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1.GIRIS
Varikosel, testisin vendz drenajin1 saglayan pleksus pampiniformisin

patolojik dilatasyonu olarak tanimlanmaktadir ve infertilitenin en Onemli

diizeltilebilir patolojisi olarak bilinmektedir (1, 2).

Varikoselin olusturdugu testikiiler hasarin molekiiler olusum mekanizmasi
tam olarak aydmlatilamamis olmakla beraber infertilite ile iliskili progresif bir
siire¢ oldugu tahmin edilmektedir (3). infertilitenin altinda yatan patofizyolojik
nedenlerin anlagilabilmesi i¢in deneysel hayvan modelleri ve in vitro ¢alismalar
yapilmaktadir. Elde edilen veriler insanda olusan testikiiler hasarin molekiiler
etkilerinin aydinlatilmasinda etkili oldugu gibi yeni tedavi segeneklerinin

belirlenmesine de katkida bulunacaktir.

Spermatogenez olgun spermatozoa olusumuyla sonuglanan hiicresel
yenilenme ve farklilasmayr igeren karmasik bir siiregtir (4). Tip A
spermatogonyum germ kok hiicresi olarak bilinir ve mitoz bodliinme sonucu
farklilasmis ve farklilasmamis Tip A spermatogonyumlar olusturur. Farklilasmis
A tipi spermatogonyumlar bir dizi mitotik bdliinme gegirir ve mayoz boliinme
sonrasinda spermatit olusur. Bu siirecte yer alan molekiiler mekanizmalar ve
sinyal iletim yolaklarinin rolii giinlimiizde arastirma alanlarinin basinda dikkat

uyandirmaktadir (5).



Diger yandan SCF (kok hiicre faktorii) /c-kit yolaginin spermatogonal kok
hiicrelerin  farklilasmast ve c¢ogalmasinda 6nemli role sahip oldugu One
stiriilmektedir (4). C-kit bir PDGFR (platelet tiirevli biiyiime faktor reseptorii)
reseptOr tirozin kinaz ailesi liyesidir. SCF sertoli hiicrelerinden salgilanmakta ve
sadece farklilasmis tip A hiicre yiizeyindeki reseptorii c-kit ile etkileserek sinyal
iletimini baglatmaktadir (6). PI3-K (fosfoinositol 3 kinaz) / Mtor ikincil
habercileriyle etkilesim sonrasi hiicre boliinmesi ve farklilagmasinda gorev alan
genlerin ifade edilmesi uyarilmaktadir (7). C-kit mMRNA (mesajci riboniikleik asit)
ve protein ifadesi yetiskin ve adolesan rodent testislerinde gosterilmistir. Bu
genlerin insanda ifade edilme diizeylerinin azalmasi germ hiicre apoptozunun

artigina bagli olarak oligospermi veya azoospermiye neden olmaktadir (8).

Deneysel varikoselin sertoli hiicrelerinde molekiiler seviyede hasara neden
oldugu yapilan caligmalarda gosterilmistir (9). Siirecin bu yOniiniin verecegi
testikiiler hasar1 en aza indirmek i¢in literatiirde anti oksidan ajanlarla yapilan
calismalar mevcuttur (10) ve giiniimiizde L-karnitin bu amagla ¢aligmalarda
oldukca sik kullanilan giiclii bir anti oksidan ajan olarak Oniimiize ¢ikmaktadir

(11).

Bu ¢aligmanin amaci; olusturulan varikosel modelinde molekiiler diizeyde
oksidatif stres olusturulduktan sonra spermatogenez iizerine olan etkilerini
inceleyerek, degisik cerrahi tekniklerle yapilan varikoselektominin ve L- karnitin
tedavisinin sperm hiicrelerinin farklilasma yolagindaki sinyal ifadelenmesi

tizerine etkilerini aragtirmaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Varikosel Epidemiyolojisi

Varikosel, erigkin erkek popiilasyonunda %16 oraninda goriilmektedir
(12). Infertil erkek popiilasyonda ise %35-40 oraninda goriilmektedir. Ilging
olarak sekonder infertil hasta popiilasyonunda varikosel goriilme orani %75-80’¢
¢ikmaktadir (13). Varikosel %90 oraninda sol testiste goriilmektedir. Akbay ve
ark. (14) Tirk ¢ocuklarda varikosel ve testis atrofisini arastirdiklar1 prevelans
calismasinda 2-19 yas aras1 4052 ¢ocuk incelenmis ve hastaligin ¢ok kiigiik yas
gruplarinda ortaya ¢ikabildigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismaya gore 2-6 yas arasi
cocuklarda %0,79, 7-10 yas arasi ¢ocuklarda %0,96, 11-14 yas aras1 ¢cocuklarda
%7,8, 15-19 yas arasit c¢ocuklarda %14,1 oraninda varikosel goriilmektedir.
Varikosele bagl testis atrofisi 11 yas altinda goriilmemekle beraber 11-14 yas

arasinda %7,3, 14-19 yas arasinda %9,3 oraninda goriilmektedir. (14)
2.2 Varikosel Etiyolojisi

Varikosel etyolojisi giinlimiizde tartismali olmakla birlikte; anatomik
degiskenlikler, dogumsal veya edinsel vendz valv disfonksiyonuna bagli gelisen

vendz reflii ve vendz tikaniklik gibi degisik teoriler dne siiriilmektedir (15).

Giliniimlizde varikosel etyolojisinde kabul goérmiis 3 farkli teori

bildirilmistir.

Sag ve sol testikiiler ven arasindaki anatomik farkliliklar: Sag testikiiler ven direk

vena cavaya acilirken sol testikiiler ven sol renal vene agilmaktadir. Bu



degiskenlik solda hidrostatik basing artimina ve dolayisiyla sol pampiniform
pleksusta dilatasyona ve tortuoziteye neden olmaktadir.

Kompetan valvlerin olmamasi: Braedel ve ark. (16) varikoseli bulunan 659

hastanin venografik incelemesinde bu hasta grubunda %73 oraninda sol renal ven
internal spermatik ven birlesim diizeyinde valv bulunmadigini gostermislerdir.
Bununla beraber yeterli valv sistemine sahip popiilasyonda da %26 oraninda
varikosel saptanabilmektedir.

Nutcracker fenomeni: Sol renal venin aorta ve siiperior mezenterik arter arasinda

kompresyonuna bagli testikiiler vende gelisen parsiyel obstriikksiyon sonucu
testisin vendz drenajinin bozulmasidir.
Ortaya atilan tiim bu teoriler esliginde varikosel gelisiminin multifaktoryel

etyolojik temeli oldugu diistintilmektedir.

2.3 Varikosel Tanis1

Varikosel tanis1 esas olarak fizik muayene ile konur. Diinya Saglik Orgiitii
kriterlerinde, “Varikosel tanisi, fizik muayene ile konur ve renkli doppler
ultrasonografi ile dogrulanabilir. Tedavinin antegrad embolizasyon ile yapildigi

merkezlerde tanida spermatik venografi kullanilabilir’>  seklinde rapor

edilmektedir (17).

Klinik varikosel muayene bulgularina gore 1970 yilinda Dubin ve Amelar

tarafindan yapilan bir sistem ile derecelendirilir.



Grade 1: Varikosel, sadece Valsalva manevrasi ile palpe edilebilmektedir.

Grade 2: Varikosel, dinlenim esnasinda ve normal solunumda palpe

edilebilmektedir.

Grade 3: Varikosel, dinlenme aninda ve normal solunumda gozle

goriilebilmektedir.

Varikosel muayenesi yapilan her hastada testis boyutlar1 mutlaka

degerlendirilmelidir.

Eger fizik muayene ile varikosel tanis1 konulamiyor veya niiks
varikoselden siipheleniliyor ise ek goriintiileme yontemleri kullanilabilmektedir.
Bu amacla skrotal ultrasonografi, renkli doppler ultrasonografi, spermatik
venografi, termografi, radyoniiklid anjiografi, manyetik rezonans anjiografi

kullanilabilmektedir.
2.4 Varikoselin Infertilitedeki Patofizyolojisi ile Tliskili Teoriler

Varikoselin hem insanlarda hem de hayvan modellerinde progresif
testikiiler hasara yol agan bir siire¢ oldugu bilinmektedir (18). Varikoselin fertilite
lizerine etkilerini inceleyen Diinya Saglik Orgiitii varikoselin sperm sayr ve
motilitesinde bozulmaya, testis volimiinde azalma ve Leydig hiicre

fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu bildirilmektedir (19).

Varikosel  patofizyolojisi tam  olarak  aydinlatilamamakla  beraber

patofizyolojide rol oynayan bazi hipotezler arasinda; hipertermi, testikiiler kan



akimi, vendz basing, hormonal disfonksiyon, otoimmiinite, akrozom reaksiyonu,

oksidatif stres, apoptozis bulunmaktadir.

2.4.1. Hipertermi
Varikoselle iligkili sperm parametrelerindeki bozulma ile hipertermi iliskisi
1960’lardan beri arastirilmaktadir. En yaygin kabul goren teoridir. Testikiiler 1s1y1

kontrol eden 2 sistem vardir.

1.Skrotumun kendisi: Bu bolgedeki ciltte subkutan yag dokusu bulunmaz ve

dartos kasi ylizey alanini kontrol eder.

2.Countercurrent 1s1 _sistemi: Spermatik arterdeki arteryel kan pleksus

pampiniformiste bulunan daha soguk venoz kan vasitasiyla sogutulur (20).

Varikosel ile hipertermi arasindaki iliskiyi inceleyen calismalar degisken
sonuclar vermektedir. Varikosel ile hipertermi iliskisi ilk kez 1973 yilinda
gosterilmistir. Yapilan ¢alismada tek tarafli varikoselin her iki testiste 1s1 artisina
neden oldugu gosterilmistir (21). Adblesan popiilasyonda grade 2 ve 3 varikoseli
olan hasta grubunda kontrol grubuna gore skrotal 1s1 seviyeleri belirgin olarak
yiiksek bulunmus ve basarili cerrahi tedavi ile skrotal 1sinin belirgin azaldig ve

testikiiler voliimiin belirgin arttig1 goriilmistiir (22).

Hiperterminin spermatogenez iizerine etkisi heniiz net degildir. Seminifer
tiibiil ve/veya leyding hiicre seviyesinde DNA ve RNA baglayic1 proteinlerde

direk termal hasardan siiphelenilmektedir (23).



2.4.2. Testikiiler Kan Akimi

Hayvan caligmalarinda varikoselle iligkili olarak testikiiler kan akiminda
birbiriyle ¢elisen bulgular rapor edilmistir. Turner ve ark. (24) tek tarafli varikosel
varliginda her iki testiste kan akimi artisin1 gostermektedir. Erigkin rat deneysel
varikosel modelinde testikiiler kan akimi artisini saptayan ve varikoselektomiyi
takiben kisa ve uzun vadede kan akiminda diizelme saptayan calismalar mevcuttur
(25, 26). Testikiiler kan akimi degisikliginin varikosel iliskisi heniiz
netlestirilememekle beraber testikiiler 1s1 artis1 ile kan akiminda artis birbiriyle

uyumlu bulunmaktadir.

2.4.3. Venoz Basing

Venoz basing artisi intratestikiiler basincin siirdiiriilebilmesi icin testisin
mikrovaskiilaritesini ve kan akimini testise giren kan akiminda down regiilasyona
neden olarak etkilemektedir. Kronik prekapiller vazokonstriiksiyon testisin
beslenmesini bozabilir ve spermatogenezisi etkileyebilir. Ayrica artmis vendz
basing intratestikiiler hidrostatik ve onkotik basinci degistirebilir; kilit hormonlar
icin parakrin ve taginma ortamini degistirebilir; mikrovaskiiler sivi degisimini

etkileyebilir. (27-29).

2.4.4. Renal Adrenal Reflii

Erkeklerin  %50’sinde sol spermatik vende geri akim oldugu

gozlenmektedir (30). Varikoseli olan hastalarda vendz refliide artis oldugu



venografi ¢alismalariyla gosterilmistir (31). Renal ve/veya adrenal reflii testiste
ketakolaminler, prostoglandin E ve F gibi metabolitlerin  yiiksek
konsantrasyonlarina neden olarak testikiiler fonksiyonlar1 etkileyebilmektedir.
Insanlarda varikosel cerrahisi sirasinda testikiiler geri akimin oldugu venlerden
aliman ven6z kanda ketakolamin miktar1 periferik vendz kandaki ketakolamin
miktarmin 3 kati olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise 1,5 kat fazla
bulunmustur (32). Countercurrent degisim sistemi yoluyla pleksus pampiniformis
diizeyinde bu ketakolaminler testikiiler arterlere gecerek, arterlerdeki noradrenalin
diizeyini artirmakta ve arteriyollerde vazokonstriiksiyona neden olarak testikiiler

hipoksiye katkida bulunmaktadir.
2.4.5. Hormonal Disfonksiyon

Varikoseli olan infertil erkeklerde serum testosteron seviyesinde azalma
gosterilmesi varikoselin leydig hiicre fonksiyonunu bozarak testosteron tiretimini
azaltabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan c¢aligmalarda  varikosel hayvan
modelinde testosterondaki azalmanin sentezde bozulmadan kaynaklandigim

diisiindiirmektedir (33)

Varikoselli olgularda 4 saatlik gonadotropin releasing hormon ( GnRH )
infiizyonuna LH (Liiteinizan hormon) ve FSH ( follikiil stimiile edici hormon)
yanitinin arttigir gosterilmistir (34). Sperm konsantrasyonu 11-30 milyon/ml
arasinda ciddi oligospermik hastalarda en iyi cevap alinmaktadir. Daha 6nemlisi
GnRH uyarmmina agir1 yanit elde edilen olgularda sperm sayisina bakilmaksizin

varikosel onarimi sonrasinda semen parametrelerinde iyilesme gostermektedirler.



GnRH uyarimma LH yanmitinin normale donmesi, postop fertilite ve yiiksek
gebelik oranlariyla korelasyon gostermektedir (35). Bu bilgiler esliginde varikosel
Ozellikle hipotalamo — hipofizer - gonadal aksi olumsuz yonde etkilemektedir ve
ozellikle leyding hiicre hasar1 olan hastalar spermatik ven ligasyonundan fayda

gorememesine sebep olabilmektedir.

2.4.6. Otoimmiinite

Kan testis bariyeri ve bagisiklik diizenleyici proteinler sertoli hiicreleri,
rete testis ve efferent duktus seviyesinde bulunmaktadirlar ve sperm antijenlerne
immiinolojik koruma, lenfosit proliferasyonuna engel olma, kompleman aracili
hiicre yikimina karsi koruma saglamaktadirlar (36). Bu kan — testis bariyerinin
bozulmasi antisperm antikorlarin ( ASA ) olusmasina neden olmaktadir. ASA
olusumunda olas1 etiyolojiler arasinda duktal obstriiksiyon, testis torsiyonu,
enfeksiyon, testis travmasi ve varikosel bulunmaktadir (37). ASA’ler spermatozoa
agliitinasyonu ve immobilizasyonuna, servikal mukusa sperm penetrasyonunda
bozulmaya, makrofaj aracili spermatozoa fagositozuna, kapasitasyon ve akrozom

reaksiyonunun 6nlenmesine neden olur (38).

2.4.7 Akrozom Reaksiyonu

Normospermik idiopatik infertilide varikoselin rolii arastirilmaktadir.
Defektin sperm morfolojisi ve kalitesinden ziyade zona pellucidaya tutunmasini
saglayan akrozom reaksiyonunda bozulmaya neden olan sperm fonksiyon

bozuklugu oldugu diisiiniilmektedir (39).



2.4.8 Oksidatif Stres

Insan spermatozoasi aerobik ortamda inkiibe edilmesi durumunda reaktif
oksijen radikalleri (ROS) olusturma kapasitesine sahiptir (40). ROS iiretimi sinyal
iletim mekanizmalarinda 6nemli bir mediatér olarak gorev yapan Onemli bir
islemdir (41). ROS ayrica; sperm hiperaktivasyonu ve kapasitasyonu, akrozom
reaksiyonunun kolaylastirilmas1 ve sperm — oosit birlesmesi i¢in 6nemli bir
mediator olarak gorev almaktadir (42). Normal saglikli erkekte seminal plazma,
asirt ROS iiretimini nétralize eden antioksidanlari igerir. Patolojik durumlarda
ROS iiretimi antioksidan kapasiteyi asar ve oksidatif stres olusur (43). Patolojik
ROS iiretimi, defektif sperm fonksiyonuna, sperm motilitesinde azalmaya,
inefektif sperm — oosit birlesmesine yol agabilir (44). ROS ayrica tek ve gift

sarmal sperm DNA’sinda hasara yol agabilir (45).

2.4.9 Apoptozis

Apoptoz, programli hiicre 6liimiinii ifade etmekte olup, bir¢cok farkl sinyal
ileti mekanizmalar1 araciligr ile uyarilabilmektedir. Bu uyari, mitokondri aracili
olarak hiicre icinden olabilecegi gibi, ¢esitli reseptorler araciligr ile dis etmenli de
olabilir. Kaspaz 3, her iki sekilde de uyarilabilen kaspaz kaskadinin merkezi bir
elemanidir. Mcleod varikoseli olan hastalarda testiste goriilen degisiklikleri
“stress patern” olarak tanimlamistir (46). Stres patern immatiir, amorf ve kiigiik
hiicrelerden olusur. Bu degisiklikler apoptozise ugrayan hiicrelerde de benzer

sekilde ortaya ¢ikmaktadir (47). Takip eden calismalar germ hiicrelerindeki bu
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dejeneratif degisikliklerin hipertermi sonucu testiste meydana gelen apoptozise

bagli oldugunu 6ne siirmiiglerdir (48).

Niikleer piknoz, DNA fragmentasyonu ve piknotik partikiillerin fagositozu
apoptozisin farkli ozellikleridir (49). Apoptozis artisi; hormonal yetersizlik,
kriptoorsitizm, testiste lokal 1s1 artisi, vendz staza bagli hipoksiye bagl
olugmaktadir (50). Lin ve arkasdaslar idiopatik testikiiler yetmezlik tespit edilen
erkeklerin testis biyopsilerinde germ hiicrelerinde apoptozis artist tespit etmisler.
Bu bilginin esliginde apoptotik germ hiicrelerindeki artigin testikiiler disfonksiyon

ve infertiliteye sebep olabilecegini 6ne siirmislerdir (51).

2.5 Varikoselin Spermatogenezisteki Molekiiler Etkileri

Testiste spermatogonal germ hiicrelerin haploid spermatozoaya doniisiimii
sertoli hiicrelerine yiiksek derecede bagimli olduk¢a kompleks bir siirectir.
Gilintimiizde en 6nemli soru isaretlerinden biri durgun kok hiicreleri uyaran sertoli
hiicrelerinden kaynakli faktorlerin ortaya c¢ikarilmasidir. SCF/c-kit sisteminin
testiste; germ hiicre migrasyonu, hiicre adezyonu, hiicre ¢ogalmasi ve anti-

apoptotik aksiyonlar olmak tizere bir ¢ok fonksiyonu gosterilmistir (52, 53).

Degisik datalar SCF/c-kit sisteminin primordial germ hiicre ( PGC )
migrasyonunda rolii oldugunu one siirmiislerdir (52, 54). SCF/c-kit sisteminin
gama 1s1masit ve serum tiikenmesine bagli apoptozisten hiicreleri korudugu

gozlemlenmistir (53). SCF lenfositlerde Bcl-2 ifadelenmesini artirarak apoptozisi
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engellemektedir (55). SCF’ nin membrana bagli ve serbest form olmak iizere 2
formu vardir ve her iki formunda apoptozisten koruma fonksiyonu vardir. Ancak,
¢Oziinlir form sadece kisa donem sag kalimda etkili iken membrana bagli form
germ hiicrelerinin uzun dénem sagkaliminda etkilidir (56). Yoshinaga ve ark. (57)
SCF/ckit sisteminin tip A spermatogonyumun farklilagmasinda hiicre sag kalimini

tesvik ettigini one siirmiislerdir.

SCF/ckit sistemi ayrica postnatal germ hiicre biiylimesinde etkilidir. Ancak
bu etki evre bagimhdir. Tip Al ve A4 spermatogonyumlar SCF bagimlidir. Tip B
spermatogonyumlar c-kit bagimsizdir (57). Erigkin testisinde SCF ve c-kit
somatik hiicrelerde, germ hiicrelerinde ve seminal plazmada gdsterilmistir.
Immiinreaktif c-kit germ hiicrelerinde ve leydig hiicrelerinde tespit edilirken; SCF
sertoli hiicrelerinde tespit edilmistir (58). SCF’nin membrana bagli ve serbest
formlar1 hem normospermik erkekte hem de oligospermik/azoospermik erkekte
gosterilmistir. Ancak SCF konsantrasyonu normospermik erkeklerde infertil

erkeklere gore anlamli derecede yiiksek saptanmugtir (59).

Datalar birka¢ insan ¢alismasi olmakla beraber ¢ogunlukla hayvan
modellerinden olusmaktadir ve bu c¢alismalar SCF/c-kit sistemdeki bozulmanin
testikiiler fonksiyonlar1 etkileyebilecegi ©ne siirmektedir. Ancak SCEF/c-Kit
sisteminin insan testikiiler patolojileri ile iliskisini anlamak i¢in daha fazla dataya

ve daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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2.6 Varikosel Tedavisi

Yapilan c¢alismalarda varikosel onariminin palpable varikoseli olan
hastalarda fertilite durmuna olumlu katkis1 oldugu gosterilmistir (60). Tedavi
opsiyonlar1 olarak acik cerrahi teknikler, radyolojik onarim ve laparoskopik
girisimler onerilmektedir (61, 62). Radyolojik embolizasyon cerrahiye sekonder
persistan yada tekrarlayan varikosellerde alternatif bir tedavi yontemi olarak

onerilmektedir (63).

Acik cerrahi yaklasimlar olarak Palomo, Ivanisevich ve Marmar cerrahi
yaklasimlar makroskopik ve mikroskopik olarak uygulanabilmektedir. Palomo
tekniginde internal spermatik ven inguinal kanaldan ¢iktig1 noktada retroperitonda
baglanir (64). Inguinal ve subinguinal yaklasim ile internal spermatik venin yani
sira eksternal spermatik ven de baglanabilmektedir. Mikroskopik varikoselektomi
inguinal ve subinguinal yaklasimla yapilabilmektedir. internal spermatik arter
subinguinal seviyede inguinal seviyeye gore 3 kat daha yogun ag yapmaktadir ve
venlere daha yapisik olarak izlenmektedir (65). Mikroskopik yaklagimda
spermatik arter ve lenfatikler daha fazla korunabilmekte ve testikiiler atrofi ve
hidrosel riski azaltilabilmektedir (66). Cesitli c¢alismalarda spermatik arterin

baglanmasinin testikiiler atrofiye sebep olmadig1 gosterilmistir (67, 68).
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2.7 L-Karnitin
L—karnitin yapisal olarak aminoaside benzeyen vitamin benzeri bir
molekiildiir. iskelet kasi, kalp, bobrek, karaciger ve beyin gibi dokularda esansiyel

aminoasitler olan lizin ve metioninden endojen olarak sentezlenir (69).

L-karnitinin antiradikal ve anti oksidan etkileri vardir ve ortamdan ROS’ni
uzaklastirir. Biyolojik membran lipidlerini oksidasyondan korur ve malondialdehit
(MDA) gibi lipid peroksidasyon iiriinlerinin birikmesini engeller (70,71).
MDA’nin artigina bagli olusan birgok patolojik durumun L-karnitin varliginda
gelismedigi gosterilmistir (72, 73). L-karnitin memeli epitelinden epididim
plazmasina ve spermatozoaya salgilanir. Burada serbest ve asetilenmis olarak

birikir. Viicutta en ¢ok epididim sivisinda goriiliir (74).

Testiste tretilen spermatozoalar infertil ve immobildir ve epididimde
postgonadal modifikasyona ugrayarak fertil hale gelirler. Spermin motilitesini
kazanmasi L-karnitinin artigina paralel oldugu gosterilmistir (75, 76). Ancak L-
karnitinin hangi mekanizmayla erkek infertilitesini etkiledigi heniiz aciga
kavusturulmamistir. ROS formasyonunu engelledigi, serbest radikalleri yok ettigi

ve hiicreleri oksidatif stresten korudugu bilinmektedir.
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3.YONTEM VE GERECLER
3.1 Ratlar

Gazi Universitesi Rektorliigii  Deney Hayvanlari  Etik  Kurul
Bagkanligi’ndan 152-18756 sayili 16/11/2009 tarihli belgeyle etik kurul onay1
alindiktan sonra 250-300 gr agirligindak 42 adet wistar rat deneyde kullanildi.

Ratlar su igmeleri serbest olmak tizere islemden 24 saat Oncesinden ag birakildi.
3.2 Gruplarin Dagilimi
42 rat her grupta 6 rat olacak sekilde 7 gruba rastgele dagitildi.
Grup 1: Kontrol grubu.
Grup 2: Sham grubu.

Grup 3: Deneysel varikosel modeli olusturulup herhangi bir tedavi uygulanmayan

grup.

Grup 4: Deneysel varikosel modeli olusturulup postop 30. Giinde spermatik arter

korunmadan spermatik ven ligasyonu uygulanan grup.

Grup 5: Deneysel varikosel modeli olusturulup postop 30. Giinde spermatik arter

korunarak spermatik ven ligasyonu uygulanan grup.

Grup 6: Deneysel varikosel modeli olusturulup postop 30 giin L- karnitin tedavisi

verildikten sonra spermatik arter korunmadan spermatik ven ligasyonu uygulanan

grup.
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Grup 7: Deneysel varikosel modeli olusturulup postop30 giin L- karnitin tedavisi

verildikten sonra spermatik arter korunarak spermatik ven ligasyonu uygulanan

grup.

3.3. Cerrahi Prosediir

Ratlar 24 saatlik aglik sonrasi laboratuar sartlarinda 50-100 mg/kg ketamin

1.m uygulamasi sonrasi cerrahi isleme tabi tutuldu.

Varikosel modeli: Anestezi indiiksiyonunu takiben polividon iyot ile uygun saha

temizligini takiben median abdominal insizyon yapildi. Takiben barsaklar
medialize edilerek sol renal ven, vena kava ve spermatik ven visiialize edildi.
Takiben sol renal ven serbestlestirildi. Varikosel modeli olusturulacak gruplardaki
ratlarda ( grup 3, 4, 5, 6 ve 7) renal venin etrafindan 4/0 serbest ipek siitiir ile
gecildi. Takiben, 20 G anjioket renal ven iizerine paralel olacak sekilde
yerlestirildi. Sol internal spermatik venin renal vene girdigi yerin proksimalinden
4/0 ipek siitiir ile renal ven kilavuz teli saracak sekilde daraltild1 ve kilavuz tel
cikarildi. Renal vende %50 oraninda daralma oldugu gézlendi. islemlerden sonra

batin 3/0 katgiit ve 3/0 ipek siitiirler ile 2 tabaka halinde kapatildi.

Sham modeli: Sham grubundaki (grup 2) 6 rata orta hat insizyonu yapildi.
Takiben barsaklar medialize edilerek sol renal ven, vena kava ve spermatik ven
visiialize edildi. Takiben sol renal ven serbestlestirildi. Sol renal venin etrafindan

4/0 serbest ipek siitiir ile gecildi. Ipek siitiir baglanmadan islem sonlandirildi.
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Islemlerden sonra batin 3/0 katgiit ve 3/0 ipek siitiirler ile 2 tabaka halinde

kapatildu.

Kontrol grubu: Bu grupta yer alan 6 hayvana orta hat insizyonu yapilarak

abdomene girildi. Takiben hicbir islem yapilmadan abdomen 2 kat halinde

kapatildi.

Varikosel modeli olusturulan grup 4 ,5 ,6 ,7° de yer alan 24 rata

varikoselektomi uygulandi.

Varikoselektomi modeli: Eski abdominal orta hat insizyonundan batina girildi. Sol

spermatik venler dilate ve tortioze olarak izlendi. Arter korumasiz
varikoselektomi uygulanacak ratlarda (grup 4 ve 6) sol spermatik ven ve arter sol
renal venle birlesmeden serbestlestirilerek 4/0 ipek siitiir ile baglanarak yiiksek
ligasyon yapildi. Arter korumali spermatik ven ligasyonu uygulanacak ratlarda
(grup 5 ve 7) sol spermatik ven renal venle birlesmeden Once serbestlestirilerek
spermatik arter korunarak 4/0 ipek siitiir ile baglandi ve yiiksek ligasyon

varikoselektomi uygulandi. Islemlerden sonra abdomen 2 kat halinde kapatildi.

Grup 6, ve 7’de bulunan 12 rata ise varikoselektomi modeli
olusturulduktan sonra 500 mg/kg/giin dozunda L-karnitin 30 giin boyunca i.m

olarak uygulandu.
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Varikoselektomi etkisinin olugmasi i¢in 30 giin beklendikten sonra tiim
ratlara ketamin anestezisi altinda bilateral orsicktomi islemi ve 6tenazi uygulandi.
Alinan dokular, mRNA ifadesinin degerlendirilmesi i¢in Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali (A.D)’ na, protein ifadesinin degerlendirilmesi ve testisin histolojik olarak

incelenmesi i¢in Patoloji A.D’ na gonderildi.

3.4 Molekiiler Degerlendirme

3.4.1 Rat Testislerinden Total RNA Saflastirilmasi

Doku 6rneklerinden total RNA saflastirma islemi dokudan RNA izolasyon Kkiti

kullanilarak, asagida yazili olan protokole gore yapildi.

1- 1.5 ml’ lik ependorf tiip icinde bulunan 50-100 mg arasindaki dokularin
tizerine 1000 mikrolitre (ul) TriFast eklendi ve homojenizator ile
parcalandiktan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

2- 200 pl kloroform eklenerek, 15 sn boyunca karistirildi ve 10 dk oda
sicakliginda tutuldu.

3- Ornekler 11.000 rpm’de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
karisim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve iistte renksiz sivi
faz olmak iizere {i¢ faza ayrildi.

4- Ust faz yeni bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi ve iizerine 500
pl izopropanol eklenip karistirildi.

5- Ornekler 1.5 saat -20 °C’ de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4 °C’ de

santrifiij edildi. Ust siv1 atildi.
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6- DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 pl DNaz (pg basma SU
DNaz), 300 ul DNaz Buffer | ve 400 pul DEPC’li su eklenerek 30 dk 37
°C> de bekletildi.

7- Orneklerin iizerine 300 ul 25mM EDTA eklendi ve 65 °C* de 10 dk
bekletildi.

8- 13.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan iist

s1v1 atildi.

(o]
1

1000 pl %75’ lik alkol (taze hazirlanir) eklenerek, 12.500 rpm’de 10 dk 4

°C’ de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan iist siv1 atildu.

10- Cokelti iizerine tekrar 1000 pl %75’ lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10
dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan iist s1v1 atildi.

11- Cokelti kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirildi. Calisma

giiniine kadar -80 °C’ de saklandh.

Primer olarak random hegzamerler kullanilarak cDNA sentez Kkiti ile total

RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi.
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3.4.2 SCF Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

SCF genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimleri

Sekil 1’de gosterildi.

SCFF 5'- TGGAAGAAAATGCACCTAAGAAT-3’
SCFR 5'- CTTGAAGGCATCAATGGATCT-3"

129 numarali prob dizisi: 5’-AGCCAGAA-3’

5'"- TGGAAGAAAATGCACCTAAGAAT-3
307 AAACTTGGGAAAATAGTGGATGACCTCGTGGCATGTATGGAAGAAAATGCACCTAAGAAT

367 GTAAAAGAATCACTGAAGAAGCCAGAAACTAGAAACTTTACTCCTGAAGAATTCTTTAGT
5’ -AGCCAGAA-3'
427 ATTTTCAATAGATCCATTGATGCCTTCAAGGACTTCATGGTGGCATCTGACACTAGTGAT
3/ -TCTAGGTAACTACGGAAGTTC-5'

Sekil 1: SCF mRNA’sinin Belirlenmesinde Kullanilan Primerler ve UPL Probun
cDNA Dizisi Uzerindeki Yerlesimi.

Sekil 1’ de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR

tepkimesi gergeklestirildi.
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3.4.3 c-Kit Geninin Ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

c-Kit genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimleri

sekil 2° de gosterildi.

c-KitF 5’- CGTGGACTCCATGTGGATAR-3’
c-KitR 5’- geeerTTACCTGGGCTTT -3’

111 numaral prob dizisi: 5’-CTCAGCCT-3’

5’ -CGTGGACTCCATGT
677 GGGACACATTTACGGTGATATGCACCATAAARAGACGTGTCTACATCCGTGGACTCCATGT

GGATAA-3’
737 GGATAAAGTTGAACCCTCAGCCTCAGAGCAAAGCCCAGGTAAAGCGCAATAGCTGGCATC
5’ -CTCAGCCT-3 3’ -TTTCGGGTCCATTTCGCG-5'

Sekil 2: C-kit mRNA’smin Belirlenmesinde Kullanilan Primerler ve UPL Probun

cDNA Dizisi Uzerindeki Yerlesimi

Sekil 2’ de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR

tepkimesi gerceklestirildi.
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3.4.4 B-Aktin Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

Actb (beta- aktin) genine ait UPL prob ve primerlerin ¢cDNA’daki

yerlesimleri Sekil 3’de gosterildi.

ActbF 5°- CCCGCGAGTACAACCTTCT-3’
ActbR 5°- CGTCATCCATGGCGAACT -3’

17 numaral1 prob dizisi: 5’- CAGCTCCT-3’

5’ -CCCGCGAGTACAACCTTCT-3'
1 GTCGAGTCCGCGTCCACCCGCGAGTACAACCTTCTTGCAGCTCCTCCGTCGCCGGTCCAC
5’ -CAGCTCCT-3'
61 ACCCGCCACCAGTTCGCCATGGATGACGATATCGCTGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCC
3’ -TCAAGCGGTACCTACTGC-5'

Sekil 3: Actb mRNA’siin Belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi tizerindeki yerlesimi.

Sekil 3’ de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-time PCR

tepkimesi gergeklestirildi.

Real-time PCR karisimlar1  hazirlandiktan  sonra  96’lik  kuyulu
mikroplakaya dagitildi ve lizerine cDNA’ler eklendi. Mikroplaka yerlestirildikten
sonra PCR tepkimesi gerceklestirildi. C-kit, scf, ve actb genleri i¢in aynt PCR

programi kullanildi.
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3.4.5 Dokudan Protein izolasyonu

100 mg doku Ornegi kiigiik parcalara ayrildi. 800 pl pargalama
coOzeltisi eklenip 10 pl proteinaz inhibitdr kokteyli eklendi. Doku o6rnekleri
homojenizatdr yardimiyla 10 sn boyunca buz iizerinde parcalandi. Ornekler +4
°C’de, 10 dakika 11.000 rpm’ de santrifiij edilerek {ist kistm bir baska

mikrosantrifiij tiipline aktarildi ve protein miktarinin 6l¢timii yapildi.

3.4.6 Protein Miktarinin Olciimii

Elde edilen total protein miktarinin 6l¢iimiinde BCA Protein Assay
kiti kullanildi. Kit protokoliine uygun olacak sekilde konsantrasyonlar1 25 pg ile
2000 pg arasinda degisen 7 adet Bovine Serum Albumin (BSA) diliisyonlar
olusturuldu. Kit igerisinde bulunan A ve B ¢ozeltileri 50:1 oraninda karistirilarak
elde edilen karigim standart protein diliisyonlarina eklendi ve 30 dk 37 °C’de
inkiibe edildi. Siire sonunda standartlarin konsantrasyonlar1 spektrofotometre
cihazinda 562 nm dalga boyunda 6l¢iilerek standart egri hazirlandi. Dokudan izole
edilen protein 6rnekleri de benzer sekilde hazirlandiktan sonra absorbans degerleri

oOl¢iillip olusturulan standart egri yardimiyla protein miktarlar1 belirlendi.
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3.4.7 Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Testis dokusundaki kaspaz-3 aktivitesi asagida yazili olan protokole goére

yapildi.

1- Herbir 6rnek 50 pl’de 200pug olacak sekilde seyreltildi.

2- Herbir 6rnege 50 pl reaksiyon tamponu ve son konsantrasyonu 10mM
olacak sekilde DTT eklendi.

3- Orneklere 4mM DEVD-pNA stogundan 5 pl eklenerek, karanlikta 37
°C’de 2 saat bekletildi.

4- Siire sonunda 405 nm’de spektrofotometrede Ol¢iim yapilarak absorbans

degerleri belirlendi.

3.5 Histopatolojik Degerlendirme

Ratlara ait testis dokulari, %10 luk formaldehitte 6 saatlik fiksasyonu
takiben rutin parafin doku takip isleminden gecirildi. Parafin bloklar 4 mikron
kalinliginda kesilerek, hematokilen-eozin (H&E) ile boyandi. Kesitler 151k
mikroskopik olarak, iskeminin derecelendirilmesi icin Cosentino ve
meslekdaslarinin kullandig1 4 dereceli sistem ile seminifer tubiillerindeki hiicre

zedelenmesi semi-kantitatif olarak degerlendirildi (77).
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Grade 1: Germ hiicrelerin normal dizilimi ile karakterli normal testis parankimi

Grade 2: Germ hiucrelerin diziliminde hafif derecede bozulma ve hiicrelerde

kohezyon kaybi ile karakterli testis parankimi

Grade 3: Germ hiicre nukleuslar1 piknotik ve biiziilmiis goriinlimde; hiicreler
seminifer tubiil limenlerine dokiilmiis, seminifer tubiil sinirlart belirginligini

kaybetmeye baglamis

Grade 4: Germ hiicrelerinde koagiilasyon nekrozu ile karakterli testis parankimi

3.6 istatistiksel Yontem

Testis dokularinda izlenen SCF ve c-Kit mRNA ifadelerine ait veriler
REST (2008) Real-time PCR istatistik programi kullanilarak karsilastirildi.
Gruplar arasindaki Kaspaz-3 aktiviteleri nonparametrik Mann-Whitney U testi
kullanilarak  karsilastirildi.  Veriler SigmaStat 3.5 istatistik programinda

degerlendirildi. Anlamlilik degeri p <0.05 olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Molekiiler Bulgular

SCF ve c-kit gen ifade degisimleri kantitatif olarak degerlendirildi.
Hedef genlerin ifade degisimlerini normalize etmek i¢in her bir 6rnegin, B-aktin

ifade diizeyi belirlendi.
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Grafik 1: Kontrol Grubu Ile Karsilastirildiginda SCF/c-kit mRNA Ifadesi

*: Istatistiksel olarak anlaml1 deger

Kontrol grubu (1.grup) ile varikoselektomi (spermatik arter
korumasiz)+ L-karnitin tedavisi alan (6.grup) karsilastirildiginda SCF mRNA
ifade diizeyinin 3.51 kat arttig1 (P=0.035) buna karsin c-kit mRNA ifadesinin ise

degismedigi (ifade degisim orani 1.01) belirlendi. (P=0.989) (Grafik 1)

Sham kontrol (2. Grup) ile spermatik ven ligasyonu (spermatik arter

korumasiz)+ L-karnitin tedvisi alan (6. grup) karsilastirildiginda SCF mRNA
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ifade diizeyinin 4.32 kat arttig1 (P=0.039) buna karsin c-kit mRNA ifadesinin ise

degismedigi (ifade degisim orani 1.05) bulundu. (P=0.926) (Grafik 1)
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Grafik 2: Varikosel Grubu Ile Karsilastirildiginda SCF/c-kit mRNA ifadesi

*: Istatistiksel olarak anlamli deger

Varikosel olusturulmus (3. Grup) ile spermatik ven ligasyonu (spermatik
arter korumasiz)+ L-karnitin tedavisi alan (6. grup) karsilastirildiginda SCF
MRNA ifadelenme diizeyinin 4.45 kat arttig1 (P=0.046) buna karsin c-kit mMRNA

ifadelenmesinin degismedigi bulundu. (P=0.735) (Grafik 2)
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Grafik 3: Gruplarin Sag ve Sol Testisleri Karsilastirildiginda SCF/c-kit
mRNA [fadesi

*: Istatistiksel olarak anlamli deger

Kontrol grubunda sol testis ile sag testis karsilagtirildiginda, sol
testisteki SCF mRNA miktarinda sag testise gore 2.04 kat, c-kit mRNA’sinin ise
1.29 kat arttigi belirlenmesine ragmen kontrolde go6zlenen bu ifade
degisikliklerinin istatistiksel a¢idan anlamli olmadigi belirlendi (P>0.05)

(Grafik 3)

Spermatik ven ligasyonu (spermatik arter korumasiz)+ L-karnitin tedavisi
alan (6. grup) gruba ait sol ve sag testis verileri karsilastirildiginda, sol testisteki

SCF mRNA ifade miktarinin sag testise gore yaklasik 2.2 kat arttigi (P=0.044)
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bulundu. (Grafik 3). Ancak, c-kit mMRNA ifadesinin degismedigi belirlendi.

(P=0.751) (Grafik 3)

Spermatik ven ligasyonu (spermatik arter korumali)+ L-Karnitin
tedavisi alan (7. grup) gruba ait sol ve sag testis verileri karsilastirildiginda, SCF
mRNA ifadesinin degigsmedigi gozlendi. Buna karsin c-Kit mRNA ifade
miktarinin yaklagik 1.87 kat artmasina ragmen istatistiksel olarak anlaml

olmadigi belirlendi (P=0.113) bulundu. (Grafik 3).
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Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3  Aktivite

Tablo 1: Calisma Gruplar
Karsilastirilmasi

Gruplar P Degeri
Grup 1 ve Grup 2 0.656
Grup 1ve Grup 3 0.276
Grup 1ve Grup 4 0.851
Grup 1ve Grup 5 0.433
Grup 1 ve Grup 6 0.549
Grup 1 ve Grup 7 0.977
Grup 3ve Grup 4 0.237
Grup 3ve Grup 5 0.118
Grup 3ve Grup 6 0.850
Grup 3 ve Grup 7 0.312
Grup 4 ve Grup 5 0.550
Grup 4 ve Grup 6 0.486
Grup 5 ve Grup 7 0.491
Grup6 ve Grup 7 0.576

Diizeyinin

Calisma gruplar1 arasinda kaspaz-3 aktivitesi agisindan fark gézlenmedi. (p>0.05)
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4.3 Histopatolojik bulgular

Yapilan histopatolojik incelemede testisler Cosentino skoruna gore

degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

(p>0.05)

Resim 1: Kontrol Grubundan (grup 1) bir Rat Testisinin Histopatolojik
Goriintiisi.

( Cosentino skor 1. Germ hiicrelerinin normal dizilimi ile karakterli normal testis )
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Resim 2: Spermatik Arter Korumasiz Varikoselektomi Grubundan (grup 4) bir
Rat Testisi Goriintiisii

( Cosentino skor 2. Germ hiicrelerin diziliminde hafif derecede bozulma ve
hiicrelerde kohezyon kaybi ile karakterli testis parankimi)

Resim 3: Varikosel Grubundan (grup 3) bir Rat Testisi Goriintiisii

( Cosentino skor 3. Germ hiicre nukleuslar1 piknotik ve biiziilmiis goriiniimde;
hiicreler seminifer tubiil liimenlerine dokiilmiis, seminifer tubil sinirlar
belirginligini kaybetmeye baslamas. )
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Resim 5: Spermatik Arter Korumali Varikoselektomi Grubundan (grup 5) bir Rat

Testisi Gortiniimii
( Cosentino skor 1. Germ hiicrelerinin normal dizilimi ile karakterli normal testis )



S.TARTISMA

Varikosel erkek subfertilitesinin en 6nemli diizeltilebilir patolojisi olarak
bilinmektedir. Glintimiizde varikosel tedavisinde radyolojik olarak uygulanan
perkiitan embolizasyon ve cerrahi girisimler olmak {izere iki yaklasim
bulunmaktadir. Tulloch’un (78) 1952 wyilinda bilateral varikoseli olan
azoospermik hastaya bilateral spermatik ven ligasyonu uygulamasimin ardindan
sperm sayisinin 27 milyona c¢ikmast ve gebelik olusmasi infertil hastalarin
tedavisinde bir doniim noktas1 olmustur. Bunu takiben spermatik ven ligasyonu
erkek infertilitesinde en sik uygulanan cerrahi yontem haline gelmistir. French ve
ark. (78) spermatik ven ligasyonunun uygun sekilde seg¢ilmis hasta grubunda
sadece efektif bir cerrahi segenek olmadigini ayn1 zamanda son derece kostefektif

bir tercih oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Testis; testikiiler, kremasterik ve vasal arterler olmak iizere 3 arteryel
sistem ile beslenmektedir. Aymi zamanda, inguinal bdlgede eski diisiincelerin
aksine tek arter olarak degil, hastadan hastaya degismekle beraber birden fazla
arter olarak bulunmaktadir (78). Hoops ve ark. (65) subinguinal
varikoselektomide %42 oraninda 2 arter, %33 oraninda 3 veya daha fazla arter
izole etmislerdir. Matsuda ve ark. (68) arter korumali ve korumasiz spermatik ven
ligasyonu uygulanmis 116 hastanin retrospektif verileri incelenmis. Postoperatif
gebelik oranlari; arter korumali varikoselektomi uygulanan hasta grubunda %37.8,
arter korumasiz hasta grubunda ise %?23.8 oraninda bulunmus ve bu farkin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmistiir. Yamamoto ve ark.(80) arter
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korumali ve korumasiz varikoselektomi  sonuclarmni  karsilastirdiklari
calismalarinda, gruplar arasinda postoperatif semen parametrelerindeki diizelme
ve postoperatif 1 yil icinda olusan gebelik oranlar1 agisindan istatistiksel anlamli
fark olmadigimi gostermislerdir. Huk ve ark. (81) yaptiklari ¢alismalarinda, arter
korumasiz varikoselektomi grubunda postoperatif semen parametrelerinde arter
korumal1 gruba goére daha iyi diizelmeler tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda, arter
korumal1 grupta gebelik oranlar1 degerlendirildiginde arter korumasiz gruba gore
sadece kii¢iik bir olumlu fark tespit etmislerdir. Yapilan c¢alismalarda, arter
korumasiz varikoselektomi uygulanan hasta gruplarinda testis atrofisi
gbzlenmemistir (81, 82). Arter korunmasi; daha dnce varsikoselektomi, inguinal
herni, orsiopeksi veya vazektomi gecirmis hasta grubunda, soliter testis veya
testikiiler hipotrofi durumlarinda 6nerilmektedir (83-85). Bizim ¢alismamizda da
arter korumali ve korumasiz tedavi gruplari arasinda istatistiksel anlaml1 farklilik

saptanmadi. (Grafik 1, 2, 3)

Ancak, varikoselektomi sonrast bazi hastalarda sperm parametrelerinde
diizelme saglanirken bazi hastalarda saglanamamaktadir. Ayn1 zamanda, fertilite
saglanamamas1 da varikoselde infertilite ve subfertiliteye neden olan
patofizyolojik etmenlerin tam olarak aydinlatilamamasina baglanabilir. Varikosel
patofizyolojisinde etkin rol oynayabilecek faktorler arasinda, testikiiler kan akimi,
testis-interstisyel sivi iligkisi, hipertermi, vendz basing, renal-adrenal refl,
hormonal disfonksiyon, otoimmiinite, akrozom reaksiyonu, oksidatif stres ve

apoptozis sayilabilir (12).

35



Ozellikle idiyopatik erkek infertilitesinin olusmasinda etkin genetik
faktorleri ortaya ¢ikarabilmek icin molekiiler ¢calismalar yapilmaktadir. Bu amagla
genellikle hayvan modelleri tercih edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda degisik
siniflarda otozomal genler, transkripsiyon faktorleri, 1s1 sok proteinleri, biiyiime
faktorleri ve bunlarin reseptorleri, steroid reseptorler ve DNA tamir enzim
sistemleri arastirilmistir  (86-90). Bu faktorlerden c-kit ve ligandi SCF
spermatogenezis kontroliinde ve olusumunda otozomal genlerin roliinii agikliga
kavusturmak amaciyla kullanilan anahtar diizenleyiciler olarak gosterilmektedir
(91). Bir tirozin kinaz reseptorii olan c-kit, PDGF alfa ve beta reseptorii ve koloni
uyarici faktor reseptorii ile ayni sinmiftandir (92, 93). C- kit 150 kDa agirhiginda
ligand1 olan SCF’nin baglandig1 extraselliiler, transmembran ve kinaz alani igeren
intraselliiler boliimler olmak iizere 3 kisimdan olusur. C-kit ligand1 ise SCF

serbest ve membrana bagli form olmak iizere 2 formda bulunur.

Mutasyona ugramig SCF ve c-kit’e sahip farede primordial germ hiicre
sayisinda belirgin diislis olmast SCF/c-kit yolaginin germ hiicre gelisiminde ¢ok
onemli rolii oldugunu disiindirmektedir (91). Embriyonal gonadda germ
hiicrelerinin migrasyonundan Once ve sonra c-kit tespit edilmistir (94). Bu
bulgularin 1s18iInda SCF/c-kit sisteminin primordial germ hiicrelerinin normal
migrasyon ve c¢ogalmasinda etkin olabilecegi diisliniilmiistiir ve caligmalara
baglanmigtir. Ayn1 zamanda primordial germ hiicrelerinin “’nurse hiicreler’’

olarak adlandirilan ve SCF iireten hiicrelerle beraber hiicre kiiltiiriine alindiginda
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veya ortamda membrana bagli SCF varliginda ¢ogalabildikleri goriilmiistiir (56,

95).

C-kit mRNA testiste spermatogonyum ve leydig hiicrelerindeki c-kit
reseptor proteinini kodlamaktadir (96, 54). C-kit gen iriinii SCF reseptorii en
yiiksek diizeylerine Tip A spermatogonyumlarda ulastigi ortaya konmustur (97,
57). SCF mRNA’s1 eriskin fare testisinde sertoli hiicreleri tarafindan
kodlanmaktadir ve FSH ve cAMP (siklik adenozin monofosfat) analoglar

tarafindan kodlanmasinin uyarilabildigi gosterilmistir (98).

Calismamizda deneysel varikosel modeli araciligiyla oksidatif stres
olusturulup, takiben arter korumali ve korumasiz spermatik ven ligasyonu
uygulanan ratlarda SCF ve c-kit mRNA ifade edilme diizeyleri incelenmistir.
Ayrica, 2 grup hayvana spermatik ven ligasyonuna ilaveten L-karnitin tedavisi

uygulandiktan sonra SCF/c-kit ifade diizeyleri de incelenmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda SCF ifade diizeyinde spermatik arter
korumasiz spermatik ven ligasyonu uygulanip ek L-karnitin tedavisi uygulanan
ratlarda (grup 6) 3.51 kat artis oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli
(p=0,035) oldugu gozlenmektedir. Kontrol grubu ile arter korumali spermatik ven
ligasyonu  uygulanan (grup 5) ratlar karsilastirildiginda 2.83 kat artis

bulunmustur. Ancak, istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.072).

Sham grubu ile karsilastirildiginda grup 6° da bulunan ratlarda SCF

mRNA ifadesinde 4.32 kat artis gézlemlenmektedir ve bu artis istatistiksel olarak
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anlamhidir (p=0,039). Grup 5 ile sham Kkarsilastirildiginda 3.03 kat; arter
korumasiz spermatik ven ligasyonu uygulanan gruptaki ratlar karsilastitildiginda
(grup 4) 2.32 kat; arter korumali spermatik ven ligasyonu uygulanan ve L-
karnitin tedavisi verilen (grup 7) gruptaki ratlar karsilastirildiginda 2.14 kat artis
saptanmigtir. Ancak, bu artiglar istatistiksel olarak anlamli degildir (sirasiyla;

p=0,075, p=0,238, p=0,278).

Varikosel grubu ile karsilastirildiginda grup 6 ‘daki ratlarda SCF ifade
diizeyinde 4,45 kat artis saptanmaktadir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir.
(p=0,046) Grup 5 ile varikosel grubu karsilagtirildiginda 3,59 kat artig
saptanmaktadir ve bu diizey istatistiksel olarak sinirda bulunmustur (p=0,059)
Grup 4 ve 7 varikosel grubu ile karsilagtirildiginda sirasiyla 2.45 ve 2.53 kat artig
saptanmaktadir. Ancak, saptanan fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
(swrasiyla; p=0,223, p=0,22) Yapilan tiim gruplar arasi degerlendirmelerde c-Kit
mRNA ifade diizeyleri karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamistir.

SCF diizeyindeki artisa tip 3 reseptor tirozin kinaz aile grubundan biri olan
c-kit proto-onkogenin ayni diizeyde artisla eslik etmemesi bize bu genin diger
tirozin kinaz yolaklarinda oldugu gibi baska reseptor veya reseptorler araciligiyla
fonksiyon gorebilecek olmasini; c-kit reseptoriinii kodlayan genlerde meydana
gelebilecek genetik ve epigenetik yeni diizenlemelerin ve bu reseptoriin plazma

membranina tasinmasinda meydana gelebilecek modifikasyonlarin varligini; SCF
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MRNA’simin  yikiminin  gecikmesinden kaynaklanabilecegini diistindiirmiistiir

(99).

Ayrica, hiicre membraninda reseptdr azlig1 nedeniyle ortamda bulunan
reseptoriine baglanmamis SCF’nin diger bir fonksiyonu olan anti - apoptotik

yolag1 calistirdig1 ve apoptozisi inhibe ettigini akla getirebilmektedir.

Apoptozis fizyolojik bir olaydir ve insanda normal spermatogenez
sirasinda oldugu gibi pek ¢ok organda diizenleyici role sahiptir. Kerr ve ark. (100)
tarafindan yapilan bir ¢calismada testiste devamli olarak apoptozis gergeklestigi ve
bu sayede germ hiicre say1 ve kalitesinin diizenlendigini bildirilmistir. Lin ve ark.
(101) yaptiklart ¢alismada idiopatik testikiiler yetmezligi olan infertil erkeklerin
testis biyopsilerini degerlendirmisler ve germ hiicre apoptozisinde artig
saptamiglardir. Varikosele bagli infertilitede artmis germ hiicre apoptozisinin
onemli bir role sahip oldugunu destekleyen bir diger ¢alismada ise Baccetti ve
ark. (102) varikoselli hastalarin ejekulat 6rnekleri degerlendirilmis ve apoptotik
sperm hiicre sayilar1 varikoseli olmayan erkeklere kiyasla yaklasik 100 kat daha
fazla bulunmustur. Yilmaz ve ark. (103) deneysel varikosel modelinde varikosel
olusumunu takip eden 14. giinde germ hiicrelerinde olusan apoptozisin kontrol
grubuna oranla 2 kat arttigmi ve 28. gilinde ise maksimuma ulastigini

gostermislerdir.

SCF/c-kit yolagmin gama 1simasi ve hiicre kiiltliriinde besi yerinin
azalmasina bagli apoptozisten hiicreleri korudugu goézlemlenmistir (53). SCF

lenfositlerde Bcl-2 ifadelenmesini artirarak apoptozisi engellemektedir (55). SCF’
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nin membrana bagh ve serbest form olmak iizere 2 formu vardir ve her iki
formunda apoptozisten koruma fonksiyonu vardir. Ancak, ¢oziiniir form sadece
kisa donem sag kalimda etkiliyken membrana bagli form germ hiicrelerinin uzun
donem sag kaliminda etkilidir (56). Yoshinaga ve arkadaslar1 SCF/ckit sisteminin
tip A spermatogonyumun farklilagsmasinda hiicre sag kalimini uyardigini 6ne

stirmiislerdir (57).

Calismamizda ‘Kaspaz 3’ yardimiyla germ hiicre apoptozisi ve
hemotoksilen eozin boyama ile Cosentino skoru degerlendirilmistir. Gruplar
kontrol grubu, varikosel grubu ve kendi aralarinda karsilastirilmislardir. Yapilan
istatistiksel degerlendirmeler sonunda Kaspaz 3 aktivitesi ve Cosentino skoru

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamugtir.

Literatiirde varikosele bagli olarak germ hiicre apoptozisinde artma
olmadigi aksine azalma oldugunu gosteren g¢alismalar da mevcuttur. Fujisawa ve
ark. (50) yaptiklar1 c¢aligmada, varikoseli bulunan subfertil erkeklerden alinan
testis biyopsi sonuglarini varikoseli olmayan kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda
varikoseli bulunan grupta germ hiicre apoptozisinin daha diisiik oldugunu ortaya
koymuslardir. Yapilan degerlendirmelerde, bu farkli bulgularin testis dokusunun
fiksasyonu i¢in fetal dana serumu yerine formaldehit kullanimindan
kaynaklandigin1 diistinmiislerdir. Bizim ¢alismamizda testis dokular1 formaldehit
solusyonu ile fiske edilmistir. Ayrica, apoptozis indeksi agisindan anlamli farklilik

gorilmemesinin  SCF’ nin antiapoptotik o6zelliginden kaynakli olabilecegi,
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kullanilan rat sayisinin farkliligi, spermatik ven ligasyonunun yapildigi zaman

araligi olabilecegini diistindiirmiistiir.

Giliniimiizde varikoselin patofizyolojisinde pek c¢ok etken sorumlu
tutulmaktadir. Genetik alaninda yasanan gelismeler esliginde varikoselin yarattigi
infertilitenin diger etkileri yaninda testislerde molekiiler seviyede de zararh
etkileri anlasilmaya baslanmistir. Bu gelismeler yeni ve etkin tedavi
modalitelerinin ortaya ¢ikarilmasina katkida bulunulacaktir. Spermatogenezde
onemli sinyal iletim yolagi olan SCF/c-kit sistemi infertilitenin molekiiler
temelinin agiklanmasinda onemli bir rol istlendigi 6ne siiriilmektedir. Bununla
beraber infertilite ile varikosel iligskisinin molekiiler temellerinin anlasilabilmesi
icin genis kapsamli ve uzun donem takip sonuclarina sahip c¢aligmalarin

yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6.SONUC

Bu c¢alismada deneysel olarak varikosel olusturulmus ratlarda arter
korumali ve korumasiz spermatik ven ligasyonu yapilmis, iki gruptaki ratlara ise
varikoselektomiye ek olarak L-karnitin tedavisi uygulanmigtir. Sonug olarak, Scf
mRNA ifade oranlarinda tedavi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yiikselme
saptanmistir. Cosentino skorlarinda saglanan iyilesme ise istatistiksel olarak

anlamli bulunmamastir.

Calismamiz bulgular1 esliginde varikosel tedavisinde spermatik ven
ligasyonunun etkinligi ortaya konmaktadir. Bununla beraber tedavi gruplarinda
gozlenen SCF gen ifade artis1 SCF/c-kit yolagimin infertilitedeki dnemini ortaya
koymaktadir. Bununla beraber infertilitenin molekiiler temelinin ortaya
konmasinda daha kapsamli calismalara ihtiyag duyulmaktadir. Infertilitenin
molekiiler temelinin aydinlatilmas: ile infertilite tedavisinde daha basarili

uygulamalar gergeklesebilecektir.
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7. OZET

Amag: Calismamizda, molekiiler diizeyde oksidatif stres olusturulduktan
sonra degisik cerrahi tekniklerle yapilan varikoselektominin ve L- karnitin
tedavisinin sperm hiicrelerinin farklilasma yolagindaki sinyal ifadelenmesi

lizerine olan etkilerini arastirmay1 amagladik.

Gerec ve Yontem: 250 — 300 gr agirliginda 42 adet wistar rat gelisigiizel
olarak her grupta 6 rat olacak sekilde 7 gruba ayrildi. 1. grup kontrol, 2. grup
sham, 3. grup varikosel grubu olarak belirlendi. 4. gruba arter korumasiz, 5. gruba
arter korumal1 varikoselektomi uygulandi. 6. ve 7. gruba varikoselektomiye ek

olarak 500 mg/kg/giin dozunda L-karnitin tedavisi uygulandi.

Bulgular: Kontrol, Sham ve varikosel gruplari ile 6. grup
karsilastirildiginda kok hiicre faktorii (SCF) mRNA ifade diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli sirastyla 3.51 kat (p= 0.035), 4.32 kat (p= 0.039) ve 4.45 kat arttig1
(p= 0.046) bulundu. Calisma gruplart arasinda kaspaz-3 aktivitesi agisindan fark
gozlenmedi (p >0.05). L- karnitin tedavisi eklendikten sonra SCF miktarinda

belirgin bir artis oldugu gézlemlendi.

Sonu¢: Varikoselektomi sonrasinda SCF miktarinda meydana gelen
anlaml artis SCF/c-kit yolaginin spermatogeneziste 6nemli bir sinyal yolagi
oldugunu gostermektedir. Infertiletenin molekiiler temellerinin anlasilabilmesi
icin genis kapsamli ve uzun donem takip sonuglarina sahip c¢alismalarin

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Varikosel, SCF/c-kit, L-karnitin
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8. SUMMARY

Objective: The aim of this study is to investigate the impact of various
surgical varicocelectomy techniques following the emergence of oxidative stres
on molecular level and that of L-carnitine treatment on the expression levels of

sperm cells in the signal pathways.

Material and Method: A total of 42 wistar rats each weighing about 250
— 300 gr were randomly divided into 7 groups each holding 6 rats. The first group
was the control group, the second was the sham group and the third was the
varicocele group. The fourth group underwent varicocelectomy without artery
preservation whereas the fifth group underwent varicocelectomy with artery
preservation. The sixth and seventh groups were treated with 500 mg/kg/day L-

carnitine in addition to varicocelectomy.

Results: When the control, sham and varicocele groups were compared
with Group 6, it was observed that the stem cell factor (SCF) mRNA expression
levels indicated statistically significant increases as 3.51 folds (p= 0.035), 4.32
folds (p= 0.039) and 4.45 folds (p= 0.046) respectively. No differences were
observed among the groups in terms of caspase-3 activity (p >0.05). A significant
increase was observed in the SCF mRNA expression level after treatment with L-

carnitine.

Conclusion: The significant rise in the SCF mRNA expression level
following the varicocelectomy points to the fact that the SCF/c-kit pathway is an
important signal pathway in spermatogenesis. However, for understanding
molecular fundamentals of infertility require comprehensive future studies and

long term follow-up results.

Keywords: Varicocele, SCF/c-kit, L-carnitine
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