suyu igerisinde tamamen ¢oézuldu
ve ortalama 400 gramlik hayvan icin 1mg/kg/gun olacak sekilde hazirlandi.
Bu gruptaki hayvanlar icin hazirlanan g¢ozeltiden 2 cc olacak sekildedir.)
dozda ¢cesme suyu ile dilie edilerek verildi. Tadalafilli ¢dzelti gauge gavaj
yardimi ile oral gunluk olarak verildi. Hayvanlarin yetmis beg gin boyunca
bakim ve beslemesi diger gruplar ile ayni olacak sekilde yapildi. Yetmis bes
glnun sonunda hayvanlar servikal dislokasyonla 6tenazi edildi ve sol testisi

ve sol epididimisi diseke edildi.
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Sekil-4: Siganlar lizerinde olusturulan deneysel varikosel modelinin agsamalari.
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lll. Testis Dokusu Histolojik Prosediir ve Degerlendirme iglemi

Her gruptan alinan testis dokulari %10 formol solisyonuna konarak
tespit edildi. Tespit edilen o6rneklere rutin histolojik prosedir uygulandi.
Ornekler alkol serilerinden ve ksilolden gecirildi ve sonrasinda parafinde
bekletildi ve dokularin blokaji yapildi. Parafin bloklardan 5 pm kesitler
alinarak histomorfolojik degerlendirme icin Crossman'nin modifiye Uglu

boyasi ile boyandi.

Boyanan doku kesitlerinde seminifer tubuller Nikon Eclipse 80i
mikroskobu ile degerlendirildi. Testislerde spermatogenezis Modifiye

Johnsen skoru ile agagidaki belirtildigi sekilde degerlendirildi.

lllLA. Modifiye Johnsen Skorunun Degerlendirilmesi

Masson Trichrom boyama ile boyanan preparatlar spermatogenezi
deg@erlendirmek igin 151k mikroskobu ile degerlendirildi. Modifiye Johnsen
skorlamasi, htcre olgunluk sirasina goére duzenlenmis hucre tiplerini
degerlendiren, 1 ila 10 arasinda bir Olgekte spermatogenezi degerlendirir. Bir
Johnsen skoru 9 wveya 10 normal histolojiyi goOsterir, 8 puan
hipospermatogenezi gdsterir, 3-7 skoru matlrasyon durmasi, 2 skoru
germinal hicre aplazisi (Sertoli only cell) ve 1 skoru tubuler fibrozisi gosterir
(Tablo-1)
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Tablo-1: Modifiye Johnsen skorlamasi.

Skor | Modifiye Johnsen testis histolojisinin degerlendirilmesi

10 Tam spermatogenezis

9 Hafifce bozulmus spermatogenezis

Her bir tubulde besten az spermatozoa

8
7 Olgun spermatit yok ama ¢ok sayida geng¢ spermatit
6

Az sayida geng¢ spermatit, spermatogenezisin spermatit devresinde

durma

5 Cok sayida spermatosit

4 Az sayida spermatosit, spermatogenezisin primer spermatosit
devresinde durma

3 Sadece spermatogonya
Germ hucresi yok, sadece Sertoli hucreleri

1 Seminifer epitel hicreleri yok, tibuler sklerozis

IV. Apoptozis Degerlendirilmesi

TUNEL yontemi ile DNA kiriklari in situ olarak tanimlanabilir. Apoptotik
parcalanma nedeniyle DNA uglari, DNA polimeraz fragmenti kullanilarak
isaretlenir. Terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT) kullanilarak yapilan
isaretleme diger yontemlere kiyasla daha duyarli bir yontem olarak
degerlendirilir. Parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik igaretli nukleotidler
kullanilarak yapilan in situ isaretleme sonrasi floresan veya enzimatik
goruntllemede, apoptotik hicreleri isaretlemede kullanilir. Bu yonteme “TdT-
dUTP nick-end-labelling” kelimelerinin bas harflerinin birlesimi olan “TUNEL”
yontemi olarak bilinir (73).

Apoptotik hucrelerin gostermek i¢in her numuneden alinan kesitler
TUNEL metodu ile boyanir. Her preparat DNaz | (Roche, Indianapolis, ABD)
ile TUNEL boyamasi oncesinde 37°C‘de 30 dakika sureyle 6n igleme tabi
tutulur. Apoptozun tespitinde ApopTag kiti Ureticinin protokoline goére
kullanildi. Protokol deparafinize edilmis ve hidratlanmis kesitler PBS

icerisinde yikandi ve 20 dakika sureyle 37°C‘de, 20 mg/L proteinaz K ile
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isleme tabi tutuldu. PBS'de durulanan numuneler, odada 5 dakika sureyle %3
H202 igerisine konularak yikandi. Preperatlar distile suda durulandi ve sonra
on dakika sureyle kesitlere dengeleme tamponu uygulandi. Ardindan
reaksiyon tamponu ve terminali igceren ¢alisma tamponu ile 37°C'de inklbe
edildi. Deoksinukleotidil transferaz (TdT) enzimi nemlendirilmis bir odada bir
saat bekletilerek, kesitlerin ylkama tamponunda PBS igerisinde durulanir.
Numuneler daha sonra anti-digoksigenin peroksidaz konjugatinda 30 dakika
sureyle oda sicakhginda inklbe edildi. Ardindan kesitler PBS'de yikandiktan
sonra, 10 dakika sureyle Peroksidaz renklendirme reaksiyonu igin DAB (3,3'-
diaminobenzidin) daldirldi ve kesitler metil yesili (0,1 M sodyum asetat icinde
%0,5, pH 4,0) ile kontrastlanma yapildi. Damitiimis su ile mikroskop altinda
incelenecek (Nikon Eclipse 80i; Tokyo, Japonya). Negatif kontroller ise,
bolimler yalnizca TUNEL ile inkube edilerek; TdT veya anti-digoksigenin
antikoru ile boyanmadi.

IV.A. Apoptotik indeksin Degerlendirilmesi

Apoptozisin tespitinde kullanilan birka¢ yontem bulunmaktadir.
Calismamizda apoptotik indeksin hesaplaniimasi igin TUNEL boyasi
kullanildi. TUNEL boyasi ile boyanan preparatlar 100x bayttme altinda Nikon
Eclipse 80i mikroskobu ile degerlendirildi. Her preparat igin 20 adet enine
kesit seminifer tubul degerlendirildi. Her tubulde, TUNEL boyasi ile boyanan
apoptotik hucreler sayildi ve seminifer tubul igerisindeki toplam hucre
sayisina bolunerek apoptotik indeks hesaplandi (74). Siganlarda deneysel
varikosel olusturulan ve apoptozis gelisimini inceleyen bir ¢alismada
varikosel olusturulmasi sonrasi haftalik gruplara ayiriimig ve ikinci haftadan
itibaren kontrol grubuna oranla apoptotik indekste istatistiksel bir artig

saptanmigtir (75).

V. Testis igerisinde Venlerin Degerlendirilmesi

Her gruptan alinan testis dokulari %10 formol solisyonuna konarak
tespit edilecektir. Tespit edilen orneklere rutin histolojik prosedur uygulandi.
Ornekler alkol serilerinden ve ksilolden gegirildikten sonra, parafinde

bekletildi ve dokularin blokaji yapildi. Parafin bloklardan 5 um kesitler

27



alinarak histomorfolojik degerlendirme icin Crossman'nin modifiye Uglu

boyasi ile boyandi.

Hazirlanan her preparat mikroskop altinda incelendi (Nikon Eclipse
80i; Tokyo, Japonya). Onluk buyutme altinda bir cm uzunlugu yuz esit
parcaya bdlen ve her bir birimin ylz mikrometreye esit oldugu mercek altinda
buyutmede degerlendirildi ve gorulen ven sayilari, her venin kisa ¢api, tunika
media tabakasi kalinhgl ve tunika adventisya tabakasi ayri ayri olacak
sekilde ol¢uldu ve kaydedildi. Her preperatin bu dort parametresi ayri olarak
preparat icerisindeki tum venlerde hesaplandi ve ortalamasi alindi. Her
grubun ortalamasi preparat ortalamalari ile tekrar hesaplandi. Ortalama

alinan degerleri ile istatistiksel olarak karsilastirildi.

VI. Semen Orneklerinin Alinmasi

Gruplarin semen 6rneg@i toplanmasinda epididim diffizyon methodu
kullanildi. Testis dokusundan ayrilan epididim dokulari her denek igin ayri
olacak sekilde 37°C’de icerisinde HEPES bulunan bir petri kap igerisinde,
kauda epididim dokulari bisturi ile agildi. Tubul segmentleri hava ile temas
etmemesi icin tampon icerisine diuzgun bir sekilde vyerlestirildi. Sperm
hicrelerinin kap igerisinde yayllmasi igin U¢ dakika inkibe olmasi igin

beklenildi ve dagilincaya kadar beklenildi ve dokular kaptan ¢ikarildi.

VII. Semen Orneklerinin Degerlendirilmesi

Sperm sayisi de@erlendiriimesinde 5 pL inkibe edilen solisyon tup
icerisine toplamda 1000 pL olacak sekilde dilie edildi. Degerlendirme
mikroskop (Nikon Alphaphot YS, Japonya) altinda neubauer hemositometre

laminda yapildi.

Her odacik 10 pL dilie edilmis solusyon vyerlestirildi ve 2 dakika
beklenildi. Her bélmedeki bas, boyun ve kuyruktan olusan eksiksiz sperm

hiicreleri sayildi. Sperm sayisi x107 /ml olarak ifade edildi.

Sperm motilitesinin  degerlendiriimesinde mikroskop altinda 5 pL

inkiibe edilen sollsyon yerlestirildi. Motilite her alinan 6érnekte 3 farkh alanda
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mikroskop altinda 400x buyutmede degerlendirildi ve ylzde olarak ifade
edildi.

Spermin  morfolojisinin  degerlendiriimesinde  histolojik  slaytlar
hazirlandi ve Giemsa boyasi ile boyandi. 90 dakika Uzerinde kurutma suresi
beklenildi ve 200 spermatozoa degerlendirecek sekilde x1000 buyutmede
mikroskop altinda degerlendirildi. Anormal morfolojide olan hucreler yuzde

olarak tanimlandi.

VIIL. istatistiksel Analiz

Calismada her bir grupta bulunmasi gereken denek sayisi kaynak
esitlik yontemi kullanilarak belirlenmistir (76). Buna gdre her bir grupta en az
4 ve en fazla 8 denek olacak sekilde orneklem genisligi hesaplanmis olup
toplamda ise g¢alismaya alinacak olan denek sayisi minimum on ki,
maksimum yirmi dort deney hayvani olacak sekilde belirlenmigtir. Calisma
tasarimindan kaynaklanabilecek olasi kayiplar da dikkate alinarak galismaya
her bir grup icin sekiz, toplamda ise yirmi dort deney hayvani alinmasi

uygun gorulmasgtur.

Calismada Modifiye Johnsen skoru ve apoptotik indeks degerleri
medyan, minimum ve maksimum degerleri ile ifade edilmig olup gruplar arasi
kargilagtirmalarda ve testis igerisinde ven yapilarinin karsilastirimasinda
Kruskal Wallis testi kullaniimigtir. Kruskal Wallis testi sonrasinda genel
anlamlilik elde edilmesi durumunda alt grup analizler Dunn Bonferroni testi
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Motilite, sperm sayisi, akrozomal defekt ve
morfolojik defekt orani Olgumleri ortalama ve standart sapma degerleri ile
ifade edilmis olup gruplar arasi karsilastirmalari ANOVA testi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Analizler SPSS (IBM Corp. Released 2016. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp.) programi
kullanilarak gergeklestiriimig olup, tip | hata dizeyi %5 olarak kabul edilmigtir.
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BULGULAR

I. Modifiye Johnsen Skorlamasi

Her grubun sol testislerinden alinan o6rneklerin Modifiye Johnsen
skorlar karsilastinnlmistir. 1-10 arasinda degerlendirme yapilan Modifiye
Johnsen skorlamasinin, hiucre olgunluk sirasina gore duzenlenmis ana hucre
tiplerini degerlendiren, 1 ila 10 arasinda bir Olgekte spermatogenezi

degerlendirir.

Bir Johnsen skoru 9 veya 10 normal histolojiyi gosterir, 8 puan
hipospermatogenezi gdsterir, 3-7 skoru matlrasyon durmasi, 2 skoru
germinal hucre aplazisi (Sertoli only cell) ve 1 skoru tubdler fibrozisi temsil

eder.

Gruplar arasinda Modifiye Johnsen skoruna goére fark saptanmigtir
(p=0,006). Kontrol grubu olan ve normal populasyonu temsil edecek sekilde
planlanan grup 1’in Modifiye Johnsen skoru 9,1 olarak bulundu. Varikosel
olusturulan Grup 2’de 7,2 olarak bulundu ve Varikosel olusturulup tadalafil
verilen grup 3’'te 7,9 olarak bulundu (Tablo-2) (Sekil-5). Alt grup analizlerde
grup 1'in Modifiye Johnsen degerinin grup 2’ye gore daha yuksek oldugu
saptandi (p=0,005) (Tablo-3). Grup 1 ve grup 3 arasinda ve grup 2 ve grup 3
arasinda istatistiksel olarak farklihk olmadigi saptandi (p>0,05) (Sekil-5)
(Sekil-6).

Tablo-2: Gruplarin Modifiye Johnsen skorlari minimum, median, maksimum degerleri.

Gruplar Median Minimum Maksimum
Grup 1 9,1 7,6 10
Grup 2 7,2 6,6 7,7
Grup 3 7,9 6,1 9,5
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Tablo-3: Gruplar arasi Modifiye Johnsen skorlarinin istatistiksel analizi.

Karsilagtirilan gruplar Duzeltilmis anlamhhk diizeyi
Grup 2, Grup 3 0,14

Grup 2, Grup 1 0,005

Grup 3, Grup 1 0,563

Alt grup analizler Dunn Bonferroni testi ile gerceklestirildi, anlamhlik dizeyi p<0,05.

10,00

8,00

8,00

7,00

Modifive Johnson Skorlamasi

6,00
Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil-5: Gruplar arasi Modifiye Johnsen skorlarinin grafik gésterimi.
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Sekil-6: Grup 1 pilari
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(Grup 1), grup 2 varikosel
olusturulan grubunun seminifer tiibal yapilari (Grup 2), grup 3 varikosel olusturulan ve
tadalafil baglanan varikosel grubunun seminifer tubal yapilari (Grup 3).

Il. TUNEL Boyamasi ile Apoptozisin Degerlendirilmesi

Apoptotik pargalanma nedeniyle DNA uglari, DNA polimeraz fragmenti
kullanilarak isaretlenir. Terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT)
kullanilarak yapilan isaretleme goéreceli olarak daha duyarli bir ydontem olarak
degerlendirilir. Her ¢ grup igin degerlendirilecek olan preperatlar ayni sekilde

hazirlanmis ve gorulen patolojiler kaydedilmistir.

Grup 1: Leydig hlcrelerinde TUNEL boyasi ile apoptotik reaksiyona
rastlanmamistir. Seminifer tibull epitelinde genel olarak apoptotik reaksiyon
g6zlenmemigstir. Her slaytta sadece birkag seminifer tibul duvarinda bir iki
adet TUNEL boyasi ile pozitif apoptotik reaksiyon gosteren ve farkh

asamalarda bulunan hlcrelere rastlanmistir (Sekil-7).
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Sekil-7: Grup 1 TUNEL boyasi ile boyali preperatin mikroskop altinda gériintiisi.

Grup 2: Leydig hicrelerinde TUNEL boyasi ile yaygin pozitif apoptotik
reaksiyon izlenmigtir. Seminifer tubul epitelinde ve duvarinda sperm
Uretiminin tim asamalarinda yaygin pozitif apoptotik reaksiyon izlenmistir
(Sekil-8).
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Sekil-8: Grup 2 TUNEL boyasi ile boyali preperatin mikroskop altinda gériintiisii

Grup 3: Leydig hucrelerinde TUNEL boyasi ile nadiren pozitif
apoptotik reaksiyon izlenmistir. TUbull epitelindeki pozitif apoptotik reaksiyon
spermatogonyumlarla sinirll  kalmistir.  Spermatogenik  serinin  diger

hicrelerinde pozitif apoptotik reaksiyon saptanmamistir (Sekil-9).
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Sekil-9: Grup 3 TUNEL boyasi ile boyali preperatin mikroskop altinda gériintiisii.

IlLA. Apoptotik indeks

TUNEL boyasi ile boyanan preparatlar degerlendirildi. Apoptotik
indeks deg@eri 3 grup arasinda da farkhlik gostermektedir (p<0,001).

Grup 1 igin apoptoz indeksine ait medyan deger 0,05, grup 2 igin 0,25
ve grup 3 igin 0,15 idi (Tablo-4) (Sekil-10). Alt grup analizlerde grup 2’nin,
grup 1 ve grup 3’e gore apoptotik indeks degeri daha yuksek olup (p<0,001
ve p=0,004) grup 3’lUn indeks degerinin de grup 1’e gore daha yuksek oldugu
saptandi (p=0,002) (Tablo-5).

Tablo-4: Gruplar arasi apoptotik indeks degerleri, gruplar arasinda median, minimum ve

maksimum degerleri.

Gruplar Median Minimum Maksimum
Grup 1 0,05 0,02 0,20
Grup 2 0,25 0,16 0,34
Grup 3 0,15 0,05 0,25
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Tablo-5: Gruplar arasi apoptotik indeks degerleri istatistiksel analizi.

Karsilagtirilan gruplar

Duzeltilmis anlamlilik diizeyi

Grup 1, Grup 3

0,002

Grup 1, Grup 2

<0,001

Grup 3, Grup 2

0,004

Alt grup analizler Dunn Bonferroni testi ile gerceklestirildi, anlamlilk diizeyi p<0,05

A0
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Sekil-10: Gruplar arasi apoptotik indeks degerleri grafik gdsterimi.

lll. Testis igerisindeki Venlerin Degerlendirilmesi

Masson Trichrom ile boyanan sol testis preparatlari 1sik mikroskobu
altinda degerlendirildi. Tum preparat bu degerlendirme sirasinda ayri olarak
degerlendirildi. Her preparatta ven sayisi, kisa limen ¢api, tunika media ve
tunika adventisya tabakalarinin okulometri yardimi ile olgliimustir, olgulen
venler her preparat i¢in ortalama lumen c¢api, tunika media ve tunika
adventisya tabakalari bulunmus ve her grubun kendi arasinda bu Ug¢

parametrede ortalama degerleri alinmistir (Tablo-6). Okulometride her bir

birim 100 mikrometre olarak degerlendirildi (Sekil-11).
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Sekil-11: Grup 1 ve Grup 2’nin ven yapilarinin fotograflari okiilometri dlglimleri fotografta

gOrulmektedir.

Tablo-6: Testis ici ven yapilarinin median, mininmum ve maksimum degerleri.

Gruplarin ven yapisi Median Minimum Maksimum
Grup 1 damar sayisi 5 2 7
Grup 1 damar capi 18,73 11 25,29
Grup 1 tunika media 1,5 1 1,67
Grup 1 tunika adventisya 3 1 3,57
Grup 2 damar sayisi 6 2 9
Grup 2 damar ¢ap! 22 15,25 27
Grup 2 tunika media 2,57 1,33 3
Grup 2 tunika adventisya 3,42 2,25 5
Grup 3 damar sayisi 5 2 8
Grup 3 damar capi 18,1 14,75 24,75
Grup 3 tunika media 2,42 1,75 3,13
Grup 3 tunika adventisya 3,28 1,67 45
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Tablo-7: Testis i¢i ven yapilarinin istatistiksel analizi.

Testis i¢i ven yapilan Duzeltilmis anlamhhk diizeyi
Ortalama ven sayisi 0,790
Ortalama kisa lumen capi 0,276
Ortalama tunika media 0,001
Ortalama tunika adventisya 0,184

Kruskal Wallis testi anlamlilik dizeyi p<0,05

Yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda ven sayilari, [Umen
caplari ve tunika adventisya tabakalari arasinda istatistiksel anlamh fark
saptanmamistir (Tablo-7). Deneysel sol varikosel olusturulan grup 2 ve grup
3’Un sol testis i¢i venlerinde tunika media tabakasinin grup 1’e gore kalinlik
artisinda anlaml bir fark bulunmustur. Grup 1, grup 2 ile karsilastirildiginda
grup 2’'nin grup 1’e gore istatistiksel olarak tunika media tabakasinda artis
oldugu saptandi (p=0,008). Grup 1, grup 3 ile karsilastirildiginda grup 3’Un
grup 1’e gore istatistiksel olarak tunika media tabakasinda artis oldugu
saptandi (p=0,004). Grup 2 ve grup 3 arasinda tunika media tabakalar

arasinda istatiksel olarak fark saptanmamistir (Tablo-8).

Tablo-8: Gruplar arasinda tunika media tabakalarinin istatistiksel kargilastiriimasi.

Karsilastirllan gruplar Duzeltilmis anlamhhk diizeyi
Grup 1, Grup 2 0,008

Grup 1, Grup 3 0,004

Grup 2, Grup 3 1

Alt grup analizler Dunn Bonferroni testi ile gerceklestirildi, anlamlilk diizeyi p<0,05
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IV. Sperm Parametreleri

Motilite ortalamalarina goére gruplar arasinda farkhlik saptandi
(p<0,001). Alt grup analizlerde grup 1 ve grup 3‘Un ortalama motilite
Olgimlerinin grup 2 ye gore daha yuksek oldugu belirlenmis olup (p<0,05),
grup 1 ve grup 3 arasinda ise farklihk olmadigi belirlendi (p>0,05).

Morfolojik defekt oranlari gére gruplar degerlendirildi. Olglimlerine gére
gruplar arasinda farkhlik saptandi (p<0,001). Alt grup analizlerde grup 1 ve
grup 2'nin ortalama olgumlerinin grup 3’e gore daha yuksek oldugu
belirlenmis olup (p<0,05), grup 1 ve grup 2 arasinda ise farkhlik olmadigi
belirlendi (p>0,05). Grup 1 ve grup 2’nin morfolojik defekt oranlari bezer

gelirken, Grup 3’Un morfolojik defekt orani daha diusuk saptandi.

Sperm sayisi olgumleri arasinda gruplar arasinda farkhlik saptandi
(p<0,001). Alt grup analizlerde ve gruplar arasinda yapilan tim ikili
kargilastirmalarda da yine farklihk saptandi (p<0,001). Grup 3’Un ortalama
sperm sayisi grup 1 ve grup 2’den daha yuksek ve grup 2'nin ortalama sperm
sayisi da grup 1'den daha ylksek saptandi. Akrozomal defekt oranlari

gruplar arasinda fark saptanmadi (Tablo-9).

Tablo-9: 3 grup icindeki hayvanlarin sakrifikasyonu sonrasi sol kauda epididim

dokusundan alinan érneklerin ortalama degerlerinin karsilagtiriimasi.

Gruplar | Motilite (%) | Sperm Sayisi | Akrozomal | Morfolojik Defekt
(x107/mL) Defekt (%) (%)

Grup 1 | 51,25+7,43° 3,38+0,602 1,00+0,0 15,50+0,952

Grup 2 | 40,00+6,36° 5,29+0,71 1,00+0,0 14,71+0,782

Grup 3 | 60,00+6,87° 8,67+0,47¢ 1,00+0,0 11,33+0,69°

Veriler ortalama * standart sapma seklinde yaziimistir.

a,b ve c: Her parametre igin ayni slitunda farkl st simgelere sahip degerler anlamli sekilde
farklidir p<0,05.
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TARTISMA

Cocuk sahibi olmak isteyen ciftlerde erkek kaynakl tedavi edilebilir
infertilite ve subfertilitenin en sik sebebi olan varikosele yonelik tedavi
yaklagimlari cerrahi olarak varikoselektomi ve daha az tercih edilen perkutan
vendz embolizasyon islemleridir (77). Cogunlukla tek tarafli olan varikosel
tedavisinde subinguinal varikoselektomi glincel pratikte tedavide kullanilan
en sik yontemdir. Sperm parametrelerinde artis saglanabilmektedir ancak
bazi hastalarda bu artis beklenildigi gibi olmamakta veya sperm
parametreleri daha da bozulabilmektedir. Tedavide cerrahi ve invaziv
yontemlere bagli gelisebilecek komplikasyonlar agisindan da risklere sahiptir
ve yeniliklere aciktir. Varikoselin sebep oldugu degisiklikler cok faktorludur.
Testis igerisinde 1s1 artigina bagh gelisen stres, vendz geri donusun
bozulmasi, artan oksijen radikalleri, renal adrenal vendz refli, hormonal
degisiklikler, artan germ hulcre apoptozisi ve dusik ATP duzeyleri varikoselli
hastalarda sperm motilitesi basta olmak Uzere sperm parametrelerini

etkiledigi dugtunulmektedir (3).

Varikosele bagli olarak apoptozis oranlarinda degisim
gOzlenebilmektedir. Tum dokularda oldugu gibi testis dokusunda da
apoptozis duzenleyici bir rol oynamaktadir. Apoptozis sayesinde testiste
sperm Uretimi, saylr ve fonksiyonlarinin korunmasini saglamaktadir.
Varikosele badli apoptozis seviyelerinin normalin Ustinde artis olmasi
beklenmektedir. Varikoseli olan ve olmayan ergenlik gagindaki erkeklerin
kargilastirnldigi  bir calismada ise ejakulat ornekleri degerlendiriimis ve
apoptotik dengede bir kayma oldugu ve DNase 1 seviyelerinde azalma

oldugu saptanmistir (79).

Guncel Uroloji pratiginde varikoselin tedavisi sperm parametrelerinde
bozulmaya bagh subfertilite ve infertilite durumunda uygulanmaktadir. 3-5
gunlik cinsel perhiz ile alinan en az iki spermiyogram testinde de sperm

parametrelerinde bozulmanin olmasi tedavi endikasyonunu dogurur. Sperm
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parametresinde varikosele bagli olan degisiklikler hiicre sayisinda, motilitede
ve hlcre morfolojisi Uzerine olmaktadir. Sperm parametreleri normal kabul
edilen sinirlarda olan ve subklinik varikoseli olan hastalarda tedavi gerekmez
(80). Varikoseli olan hastalarda retrospektif yapilan bir ¢alismada varikosel
derecesi ile sperm parametrelerindeki bozulmanin dogru orantili oldugu

gosterilmigtir (81).

Cok merkezli bir meta analiz ¢galismasinda varikoselektominin semen
orneginde DNA fragmantasyonu seviyesi Uzerine etkisi ve sperm
parametrelerine olan etkisi arastiriimistir. Oksidan strese bagli artan DNA
fragmantasyonu seviyesi operasyon ile anlamli derecede azalmis ve sperm
parametrelerinde anlamli bir dizelme sagladigi gorulmustar (82). Anormal
DNA fragmantasyonu seviyelerine sahip hastalarinda varikoselektomi
endikasyonunun oldugu gostermistir (67,68,69).

Varikoseli olan inferti hastalarin ve kontrol grubun semen
parametrelerinin ve reaktif oksidan seviyelerini arastiran farkli bir calismada
da artmig reaktif oksidan seviyeleri ve sperm parametreleri Uzerine etkisi

gOsterilmigtir (83).

Hayvan modelleri hastaligin patofizyolojisini anlamak, deney sonrasi
dokudaki degisiklikleri anlamada ve guncel tedavilere farklh bir bakis acisi
sunabilecegi icin degerli galismalardir. Varikosel modeli ¢esitli hayvanlarda
denenmis ve benzer patofizyolojik durumu olusturmada basarili sonuglar

saglayan bir yontemdir.

Calismamiz deneysel varikosel modeli olusturulan siganlar Gzerinde
gerceklestirildi. ik grup Sham grubu olarak ayirildi. Antioksidan olarak
tadalafil verilen varikosel olusturulan grup 3 ve varikosel olusturulup ilag
veriimeyen grup 2 olarak ayirildi. Yetmis bes gunlik takibin ardindan

denekler sakrifiye edildi.

Testis tubul yapilarini ve germ hucre Uretimini degerlendiren Modifiye
Johnsen skorlamasinda varikosel olusturulan grup 2’nin; Sham grubu olan

grup 1'den Modifiye Johnsen skoru istatistiksel olarak daha dusik
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bulunmustur. Varikosel olusturulup tadalafil baglanan grup 3 ile grup 1 ve
grup 2’nin Modifiye Johnsen skorlari karsilastirildiginda grup 2’nin Modifiye
Johnsen skorundan daha yuksek oldugu ancak istatistiksek olarak anlaml

fark saptanmadi.

Grup 1 ve grup 3 arasinda ise grup 1’in Modifiye Johnsen skoru grup
3’ten yuksek olmasina ragmen istatiksel olarak anlaml fark bulunmamistir.
Bu calismanin mevcut bulgulari ile deneysel varikosel modelinde Modifiye
Johnsen skorunun tadalafilin antioksidan etkisine bagli olarak azalmadan
korundugunu gosterildi. Tadalafilin dokular Gzerine protektif etkisini aragtiran
guncel calismalar mevcuttur. Kardiyoprotektif etkisi hayvan c¢alismasinda
tadalafil kullanilarak fosfatidil inositol 3-kinaz uyarisi ile saglanip ve sitokrom
3 Uzerinden antioksidan antiapopitotik etkisini uzun dénemli ilag kullaniminda
gosterilmigtir (67). Deneysel sican iskemi reperfuzyonunun overler Uzerine
olan hasarin ve gelisen oksidatif strese karsi etkisi arastiriimis ve tadalafilin
koruyucu etkisi gosterilmistir (68). Mevcut literatlr ile uyumlu olarak testis

dokusunda da tadalafilin koruyucu etkisi calismamizda gosterildi.

TUNEL boyasi ile mikroskop altinda degerlendirilen sol testis
preparatlarinda Sham grubu olan grup 1’in normal dizeyde apoptozis
olustugu ve Leydig hucrelerinde apoptozisin olmadigi izlenmistir. Varikosel
olusturulan grup 2’de ise Leydig hulcrelerinde ve tum germ hulcre serisini
etkileyen yaygin apoptozis izlenmistir. Varikosel olusturulan ve tadalafil
baglanan grup 3'te ise nadir Leydig hlcre apoptozisi ve sadece
spermatogonya seviyesinde apoptozis izlenmistir. Leydig hucrelerinde bu
etkilenmeye bagli serum testosteron seviyelerinde dusus beklenmektedir.
insan calismalarinda da benzer sonuglar gdsterilmistir. 2007 yilinda yapilan
bir calismada klinik anlaml varikoseli olan erkeklerin, varikoseli olmayan
erkeklere gore daha dusuk serum testosteron seviyeleri oldugu tespit
edilmistir (84). Deneysel varikosel modelinin testis igerisindeki Leydig
hlcreleri ve testosteron sentezini arastiran farkli bir calismada da sekizinci
haftadan itibaren anlamli derecede Leydig hlcrelerinde apoptoz ve testis igi
testosteron duzeylerinde anlamh derecede dusik bulunmustur (85).
Calismamizda mevcut literatir ile uyumlu olarak Leydig hucrelerinde
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varikosel olusturulan gruplarin etkilendigi gosterildi. Tadalafil verilen grupta
Leydig hucrelerinin TUNEL boyasi ile daha az etkilendigi ve boyandigi

gOsterildi.

TUNEL boyasi ile boyanan 3 grubun preparatlarinin apoptotik
indeksleri kargilastirildiginda 3 grup arasinda istatistiksel anlamli fark
saptandi. Grup 2 en yuksek apoptotik indekse sahip grup olarak, grup 1 ise
en dusuk apoptotik indekse sahip grup olarak saptandi. Grup 3 diger iki
grubun arasinda yer almaktaydi. Varikoselin artmig germ hicre apoptozisine
ve Leydig hucre apoptozisine sebep oldugu gosterilmistir. Tadalafil verilen
grup 3’Un apoptotik indeksinin grup 2’ye oranla istatistiksel olarak daha dusik
saptanmasi, varikosele bagli gelisen apoptozis oranini oral olarak verilen

tadalafilin azaltabilecegini gosterdi.

Sol testis kesitlerini iceren preparatlarin ven c¢aplari ve sayilari
arasinda 3 grup arasinda da fark saptanmamistir. Media tabakalar
kargilastirildiginda varikosel olugturulan gruplar olan grup 2 ve grup 3’Un
media tabakasi kalinhdi Sham grup olan grup 1’e gore istatistiksel olarak
kalinlagsmis olarak bulundu. Adventisya tabakalari arasinda 3 grup arasinda
istatistiksel olarak fark saptanmadi. Media tabakalari arasinda Sham grup ve
varikosel gruplari arasinda bu farkin olmasi sol testiste varikoselin
olusumuna bagli olarak gelisen bir degisiklik olarak dugunulmustar. Yapilan
bir insan c¢alismasinda varikosellektomi yapilan hastalardan ven 0Ornegi
alinmig, nefrektomi yapilan hastalarin ven 6rnekleri ile karsilastiriimis. Ven
ornekleri arasinda tunika media ve tunika adventisya tabakalarinda
istatistiksel olarak anlamh fark saptanmistir (54). Farkh bir calismada
varikoselektomi yapilan hastalar ve testis kanseri nedeniyle orsiektomi
yapilan hastalar karsilagtiriimis yine tunika media ve adventisya dokularinda
varikosel derecesi ile anlamli olarak bir fark saptanmistir (86). Varikosel
olusum sureci tam olarak aydinlatlamasada pampiniform pleksus Uzerine
etkisi bilinmektedir. Deneysel olarak varikosel olugturdugumuz ve yetmis bes
gun sureyle takip ettigimiz calismamizda testis igerisinde tunika media

tabakasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu ve pampiniform
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pleksus haricinde testis icerisinde de tunika media tabakasinda artis
olacagini gosterdi.

Sol kaput epididim dokusundan alinan seminal 6rneklerdeki sperm
parametreleri karsilastirildiginda ise motilite ortalamalari grup 1 ve grup 3
arasinda istatistiksel olarak fark saptanmadi. Grup 2’'nin sperm motilitesi
diger 2 gruba gore istatistiksel olarak daha duisik bulundu. Varikoselli
hastalar Uzerinde yapilan bir ¢alismada sperm hicreleri ve mitokondriyal
aktivite oranlari dlgiimus, varikoseli olmayan kontrol grubu ile kargilastiriimis
hareketsiz sperm sayisi varikoseli olan hastalarda daha yuksek bulunmusg ve
yuksek DNA fragmentasyonu oranlari saptanmigtir (87). Sperm akrozomal

defekt oranlari 3 grup arasinda fark saptanmadi.

Morfolojik defekt oranlari kargilastirildiginda grup 1 ve grup 2 arasinda
istatistiksel olarak fark saptanmazken, grup 3 morfolojik defekt orani diger 2
gruba gore istatistiksel olarak daha dusuk bulundu. 12 hafta ve Uzerinde oral
olarak tadalafil verilen hastalarin semen analizlerini degerlendiren bir meta
analiz sonucunda orta duzeyde motilite ve morfoloji degerlerinde artig oldugu
gosterilmis bu artigin infertil ve subfertil olan hastalarda daha fazla oldugu
gOsterilmistir (88). Bizim ¢alismamizda da mevcut literatlr ile uyumlu olarak
75 gun boyunca oral olarak tadalafil verilen ve deneysel olarak varikosel
olusturulan grup 3’Un sperm motilitesi Sham grubu grup 1 ile istatistiksel
olarak benzer oldugu ve morfolojik defekt orani ise grup 3’te diger 2 gruptan
anlamli olarak daha dusik bulunmustur. Tadalafil verilen varikosel grubu olan
grup 3 ve grup 1’in motiliteleri istatistiksel olarak benzer saptanirken, grup
2'den istatistiksel olarak motilite oranlari yuksek saptanmistir. Tadalafilin
uzun sureli oral olarak uygulanmasinin sperm parametreleri Uzerine koruyucu

etkisini sicanlar Uzerinde gosterdik.

Sperm sayilari karsilastirildiginda ise her 3 grup arasinda da fark
saptanmistir, grup 3 istatistiksel olarak en yuksek sperm sayisina sahipken;
grup 2’nin sperm sayisi grup 1’den yuksek bulunmustur. Modifiye Johnsen
skorlamasinda normal germ hucre Uretimi oldugu yine gosterilmigtir. Sperm

sayisindaki kontrol grubun duasuk olmasinin grup 1 igerisindeki hayvanlarin
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yapisal 6zelliklerine bagl olabileceg@i dugunuldi. Tesadufi grade 2 ve grade 3
varikosel saptanan erkekler Uzerinde yapilan bir ¢alismada alinan semen
ornekleri degerlendirilmis ve en az yirmi aylik takipleri boyunca tekrar semen
ornekleri ile takip edilmistir. Grade 2 ve grade 3 varikoseli olan erkeklerin
sperm sayisinin ve motilitesinin dunya saglik orgutinun belirledigi sinir
degerlerden yuksek oldugu, semen parametrelerinde anlamh bir fark
olmadidi ve infertilite gelismedigi gosterilmistir (89). Bu ¢alismada tesadufen
varikosel saptanan hastalarin buyik ¢cogunlugunda sperm sayisinin ortalama

sperm sayisi degerlerinden daha yuksek oldugu saptanmigtir.

infertilite ile kliniJe basvurmayan varikoselli hastalarda sperm
sayisinin dinya saglik 6rgutinin belirlemis oldugu sinirlarda veya daha
yuksek olabileceg@i ve normal fertiliteye sahip olabilecegini gostermistir. Bizim
calismamizda da gruplardan bagimsiz olarak sperm sayisi dagihminin farkh

olabilecegini gosterdi.

45



SONUG

Calismamizda deneysel olarak sol varikosel olusturulmus siganlara
gunluk oral olarak verilen tadafilin sol testis dokusu ve sperm parametreleri

uzerine etkisini arastirdik.

Gruplar arasinda deneysel olarak varikosel olusturulan gruplarin sol
testis dokusunu iceren ve Masson Trichrom boya ile boyanan preparatlarda
tunika media tabakasi grup 1’e goére artmis saptandi. Bu calisma ile
varikoselden etkilenen venlerin sadece pampiniform pleksusta degil, testis igi

ven yapilarinda da degisikliklerin gelisebilecedi gérulda.

Modifiye Johnsen skorlari karsilastirildiginda varikosel olusturulup
tadalafil verilen grubun sonuglari kontrol grubu ile benzer sonuglandi. Bu
verilerle tadalafilin varikosele bagl gelisen degisikliklere kargi testisi
koruyabilecegdi goruldu.

TUNEL boyasi ile boyali preperatlar karsilagtirildiginda varikosel
olusturulan gruplarin daha fazla etkilendigi ve tadalafil verilen grubun
seminifer tubulu igerisinde ve Leydig hucrelerinde daha az boyanma oldugu
gOsterilmigtir. Boyali preparatlarin apoptotik indeksleri karsilastirildiginda
tadalafil verilen grupta artmis apoptozisten testis dokusunun korundugu
gOzlendi.Sol kaput epididim dokusundan alinan semen Ornekleri
kargilastirildiginda tadalafil verilen grupta sperm motilitesi ve morfolojisinin

korundugu bulundu.

Calisma sonuglari beraber degerlendirildiginde gunluk uzun sireli oral
olarak verilen tadalafilin varikosele bagl gelisen degisikliklere kargi testis
dokusunu koruyabileceg@i ve sperm parametrelerinin korunmasini saglayarak
gelisebilecek subfertiliteyi engelleyebilecegi sonuglari elde edildi. Bununla
birlikte varikosel ve infertilite iligkisini degerlendirecek, tadalafil ve diger PDES
inhibitorlerinin klinik kullanimi ile tedavilerini karsilastiracak deneysel ve klinik

¢alismalara ihtiyag vardir.
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