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OZET

Varikoselin erkek tlireme sistemi iizerinde morfolojik ve islevsel bozukluklara neden
oldugu gosterilmistir. Anjiyogenez mevcut damarlardan yeni damar olusumunu ifade eder.
Varikoselin anjiyogenezi uyardigi gosterilmistir, ancak anjiyogenezin varikoseldeki etkisi
net degildir. Bu c¢alismada varikoselin sigan testisindeki histopatolojik ve izole vaz
deferens dokusundaki islevsel etkileri, anjiyogenezin varikoseldeki fonksiyonu ve
anjiyogenez inhibitorii olan spironolaktonun bu fonksiyonlari ne derecede etkiledigi

arastirilmistir.

Calismada kullanilan 24 adet erigskin Wistar albino sigan, deneysel sol varikosel (DSV),
varikosel ve spironolakton (V+S), sham ve kontrol gruplar1 olmak tizere 4 esit gruba
ayrildi. Varikosel sol renal venin parsiyel ligasyonuyla olusturuldu. V+S grubundaki
hayvanlara 20 mg/kg/giin dozunda spironolakton, DSV grubuna ise ayni dozda serum
fizyolojik orogastrik gavaj yoluyla verildi. Kirk bes giin sonra tiim hayvanlar sakrifiye
edildi. Sag ve sol testislerdeki morfoloji ve germ hiicre degisiklikleri hematoksilen - eozin;
anjiyogenez CD 31 immiinohistokimyasal boyamayla degerlendirildi. Izole organ
banyosunda sol vaz deferens dokusundaki kolinerjik, adrenerjik ve serotonerjik kasilma ve
gevseme yanitlari incelendi. Spironolaktonun biyokimyasl etkilerini gérmek i¢in bazal ve

islem sonrasindaki serum sodyum, potasyum ve total testosteron degerleri ¢aligild.

Sol testiste DSV ve V+S grubunda spermatogenezde bozulma belirgindi (sirasiyla, p< 0.05
ve p< 0.001), sag testiste ise gruplar arasinda fark yoktu. DSV grubunda mikrodamar
yogunlugu ve anjiyogenez diger gruplara gore daha fazlaydi. Spironolaktonun DSV
grubundaki adrenerjik ve 6zellikle de serotonerjik yanitlar1 degistirme egiliminde oldugu
izlendi. Higbir grupta asetilkoline anlamli yanit olusmadi. Bazal ve iglem sonrasindaki

sodyum ve total testosteron degerleri arasinda fark izlenmedi.

Bu bulgulara gore, varikoselde artan anjiyogenezin koruyucu etkisi vardir ve spironolakton
testiste anjiyogenezi inhibe ederek spermatogenezin daha da bozulmasina neden
olmaktadir. Anjiyogenez ve varikosel arasindaki iligkinin net olarak tanimlanabilmesi i¢in
daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: varikosel, spironolakton, anjiyogenez, anjiyogenez inhibitdrii,

deneysel



ABSTRACT

Varicocele causes morphological and functional dysfunction in male reproductive system.
Anjiogenesis is the formation of new vessels from an existing vasculature. It is shown that
varicocele promotes angiogenesis, however it is not clear how varicocele is effected by
angiogenesis. In this study, the morphological and functional effects of varicocele and
inhibition of anjiogenesis by spironolactone on the testicles and vas deferens were

examined.

Twenty-four adult Wistar albino rats were randomized into 4 groups as experimental left
varicocele (ELV); varicocele and spironolactone (V+S); sham and control. ELV was
performed by partial ligation of left renal vein. Spironolactone and sterile saline, 20
mg/kg/day, were administered by orogastric gavage to V+S and ELV groups, respectively.
After 45 days the rats were sacrified. In testes, morphological changes and angiogenesis
were checked by hematoxylene - eosine and CD 31 immunohistochemistry, respectively.
Cholinergic, adrenergic and serotoninergic tension and relaxation responses of vas
deferens were investigated. Basal and the post-procedure serum values of sodium,

potassium and total testosterone were measured.

Spermatogenesis in the left testes was disturbed in ELV and V+S groups (p< 0.05 and
p< 0.001, respectively). No such disturbance was observed in the right testes. Microvessel
density and angiogenesis were more clear in ELV group. Spironolactone seemed to have a
tendency to change adrenergic and especially the serotoninergic responses in the ELV
group. There were no cholinergic responses in the groups. Basal and the post-procedure

serum sodium and total testosterone values did not change.

The findings suggest that angiogenesis increases in varicocele. The inhibition of
angiogenesis by spironolactone in the rat testes has a negative effect on the
spermatogenesis. Studies with long term results are regired to explain the relationship

between varicocele and angiogenesis.

Key words: varicocele, spironolactone, angiogenesis, angiogenesis inhibitor, experimental
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KISALTMALAR
5-HT: 5- hidroksitriptamin (serotonin)
ABP: Androjen baglayici protein
ACh: Asetilkolin
ASA: Antisperm antikor
cm: Santimetre
°C: Derece Celcius (santigrad)
DIl 4: Delta benzeri ligand 4
DSO: Diinya Saglik Orgiitii
DSV: Deneysel sol varikosel
ELV: Experimental left varicocele
eNOS: Endothelial nitric oxide synthase (Endotelyal nitrik oksit sentaz)
FE: Fenilefrin
FGF-2: Fibroblast growth factor -2 (Fibroblast biiyiime faktorii- 2)
FGF-b: Fibroblast growth factor —beta (Fibroblast biiylime faktorii- beta)
FSH: Follikiil stimiile edici hormon
GnRH: Gonadotrophine releasing hormone (Gonadotropin saliverdirici hormon)
HE: Hematoksilen — eozin
HHT: Hipotalamus-hipofiz-testis
HIF-1a: Hypoxia inducible factor 1o (Hipoksi ile indiiklenen faktor 1a)
HSP: Heat shock protein (Is1 sok proteini)
ISE: lon selective electrode (Iyon selektif elektrot)
i.p.: Intraperitoneal
K: Potasyum
KET: Ketanserin
kg: Kilogram
LH: Luteinlestirici hormon
M: Molar
MDY : Mikrodamar yogunlugu
mg: Miligram
ml: Mililitre
mm: Milimetre

mmol: Milimol
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MMP: Matrix metalloproteinase (Matriks metalloproteinaz)
ng: Nanogram

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

PBS: Phosphate buffer saline

pO2: Parsiyel oksijen basinci

PZ: Prazosin

RIA: Radioimmune assay

SF: Serum fizyolojik (%0.9'luk sodyum kloriir ¢ozeltisi)
sn: Saniye

SOR: Serbest oksijen radikalleri

SPL.: Spironolakton

TT: Total testosteron

USG: Ultrasonografi

V+S: Varikosel+spironolakton

VEGF: Vascular endothelial growth factor (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii)

VEGFR-2: Vascular endothelial growth factor receptor-2
(Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii-2)

yy: Yiiz yil

pl: Mikrolitre
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1. GIRIS ve AMAC

Varikosel, testisleri drene eden pampiniform pleksusu olusturan spermatik venlerin elonge,
dilate ve tortuéz hal almasi ve vendz dolasimda ters akim (reflii) meydana gelmesi olarak
tanimlanir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 9,043 hastada yaptig1 ¢alismanin verilerine
gore varikosel insidansinin anormal semen parametrelerine sahip olan erkeklerde %25.4,
normal semen parametrelerine sahip erkeklerde ise %11.7 oldugu bildirilmistir (1).
Varikosellerin %80°den fazlas1 infertilite ile iliskili degildir (2). Buna ragmen primer
infertilite nedeniyle kliniklere bagvuran erkeklerde varikosel insidans1 %35-40 oranindadir

ve bu oran sekonder infertil olgularda %69-81’¢ kadar ulagsmaktadir (3, 4).

Erkek infertilitesinin etyopatogenezinde en sik rastlanan ve en kolay diizeltilebilir
nedenlerden biri olan varikosel klinik olarak %75-95 olguda solda gériiliir. Izole sag
varikosel insidans1 saglikli ve infertil erkeklerde oldukg¢a disiiktir (%2) ve siklikla
spermatik ven ya da vena kava ilizerindeki patolojik bir kompresyona sekonderdir. Bilateral
varikosel, infertil erkeklerde ozellikle Doppler ultrasonografinin  kullanilmaya

baslamasiyla %50’lere varan oranlarda saptanmaktadir (5).

Yiizyillar Once tanimlanmis olmasina ragmen varikoselin ne etiyolojisi, ne de
patofizyolojisi giiniimiizde net olarak anlasilamamistir. Varikosel nedenleri arasinda en ¢ok
kabul gormiis teoriler; sag ve sol testikiiller venler arasindaki anatomik farkliliklar,
kompetan vendz valvlerin yokluguna bagli olarak gelisen vendz kanin refliisii ve
findikkiran (nutcracker) fenomeni olarak da bilinen sol renal venin aorta ve superior
mezenterik arter arasinda kompresyonuna bagli olarak testikiiler venin kismi

obstriiksiyonudur (6).

Varikosel patofizyolojisinde savunulan hipotezler ise hipertermi, testis kan akimi
degisiklikleri, renal veya adrenal iirlinlerin refliisii, hormonal disfonksiyon, otoimmunite,
akrozom reaksiyon defekti, apoptozis ve oksidatif strestir (7-13). Bu hipotezlerin biiyiik bir
kism1 hayvan caligmalar1 sonrasinda elde edilen sonuglar {izerine kurulmustur. Testikiiler
vaskiiler yapmin insandakine benzemesinden ve damarsal yapilarinin fazla varyasyon

gostermemesinden dolay1r sicanlar bu c¢alismalarda en ¢ok tercih edilen deney



hayvanlaridir. Ayrica varikosel etkisinin insanlarda olusturulmasinin getirecegi etik

sorunlar da varikoselde hayvan deneylerinin gerekliligini artirmaktadir.

Gliniimiizde varikoselin tek tedavisi cerrahi olmakla beraber, her varikoselli olguda sperm
parametreleri bozulmamakta ve her olguda cerrahi onarim gerekmemektedir. Varikoselin
olugmasini engelleyecek ya da cerrahi tedavi yerine kullanilacak -se¢ilmis bazi olgulardaki

semptomatik tedavi disinda- medikal tedavi bulunmamaktadir.

Varikoselli her erkekte sperm parametrelerinde bozulma izlenmemektedir. Bunun nedeni
net olarak ortaya konamamistir. Ancak varikoselin testiste histopatolojik degisikliklere ve
vaz deferens gibi dokularda norotransmitter saliverilmesinde degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir (1, 14). Bu durum varikoselin sadece testiste degil, ayrica sperm transportu

ve matiirasyonu gibi fonksiyonlarda da bozulmalara neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Anjiyogenez, var olan damarlardan yeni damar olusumunu ifade eder. Menstruasyon ve
yara iyilesmesi gibi pek c¢ok fizyolojik olayda rol aldigi gibi, timor gelisimi ve
inflamasyon gibi patolojik durumlarda da kritik 6neme sahiptir (15). In vitro ¢alismalar
vaskiiler endotelyal biiylime faktéri (VEGF) niin anjiyogenezin kuvvetli bir uyaran

oldugunu gostermistir (16, 17).

VEGF, endotel hiicreleri iizerinde bulunan VEGF reseptorii-2 (VEGFR-2)’ye baglanarak
bir tirozin kinaz sinyal akisi baglatir ve bu olay endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve
nitrik oksit (NO) gibi, damar gecirgenligini degisik derecelerde diizenleyen faktorlerin
aciga ¢ikmasina, ¢ogalmasina, migrasyonuna ve nihayetinde yeni damar olusumuna neden

olur.

Varikoselde anjiyogenezin ve VEGF ekspresyonunun arttigr gosterilmistir ve bu durum
varikoselin testis dokusunda hipoksiyi artiric1 etkisine baglanmistir (18). Yine de
varikoselde anjiyogenezin rolii net degildir. Anjiyogenez toksik metabolitlerin testikiiler
dokuda dagilmasina neden oluyorsa, anjiyogenezin inhibisyonu ile sperm parametrelerinin
diizelmesi beklenir. Tam tersine, anjiyogenez hipoksiye karsi bir savunma mekanizmasi

olarak testisi koruyorsa bu inhibisyon sperm parametrelerini daha da bozacaktir.



Spironolakton (SPL), bir mineralokortikoid hormon olan aldosteronun kompetitif
antagonistidir. Potasyum tutucu diiiretik olarak oral yoldan kullanilabilen bir ilagtir. Son
yillarda, ditiretik etkisinden bagimsiz olarak SPL’nin anjiyogenezi inhibe ettigi ve bu

etkisinin VEGF tarafindan engellenemedigi gosterilmistir (19).

Varikosel, morfolojik ve islevsel bozukluklara neden olabilmektedir. Morfolojik etkileri en
cok testisler iizerinde olmaktadir. Ureme sistemi iizerindeki islevsel bozukluklari sperm
olgunlagsma veya iletim yollar1 iizerindeki etkilerine bagl olabilir. Vaz deferens kontraktil
yapisi olan bir organdir ve vaz deferenste adrenerjik cevaplarin kuvvetli oldugu
bilinmektedir. Izole vaz deferens dokusunda noroefektdr ve farmakoloji modelleri
kolaylikla ¢alisilabilir (20). Bu 6zelligi ile vaz deferens varikoselin islevsel 6zelliklerinin

gosterilebilmesi acisindan ideal bir organdir (21).

Bu ¢alismanin amaci varikoselin si¢an testisindeki histopatolojik ve izole vaz deferens
dokusundaki islevsel etkilerini, anjiyogenezin varikoseldeki fonksiyonunu ve anjiyogenez

inhibitdrii olan SPL’un bu fonksiyonlar1 ne derecede etkiledigini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihce

Milattan sonra 1’inci yiizyilda (yy) Yunanli bir hekim olan Cornelius Celcus (Sekil 2.1),
varikosel ve cerrahi tedavisini agiklayan ilk ayrintili raporu yayimlamistir (22). Celsus’a
gore varikosel skrotum cildinin damarlarinin zararsiz dilatasyonu ve kivrimlagmasini,
giintimiiz varikosel tabirine uyan cirsocele ise agr1 ve testiste atrofiye neden olan hastaligi
ifade etmekteydi. Celsus yalmizca varikosel ve testis atrofisi arasindaki iliskiyi ortaya
koymamis, ayrica varikoselin cerrahisini de tanimlamistir. Buna gore genislemis damar

izole ediliyor, baglaniyor ve rezeke ediliyordu.

Sekil 2.1: Aulus Cornelius Celsus.

On yedinci yy sonlarina dogru Dionis varikosel ve cirsocele’i ayr1 iki olgu olarak
tanimlamis, varikoseli skrotum ya da tunika dartostaki iiziim salkimi seklinde olan ve gozle

goriilebilen, cirsocele’i ise spermatik kordun solucan seklinde goriiniim almasina neden



olan ve palpasyonla tan1 konabilecek bir hastalik olarak nitelemistir. Yine de bu tabir

giintimiizdeki varikosel tanimin1 net olarak karsilamamaktadir.

Varikosel tarihgesinde belki de en trajik olay 1832 yilinda {inlii Fransiz cerrah J.
Delpech’in bilateral varikosel onarimi sonrasinda bilateral testis atrofisi gelisen bir hastasi
tarafindan oOldiirilmesidir (22). Bu olay cerrahlarin varikosel onariminda daha titiz, belki

de daha endiseli davranmalarina neden olmustur.

Ik kez Ingiliz cerrah T. B. Curling 1843’te cirsocele tanimimi devre dig1 birakarak
varikosel terimini “pampiniform pleksus i¢indeki testikiiler venlerin anormal dilatasyonu”
seklinde ifade etmistir. Boylece skrotum cildindeki damarlarin dilatasyonu tanimlama
disinda birakilmig ve varikosel giiniimiizdeki tanimma kavusmustur. Cooper, varikosel
cerrahisinde parsiyel skrotum eksizyonunu 6nermis, H. Hartmann, 1900l yillarin baginda
Cooper’in teknigini gelistirerek daha radikal bir cerrahi olan transvers skrotum
eksizyonunu kullanmistir. Bu yontemle hem venoz pakeler daha rahat eksize ediliyor, hem

de testislere dogal bir siispansiyon saglaniyordu (Sekil 2.2).

Sekil 2.2: Hartmann’in radikal skrotal eksizyon yontemi

Narath (1864-1924), varikosel cerrahisinde intrainguinal rezeksiyonu uygulamistir
(Sekil 2.3). Narath’dan sonra 1918°de O. lvanissevich ve H. Gregorini inguinal; 1942°de
Bernardi supravajinal; ve 1949°da da A. Palomo yiikksek ligasyon yoOntemini

tanimlamiglardir ve bu yontemler genis ¢apta kabul gormiistiir (23).



Sekil 2.3: Narath’in varikoselektomi yontemi

Tiirklerde ise varikosel, Osmanli Imparatorlugu déneminde yasamis olan Serefeddin
Sabuncuoglu tarafindan Cerrahiyettii’l Hayniye adli kitabinda “devali” olarak
adlandirilmig ve “Devali, testis damarlarinin biikiiliip iizim salkimina benzer sekilde
olmasi ve bu nedenle testisin asagiya dogru sarkmasidir” diye agiklanmistir (Sekil 2.4)
(24).

Sekil 2.4: Serefeddin Sabuncuoglu

Sabuncuoglu, giiniimiizdeki toksik metabolitlerin refliisii hipotezinden pek de farkl
olmayan bir ifadeyle hastaligin nedeninin kirli kan oldugunu belirtmistir. Varikoselektomi
icin yiiksek skrotal bir insizyon uygulamis, venleri tanimladiktan sonra vaz deferensten

ayirarak yogun olarak bulunduklar1 yerde izole etmistir. Kalin bir igne ve ipek iplikler



yardimiyla altindan ve iistiinden tamamen bagladiktan sonra venleri her iki ipin arasindan

kesmistir.

2.2 Anatomi

Erkek genital organlan testis, epididim, vaz (duktus) deferens, prostat, seminal vezikiil,

skrotum ve penisten olugsmaktadir (Sekil 2.5).

Ureter
Mesane

Seminal vezikiil

Vaz deferens Ejakiilasyon kanali

Epididim Prostat

Testis Glans penis

Sekil 2.5: Erkek tireme sistemi.

2.2.1 Testis

Spermatik kord tarafindan skrotum iginde asili tutulan her bir testis, ortalama 15-25
mililitre (ml) hacminde ve 4x3x2.5 santimetre (cm) boyutundadir. Distan i¢e dogru tunika

vajinalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza ile sarilidir.

Testisin ana arteri abdominal aortadan ¢ikan testikiiler arterdir. Hipogastrik arterin dallar1
olan deferensiyal ve kremasterik arterler de testis kanlanmasina katki saglarlar. Testikiiler

arterde farkli sayida dallanmalar olabilir.

Testisin vendz drenaji arteriyel sistemle benzerlik gdstermez. Kiiciik venlerin dokiildiigi

rete testis bolgesindeki venler deferensiyal venlerle birleserek plexus pampiniformis’i



olustururlar. Bu pleksus ve arterin kollateralleri arasinda yakin iliski vardir, bunun sicaklik
degisim mekanizmasinda etkili oldugu disiiniilmektedir (25). Sol testikiiler ven bdbrek alt
kutbuna yakin mesafede genellikle adrenal venin lateralinden sol renal vene dik ag1 ile
girmektedir. Sag testikiiler ven ikinci lomber vertebra seviyesinde renal venin altindan
vena kavanin anterolateral yiizeyine oblik olarak dokiiliir. Yaklasik %10 olguda sag

testikiiler ven sag renal vene dokiiliir (Sekil 2.6) (26).

Testisin lenfatik damarlar1 yiizeyel ve derin olmak iizere ikiye ayrilir. Yiizeyel lenfatikler
tunika vajinalisin altinda, derin lenfatikler ise parankim i¢inde ve epididimde seyreder. Bu
lenfatikler spermatik kord i¢inde seyreder ve aorta ¢evresindeki lenf nodlarina dokiiliirler.
Testis i¢inde lenfatik drenaj sadece intertiibiiler bolgeden olmaktadir. Seminifer tiibiiller

icinde lenfatik akim yoktur (27).

Sekil 2.6: Testikiiler arter ve venlerin anatomisi.

2.2.2 Epididim

Sperm iletilmesi, depolanmas1 ve matiirasyonunda rol oynayan epididim, testisin arka dis
tarafinda testis superiorundan inferioruna dogru uzanir. Ortalama uzunlugu 5-6 metre
kadardir; bas, govde ve kuyruk olmak tizere 3 boliime ayrilir (Sekil 2.7). Epididimin bas
kismu testisin iist kutup arka kismina sikica yapisiktir ve globus major olarak adlandirilir.
Govde kismina dogru cap artar ve daha sonra sabit kalarak vaz deferense kadar uzanir.

Kuyruk kismi ise globus minor olarak adlandirilir.
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Sekil 2.7. Epididimin anatomisi.

2.2.3 Vaz Deferens

Vaz deferens sperm iletim yolunda epididimden sonraki kismi1 olusturur. Anatomik olarak
epididimal, skrotal, inguinal, retroperitoneal kisim ve ampulla olarak 5 boliime ayrilir.
Ampulla, vaz deferensin en genis kismidir. Alt tarafinda daralarak seminal vezikiiliin
kanali olan ductus excretorius ile birlesir ve ductus ejaculatorius olarak prostatik iiretrada
veru montanum {iizerine agilir. Vaz deferensin temel gdrevleri spermatozoanin taginmas,

absorpsiyon ve sekresyondur.

2.2.4 Spermatik Kordon (Funiculus Spermaticus)

Spermatik kordon, inguinal kanal i¢ hizasindan baslar ve icerisinde vaz deferens, testikiiler
arter, deferensiyal arter, kremasterik arter, pleksus pampiniformis, genitofemoral sinirin
genital dali, sempatik ve parasempatik sinir lifleri, lenf damarlar1 ve prosesus vajinalisin

fibroz kalintist yer alir.



2.3 Testisin Histolojik Yapisi

Testisler sperm {iretimi yaninda hormonal salgilar (testosteron, inhibin, vb) da
tirettiklerinden bilesik, tiibiiler, halokrin, i¢ ve dig salg1 bezleridirler. Testisi digaridan saran
kapsiil tunica albuginea olarak adlandirilir. Bu yap1 testisin her bolgesinde devamlilik
gOstermez, st yiiziinde kesintiye ugrar ve bu bolge mediastinum testis ve epididimin
yerlestigi bolgedir. Mediastinum igerisinde testisi lobiillere ayiran interstisyum elemanlari
yer alir (Sekil 2.8). Bu lobiillerden her biri 1-4 adet seminifer tiibiil igermektedir. Seminifer
tiibiillerin agirhigr testis agirliginin %60-70’1 kadardir. Seminifer tibiiller peritiibiiler doku
vasitastyla interstisyel dokudan ayrilmistir ve damarsiz yapilardir. Seminifer tiibiil
icerisindeki germinal epitelin beslenmesi peritiibliler dokunun gecirgenligi oraninda
perflizyon yoluyla olmaktadir. Peritiibliler dokunun fibroz ve hyalin kalinlagmalar
gostermesi sonucu ara dokulardan tiibiil igerisine madde gegisi bozuldugunda germinal

hiicrelerin beslenmesi dolayisiyla da tireme fonksiyonlar1 bozulmaktadir.

Sekil 2.8: Testisin histolojik yapist.

Seminifer tiibiil icerisinde bir bazal membranla sinirlanmis ve bazalden liimene dogru
dizilmis bir sira epitel hiicresi bulunmaktadir. Germinal epitel olarak adlandirilan bu yap1
igcerisinde destek hiicreleri seklinde Sertoli hiicreleri ve farkli boliinme ve olgunlagma

stiregleri igerisindeki germinal (spermatogenik) hiicreler bulunur.
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Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiil igerisindeki somatik hiicrelerdir. Erigkin bir erkekte
seminifer tlibliliin enine kesitinde yaklagik 10 adet Sertoli hiicresi bulunur ve bunlarin
boliinme yetenekleri ¢ok sinirlidir. Bu hiicreler tiibiiller boyunca birbirleriyle siki baglanti
noktalar1 (gap junction) kurarak seminifer tiibiiliin germinal epitelini bazal kompartman ve
adluminal kompartman olarak iki boliime ayirirlar. Bazal kompartmanda spermatogonyum
ve preleptoten spermatositler, adluminal kompartmanda spermatositler ve spermatidler
bulunur (Sekil 2.9).

Sekil 2.9: Testisin germinal epiteli.
1.Bazal lamina
2.Spermatogonya
3.Spermatosit, primer
4.Spermatosit, sekonder
5.Spermatid
6.Matiir spermatid
7.Sertoli hiicresi
8.S1k1 baglanti

Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar kan-testis bariyerini olusturur. Mayoz
boliinmedeki germ hiicrelerinin beslenmesi Sertoli hiicreleri tarafindan saglanir. Bunun
yaninda Sertoli hiicrelerinin fagositoz, steroid biyosentezi, endokrin fonksiyon (inhibin ve
az miktarda androjen salgilanmasi, follikiil stimiile edici hormon (FSH) salgilanmasinin
kontrolii) ve germ hiicrelerinin liimene dogru pasif hareketlerinin saglanmasi gibi gorevleri

de vardir.

Germinal hiicreler spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve spermatozoonlardir. A tipi

spermatogonyumlar kok hiicreleri, B tipi spermatogonyumlar ise progenitor hiicreleri
11



icerirler. B tipi spermatogonyumlarin son mitotik bdliinmelerinden sonra primer
spermatositler olusur, bunlar da mayoz bdliinmeyle sekonder spermatositlere doniisiirler.
Sekonder spermatositler ikinci bir mayoz boliinme gegirerek spermatidleri olustururlar.
Spermatidler boliinmezler ancak bir seri degisikliklere ugrayarak spermatozoonlari
olustururlar. Sekonder spermatositten spermatozoona kadar olan evreye spermiyogenez,
ilkel spermatogonyumdan ileri derecede 6zellesmis spermatozoona kadar gecen siirece ise

spermatogenez denir ve bu siire insanlarda yaklasik olarak 64-73 giindiir.

Leydig hiicreleri interstisyumda yer alirlar, testosteronun iiretiminden ve salgilanmasindan
sorumludurlar (Sekil 2.10). Eriskin Leydig hiicrelerinin boliinme yetenegi yoktur. Bu
hiicreler testis hacminin %12’sini olusturur. Puberteyle birlikte hipofizden salinan
liteinlestirici hormon (LH), Leydig hiicresi iizerindeki reseptdrlerine baglanarak

testosteron salgilanmasini saglar (28).

Sekil 2.10: Leydig hiicresi (siyah oklar).

2.4 Hipotalamus-Hipofiz-Testis Aksi

Hipotalamus-hipofiz-testis (HHT) aksi, spermatogenez ve testisin endokrin fonksiyonu

(testosteron iiretimi, vb) acisindan dnemlidir.

Hipotalamus, beyin tabaninda bulunur ve hipofizin endokrin fonksiyonlarii diizenler.
Hipotalamustan salgilanan ve hipofiz fonksiyonlarini diizenleyen en 6nemli HHT aks1

hormonu, gonadotropin saliverdirici hormon (GnRH)’dur. GnRH salgilanmasi stres,
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egzersiz, diyet gibi ekzojen; opioidler, katekolaminler, prostaglandinler ve testikiiler

steroidler gibi endojen faktorler tarafindan regiile edilir.

Portal yolla hipotalamusa bagli olan hipofizden GnRH etkisiyle FSH ve LH’ nin sentez ve
salgilanmasi diizenlenir. FSH ve LH glikoprotein yapili hormonlardir ve alfa ve beta
zincirlerinden olusurlar. Alfa zinciri her iki hormonda da aym o6zellikleri tasirken, beta

zinciri fonksiyonel 6zelligi belirler.

FSH, Sertoli hiicreleri ve germinal epitele etki ederek seminifer tiibiil olusumunu ve
spermatogenezi kontrol eder. Buna ek olarak, testisin LH’a cevabmin artmasinda ve
androjen baglayict protein (ABP) sentezinde rol oynar. ABP, seminifer tiibiilde
testosteronu baglayarak intratestikiiler testosteron miktarinin plazmaya goére 20-50 Kat
fazla konsantrasyonda tutulmasini saglar. FSH testisten salgilanan aktivin hormonu ile

aktive, inhibin hormonu tarafindan inhibe edilmektedir.

Testosteron, LH etkisiyle Leydig hiicreleri tarafindan salgilanir ve %98 oraninda bagli, %2
oraninda serbest formdadir. Leydig hiicreleri, sentez edilen testosteronu 5- alfa rediiktaz
enzimi vasitasiyla periferik dokuda etkisini gostermesi i¢in gereken formu olan

dihidrotestosterona cevirir. Testosteronun inhibisyonu LH diizeyi tarafindan saglanir.

HHT aks: tarafindan kontrol edilen spermatozoa halen motilite ve fertilizasyon
kapasitesine sahip degildir. Bu olgunlasma epididim, vaz deferens ve seminal vezikiiller

tarafindan yiiriitiilen bir siirecin sonucunda saglanmaktadir (29, 30).

2.5 Varikosel Etiyolojisi

Varikosel pampiniform pleksusun patolojik dilatasyonudur. Varikosel erigkin erkek
poplilasyonunda %15 oraninda goriilirken, bu oran infertilite agisindan arastirilan
erkeklerde %40’lara, sekonder infertilite nedeniyle bagvuranlarda %70-80’lere ¢ikmaktadir
(4, 31, 32). Varikosel sadece eriskin erkeklerde goriilen bir hastalik degildir. Prevalans 2
ile 10 yas arasinda %0.92, 11 ile 19 yas arasinda %11’dir (33). Ayrica varikoseli olan

erkeklerin birinci derece akrabalarinda %53 oraninda varikosel saptanmaktadir (34).
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Varikoselin etiyolojisi giiniimiizde net olarak aciklanamamistir ancak kabul gérmiis olan 3

teori bulunmaktadir.

1. Sag ve sol testikiiler venler arasindaki anatomik farkliliklar: Sag testikiiler ven, vena
kavaya oblik olarak agilirken sol spermatik ven sol renal vene dik bir agiyla agilir (35). Sol
spermatik ven saga gore yaklasik olarak 8-10 cm kadar uzundur. Buna bagl olarak da
solda hidrostatik basing artar ve pampiniform pleksusa iletilen bu artmis basing venlerde

dilatasyon ve tortuoziteye neden olur (Bkz. Sekil 2.6).

2. Kompetan venoz valvierin olmayisi: Sol renal ven ve internal spermatik ven birlesim
bolgesinde valv bulunmadigi saptanmistir (36). Retrograt venografi ¢alismalarinda da bu
bulgular1 destekleyen sonuglar elde edilmistir (6). Kompetan vendz valvlerin olmayist
vendz kanin refliisiine neden olur (Sekil 2.11). Ancak yeterli valv sistemine sahip olan
hastalarda %?26.2 oraninda varikosel goriildiigiinden bu teori varikoselin etiyolojisini
ortaya koymakta yetersiz kalmaktadir. Bazi arastirmacilara gore varikosel gelisiminde
valvlerin yetersizligi altta yatan neden degil, varikosel gelisimine katkida bulunan bir
faktordir (6, 37). Baz1 c¢aligmalarda bazi kisilerde valvler olmadigr halde varikosel
gelismedigi de gosterilmistir (35).

: A

en duvan T

A

vankosel
olan vends
kapakgukdar

21\ \J s

kapakeid Vapamaz ve
gen akam
meydana
/\U gﬂ.ﬁ

NORMAL VENDE KAPAKCIK VARIKOSELDE GERI AKIM MEKANIZMASI
SisTEMI

Sekil 2.11: Varikoselde kapakg¢ik sistemine bagli olarak gelisen geri akim mekanizmas.

3. Sol renal venin, aorta ve siiperior mezenterik arter arasindaki kompresyonuna bagh
olarak geligen testikiiler venin parsiyel obstriiksiyonu (findikkiran fenomeni): Bu durum
sonucunda kollateral gelisimi, vendz basing artis1 ve staz olusur (Sekil 2.12) (38; 39). Iki
tip findikkiran fenomeni tanimlanmistir. Proksimal (klasik) tipte sol renal ven aortanin

anterioru ile superior mezenterik arter arasinda uzanir ve bu iki arter arasinda kompresyona
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ugrar. Distal tipte ise sol ana iliyak arterin sol ana iliyak vene basisi s6z konusudur.

Proksimal tip %0.7, distal tip ise %0.5 oraninda gortilmektedir (6).

B V. ;

Sekil 2.12: Sol varikoseli olan bir hastanin venogrami.
Verilen kontast maddenin dilate sol internal spermatik ven (beyaz oklar) ve adrenal vene
(kiigiik siyah ok) refliisii goriiliiyor. Sol renal ven (biiyiik siyah ok) aorta ve superior mezenterik
arter arasinda komprese olmus.
(Woo Sun Kim, et al. Hemodynamic investigation of the left renal vein in pediatric varicocele.
Radiology, 241(1):232, 2006 ’dan uyarlanmigtir).

2.6 Varikosel Patofizyolojisi
Varikoselin fertiliteyle olan iligskisi semen parametrelerinde (semen sayisi ve motilite)
bozulma, testikiiler voliimde ve Leydig hiicre fonksiyonlarinda azalma ile ilgilidir (1).

Sperm sayisindaki azalma varikosel boyutu ile dogru orantilidir.

Gilintimiizde varikosel patofizyolojisini agiklamaya ¢alisan hipotezler,
o Testikiiler kan akimi1 ve vendz basing degisiklikleri
o Oksidatif stres
e Hipertermi
e Intersitisyel s1v1 formasyonu ve nutrisyon degisiklikleri
e Renal ve/veya adrenal metabolitlerin refliisii
e Hormonal disfonksiyon
e Akrozom reaksiyon defekti
e Otoimmunite
e Apoptozis

olarak siralanabilir.
15



2.6.1 Testikiiler Kan Akimi ve Venoz Basing Degisiklikleri

Deney hayvanlarinda, tek tarafli varikoselin her iki testiste de kan akimini artirdigi ve
varikoselektomi sonrasinda testikiiler kan akiminin normale dondiigii gosterilmistir (8).
Baz1 calismalarda ise varikoselin testikiiler kan akimini azaltarak Sertoli hiicre
fonksiyonlarin1 bozdugu gosterilmistir (40). Insanlarda renkli Doppler ultrasonografi
(USG) ile yapilan ¢alismalarda da varikoselin testis kan akiminda anlamli degisiklikler
olusturdugu izlenmis ancak hipoperfiizyon ya da mikrosirkiilasyon bulgularinin “power

Doppler” USG kullanilarak desteklenmesi gerektigi bildirilmistir (41).

Testis icindeki vendz basing artisi ile varikoselin iliskisi gosterilmistir (42). Intratestikiiler
onkotik ve hidrostatik basing degisiklikleri sonucunda olusan vazokonstriksiyonun
beslenme iizerindeki olumsuz etkileri spermatogenezi bozabilir. Insanlarda yapilan
calismalarda varikoselin pampiniform pleksus i¢indeki basinci artirdigi ve varikoselektomi
sonrast vendz basing degerlerinde biiyllk oranda azalma oldugu saptanmistir (43).
Varikoselektomi sonrasi vendz basinglarin diizeldigi olgularda sperm parametreleri de

daha iyi bulunmustur (43).

2.6.2 Oksidatif Stres

Viicuttaki bir dizi metabolik olaylar sonucunda son yoriingelerinde eslenmemis elektron
bulunduran ve bu yiizden son derece reaktif 6zellik tagiyan bazi serbest radikaller agiga
cikmaktadir. Serbest oksijen radikalleri (SOR)’ni de igeren bu radikallerden baslicalari,

e Hidroksil radikalleri

e Hidrojen peroksit

e Hipoklorik asit

e Siiperoksit anyonlar

e Nitrik oksit

olarak sayilabilir.

Saglikli erkeklerde seminal plazma asir1 SOR iiretiminin etkilerini ortadan kaldiran
antioksidanlar icermektedir. Patolojik durumlarda bu dengenin bozulmasi sonucunda artan

SOR, sperm morfolojisini bozabilir, sperm motilitesinde azalmaya ve yetersiz sperm oosit
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birlesmesine neden olabilir, spermin yapisinda bulunan yaglarin peroksidasyonu
sonucunda defektif sperm fonksiyonu olusturabilir. Oksidatif stres erkek infertilitesinin

bir¢ok tipinde de su¢lanmaktadir (44).

Varikoselde semen analizlerinde saglikli erkeklere gore SOR’de artig, antioksidan
kapasitede ise saglikli gruplarla kiyaslandiginda azalma olmaktadir. Varikosel tedavisinin
seminal SOR seviyelerinde azalma ve antioksidan seviyelerinde artisa neden oldugu

bilinmektedir (12).

2.6.3 Hipertermi

Varikosele ikincil olarak gelisen testikiiler islev degisikligi acgisindan en yaygin kabul
gdéren mekanizma hipertermidir. Deneysel varikosel modellerinde testis kan akiminda ve
histolojisinde degisiklikler yaninda, testikiiler sicaklikta da artis oldugu gosterilmistir (7).
Bu degisiklikler tedaviyle normale donebilmektedir (8). Varikosel ve testikiiler sicaklik
artig1 arasindaki iligki tanimlandiktan sonraki ¢alismalar tek tarafli lezyonlarin bilateral
etkisi oldugunu gostermistir (45, 46). Asemptomatik varikoseli olan erkekler ve saglikli
erkekler arasinda skrotal sicaklik agisindan anlamli fark saptanmamistir (47). Deney
hayvanlarinda yapilan baz1 ¢alismalarda ise varikosel tedavisi sonrasi testikiiler sicakligin
normale dondigii gosterilmis ve bu saptama, insanlarda yapilan ¢alismalarla da

dogrulanmistir (48).

Skrotal sicakligi kontrol eden iki termoregiilator sistem vardir. Bunlardan ilki skrotumun
kendisidir. Bu bolgedeki ince ciltte subkiitan yag dokusu bulunmaz ve dartos kasi
tarafindan kontrol edilen yiizey alam degisken olarak kalir. ikinci sistem ise arteriyel ve
vendz kan arasindaki karsi akim (countercurrent) is1 sistemidir ve pampiniform pleksus
tarafindan saglanir (25). Bu sistemde arteriyel kan testise girerken sogutulur ve testis
sicakligr distiriiliir. Bu sistemin diizgiin ¢alismast i¢in vendz kanin sicakliginin testise
giren arteriyel kandan daha diisilk olmasi gerekmektedir (49). Varikosel iste bu

mekanizmay1 bozmaktadir.

Sicaklik artisi, metabolizma ve Sertoli hiicre fonksiyonunda degisiklige neden olur.

Sonugta apoptozis ve artmis arteriyovendz santlara bagli vendz degisiklige yol agar.
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Ayrica, DNA sentezinde gorevli olan enzimlerin aktivitesini veya testis i¢cinde besin veya

oksijen taginmasini azaltarak germ hiicreleri lizerine etki eder (49-51).

2.6.4 Interstisyel Stvi Formasyonu ve Nutrisyonel Degisiklikler

Varikosele bagli olarak internal spermatik vende olusan hidrostatik basing artisi, testikiiler
kapiller ve vaskiiler gecirgenligin degismesine yol agar. Gegirgenlikte meydana gelen bu
degisiklik interstisyel sivi olusumunda da degisiklige neden olarak testikiiler hiicreler ve
dolagim arasindaki etkilesimi bozar. Ciinkii testikiiler interstisyel siv1 testikiiler hiicreler ve
dolasim arasindaki endokrin etkilesimi ve hiicreler arasindaki parakrin metabolizmalari
diizenlemektedir. Bu sivinin olusumu ise testisteki kapiller kan akimi1 ve gecirgenligi

tarafindan diizenlenmektedir.

Varikoselde kan damarlarinda polimorfoniikleer hiicre birikimi oldugu saptanmistir ve
bunun vendz hidrostatik basing artisi ile gelisen vaskiiler gegirgenlige ikincil 6deme bagh

oldugu diistintilmektedir (52).

2.6.5 Renal ve/veya Adrenal Metabolitlerin Refliisii

Giiglii bir vazodilator olan adrenomedullinin ekspresyonu normalde adrenal, akciger,
bobrek, kalp ve endotelyal dokularda saptanirken testiste goriilmemektedir. Varikosel
onarimi yapilan hastalarin periferal ve spermatik kan ornekleri incelendiginde spermatik
vendeki adrenomedullin diizeylerinin anlamli derecede yiiksek oldugu izlenmistir (53).
Daha detayli ¢alismalara gereksinim olsa da adrenomedullinin karsi akim 1s1 sisteminin

bozulmasinda etkili oldugu diisiiniilmustiir.

Mevcut olan adrenal veya renal geri akim, varikoselli hastalarda bobrek ve adrenallerden
katekolaminler, prostaglandin E ve prostaglandin F gibi metabolitlerin refliisiine neden
olabilir (54, 55). Katekolamin refliisii i¢inde biiylik bir kesimi norepinefrinin olusturdugu
ve norepinefrin diizeyi yiiksek olan hastalarda yillik takip sonrasinda gebelik olusumunun
ve sperm parametrelerindeki diizelmenin daha diisiik oldugu izlenmistir. Bu geri akimin
diizeltilmesi sonucu olaym geri doniislii oldugu belirtilmistir (54). Varikoselli erkeklerde

renin, dehidroepiandosteron ve kortizol seviyelerinin arttigt gosterilememistir (56).
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Varikosel olusturulan sicanlarda yapilan bir ¢alismada varikoselle birlikte sol
stirrenalektomi uygulanmis ve intratestikiiler testosteron ve sperm motilitesi agisindan

sham grubuna gore anlamli fark bulunmamustir (9).

2.6.6 Hormonal Disfonksiyon

Varikoselin endokrin fonksiyon lizerine etkileri de arastirilmistir. Varikoselin genellikle

endokrin disfonksiyona yol agtigi ve steroidogenezi bozdugu goriilmiistiir (57-60).

Varikoselin serum testosteronu iizerine etkisine iliskin degisik sonuglar bildirilmistir. Bazi
calismalarda belirtilen diisiik degerlere karsin, bazi yayinlarda normal testosteron diizeyleri
belirtilmektedir (61-63). Varikosel modellerinde bilateral intratestikiiler testosteronun
azaldigy, ipsilateral arttig1 veya bilateral ve esit diizeyde azaldigi gosterilmistir (57, 64, 65).
GnRH uygulamas: artmis gonadotropin cevaplartyla sonuglanir, bunun Leydig hiicre ve
seminifer tiibiil disfonksiyonuna bagli olduguna inanilmaktadir (10). GnRH uyarimina asir1
yanit elde edilen olgularda oligospermi derecesinden bagimsiz olarak varikosel onarimi
sonrasinda semen parametrelerinde iyilesme goriilmektedir. Varikosel onarimi sonrasinda
GnRH uyarimima LH yanitinin normallestigi olgularda cerrahi sonras: fertilite ve gebelik

oranlar1 korelasyon gostermektedir (66).

Sertoli hiicre disfonksiyonu, artmis inhibin, transferin ve ABP seviyelerine karsilik azalmig
FSH diizeyiyle gosterilebilir. Buna en iyi kanit varikoseli olan erkeklerde FSH artis1 ve
testosteron azalmasidir. Bu erkeklerin biiyilk bir kismi1 varikoselektomiye yanit
vermektedir (60). Buna ragmen oligospermi ve normal hormon diizeylerine sahip bazi alt
gruplarda varikoselektomi herhangi bir iyilesme saglamamaktadir. Bu erkeklerin insidental
varikosele sahip oldugu ve infertilite sebebinin bagka faktorlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (10). Bu yilizden, normal hormon profiline sahip ciddi oligospermik
olgularda varikosel onarimi Oncesi infertilitenin diger nedenleri de goz Oniinde

bulundurulmalidir.

Sonug olarak varikosel, HHT aksini olumsuz olarak etkilemekte ve anormal Leydig hiicre

islevi olan olgular varikosel onarim1 sonrasinda yarar gérmemektedir (67).
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2.6.7 Akrozom Reaksiyonu

Zona reaksiyonu olusturulmus insan yumurtalarinda yapilan ¢alismada varikoseli olan
fertil grubun spermlerinin varikoseli olmayan infertil gruptaki erkeklere gore belirgin
olarak daha fazla ancak varikoseli olmayan fertil gruptaki erkeklere gore belirgin olarak
daha az baglandig1 gosterilmistir (68). Hamster zona baglanma reaksiyonu varikoselli
erkeklerde fertil ya da varikoseli olmayan infertil gruba gore daha diisiiktiir. Bu ¢alismalar
varikoselde sperm say1 ve morfolojisinden ¢ok, sperm fonksiyonundaki defektin daha agir

bastigini diigiindiirmiistiir (68, 69).

2.6.8 Otoimmiinite

Varikoseli olmayan diger infertil hasta popiilasyonuyla karsilastirildiginda varikoselli
infertil hasta grubunda antisperm antikorlar (ASA) daha fazla bulunmustur (11). Kan testis
bariyerinin bozuldugu testis torsiyonu, duktal tikanikliklar, epididimit, prostatit ve testis
travmast gibi durumlarda ASA olusmaktadir (70). Varikoselde olusan ASA’nin kan testis
bariyerini bozmadan nasil olustugu bilinmemektedir (71). Baz1 arastirmacilara gore ise
cerrahi onarim antikor diizeyini degistirmediginden veya cerrahiye yaniti dnceden
kestirmemizi saglamadigindan varikosele bagli infertilite immiinolojik bir komponente

bagliymis gibi durmamaktadir (72).

2.6.9 Apoptozis

Apoptozis ya da programl hiicre 6liimii, biitiin ¢ok hiicreli canlilarda organ boyutunun
sabit kalmasini saglamak icin durmadan yenilenen dokularda hiicre proliferasyonunun
kontroliinii tanimlamaktadir (73). Varikosel olgularinda testis dokusunda apoptozis
artmakta ve varikoselli erkeklerde apoptotik germ hiicre miktar1 %10’a kadar
yiikselmektedir. Bu oran saglikli erkeklerde %0.1°dir (74). Varikoselde apoptotik siirecte
sicaklik artis1, androjen yoksunlugu ve toksik metabolitler birliktelik gdstermektedir (75).
Varikoselli olgularda sicaklik artis1 evreye ve hiicreye 0zgiil olarak apoptozisi
artirmaktadir. Is1 etkili belirteglerden heat shock protein (HSP)’lerinin bulunmamasi
apoptozisi belirgin olarak azaltmakla beraber HSP’lerin varikosel patofizyolojisindeki rolii
heniiz bilinmemektedir (76, 77). Siganlarda hipofizektomi ve GnRH antagonistleriyle

apoptozisin indiiklendigi gosterilmistir (78). Toksik ajanlar igerisinde 2-metoksiasetik asit,
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nikotin, kadmiyum gibi ajanlarin sperm parametrelerini bozdugu belirtilmistir. Varikoselli
olgularda ortaya ¢ikan kadmiyum maruziyeti, androjen baskilanmasi ve 1s1 stresi gibi

durumlar apoptozisle sonuglanmaktadir.

Kadmiyum, ¢evrede ve sigara dumaninda bulunan bir gonadotoksindir ve varikosele bagl
spermatogenez bozuklugunda kilit rol oynadigi diisiiniilmektedir. Hayvan calismalar
kadmiyumun apoptozisi indiikledigini gostermistir (79). Varikoselde artmis olan testikiiler
kan akimi, artmis hidrostatik basing ve vaskiiler endotel hasarinin da etkisiyle kadmiyumun
testis icerisinde tasinmasina neden olabilir (80). Varikoselli erkeklerde yiiksek olan
seminal kadmiyum diizeyleri serum kadmiyum diizeyi ile korelasyon gostermemektedir
(13). Spermatogenezde azalma saptanan varikoselli erkeklerin testikiiler kadmiyum
diizeyleri obstriiktif azospermili veya spermatogenezi normal olan varikoselli erkeklere

gore de belirgin olarak daha yiiksektir (80).

2.7 Varikoseldeki Histolojik Degisiklikler

Testikiiler dokuda varikosele 0zgli patognomonik histolojik veya mayotik degisiklik
yoktur. Baslica histolojik degisiklikler matzirasyon arresti, Leydig hiicre hiperplazisi,
seminifer tiiblil basina diisen Sertoli hiicre sayisinda azalma, germinal epitelyumda
dokiilme, seminifer tiibiill bazal membraninda kalinlagsma, vaskiiler intimal fibrozis ve
vaskiiler tunika mediada kollajen artisidir. Buna karsin Sertoli-Sertoli hiicre baglantilar1 ve

bazal kompartman genelde korunmustur (81).

2.8 Varikosel Tanis1

Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gdre varikosel tanisi klinik muayene ile konur ve renkli
Doppler USG ile dogrulanir. Tedavide antegrat veya retrograt embolizasyonun uygulandigi

yerlerde tan1 spermatik venografiyle de konabilmektedir.

2.8.1 Fizik Muayene

Varikoselin tanis1 fizik muayene ile konmaktadir. Hasta ayakta ve yatar pozisyonda

muayene edilmelidir. Karakteristik fizik muayene bulgular testisin iizerinde kalinlagmis
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venler ve -cogunlukla solda olacak sekilde- ayni tarafta testis atrofisidir. Bu dilate venler
fizik muayenede palpe edilebilirse “klinik”, fizik muayenede saptanamayip yalnizca tani
yontemleriyle belirlenebiliyorsa “subklinik” varikoselden bahsedilir. Her ne kadar izole
sag varikoseller situs inversus olgularinda goriilebilirse de, sadece sag tarafta yer alan
varikosellerin renal tiimoérler, retroperitoneal kitle veya lenfadenopatinin bir habercisi
oldugu distinilmektedir. Klasik olarak varikosel, Dubin tarafindan tanimlanan sekilde
derecelendirilmektedir (82):

e Grade 1— kiiciik, sadece Valsalva manevrasiyla palpe edilen varikosel.

e Grade 2— orta dereceli, hasta ayaktayken palpe edilebilen varikosel.

e Grade 3 — genis, skrotum cildinden de goriilebilen varikosel (Sekil 2.13).

Sekil 2.13: Solda grade 3 varikosel.

Ayakta muayene yapildiktan sonra yatar pozisyonda muayeneye devam edilmelidir. Hasta
yattiginda venlerde kiigiilme ve spermatik kordda incelme saptaniyorsa varikoselden
stiphelenilmelidir. Hasta ayaktayken saptanan kordon kalinlagmasi yatar pozisyonda da
devam ediyorsa kordon lipomu, trombiis veya tiimor gibi nedenlere bagli olusabilen vena

kavadaki bir obstriiksiyon agisindan inceleme gerekebilir.
Kisi yatar pozisyondayken spermatik korda bagparmak ve isaret parmagi arasinda baski

uygulanarak hasta ayaga kaldirilir. Ayaktayken bu baski birakildiginda venlerde retrograt

dolumun hissedilmesi varikosel lehine bir bulgudur.
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Tek basina testis voliimiinde azalma varikosel tanisini ortaya koymak i¢in yeterli degildir.
Buna ragmen, spermatogenezin bozuldugu varikoselli olgularda testis voliimiinde azalma
meydana gelebilir. Yiiksek dereceli varikosel olgularinda testis boyutundaki kii¢iilmenin ve

total motil sperm sayisinda azalmanin daha fazla oldugu gosterilmistir (83).

Varikosel tanisinda en biiyiik kisitlilik tan1 ve derecelendirmede klinisyenler arasinda farkli
sonuglarin elde edilmesidir. Fizik muayene ve goriintiileme yontemleri karsilastirildiginda,
fizik muayene ile varikosel tani1 ve derecelendirilmesinde %23-26 oraninda yanlis pozitiflik
saptanmis ve fizik muayenenin varikosel tanisindaki duyarliliginin %71, 6zgilligiiniin ise

%69 oldugu belirtilmistir (84-86).

2.8.2 Skrotal Ultrasonografi

Skrotal USG, varikosel tanisi i¢in en sik bagvurulan goriintilleme yontemidir. Bu yontemle
venlerin ¢ap1 ve reflii tespit edilebilir. Ancak, varikosel tanisi i¢in standart ven capi
hakkinda bir goriis birligi yoktur. Venografiyi altin standart olarak kabul ettigimizde,
varikosel tanisi i¢in ven ¢apimin 2.7 milimetre (mm) ve klinik varikosel i¢in ven g¢apinin
3.6 mm olmas1 durumunda varikosel tanisinin 6zgiilliigliniin ve duyarliliginin en yiiksek
oldugu gosterilmistir (87). Bunun yaninda, ven ¢apinin 2 mm oldugu olgularda, skrotal
ultrasonografide 3 veya daha fazla ven varliginda ve bu venlerden en az birinin 3 mm’den
daha genis oldugu durumlarda veya dinlenme aninda oOlgiilen ven g¢apinin Valsalva
manevrast sirasinda 1 mm artmasi halinde subklinik varikosel tanisinin kondugu

belirtilmektedir (88-90).

Goriintiileme yontemlerinin daha ¢ok varikosel muayenesinin zor oldugu sisman,
spermatik kordu kisa, hiperaktif kremasterik refleksi olan, testis hassasiyeti nedeniyle
testislerini rahat muayene ettiremeyen ve gegirilmis ameliyatlara bagli skatris dokusu fazla

olan olgularda kullanilmasi 6nerilmektedir.

2.8.3 Renkli Doppler Ultrasonografi

Renkli Doppler USG ile damarlardaki kan akimi, akimin yonii ve miktar belirlenebilir. Bu
yontemle, Valsalva sirasinda spermatik venlerdeki reflii goriintiilenebilir, ancak klinik

varikoseli olmayan olgularda da spermatik venlerde Valsalva ile reflii izlenmektedir (91).
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Bu yiizden varikosel tanisi koymada fizyolojik durumlar (normal solunum ve derin

solunum) sirasinda reflii olmast anlamlidir.

2.9 Varikoselde Tedavi Endikasyonlari

Varikosel tedavisindeki birincil amag testikiiler fonksiyonu ve semen parametrelerini
diizeltmek ve gebelik oranlarini artirmaktir. Bu amagla varikosel onarimi planlanmadan
once asagidaki sartlarin tiimii saglanmalidir:

1. Varikosel fizik muayenede saptanmalidir,

2. Infertilite olmalidir,

3. Erkegin esi fertil veya tedavi edilebilir fertilite potansiyeline sahip olmalidir,

4. Erkek anormal semen parametrelerine veya anormal sperm fonksiyon testlerine

sahip olmalidir.

Yukaridaki sartlart saglayan her olguda varikoselektomi sonrasi diizelme beklendigi gibi
olmamaktadir. Arastirmalar bazi hastalarin varikosel onarimindan daha fazla yarar

gordiigiinii gostermistir. Bu hastalarin 6zellikleri Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1: Varikosel tedavisinden daha ¢ok fayda gorebilecek hastalarin 6zellikleri.

e Grade 3 varikosel

e Testikiiler atrofinin olmamasi

e Normal FSH diizeyi

e Pozitif GnRH stimiilasyon testi

e 5 milyon ve lizerinde total motil sperm sayisi

e 9%60’1n Uizerinde motilite

Azospermisi olan varikoselli olgularda varikosel onarimi Oncesinde testis biyopsisi
yapilmasi onerilmektedir. Biyopsi sonucunda Sertoli cell only paterni veya matiirasyon
arresti saptanan olgular cerrahi onarimdan fayda gormemektedir. Total motil sperm

sayisinin 1 milyonun altinda oldugu olgularda tedavi sonrasi semen parametrelerinde
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%70-85 oraninda diizelme ve %38 oraninda gebelik saglanmaktadir. Bu gebeliklerin

%20’s1 spontan gebeliktir (92).

FSH seviyesinin 300 ng/ml veya 117 mlU/ml’den daha diisiik olmasi iyi prognostik
faktordiir. FSH seviyeleri yiiksek ve sperm sayisinin 10 milyonun altinda oldugu olgularda

prognoz kotiidiir (92).

Genetik bozukluklara (Y kromozomu mikrodelesyonlar1 veya karyotip bozuklugu) sahip
varikoselli olgularda onarim sonrasi semen parametrelerinde diizelme veya gebelik
oraninda artis olmamaktadir (93). Semen parametrelerinde ciddi bozukluk olan olgularin
preoperatif genetik testler acisindan degerlendirilmesi uygun olacaktir. Bununla beraber,

genetik infertilite mevcutsa bu durum cerrahiyle diizelmeyecektir.

Subklinik varikosel olgularinda cerrahi tedavi sonrasinda semen parametrelerinde hafif
diizelme saglansa da bu durum gebelik oranlarina ¢ok yansimamaktadir (94). Bu nedenle

subklinik varikosel olgularinda cerrahi tedavi tartismalidir.

Varikoselin en belirgin semptomlar1 skrotal agri ve rahatsizlik hissidir. Bu bulgular
varikoselli erkeklerin  %2-10’unda gozlenir. Bu sikayetlerle bagvuran ve semen
parametreleri bozuk olmayan erkeklerde cerrahi onarim Oncesinde semptomatik tedavi
secenekleri (skrotal elevasyon, antienflamatuar ve analjezik ajanlar) denenmeli, bu
tedavilere ragmen sikayetlerde diizelme olmazsa varikosel onarimi diisiiniilmelidir. Skrotal
agrinin ayiricl tanisinin yapilmasi cerrahiye karar vermek ve cerrahi basarisi agisindan

Onem tagimaktadir.

2.10 Varikosel Tedavisi

Varikosel tedavisi baslica cerrahi ve perkiitan embolizasyon olmak iizere iki sekilde

olmaktadir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2: Varikoselde tedavi segenekleri.

e Cerrahi
— Retroperitoneal
— Inguinal
— Subinguinal
— Skrotal
— Laparoskopik

e Perkiitan embolizasyon

Retroperitoneal cerrahide arter korunmaz ve niiks orani yiiksektir. Buna ragmen yontem
basit ve hizlidir. Internal ve eksternal spermatik ven dallarmin baglanmasi; spermatik arter,
lenfatik damarlar, spermatik kordon ve vaz deferensin korunmasi varikosel cerrahisinin
temelini olusturmaktadir. Bu amaca en iyi hizmet eden yontem inguinal veya subinguinal
varikoselektomidir. Mikroskobik inguinal ve subinguinal varikoselektomilerde postoperatif
donemde niiks, hidrosel olusumu ve testis atrofisi daha az izlenmektedir. Bunun sebebi,
spermatik kord igindeki lenfatik, arteriyel ve vendz yapilarin mikroskop yardimiyla net
olarak tanimlanmasi ve korumanin yapilabilmesidir. Laparoskopik yontemler maliyeti
fazla ve morbiditesi yiiksek girisimlerdir. Intraabdominal majér damar ya da intestinal

yaralanmalara bagli laparotomi gerekebilir.

Perkiitan embolizasyonda internal spermatik vene radyolojik olarak balon ya da coil ile
okliizyon yapilabildigi gibi skleroterapi de uygulanabilir. Bu islem cerrahiye gore daha az
agriya neden olur ve postoperatif donemde daha erken iyilesme saglar. Ancak, deneyim
gerektirmesi ve tedaviyi uygulayan radyolog veya iirologun tecriibesine bagli olarak basari
oranlarinin degismesi tedaviyi kisitlayici faktorlerdendir. Radyasyona ve kontrast maddeye
maruz kalma nedeniyle ¢ogunlukla cerrahi tedavi sonrasi niikslerde alternatif bir tedavi

olarak diisiiniilmektedir.

Hidrosel olusumu mikroskop kullanilmayan cerrahi olgularda %3-33 oraninda izlenir ve
varikoselektominin en sik rastlanan komplikasyonudur. Hidrosel olusmasiin nedeni
lenfatiklerin  baglanmasi  sonucu lenfatik dolasimin  bozulmasidir. Mikroskobik

varikoselektomilerde hidrosel olusumu oldukca azdir.
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Cerrahi sonrast niiks oranlar literatiirde birbirinden farklidir. Genel olarak rekiirrens
kollateral venlere baglidir ve %1-45 oraninda gozlenir. Mikroskobik varikoselektomide bu
oran %1 veya daha altindadir. Cerrahi sirasinda testikiiler arterin baglanmasi ya da zarar

gormesi durumunda testis atrofisi gelisebilir.

Perkiitan embolizasyonda komplikasyon orani %6 civarindadir. Baslica komplikasyonlar
vaskiiler perforasyon, coil veya balon migrasyonu, pampiniform pleksusun trombozu ve

kontrast allerjisidir.

2.11 Adolesan Varikosel: Tan1 ve Tedavi

Adolesan varikoselin tanisinda altin standart fizik muayenedir, rutin olarak her olguda
Doppler USG 6nerilmemektedir. leri derecede sol varikoseli olan ve semen
parametrelerinde bozukluk saptanan olgularda bilateral varikosel varligini ortaya koymasi

acisindan Doppler USG yardimei olabilir.

Adolesan varikoselde tedavi endikasyonlar1 Tablo 2.3’te goriilmektedir.

Tablo 2.3. Cocukluk ¢ag1 ve addlesan varikoselde tedavi endikasyonlari.

Kesin endikasyonlar

e FEtkilenen testiste 2 ml veya %10’dan fazla voliim kaybi
Goreceli endikasyonlar

e Testis kivaminda yumusama

e Sperm parametrelerinde bozulma

o Bilateral palpe edilebilir varikosel olmasi

e Semptomatik (ileri derecede) varikosel

e GnRH uyarimina agirt FSH ve LH yanit

Adolesan varikosellerin tedavisi sonrasinda testis boyutlarinda diizelme saglanmaktadir
(95). Bu ylizden testis volliimlerinin olgiilmesi tedaviye karar vermek kadar cerrahi
sonrasinda kontroller agisindan da Onemlidir. Testis voliimii igin orkidometrelerin

kullanilmasi yeterlidir.
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Genelde asemptomatik seyretmesine ragmen adolesan varikosel olgularinda skrotal agri,
etkilenen testiste yumusama, testis gelisiminde bozulma ve voliim kayb1 izlenebilir (96).
Bu olgularda spermatogenezdeki bozulmaya bagl olarak FSH degeri artabilir, testosteron
degeri diisebilir.

Bu olgularin tedavisindeki giincel yaklasim mikroskobik inguinal veya subinguinal
yaklagimlardir. Bu yontemde eksternal spermatik (kremasterik) ven ve gubernakiiler ven
de baglanabildiginden niiks oranmi1 oldukca diisiiktiir. Ayrica testikiiler arter ve lenfatik
damarlar da korundugundan testis atrofisi ve hidrosel gelisimi daha az olmaktadir.
Preoperatif testis atrofisi bulunan 14 yas alt1 olgularda cerrahi sonrasinda testis atrofisi
diizelebilirken, 14 yas usti olgularda testis kivamindaki artisa ragmen atrofi

diizelmemektedir (97).

2.12  Anjiyogenez

Anjiyogenez daha onceden var olan kan damarlarindan yeni damar olusumunu igeren
fizyolojik bir durumdur. Tartisilan noktalar1 olsa da vaskiilogenez spontan yeni
damarlanmayi, filizlenme ise var olan damar tomurcuklarindan yeni damar olusumunu
ifade eder. Ornegin endotelyal hiicrelerin tek tabakast, kapiller olusturmak i¢in dallanmaya

baslamissa bu anjiyogenezdir.

Anjiyogenez bilylime, gelisme ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik olaylarda rol oynadigi
gibi, timorlerin sessiz durumdan daha invazif bir hale gegmesine de neden olabilir.
Timortin malign karakter kazanmasinin temel basamaklarindan biri de tiimoriin

anjiyogenik 6zelliklerinin artmasidir.

2.12.1 Anjiyogenezin Tipleri

Filizlenme anjiyogenezin ilk tanimlanan tipidir. Iyi bilinen asamalar sonrasinda
olusmaktadir. ilk dnce anjiyogenik biiyiime faktorleri denen biyolojik sinyaller mevcut
damarlarda bulunan endotelyal hiicreler lizerindeki reseptorleri aktive ederler. Aktive olan
endotelyal hiicreler proteazlar denen enzimleri salgilayarak endotelyal hiicrelerin ana
damar duvarindan digar1 kagmasini saglarlar. Daha sonra endotelyal hiicreler ¢evreleyici

bir matrikse c¢ogalirlar ve komsu damarlara tutunan tomurcuklar olustururlar. Bu
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tomurcuklar anjiyogenik uyaranin kaynagina dogru uzandiginda endotelyal hiicreler
integrinler denen ve hiicre yiizeyine tutunmalarini saglayan molekiillerin yardimiyla art
arda go¢ etmeye baglarlar. Anjiyogenez bolgesine ulasan bu tomurcuklar daha sonra damar

liimeni olusturacak sekilde biikiilmeler gosterirler (98).

Ayrilma (splitting) ile olusan anjiyogenez ilk olarak neonatal siganlar iizerinde
gosterilmistir. Bu tip damar olusumunda, kapiller duvar1 liimene dogru uzanarak tek bir
damardan iki damar olusmasmi saglanir. Ilk once karsilikli iki kapiller duvari bir temas
bolgesi olustururlar. Daha sonra endotelyal hiicre birlesimleri yeniden organize olur ve
damar tabakasi delinerek biliylime faktorlerinin ve hiicrelerin liimen igine niifuz etmesine
olanak saglanir. Ugiincii asamada iki yeni damarin temas bdlgelerinin arasinda bir ¢ekirdek
olusur ve perisit ve miyofibroblastlarla dolar. Bu hiicreler ¢ekirdek igerisini kollajen
lifleriyle sivayarak damar liimenin biiyiimesini saglayan ekstraseliiler matriks olusumunu
saglarlar. Sonucta, ¢ekirdek herhangi bir degisiklige ugramadan temel yapiya doniis
gosterir. Bu form, var olan hiicrelerin yeniden organizasyonu olmasi agisindan énemlidir.
Boylece endotelyal hiicrelerin sayisinda artma olmaksizin yeni kapillerlerin sayisinda
artma saglanir. Bu, 6zellikle genis mikrodamar agi olusturmak igin gereken hiicre sayisinin

yetersiz oldugu embriyonik gelisme doneminde 6nemli olan bir anjiyogenez formudur.

2.12.2 Anjiyogenik Biiyiime Faktorleri

Anjiyogenezi uyaran biiyiime faktorleri Tablo 2.4’te goriilmektedir.
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Tablo 2.4. Anjiyogenezi uyaran biiylime faktorleri.

Anjiyogenin

Anjiyopoetin-1

Fibroblast bityiime faktorii: asidik (aFGF) ve bazik (bFGF)
Follistatin

Graniilosit koloni- uyarici faktor

Hepatosit biiylime faktorii

Interlokin-8

Leptin

Plasental biiytime faktorii

Pleiotrofin

Progranulin

Proliferin

Transforme edici biiyiime faktorii-alfa

Transforme edici biiylime faktorii -beta
Trombosit-kaynakl endotelyal hiicre biiyiime faktorii
Trombosit -kaynakli bitylime faktorii-BB

Tiimor nekroz faktorii-alfa

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii/vaskiiler permeabilite faktorii

VEGF, anjiyogenezin en 6nemli uyaranlarindan biridir ve belirli bir bolgede kapillerlerin
artmasini saglamaktadir. In vitro ¢alismalarda VEGF ve fibroblast biiylime faktorii beta
(FGFb)’nin uyarilmasma bagl olarak sigir kapiller endotelyal hiicrelerinin ¢ogaldigi,
tiibiiler olusumlar gosterdigi ve VEGF’e iliskin sonuglarin daha belirgin oldugu
bildirilmistir (99). Benzer ¢alismalarda VEGF’in anjiyogenezin gii¢lii bir uyarant oldugu,
clinkii bu biiyiime faktoriiniin varliginda endotelyal hiicrelerin ¢ogaldigi, migrasyon
gosterdigi ve nihayetinde kapillerlere benzeyen tiibiiler yapilar olusturdugu gosterilmistir
(100). VEGF uyariminin, egzersiz ve yara iyilesmesi gibi durumlarda fizyolojik veya

tedavi edici etkisi oldugu da diisiiniilmektedir (101).

VEGF, endotelyal hiicreler ilizerinde yogun bir sinyal akisina neden olmaktadir. Bu
proteinin, reseptorii olan VEGFR-2’ye baglanmasiyla bir tirozin kinaz sinyal kaskadi
baslar. Sonucta damar gegirgenligini degisik oranlarda etkileyen ajanlarin (NO {ireten
eNOS enzimi gibi), ¢ogalmay1 artirict FGFb gibi faktorlerin ve migrasyonu saglayan

faktorlerin tiretimi uyarilarak olgun damarlara doniisiim saglanir.
Anjiyogenik sinyal akiginin bir pargasi olarak NO’in anjiyogenik yanit1 artirici bir etkisi

oldugu disilinlilmiistiir, clinkii NO inhibisyonu anjiyogenik biliylime faktorlerinin

etkilerinde azalmaya yol agmaktadir. Yine de, egzersiz sirasinda NO iiretiminin inhibe
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olmas1 anjiyogenezi inhibe etmemektedir. Bu durum anjiyogenik yanitta bagka faktorlerin

de roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir (100, 101).

Anjiyopoietinler, olgun kan damarlar1 olusumu icin gereklidir. Anjiyopoietin 1 ve 2,
spesifik tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak etki ederler. Boylece bir dimerizasyon
olusur ve tirozinler {izerinde fosforilasyon meydana gelir. Bu olay da hiicre sinyallerini

uyarmaktadir.

Matriks metalloproteinazlari (MMP) anjiogenezde etkili diger bir ajandir. MMP, damar
duvar biitiinliglinti saglayan (bazal membran ve ekstraseliiler matriks) proteinleri yikarlar.
Bu proteoliz filizlenme tipi anjiogenezde oldugu gibi endotelyal hiicrelerin interstisyel
alana kacisini saglamaktadir. MMP inhibisyonu yeni kapiller olusumunu engellemektedir
(102). Bu enzimler ozellikle damar olusumu asamasinda regiile olmaktadirlar, ¢ilinkii
ekstraseliiler matriksin harabiyeti mikrovaskiiler agin biitliinliigiinii bozmaktadir (100).

Fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF2), endotelyal hiicre c¢ogalmasini tetiklemekte ve
endotelyal hiicrelerin tiibiiler yapilara organize olmasini saglayarak anjiyogenezi
uyarmaktadir. FGF, VEGF ve trombosit kaynakli biiylime faktdriinden ¢ok daha potent bir
anjiyogenik faktordiir. FGF2, damar gelisiminin uyarilmasindan baska, yara iyilesme
stirecinde de erken donemlerde yara alanin1 doldurarak bir graniilasyon dokusu olusturan

fibroblastlarin proliferasyonunu diizenler.

Delta benzeri ligand 4 (DIl 4), yeni kesfedilmis ve anjiyojenik potansiyeli VEGF’e
benzeyen 6nemli bir anjiyogenik faktordiir (103). DIl 4, Notch reseptor ailesinin tiyesi olan

bir transmembran liganddir.

2.12.3 Anjiyogenez Inhibitorleri

Anjiyogenez inhibitorleri Ozellikle asir1 damar yogunlagmasinin oldugu malign
hastaliklarda ve makiiler dejenerasyon gibi durumlarda artan bu damarlanmay1 azaltmak
icin  kullanilmaktadir.  Anjiyostatin, endostatin, fibronektin, heparinazlar ve
metalloproteinaz inhibitorleri gibi viicutta bulunan anjiyogenez inhibitorlerinin yaninda
tibbi kullanimda farkli endikasyonlar i¢in uygulama alani bilinen SPL’un da anjiyogenez
inhibitorii oldugu bildirilmistir (19, 104).
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Spironolakton (3-3-oxo-7a-asetilthio-17p hidroksi-4-androsten 17 a-yl proprionik asit y
lakton) potasyum tutucu bir diiiretiktir ve aldosteronun kompetitif antagonistidir (Sekil
2.14.).

Sekil 2.14: Spironolaktonun kimyasal yapisi.

SPL, klinik olarak hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezliginde oral olarak kullanilan bir
ilactir. Antiandrojenik etkisinden faydalanilarak akne, sebore ve hirsutizmde de kullanim

alan1 bulmustur (105, 106).

SPL kullanimina bagli olarak gelisen amenorenin anjiyogenezi inhibe etmesine bagl
oldugu disiiniilmiis ve caligmalar SPL’un anjiyogenez inhibitorii oldugunu gostermistir
(19, 104, 107). SPL’un bu etkisi antimineralokortikoid ve antiandrojenik etkisinden
bagimsizdir (19, 108). Bu etkilerinden dolayr SPL’un solid tiimér biiylimesi, makiiler
dejenarasyon, hemanjiyom ve psoriasis gibi anjiyogeneze bagli hastaliklarda

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (104).
Bu tez c¢aligmasinda uygulanabilecek baska anjiyogenez inhibitorleri olmasina karsin,
SPL’un siganlardaki farmakokinetik oOzelliklerinin  bilinmesi tercih  edilmesinin

nedenlerinden birisidir (109).

Bilgilerimize gore literatiirde varikoselde anjiyogenez inhibitorii olarak SPL’un etkilerini

inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizdaki deneylere Baskent Universitesi Arastirma Kurulu ve Hayvan Deneyleri

Etik Kurulundan onay alindiktan sonra basland1 (Proje No. DA07/12).

3.1. Deney Hayvanlari

Deneysel sol varikosel modeli icin Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen, ortalama agirlhigi 282.75+20.47 g olan 24 adet
yetiskin (14 aylik) erkek Wistar Albino sican kullanildi. Biitlin deney hayvanlari
vivaryumda 12 saatlik gece/glindiiz diizeninde, 20+2 santigrad derece (°C) oda
sicakliginda ve %50+10 nemli ortamda barindirildi. Siganlar standart sigcan yemi ile

beslendi. Deney hayvanlarina yem ve su kisitlamasi uygulanmadi.

Sicanlar her grupta 6 adet si¢an olacak sekilde asagidaki 4 gruba rasgele olarak ayrildi.

e Deneysel Sol Varikosel (DSV) Grubu: Bu gruptaki siganlarda anestezi altinda
cerrahi olarak sol varikosel olusturuldu. Siganlara 45 giin boyunca orogastrik gavaj
ile 20 mg/kg/giin dozunda serum fizyolojik (SF) uygulandi.

e Varikosel + Spironolakton (V+S) Grubu: Bu gruptaki hayvanlara DSV
grubundaki deney hayvanlarindaki gibi sol varikosel olusturuldu. Postoperatif 1.
giinden itibaren bu gruptaki hayvanlara anjiyogenez inhibitérii SPL, orogastrik
gavaj ile 20 mg/kg/giin dozda 45 giin boyunca uygulandi.

e Sham Grubu: Bu gruptaki deney hayvanlarinda renal veni baglamak disinda DSV
grubunda uygulanan tiim cerrahi islemler gerceklestirildi. Postoperatif donemde bu
gruptaki hayvanlara ilag ve/veya SF verilmedi.

e Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir islem ve/veya ilag

uygulanmadi.

Cerrahi islem Oncesinde tiim hayvanlarin kuyruk venlerinden anestezi altinda periferik kan
ornegi alindi. Bu 6rnekler 3,000 devirde 5 dakika (dk) boyunca santrifiij edildi. Elde edilen
serumlar plastik tiipler igerisinde, -20 °C’de muhafazaya alindi. Cerrahi uygulanacak
hayvanlara genel anestezi verildi, steril ortam saglandiktan sonra orta hat kesisiyle

abdomen agildi. Karin i¢i organlar saga deviye edilerek sol renal vene ulasildi. Varikosel
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olusturulmak istenen hayvanlarda sol renal ven ve sol spermatik ven birlesim bdlgesi
serbestlenerek 4/0 ipek siitiirlerle gevsek bir diigiim atildi. Son islem sham grubuna

uygulanmadi.

Cerrahiden 45 giin sonra tiim hayvanlara genel anestezi uygulandi. Steril sartlar altinda
hayvanlarda orta hat insizyonla sol renal ve spermatik venlere ulasildi, spermatik
venlerdeki dilatasyon kontrol edildi. Takiben bilateral orsiektomi uygulandi. Testisler
patolojik inceleme ig¢in Bouine soliisyonuna konuldu. Orsicktomi sirasinda sol vaz
deferensler en bloc olarak ¢ikartildi ve soguk Krebs-Henseleit soliisyonu ([milimol
(mmol)] sodyum kloriir, 11.82; potasyum kloriir, 4.7; magnezyum siilfat, 12; kalsiyum
kloriir, 2.5; KH2POy4, 1.2; sodyum bikarbonat, 25; glukoz, 11.1) igerisinde izole organ

banyosu sistemine nakledilerek burada izometrik gerim degisiklikleri degerlendirildi.

Yukarida tarif edilen yontemle tiim hayvanlardan yeniden periferik vendz kan 6rnekleri

alindi. Hayvanlar yiiksek doz anestezi ve dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.2. Anestezi

Deneyler sirasinda her tiirlii cerrahi girisim anestezi altinda uygulandi. Bu amagla deney
hayvanlarinin cerrahi anestezi derinligine ulasmasi i¢in dissosiyatif anestetik olan ketamin
hidrokloriir (Alfamine %10, Ege Vet, Tiirkiye) 50-60 mg/kg intraperitoneal (i.p.), sedatif
ve diiz kas gevsetici olarak ksilazin hidroklorid (Rompun %2, Bayer, Tiirkiye) 10 mg/kg,
(i.p.) dozunda uygulandi.

3.3 Deneysel Sol Varikosel Modeli Olusturulmasi

Bu calisgmada uygulanan DSV modeli Turner ve arkadaslarinin tanimladigr sekilde sol
internal spermatik venin agildig1 yerin medialinde sol renal venin parsiyel daraltilmasi
esasina dayanmaktadir (110). Bu daralma sonrasinda ortaya ¢ikan vendz basing artist dnce

spermatik vene ardindan da pampiniform pleksusa yansimaktadir.
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Yukarida tanimlanan anesteziyi takiben DSV olusturulacak hayvanlarin karin bolgesindeki
tilyler tras edildi. Hayvanlar supin pozisyonda tespit edildi ve trag edilen bolge %10’luk
povidon iyot (Isosol, Merkez Labrotuar1 Ila¢ Sanayi, Tiirkiye) ile dezenfekte edildi. Orta
hat insizyonla karin a¢ildi ve sol list kadrana ulasildi. Barsaklar saga deviye edilerek sol

bobrek, sol renal ven, sol stirrenal ven ve sol internal spermatik vene ulasildi (Sekil 3.1).

Sol renal ven

— Sol spermatik ven

Sekil 3.1: Barsaklarin sag tarafa deviye edilmesinden sonra sol renal venin ve sol spermatik venin agiga
¢ikarilmasi.

Sol spermatik ven, renal ven ve vena kava birlesim alani tanimlandi. Sol renal ven bu

alanda ¢evre yag ve bag dokudan temizlenerek serbestlendi ve venin altindan bir tiinel

olusturuldu. Sol siirrenal ven ve sol internal spermatik ven lateralde kalacak sekilde 4/0 bir

ipek baglama serbestlenen bu tiinelin altindan gegcirildi (Sekil 3.2). Renal ven {izerine

yerlestirilen 0.85 mm c¢apinda kiint uglu bir kilavuz tel {izerinden bu siitiir baglandi

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.2: Sol renal venin ¢evre yag ve bag dokularindan izole edilmesinden sonra altindan olusturulan
tiinelden sol siirrenal ven ve sol internal spermatik ven lateralde kalacak sekilde 4/0 ipek
baglamanin gegirilmesi.

Sekil 3.3: Sol renal ven iizerine yerlestirilen 0.85 mm ¢apli kiint bir kilavuz tel lizerinden daha 6nce gegirilen
stitiiriin baglanmasi.

Metal kilavuz telin dikis arasindan g¢ekilmesinden sonra spermatik venin capinda artis

oldugu izlendi (Sekil 3.4).
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Sol renal ven

v

Bobrek

— Sol spermatik ven

— Ureter

Sekil 3.4: Siitlir baglandiktan sonra dilate olan sol spermatik ven ve renal ven.

Kanama kontrolii yapildiktan sonra periton i¢i 2 ml SF ve gentamisin siilfat (10 mg/ml) ile
yikandi ve karin i¢i organlar yerlestirildikten sonra 4/0 polipropilen siitiirle katlar devamli

olarak kapatildi.

3.4 Sham Grubunda Yapilan islemler

Sham grubundaki hayvanlara ayni anestezi ve sterilizasyon teknigi sonrasinda orta hat
laparotomi yapildi. Batin i¢i organlar saga deviye edilerek sol renal vene ulasildi. Sol renal
ven ¢evre yag ve bag doku elemanlarindan serbestlendi. Bu agamadan sonra renal vene
baglama uygulanmadi. Periton lavaji ve kapatma islemi yukarida tarif edilen yontemle

yapildi.

3.5 Cerrahi Sonrasinda Uygulanan islemler

Cerrahiden bir giin sonra ila¢ uygulanacak hayvanlar hassas terazide yeniden tartilarak
agirliklarn kaydedildi. Orogastrik yoldan 20 mg/kg/giin dozunda spironolakton (Aldactone,
25 mg, Aris Ilag, Tiirkiye) uygulanmaya baslandi. iki adet spironolakton tablet (25 mg
spironolakton ve tatlandirict olarak nane iceren); 10 ml su i¢cinde tamamen ¢oziiniinceye

kadar oda sicakliginda karistirilarak ilag¢ icerigi 5 mg/ml olan bir soliisyon hazirlandi. Bu
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sollisyondan ila¢ dozu 20 mg/kg (=4 ml/kg) olacak sekilde hesaplanan hacim si¢anlara
orogastrik yoldan uygulandi. Tartma islemi her hafta tekrar edilerek uygulanacak
soliisyonun hacimleri hayvanlarin agirhigina gore giincellendi. ila¢ uygulamasina 45 giin

devam edildi.

Cerrahiden bir giin sonra DSV grubundaki si¢anlar hassas terazide tartildi. Hayvanlara
orogastrik yoldan 20 mg/kg/glin dozunda ilag uygulansaydi verilecek hacme esit hacimde
SF uygulandi. Hayvanlarin agirliklar1 her hafta tartilarak uygulanacak SF hacmi
giincellendi. Uygulama 45 giin devam etti.

3.6 Sakrifikasyon

[k cerrahiden 45 giin sonra tiim hayvanlara ksilazin 10 mg/kg (i.p.) ve ketamin 150 mg/kg
(i.p.) uygulandi. Hayvanlar supin pozisyonda tespit edildi.

Uygun sterilizasyon ve ortiimi takiben orta hat laparotomi uygulandi. Karin i¢i organlar
saga yatirilarak sol renal vene ulasildi. Renal ven ve spermatik ven caplar1 kontrol edildi.
Laparotomi daha da genisletilerek sag ve sol testis karin i¢ine dogurtuldu. Sag ve sol
testislerin boyutlar1 ve pampiniform pleksus ¢aplar1 degerlendirildi (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
DSV ve V+S gruplarindaki hayvanlarda sol spermatik venlerin dilate oldugu goézlendi
(Sekil 3.7).

Sekil 3.5: Sakrifikasyondan hemen dnce sag ve sol testislerin boyutlari.
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Dilate sol pampiniform pleksus <—

Sekil 3.6: Pampiniform pleksusta dilatasyon.

Sekil 3.7: Dilate sol spermatik venin (siyah ok) sol renal vene (beyaz ok) drene olusu.
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Sag ve sol testislere spermatik kordon ¢evresinden klempler konarak tiim hayvanlara sol ve
sag orsicktomi uygulandi. Orsiektomi esnasinda sol vaz deferensler testislerden en bloc
ayrild1 ve i¢inde soguk Krebs-Henseleit soliisyonu bulunan petri kaplarina alinarak izole
organ banyosu i¢in hazirlandr (Sekil 3.8). Testisler ise Bouine soliisyonu iginde tamamen
gomiilecek sekilde flakonlara kondu ve en ge¢ 4 saat iginde parafinle isleme tutularak

patolojik inceleme i¢in hazirlandu.

Sol vaz deferens

\ Seminal vezikiil

Sekil 3.8: Sol vaz deferensin izole organ banyosu igin en bloc ayrilmasi.

Hayvanlar yliksek doz anestezik ve dekapitasyon yontemiyle dort ardisik giin boyunca her
grup icin rasgele olacak sekilde her giin 6 sican sakrifiye edildi.

3.7 izole Organ Banyosu

Deney hayvanlarindan elde edilen vaz deferens dokulari izole organ banyosu sisteminde

(BioPac, MP100, MAY, Tiirkiye) izometrik gerim degisiklikleri acisindan karsilastirildi.

Izole organ banyosu sistemi, bir ucu sabit, diger ucu bir transdiisira bagli olan bir dokunun
(ozellikle diiz kas igeren) fizyolojik sartlar altinda, cesitli biyoaktif ajanlara verdigi
kasilma, gevseme gibi izometrik gerim degisikliklerini arastirmaya yonelik bir sistemdir

(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: Solda izole organ banyosu sistemi ve sagda izole organ banyosunda vaz deferens doku rnegi
(siyah ok).
Dokular, %95 O, + %5 CO, karigimu ile siirekli olarak gazlandirilan, sicakligi (37 °C) ve
pH’s1 (7) sabit tutulan Krebs-Henseleit soliisyonu ile dolu 10 ml’lik izole organ
banyolaria asilarak, kuvvet-yerdegistirme transdiisirlart (FT03) araciligi ile algilanan
izometrik gerim degisiklikleri bir fizyolojik veri toplama ve degerlendirme sisteminde
(BioPac, MP100, MAY, Tiirkiye) analiz edilmek iizere kaydedildi. Optimum yanitlarin
elde edilmesi amactyla dokular 1 g dinlenme gerilimi altinda 1 saat siiresince dinlendirildi.

Bu sirada organ banyolar1 her 15 dk’da bir taze Krebs-Henseleit soliisyonu ile yikandi.

3.7.1 In-vitro Deneylerde Uygulanan Test Maddeleri
Izole organ banyosu deneylerinde uygulanan ilaglar ve uygulandigi konsantrasyonlar
asagidaki gibidir:

e Fenilefrin (FE) (Sigma, St. Louis, USA): a ; adrenoreseptdr agonisti, 107 - 10

Molar (M)

e Prazosin (PZ) (Sigma): Kompetitif o ; adrenoreseptor antagonisti, 107 - 3x10™* M

e Asetilkolin (ACh) (Sigma): Kolinerjik agonist, 107 - 10* M

e Atropin (Sigma): Muskarinik kolinerjik reseptér antagonisti, 107 - 10 M

e Serotonin (5-HT) (Sigma): Serotoninerjik agonist 107 - 10* M

o Ketanserin (KET) (Sigma): Kompetitif serotonin (5-HT,,) reseptor ve oy

adrenoseptor antagonisti, 10”7 —3x10* M
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llaglarin tamami distile suda ¢oziinerek hazirlandi. Yukarida belirtilen konsantrasyonlar
izole organ banyosundaki son konsantrasyonlar1 gostermektedir. Bu amagla, ilaclar
banyolara mikropipet aracilig1 ile mikrolitre (uL) diizeyinde eklendi. ilaglar izole organ
banyosuna kiimiilatif olarak eklendi. Inhibitsr ve antagonistler, banyo ortamina
agonistlerden 15-30 dk once eklenerek dokunun antagonistle inkiibe olmasi saglandi.
Farkli ila¢g uygulamalar1 arasinda banyolar 5 dk ara ile 3 kez taze Krebs-Henseleit

soliisyonu ile yikanarak 6nceki ilacin dokudan uzaklastirilmasi saglandi.

3.8 Deneyler

Vaz deferens dokusunda kolinerjik, adrenerjik ve serotonerjik kasilma ve gevseme
yanitlarinda DSV modeline bagli olarak meydana gelen degisiklikler diger gruplar ile
karsilastirildi.

3.8.1 Izometrik Gerim Degisikligi Deneyleri

Vaz deferens dokularinin fenilefrinin ardisik olarak artan logaritmik konsantrasyonlarina
verdikleri yanitlar ile FE konsantrasyon- kasilma egrileri elde edildi. Dokularin bireysel
farkliliklarindan dogmasi muhtemel yanit degiskenligini 6nlemek amaci ile her doku
submaksimal FE konsantrasyonu (10 M) ile olusan kasilma yamitina gore standardize ve

normalize edildi.

3.8.2 Kolinerjik ve Serotoninerjik Yanitlar

Vaz deferens dokularinda 10° M FE ile én-kasilma olusturulduktan sonra, ACh ve 5-HT
ile olusmas1 muhtemel konsantrasyon-gevseme yanitlarinin yukarida belirtilen sekilde
standardize edilerek incelenmesi planlandi. Kolinerjik ve serotoninerjik yanitlari
incelerken de dokularin bireysel farkliliklarindan dogmasi muhtemel yanit degiskenligini
6nlemek amact ile her doku submaksimal FE konsantrasyonu (10 M) ile olusan kasiimaya

gore standardize edildi (submaksimal FE kasilmasinin yiizdesi).
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3.9 Biyokimyasal Degerlendirme

Deney baslangicinda ve sakrifikasyon sirasinda tiim deney hayvanlarindan periferik venoz
kan ornekleri alindi. Baslangicta kanlar tiim hayvanlarda periferik kuyruk veninden,
sakrifikasyon sirasinda ise vena kavadan ve renal venden elde edildi. Elde edilen kanlar
3,000 devirde 5 dk santrifiij edildi ve -20 °C’de saklandi. Biyokimyasal degerlendirme
yapilmadan once ornekler 4 °C’de 1 giin bekletildi.

Sodyum (Na*) ve potasyum (K*) degerleri iyon selektif elektrot (ISE) yontemi ile ¢alisilds.
Ornekler plastik tiip (Eppendorf, Almanya) i¢ine otomatik pipet yardimiyla 50 ul hacimde
alind1 ve otoanalizor cihazinda (Moduler otoanalizér, Roche, Almanya) 30 dk bekletildi.

Degerler mmol/l cinsinden ¢alisildi.

Total testosteron (TT), periferik kan orneginden radyoimmsn assay (RIA) yontemiyle
(Testo-RIA-CT KIP 1709, Biosource, Belgika) calisildi. Serumlar oda sicakliginda
bekletildi ve otomatik calkalayic1 yardimiyla karistirildi. Serum, kalibratorler ve kontroller
-fabrikadan kit i¢inde sunulmaktadir- TT 6l¢iimii i¢in 6zel olan tiiplere 50 pl olacak sekilde
otomatik pipet (Eppendorf, Almanya) yardimiyla konuldu. Tiipler her hayvan i¢in ayr1 ayri

etiketlendi. Serumlarin {izerine 500 pl iyot125

TT reaktifi eklendi ve otomatik calkalayici
yardimiyla karigtirtldi. Taipler 37 °C’de 3 saat bekletildi. Bekleme siiresi sonrasinda tiipler
tamamen aspire edildi ve kalibrator, kontrol ve serum igeren tiiplerin hepsi 3 ml yikama
sollisyonu ile yikandi. Tiipler ters cevrildi ve icleri tamamen kurumaya birakildi. Tiipler
altisarli gruplar halinde ve randomize olarak gama sayaci (Berthold LB 2111 gama
counter, Almanya) icerisine kondu ve okutma yapildi. Sonuglar 1 dk i¢cinde + 0.2 hata pay1

ile ng/ml cinsinden bilgisayar yardimiyla hesaplandi.

3.10 Histopatolojik Inceleme

Her hayvandan elde edilen sag ve sol testisler Bouine soliisyonu i¢inde muhafaza edilerek
en gec 4 saat icerisinde parafine gomildii. Histopatolojik degisimler 151k mikroskobisi,

anjiyogenez immiinohistokimya (CD31) yontemleri ile degerlendirildi.
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3.10.1 Testis ve Germ Hiicre Patolojilerinin Degerlendirilmesi

Testisler Bouine soliisyonu iginde muhafaza edilerek en ge¢ 4 saat igerisinde parafine
gomiildii. Histopatolojik degerlendirme igin sag ve sol testislerden hazirlanan histolojik
kesitler hematoksilen eozin (HE) ile boyandi. Kesitler, Sertoli ve Leydig hiicre yapist ve
sayis1, spermatogenez, ddem ve konjesyon agisindan degerlendirildi. Histopatolojik olarak
saptanan anormallikler/bulgular hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olmak iizere

degerlendirildi. Tiim dokular tek ve ayni patolog tarafindan incelendi.

HE boyanmasi i¢in dokular deparafinize edildi. Deparafinizasyon isleminde dokular art
arda 2 ayr ksilen (Birpa,Tiirkiye) igerisinde 5’er dk bekletildi. Daha sonra, sirasiyla,
%96’l1ik, %75’lik ve %35°lik alkol igerisinde 5’er dk bekletildi. Deparafinize edilen
ornekler distile su ile yikandi. Dokular hematoksilen (Merck, Almanya) ile 7 dk muamele
edildi. Hematoksilen sonrasinda suda yikama yapilarak asit alkolde 3 saniye (sn) ve
amonyakli suda 7 sn bekletildi. Bu islemler arasinda orneklere suda yikama yapildi.
Amonyakli suda bekletildikten sonra tekrar yikama yapilarak eozin (Merck, Almanya)
icerisinde 5 dk bekletildi. Sonrasinda %75’lik alkol ile 2 dk, %96°lik alkolle 3 dk muamele
edilerek 2 ayr1 ksilen igerisinde 5’er dk bekletildi. Son olarak da Entellan (Merck,

Almanya) ile lamel kapandi.

Spermatogenezdeki bozulma ayr1 ayr1 siniflandirilmadan mikst atrofi (germ hiicre tipi ve
sayilarinda her Sertoli hiicresi igin ayr1 ayri olacak sekilde azalma) seklinde kalitatif olarak

yorumlandi.

Interstisyel alandaki ve testis igindeki konjesyon biitiin olarak degerlendirildi ve ayr1 ayr1

simiflandirma yapilmadan kalitatif olarak degerlendirildi.

Interstisyel alanda olusan ddemin siddeti de Kalitatif olarak degerlendirildi ve yukarida

tanimlandigi sekilde siniflandirildi.

3.10.2 Anjiyogenezin Degerlendirilmesi

Her ornekteki anjiyogenezin derecesi HE ile boyanan mikrodamarlarin sayilmasiyla
degerlendirildi. Her Ornekte en yiiksek damarlanma seviyesine sahip ii¢ alan kiiciik
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biiyiitmede (x100) tanimlandi. Daha sonra secilen bolgelerde intertiibiiler interstisyel bag
dokudaki damarlarin sayisi1 biiyiik biiylitmede (x400) sayildi. Her testis i¢in en yiiksek
deger mikrodamar yogunlugu (MDY) olarak not edildi. Sadece diizgiin liimeni olan veya
belirgin damarsal yapiya sahip olan olusumlar mikrodamar olarak kabul edildi. MDY, her
iki testiste ve her sicanda ayr1 ayr1 degerlendirilerek hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++)

olmak tizere kalitatif olarak skorland.

Anjiyogenezin gosterilmesi igin CD31 (Rabbit Pab, RB-10333-PO, 100 pL, Neomarkers,
ABD) ile immunohistokimyasal boyama yapildi. HE boyamasinda oldugu gibi
deparafinize edilen dokular, 20 dk kadar EDTA tamponu (Labvision, ABD) ve distile su
(1:9 oraninda olacak sekilde) ile antijen retrival yontemine tabi tutuldu. Oda sicakliginda
20 dk sogutmaya birakildiktan sonra distile su ile yikama yapildi. Dokular hidrojen
peroksit icerisinde 20 dk bekletildi. Fosfat buffer salin (PBS) (Labvision, ABD) igerisinde
10 dk bekletildi. Daha sonra Ultra V (Labvision, ABD) ile 5 dk bloklama yapildi. Dokular
yikanmadan PBS ile 1/50 diliie edilmis CD31 antikor damlatildi1 ve 2 saat beklendi.

Daha sonra dokular yikandi ve 15 dk biotin (Labvision, ABD) damlatildi. Dokular 3’er
kere ayr1 ayr1 PBS ile 5’er dk yikandi ve 15 dk streptavidin peroksidaz (Labvision, ABD),
damlatildi. PBS ile tekrar yikama sonrasinda AEC kromojen (Labvision, ABD) ile 10 dk
muamele edildi. Distile suda yikandiktan sonra 10 sn hematoksilen ile muamele edildi ve

cesme suyunda yikama yapildi. Dokular kurutulduktan sonra Vision mount (Labvision,

ABD) ile lamel kapatildi.

3.11 istatistiksel Analiz

Veriler ortalama ve ortalamanin standart hatasi olarak belirlendi. Bu verilerin istatistiksel
analizi GraphPad Prism Versiyon 4.0 (GraphPad Software Inc., USA) paket programi ile
gerceklestirildi (111).

Izole organ banyosu verileri parametrik test varsayimlarini sagliyorsa iki yonlii varyans
analizi ve gerekiyorsa ardindan post hoc Bonferroni testi ile degerlendirildi. Parametrik
varsayimlari saglamayan kosullarda Kruskal-Wallis varyans analizi ve gerekiyorsa

ardindan Dunn testi uygulandi.
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Biyokimyasal verilerin incelenmesinde parametrik test olarak tek yonliit ANOVA ile gruplar
arasinda farklilik tespit edilmesi durumunda, farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu
belirlemek tizere “post hoc” Bonferroni testi uygulandi. p< 0.05 istatistiksel olarak 6nemli
kabul edildi. ikili karsilastirmalar igin (6rnedin, ayni grubun bazal ve uygulamalardan

sonraki degerlerinin karsilastirilmasi) “eslestirilmis veriler igin iki uglu t-testi” kullanildi.

Ozellikle histopatolojik bulgularin incelenmesinde non parametrik test olarak Kruskal-
Wallis varyans analizi ile gruplar arasinda farklilik tespit edilmesi durumunda, farkliligin
hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek {izere “post hoc” Dunn testi uygulandi. p< 0.05
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi (111).
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik Degerlendirme

4.1.1 Testis ve Germ Hiicre Patolojileri

Spermatogenezdeki bozulma sol ve sag testisler arasinda fark gosterdi. Solda, DSV ve
V+S gruplarinda saptanan bozulma kontrol ile karsilastirildiginda daha fazlaydi (sirasiyla,
p< 0.05 ve p< 0.001) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Sicanlarda uygulamalardan sonra izole edilen sol (A) ve sag (B) testis dokularinda kalitatif
olarak degerlendirilen mikst atrofi.
Siitunlar aritmetik ortalamalari, gubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri
i¢in n= 6)
*p< 0.05
***p< 0.001
Spl= spironolakton

Spermatogenezdeki bozulma germ hiicrelerinin yapisinda bozulma ve sayisinda azalma
seklindeydi (Sekil 4.2). Bu durum DSV ve V+S gruplarinda kontrol grubuna gore
belirgindi (sirastyla, p< 0.05 ve p< 0.001). Bu bulgular, SPL’un diger etkilerinden

kaynaklanmiyorsa (antiandrojenik, antimineralokortikoid, vb), anjiyogenezin koruyucu

etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.2: Sigan sol testislerinde spermatogenezde degisik derecelerde bozulmalar ve seminifer tiibiil
yapilarinin 1g1k mikroskobisi bulgulari.
A. Belirli asamalarda spermatogenez durmus (DSV grubu)
B. Cogunlukla normal yapida izlenen tiibiillerde spermatogenezin ¢esitli agamalarinda izlenebilen
germ hiicreleri (Kontrol grubu)
C. Seminifer tiibiilde kalsifikasyon (V+S grubu)
D. Normal spermatogenik aktiviteye sahip hiicreler yaninda aktivite izlenmeyen seminifer
tiibtiller (Sham grubu)

DSV grubunda sadece bir siganda sol testiste belirgin atrofi mevcuttu ve spermatogenez

ve testikiiler doku ileri derecede bozulmustu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Sigan sol testisinde seminifer tiibiillerde yaygin kalsifikasyon alanlarinin 1g1k mikroskobisi
goriintiisti (DSV grubu).

Her iki testiste de 6dem agisindan gruplar arasinda fark yoktu (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Sicanlarda uygulamalardan sonra izole edilen sol (A) ve sag (B) testis dokularinda kalitatif
olarak degerlendirilen 6dem.
Siitunlar aritmetik ortalamalari, ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri
i¢in n= 6).
Spl= spironolakton

Konjesyon agisindan degerlendirildiginde sol testiste sham ve DSV grubunda belirgin
farklilik vardi, ancak bu durum DSV grubunda daha belirgindi (sirasiyla, p< 0.01 ve
p< 0.001). Sag testiste de sham ve DSV gruplarinda belirgin konjesyon mevcuttu ancak
DSV grubundaki konjesyon sag testiste daha azdi (p< 0.01). Oysa, V+S grubunda

konjesyon agisindan ne sag ne de sol testiste kontrol grubuna gore fark vardi (Sekil 4.5).

Bu durum SPL’un anjiyogenezi inhibe etmesine bagli olabilir.
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Sekil 4.5: Sicanlarda uygulamalardan sonra izole edilen sol (A) ve sag (B) testis dokularinda kalitatif
olarak degerlendirilen konjesyon.
Siitunlar aritmetik ortalamalari, gubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri

icin n= 6).

Spl= spironolakton
**p<0.01

*** p< 0.001

4.1.2 Anjiyogenez

V+S grubunda MDY agisindan her iki testiste de kontrol grubuna gore fark yoktu. Bunun

yaninda, sol testiste MDY, DSV grubunda kontrol grubu (p< 0.001) ve V+S grubuna gore

(p< 0.05) anlaml1 derecede artmusti (Sekil 4.6).

Sag testiste MDY, DSV (p< 0.001) ve sham grubunda (p< 0.05) kontrol grubuna gore
anlamli derecede fazlaydi (Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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Sekil 4.6: Siganlarda uygulamalardan sonra izole edilen sol (A) ve sag (B) testis dokularinda kalitatif

olarak degerlendirilen MDY

Siitunlar aritmetik ortalamalari, cubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri

i¢cin n=6).

Spl= spironolakton

# DSV vs V+S (p< 0.05)

* sham vs kontrol (p< 0.05)

*** kontrol vs DSV (p< 0.001)
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Sekil 4.7: Sigan sol testislerinde mikrodamar yogunluklarimin 1s1k mikroskobisi bulgulari.
A. Kontrol grubu
B. Sham grubu
C. DSV grubu
D. V+S grubu

4.1.3 Immiinohistokimyasal Boyamalar

CD31 ile yapilan immiinohistokimyasal boyamada DSV grubunda diger 3 grupla
karsilastrildiginda anlamli fark vardi (p<0.01) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Sican sol testislerinde, 151k mikroskobisi altinda, CD31 ile immiinohistokimyasal olarak

anjiyogenezin gosterilmesi.

A. CD 31 ile boyanmanin daha az oldugu damarlar
B. CD 31 ile boyanmanin daha fazla oldugu damarlar

4.2 izole Organ Banyosu Deneyleri

4.2.1 Fenilefrin Yanitlart

Fenilefrin (FE) ile olusan konsantrasyon-kasilma

anlaml farklilik tespit edilmedi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Deney gruplarinda sigan izole vaz deferens dokusunda fenilefrinle olusan konsantrasyona bagimli
izometrik kasilmalarin (diiz ¢izgiler) o, adrenoseptor antagonisti prazosin ile inhibisyonu (kesikli

cizgiler).

Cubuklar ortalamanin standart hatasin1 gdstermektedir.

# V+S vs DSV (p< 0.05)
**V+S vs sham (p< 0.01)
Spl= spironolakton
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Alfa-1 adrenoseptor antagonisti prazosin varliginda FE ile olugsan konsantrasyon-kasilma
egrileri saga kaydi (Bkz. Sekil 4.9, Sekil 4.10). “Saga kayma” doz-yanit (konsantrasyon-
yanit) egrisinin paralel olarak saga kaymasini ve aynm1 yanitin elde edilmesi i¢in gereken
ilag dozunun (konsantrasyonunun) daha yiiksek olmasi gerektigini, bir baska deyisle
inhibisyonu ifade etmektedir (Sekil 4.9). Maksimum etki diizeyine de§isme yapmadan
olusan bir saga kayma kompetitif antagonizmanin gostergesidir. Burada da beklendigi gibi

prazosin kompetitif olarak FE ile olusan konsantrasyon kasilma egrilerini saga kaydirdi.

~
~
a

2257

2001
=& Kontrol

1754 =B~ Kontrol (prazosin +) ’

1501

,_\
2
o

2004
== Sham N

& *Sham (prazosin +)

H
a
=)

1254 1254

1001

100+

754

504

254

Submaksimal fenilefrin kasilmasinin yizdesi (%)

Submaksimal fenilefrin kasilmasinin yiuzdesi (%)

0 T T T T T T T 0 N T T T T T
AQ_O -8.0 -7.0 -6.0 -5.0 -4.0 -3,5 -9.0 B 8.0 -7.0 -6.0 5.0 -4.0 -35
FE konsantrasyonu [log M] FE konsantrasyonu [log M]
= B
< 2501 ~995m
= K]
3 [
° T 2001 ==V +S
N —e— Varikosel l N o
3, 200 - O Vvarikosel (prazosin +) B > 1754 ¢V + S (prazosin +)
< R €
< . z
c -
= » 150
7]
s o
£ 1504 E 1954
a @
©
x < 100
£ c
< T
% 1007 E 5
= 1
< =
e £ 50
s -
E 501 T 254
£ x 0 = * ——y T T T
-g E 9.0 -8.0 -7.0 -6.0 5.0 -4.0 35
@ 0 T T T T T T T 25
9.0 -8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 35 'g FE konsantrasyonu [log M]
2]
FE konsantrasyonu [log M]
C D

Sekil 4.10: Kontrol (A), sham (B), varikosel (C) ve varikosel+spironolakton (D) gruplarinda si¢an izole vaz
deferens dokusunda fenilefrinle olusan konsantrasyona bagimli izometrik kasilmalarin (diiz
cizgiler) oy adrenoseptdr antagonisti prazosin ile inhibisyonu (kesikli ¢izgiler).

Cubuklar ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
**p<0.01

***p< 0.001

V+S= varikosel + spironolakton grubu

Prazosinin, 10° M FE ile olusan kasilma yanitlar1 {izerindeki inhibitor etkisi V+S
grubunda, sham ve DSV gruplarina gore daha azdi (sirasiyla, p< 0.01 ve p< 0.05). Gruplar
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ap adrenoseptor antagonizmasi acisindan incelendiginde, benzer sekilde ve tiim gruplarda,
ozellikle 10°-10° M FE konsantrasyonlarinda belirgin fark bulundu (Bkz. Sekil 4.10).
SPL 6n tedavisinin DSV grubundaki PZ’e bagl saga kaymayi nispeten azaltma egilimi

anlamli olmasa da dikkat ¢ekici bulundu.

4.2.2 Asetilkolin Konsantrasyon- Yanitlart
Vaz deferens dokularindaki ACh yanitlar1 gruplar arasinda genis dagilim gostermekteydi.
Calisilan dokularin biiyiik bir boliimiinde ekzojen ACh uygulamasina yanit alinamadi. Bu

yiizden yanit alinamayan dokularda antagonist uygulamasi yapilmada.
Elde edilen sonuglar istatistiksel degerlendirme icin yeterli degildi. Bu yiizden DSV
modelimizde vaz deferensteki ACh yanitlarinin standart olmamasi gerekgesiyle bu

parametre degerlendirmeye alinmadi.

ACh ile elde edilen konsantrasyon — yanit egrileri sekil 4.11°de gosterilmistir.

Sekil 4.11: Sican izole vaz deferens dokusunda ACh konsantrasyon-cevap egrileri.
Cubuklar ortalamanin standart hatasini géstermektedir.

4.2.3 Serotonin Konsantrasyon- Yanitlart

5-HT yamtlar1 agisindan kontrol ve V+S gruplar arasinda 10* M konsantrasyonda fark

vardi (p< 0.05). Serotonin konsantrasyon yanit egrileri sekil 4.12°de gosterilmistir. KET
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varliginda egrinin saga kaydigt ve maksimum cevaba ulagmak icin gereken

konsantrasyonlarin her grupta arttig1 goriildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12: Deney gruplarinda sigan izole vaz deferens dokusunda serotoninle olusan konsantrasyona bagiml
izometrik kasilmalarin (diiz ¢izgiler) 5-HT,, ve a; adrenoseptdr antagonisti ketanserin ile
inhibisyonu (kesikli ¢izgiler).

Cubuklar ortalamanin standart hatasin1 gostermektedir.
Spl= spironolakton

55



2501
2501

=== Kontrol

2004

=&—= Sham
+ B Kontrol (Ketanserin +) 2001 + 4+ Sham (Ketanserin +) *

150

1504

100 1004

501

kil

Submaksimal fenilefrin kasilmasinin yuzdesi (%)
Submaksimal fenilefrin kasilmasinin yiuzdesi (%)

g (TR TOOY- 0L ST PP ST
0< T T T T T T T T T T T 0+ T T T T T T T T T
90 85 80 75 7.0 65 60 55 50 -45 -40 -35 90 85 80 75 70 65 60 55 50 -45 -40 -35
5-HT konsantrasyonu [log M] 5-HT konsantrasyonu [log M]
A B
250
- 175
2
e *
H —e—varikosel
5 200 - 0 Varikosel (Ketanserin + 10 *
3 ( ) R —+Varikosel + Spl
125 + & Varikosel +Spl (Ketanserin +) .

150

asiimasinin y,

ki

100

Submaksimal fenilefrin

90 85 80 75 70 65 60 55 50 -45 40 35 0 70 6.0 50 40 35

Submaksimal fenilefrin kasilmasinin yizdesi (%)
]

S-HT konsantrasyonu [log M] 5-HT konsantrasyonu [log M]

C

Sekil 4.13: Kontrol (A), sham (B), varikosel (C) ve varikosel + spironolakton (D) gruplarinda; sigan izole
vaz deferens dokusunda serotoninle olusan konsantrasyona bagimli izometrik kasilmalarin (diiz
cgizgiler) 5-HT,, Ve o adrenoseptor antagonisti ketanserin ile inhibisyonu (kesikli ¢izgiler)
Cubuklar ortalamanin standart hatasini géstermektedir.

*p< 0.05
Spl= spironolakton

KET uygulamasi ile 5-HT’in konsantrasyona bagimli kasilma yanitlar1 tim gruplarda
inhibe oldu. Konsantrasyon-yanit egrilerindeki saga kaymalarin paterni incelendiginde
kontrol ve sham gruplarinin benzer oldugu gézlendi. DSV grubunda ise inhibisyon daha
belirgindi. SPL uygulamasi bu grupta diger gruplardan farkli bir paterne neden oldu. KET
uygulamadan onceki ve sonraki 5-HT konsantrasyon- yanit egrileri tam olarak paralel

seyretti ancak maksimum etki elde edilemedi (Bkz. Sekil 4.13).
KET sonrasinda kontrol grubuyla karsilastinldiginda 10 M konsantrasyondaki 5-HT

cevaplarinda sham (p< 0.01), DSV (p< 0.01) ve V+S gruplart (p< 0.001) arasinda fark

vardi.
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4.3 Biyokimyasal Degerlendirme

4.3.1 Serum Na" Degerleri

Baslangicta (bazal) ve sakrifikasyon sonrasinda serum Na® degerleri acisindan grup igi ve

gruplar arasinda fark yoktu (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: Sicanlarda bazal (A) ve uygulamalardan sonra (B) dlgiilen serum Na” diizeyleri.
Stitunlar aritmetik ortalamalari, ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri
icin n= 6).
Spl= spironolakton

4.3.2. Serum K" Degerleri

Baslangictaki (bazal) K* seviyeleri agisindan kontrol grubuyla karsilastirildiginda DSV ve
V+S gruplarindaki degerler daha yiiksekti (p< 0.05) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Siganlarda bazal serum K" diizeyleri.
Siitunlar aritmetik ortalamalari, ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri
icin n= 6).
Spl= spironolakton
*p<0.05
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Calisma sonunda gruplar arasinda potasyum degerleri agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark yoktu (Sekil 4.16). Buna karsilik potasyum degerlerinde kontrol grubunda yiikselme
(p< 0.05), V+S grubunda ise azalma oldugu gézlendi (p< 0.01) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16: Sicanlarda uygulamalardan sonra serum K" diizeyleri.
Siitunlar aritmetik ortalamalari, cubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri
i¢in n= 6).
Spl= spironolakton
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Sekil 4.17: Kontrol (A) ve varikosel+spironolakton (B) gruplarinda bazal ve uygulama sonrasi serum K*
diizeyleri.
Siitunlar aritmetik ortalamalari, ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri
icin n= 6).
Spl= spironolakton
*p<0.05

4.3.3 Serum Total Testosteron Degerleri

Baslangigtaki (bazal) ve uygulamalardan sonraki (son) serum TT degerlerinde gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi. Grup i¢i TT diizeyindeki

58



degisiklikler c¢ift uclu eslestirilmis t-testi ile degerlendirildi ve istatistiksel olarak fark

saptanmadi.

Sekil 4.18’de baslangi¢ ve son serum TT degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4.18: Sicanlarda bazal (A) ve uygulamalardan sonra (B) dlgiilen serum TT diizeyleri.
Siitunlar aritmetik ortalamalari, cubuklar ortalamanin standart hatasini temsil etmektedir (her biri
icin n= 6).
Spl= spironolakton
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5. TARTISMA

Literatiire bakildiginda DSV modeli i¢in en sik kullanilan tiir sigandir. Insanlarda yapilan
calismalarda sag ile sol testikiiler ven arasindaki %55 oraninda gosterilen anastomozlar
sigan c¢alismalarinda gdsterilememistir (110, 112). Istisnalar olmakla birlikte, deney
hayvanlarinda spontan varikosel olusumu da genellikle goézlenmemektedir. Bununla
beraber, sicanlarda insan ile benzer olarak testisin primer drenaj yolunun “internal
spermatik ven” ve sekonder drenaj yolunun “internal iliak ven” olmasi bu g¢aligsmalarda
neden en fazla sican kullanildigini agiklamaktadir. Bu ¢alismalarda olusturulan varikoselin
ani baslangicli olmasi, iyatrojenik olarak olusturulmasi ve zaman sinirliligina bagli olarak
degisken ozellikler gostermesi bazi kisitliliklar1 da beraberinde getirmektedir. Genellikle
eriskin donemdeki hayvanlarda yapilan bu g¢aligmalar varikoselin ad6lesan donemden

baslayip giderek artan ve siiregen etkisini tam olarak ifade edememektedir.

Bu bilgiler 1s18inda, buradaki ¢alismada Turner’in tanimladigi DSV modeli kullanildi
(110). Bu yontem findikkiran fenomenini taklit etmek esasina dayanmaktadir. Turner
eriskin, iri Sprague-Dawley si¢anlarda (450-550 g) yaptigi calismalarda renal vende 0.85
mm ¢apta olusturulacak bir darligin kritik oldugunu belirtmistir. Daha biiyiik caplh
daralmalar renal vende tam daralma olusturacak ve bobrek nekrozuna neden olacaktir.
Daha az capli daralmalarda ise renal vendeki basing artist DSV olusturmak i¢in yetersiz
kalacaktir. Bizim ¢alismamizda -yakin irk olan Wistar Albino si¢anlarda- higbir hayvanda
renal nekroz gozlenmemistir. Cerrahi sirasinda abdominal sol spermatik venin incelenmesi
ve belirgin olarak gozlenen kollaterallerin baglanmasi veya koterize edilmesi de 6nem
tasimaktadir. Bu kollaterallerin dagilimi cogunlukla degisken olmakla beraber siklikla
mevcut degildir. Bu kollateraller DSV olusturmak i¢in gereken basincin diismesine,
dolayisiyla basarisizliga neden olmaktadir. Eriskin Wistar siganlarla yapilan 6n ¢aligmada
abdominal kollateraller goériilmedi. Buna karsin Kiling ve arkadaslari, Sprague Dawley
sicanlarda spontan varikosel olgusundan bahsetmislerdir (18). Normalde 0.15-0.20 mm
olan spermatik ven ¢apinin cerrahiden 30 giin sonra 1-1.5 mm ¢apa ulastig1 belirtilmistir
(113). Bu noktalara dikkat edildigi takdirde DSV modelinde basarisizlik orant %10’un
altina diigmektedir. Buradaki deney hayvanlarinda da 45 giiniin sonunda spermatik

venlerin dilate oldugunu gozlemlendi.
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Varikoselde olusan kollateraller varikosel olustuktan sonra testisten daha fazla kanin
taginmasini saglar ve spermatik ven igerisindeki kan akiminin direncini artirirlar. Varikosel
onarimi sonrasinda bazi olgularda basar1 saglanamamasinin sebeplerinden bir tanesi olusan
bu kollaterallerdir. Turner, mitojenik faktorler ve vazoaktif ajanlarin varikoselli olgularda
ortaya ¢ikan kan akiminda artisa ve dolayli olarak da testisteki sicaklik artisinin dokuda
dagilmasia katkida bulundugunu diisiinmektedir (110). Bu durumun anjiyogenik siire¢
tarafindan etkilenip etkilenmedigi, etkileniyorsa ne kadar etkilendigi konusunda net
bilgimiz yoktur. Yine de teorik olarak varikoselli olgularda testisten kan akimini artiran
faktorler varsa spermatik venin ligasyonu, artan bu kan akimini azaltacak ve normale
dondiirecektir. Bu durum DSV modellerinde varikosel onarimi sonrasinda testikiiler kan

akiminin ve spermatogenezin neden diizeldigini agiklayabilir (110).

Varikosel testis dokusunda inflamatuvar bir siire¢ baslatarak anjiyogenez olusumunu
uyartyor olabilir. Bununla beraber, anjiyogenezin testis dokusunda nasil bir etkiye neden
oldugu agik degildir. i1k baslarda degisik deney hayvanlarinda galigilan DSV modellerinde
varikoselin testikiiler sicaklikta bilateral artisa neden oldugu ve buna bagli olarak da
spermatogenezi bozduguna iliskin kanitlar elde edilmistir (114, 115). Bu calismalar
varikosel gelisimi sonrasinda sigan testisinde meydana gelen mikrovaskiiler kan akimi
degisikliklerini saptamak icin yapilan intravital mikroskopi ¢aligmalariyla desteklenmistir
(116). Green ve arkadaslari, artmis kan akimi ve testikiiler sicakligin spermatogenezi
bozdugunu savunmus ve erken donemde uygulanan varikoselektominin kan akimi ve
testikiiler sicakligin normal seviyelere donmesini sagladigini gostermistir (3). Bunun
yaninda, artmig kan akiminin varikosel onarimi sonrasinda ge¢ donemde kontrol
seviyelerine dondiigii gosterilmistir (3, 8). Anjiyogenez, yeni kollaterallerin olusmasina
katkida bulunarak kan akiminda ve testikiiler sicaklikta meydana gelen degisikliklerin
testis dokusunda daha fazla dagilmasina ve spermatogenezin bozulmasina neden oluyor
olabilir. Erken donemde yapilan varikosel onariminin testikiiler sicakligi ve kan akimini
diizeltmesi, anjiyogenezin olumsuz etkisinin daha erken Onlenmesine bagli olabilir.
Varikosel onarimi sonrasinda ge¢ donemlerde de kan akiminin diizeliyor olmasi
anjiyogenik siirecin testis dokusunda devam etmesine bagli olabilir. Bu, ilerlemis olgularda
spermatogenezde bozulmanin neden daha fazla oldugunu ve neden testis atrofisi gelistigini
aciklayabilir. Bu ¢calismada, MDY 'nun DSV grubunda daha fazla oldugunu, V+S grubunda

ise kontrol grubuna gore fark olmadigi gosterildi ve bunun SPL’un varikoselde meydana
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gelen anjiyogenezi inhibe etmesine bagli oldugu diisiiniildii. Buna karsilik, sol testiste
spermatogenez hem DSV, hem de V+S grubunda diger gruplara gore daha fazla
bozulmustu ve bu bozulma V+S grubunda daha belirgindi (p< 0.001). Bu durum, aslinda
anjiyogenezin varikoselde koruyucu etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Yine de neden her
ilerlemis varikosel olgusunda spermatogenezin fazla bozulmadiini ve testis atrofisi

gelismedigini agiklamak i¢in daha uzun siireli ve kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Kapiller anjiyogenezi baslatan en kuvvetli uyaranlardan biri hipoksidir. Hiicre
kiiltiirlerindeki parsiyel oksijen basincinin (pO;) disiirtilmesi hiicre ¢ogalmasini,
migrasyonunu ve tiibiil formasyonunu uyarirken, pO; diizeylerinin yiikseltilmesi VEGF
ekspresyonunu diisiiriir ve endotelyal hiicre aktivasyonunu azaltir (117). Hipoksi,
varikoselin patofizyolojisinde suglanan faktorlerden biridir (118). Hipoksi durumlarinda
hypoxia inducible factor (HIF) 1o miktarinda artis olur ve VEGF geninin transkripsiyonu
uyarilir (117). Gergekten de varikoselde anjiyogenezle beraber HIFla ve VEGF
ekspresyonu oldugu gosterilmistir (18). NO hem reprodiiktif fonksiyonlarda hem de
anjiyogenik siire¢ igerisinde yer alir. Anjiyogenezde NO, eNOS tarafindan
olusturulmaktadir. Testis dokusunda eNOS dejenere olan ya da apoptotik siirece ugramas,
olgunlasmamis veya bozuk yapidaki germ hiicrelerinin intraepitelyal sitoplazmalarinda
gosterilmistir. Bu durumun eNOS’un germ hiicre dejenerasyonundaki roliine baglh oldugu
belirtilmistir (119). Artmis eNOS ekspresyonunun damar genislemesini de artirdig
bilinmektedir (120). Shiraishi ve Naito, grade 2 ve 3 varikoseli olan erkeklerin testislerinde
NO konsantrasyonlarinda artis oldugunu gostermis ve artmis NO seviyelerinin varikoz
venlerde dilatasyonu daha da artirarak spermatogenez iizerine varikoselin neden oldugu
olumsuz etkiye katkida bulundugunu 6ne stirmiiglerdir (121). Gergekten de deneysel olarak
NO inhibisyonunun damar genislemesini inhibe ettigi gdsterilmis, benzer bulgular izole
organ banyosu ¢alismalarinda da tespit edilmistir (14, 122). Her ne kadar NO ve eNOS’un
anjiyogenez ve varikoselde ortak bir yol {izerinden etki gosterip gdstermedigi bilinmese de,
bu bulgular varikoselde artmis olan anjiyogenik siiregte NO gibi serbest radikallerin agiga
¢ikmast sonucunda spermatogenezde bozulma meydana gelebilecegini diisiindiirmektedir.
Bu dogruysa anjiyogenezin inhibisyonu ile testiste olusan hipoksi engellenebilir. Bizim
calismamizla bu hipotez desteklenmemistir. Yine de, NO’in anjiyogenik siire¢ igerisinde

testis lizerindeki etkilerini gosterebilmek icin ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Anjiyogenez testis dokusunda koruyucu etki de gosteriyor olabilir. Isoyama ve Sofikitis,
varikosel olusturulmus sicanlarda vaskiilarizasyonu artiran faktorlerin counter current 1st
sistemini ve besin maddelerinin dagilimimi diizenleyerek spermatogenezi iyilestirdigini
belirtmislerdir (123). Bu ¢alismada da V+S grubunda spermatogenezin DSV grubuna gore
daha kotli olmasi bu bulguyu desteklemektedir.

Spironolakton bir mineralokortikoid reseptor antagonistidir ve Onceleri sadece ditiretik
olarak kullanilmaktayken giliniimiizde anjiyogenezi inhibe ettigi, vaskiiler fibrozis ve hasar1
azaltigr gosterilmistir (124). SPL’un oral yoldan kullaniminin tavsan korneal
revaskiilarizasyon modelinde anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (104). Tavsanlarin
yemlerine karigtiritlan SPL, 100 mg/kg/glin dozunda uygulanmistir. Bu ¢aligmada ilag
orogastrik gavaj yardimiyla verilerek hayvanlarin beslenme durumlarindan kaynaklanan
—yememe, az veya ¢ok yeme gibi- standardizasyon hatalarinin en aza indirilmesi
amaglanmistir. Ayrica, burada kullanilan doz ¢ok daha diistiktii (20 mg/kg/gilin) (125).
Sicanlarda SPL 200 mg/kg/giin dozda da uygulanabilmektedir (126). Hiicre kiiltiirlerinde
SPL metaboliti olan kanrenoik asitin de anjiyogenezi inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu durum,
SPL’nin insanlarda anjiyogeneze bagimli hastaliklarda inhibitdr olarak kullanildigi

durumlarda aktivitesinin metabolize olmakla azalmayacagini diisiindiirmektedir (104).

Testis, epididim, prostat ve seminal vezikiillerdeki pek ¢ok hiicre tipinde VEGF ve bu
dokulardaki kan damarlarinda da VEGFR-2 ekspresyonunun yogun oldugu gosterilmistir
(127). VEGF, damar biliylimesi ve gecirgenliginin ana diizenleyicilerinden biridir ve
mitojenik etkileri VEGFR-2 tarafindan diizenlenmektedir. Lissbrant ve arkadaslari, erkek
genital sisteminde —ozellikle testiste ve epididimde olmak iizere- endotelyal hiicre
proliferasyonun oldugunu ve bu ¢ogalmanin karaciger, beyin ve kas gibi dokulardakinden
¢ok daha fazla oldugunu belirterek yiiksek endotelyal hiicre ¢ogalmasini klasik
anjiyogenezden c¢ok, endotelyal hiicrelerin asir1 dongilisiine baglamislardir (128).
Calismanin 6nemli bir sonucu da testisteki endotelyal hiicre ¢ogalmasinin Leydig hiicre
azalmasma bagli olarak diistligli, ancak testosteron takviyesiyle diismenin daha az

oldugudur.

Ge ve arkadaslari, Sprague Dawley sicanlarda Leydig hiicrelerinde mineralokortikoid

reseptOrlerinin - varligin1i  ve mineralokortikoidlerin  testosteron iiretimini  etkileyip
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etkilemedigini arastirmislardir (129). Leydig hiicre kiiltiirii ortamina 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda aldosteron ilave edilmis ve bu siire sonunda testosteron iiretiminin
konsantrasyona bagimli olarak bazal degerlerin tizerine ¢iktig1 goriilmiistiir. Aldosteronun
bu etkisi mineralokortikoid reseptdr antagonistleriyle engellenmistir. Yazarlar, sican
Leydig hiicrelerinde mineralokortikoid reseptor ekspresyonu oldugunu ve aldosteronun
mineralokortikoid reseptorleri iizerinden testosteron {iiretimini uyardigt sonucuna
varmiglardir. Michel ve arkadaslari, aldosteronun iskemi olusturulan farelerde iskemiye
bagl olarak olusan yeni damarlanmayi artirdigini géstermislerdir (125). Aldosteron, bu
etkisini anjiyotensin 2’ye bagimli bir yol iizerinden gerceklestirmektedir. Iskemi
olusturulan farelere aldosteron, aldosteron ve SPL, aldosteron ve valsartan -Anjiyotensing
reseptOr blokorii- vermisler; aldosteronun VEGF protein seviyelerini artirdigini, SPL ve
anjiyotensin; reseptor blokajinin aldosteronun proanjiyogenik etkisini Onledigini
gostermislerdir. Ilging olarak, Miternique-Grosse ve arkadaslari, insan umbilikal ven
endotelyal hiicreleri ve sigcanlara implante edilen fibrin jel odalarinda spironolaktonun
anjiyogenezi inhibe ettigini belirlemislerdir. SPL’un inhibitor etkisi, VEGF veya FGFb ile
onlenememis, aldosteron tarafindan degistirilememistir. Yazarlar, SPL’un in vivo ve in
vitro olarak anjiyogenezi inhibe ettigini ancak bu etkisinin antimineralokortikoid

aktivitesinden bagimsiz oldugu hiikmiine varmislardir (19).

Bu ¢aligmada, sol testiste MDY, DSV grubunda kontrol grubu ve V+S grubundan fazlaydi
(sirasiyla, p< 0.001 ve p< 0.05). Sag testiste MDY, DSV (p< 0.001) ve sham grubunda
(p< 0.05) kontrol grubuna gore fazlaydi (Bkz. Sekil 4.6). Sham grubunda sag testisteki
MDY nin artis nedeni agik degildir. Uygulanan cerrahinin sol tarafta olmasindan dolay:
bunun cerrahiye bagli gelismis oldugunu diisiinmiiyoruz. Bu gruptaki bir sicanda sag
testiste ileri derecede artmis MDY mevcuttu. Bundan dolayi, sham grubunda sag testiste
MDY acisindan genel ortalama artmig olabilir. Bu sicanda spermatogenezin gruptaki diger
hayvanlardan farkli olmamasi1 ve bu gruptaki hayvanlarda ilag veya bagka bir madde

kullanilmamis olmasi artmigs MDY nun baska nedenlere bagli oldugunu diisiindiirmektedir.

Gruplar arasinda bazal ve son TT degerleri agisindan da fark olmamasi SPL’un
antianjiyogenik etkisinin antiandrojenik etkisine bagli olmadigini diisiindiirmektedir. Bu
bulgu, Ge ve arkadaslarinin sonucuyla kismen c¢elismektedir. Testosteronun testiste

aldosteronun mineralokortikoid etkisiyle tiretildigi kabul edilirse, SPL’un antianjiyogenetik
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etkisinin,  antimineralokortikoid etkiden bagimsiz  oldugu sOylenebilir.  Bu,
Miternique-Grosse ve arkadaslarinin sonuglariyla uyusmaktadir. Buradaki ¢alismada SPL
gergekten de anjiyogenezi inhibe etmis, buna ragmen Ge ve arkadaglari tarafindan
savunulanin aksine TT seviyelerini etkilememistir. V+S grubunda sol testiste
spermatogenezin DSV grubuna gore anlamli derecede bozulmus olmasina ragmen, sag
testiste spermatogenez agisindan anlamli fark olmamasi da bizi SPL’un antiandrojenik
etkisinden uzaklagtirmaktadir. Ciinkii, antianjiyogenik etkisi antiandrojenik etkisine bagl
olsaydi her iki testiste de spermatogenezde bozulma beklenirdi. MDY nun sag testiste de
V+S grubunda kontrol grubundan farksiz olmasi bu bulguyu desteklemektedir. Ciinkii
SPL, her iki testiste de anjiyogenezi inhibe etmis, buna karsilik sag tarafta spermatogenez
etkilenmemistir. TT degerleri agisindan da gruplar arasinda fark olmamasi,
spermatogenezdeki bozulmanin SPL’un antiandrojenik etkisinden ¢ok anjiyogenez

inhibisyonuna bagli oldugunu diistindiirmektedir.

Bununla beraber SPL, V+S grubunda anjiyogenezi inhibe etmesine ragmen bu gruptaki
hayvanlarda bazal ve son serum Na* degerlerini etkilemedi. Bazal K* degerlerindeki
farkliligr agiklamak zordur. Ciinkii gruplarda hangi si¢anin olacagi rasgele olarak
belirlendiginden ve teorik olarak bu sicanlarin baglangic evresinde birbirinden farkli
olmadig1 diisliniildiigiinden bazal degerlerin Ol¢lildiigli asamada bdylesi bir farklilik
beklenmez. Bu durumun en olast nedeni, bazal degerleri 6l¢gmek igin alman kan
orneklerinde hemoliz olmasidir. Bu da hiicre iginde yogun olarak bulunan K un seruma
sizarak degerlerin yanlis Olgiilmesine yol agmis olabilir. Ayrica, bu durum SPL’un
anjiyogenezi inhibe ettigi dozda antimineralokortikoid etki gdstermemesine baglh olabilir.
Giinlik 100 mg/kg dozda uygulanan SPL’un antimineralokortikoid etkiden bagimsiz
olarak anjiyogenezi inhibe ettigi bildirilmistir (104). Spironolaktonun varikoseldeki
antianjiyogenik dozunun belirtilmemis olmasindan 6tiirii bu ¢alismada en diisiik ve etkin

doz olarak 20 mg/kg/giin dozu tercih edildi.

Bu caligmada anjiyogenez inhibitorii olarak SPL kullanilmasi ¢alismay1 zayiflatiyor gibi
goriinmektedir. SPL’un testosteron iizerine olan olumsuz etkileri bilinmektedir (130).
Ancak siproteron asetat gibi diger testosteron antagonistlerinin anjiyogenezi inhibe
etmemesi SPL’un inhibitér etkisinin antiandrojenik etkisine bagli olmadigini

diisiindiirmektedir (104, 108). Buna ek olarak, gruplarda antiandrojenik ve
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antimineralokortikoid etkisinin net olarak izlenmemis olmasindan dolayr SPL’un
testosteron, libido ve erektil fonksiyona olumsuz etkileri antianjiyogenik etkisinden
bagimsiz olabilir. V+S grubunda spermatogenezin kontrol ve DSV gruplarina gére daha
kotii olmasindan dolayl, anjiyogenezin varikoselde, en azindan erken donemlerde,

koruyucu etkisinin olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bunun yaninda 6dem agisindan her iki testis i¢in de gruplar arasinda fark olmamasindan
dolayr, SPL’un diiiretik ve belki de antimineralokortikoid etkilerinin bu dozlarda
olusmadig1 ya da en azindan belirgin olmadig diistintilmiistiir. Sham ve DSV gruplarinda
konjesyon kontrol grubuna goére fazla oldugu halde, V+S grubunda bu durumun

gbzlenmemis olmas1 SPL’un anjiyogenezi inhibe etmesine bagli olabilir.

Ozen ve arkadaslari, varikoselin ndrotransmitter saliverilmesini etkileyerek ayni taraftaki
vaz deferens motilitesini etkiledigini gostermislerdir (21). Buradaki c¢alismada 5-HT
cevaplarinda 10° M konsantrasyonda yalmzca kontrol ve V+S gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark vardi (p< 0.05). Diger gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte DSV grubunda 5-HT yanitlarinin daha fazla oldugu
dikkat ¢ekiciydi (Bkz. Sekil 4.13). Varikosel uygulamasi, vaz deferenste 5-HT’e diisiik
konsantrasyonlarda duyarlilik artisina neden oldu. Oysa yliksek konsantrasyonlarda bu etki
kayboldu. SPL’un vaz deferens dokusunda 5-HT cevaplarini degistiriyor olmasi
anjiyogenez inhibisyonuna bagli olarak spermatogenezde bozulma meydana gelmesine
benzerdir. SPL’un vaz deferens dokusunda 5-HT kontraksiyonlarmi ayni tarafta
degistirdigi gozlenmektedir. Kontralateral degisiklik olup olmadigini agiklayabilmek igin

sag vaz deferenslerin de degerlendirildigi calismalara ihtiyag vardir.

5-HT;, reseptor antagonisti KET eklendiginde bu cevaplarin beklendigi gibi daha geg
olustugu goriilmiistiir ve bu cevabin SPL grubunda daha belirgin oldugu saptanmistir. Bu,
SPL’un 5-HT kasilmalarinda KET etkisini potansiyalize edici etkisi olmasindan dolay1

olabilir.

5-HT, erkek genital sisteminde bir ¢ok fizyolojik olayda gorevlidir. Bunlardan en
Oonemlilerinden biri de iireme ve fertilite lizerine olan etkileridir. Gonzales ve arkadaslari,

varikoselli olgularda kan serotonin diizeylerinin yiikseldigini ve seminal 5-HT diizeylerinin
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azaldigimi gostermigler ve bunun diisiik sperm sayisi, motilitesi ve fruktoz seviyeleriyle
iliskili oldugunu belirtmislerdir (131). Sonug itibariyle, serotonin diizeylerinin varikoselli

olgularda infertilite belirteglerinden oldugunu savunmuslardir.

Yildiz ve arkadaglari, yiiksek derecede (2 ve 3) varikoseli olan olgulardan elde edilen
varikéz venlerde vazokonstriktér reaktivitenin arttigint ve endotelyal fonksiyonun
azaldigin1 izole organ banyosu calismalarinda gostermislerdir (14). FE sensitivitesinin
yiiksek dereceli varikosellerde daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Buradaki ¢alismada,
FE yanitlar1 agisindan PZ sonrasinda, 10> M konsantrasyonda V+S ile diger gruplar
acisindan fark saptanmistir. Bu, SPL tedavisinin diger gruplara gére PZ inhibisyonu altinda
FE kasilirligin1 artirdigini diistindiirmektedir. Bunun neye bagli oldugu net olmasa da SPL,
vaz deferens dokusunda sempatik yanit1 degistirmis olabilir. Tilki ve arkadaslari, spermatik
ven yapisinin kontraktil bir yapisi oldugunu ve pampiniform pleksusa besin tagimasinda
etkili oldugunu gostermislerdir (132). Vaz deferens kontraktil yapisi olan bir organdir ve
sempatik stimulasyon sonrasinda kasilarak spermin ejakulatuvar kanala dogru atilmasini
saglar. Bu yapi itibariyle spermatik venle benzerlik gostermektedir. Spermatik venin bu
yapisiin varikoselde bozulmus oldugunun gosterilmesi, SPL’un bu mekanizmaya etki

ettigini diisiindiirmektedir.

Asetilkoline yanit higbir grupta anlamli degildi. Bu yiizden varikoselin kolinerjik yanitlari

etkilemedigini diisliniiyoruz. Bu bulgu diger ¢alismalarda da dogrulanmistir (14).
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6. SONUC ve ONERILER

Varikosel her iki testiste de MDY ve anjiyogenezi artirmakta ve sperm parametrelerini
bozmaktadir. SPL, varikoselde olusan anjiyogenezi inhibe etmesine ragmen, sperm
parametrelerinin daha fazla bozulmasina neden olmaktadir. Bu durum, varikoselde olusan
anjiyogenezin testis dokusunda koruyucu bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. SPL’un
anjiyogenezi inhibe edici 6zelligi antimineralokortikoid veya antiandrojenik etkisine bagl
degilmis gibi gériinmektedir. Bununla beraber anjiyogenez ve varikosel arasindaki iliskinin

net olarak tanimlanabilmesi i¢in daha kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Varikosel uygulamasi, sigan vaz deferens dokusunda 5-HT’e duyarliligi artirma egilimi
gostermektedir. Bu dokuda konsantrasyona bagimli kasilma yanitlari olusturan 5-HT,
varikosel uygulamasinda daha potent yanitlara neden olmustur. Belki de varikoselin
tetikledigi bir siirecte 5-HT reseptor ekspresyonunda, miktarinda, afinitesinde, vb artig
olmaktadir. flging olan bu siirecin SPL 6n tedavisi ile dnlenmesidir. Demek ki, varikoselin
5-HT reseptorleri iizerine yaptigi bir etki SPL tarafindan inhibe edilmektedir. Bilgilerimize

gore bu bulgu literatiire yeni katki saglayacaktir.

Bulgularimiza gore, anjiyogenez varikoselde koruyucu etki yapmaktadir. Anjiyogenezin
inhibisyonu hem histopatolojik olarak testiste hem de islevsel diizeyde vaz deferens
dokusu iizerinde siireci ters yonde etkilemektedir. Anjiyogenezi artiran ajanlarin
varikoselde kullanima girmesi testis ve vaz deferens gibi dokularda morfolojik ve islevsel
diizeylerde olusabilecek olumsuz etkileri dnleyebilir. Yine de, anjiyogenez ve varikosel
arasindaki iligkiyi net olarak ortaya koyabilmek igin daha kapsamli ve uzun siireli

calismalara ihtiya¢ vardir.
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