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ABSTRACT

Introduction: It is suggested that oxidative stress has an important role in sperm dysfunction in patients
with varicocele. The aim of this study was to determine the free oxygen radicals from peripheral and
spermatic vein blood samples of the men with infertility or clinical varicocele before varicocelectomy.

Materials and Methods: A total of 18 patients with varicocele were recruited in this study. Semen analyzes
of patients were evaluated at least two times. Blood samples of 2 cc were drawn from the testicular side of the
spermatic vein before ligation of varicocele veins. Synchronous blood samples were drawn from the
corresponding peripheral vein as well. Superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase and glutathione
reductase levels were measured at spermatic and peripheral blood erythrocytes; malondialdehyde and total
antioxidant capacity were measured. All patients were clinically evaluated in postoperative 1st and 3rd
months, as well as control semen analyzes were done.

Results: The mean age of patients was 24.5+4.2 (range:16-30 years) and the grade of varicoceles that was
detected with physical examination was 2.2+0.6. At spermatic vein eryhtrocytes SOD, glutathione peroxidase
and glutathione reductase levels were statistically lower than peripheral vein eryhtrocytes (p=0.012, p<0.0001
and p=0.006, respectively). Spermatic vein plasma malondialdehyde level was statistically higher than
peripheral vein plasma (p<0.0001). Total antioxidant capacity was higher than the peripheral plasma
(p=0.014).

Conclusion: Oxidative stress is significantly higher in the spermatic vein of patients with varicocele. We
think that oxidative stress is one of the factors that is involved in the varicocele associated sperm dysfunction.
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OZET

Varikoselli hastalarda oksidatif stresin sperm disfonksiyonu olusturmada 6nemli bir rol oynadigi One
stiriilmektedir. Bu ¢aligmada infertilite veya klinik varikosel ile bagvuran olgularda varikoselektomi dncesi spermatik
ve periferik vendz kan 6rneklerindeki oksidatif stresin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Klinik degerlendirmede varikosel tespit edilen 18 hasta ¢caligmaya alindi. Hastalarin en az 2 semen 6rnegi igeren
semen analizleri degerlendirildi. Ameliyat sirasinda spermatik ven ayrilmadan once, testikiiler vendz donis
tarafindan 2 cc kan alindi. Ameliyat sirasinda eszamanli periferik vendz kan 6rnegi alindi. Spermatik vendz kan ve
periferik ven kani eritrositlerinde siiperoksitdismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz, plazmada
malondialdehit ve total antioksidan kapasite 6lgiildii. Ameliyat sonras: 1. ve 3. aylardaki kontrollerinde hasta klinik
olarak degerlendirildi.

Hastalarin ortalama yasi 24,5+4,2 (16-30) yildi. Fiziksel inceleme ile tespit edilen varikosellerin grade
ortalamasi 2,2+0,6 bulundu. Spermatik ven eritrositlerinde siiperoksitdismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz, periferik ven eritrositlerine gore anlamli olarak diigiik tespit edildi (sirasiyla p=0,012, p<0,0001 ve
p=0,006). Testikiiler ven plazmasinda malondialdehit, periferik ven plazmasina gore anlamli olarak yiiksekti
(p<0,0001). Total antioksidan kapasite ise periferik ven plazmasinda anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,01).

Varikoselli hastalarda spermatik vende oksidatif stresin daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu bulgular
varikosele sekonder olusan oksidatif stresin varikosele bagli infertilite patogenezinde bir rol oynayabilecegini
disiindiirtmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Varikosel, Infertilite, Oksidatif stres, Reaktif oksijen tiriinleri

GIRIS arasinda; bobrek ya da adrenal toksik metabolitle-
Varikoselin patofizyolojisi konusunda smirli  rin refliisii, bozulmus hormon dengesi, testikiiler
bilgilere sahip olmamiza karsin, olast kuramlar hipoksiye sekonder staz, anormal 1s1 diizenlenmesi,
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apopitozis artig1 ve artmis oksidatif stres sayilabi-
lir'”’. Ancak bu etkenlerin nasil sperm fonksiyonu-
na zarar verdigi konusu tam olarak anlagilamamis-
tir.

Varikoselin artmig serbest oksijen radikali ve
azalmis seminal plazma antioksidan kapasitesiyle
iligkisi birgok arastiricimin ilgisini ¢ekmistir™"*.
Aerobik sartlar altinda insan hiicreleri siiperoksit
radikalleri (O,"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hid-
roksil radikali (OH") gibi ¢esitli serbest oksijen ra-
dikalleri iretirler. Serbest oksijen radikalleri hiicre
membranindaki lipitlerde peroksidatif hasar mey-
dana getirir. Lipit peroksidasyonu sonucu malondi-
aldehit (MDA) olusur. Cogu hiicre ¢esitli enzima-
tik ve non-enzimatik antioksidan sistemler ile reak-
tif oksijen iiriinlerine kargi korunma altindadir. En-
zimatik koruma sistemlerini siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon re-
diiktaz (GR) ve katalaz olusturur’. Non-enzimatik
antioksidanlarin baglicalart ise iirik asit, E ve C vi-
taminleri ile albumindir.

Her ne kadar serbest oksijen radikalleri sper-
min hiperaktivasyonu ve kapasitasyonu gibi olay-
larda normal bir fizyolojik role sahip olsalar da,
aym zamanda sperme toksik de olabilirler®. Sitop-
lazmada azalan antioksidan iiretimi spermatazoayi
oksidatif hasara karsi hassas hale getirebilmekte-
dir’. Ayrica oksidatif stresin varikoselli hastalarda
sperm disfonksiyonunda rol oynadig: bildirilmek-
tedir’.

Daha once yapilan calismalarda varikoselli
olgularin semenlerinde reaktif oksijen iiriinlerinin
anlaml dl¢iide yiiksek, total antioksidan kapasite-
nin ise diisiik oldugu bulunmustur™™’. Ancak ya-
yinlarda spermatik vendeki oksidatif stresi arasti-
ran az sayida caligma mevcuttur. Bundan dolay1
bizde bu calismada varikoselli olgularda spermatik
ve periferik vendz kan drneklerinde oksidatif stres
ve antioksidan kapasiteyi degerlendirmeyi amagla-
dik.

GEREC ve YONTEM

Kurumumuz {iroloji poliklinigine skrotal agr1,
skrotal sislik yakinmalart ile bagvuran ve klinik de-
gerlendirmede varikosel tespit edilen 18 hasta ca-
lismaya alindi. Hastalardan ayrintili anamnez alin-
di, fiziksel incelemeleri yapildi ve en az iki semen
ornegi iceren semen analizleri degerlendirildi. Se-
men analizi sonuglar1 Diinya Saglik Orgiitii

(WHO) kriterlerine gore degerlendirildi. Calisma
kurumumuz etik kurulundan onay alindiktan sonra
baslatildi ve ¢alismaya alinan tiim hastalardan
ameliyat 6ncesi yazili aydinlatilmis onam alindi.

Varikosel tanilar fiziksel inceleme ile konul-
du. Fiziksel incelemeyi gii¢lestiren durumlarin var-
liginda, yani testisleri skrotumun {iist tarafinda olan
hastalar, kiiciik skrotum kesesine sahip hastalar, fi-
ziksel incelemede zorluk yaratan anatomik 6zellik-
ler, kremaster hiperrefleksisi, ortam-hasta yapisi
nedeniyle inceleme zorlugu olan hastalara renkli
Doppler ultrasonografi yapildi.

Hastalarda varikoselektomi endikasyonu, agri
olsun ya da olmasin anormal seminal 6lgiitlere sa-
hip olunmasi ile konuldu. Calismamizda inguinal
veya subinguinal yaklasimla ameliyatlar gercekles-
tirildi. Subinguinal yaklasimda kiiciik ven6z yapi-
lar1 atlamamak, lenfatik ve arter zedelenmesini mi-
nimale indirmek i¢in ameliyat loopu kullanildi.
Ameliyat sirasinda spermatik ven ayrilmadan 6nce,
testikiiler ven6z doniis tarafindan ve eszamanli ola-
rak mediyan kiibital venden 2cc kan 6rnegi alindi.

Kan oOrnekleri heparinize tiiplere konuldu.
Plazma +4°C’de, 10 dakika, 2500 devirde santrifiij
ile ayrigtirildi. Eritrositler buzlu serum fizyolojikle
3 kez yikandi. Her yikamadan sonra {istteki eritro-
sit tabakasiyla, soluk sar1 renkli tabaka ¢ikarildi ve
atildi. Yikama isleminden sonra paketlenmis hiic-
reler ve plazma analize kadar -20°C’de depolandi.
Paketlenmis eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
spektrofotometrik  olarak, cyanmethemoglobin
yontemiyle lizise ugramis hiicrelerde tespit edildi.

Spermatik ve periferik vendz kani eritrositle-
rinde SOD, GPx ve GR, plazmada MDA ve total
antioksidan kapasite 0l¢iildii. Calisilan 6lgiitlerin
aktiviteleri ve plazma total antioksidan kapasite
Randox Laboratuarlarindan (Randox Laboratories
Ltd. Antrim, UK) elde edilen ticari kitlerin kulla-
nildig1 Hitachi 917 otoanalizeri ile dlgiildii. Tim
kimyasallar Sigma Chemical Co. (St. Lois, MO,
USA)’dan alind1. Plazma ve doku MDA seviyeleri
Okhawa ve ark.’nin tanimladigi ‘thiobarbituric
asit” yontemiyle tespit edildi'’. Biyokimyasal ana-
liz sirasinda plazma 1:10 oraninda deiyonize su ile
diliie edildikten sonra, ortama 10 pL ‘horseradish’
peroksidaz eklenmistir. Bu daha sonra Trolox (6-
hidroksi-2, 5, 7, 8-tetrametil kroman-2-karboksilik
asit) ad1 verilen bir tokoferol analogu ile 1:1 ora-
ninda diliie edilmistir. Daha sonra ortama standart
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dozda horseradish peroksidaz ilave edilmis ve oto-
analizorde Olciim yapilmistir. Plazma total antiok-
sidan kapasite 6l¢tiim degerleri molar Trolox olarak
verilmistir.

Hastalara ait ameliyat Oncesi ve sonrasi se-
men OSlciitleri Wilcoxon rank testi ile ve periferik
kan ve spermatik kan reaktif oksijen tiriinlerine ait
degerler Mann-Whitney U testi ile karsilagtirildi.
Istatistik islemleri i¢in SPSS v.12 (Chicago, Illino-
is, USA) kullanildi.

BULGULAR

Hastalarin ortalama yas1 24,5+4,2 (16-30) idi.
Fiziksel incelemede olgularin 13’iiniin grade 2, 5°-
inin ise grade 3 varikoseli oldugu saptandi ve vari-
kosel grade ortalamasi 2,24+0,6 idi. Calismamiza
alinan 18 hastanin 15’1 agr1 veya skrotal sislik gibi
sikayetlerle poliklinigimize basvurdu. Bu hastala-
rin yapilan spermogramlarinda bozukluk mevcuttu.
Kalan 3 hasta ise infertilite nedeniyle bagvurmus-
lardi. Agn sikayetleri yoktu ve bu hastalarin semen
analizleri de normal sinirlarda degildi.

Hastalarin ortalama 5,1 (min:3, mak:7) giin-
liik abstinans sonrast yapilan semen analizlerinde,
ortalama ejakiilat hacmi 2,7+0,8 cc, ortalama mili-
litredeki sperm sayilar1 64,3+43,8 milyon, A moti-
lite %18,1+12, B motilite %27,8+8,2, C motilite %
18,9+£8,8 ve D motilite oranlar1 %27+10,6 olarak
bulundu. Diisiik ejakiilat hacmine sahip bazi olgu-
lar baska patolojilerin varlig1 yoniinden incelendi,
ancak bunlarda varikosel dis1 bir patoloji saptan-
madi.

Spermatik ven eritrositlerinde SOD, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz, periferik ven
eritrositlerine gére anlamli olarak diisiik tespit edil-
di. Spermatik ven plazmasinda malondialdehit, pe-
riferik ven plazmasina gore anlamli olarak yiiksek-
ti. Total antioksidan kapasite ise periferik ven plaz-
masinda, spermatik ven plazmasina gore anlamli
olarak yiiksek bulundu. Bu 6lgiitlere ait tiim veriler
Tablo 1°de gdsterilmistir.

TARTISMA

Semendeki reaktif oksijen tiriinlerinin kaynagi
spermatazoa ve fagositik l6kositlerdir''. Serbest ra-
dikaller fizyolojik kosullarda spermatazoanin ka-
pasitasyonunda, hiperaktivasyonunda ve filizyo-
nunda 6nemli rol oynarlar''. Serbest radikallerin
zararli etkilerini kontrol altina almak iizere seminal
plazmada enzimatik ve non-enzimatik defans me-
kanizmalar1 mevcuttur. Oksidan ve antioksidan
sistemi arasindaki dengenin oksidan sistem lehine
bozuldugu durumlarda hiicre fonksiyonlar1 olum-
suz yonde etkilenir. Semende bu dengede pro-oksi-
danlar lehine bir bozulma oldugunda sperm {iizerin-
de oksidatif stres indiiklenir. Ozellikle motilitede
azalma olmak iizere sperm fonksiyonlarinda bozul-
ma meydana gelir’. Reaktif oksijen iiriinlerinin
sperm metabolizmasi, morfolojisi, motilitesi ve
fertilizasyon kapasitesi iizerinde zararl etki yaptik-
lar1 gosterilmistir. Fertil erkek popiilasyonu ile kar-
stlastirildiginda, infertil erkeklerin biiyiik kisminin
seminal plazmalarinda reaktif oksijen iriinlerinin
diizeylerinde artis oldugu bulunmustur'”. Diger ta-
raftan, semende antioksidanlarda bir diislisiin mey-
darll? gelmesi de idiyopatik infertilite ile iliskili-
dir .

Tablo 1. Caligilan dlgiitlerin ortalama+standart sapma (minimum-maksimum) degerleri
Olciit (U/g Hb) Periferik ven eritrosit Spermatik ven eritrosit p
2398,38+607,44 1910,034+386,29
SOD (1623-3901) (1309-2539) 0,012
60,06+7,06 49,88+7,63
GPx (49,20-74,04) (36,86-65,61) <0,0001
48,34+12,49 38,50+7,94
GR (34,56-79,16) (26,33-51,72) 0,006
Olgiit Periferik ven plasma Spermatik ven plasma
1,714+0,52 2,76+0,71
MDA (umol/L) (0.73-2.66) (1.61-441) <0,0001
Total Antioksidan Kapasite 2,72+0,58 2,26+£0,43 0.014
(mmol Trolox equive./L) (1,86-3,86) (1,66-3,22) ’
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Reaktif oksijen iiriinlerinin liretimindeki artis,
antioksidan enzim aktivitesini inhibe edebilir ve
olusan potansiyel oksidatif stres sonucu olarak, in-
fertiliteye sebep olabilecek lipid peroksidasyonu
artar, sperm motilitesi, canliligi ve fonksiyonlari
azalir. Alkan ve arkadaslar1 idiopatik infertilitesi
olan hastalar ve saglikli donoérlerin spermlerini ser-
best oksijen radikalleri iiretimi yoniinden incele-
misler. Sonug olarak da diisiik seminal plazma an-
tioksidan aktivitenin ve yliksek serbest oksijen ra-
dikali tiretiminin idiyopatik infertiliteden sorumlu
olabilecegini gostermislerdir'®. Lewis ve arkadas-
lar1 genel infertil populasyonda seminal sivida %
40 oraninda reaktif oksijen liriinlerinde artig bul-
musken, bu orani varikoseli olan infertil popiilas-
yonda %80 olarak saptamislardir’. Baska bir ca-
lismada insidental varikosel tespit edilenlerde se-
minal sivida reaktif oksijen {iriinii artis1 %77 iken,
kontrol grubunda bu oran %20 olarak bulunmus-
tur'®. Seminal yiiksek reaktif oksijen iiriinleri dii-
zeyleri sonucunda, membran yag asitlerinin perok-
sidasyonu ile sperm fonksiyonlarinin ve canliligi-
nin azaldig1 bildirilmektedir. Infertil erkeklerin %
40’inda goriilen yiiksek seminal reaktif oksijen
iirtinleri diizeylerinin in vitro fertilizasyon (IVF)
sonuglariyla ters orantili oldugu ve bu hastalarda
reaktif oksijen iriinleri seviyeleri diisitk bulunan
infertil erkeklere gore bes kat az gebelik olasiligi
oldugu bildirilmektedir'”.

Yukarida bahsedilen ¢alismalarda'>"” variko-

sel veya infertilite nedeniyle takip edilen hasta
gruplarinda reaktif oksijen iiriinleri seminal sivida
aragtirillmistir. Bilindigi {izere seminal sividaki re-
aktif oksijen tlrlinlerinin kaynag1 spermler ve 16ko-
sitlerdir'®. Seminal vezikiil, prostat ve epididim gi-
bi diger genital sistem organlarinin infeksiyon ve
enflamasyonu nedeniyle ortaya cikabilecek reaktif
oksijen triinleri ¢alismalarin sonuglarini etkileye-
bilir. Bundan dolay1 ¢alismamizda oksidatif stresin
degerlendirilmesi spermatik ven6z kan 6rneklerin-
de yapilmig ve varikoselin testis tizerine direk etki-
sini ortaya konmaya ¢aligilmistir. Buna benzer ola-
rak yaymlarda ¢ok ender klinik ¢aligma mevcuttur.

Spermatik hiicreler, glutatyon peroksidaz ile
hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitleri inak-
tive etmek i¢in rediikte glutatyon saglayan GPx ile
bu reaktif oksijen {rlinlerinin zararli etkilerinden
korunmaktadir”. Giannattasio ve ark., saglikli nor-
mal kisilerde, seminal plazma GPx aktivitesinin,

infertil hastalara gore daha yiiksek oldugunu ve
bunun gonadal fonksiyonlar i¢in ¢ok yararli yeni
bir belirteg olarak kullanilmasimi Onermektedir-
ler™®. Bu nedenle c¢alismamizda varikoseli olan
hastalarda, spermatik ven eritrositlerinde glutatyon
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz diizeyleri ince-
lenmistir.

Yine ¢aligmamiza benzer sekilde Romeo ve
ark., spermatik ven ve periferik ven oksidatif stre-
sini ortaya koymak iizere addlesan varikosellilerde
bir arastirma yapmuslardir®'. Oksidatif stres belirte-
ci olarak nitrik oksit (NO) seviyesini incelemisler-
dir. Periferal vene kiyasla, spermatik vende NO se-
viyesini yiiksek olarak bulmuslardir. Fakat sper-
matozoalar tarafindan yapilan en Onemli reaktif
oksijen tiirevi siiperoksit anyonudur ve bu anyon
SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile hid-
rojen peroksit olusturmaktadir. Hidrojen peroksitin
sperm hiicreleri lizerindeki toksik etkisinin diger
oksijen tiirevlerine kiyasla daha fazla oldugu ve
spermatozoa hiicrelerinin oositler ile birlesme ye-
teneginin ortama ecklenen hidrojen peroksit ile
azaldig1 gosterilmistir®. Dolayistyla ¢alismamizda
oksidatif stres belirteci olarak SOD da o6zellikle
kullanilmis ve SOD’1n spermatik ven eritrositlerin-
de periferik ven eritrositlerine gére anlamli olarak
diisiik oldugu saptanmustir. Ayrica, bu calismada
oksidatif stres belirteci olan malondialdehit ve an-
tioksidan aktivite tayini igin total antioksidan ka-
pasite kullanilmistir. Spermatik ven plazmasinda
malondialdehit, periferik ven plazmasina gore an-
laml1 olarak yiiksek, total antioksidan kapasite ise
periferik ven plazmasinda anlamli olarak yiiksek
bulunmustur.

Bu ¢alisma, vazektomi, orsiyektomi veya her-
niorafi planlanan hastalardan olusturulacak bir
kontrol grubuyla gelistirilebilirdi fakat bulundugu-
muz popiilasyonda vazektomi i¢in basvuran hasta-
nin olmamasi, herniorafi planlanan hastalarda sag-
lam spermatik venden kan 6rnegi almak icin damar
yaralanmasina sebep olma olasilifi ve ameliyat
sonrasi kanama yan etkisi olasilig1 nedeniyle tercih
edilmemistir. Varikoselektomi sonrasi izlem siire-
cinde spermatik ven kanindaki reaktif oksijen
iiriinlerinin diizeyinin normale gelip gelmedigi ko-
nusunda arastirma yapmak tekrar cerrahi gerektire-
ceginden uygulanmamustir. Seminal plazmadaki
reaktif oksijen {irlinlerinin diizeyinin arastirildigi
calismalarda ameliyat sonrasi 3. ayda reaktif oksi-
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jen {riinleri diizeylerinin normale gelmesi ve buna
paralel olarak seminal parametrelerin normale yak-
lagmas1’, infeksiyon, inflamasyon gibi reaktif oksi-
jen iriinlerinin yiikseldigi durumlarin yoklugunda,
varikoselektominin seminal plazmadaki reaktif ok-
sijen Urlinleri miktarini azalttigin1 diisiindiirmekte-
dir.

Sonu¢ olarak bu c¢alismada varikoseli olan
hastalarda spermatik vende SOD, GPx ve GR gibi
reaktif oksijen {riinlerini inhibe eden enimlerin se-
viyeleri, periferik vene kiyasla daha diisiik olarak
bulunmustur. Lipit peroksidasyonunun son {iriinii
olan MDA’de spermatik vende periferik vene gore
anlamli derecede yliksek ¢ikmig, antioksidan kapa-
site ise daha diigiik bulunmustur. Bu bulgular vari-
kosele sekonder olusan oksidatif stres ve reaktif
oksijen iiriinlerinin varikosele bagli infertilite pato-
genezinde bir rol oynayabilecegini diisiindiirtmek-
tedir.
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