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OZET

VARIKOSELLI HASTALARDA IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM
KULLANARAK SPERMLERDEKI APOPTOZISIN SAPTANMASI VE APOPTOZIS
ILE SPERM PARAMETRELERI, SERUM VE SEMINAL PLAZMADAKI TAS-TOS

SEVIYELERI ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Siikrit AKMESE
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Pampiniform pleksustaki testikiiler venlerin anormal genislemesi olarak tanimlanan
varikosel ¢cogunlukla etkilenen testisin hacminde bir azalma ile iligkilidir. Bugiin varikoselin
gercekte lireme sistemine ne kadar hasar verdigi bunun olugsma mekanizmasi lizerine ¢ok
sayida tartigma vardir. Varikosel eriskin erkeklerin yaklasik %15 kadarinda bulunur. Bununla
birlikte, primer infertiliteli erkeklerin %35’inde ve sekonder infertiliteli erkeklerin %80’inde
belirgin varikosel bulunur. Bu iki duruma gore varikosel erkek infertilitesinin 6nemli
nedenlerinden biridir ve fertilitede ilerleyen bir azalmaya sebep olur.

En sik diizeltilebilir infertilite sebebi olan varikoselde spermatogenezin hangi
mekanizma ile bozuldugu tam olarak bilinmemektedir. Programli hiicre olimi ya da
apoptozis, hiicrelerde fizyolojik bir oranda gerceklesebilir ancak farkli patolojik durumlarda
artan veya azalan oranlarda bulunabilir. Bu ¢calismada varikoselli hastalarda apoptosiz markir1
olan kaspaz-3 seviyesi ile oksidatif stres ve sperm parametreleri arasindaki iligkinin
arastirilmasi amaclanmustir.

Calismamiza, varikosel tanisit almis 40 hasta ve 40 saglikli birey dahil edildi. Alinan
sperm Orneklerinde immiin boyama ydntemiyle kaspaz-3 varligi degerlendirildi. Seminal
plazma ve kan orneklerinde total antioksidan ve total oksidan seviyeleri spektrofotometrik
yontemle otoanalizdrde 6lgiildii. Her iki sonug kullanilarak OSI degeri hesaplandi.

Calismamiz sonucunda, TAS seviyesi varikoselli grubunda (0,93 + 0,28) saglikli
gruba (1,19 £+ 0,27) oranla diisiik bulundu (p<0,001). TOS seviyesi ise varikoselli grupta (8,32
+ 1,97) saghkli gruba (7,25 + 1,81) kiyasla yiiksek bulundu (p=0,013). OSI seviyesi de
saglikli gruba (0,63 = 0,22) kiyasla varikoselli grupta (1,01 + 0,48) yiiksek bulundu
(p<0,001).Apoptozis belirteci olan kaspaz-3, varikoselli grupta (14,27 + 26,63) kontrol
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grubuna (25,51 + 30,70) oranla diisiik bulundu (p=0,028). Spermiyogram parametrelerinden
ileri hareket (33,00 £ 19,50), toplam hareket (45,50 + 27,0) ve morfoloji (7 £ 5,0) varikoselli
grupta kontrol grubuna oranla diisilk bulundu (p<0,001). Hareketsizlik (54,50 £ 27,0) ise
varikoselli grupta yiiksek bulundu (p<0,001).

Bulgularimiz 1s1ginda varikoselli hasta grubunda artmis olan oksidatif stresin
antioksidanlan tiiketerek total antioksidan seviyenin diismesine neden oldugunu ve ayrica
muhtemelen apoptozisinde bu hastalarda diisiik bulunmasma katkida bulundugunu

sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Varikosel, Apoptozis, Oksidatif stres, Spermiyogram, immiin boyama
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN APOPTOSIS, SPERM

PARAMETERS, TAS-TOS LEVELS IN SERUM AND SEMINAL PLASMA AND

DETECTION OF APOPTOSIS IN SPERM USING IMMUNOHISTOCHEMICAL
METHOD IN PATIENTS WITH VARICOCELE

Siikrii AKMESE
The Department of Biochemistry (Medical), Master Thesis

Varicocele, defined as an abnormal dilation of the testicular veins in the pampiniform
plexus, is often associated with a reduction in the volume of the affected testicle. Today there
IS much debate about how much the varicocele actually damages the reproductive system and
the mechanism through which this occurs. Varicocele is present in around 15% of the adult
male population. However, 35% of men with primary infertility and 80% of men with
secondary infertility present palpable varicoceles. This leads to two assumptions: varicocele is
an important cause of male infertility and it causes a progressive decrease in fertility status.

Although varicocele is the most common correctable cause of infertility, it was not
completely known by which mechanism the spermatogenesis is impaired in varicocele.
Programmed cell death or apoptosis can occur in cells in a physiological rate, but may in an
increasing or decreasing rate in different pathological situations.In the present study, we
aimed to investigate the relationship between Caspase-3, which is marker of apoptosis, sperm
parameters and oxidative stres.

In our study, 40 patients with a diagnosis of varicocele and 40 healthy individuals
were included. By immunostaining presence of caspase-3 in the received sperm samples were
evaluated. Total oxidant and Total antioxidant levels in seminal plasma and blood samples
were measured by the spectrophotometric method in autoanalyzer. Using both results were
calculated the OSI value.

In our study, the level of the TAS in varicocele group (0,93 + 0,28) compared to the
healthy group (1,19 + 0,27) was lower (p<0,001). The level of the TOS in varicocele group
(8,32 + 1,97) compared to he healthy group (7,25 + 1,81) was higher (p=0,013). Level of OSI
compared to the healthy group (0,63 +0,22) was higher in the group with varicocele (1,01 +
0,48) (p<0,001). Caspase-3 of the apoptosis markers compared to the healthy group (25,51 +

Xiv



30,70) was lower in the group with varicocele (14,27 + 26,63) (p=0,028). Forward movement
(33,00 = 19,50), total movement (45,50 = 27,0) and morphology (7 + 5,0) of the semen
parameters in varicocele group compared to the healthy group was lower (p<0,001). Inactivity
(54.50 £ 27.0) was higher in the varicocele group (p <0.001).

Our findings have shown that the increased amount of oxidative stres in the patients
with varicocele has caused decrease in total antioxidant level by consuming the antioxidants,

also it has probably contributed to the low apoptosis level in these patients.

Key words: Varicocele, Apoptosis, Oxidative stress, Spermiogram, Immunostaining
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1. GIRIS

Varikosel, pampiniform pleksustaki testikiiler venlerin patolojik dilatasyonu olarak
tanimlanmistir. Yetiskin ve ergenlik donemindeki erkek popiilasyonunun %15’inde varikosel
goriilmektedir. Bu popiilasyon primer infertiliteli erkeklerin %35’ini, sekonder infertiliteli

erkeklerin ise %80’ini kapsamaktadir.

Gliniimiizde varikosel ile ilgili ¢ok sayida calisma yapilmasina ragmen, infertilite ve
testikiiler disfonksiyona neden olan varikoselin patogenetik mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir. Bununla birlikte; testikiiler sicakligin yiikselmesi, hipotalamik gonadal
dengenin bozulmasi, renal ya da adrenal kokenli toksik metabolitlerin ¢ikis1 ve testikiiler

hipoksi gibi baz1 mekanizmalar 6ne stirilmistiir.

Erkek infertilitesinde oksidatif stresin roliinii degerlendiren son ¢alismalar, varikoselli
infertil erkeklerin yiiksek seviyede sperm-kokenli reaktif oksijen tiirlerine (ROS) sahip
oldugunu gostermistir. Varikoselli hastalarda yiiksek diizeyde seminal oksidatif stresin
varligi, bu bireylerin semenlerinde ROS diizeylerindeki artisin ve toplam antioksidan
seviyesindeki (TAS) azalmanin gosterildigi bircok ¢alisma ile kanitlanmistir. Boylece, sperm
disfonksiyonu bulunan varikoselli hastalarin spermatogenez bozukluklarinin oksidatif stresle
iliskili oldugu kanisina varilmaktadir. Diislik seviyelerde ROS; kapasitasyon, hiperaktivasyon,
akrozom reaksiyonu ve sperm-oosit fiizyonu gibi normal sperm fonksiyonlarini diizenlerken,
ROS’un asirt iiretimi oksidatif strese neden olabilir ve spermatozoadaki patofizyolojik
degisiklikleri indiikleyebilir. Spermatozoadaki ROS ile iliskili olarak; hiicre membraninin
peroksidatif hasari, sperm motilitesinin bozulmasi ve DNA’nin oksidatif harabiyeti

gerceklesmektedir.

Varikoselli testislerde oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi
sonucu gelisen oksidatif stresin, spermatogenez lizerinde 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir.
Varikoselli hastalarin testislerinde lipid peroksidasyon {irlinleri diizeylerinin arttig1
bildirilmistir. Lipid peroksidasyonunun 6zgiil ve stabil bir son {irlinii olan 4-hidroksi-2-
nonenal (4-HNE) hiicre i¢ine gegmekte, DNA ve proteinlerle etkileserek hiicre sinyalizasyonu

ve apoptoz gibi 6zgiil hiicresel stres yanitlarinin baglamasina neden olmaktadir.



Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii; multiselliiler organizmalarda hiicre sayisinin
kontrolii, hiicre ¢ogalmas1 ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin devamini saglayan énemli bir
mekanizmadir. Genellikle yash hiicrelerin programli 6liimleri farkli stimiilanlar ve stres
faktorlerine bagli olarak kontrol dis1 ya da beklenen zaman disinda gerceklesebilir. Testikiiler
homeostazda, germ hiicre devamlilifinda ve spermatogenezde bozulmaya yol agan
varikoselde, ortaya ¢ikan 1s1 artisinin bu dokuda apoptozisi indiikleyici rolii oldugu
bildirilmistir. Ancak literatiirde varikoselli bireylerde apoptozisin azaldigi sonucu da ileri

sturilmektedir.

Varikoselli hastalarda immiinohistokimyasal yontem kullanarak spermlerdeki
apoptozisin saptanmasi ve apoptozis ile sperm parametreleri, serum ve seminal plazmadaki

TAS-TOS seviyeleri arasindaki iligkinin arastirilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Genital Sistemi

Erkek genital sistemi testisler, genital bosaltim yollari, aksesuar bezler ve penisten

olugsmaktadir. Testisin temel olarak iki gdrevi spermatozoon

bosaltim yollar1 ve aksesuar bezler, spermatozoonlart disartya dogru siiriikkleyen ve ayni

zamanda spermatozoonlara gerekli besinleri saglayan salgilar

sistemine birakir (1).
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Sekil 1. Erkek genital sistemi (1).

2.1.1. Testis

Septum skroti ile ayrilan bir ¢ift bilesik bez olan testisler, funikulus spermatikus ile

skrotum i¢inde asili durur. Her bir testis 4-5 cm uzunlugunda, 2-2,5 cm kalinliginda ve 2,5-

3,5 cm genisligindedir (2).

Testisler, yogun bag dokusundan olusan tunika albuginea adi verilen kalin bir kapsiil
ile cevrilidir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testisi

olusturur. Fibr6z uzantilar buradan bezin i¢ine girerek bezi testikiiler lobiiller denilen yaklasik




250 adet piramidal bolmeye ayirirlar. Testikiiler lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4
seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusu sinirler, leydig hiicreleri ve bol miktarda kan ve lenf

damarlari igerir (1).

Testisler, retroperitoneal olarak karin boslugunun arka duvarinda gelisirler. Fetiisiin
gelisimi sirasinda skrotuma dogru hareket ederler ve bu hareket nedeniyle her testis
peritondan gelismis olan tunika vajinalis ad1 verilen serdz bir kese tasirlar. Tunika vajinalis
icte viseral, dista paryetal bir katmandan meydana gelir ve testisin 6n ve yan boliimlerinde
tunika albugineayi sarar. Testislerin bu sekilde lokalize olmalar1 viicut 1s1sindan 2-3 °C diisiik

bir 1s1da olmalarini saglar (1, 3).
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Sekil 2. Erkek genital sisteme ait kanallar (9).

2.1.1.1. Seminifer Tiibiiller

Her bir seminifer tiibiil 30-70 cm uzunlugunda ve yaklasik olarak 150-250 pum
capindadir. Her iki testiste yaklasik olarak 1000 kadar seminifer tiibiil bulunur. Ince bir bag
dokusu olan lamina propriya ve ince ¢ok katli seminifer epitel, seminifer tiibiiliiliin duvarini

olusturur. Bazal lamina, lamina propriya ve seminifer epiteli birbirinden ayirir (4).

Baslangicta kor uclu olan tiibiiller sonlanirken liimen daralir ve tubuli rekti olarak

adlandirilan kisa segmentler halinde devam eder. Seminifer tiibiillerin rete testise



baglanmasini tubuli rekti saglar. Rete testis kanallar1 epididimisin bas kismina yaklasik 10-20

kadar duktuli efferentes ile baglanmistir (1).

Seminifer tiibiillerin epiteli 4-8 katli karmasik bir epiteldir. Epitelde ,spermatogenik ve
sertoli hiicreleri olarak bilinen destektek hiicreleri bulunur. Spermatogenik hiicreler bazaldan
liimene dogru ¢ogalarak hareket eder ve farklilagarak spermatozoonlara doniisiirler. Seminifer
tiibiil limeninin diizensiz olmasinda spermatogenik hiicrelerin bi¢imlerinin farkli olmasi rol

oynar (5).
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Sekil 3. Cevreleyen dokuyla birlikte seminifer tiibiiliin bir parcasi (1).

2.1.1.1.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, bazal laminadan liimene dogru uzanan ¢ok yonli hiicrelerdir ve
spermatogenik hiicrelere uyum saglamasi amaciyla yan yiizleri girintili ¢ikintilidir.
Eozinofilik sitoplazmalari, bazale yerlesmis oval c¢ekirdekleri ve belirgin g¢ekirdekgikleri
vardir (2, 6). Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerde 1yi gelismis golgi
kompleksi, ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulum, az graniillii endoplazmik retikulum ve ¢ok

sayida mitokondri ile lizozom igerdigi gosterilmistir (1).

Yan yana bulunan sertoli hiicrelerinin uzantilar1 engelleyici siki baglantilarla
birbirlerine baglanarak kan-testis bariyerini olusturmaktadir. Bu bariyerin olusumu epitel
tabakayr bolmelere (kompartman) ayirir. Bariyerin altinda bulunan kompartmana bazal

kompartman adi verilir. Spermatogonyumlar bazal kompartmana yerlesmislerdir.



Spermatogenez esnasinda, spermatogonyumlarin bdoliinmesiyle olusan bazi hiicreler bu
baglanti noktalarindan gegerek bariyerin {istlinde yer alan kompartmana ulasir. Bu

kompartmana da adluminal kompartman denir (1, 2).
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Sekil 4. Kan-testis bariyeri ve kompartmanlarin olusumu (1).

Sertoli hiicrelerinin gesitli islevleri vardir;

e Gelismekte olan spermatozoonlarin korunmasi, desteklenmesi ve beslenmesinin
diizenlenmesi. Spermatogenik hiicreler birbirlerine sitoplazmik kopriilerle
baglanmislardir. Bu hiicre ag1, sertoli hiicreleri tarafindan sitoplazmik dallanmalari ile
fiziksel olarak desteklenir. Kan-testis bariyeri ile kan akimindan izole edilen
spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar, metabolitler ve besin maddelerinin
almip verilmesinde sertoli hiicrelerine gereksinim duyar. Sertoli hiicre bariyeri,

olgunlasan sperm hiicrelerini immiinolojik saldiridan korur (1).

e Fagositoz. Spermiyogenez esnasinda artan spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler

seklinde uzaklastirilirlar. Bu cisimcikler sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir (1)

e Sekresyon. Seminifer tiibiillere spermlerin tasinmasinda kullanilan siviyir sertoli
hiicreleri salgilar. Androjen baglayici protein (ABP) iiretimini, Anti-Miillerian

hormonu ve inhibin salgilanmasi ve iiretiminde sertoli hiicreleri gorev alir (5).



e Kan-testis bariyeri. Testikiiler sivida kandan gelen madde miktarinin azalmasinda,
seminifer tiibilillerin i¢ kisimla kan arasinda bir bariyerin bulunmasi katki saglar.
Testikiiler kapillerler biiyiik molekiillerin geg¢isine izin verir. Spermatogonyumlar
kapillerdeki kana kolayca ulasabilir. Ancak, sertoli hiicreleri arasindaki engelleyici
baglantilar, biiyiik molekiillerin sertoli hiicreleri arasindaki bosluklara girisiminin
engellenmesi  bariyer olusumuyla saglanir. Bariyer olusumu  sayesinde
spermatogenezin ilerliyen asamalarindaki germ hiicreleri, kandaki zararli maddelere

kars1 korunmus olur (1).

2.1.1.2. Spermatogenez

Seminifer tiibiil epitelinde biiylik oranda spermatogenik hiicreler bulunmaktadir. Bu
hiicreler belirli bir farklilagma ve olgunlagsma evrelerine gore siralanir. Spermatogonyum ile
baslayan siralanma primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoon ile
sonlanir. Spermatogonyumdan spermatozoon olusumuna kadar gegen siire¢ spermatogenez

olarak adlandirilir (1, 7).

Bazal laminanin iistiinde yer alan spermatogonyumlar yaklasik 12 mikron ¢apindadir.
Spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinme ile c¢ogalirlar. Cogalma sonucu olusan yeni
hiicreler ya A tipi spermatogonyum olarak isimlendirilen kok hiicreler olarak béliinmeye
devem edebilir ya da mitotik sikluslar boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlari
olustururlar. Primer spermatositler, B tip1 spermatogonyumlarin farklilasmasiyla olusur.
Primer spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA (N haploid kromozom sayisin1 ya
da DNA miktarin1 gosterir) igerir. Primer spermatositler birinci mayoz boéliinmenin profazina
girerler ve bu asama yaklasik 22 giin siirer. Spermatogenik hiicreler arasinda en biiyiik

hiicreler primer spermatositlerdir (1).

Primer spermatositlerin  birinci mayoz boliinmeyi gecirmesiyle sekonder
spermatositler olusur. Sekonder spermatositler 23 kromozom (22+X veya 22+Y) igerir ve
DNA miktar1 2N’dir. Testis kesitlerinde bu hiicrelerin gozlenmesi zordur. Clinkii bunlar kisa
bir interfaz1 takiben ikinci mayoz béliinmeye giren dmiirleri az hiicrelerdir. Ikinci mayoz

boliinme sonu bu hiicreler spermatidleri olugturmaktadir (1, 5).
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Sekil 5. Spermatogenik hiicrelerin klonal 6zelligini gosterimi (1).

2.1.1.2.1. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatidlerin spermatozoona doniisme siirecidir. Hiicre boliinmesi bu
esnada gerceklesmez. Akrozom olusumunu, sitoplazmanin bilyilk oranda kaybolmasi,
flagellum gelismesini ve niikleus yogunlagsmasini ve uzamasini igeren karmasik bir siirectir.
Siire¢ sonunda seminifer tiibiil limenine salinan olgun spermatozoon olusur. Spermiyogenez

tic faza ayrilabilir (1).

Golgi Faz1

Spermatid sitoplazmasi niikleus, golgi kompleksi, mitokondri, bir ¢ift sentriyol,
serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum tiibiillerini igerir. Proakrozomal graniiller
golgi kompleksinde paketlenir ve daha sonra bu graniiller birbirleriyle birleserek membranla
siirlt bir akrozomal vezikiilii olustururlar. Sentriyoller akrozom vezikiiliin zit kutbuna gog

ederler. Ayn1 zamanda flagellar aksonem olusmaya baslar (1, 8).
Akrozomal Faz
Akrozomal graniil ve vezikiil, niikleusun 6n tarafin1 6rtecek sekilde yayilir ve bundan

sonra akrozom olarak isimlendirilir. Akrozom etkisi tripsine benzer bir proteaz, hiyaliironidaz,

noraminidaz ve asit fosfataz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Bu enzimler oositleri saran



korona radyata hiicrelerini birbirlerinden ayirmada ve zona pellusiday: sindirmede gorev alir

(1).

Spermiyogenezin bu fazinda niikleus uzar ve yogun bir hal alir. Ayn1 zamanda,
sentriyollerden biri flagellum olusumunu saglar. Flagellumun proksimal kismi etrafinda
toplanan mitokondriler orta parca adi verilen bdlgeyi olusturur. Spermatozoonun hareket

enerji bu bolgedeki mitokondriler tarafindan saglanir (1, 8).

Matiirasyon (Olgunlasma) Fazi

Artik sitoplazma pargalari sertoli hiicreleri sayesinde fagosite olur ve spermatozoonlar
seminifer tiibiiliin limenine salinirlar. Bu salinma islemine spermiasyon denir.
Spermiasyondan sonra 2-4 haftalik bir evreden gegen spermatozoon epididime ulasir. Bu siire

icinde daha ileri bir olgunlasmaya ugrayan spermatozoon hareketlilik yetenegi kazanir (8).
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Sekil 6. Spermiyogenez siiresince spermatidlerin degisimi (1).
2.1.1.3. interstisyel Doku

Androjen iiretimi agisindan testisin interstisyel dokusu oOnemlidir. Testikiiler
kapillerler gozeneklidir ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin gecisine izin verirler. Bag
dokusu cesitli hiicre tiplerini igerir; bunlar arasinda mast hiicreleri, farklilasmamis bag dokusu
hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar bulunur. Puberte doneminde poligonal ya da yuvarlak

sekilli, eozinofilik bir sitoplazmaya sahip ve merkezi bir niikleusu bulunan hiicre tipi olan



leydig ya da interstisyel hiicreler islevsel olarak belirgin hale gelir. Bu hiicreler ikincil seks

karakterlerinin gelisiminden sorumlu olan testosteronu iretirler (1, 2).

2.1.2. Genital Kanallar

Seminifer tiibiiller rete testise tubuli rekti olarak adlandirilan tiibiillere baglanirlar.
Rete testis tunika albugineanin kalinlasmasi ile olusmus mediastinum iginde labirent sekilli
kanallar halinde gozlenmektedir. Tubuli rekti rete testisin igine bosalir. Rete testisten 10-20
kadar duktuli efferentes ¢ikar. Duktuli efferentes epididimise taraf hareket saglayan silyali ve

silyasiz kiibik hiicre gruplarindan meydana gelen epitele sahiptir (1, 2).

Testislerde {iretilen spermatozoonlari penise tasiyan duktus epididimis, duktus
deferens ve iiretra kanallaridir. Duktus epidimis yaklasik olarak 4-6 m uzunlugunda oldukga
kivrintili bir kanaldir. Bas, gévde ve kuyruk boliimlerinden olusur ve testisin arka kismina
yerlesik bulunmaktadir. Duktus epididimis, duktus deferensle devam etmektedir.

Spermatozoonlarin gelistigi ve depolandigi boliimdiir (1, 2).

Duktus deferens, spermatik kordonun bir parcasini olusturmaktadir bu kordon
testikiiler arteri, sinirleri ve pampiniform pleksus icerir. Duktus deferns prostata girmeden
once genisler ve ampulla kismin1 olusturur. Duktus deferens prostata girdikten sonra {iretraya

acilir (1, 2).

2.1.3.Yardimca1 Genital Bezler

Seminal vezikiiller, uzunluklar1 15 cm olan ¢ok kivrimli bir ¢ift bezdir. Bu bez insan
ejakulatinin %70’1ik kismin1 olugturmaktadir. Spermatozoonlarin besin kaynag olan fruktozu
bol miktarda icermektedir (9).

Prostat, 30-50 adet dallanmus tiibiiloalveoler bezden olusur ve erkek ilireme sisteminin

en biiyiikk bezidir. Bu bezin kanallar1 prostatik iiretraya bosalir. Prostat salgisi lipidler,

fosfataz, fibrinolizm, proteolitik enzim ve sitrik asit igermektedir (1, 2).
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Bulboiiretral bezler, c¢aplart 3-5 mm olan {iretranin membrandz kisminin
proksimalinde yerleserek buraya salgisini bosaltan bezlerdir. Bu bez berrak ve kayganlastiric

mukus salgilar (1).

2.1.4. Penis

Penis ¢ silindirik erektil doku kitlesi ve iiretrayr bulundurur. Bu silindirlerin ikisi
penisin korpus kavernozumlar1 olarak isimlerndirilir ve dorsal olarak yerlesmistir. Korpus
spongiyozum olarak adlandirilan iginci silindirik yap1 ventral olarak yerlesmistir ve liretray1
cevreler. Bu yap1 sonunda genisleyerek glans penisi olusturur. Bezlerin salgisi ve

spermatozoonlar penis yoluyla disi genital sistemine birakilir (1).

2.2. Varikosel

Varikosel, pampiniform pleksus venlerinin dilatasyonudur. Varikosel terimi 1843°de
Curling tarafinda pampiniform plexus i¢indeki testikiiler venlerin anormal dilatasyonu olarak
olarak tanimlanmistir (10). Varikoselin fizyopatolojisi ve onun erkek infertilitesi ile iligkisi
son 50 wildir tartistlmasina ragmen infertilitiye yol agan mekanizmasi tam olarak

aciklanamamistir (11).

Varikosel

Vas Deferens
Epididimis

Testis

Sekil 7. Testiste varikosel goriinimii (59).
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2.2.1. Varikosel insidansi

Klinik varikosel genel olarak erkek popiilasyonun %15’inde goézlenirken primer
infertil erkeklerin yaklasik olarak %35’inde ve sekonder infertil erkeklerin yaklasik olarak
%80’inde gozlenmektedir (12). Varikoselin sol testiste goriilme oran1  %78-93, bileteral
goriilme orant %2-20, sag tarafta goriilme orant %]1-7 ‘dir (13). Normal semen analizi
gozlenen erkekler arasinda Diinya Saglik Orgiitii’'ne (WHO) gére varikosel goriilme orani
%11,7 olarak, anormal semen analizine sahip olan erkeklerde bu oran %25,4 oldugu
aciklanmistir. Varikosel, erkek infertilitesinin cerrahi yontemler kullanarak diizeltilebilen en

yaygin nedeni olarak gosterilmektedir (12).

2.2.2. Varikosel Etiyolojisi

Varikoselin etiyolojisi hakkinda ¢esitli teoriler ileri siiriilmiistiir. Vendz obstriiksiyon,
vendz reflii ve anatomik degiskenlikler bu teorilerden bazililaridir. Varikoselin etiyolojisi

hakkinda kabul gérmiis 3 teori mevcuttur (14).

Birincisi, sol ve sag testikiiler venlerin anatomik farkliliklari: Vena cava inferiora sag
testikiiler venine oblik olarak, diger taraftan sol renal vene sol testikiiler venin dogrudan
acilmasi neticesinde sol taraftaki hidrostatik basingta artis meydana gelir. Pampiniform
pleksusa iletilen basincin artigindan dolay: venlerde kivrilma ve genisleme gozlenir. Ikincisi,
kompetan venoz kapakgiklarin yoklugu: Varikoseli olan 659 erkegin katildigi bir ¢alismada,
erkeklerin venografik paternleri arastirildiginda %73’linde vendz kapakciklarin olmayist
gozlenmistir. Ugiinciisii, aorta ve superior mezenterik arter arasinda sol renal venin sikismasi
nedeniyle testikiiler venin kismi obstriiksiyonu: Testikiiler vendz drenajin baskilanmasi olarak

ifade edilmistir (15).

2.2.3. Varikosel Patofizyolojisi

Testikiiler fonksiyon iizerinde varikoselin etkisini agiklamak i¢in bir¢cok farkli teori
olmasma ragmen insan spermatogenezi ve erkek infertilitesi {izerine varikoselin etkilerini
hicbiri tam olarak agiklayamamuistir. Teoriler arasinda; hipertermi, venoz basing, renal-adrenal
reflii, hormonal disfonksiyon, otoimmiinite, akrozom reaksiyonu, apoptoz, oksidatif stres,

testikiiler kan akimi ve testis-interstisyal sivi iligkisi bulunmaktadir (11).
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2.2.3.1. Hipertermi

Azalan sperm parametreleri ilgili olarak, artan sicaklik ve varikosel arasindaki iliski
1960’lardan beridir arastirilmaktadir. Scrotal sicaklik hem fizyolojik ve anatomik olarak
hemde ters akim sistemi ile viicut sicakligindan daha az olmasi saglanir. ilk olarak 1959°da
tanimlanan ters akim sistemi, pampiniform pleksusu olusturan vendz kan testise giren
spermatik arter kaninin sicaklifim1 distirmektedir. Varikoselli hastalarda bu sistemin

bozuldugu diistintilmektedir (16).

Dijital veri kaydedici sayesinde 24 saat skrotal 1sinin kaydedildigi bir ¢aligmada,
varikoseli olan infertil erkekler ile normal fertil erkeklerin skrotal 1s1s1 kiyaslandiginda diisiik
derecede daha yiiksek oldugu ileri siiriilmiistiir. Bir diger calismada, varikoselli infertil
erkeklerin anestezi altinda prop kullanarak skrotumun 1sisi degerlendirilmistir. Varikoselli
erkeklerin kontrol grubuna gore skrotal sicakligin yaklasik 2-3 °C daha yiiksek oldugu
kaydedilmistir. Varikosel ile intraskrotal 1s1 artis1 arasindaki iligki deney hayvanlarinda
arastirilmistir. Varikoselin ortadan kaldirilmasi ile tavsanlarin ve ratlarin testikiiler 1sisi

normal derecelerine diismiistiir (17, 18, 19, 20).

Skrotal hipertermi ve varikosel arasindaki iliski hem hayvan hem de insan
calismalarinda varikosel olusumunun intratestikiiler 1sinin yiikselisine katki sagladig
gosterilmistir. Bu goriisii  destekleyen bulgu, intratestikiiler 1sinin varikoselin onarimi

sonrasinda normale gerilemesidir (21).

2.2.3.2. Venoz Basing

Venoz basing degisiklikleri 1ile varikosel arasindaki iligki uzun zamandir
tartisilmaktadir. Vendz basing yiikselisi testis kan akimini etkileyebilmektedir (22, 23).
Hamster ile yapilan ¢aligmada, testisin subkapsiiler ylizeyinde bulunan mikrodamarlarindaki
basincin l¢limii ile testikiiler kapiller basincin diisiik oldugunu ve diizenlenmesinde vaskiiler
agin arteriyel boliimii etkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Yiiksek vendz basing intratestikiiler
hidrostatik ve onkotik basin¢larin degismesine, hormonlar i¢in tasinma ve parakrin ortamin

degismesine ve mikrovaskiiler sivi degisiminin bozulmasina neden olabilir (23, 24).
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Insanlar iizerinde yapilan calismada, manometre baglanmis igne ile pampiniform
pleksusa girilerek istirahat halinde spermatik venlerdeki basing Olglilmiistiir. Pampiniform
pleksus vendz basi¢ degeri varikosel olanlarin olmayanlara oranla istirahat halinde ortalama

19,7 mmHg, valsalva ile ortalama 22 mmHg daha yiiksek oldugu belirlenmistir (25).

2.2.3.3. Renal-Adrenal Reflii

Sol spermatik vende retrograd akim varikoselli erkeklerin yaklasik %50’sinde oldugu
bildirilmektedir (26). Ayrica, vendz refliildeki yiikselis venografik caligmalarla
gosterilmektedir. Bu calismaya gore, bobrekten ve adrenal bezden kaynaklanan metabolit
tiriinlerin refliisii varikoselli erkeklerde daha yiiksektir. Bu da baslangicta kronik testikiiler

vazokonstriiksiyona daha sonra testikiiler fonksiyonun toksik etkili ¢aligmasina neden olabilir

7).

Hayvanlar {izerinde yapilan deneylerde yukaridaki calisma dogrulanmamistir.
Varikosel olusturulan hayvanlarda isaretlenmis mikrosferler sol renal vene verilmistir. Ancak,

ne sol ne de sag testiste gosterilememistir (28).

2.2.3.4. Hormonal Disfonksiyon

Varikoseli olan infertil hastalarda, varikoselin leydig hiicre disfonksiyonuna ve
nihayetinde azalmis testosteron iiretimine neden oldugu varsayimlar bulunmaktadir. Ratlar
lizerinde yapilan bir ¢alismada, intratestikiiler testosteron konsantrasyonu sol varikosel
sonrasinda bilateral olarak azaldigi bildirilmistir. Bagka bir rat modelinde, tek tarafl
varikoselin testosteron biyosentezinden sorumlu olan 17,20-dezmolaz ve 17 a-hidroksilaz
enzimlerinin seviyesinde azalmasma neden oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, varikosel
olusturulmus hayvanlarda testosteron seviyesindeki azalmanin testosteron sentezindeki

bozukluktan kaynaklandigini diistiindiirmektedir (21).

2.2.3.5. Otoimmiinite

Antisperm  antikor (ASA) {iretimini tetiklenmesinde kan-testis bariyerinin
bozulmasiin etkili oldugu diisliniilmektedir. Etiyolojiler arasinda; duktal obstriiksiyon, testis

torsiyonu, prostatit, testis travmasi ve epididimitin yani sira varikoselde bulunmaktadir (29).
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Varikoselin ne g¢esit bir mekanizmayla kan-testis bariyerine zarar vermeden
ASA’larim1 nasil uyardigr bilinmemektedir. Deneysel olarak olusturulan varikosel ile
hayvanlarda yapilan c¢alismada, sham ve non-opere ratlara gore varikoselli ratlarda daha

yiiksek seviyede ASA birikimi oldugu ileri siiriilmiistiir (30).

2.2.3.6. Akrozom Reaksiyonu

Varikosel ile ilgili baz1 aragtirmacilar, sperm morfoloji ve sayisindan daha ¢ok sperm
fonksiyonunda bir bozulma oldugunu ve bunun neticesinde zona pellusidayla birlesme

esnasinda meydana gelen akrozom reaksiyonu defekti oldugunu diisiiniirler (31, 32).

Insanlar iizerindeki ¢alismalarda, varikoseli olan ve fertil bireylerde mannoz ligand
reseptorleri esdeger ekspresyon gostermektedir. Ancak, mannoz tedavisi ile spermatozoa

akrozom reaksiyonu ger¢eklesmemekte ve zona pellusidaya penetre olamamaktadir (33).

2.2.3.7. Apoptozis

Spermatogonya, spermatosit ve spermatid germ hiicreleri apoptozis tarafindan
olumsuz sekilde etkilenmektedir (34). Ratlarin kullanildigt bir c¢alismada, normal
spermatogenez esnasinda tiim preleptoten spermatositlerin %75’i apoptozis ile ortadan
kaldirildigr ileri siiriilmektedir (35). Endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) normal hiicrelerde
bulunmamaktadir. Ancak, apoptotik germ hiicrelerinde bulundugu bildirilmektedir ve bunun
sonucunda varikoseldeki germ hiicre apoptozisinde eNOS ve nitrik oksit’in (NO) rolii

olabilecegi dne siirlilmiistiir (36).

Son donemlerde, varikoseli olan insanlarda oligospermin olusmasinda apoptozisin
onemli rol oynadigi bildirilmistir. Deneysel olusturulan varikosel ile ratlarda, artmis germ
hiicre apoptozi Terminal d-UTP Nick-End Labeling (TUNNEL) metodu kullanilarak
gosterilmistir (37). Bu deneyde, seminifer tiibiil basina diisen apoptotik hiicre oran1 varikoselli
grupta 0.27 iken, kontrol grubunda bu oran 0.14 oldugu belirtilmistir (38). Bir diger
caligmada, varikoseli olan hastalarin spermleri degerlendirildi ve sonucunda varikoselli grupta
sperm hiicrelerinin %10’a yakin1 apoptotik iken, kontrol grubunda yaklasik %0.1 oldugu
bulunmustur (39).
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Apoptozis ve varikosel arasindaki iliski 3 unsur nedeniyle birliktelik
gosterebilmektedir: 1s1 stresi, toksik uyaran ve androjen yoksunlugu (40). Varikoseldeki
apoptoz ile 1s1 artis1 arasindaki iliski c¢esitli deneylerde arastirilmistir. Bir c¢alismada,
varikoselin sebep oldugu 1s1 artisinin, hiicreye ve evreye 6zgii olarak apoptozisin olusmasina
neden oldugu bildirilmistir (41). Androjen yoksunlugu ile ilgili yapilan ¢alismada, ratlara
uygulanan hipofizektomiden 4 giin sonra immatiir ratlarda goriilen apoptozis indiiklenmesi,
matiir ratlarda sadece GnRH antagonistleriyle goriilmektedir (36, 42). Toksik ajanlarla ilgili
yapilan c¢alismada, etilen, eter, 2-metoksi etanol ve glikol gibi toksik maddelerin hayvan
calismalarinda apoptozise neden olarak spermatositlerin Olimiine sebep oldugu ileri

siiriilmiistiir (43, 44, 45).

2.2.3.8. Oksidatif Stres

Stiperoksit anyonlari, nitréz oksit, hidroksil radikalleri, hipokloréz asit ve hidrojen
peroksit reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasinda bulunmaktadir. Spermatozoanin ROS {iretimi,
akrozom reaksiyonunu kolaylastirmasinda, sperm hiperaktivasyonu ve kapasitasyonunda,
sinyal ileti mekanizmalarinda ve spermatozoon-oosit birlesmesinde gorev alan 6nemli bir

fizyolojik siirectir (46, 47).

Saglikl1 insanlarda seminal plazma, ROS iiretiminin asir1 etkisini nétralize etmek i¢in
dogal siipiiricii veya antioksidanlar igcermektedir. Patolojik durumlarda ROS iiretiminin
antioksidan kapasiteyi asmasi sonucu oksidatif strese neden olmaktadir (46). ROS’lar
spermdeki ¢oklu-doymamis yag asitlerinin lipid perosidasyonu sonucunda sperm
fonksiyonunu bozabilir ve bunun sonucunda sperm motilitesinde azalmaya, sperm
morfolojisinin degismesine ve yetersiz sperm-oosit birlesmesine neden olabilir. Bunlarin yani

sira, sperm DNA hasarina da sebep olmaktadir (48).

2.2.3.9. Testikiiler Kan Akim

Varikoseli patofizyolojisinin net olarak agiklanmasi igin testikiiler damarlar yonelik
bir¢ok calisma yapilmistir. Hayvan ¢alismalarinda, testikiiler kan akimi ve varikosel arasinda
birbirleriyle celiskili sonuclar ileri siiriilmiistiir. Tek tarafli varikosel varliginda iki tarafl

testikiiler kan akiminin yiikseldigi bulunmustur (49). Ratlar {lizerinde yapilan bir diger
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calismada,  varikoselektomiden sonra testikiiler kan akimlarmin normale dondiigii

goriilmiustiir (19).

Literatiirde varikoselin testikiiler kan akiminin azalmasina neden oldugunu gosteren
caligmalar da bulunmaktadir. Deneysel varikosel olusumu ile yapilan ¢alismada, kan akiminin
azaldig1 bulunmustur (50). Primatlarda yapilan ¢alismada ise, benzer bulgular bulunmus ve iki

yilin sonunda testikiiler kan akiminin normale dondiigl gozlenmistir (51).

2.2.3.10. Testis-Interstisyal Siv liskisi

Interstisyel sivi, testikiiler hiicreler ve dolasim arasindaki parakrin mekanizmasi ve
endokrin etkilesimini diizenler. Testikiiler kapillerlerin kan akimi ve gegirgenligi bu sivinin
olusumunu saglar. Varikoselin olusumu ile internal spermatik vende olusan hidrostatik basing
artist, kapiller ve vaskiiler gegirgenlikte degisime neden olur ve dolayisiyla interstisyel sivi
olusumunda degisikligi yol acar. Yapilan c¢alismada, varikoseli olusumundan sonra

interstisyel stvinin artig1 bulunmustur (52).

2.2.4. Varikoselde Semptom, Tani ve Tedavi

Genellikle asemptomatik olan varikosel, infertilite sikayetiyle tetkik edilen hastada
rutin muayene esnasinda tespit edilir. Testislerde agr1 ve ¢ekilme hissi olabilir. Hastalarin bir

kisminda skrotumda dilate venler belirgin olarak goriiliir (53).

Varikosel tanisi igin esas dogru fizik muayenedir. Fizik muayene ile genellikle dilate
venler kolaylikla tespit edilirken dilatasyonun fazla olmadigi durumlarda fizik muayene
yetersiz kalmaktadir. Fizik muayene ayakta oda 1sisinda spermatik kordon iki parmak
arasinda palpasyonu ile yapilir. Dilatasyonun fazla olmadigi durumlarda dilate venlerin
belirgin bie hale gelmesi i¢in hastaya derin bir nefes aldirilip ikindirilir (valsalva manevrasi) .

Varikosel fizik muayene bulgularina gore asagidaki gibi siniflandirilir (53).

Subklinik: Fizik muayene ile tespit edilemeyendir.

Grade 1: Palpasyonla tespit etmek giictiir, ancak ayakta valsalva manevrasi ile tespit

edilebilir.
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Grade 2: Valsalva manevrasi yapilmaksizin kolayca palpe edilir.

Grade 3: Ven paketleri skrotumda gozle goriiliir.

Testis voliimleri varikosel muayenesi yapilan her olguda Oolgiilmelidir (54).
Spermatogenezin etkilendigi varikoselli olgularin 6nemli bir kisminda, testis voliimiinde
azalma s6z konusudur. En sik olarak goriilen bulgu astenozoospermidir. Bu durum hastalarin
yaklasik % 90’1inda tespit edilir. Hastalarin yaklasik %65’inde sperm konsantrasyonu 20
milyon /ml altindadir (oligozoospermi) .Bunlara ek olarak morfolojik anomalilerde yaygindir

(53, 55).

Lipshultz ve Corriere varikoseli olan subfertil hastalarin, varikoseli olmayan subfertil
hastalardan belirgin derecede daha kiiciik testislere sahip oldugunu bildirmislerdir (54). Testis
boyutunda kiiciilme ve diisiik total motil sperm sayisinin, yiiksek dereceli varikoselle

beraberliginin sik oldugu gosterilmistir (56).

Fizik muayenede kararsiz kaliniyorsa veya varikoselin niiksiinden siipheleniliyorsa
goriintiileme yontemleri kullanilabilir. Skrotal Ultrasonografi (SU), RDU, Spermatik
Venografi (SV), Radyoniiklid Anjiografi (RA) ve Manyetik Rezonans Anjiografi (MRA) gibi
yontemler varikosel tanisinda kullanilabilmektedir. Gilinlimiizde en sik ve yaygin olarak

kullanilan goriintiileme yontemi RDU’dir (57).

En etkili tedavi cerrahi ligasyondur. Cesitli cerrahi yaklasimlar vardir. Retroperitonel
yaklagimla internal spermatik ven ligasyonu yapilabilirken, inguinal ve subinguinal

yaklasimla ek olarak eksternal spermatik ven ligasyonu da yapilabilmektedir. (53, 58).

2.3. Apoptozis

Apoptozis, hiicre 6liimiiniin farkli bir morfolojisi olarak ilk defa 1972°de J.F.K.Kerr
tarafindan tanimlanmistir. Apoptozis, gelismis biyolojik sistemlerde hiicrelerarasi iligkilerin
geregi olarak hasar gérmiis, gereksinim duyulmayan ya da viriis ile enfekte olmus hiicrelerin
kendi kendilerini yok etmesidir. Bundan dolayr apoptozis hiicre intihar1 olarak da
tanimlanmaktadir. Koken olarak “apo (ayrilan)-ptosis (diisen)” den gelen ve Yunancada

“agactan dokiilen yapraklar” anlamina gelmektedir (60).
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2.3.1. Apoptozisin Goriildiigii Hiicre Cesitleri

Apoptozis, fizyolojik bir islemdir. Metamorfoz ve embriyogenez gibi organizmanin
gelisim donemlerinde de oldukca onemli role sahiptir. Apoptozis tarafindan 6len hiicrelerin
yerine yeni hiicreler yapilmaktadir. Boylece yeniden yapim (mitozis) ve oliim (apoptozis)

doku homeostazisini saglamak {izere dinamik bir denge halinde siiregelir (61, 62).

Kurbagalarin metamorfozisi sirasinda erigkin forma gegerken kuyruklarinin
kaybolmas1 apoptozisle gerceklesir. Insan embriyosunun el parmaklar1 arasinda bulunan

perdelerin buradaki hiicrelerin apoptozisle 6lmesi sonucu kayboldugu diisiiniilmektedir (63).

2.3.2. Apoptozisin Morfolojisi

Hiicrenin sitoplazma, plazma zar1 ve niikleus gibi organellerinde apoptozise 6zgii
morfolojiler, apoptozis sirasinda ve sonrasinda meydana gelen sitolojik ve biyokimyasal
degisimler sonucunda olusmaktadir (64). Apoptotik morfoloji; kromatin yogunlagmasi, hiicre
biiziilmesi, ¢ekirdegin pargalara ayrilmasi, apoptotik cisimcik olusmast ve makrofajlar

tarafindan apoptotik cisimciklerin fagosite edilmesi olaylarini icermektedir (65).

Apoptozisin erken doneminde, plazma zari araciligiyla diger hiicreler ve hiicrenin
ekstraselliiler matriks ile olan baglantilar1 ayrilir. Hiicre biiziilerek komsu hiicrelerle olan
fiziksel baglantisin1 kaybeder. Sitoplazmada sisternalar vezikiil ve vakuolleri olusturmak
tizere kabarir ve endoplazmik retikulum genisler (66). Kabaran sisternalar hiicre zari ile
birleserek tomurcuklanmalar olustururlar. Bunlarin ayrilmasi ile sitoplazma ve c¢ekirdek
degisik boyutlarda “apoptotik cisimcikler” olusturur. Bu cisimler komsu normal parankimal

hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilir (67).

Kromatin yogunlasmasini takiben c¢ekirdek, zar biitiinliiglinii hasara ugratmadan
karyoreksis olarak isimlendirilen bir olay ile yapidan ayrilir (68). Bu morfolojik degisiklikler
kaspazlar tarafindan bazi proteinlerin kirilmasi ile baslatilabilir. Lamin A ve NUMA (Nuclear
Mitotic Apparatus) gibi proteinler g¢ekirdegin yapisal biitlinliigiiniin korumaktadir. Aktif
kaspaz 3 ve 6 bu proteinleri kirarlar. DNA’nin (Deoksiribo niikleikasit) 108-200 baz gifti

uzunlugunda pargalara boliinmesi apoptozisin en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Kazpazla akif
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olan DNaz (Caspase-aktivated DNase, CAD) ve DNA’y1 parcalayan faktor 40 (DNA

fragmentation factor, DFF 40) bu par¢alanmadan sorumlu proteinlerdir (69).

Olusan apoptotik cisimcikler, plazma zarindaki degisiklikler sayesinde fagositik
hiicreler tarafindan taninabilmektedir. Bu degisikliklerden en 6nemlisi fosfatidil serinin (PS)
lokalizasyonudur. Normal sartlarda PS, plazma zarmin i¢ yiizeyinde bulunur. Ancak,
apoptozisin erken evresinde zarin dis yiizeyine lokalize olur. Bu degisim sayesinde komsu
hiicreler ve makrofajlar, PS’nin hiicrenin dis yiizeyine ¢ikmasi ile hiicreyi tanir ve apoptotik

cisimciklerin fagositozunu gergeklestirir (66).
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Sekil 8. Apoptozisde goriilen morfolojik degisimler (39).

2.3.3. Apoptozis ile Nekrozis Arasindaki Farklar

Hiicre oliimiiniin apoptozis ve nekrozis olmak {iizere iki tipi vardir. Morfolojik ve
biyokimyasal olarak farkliliklar gdstermesine ragmen her iki hiicre 6liimiinde diizenli olarak

birbirini izleyen olaylar bulunmaktadir (70).

Her iki hiicre 6liimiiniin baslatic1 etkenleri farklidir. Apoptozisin olugsmasi i¢in hiicre
ici ATP’nin (adenin ) yiiksek seviyelerde olmasi gerekirken nekrozisin gerceklesmesi igin
yiiksek enerjiye gereksinim duyulmamaktadir. Hiicre i¢i ATP seviyesi, hiicrenin nekrozis ya
da apoptozis ile dlecegine karar verir. Nekrozisde baslatici etkenler arasinda toksinler, hipoksi
ve ATP eksikligi gibi faktorler bulunmaktadir. Apoptozisde ATP seviyesine neden olmayan
patolojik ve fizyolojik uyarilarin olusmasi gerekir (71).
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Nekrozise giden hiicreye asir1 sivi girmesiyle hiicre siserken, apoptozise giden hiicre

ise tam tersine biliziislir. Nekrozisde kromatin patterni hemen hemen normal hiicredeki

gorlintiiye benzerken apoptotik hiicrede kromatin niikleus membraninin ¢evresinde toplanir ve

kondanse olur. Nekrotik hiicre lizise ugrar ama apoptoza ugrayan hiicre apoptotik cisimciklere

pargalanir. Apoptotik cisimcikler degisen miktarlarda niikleus veya diger hiicre i¢i yapilar

icerir ve membranla kaplidirlar. Nekrozisde plazma zar biitlinliigiiniin bozulmasindan dolay1

hiicre materyallerinin dig ortama salinmasi gergeklesir ve inflamasyon uyarilmaktadir.

Apoptozisde apoptotik cisimcikler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite

edildiklerinden dolay1 inflamasyon olusmaz (72, 73).

Tablo 1. Apoptozis ve Nekrozis arasindaki farklar (72).

Ozellikler
Yol acan nedenler

Apoptozis
Biiyiime faktorii eksikligi,
Hiicre yaslanmasi,
HIV,
Kanser ilaglart,
Radyasyon,
Sitotoksik T lenfositler,

Nekrozis
Iskemi,
Hipertermi,
Hipoksi,
Toksik maddeler,
Agir metaller,
Siddetli oksidatif stres,

Morfolojik Ozellikleri

Hiicre membrani saglamdir.
Hiicre kiigtliir.

Blebler olusur.

Kromatin kondensasyonu
gerceklesir.

Organeller saglamdir.

Apoptotik cisimcikler olusur.

PS translokasyonu gozlenir.

Hiicre membran biitlinliigi
kaybolur.

Hiicre siser.

Biiyiik vakuoller olusur.
Organeller parcalanir.
Hiicre lizisi gergeklesir.
PS translokasyonu yoktur.

Biyokimyasal 6zellikleri

ATP gerektirir.
DNA kiriklart merdiven
seklini alir.

ATP gerekmez.
DNA rastgele parcalanir.

Diger ozellikleri

Fizyolojik ve patolojik
sartlarda gerceklesebilir.
Makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler.
Inflamasyon goriilmez.

Patolojik sartlarda
gerceklesir.

Lizozomal enzimler salinir.

Inflamasyona neden olur.

2.3.4. Apoptozis Mekanizmalar:

Apoptozis mekanizmasi tam olarak bilinmese de cesitli hiicre dis1 ve hiicre igi

sinyallerle baslamaktadir (74). Kaynagina bagli olarak intrensek (mitokondriyal) ya da

ekstrensek (8liim reseptor yolagi) yolak olmak iizere ikiye ayrilir. Oliim uyarisi hiicrenin

icinden geliyorsa intrensek yolak, hiicrenin disindaki kaynaktan geliyorsa ekstrensek yolak
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secilir. Bu yolaklarin islev goren proteinleri ve baslangic noktalar1 farkli olmasina ragmen

apoptozisin 6zgiin patobiyolojisinin ortaya ¢ikmasi noktasinda birlesmektedirler (61).

2.3.4.1. Intrensek (mitokondriyal) Yolak

Intrensek yolak, hiicre i¢i uyarilar sonucu ve mitokondrinin de esligiyle ger¢eklesen
apoptozis mekanizmalarindan biridir. Apoptozise giden hiicrede, mitokondri dis zarinda
transmembran potansiyelin diismesi sonucunda “permeability transition pore (PT)” olarak
adlandirilan por olusumu goézlenir ve normalde mitokondrinin membranlar arasi bolgesinde

bulunan iki protein grubunun sitozole salinmasina neden olur (75, 61).

Bu gruplardan ilki, sitokrom c, serin proteaz HtrA2/Omi ve Smac/DIABLO’dir.
Sitokrom ¢, Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) olarak isimlendirilen proteine
baglanarak apoptozom olusumunda ve Apaf-1 ile birlikte kaspaz-9’un aktif hale gelmesinde
rol alir. HtrA2/Omi ve Smac/DIABLO, apoptozisin inhibitdrleri olan IAP’lerin

fonksiyonlarini engelleyerek apoptozisi diizenler (61).

Apaf-1

cytochrome C

Recruitment of
procaspase-9

procaspase-9

Sekil 9. Apoptozom olusumu ve aktif kaspaz-9 olusumu (35).

Ikinci grup proteinler, endoniikleaz G, AIF ve CAD’dir. Bu proteinler de apoptozis
sirasinda mitokondriden salinirlar. Hiicre dliimiiniin kesinlesmesiyle bu proteinler salinirlar.
Niikleusu hedef alan AIF, DNA’y1 50-300 kilobazlik parcalara boliinmesini saglar. Bunun
neticesinde kromatin niikleus ¢evresinde yogunlasir. Diger protein endoniikleaz G’de

niikleusa gecerek DNA’y1 parcalara boler. Endoniikleaz G ve AIF kaspaz-bagimsiz olarak
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fonksiyon gosterirler. CAD, kaspaz-3 tarafindan aktifleserek niikleozomlar arasindan DNA’y1
keser (61).

Sekil 10. Hiicre ¢ekirdegindeki niikleozomlarin pargalara boliintisii (35).

Bcl-2 ailesi tiyeleri, apoptozisi diizenler ve kontrol eder. Apoptozis lizerine pozitif ve
negatif etki gosteren iki iiyesi vardir. Bunlar, pro-apoptotik ve anti-apoptotik tiyelerdir. Bel-2
ailesinin apoptozis {iizerine olan temel etkisi, mitokondri membran gegirgenliginin
degismesini saglayarak sitokrom c’nin salinmasina neden oldugu disiiniiliir. Bu tyeler

arasindaki denge, bir hiicrenin apoptozise gidip gitmemesini belirler (61, 64).

Permeability
transition Pore

Apoptotic Signals

d

Release of Apoptotic molecules
eg. Bad, Bax

Apaif-1
°o— 9.
et poptosome
Q Formation
ocrome ¢

INTRINSIC PATHWAY

Caspase cascade
Sekil 11. Intrensek yolak (75).
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2.3.4.2.Ekstrensek Yolak (Oliim reseptor yolag)

Ekstrensek yolaga, 6liim reseptorleri aracilik eder. Bu reseptorler apoptozisde ¢ok
onemli rol oynarlar ve ligandlar ile saniyeler icinde baglanarak kaspaz kaskadinin

aktiflesmesini saglarlar. Bu nedenle apoptozisin bu yolagi ¢ok hizli gergeklesmektedir (75).

Hiicre zarinin dis yiizeyinde yerlesmis bulunan reseptorlere hiicre disindan gelen 6liim
uyaris1 baglanir. Reseptorlerin sitoplazmada kalan kisimlar1 bir araya gelir ve hiicre 6limi
icin aracit proteinlere baglanirlar. Pro-kaspazlarin proteolitik fonksiyonlarini kisitlayan

bolgeleri kesilerek aktif kaspazlara dondsiirler (61, 64).

Hiicre ylizeyinde yerlesik bulunan reseptorler TNF (tiimor nekroz faktorleri ) siiper
gen ailesi lyesidirler. Bu gen ailesi iiyelerinde, sisteince zengin hiicre disi domain ve
sitoplazmada da 6liim domaini (Death domain; DD) olarak isimlendirilen kisim bulunur. Bu
Olim domainleri hiicre disarisindan gelen 6liim uyarisinin hiicre igerisine iletilmesi igin
onemlidir. TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) DR4, DR5, CAR1, Fas, CAR1,
P75, TNF-Rlve TRAIL, TNF reseptor ailesi iyelerindendir. Simdiye kadar en iyi
tanimlanmis Olim reseptorleri ve reseptorlere baglanan ligandlar;; TNF-o/TNFRI,
FasL/FasR, Apo2L/DR4, Apo2L/DRS ve Apo3L/DR3 seklindedir. Bu yolokta en iyi

caligilmis reseptorler TNF reseptorii-1 ve Fas reseptorii olmustur (61, 64).

Fas uyar1 mekanizmasnda FasL hiicre disindan gelen uyaranidir ve Fas reseptoriine
baglanir. T hiicrelerinin uyarilmasiyla FasL bu hiicrelerce ifade edilir ve Fas reseptorii
bulanan hiicrelere baglanarak apoptozisi baslatir. Membrana bagli TNF’nin metalloproteinaz
tarafindan kesilmesi sonucunda ekstraselliiler kismi ayrilir ve ¢6ziilmiis TNF iiretilmis olur.
Benzer sekilde FasL’nin ekstraselliiler kism1 kesilerek ¢oziilmiis FasL elde edilir. Coziilmiis

FasL ve TNF iiclii yapida bulunur (61, 64).

Reseptorlerin bu ti¢lii birlesimi, sitoplazmada bulunan DD bdlgelerinin de bir araya
gelmesine sebep olur ve apoptozisde rol alan FADD (Fas-associating protein with dead
domain) araci proteini de DD bolgesiyle birlesime katilir. Fas, FasL ve FADD’nin
olusturduklar1 bilesik DISC (Death inducing Signaling Complex) olarak isimlendirilir.
Kaspaz-8 veya kaspaz-10 DISC bilesimine baglanir. Kaspaz-8’in N-ucunda iki tane DED
bolgesi bulunmaktadir ve FADD’nin DED bdélgesine onciil kaspaz-8’lerin DED bdlgesi

24



baglanir. DISC bilesimi igindeki Onciil kaspaz-8’ler birbirlerine yaklasarak kendilerini aktive
ederler. Aktif hale gelen kaspaz-8 direk olarak kaspaz-3°ii veya baska effektor kaspazlar

keserek lamin ve aktin ve rho-GDI gibi hiicresel elemanlarin fraksiyonunu saglar (76).
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Sekil 3. FADD"1n yapist1 (36).

2.3.5. Apoptozisin Mediatorleri

Apoptozisi diizenleyen protein, iyon ve gen gibi bircok mediatér bulunmaktadir.

Mediatorler apoptotik stimulusun ¢esidine ve hiicre tipine gore farklilik gosterebilir (62).

2.3.5.1. Kaspaz Ailesi

Omurgalilarda kaspazlar apoptotik yolakta etkili proteinlerdir ve enzim olarak gérev
yaparlar. Insanlarda 15 farkli kaspaz belirlenmistir (77). Onciil yapidaki kaspazlar 3 bdlgeye
sahiptir ve tek zincirli bir polipeptid olarak sentezlenir. 17-22 kDa agirliginda internal bolge
(p20), 10-13 kDa agirliginda kiigiik katalitik alt {inite olarak isimlendirilen C terminal bdlge
(p10), merkezinde katalitik aktif bolge ve 3-24 kDa agirliginda DD olarak adlandirilan NH;

terminal bolgelerini icermektedirler (78).

2.3.5.1.1. Kaspazlarin Siiflandirilmasi

Kaspaz aile iiyeleri fonksiyonlarina gore tli¢ grup altinda toplanabilirler
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1. Baglatic1 kaspazlar: Kaspaz 2, 8, 9 ve 10 bu gruba dahildir ve bu kaspazlar pro-

apoptotik kaspazlar olarak diger kaspazlarin aktive olmasini saglarlar. Baslatic1 kaspazlar 110

aminoasitten olusur ve transmembran reseptorleri ile etkileserek aktif hale gelirler (79).

mitochondrion

caspase 8

cytochrome c

caspase 2

Sekil 13. Kaspaz kaskadi (37).

2. Efektor kaspazlar: Kaspaz 3, 6 ve 7 bu gruba dahildir. Cesitli hiicre i¢i proteinleri bu

kaspazlar enzimatik reaksiyonlarla pargalarlar (62).

3. Sitokinleri aktive eden kaspazlar: Kaspaz 1, 4, 5 ve 13 bu gruptadirlar (62).

CED3

kaspaz -
ICE — kaspaz-
paz

Alt ailesi \—
—— kaspaz-
- kaspaz -

kaspaz -

- - | kaspaz -
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- kaspaz -
- kaspaz-
Alt ailesi ; kaspaz -

kaspaz -

13

{ ERICE)

(ICE, -1, TY)
(ICE, ¢ 11, TX, ICH-2)
{ICE)

( MCH3, ICE-LAP3, CMH-1)

[ CPP32, apopain, Yama )
(Mch2 )

| MACH, FLICE, MchS )

{ Mchd )
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Inflamasyon
Grup|

Apoptozis
Grup I
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Sekil 4. Insan kaspaz ailesi (36).
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2.3.5.1.2. Kaspazlarin Aktivasyonu

Onciil kaspazin yapisinda bulunan dnciil-bolge yapidan ayrilir ve heterodimer bir yap1
geride kalir. Bu sekilde olusan iki heterodimer yapi birlesip iki aktif bolgeyi bulunduran
tetramer aktif kaspazi olusturur. Prokaspaz-3, 6 ve 7’nin aktivasyonlarinda olustugu gibi
biitiin kaspazlar kaspaz kaskati olusturulmasiyla aktif hale gelir. Prokaspazin aktif kaspaz
formuna doniisebilmesi i¢in diizenleyici bir alt {nitenin aktiflestirmesiyle gercgeklesir.
Ornegin; prokaspaz-9’un aktif hale gelebilmesi igin Apaf-1’in sitokrom c ile birlesmesi ve

sonra prokaspaz-9’un bu birlesmeyle etkileserek aktif yapiya gecebilmektedir (61, 79).

Prokaspaz
(32 - 55 kDa)
Kinlma Bolgesi Kinlma Bélgesi
Asp-x Asp-x
Prodomain Biiyiik Alt Birim (p20) Kigiik Akt Birim (p10)
(3-24 kDa) (17-21 kDa) (10-13 kDa)
N-terminal [ T o-altbirim ® U] patbiim | C-terminal
R H Cc R
Sistein Korunmus
Katalitik Bolge
QACxG
Apoptotik Siire¢ ﬂ
Aktif Kaspaz
?ACXG
[ p20 D |
p10
p10
[ ® p20 |
GxCA!

Sekil 15. Prokaspaz ve aktif kaspazin yapisi (36).

2.3.5.1.3. Kaspaz-3

Efektor kaspazlardan biri olan kaspaz-3, apoptozis esnasinda kirilan poli ADP Riboz
Polimeraz (PARP), niikleer enzim gibi bir¢ok proteinin proteolitik olarak kirilmasindan
sorumludur. Kaspaz-1 ve Ced-3’iin aktif bolgelerini kodlayan DNA dizilerinden
yararlanilarak yapis1 aydinlatilmis ve CPP32 olarak isimlendirilmistir. 32 kDa agirliginda ve
insan kromozomunu 4933-q35.1 bolgesinde yer alan bir sistein proteazdir. PARP’n kirtlma
bolgesinin (DEVD |G) aydinlatilmasina dayanarak, Ac-DEVD-AMC modeli substrat olarak,
Ac-DEVD.CHO da spesifik inhibitorii olarak sentezlenmistir. Apoptozis sliresince kaspaz-3,
Asp-Xaa-Xaa-Asp (DXXD) motiflerini iceren substratin proteolitik kirilmasindan sorumludur
(80, 81).
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2.3.5.2. Kalsiyum

Apoptozise giden hiicreye devamli kalsiyum girisi olur. Endoniikleaz aktivasyonunda,
hiicre iskeleti organizasyonunda, transglutaminaz aktivasyonunda, gen regiilasyonunda ve
proteazlarin aktivasyonunda kalsiyum gorev alabilir. Tek bagina hiicre i¢ine kalsiyum girisi

apoptozisin baglamasi ve devam etmesi i¢in esansiyel degildir (62).

2.3.5.3. Bcl-2 Ailesi

Bir hiicrenin apoptozise egilimi Bcl-2 ailesi genlerinin homodimer ya da heterodimer
formuna baglhdir. Bel-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik liyeler olmak iizere birbirine zit 2

gruptan olusur (73).

Bir hiicrede proapoptotik proteinler fazla oranda bulunuyorsa hiicre apoptozise gitme
egilimi fazladir. Ancak, antiapoptotik proteinler fazla bulunuyorsa hiicrenin apoptozise olan
egilimi daha azdir. Proapoptotik tiyeler, sitokrom ¢ ve AIF’in salinimini artirarak apoptozisi
indiiklerler. Proapoptotik iiyeler sitozolde bulunmaktadir. Antiapoptotik iiyeler mitokondrinin
dis membraninda, ¢ekirdek zarinda ve endoplazmik retikulumda bulunur ve por olusumunu
saglayarak iyon transportunu diizenlerler. Ayrica, sitokrom c¢ ve AIF’in salinimini

engelleyerek apoptozisi inhibe ederler (73).

Bcl-2 Family

Anti-Apoptotic
Mcl % CED-9
W 8“’1
Pro-Apoptotic

W Diva
% Bcl-Xs
- @~ Bik, Bim
S Bad, Bid. Egl-1
OseHt @esa
@z Oemu

. Transmombiano Doman

Sekil 16. Bcl-2 ailesinin iiyeleri (38).
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2.3.5.4. p53

p53, hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde, eger hasar onarilabilir diizeyde
oldugunda hiicre siklusunu G1 fazinda durdurarak hiicreye DNA’sin1 onarmasi i¢in zaman
kazandirir. Eger DNA hasar1 onarilamayacak diizeyde ise p53 apoptozisi indiikler. p53,
Bax’in ekspresyonunu artirarak Bcl-2/Bax oranini degistirir. Bunun sonucunda apoptozisi

indiiklenmesini saglar (62).

2.3.5.5. Sitokrom C

Elektron transport zincirinin bir proteini olan sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda
bulunur. Eger sitokrom c, mitokondriden sitoplazmaya salinmis ise hiicre apoptozise gittigi ve

irreversible bir doneme girildigini isaret etmektedir (62).

Sitokrom ¢, mekanizmasi tam olarak bilinmemis bir sekilde AIF ile birlikte
mitokondriden sitoplazmaya salinir. Sitoplazmik bir protein olan Apaf-1’e baglanan sitokrom
¢ onu aktive eder, daha sonra ATP’nin de esligiyle apoptozom olarak adlandirilan bir
kompleks olusturur. Apoptozom, inaktif olan prokaspaz-9’u aktif kaspaz-9’ a doniismesini
saglar. Aktif kaspaz-9, prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3’e donustiiriir. Aktif kaspaz-3, ICAD’1
(inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir ve ICAD’1n bagladigi CAD’1
serbestlestirir. Serbest hale gelen CAD, kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal

DNA fragmentasyoununa neden olur (61, 62).

2.3.5.6. AIF

AIF, mitokondride gorev yapan bir flavoproteindir. Apoptotik sinyaller sonucu
mitokondriden salinarak niikleusa geger. DNA’nin parcacklara ayrilmasinda ve kromatin

yogunlagmasinda neden olarak apoptozisde gorev alir (63).

2.3.5.7. Endoniikleaz G

Kuvvetli bir niikleaz etki gosteren endonikleaz G mitokondride bulunur. Apoptotik
sinyaller sonucu mitokondriden salinan endoniikleaz G niikleusa gecer ve burada DNA’nin

pargaciklara ayrilmasina neden olur ve hiicre apoptozise gider (63).

29



2.3.5.8.Granzim

Granzimler, tiimor hiicrelerinin ve enfekte olmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
gorev alirlar. Natural killer (NK) hiicrelerinin ve sitotoksik lenfositlerin (CTL) sitoplazmik
graniillerinde bulunan granzimler ve perforinler, hedef hiicreye baglanmanin sonucunda
salgilanirlar. Sonucgta hedef hiicrenin membraninda porlar olustururlar. Porlar araciligiyla
hiicreye giren granzimler, prokaspaz-8’in aktif hale gelmesini saglar ve kaspaz kaskad1 baslar.

Bu da hiicreyi apoptozise gotiiriir (62).

2.3.6. Apoptozu Belirleme Yontemleri

Apoptotik indeks, apoptozise giden hiicre sayisinin yasayabilir hiicrelere oranini ifade
etmektedir. Indeksin belirlenmesi icin apoptotik hiicrelerin goriiniir hale getirilmesi

gerekmektedir. Bu amagla birgok morfolojik ve biyokimyasal metotlar gelistirilmistir (82).

2.3.6.1. Morfolojik Goriintiilleme Yontemleri

2.3.6.1.1. Isik Mikroskobu

Hematoksilen-eozin boyama (HE): hiicre kromatinini boyadigindan dolay1 apoptotik
hiicreler belirlenebilir. Kromatinin kondense olmasi, hiicre kii¢iilmesi ve niikleusun parcalara

boliinmesi gozlenebilir (82).

2.3.6.1.2. Floresan mikroskopu / Lazerli konfokal mikroskop

Floresan maddelerin (6rn. DAPI) kullanilmasiyla gergeklestirilen bir boyama
yontemidir. DNA’ya baglanabilen floresan boyalar niikleusu goriiniir hale getirir. Olii ve canli
hiicre ayrimi yapabilmek icin, sadece 6lii hiicreleri boyayabilen bir boya ile (Ornegin;

propidium iyodiir) canli veya 6lii hiicreleri boyayabilen bir boya beraber kullanilir (82).

2.3.6.1.3. Elektron Mikroskopu

Apoptozisi belirlemede en degerli yontemdir. Apoptozisde olusan morfolojik degisimler ¢cok

net bir sekilde gozlenir (62).
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2.3.6.1.4. Faz Kontrast Mikroskobu

Bu tiir mikroskop hiicrelerin kiiltliir ortaminda, plate veya flask’larda biiytitiildiigi

calismalarda kullanilir ve apoptotik hiicrelerde gelisen cepgikler gdzlenebilir (62).

2.3.6.2. Histokimyasal Yontemler

2.3.6.2.1. Anneksin V Yontemi

Apoptozise giden hiicrede normal sartlarda hiicre zarinin i¢ yiizeyinde bulunan PS
hiicre zarmin dis yiizeyine gecer. Dis ylizeydeki PS’ler floresan madde kullanarak
isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir hale getirilebilir (82).

2.3.6.2.2. Tunel Yontemi

DNA kiriklarinin gézlenmesini saglayan yontemdir. Donmus kesitler, parafin bloklar

ve lameller iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligi bu yontemle gozlenebilir (82).
2.3.6.2.3. M30 Yontemi
Sitokeratin 18, apoptozise giden hiicre kaspazlarin etkisiyle kirilir ve ortaya yeni bir
antijenik bolge cikar. M30 ydntemi, bu bolgenin immiinohistokimyasal (IHC) metodla
boyanmasi prensibine dayanir (62).
2.1.6.2.4.Kaspaz-3 Yontemi
Apoptotik hiicrelerde meydana gelen aktif kaspaz-3’iin belirlendigi yontemdir (62).
2.3.6.3.Biyokimyasal Yontemler

2.3.6.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Apoptotik hiicrede DNA, interniikleozomal bdlgelerden kirilldigindan dolayr merdiven

goriintiisii (ladder pattern) meydana gelir. DNA’nin bu kirilmasi apoptozise 6zgiidiir ve
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nekrozisde olusmaz. Bu yiizden, apoptozisi nekrozisden ayirmak i¢in kullanilan degerli bir

yontemdir (62).

2.3.6.3.2. Western Blotting

Apoptozise 0zgli olan bazi proteinlerin  (6rn. Bcl-2, Kaspaz-3) eksprese olup

olmadiklar1 ya da kirilip kirilmadiklarini belirlemede kullanilan yontemdir (62).

2.3.6.3.3. Flow Sitometri

Floresan madde ile belirlenmis antikor kullanilarak apoptozise 6zgii eksprese olan

hiicre ylizey proteinlerinin saptanmasinda kullanilan yontemdir (62).

2.3.6.4. Immunolojik Yontemler

2.3.6.4.1. Ehsa

Insan plazmasinda ya da kiiltiiri yapilmis hiicrede DNA fragmentasyonunu

belirlemede kullanilan yontemdir (62).

2.3.7. Spermatogenez ve Apoptozis

Doku canliliginda ve canliligin devam etmesinde, normal fizyolojik sartlarin
korunmasinda etkin olan apoptozis, testikiiler dokuda da siirekli saptanan bir olaydir.
Bilindigi ilizere spermatogenez, spermatogonyumun mitotik ve mayotik boliinmeler sonucu ve
hiicre farklilasmalari ile olgun spermin olusma siirecidir. Ayrica, germinal hiicre 6liimleri de
goriilir ve bu durum sperm olusumunda Onemli bir rol oynar. Apoptozis, genellikle
spermatogonyumlarin ve spermatositlerin 6liimiine neden olur. Yapilan bir ¢aligmada, testiste
apoptozisin devamli gerceklestigi ve defektif germinal hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
yonelik bu olaya erkek germinal hiicrelerinin %25-75’nin maruz kaldig: ileri siirtilmiistiir.
Spermatogonyumlarin gelisim evresinde ortaya c¢ikan apoptozis, sertoli hiicreleri ile
olgunlagsmakta olan germinal hiicreleri arasindaki uygun sayisal orani siirdiirmeye yonelik
fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmaktadir. Azoospermik ya da oligospermik durumlarda,

androjen eksikliginde ve 1s1 artisinin oldugu durumlarda testiste meydana apoptoziste artis
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gozlenebilir. Testikiiler fizyolojiyi bozan stimulanlar varliginda apoptozis artis1 gézlenir ve

spermatogenezde bozulma ve infertilite meydana gelir (83).

2.4. Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ile antioksidanlar belirli bir denge halindedir.
Bu dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir. Yiiksek reaktiviteye sahip
reaktif oksijen tiirleri, mitokondriyum basta olmak iizere ¢esitli hiicre organellerinin normal
metabolizmast sonucu TUretilirler. Ayrica, yaslanma, inflamasyon, kimyasal ajanlara
maruziyet, radyasyon ve iskemi-reperfiizyon gibi nedenlere bagli olarak da iiretilebilir.
Diyabet, kanser, ateroskleroz ve kardiyovaskiiler gibi ¢estli hastaliklarin patogenezinden

sorumludur (84).

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yuksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

ﬂtioksidanlar

S
erbest Radikaller

=y

Oksidatif hasar

[ RO D)
JE 48 dC A G20 d 2N
Y

}.7;1‘3&;\\,\'1/}'\1.3]_". u‘f i 4 < -
Membran lipidleri Proteinler Niukleik asitler

Sekil 17. Oksidatif denge (84).

2.4.1. Serbest Radikaller

Atom vyapisi, bir c¢ekirdek ve cevresinde bulunan degisik sayida elektronlardan
olusmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizende yerlesen elektronlar, orbital adi
verilen yoriingelerde hareket etmektedirler. Her orbitalde yerlesik iki elektron, birbirine zit
yonde kendi ekseni etrafinda donmektedir. Orbitallerden birine veya ikisine ters doniislii bir

veya ters doniislii iki elektron yerlestirilmesi ile radikal elde edilmektedir (85).
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Ground Stete O; Singlet 0, Siperokst  Peroksiiyorw  Singet O;
Sekil 18. Oksijen molekiiliiniin elektron sayist ve olusan oksidan molekiiller (85).

Reaktif oksijen tiirleri, serbest radikaller veya oksidan molekiiller, molekiiler veya
atomik yapilarinda eslenmemis elektron tasiyan molekiillerdir. Serbest radikallerin baslica 3

yolla meydana geldigi ileri siiriilmektedir (86).

e Kovalent bagli bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin kalarak

homolitik boliinmesi.
XY > Xe+Ye

e Normal bir molekiiliin bir elektronun kaybina ugramasi
Ae—-A +e

e Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

A+e — Ae-

2.4.2. Oksijen Tiirevi Bilesikler

Normal sartlarda oksijen tatsiz, renksiz, kokusuz, kararli, sudaki ¢oziintirliigi
stnirhdir. Insan hayati icin hem toksik hem de gerekli olan bir molekiildiir. Biyolojik
sistemlerde en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusanlardir. Molekiiler oksijenin (O,), iKi

tane eslenmemis elektronu bulundugundan dolay1 kendisi ayn1 zamanda bir radikaldir. Bu
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ozellik oksijenin diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglarken serbest
radikal olmayan maddelerle daha yavas reaksiyona girmesini saglar. Organizmada oksijenin
kismi rediiksiyonuyla, ¢ok sayida ve yliksek derecede reaktif iiriinler olusur. Oksijen, hiicre

iginde ¢esitli reaksiyonlardan sonra en son H ,0’ya indirgenir (87, 88).

2.4.3. Serbest Oksijen Radikalleri

2.4.3.1. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH ) neredeyse biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen
serbest radikaller arasinda en kuvvetli oksidan etkiye sahip olan radikaldir. Suyun yiiksek
enerjili radyasyona maruz kalmasi OH  radikalini olusturur (88).

H,O — H + OH"

Aynm1 zamanda hidrojen peroksitten endojen olarak Fenton ve Haber-Weis

reaksiyonlar ile hidroksil radikali meydana gelir (89).

Fe*? + H,0, — Fe™* + OH + OH ~ (Fenton reaksiyonu)

H,O0,+0;” — OH +0,; +OH (Haber-Weis reaksiyonu)

2.4.3.2. Superoksit Radikali

Stiperoksit radikal anyonu biitlin aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak

indirgenmesi sonucu meydana gelir (90).

O, +e — 02'_

Mitokondri kristas1 endojen olarak siiperoksitin en yogun olusum yeridir. Ayni
zamanda ksantin oksidaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz enzimleri siiperoksit radikalini
olusturan diger endojen kaynaklardir. Siiperoksit radikali zayif oksitleyici ancak giiclii
indirgeyici bir ajandir. Hidrojen peroksitin olugsmasini ve gegis metal iyonlarinin indirgeyicisi

oldugu i¢in zararh etkilere neden olmaktadir (91).
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2.4.3.3. Hidrojen Peroksit Radikali

Hidrojen peroksit, biitiin elektronlar ¢iftlestiginden radikal degildir ancak biyolojik
membranlara niifuz edebilmesi ve daha reaktif oksijen tiirlerinin yapim asamasinda rol aldigi

icin 6nemlidir (88).

Hidrojen peroksit oksijen molekiiliiniin iki elektron almasi sonucu ve siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile siiperoksitten olusur. Ayn1 zamanda, d-aminoasit oksidaz, glukoz
oksidaz, iirat oksidaz gibi enzimler oksijene iki elektron transfer ederek hidrojen peroksit

olusturur (92).

O, +2e + 2H" — H,0,

SOD

20,7 +2H+ ——— H,0,+ 0,

2.4.3.4. Singlet Oksijen

Ortaklanmamis elektronu bulunmadigindan gercek serbest radikali degildir. DNA,
RNA, proteinler ve lipitleri kapsayan birgok biyomolekiille reaksiyona girerek organizmaya

zarar verir (93).

2.4.3.5. Peroksil Radikali

Hidroksil radikali ile yag asitleri, niikleik asitler, karbonhidratlar ve proteinler gibi
cesitli molekiillerden bir proton ¢ikmasiyla karbon merkezli radikaller (alkil radikali: Re)
olusur. Olusan bu radikaller hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek peroksil radikalini
(ROO¢) meydana getirirler. Peroksil radikali, lipid peroksidasyonunda zincir devam ettirici
radikaldir (94).

2.4.3.6. Nitrik Oksit

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz enzimi ile L-arjininden sentezlenir. Nitrik oksit,

olusmus olan ROS’lar1 ile reaksiyon vererek oksidan olan peroksinitrit olusturmaktadir.
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Daha sonrasinda ileri dekompozisyon ile hidroksil radikali olusumuna yol agmaktadir
(95).

NO + O, —» ONOO™

ONOO™ + H" — ONOOH

ONOOH—NO,+OH

2.4.4. Reaktif Oksijen Radikallerinin Kaynaklari

Reaktif oksijen radikallerinin kaynaklari endojen ve ekzojen olmak iizere ikiye

ayrilabilir.

2.4.4.1. Endojen Kaynaklar

2.4.4.1.1. Elektron Transport Zinciri

Normal kosullarda mitokondri, sitokrom oksidaz sistemi ile oksijeni suya indirgeyerek
detoksifiye etmektedir. Elektron transport zincirinde yer alan pek c¢ok bilesik (NAD", FAD,
koenzim Q) oksijen ile siliperoksit salinimina neden olmaktadir. Oksijen kacagi olarak
tanimlanan bu olaya neden olan faktorler bilinmemektedir. Normal kosullarda hiicrenin
savunma sistemleri ile yok edilebilen bu kagak, oksidan stres durumunda savunma
sistemlerinin yetersiz kalmasi sonucu mitokondride hasar olusmaktadir. Olusan hasar
hiicrenin enerji sistemini etkilemekte, ATP kullanimindaki artis ve ATP sentezindeki azalma
sonucu hiicrede ATP diizeyi hizla diigmektedir. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenazin iki SH
grubunu kaybetmesi sonucu NAD" baglanamadig1 veya ATP sentaz aktivitesi inhibe oldugu
icin ATP sentezi azalmaktadir. Mitokondriyal elektron transport sistemi serbest radikal

kaynaklarinin en 6nemli kismini olusturmaktadir (85, 96).

2.4.4.1.2. Fagositoz

Polimorfoniikleer 16kosit (PMN) ve makrofajlar, fagosite ettigi bakterileri 6ldiirmek ve

nekrotik dokular1 temizlemek i¢in proteazlarla birlikte oksijen radikallerini kullanir. PMN’nin
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aktif olmus komplemanla aktivasyonu bir respiratuar patlama enzimini uyarir. Bu durumda
PMN’nin oksijen tiikketimi seksen kat kadar artar ve bu oksijen 6zellikle kisa omiirlii (O3,
H,0,, HO") ve uzun 6miirlii (HCIO) olmak tizere reaktif oksijen tiirleri tiretiminde kullanilir.
Bu mekanizma enfeksiyon hastaliklarinda, inflamatuar hastaliklarda, lokal inflamasyonda
(Artrit, Adult Respiratory Dystress Syndrome), normal yara iyilesmesinde ve sekonder olarak

iskemi-reperfiizyon durumlarinda etkilidir (89).
2.4.4.1.3. Iskemi-reperfiizyon
Iskemi sonras1 reperfiizyon dokularda hasara yol acabilir. Eger acrobik metabolizma
icin oksijen destegi yetersiz ise, enerji depolar1 bosaltilir ve hipoksantin olusur.
Reoksijenasyonda hipoksantin, ATP restorasyon i¢in kullanilir. Ancak doku hipoksisi uzun
siirerse, reoksijenasyonda ksantin oksidaz araciligi ile hipoksantin ksantine c¢evrilir. Bu
reaksiyon siiperoksit iireten bir siirectir ve asagidaki durumlarda gozlenebilir (97, 98).
e Bazi damar tikanma tipleri (ML, Felg)
e Mikrosirkiilasyon kaybi (Diabet)
e Biitiin hipoksi halleri
e Sok
e Organ transplantasyonu
2.4.4.1.4. Diger
Arasidonik asit kaskadi PLA ile aktive edilince, lipit peroksidasyon siireci baglatilir.
Katekolaminler ve monosakkaritler gibi molekiillerin otooksidasyonunun endojen oksidatif
strese katkida bulanabilir. Ayrica, sitokrom p450, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz’in

katalizledigi reaksiyonlarda serbest radikaller olusur. Biitiin bu reaksiyonlar genellikle bir¢cok

bolgede es zamanli olarak olusur (89).
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2.4.4.2. Ekzojen Kaynaklar
Onemli ekzojen olusum kaynaklari (89):
e Hava kirliligi: Havadaki azot dioksit
e Sigara kullanimi: Lipitlerin oksidasyon duyarliligini artirir.
e Kimyasal maddeler: Pestisitler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar
e Radyasyon: Hidroksil radikalinin olusmasini saglar.
o Alkol: Karacigerde serbest radikal olusumunu artirdig1 bilinmektedir.

2.4.5. Oksijen Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki zararli etkileri cesitlidir. Oksidatif ataga
hassas olan niikleik asitler, proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi biitiin hiicre
elemanlarinda hasara yol agabilir (84).

2.4.5.1. Serbest Radikallerin Lipit Yapilar Uzerine Etkisi

Reaktif oksijen tiirleri hiicresel membranlarda yer alan poliansatiire yag asitlerinde
(PUFA) oksidasyona neden olarak lipit peroksidasyonunu baslatirlar (99). Yag asidinde
bulunan ¢ift bag, kendisine bitisik karbon ile hidrojen arasindaki bag: zayiflattigindan dolay1
(C-H) hidrojenin koparilmasi kolaylasmis olur (100).

Hidrojen kaybeden yag asidi konjuge dien yapis1 olusturur. Olusan konjuge dien yap1
oksijenle birlesir ve lipit peroksil radikallerine (LOO¢)doniisiir. Bu peroksil radikalleri diger
yag asitlerinden hidrojen koparak zincirleme peroksidasyon reaksiyonlarini baglatirlar (101).
Lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan lipit peroksitleri (lipit peroksit, siklik
peroksit, siklik endoperoksit) ve son iirlinler olan malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal

(HNE) ve hegzenal isimli aldehitlere doniisiir (102).
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H0
RH —<—> R* Karbon merkezli
Doymamig yag asiti radikal
(PUFA) ;
Konjugedienler
l,o,
ROO* Lipidperoksil radikali
ROOH Lipidhidroperoksit
Hegzenal a=="" § e 4-Hidroksinonenal (HNE)
v
Malondialdehit
(MDA)

Sekil 19. Reaktif oksijen tiirlerine bagli olusan lipit peroksidasyon iiriinleri (84).

Peroksidasyon sonucu membran potansiyelinde azalma, membran akiskanliginda
bozulma ve membranlarin iyonlara karsi gegirgenliginde artis meydana gelir. Bunun
sonucunda, organel igeriginin sitoplazmaya salinmasina ve membranlarin riiptiire olmasina

neden olur (103).

2.4.5.2. Serbest Radikallerin Protein Yapilar Uzerine Etkisi

Hidroksil radikali basta olmak {izere oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen
tirleri geri-doniistimlii veya geri-donilisiimsliz olarak hiicre i¢i proteinler {izerinde
modifikasyon ve hasara yol agar (105, 106). Hiicre i¢i proteinlerin oksidasyonu sonucunda

karbonil gruplar olusur (106).

Aromatik aminoasitlerde (fenilalanin, tirozin, triptofan) doymamis yapilar
bulundugundan oksidatif ataklara ¢cok hassastirlar. Siilfiirlii aminoasitler olan sistein ve sistin
de serbest radikal atagina hassas aminoasitlerdendir. Ayrica serbest radikaller, Ig G ve
alblimin gibi fazla sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarin1 bozar
(89).

Proteinlerde oksidatif stres sonucu olusan modifikasyonlar ve hasarlar, hiicre
iskeletinin olusumunu saglayan proteinleride ve enzimlerde fonksiyonel ve yapisal degisimler

olusturur. Bu degisimler bir¢ok hastaligin patogenezinden sorumludur (104, 105).
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2.4.5.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkisi

Hidroksil radikali protein ve lipitlerde oldugu gibi DNA iizerinede etki eder. 2-
deoksiribozun C-H baglarindan H atomu ¢ikararak veya DNA bazlarindaki ¢ift baglara H
atomu ekleyerek DNA ile reaksiyona girer (107).

8-OHdG (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin), DNA baz mutasyonlarinda en fazla
bilinenidir. Hidroksil radikalleri, guain molekiiliinde 8. Pozisyonda etkileserek oksidasyona
yol agar ve 8-OHdG olusur. Bu radikaller DNA’daki seker kalitlaridan H atomu kopararak
zincir kirilmalaria ve seker modifikasyonlarina yol acar. Ayni zamanda, hiicrelerin serbest
radikallere maruziyetinde transkripsiyon ve replikasyon iizerine etki gostererek DNA hasarini
artirir. 8-OH-dG  (8-hidroksiguanin) diizeyi DNA {izerindeki oksidatif hasarin gostergesi
olarak kullanilmaktadir (108, 109, 110).

2.4.5.4. Serbest radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkisi

Fizyolojik pH ve 1sida glukoz gibi monosakkaridlerin otooksidasyonu ile hidrojen
H,0,, peroksitler ve okzaldehitler olusabilir. Karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi
proteinlerin serbest radikal saldirisana duyarliligini artirmaktadir. Sinoviyal siviya vizkosite
saglayan ve glikozaminoglikan olan hyaluronik asit, Siiperoksit radikali tarafindan

depolimerize olarak sinoviyal sivinin vizkositesinin kaybina neden olur (111).

2.4.6. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘‘antioksidan savunma
sistemleri olarak bilinirler. Antioksidanlar genel olarak endojen ve ekzojen olmak iizere iki
grupta incelenir (112).

2.4.6.1. Endojen Antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilir.
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2.4.6.1.1. Enzim Olan Endojen Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O,~) hidrojen peroksit

(H20,) ve molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (89).

SOD

20, +2H" ——» H,0, + O,

Katalaz (CAT)

Katalaz peroksizomlarda, sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. H,0,’yi suya

ve oksijene pargalar. Boylece H,O, nin ortadan kalkmasini saglar (113).

CAT
H, Oy —» 2H,0 + O

Glutatyon Peroksidaz (GSH-PXx)

Hem hidrojen peroksit (H,O;) hemde lipit perokoksitlerini (LOOH) metabolize
etmektedir. Bu reaksiyonlar esnasinda rediikte glutatyon (GSH) hidrojen verici olarak gorev
yaptigindan H,O, ve LOOH indirgenirken GSH ise okside sekline (GSSG) doniisiir (113,
114).

GSH-Px
LOOH + 2GSH —— » LOH + GSSG + H,0

GSH-Px, fagositik hiicreler iizerine koruyucu bir etkisi vardir. GSH-Px fonksiyonlarindaki
azalma H,O; birikmesine ve bunun sonucunda hiicresel hasarlara neden olur. Lipit
peroksidasyonunun baslamasinin engellemede ve peroksidasyon sonucu olusan metabolitlerin

metabolizmasini saglar (113, 114).
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Glutatyon Rediiktaz (GSH-Red)

Glutatyon rediiktaz bir flavoproteindir. NADPH yardimiyla okside glutatyonun
(GSSG), glutatyona indirgenmesini katalize eder. Glutatyonun indirgenmis halde kalmasi

GSH-Px ve CAT i¢in 6nem tagir (114).

GSH-Red
GSSG + NADPH + H' ———— 2GSH + NADP*

Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon  S-Transferaz  sitozolde  bulunmaktadir.  Yabanci  maddelerin
biyotransformasyonunda rolleri olan GST’ler ¢esitli endojen ve eksojen bilesiklerin GSH ile
konjugasyonunu katalize eder (114).

R-X+ GSH — GS-R + HX

2.4.6.1.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar

Enzim olmayan endojen antioksidanlar arasinda: Glutatyon, melatonin, seruloplazmin,

ferritin, transferrin, laktoferrin, iirik asit, albiimin, bilirubin, hemoglobin, haptoglobin ve

hemopeksin bulunmaktadir (115).

Glutatyon (GSH)

GSH, hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyan en onemli antioksidan bilesiklerden
biridir. GSH, glutamat, sistein ve glisinden sentezlenir. Sentezde glutatyon sentaz ve y-
glutamil sistein sentaz enzimleri katalizordiir. G6z mercegini, l6kositleri ve eritrositleri

oksidatif hasara kars1 korumada biiyiik 6nem tasir (116).

Melatonin

Melatonin, lens ve kemik iligi hiicreleri, safra ve gastrointestinal sistem, over ve pineal

bezden salgilanan bir hormondur. Sentezinin diizenlenmesi geceye yani karanliga baghdir.
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Melatonin esas olarak karacigerde metabolize edilir ve idrar ile atilir. Dokulara ve hiicrelere
kolay bir sekilde girebilmektedir. Melatoninin hiicresel hasarin onariminda 6nemli bir roli

oldugu diistiniilmektedir (117).

Melatonin katalaz aktivitesindeki azalmay1 Onleyerek, nitrik oksit sentaz enzimini
inhibe ederek, SOD aktivitesini artirarak ve GSH-Px enzimini aktive ederek antioksidan
ozellik gostermektedir (118).

Seruloplazmin

Plazmada major bakir iceren proteindir. Akut faz reaktanidir ve yangisal olaylarda
seviyesi artar. Ferro-oksidaz aktivitesi ile Fe**yi Fe*e okside eder. Bu sayade Fenton
reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve bakir bagimli lipit
peroksidasyonunu onler (119).

Ferritin, Transferrin ve Laktoferrin

Ferritin dokulardaki, transferrin dolagimdaki, laktoferrin 16kositlerdeki serbest demiri
baglar. Serbest demirin, demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonlarina katilimini durdururlar
veya yavaglatirlar (119).

Urik Asit

Piirin metabolizmas1 sonucu olusan {irik asit, iirat oksidazin insanlarda
bulunmadigindan dolay1 birikir. Ozon, hipoklorid asit ve singlet oksijeni ve peroksil
radikalleri i¢in gii¢lii bir antioksidandir (120).

Albumin

Albumin, viicutta birgok fonksiyon gostermektdir. Ayrica, bakir iyonuna

baglanabilmesinden dolay1 hidroksil radikali ve lipit peroksidasyonunu inhibe eder (120).

44



Bilirubin

Biliriibin, siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisi ve yag asitlerini peroksidasyona

kars1 koruma gorevine sahiptir (121).

Hemoglobin, Haptoglobin ve Hemopeksin

Hemoglobin, dekompozisyona ugrayip ortama demir vererek veya dogrudan
peroksitlerle etkileserek lipid peroksidasyonunu uyarabilir. Haptoglobulin hemoglobini,
hemopeksin de hem grubunu baglayarak demir bilesiklerinin lipid peroksidasyonunu

uyarmasini engeller (88).

2.4.6.2. Eksojen Antioksidanlar

2.4.6.2.1. Vitamin Olarak Eksojen Antioksidanlar

Vitamin E (a —Tokoferol)

Poliansatiire yag asitlerini serbest radikallerin etkisinden koruyan cok gii¢lii bir
antioksidandir. Singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini, siiperoksit ve hidroksil

radikallerini indirger. Lipit peroksidasyonunu vitamin E zincir kirici etkisiyle sonlandirabilir
(122).

Vitamin C (Askorbik asit)

Insanda sentez edilmeyen ve diyetle alinmas:1 gereken gii¢lii antioksidan molekiildiir.
Stiperoksit radikali, hidroksil radikali, singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar

etkisizlestirir (123).

Karoten (Vitamin A 6n maddesi)

B-karoten vitamin A’nin 6n maddesidir. Stiperoksit ve hidroksil radikalini temizleme,
alkoksil ve peroksil radikalleriyle etkilesme ve singlet oksijenini bastirabilme gibi antioksidan

etki gostermektedir (120).
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2.4.6.2.2. Ila¢ Olarak Kullanilan Eksojen antioksidanlar

e Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol,pterin aldehit, tungsten)

e NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,

nonsteroid anti inflamatuvar ilaglar)

e Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
e Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

e Notrofil adezyon inhibitdrleri

e Sitokinler (TNF ve IL-1)

e Barbitiiratlar

e Demir selatorleri (120).

2.4.8. Spermde ROS Olusmasi

Doymamis yag asitleri, glikolipitler, kolestrol ve fosfolipitlerden lipid
hidroperoksitleri tiiremektedir ve aktive olarak reaktif oksijen tiirlerine dontismektedirler.
Spermde ROS’un diisiik dozlar1 kapasitasyon, hiperaktivasyon, zona ve akrozom
reaksiyonlarinda onemli etkilere sahiptir. ROS’un yiiksek miktarlarda iretilmesi ise
motilitede, DNA ve protein hasarina, Sperm-o0sit penetrasyon ve flizyon’unda azalmalara

dolayisiyla hiicre dliimlerine sebep olmaktadir (124).

Spermatozoanin  mitokondriasinda ve plazma membraninda ROS {iretimi
gerceklesmektedir.  HyO,  spermatoza  membranlarindan  gegip ~ spermatozanin
yapisal/fonksiyonel 6zelliklerine hasara neden olan hidroksil radikaline donisiir. yiiksek ROS
varlig1 oksidatif stres yaratmakta ve canli cpermatozoanin tiim spermatolojik fonksiyonlari ile

niiklear ve mitokondrial DNA’sinda kalica hasarlara yol agmaktadir (125).
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2.5. Sperm Analizi (Spermiyogram)

Infertil nedenin arastirilmasi icin erkekte yapilan Onciil test sperm analizidir.

Spermiyogramda semen Ornegi 2-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi incelenir. Semen analizi

semenin yogunlugu, hacmi, likefaksiyon siiresi, kivami, pH’1, morfolojisi, spermlerin sayisi

ve hareketlilik oran1 hakkinda bilgiler verir (126).

Tablo 2. Semen analizi normal degerleri (12).

Parametreler Degerler
Volim 2.0 ml veya daha fazla

pH

Sperm konsantrasyonu

Total sperm sayist

Motilite

Morfoloji

Vitalite

Lokosit.

MAR testi

Alfa glukozidaz

Cinko (total)

Asit fosfataz (total)

Fruktoz (total)

7.2 — 8.0
20 milyon spermatozoa/ml veya daha fazla
40 milyon spermatozoa/ejakulat veya daha fazla

Ejakulasyonu takiben 60 dakika icerisinde, %50 veya daha
fazlasinin ileri haraket gostermesi (a + b kategorisinde); veya
%25 ya da daha fazlasinin hizli (a kategorisinde) progresyon

gostermesi.

%30 veya lizerinde normal form.

% 75 veya uizerinde canli (boya almayan) spermatozoa.

1 milyon/ml’den az

Partikiil yapismis spermatozoa oraninin %10'dan az olmasi.
20 mU/ejakulat veya tizeri

2.4 umol/ejakulat veya tizeri

200 Ul/ejakulat veya iizeri

13 umol/ejakulat veya iizeri.
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2.5.1. Semen (Ejakiilat)

Seminal vezikiil, bulboiiretral ve prostat bezlerinin salgilar1 ile epididim ve testis
salgilar1 i¢indeki spermatozoonlarin karigsmasi ile semen olusur. Seminal vezikiiller,
fosforilkolini, prostaglandinleri, koagule edici maddeleri ve besleyici madde fruktozu igerir.
Prostat seminal siviya spermin, fosfolipidler, fosfataz ve ¢inko katar (126).

2.5.2. Likefaksiyon (Sivilasma)

Ejakiilasyondan sonra semen yogun kitle halindedir. Oda sicakliginda ve 37 °C’ye

ayarlanmis inkiibatorde homojen bir numune olusturulabilir (127).

2.5.3. Sperm Motilitesi (Hareketlilik)

Ileri veya yerinde hareketli olan spermatozoonlar1 hareketsiz olanlardan ayrit eden
basit bir hareketlilik derecelendirme sistemi Onerilir. Her spermatozoonun hareketliligi

asagidaki gibi derecelendirilir (127).

e lleri hareket (Progresif Motilite; PR): hizdan bagimsiz olarak dogrusal veya genis bir

daire i¢inde aktif olarak hareket eden spermatozoon.

e Yerinde hareket (Nonprogresif Motilite; NP): ileri dogru hareketin tiim diger
hareketlilik kaliplari, 6rnegin: kiigiik daireler halinde yiizme, bas1 yerinden giicliikle
oynatan kamgisal hareket veya yalnizca kuyrugun kamgisal hareketi gozlenebilir.

e Hareketsizlik (Immobilite; IM): hareketin olmamast.

Diger bir derecelendirme sisteminde her bir spermatozoonun motilitesi hareketliligine

bagl olarak derecelendirilir (128).
e Hizli ileri hareket (a): 37 °C’de 25 pm/s’den yiiksek hizli
e Yavas ya da tembel ileri hareket (b)
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e Yerinde hareketli (c): Spm/s’den diisiik hizli
e Hareketsiz
2.5.4. Vitalite
Hiicre membranlarmin biitiinligiiyle belirlenen spermlerin canlilik derecesi rutin
olarak numunelerin hepsinde belirlenebilirse de, ileriye dogru hareketli spermlerin yaklasik
%40’dan az oldugu numunelerde vitalite énemlidir. Olii hiicrelerin yiizdesinin hareketsiz
spermatozoonlarin ylizdesini gegmemesi gerektiginden, bu test motilite degerlendirilmesinin
dogrulugunu da kontrol edebilir (127).
2.5.5. Hacim
Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gére semen hacmi 2-5 ml arasinda olmalidir (126).
2.5.6. Renk
Ejakiilatin goriiniimii homojen, gri-opelasan bir goriiniime sahiptir. Ejakiilatin rengi
sperm konsantrasyonuna, eritrositler varligina ve vitamin ya da ilag kullanimina gore
degisebilir (127).

25.7. pH

Yaklagik bir damla semen pH kagidina esit olarak yayilir, bdlgese olarak renk
degisimi diizenli olmalidir ve kalibrasyon ¢ubugu ile karsilastirildiginda pH okunur (127).

2.5.8. Vizkozite

Likefaksiyondan sonra semen pipet i¢inden aspire edilerek yer¢ekimiyle damlamaya

birakildiginda olusan iplik¢igi gozleyerek viskozitesi tahmin edilir (127).

49



2.5.9. ideal Spermatozoonlarin Degerlendirilmesi

Mikroskop altinda yapilan incelemelerde, ideal bir spermatozoonun 4-5 um
uzunlugunda, 2,5-3,5 um genisliginde, bas1 oval diizgiin kontdrlii, iyi sinirlanmis olmasi
gerekir. Spermatozoonun ¢ekirdegi yogun goriinmeli be bas bolgesini doldurmalidir.
Akrozom bag alaninin %40-70 ‘ini kaplamalidir. Kuyruk basin tabaninda, ¢entiksiz, halkasiz

kendi tizerine biikiilmemis ve simetrik olarak yerlesmis olmalidir (129, 130).

Bas Akrozom
- Postakrozom
—| Boyun

Mid-piece

Kuyruk Ana Kuyruk

Ug kuyruk

Sekil 20. Normal spermin boliimleri (131).

2.5.10. Sperm Malformasyonlarinin Tipleri
Bas defektleri: Biiylik ya da kiiciik, konik, piriform, yuvarlak, amorf, vakuollii
(>2’den fazla vakuol, vakuoler alan boyanmasi %20’den fazla), ¢ift basli veya bunlarin

kombinasyonu (131).

Boyun ve orta kisim defektleri: Basin asimetrik olarak orta pargaya girmesi, kalin ya

da diizensiz olmasi, ince olmasi veya bunlarin kombinasyonu (131).

Kuyruk defektleri: Kisa, birden ¢ok, kirik, keskin agili, koil sekilli, diizensiz ve

bunlarin kombinasyonlar1 (131).

Fazla sitoplazma kalintis1: Biiylik miktarda diizensiz sitoplazma igerir ve orta kisim

defektleri ile ilgilidir. Bu anormal asir1 artmis sitoplazma stoplazmik droplet degildir (131).
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Normal Piriform Diadem

Sekil 21. Sperm bag defektleri (131).

Normal Sitoplazmik Kinked Bend
Droplet Mid-piece Mid-piece

Sekil 22. Sperm boyun defektleri (131).

y) ]

Coiled Duplikasyon
Defelm Tail

Sekil 23. Sperme ait kuyruk defektleri (131).
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2.5.11. Ejakiilat Degerlendirilmesinde Terminoloji

Aspermia: Ejakiilatin olmamasi

Azoospermia: Ejakiilatta spermin olmamasi

Normozoospermia: Normal semen parametreleri

Hematospermia: Ejakiilatta kan olmasi

Lokositospermia: Ejakiilatta normalin iizerinde 16kosit bulunmasi

Hipospermia: Ejakiilat voliimiiniin 1ml’den az olmasi

Oligozoospermia: Sperm konsantrasyonunun 20 milyon/ml’den az olmasi

Astenozoospermia: Zayif motilite veya zayif ileri dogru hareketlilik

Teratozoospermia: Normal morfoloji ylizdesinin azalmis olmasi

Nekrozoospermia: Tiim spermlerin 6lii olmasi (132, 133).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismaya, Kasim 2015-Mart 2016 tarihleri arasinda Mehmet Akif Inan Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Uroloji Poliklinigine kasik agrisi, infertilite, testislerde sisme gibi
sikayetlerle gelen ve tetkikler sonucu varikosel tanisi konan toplam 40 hasta ile kontrol
grubunu olusturmak iizere saglikli goniillilerden 40 kisi bilgilendirilmis onay formlari
imzalatildiktan sonra hasta ve kontrol grubu olarak ¢alismaya alindi. Calismamizda toplanan

kanlardan biyokimyasal ve semen 6rneklerinden immiiniihistokimyasal inceleme yapildi.
3.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Steril semen toplama kabi
Niive EN 400 marka etliv
Niive NF 615 marka santrfiij
Otomatik pipet

Lam

Poly-L lizin kapli Lamel
Makler Counting Chamber Sefi-Medical Instrumantes Ltd.
Ph paper

Kronometre

Dikey sale

Kurutma kagidi

Enjektor

Metanol

Aseton
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Aleminyum Folyo

Fluoresan atagmanli Zeiss Axioplan 2 mikroskop
SQA-V Otomatik Sperm Analizorii

Otoanalizor (Abbott Aeroset)

Vorteks (DCA-VF-2)

Otomatik pipetler (Gilson)

Visible spektrofotometre (Jenway 6800 UV/VIS)
Hassas terazi (Sartorious)

Su banyosu (Niive BM 402)

pH metre (Hanna) marka cihaz

Rel Assay marka kimyasal kitler

3.2. Semen Orneginin Alnmasi

Hastalarin 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi spermiogramlar1 elde edildi. Semen
ornegini Mikrobiyoloji laboratuvari tarafindan 6zel olarak hazirlanan spermiyogram odasinda
alindi. Semen 6rnegi mastiirbasyon sonrasinda, laboratuvar personeli tarafindan verilen steril

kap icerisine toplandi. Semen 6rnegi toplanirken hastanin uydugu kurallar:

Ornek vermeden dnce eller ve penis su ile yikanip, kagit havlu ile kuruland.

e Ornek kabinm igerisi steril (yani mikropsuz) oldugu i¢in, kabin icerisine dokunulmadi.

e Ornek kazamim sirasinda herhangi bir kayganlastirict madde kullamlmadi (sabun,

krem, tiikiirtik vb.).

e Semen Orneginin hepsi kabin igerisine toplandi. Sayet semen drneginin tamami kabin

igerisine toplanamazsa, mutlaka laboratuar personeline bilgi verilmesi onerildi.
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3.3. Hasta ve Saghkl Grubun Se¢imi

Varikoselli grubun olusumuna, varikosel tedavisi goren, testis travmasi, inguinal
herniorafi, hidroselektomi, varikoselektomi, vazektomi, iiriner sistem enfeksiyonu, semende

16kosit > 1 M/ml ve infertilite nedeni ile tedavi goren bireyler dahil edilmedi.

Sagliklt grubun olusumuna, varikosel, testis travmasi, inguinal herniorafi,
hidroselektomi, varikoselektomi, vazektomi, iiriner sistem enfeksiyonu, semende 16kosit > 1
M/ml ve infertilite nedeni ile tedavi goren bireyler dahil edilmedi.

3.4. Spermiyogram

Ornekler 37°C’de etiivde 30-60 dk inkiibe edilerek likefiye olmasi saglandi. Semen
likefiye olduktan sonra WHO kriterlerine gore; sayi, motilite, voliim, pH ve morfoloji
yoniinden degerlendirilmek tlizere ve TAS/TOS incelemesi i¢in ayrildi. Tim sperm
parametreleri i¢cin SQA-V Otomatik Sperm Analizorii kullanildi.

3.5. Immiiniihistokimyasal Inceleme

3.5.1. Spermlerin boyamaya Hazirlanmasi

Hasta ve kontrollerden semen 6rnegi steril toplama kabina masturbasyon yontemi ile
alindi. Elde edilen semene 1/1 oraninda sperm wash soliisyonu eklenerek 1200 devirde 10 dk
santrifiij edildikten sonra 1ml’de 30-35 X 10° sperm hiicresi olacak sekilde seyreltilmis
spermlerden 30 mikrolitre alinarak poly-L lizin kapli lameller iizerine yayildiktan sonra
ornekler asagidaki sekillerde tespit edilip hiicrelerin cama yapismasi i¢in 30 dk beklendi.

3.5.2.Tespit ve Permeabilizasyon

3.5.2.1. Metanolle ve asetonla tespit

-20°C derecedeki metanol ile 20 dk ve ardindan soguk asetonla 2 dk tespit ve

permeabilize edildi.

55



3.5.2.2. Saklama

Lamlar iki lam sirt sirta gelecek sekilde aleminyum folyo ile sarildi ve -80°C derecede

saklandi.

3.5.2.3. Immiinfluoresan Boyama

e -80°C dereceden c¢ikarilan lamellerin oda sicakligina gelmesi beklendi.

e 3x5 dk Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikandi.

e 30 dk PBS c¢ozeltisi ile seyreltilmis kegi serumu (normal goat IgG-FITC, Santa Cruz
Biotechnology, Inc, USA) ile yikandi.

e % 1.5 ke¢i serumu katilmis Primer antikorla (caspase-3 Antibody, mouse monoclonal
IgG2a, Santa Cruz Biotechnology, inc, USA) 60 dk inkiibe edildi.

e 3 X5 dk PBS ile yikandu.

e % 1.5 ke¢i serumu katilmis sekonder antikorla (goat anti-mouse 1gG-FITC, Santa
Cruz Biotechnology, Inc, USA) 60 dk karanlik ortamda inkiibe edildi.

e 3 X 5dk PBS ile yikandu.
e Kapatma solusyonu (UltraCruz ® Mounting Medium) ile lamel kapatildi

e Fluoresan atagmanli Zeiss Axioplan 2 mikroskopta incelendi.
3.6. Boyamalarin Degerlendirilmesi
Her birey i¢in en az 5 farkli alanda, 45-55 adet sperm hiicresi sayildi. Sperm hiicreleri

boyanma yerleri ve siddetine gore puanlandi (0,1, 2). Her birey i¢in elde edilen degerlerin,

yiizdelikleri hesaplanarak istatistiki olarak degerlendirildi.
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Tablo 3. Sperm hiicrelerinin bayanma yeri ve skoru.

Skor Boyanma Yeri

0 Spermde hi¢ boyanma yok veya g¢ekirdekte
cok hafif boyanma var

1 Cekirdek arka kismi, boyun ve orta par¢ada
hafif boyanma
2 Cekirdek arka kismi, boyun ve orta par¢ada

kuvvetli boyanma

3.8. Insan Sperminde Kaspaz-3 Boyama

Insan ejakiilatinda kaspaz aktivitesi ve apoptotik markirlarm 6l¢iildiigii calismada,
fluoresan mikroskobu ile sperm hiicrelerinin (1 pozitif ve 5 negatif hiicre) immiinboyama

kaspaz-3 sonuglari gosterilmistir (134).

Sekil 24. Sperm mid-piece kisminda yogun yesil fluoresan goriiniimii (1 puan) (134).
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Sekil 25. Isik mikroskobu ile spermlerin goriiniimii (sekil 24 ile ayn1 alan) (134).

3.7. Biyokimyasal Inceleme

3.7.1. Serum ve Seminal Plazmanin Toplanmasi ve Saklanamasi

TAS, TOS ve OSI incelemesi igin ayrilan semen ve kanlar 3500 rpm’de 10 dk
santrifiij edildikten sonra plazmalar1 alinarak ependorf tliplerine alind1 ve -20°C derecede

saklandi.

3.7.2. Total Antioksidan Seviye (TAS) Ol¢iimii

Omeklerin total antioksidan seviye (TAS) diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler
kullanilarak ol¢iilmiistiir. Olgiim yontemi &rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS Kkatyonik radikalini rediikklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator
olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox
Equivalent/L olarak ifade edildi. Dokulardaki TAS sonuglar1 Trolox Equivalent/L olarak ifade
edildi (135).
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3.7.3. Total Oksidatif Stres (TOS) Olciimii

Orneklerin toplam oksidan status (TOS) diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler
kullanilarak &lciilmiistiir. Ol¢iim testin calisma prensibinde ifade edildigi iizere drneklerin
icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine
dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi. Sonuglar umol H,O, Equivalent/ L olarak ifade
edildi (136).

3.7.4. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Ol¢iimii

Oksidatif Stresin bir gostergesi olarak gosterilen Oksidatif Stres Indeksi (OSI),
Toplam Oksidan Status/Seviye (TOS) diizeylerinin Toplam Antioksidan Status/Seviye (TAS)

diizeylerine oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilir.

3.8. Yapilan Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11.5 (SPSS Inc. Chicago USA) bilgisayar
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Kolmogorov-Smirnov analizi ile sonuglarin normal
dagilima sahip olup olmadig arastirilmistir. Normal dagilim gosteren degiskenler i¢in, iki
grup arasindaki ortalama farkin 6nemi parametrik Student’s t testi ile karsilastirilmistir.
Normal dagilima uymayan degiskenler ise non-parametrik Mann-Whitney U testi ile
karsilastirilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) ve median + interquartilerange
olarak ifade edildi. Parametreler arasindaki iligki, Spearman korelasyon analizi ile
arastirtlmistir. p<0,05°den kiiclik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplar

Boxplot ve Scatterplot grafikleri ile gosterilmistir.
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4 BULGULAR

Tablo 4’de varikoselli ve kontrol grubunun seminal plazmalarindaki antioksidan-
oksidan parametreleri gosterilmektedir. Tabloda da goriildiigii gibi varikoselli hastalarin TAS
seviyesi saglikli gruba gore anlamli derecede diisiik bulundu. TOS seviyesine bakildiginda ise
varikoselli grubun saglikli grubu gore yiikseldigi goriildii ve bu da istatiksel olarak anlamli
bulundu. Toplam oksidan seviyenin, toplam antioksidan seviyeye oraninin yiizde ifadesi
olarak hesaplanan OSI, varikoselli grupta saglikli gruba gore anlamli derecede yiikseldigi

tespit edildi.

Tablo 4. Varikoselli ve saglikli grubun seminal plazma &rneklerindeki TAS, TOS ve OSI diizeyleri.
Varikoselli (n=40) Saghkh (n=40)

TAS, mmol Troloks Eqv./L 0,93 £0,28 1,19 £ 0,27

TOS, pmol H,O0, Eqv./L 8,32 +1,97 7,25+ 1.81
OSIi, Arbitrary Unit 1,01 £ 0,48 0,63 +0,22

% Ortalama + standart sapma

Tablo 5°de varikoselli ve kontrol grubunun serumlarindaki oksidan-antioksidan
parametreleri gosterilmektedir. TAS seviyesi varikoselli grupta kontrol grubuna gore diisiik
goriildii. Ancak, bu diisis anlamli bulunmadi. TOS seviyesi varikoselli grupta kontrol
grubuna gore artis goriildii. Ancak, bu artis anlamli degildi. OSI seviyesi ise varikoselli grupta

kontrol grubuna oranla yiiksek bulundu. Ancak, bu yiikselis anlaml1 degildi.

Tablo 5. Varikoselli ve saglikli grubun serum drneklerindeki TAS, TOS ve OSI diizeyleri.

M Gruplar Varikoselli (n=40) Saghkh (n=40)

TAS, mmol Troloks Eqv./L 0,51+0,14 0,56 £ 0,15
TOS, pmol H,O, Eqv./L 14,53 £4,73 14,22 +£ 4,34

OSI, Arbitrary Unit 3,36 + 2,44 3,07 +2,54

% Ortalama =+ standart sapma
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Tablo 6’da varikoselli grup ile saglikli grubun spermiyogram parametreleri
gosterilmektedir. Ileri hareket,toplam hareket, morfoloji, sayist (M/ml), hacim ve toplam
sperm sayisi parametrelerinde varikoselli grupta saglikli gruba gore diisiis goriildii. Ancak,
bunlardan ileri hareket, toplam hareket ve morfoloji parametrelerindeki diisiis anlamli
bulundu. Yerinde hareket, hareketsizlik ve yas parametrelerinde artis tespit edildi. Ancak, bu

parametrelerden hareketsizlik sadece anlamli bulundu.

Tablo 6. Varikoselli ve saglikli grubun spermiyogram sonuglari ve yaglari.

Gruplar
Varikoselli (n=40) Saghkh (n=40)

Tleri Hareket, % 33,00 + 19,50 46,00 + 13,50

Yerinde hareket, % 11,50 +9,0 10,50 &+ 5,75
Hareketsizlik, % 54,50 + 27,0 45,50 £ 15,0
Toplam Hareket, % 45,50 +27,0 54,50 + 15,0
Morfoloji, % 7+£5,0 11,0 £ 3,75
Sperm Sayisi, M/ml 48,85 + 88,87 87,40 £ 67,37
Hacim, ml 2,50+ 1,60 3,00+ 1,5
Toplam Sperm Sayisi, M 134,65 + 190,07 157,60 + 172,37
Yas 27,08+ 7,06 25,90+4,84

+¢* Ortalama + standart sapma

Tablo 7’de varikoselli ve saglikli grubun sperm hiicrelerindeki Kaspaz-3’iin immiin
boyama (IB) degerleri gosterilmektedir. Varikoselli grupta saglikli gruba gore diisiis gdzlendi

ve bu da anlamli bulundu.

Tablo 7. Varikoselli ve saglikli grubun sperm drneklerinde Kaspaz-3’iin IB sonuglar.

Gruplar Varikoselli (n=40) Saghkh (n=40)
Testler

‘ IB Kaspaz 3, % ‘ 14,27 +£ 26,63 25,51 +£30,70 0,028

¢ Median + interquartilerange
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Tablo 8. Varikoselli grubun seminal plazmalarindaki TAS, TOS ve OSI ile Kaspaz-3’iin korelasyonu.

Varikoselli Grup -- IB Kaspaz3 %

Tablo 9. Varikoselli grubun Spermiyogram parametreleri ile Kaspaz 3’lin Korelasyonu

IBK3 %

PM, %

NM, %

% Immiin boyama Kaspaz-3 (IBK-3), ileri hareket (PM), yerinde hareketlilik (NM), hareketsizlik (IM),
toplam hareketlilik (TM), morfoloji (M), say1 (S), hacim (H), toplam sperm sayis1 (TSS)
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Tablo 10. Saglikli grubun seminal plazmalarindaki TAS, TOS ve OSI ile Kaspaz- 3’iin Korelasyonu.

Saghikh Grup I IB Kaspaz 3, %

Tablo 11. Saglikli Goniillerin sperm 6rneklerinde Spermiyogram ile Kaspaz 3’tin Korelasyonu.

PM,% I NM,% ] IM,% J TM,% M% J§S,M/ml [H, ml] TSS, M

IBK-3, % r oss|  es]  003] o003 143 oo -117 -028
p 603 253 ,988 988 379 761 472 862

PM, % r 215 -,909 ,909 861 -289] 373 -,158
p 182 ,000 ,000 ,000 o71] 018 329

NP, % r -,566 566 194 -837] 366 -675
p ,000 ,000 231 000 020 ,000

IM, % r 1,000  -,769 591 -424 435
p ,000 ,000 000 006 ,005

TH, % r 769 591 424 -,435
p ,000 ,000] ,006 ,005

M, % r -,153 ,378 -,029
P 345| 016 858

S, M/ml r -316 855
p ,047 ,000

H, ml r ,155
p 341

< Immiin boyama Kaspaz-3 (IBK-3), Ileri hareket (PM), yerinde hareketlilik (NM), hareketsizlik (IM),
toplam hareketlilik (TM), morfoloji (M), say1 (S), hacim (H), toplam sperm say1st (TSS)
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Sekil 26. Varikoselli grup ile saglikli grubun iB Kaspaz-3, % boyamalarinin dagilim, ortalama ve
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2.5

1.0 -

CHI, Arbitrary units
o

0.0

Varikoselli Grup Sag]jld-i Grup
Sekil 27. Varikoselli grup ile saglikli grubun OSI seviyesinin dagilim, ortalama ve standart sapma
grafigi.
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Sekil 28. Varikoselli grup ile saglikli grubun iB Kaspaz-3, % ile OSI’nin Scatter Analizi.

Sekil 29. Kaspaz-3’iin boyanmasinin gosterimi (x100 Biiyiitme) (kalin ok 2, ince ok 1 puan).
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Sekil 30. Sekil 29°daki sperm hiicrelerinin DAPI ile boyanan g¢ekirdekleri.

Sekil 31. Anormal morfoloji gosteren sperm hiicresi (2 puan).
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Sekil 32. Sekil 31°de gosterilen sperm hiicresinin DAPI ile boyanan cekirdegi.
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5. TARTISMA

Varikosel %15-20 oraninda yetiskin erkek popiilasyonuda goriilmektedir. inferilite
nedeni ile kliniklere bagvuran erkeklerde ise %21-40 orani ile en sik infertilite nedenidir (142,
143). Son yillarda varikosel patofizyolojisi lizerine pek ¢ok c¢alisma yapilmakta ve uygun
tedavi yontemleri gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Varikoselde, testis dokusunda dejeneratif
degisiklikler, semen parametrelerinde bozulma, germ hiicre kayiplari, spermatogenetik
aktivite azlig1 saptanan en sik patolojik degisikliklerdir (144). Varikoselin patogenezindeki
Onemli teorileri arasinda, hipertermi, vendz basing, renal-adrenal reflii, hormonal
disfonksiyon, otoimmiinite, akrozom reaksiyonu, apoptoz, oksidatif stres, testikiiler kan

akimi ve testis-interstisyal sivi iligkisi bulunmaktadir (11).

Calismamizda da incelenen ve varikoselin patogenezinde yer alan programli hiicre
Olimili ya da apoptozis ; multiselliiler organizmalarda hiicre 6limii ve hiicre ¢ogalmasi
arasindaki dengenin devamini saglayan Onemli bir mekanizmadir. Apoptozis, farkli
stimiilanlar ve stres faktorlerine bagl olarak beklenen zaman disinda ya da kontrol disi
gerceklesebilir (145). Normal spermatogenz sirasinda, yetigkin erkeklerin testislerindeki
olgun sperm hiicrelerinin %25-75’inin azaldigi tahmin edilmektedir. Apopitozisin normal
spermatogenez siirecinde iki onemli rolii vardir. Bunlardan ilki Sertoli hiicreleri tarafindan
desteklenebilecek sayida germ hiicre popililasyonunu smirlandirmak, ikincisi de anormal
spermatozoonun azaltilmasinda segici olmaktir. Apopitozis ile ortaya ¢ikan germ hiicre kaybi,

spermatogenez sirasinda olusur (146).

Omurgalilarda kaspazlar apoptotik yolakta etkili proteinlerdir ve enzim olarak gérev
yaparlar. Oncelikli olarak inaktif proteinler olarak sentezlenen bu enzimler kaspaz kaskadi
olusturarak aktive edilebilirler. Kaspaz-3, apoptozis varligi i¢in dnemli bir gostergedir. Bu
yiizden, kaspaz-3 testikiiler germ hiicreleri i¢cin 6nemli bir apoptozis diizenleyicisi olabilir
(151). Litaretiirde, varikoselli bireylerde veya deneysel varikosel olusturulan deney hayvanlari

izerinde yapilan ¢alismalarda apoptozisin artis1 ve diisiisii bildirilmektedir.

Simsek ve arkadaslari TUNEL yontemini kullanarak apoptozis varligin

degerlendirmistir. 29 birey ilizerinde yapilan arastirmada (24 varikoselli hasta ve 5 kontrol
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grubu) kontrol grubunun testis dokusunda apoptozis varligi ¢ok nadir oldugu gérmiislerdir.
Toplam germ hiicre sayis1 bagina apoptotik hiicrelerin ortalama yiizdesi kontrol grubunda %2
ve varikosel grubunda %714.7 hesaplamislardir (147). Hurley ve arkadaslarimin yaptigi
calismada, varikoselli erkeklerin seminifer tiibiillerinde normal kontrol grubuna gore ¢ok daha
fazla apoptotik ¢ekirdegin varligini saptamislardir (148). TUNEL yontemi ve elektron
mikroskobu ile insan sperm hiicrelerinde apoptozisi tespit etmek icin yapilan bir ¢aligmada,
varikoselli erkeklerin ejakiilatlarinda sperm hiicrelerinin %10 apoptotik, normal erkeklerde ise
bu oran %0.1 bulunmustur (146). Lin ve arkadaslarinin sperm hiicrelerinde yaptig1 ¢calismada,
varikoselli hastalarda (29%) apoptozis kontrol grubuna (9%) gore anlamli olarak daha yiiksek

oldugu rapor edilmistir (150).

Tanaka ve arkadaslar1 varikoseli olan 26 infertil erkegin testis Orneklerinde
immiinohistokimyasal yontem kullanarak apoptozis ile ilgili olan Bcl-2, Bax, kaspaz-1 ve
kaspaz-3 proteinlerini incelemisleridir. Varikoseli olan hastalarda kontrol grubuna kiyasla
boyanan kaspaz-3 6nemli miktarda diisiik bulunmustur (151). Fujisawa ve arkadaglar
tarafindan gergeklestirilen calismada, apoptozis seviyesi varikoselli hastalarda kontrol

grubuna gore belirgin derecede daha diisiik bulunmustur (152).

Bizim yaptigimiz caligmada, varikoselli ve saglikli gruptaki bireylerin sperm
hiicrelerinde immiin boyama ile Kaspaz-3 seviyeleri arastirildi. Varikoselli grupta saglikli
gruba gore anlamli bir disiis bulundu. Apotozisin varikoselde azaldigi sonucunu bulan diger

calismalarda bizim sonucumuzu desteklemektedir.

Diger bir teori ise oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi sonucu olusan oksidatif
strestir.  Serbest radikaller fizyolojik kosullarda spermatazoanin kapasitasyonunda,
hiperaktivasyonunda ve flizyonunda Onemli rol oynarlar. Seminal plazmada serbest
radikallerin zarar verici etkilerini engelleyen enzimatik ve non-enzimatik mekanizmalar
bulunmaktadir (124, 125).

Oksidatif stres sonucu hiicre fonksiyonlart olumsuz yonde etkilenmektedir. Semendeki
reaktif oksijen iiriinlerinin kaynag spermatazoa ve fagositik l6kositlerdir. Ozellikle motilitede
azalma olmak {lizere sperm fonksiyonlarinda bozulma meydana gelir. Reaktif oksijen

tirtinlerinin sperm metabolizmasi, morfolojisi, motilitesi ve fertilizasyon kapasitesi lizerinde
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zararll etki yaptiklar1 bilinmektedir. Varikoselli bireylerde ROS’un infertilite ile iligkili
oldugu ileri siiriilmektedir (153, 154).

Semen Ornekleri degerlendirildiginde, ROS konsantrasyonu varikoseli olanlarda
olmayanlara oranla yiiksek bulunmustur (154). Baska bir calismada, varikoselli infertil ile
varikoselli fertil bireylerde sirastyla ROS konsantrasyonu %80 ve %77 bulunmustur. Ancak,
varikoseli olmayan fertil bireylerde bu oran %20’dir (155). Baska bir ¢alismada da ROS
miktar1 varikoselli hastalarda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek, toplam antioksidan
seviyesi daha disiik bulunmustur (119). Oksidatif stres ile varikosel arasindaki iliskinin
arastirlldigr bir c¢alismada, seminal sividaki total antioksidan seviyesi varikoseli olan
bireylerde azaldig1 bulunmustur (149).Bir diger ¢aligmada, varikoselli olgularda spermatik ve
periferik ven MDA diizeyleri arastirilmistir. Spermatik ven MDA diizeyleri periferik venden
daha yiiksek bulunmasma ragmen anlamli degildi. Ayn1 zamanda periferik vende MDA

diizeyleri anlamsiz bulundu (156).

Bizim ¢aligmamizda daha onceki ¢aligmalara benzer sonuglar bulundu. Varikoseli ve
saglikli bireylerde periferik vende ve seminal plazmada oksidatif stres gostergeleri olan TAS,
TOS, OSI prametrelerini inceledik. TAS seviyesi saglikli gruba gére anlamli derecede diisiik
bulundu. TOS seviyesi ise anlamli derecede yiiksek tespit edildi. Ancak, varikoselli ve kontrol
grubunun serumlarindaki oksidan-antioksidan parametreler incelendiginde; TOS ve OSI
varikoselli grupta kontrol grubuna gore yiikseldigi ama anlamli olmadig1 ve TAS seviyesinin

ise diistligli ve bununda anlamli olmadigini tespit ettik.

Bir¢ok calisma varikosel ile diisiik sperm kalitesi arasinda korelasyon oldugunu
gostermektedir. 9034 varikoselli erkegin dahil edildigi bir ¢alismada, varikoselli hastalarin
testis voliimiinde ve toplam sperm konsantrasyonunda diisiis oldugunu ileri slirmektedir.
Ancak morfoloji ve motilite gibi diger sperm parametreleri varikoselden etkilenmemistir
(137). Villenueva-Diaz ve arkadaslarinin yaptigi 40 varikoselli 40 fertil birey lizerinde yaptigi
caligmada, varikoselli hastalarin kontrol grubuna gore tiim sperm parametrelerinin diistiiglinii
bildirmistir (138).Chehval ve Purcell’in yapti§i calismada varikoselli hastalarin sperm
parametrelerinde onemli bir bozulma oldugunu saptamistir (139). Haans ve arkadaglarinin
calismasinda, varikoselli erkeklerde toplam sperm konsantrasyonu ve sol testis voliimii

anlamli derecede diisiik bulunmustur. Ancak, morfoloji ve motilitede anlamli fark
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bulunamamistir (140). Bir¢ok caligma varikosel ile diisiik semen kalitesi arasinda korelasyon
gostermektedir. Bu korelasyonlarin bazisi tiim sperm paremetrelerinde bazisi ise birkag sperm

paremetreleri tizerinedir (141).

Bizim ¢alismamizda bazi sperm paremetrelerinin varikoselli hastalarda bozuldugunu
tespit ettik. ileri hareket, toplam hareket, morfoloji, sayis1 (M/ml), hacim ve toplam sperm
sayis1 parametrelerinde varikoselli grupta saglikli gruba gore diisiis goriildii. Ancak,
bunlardan ileri hareket, toplam hareket ve morfoloji parametrelerindeki diisiis istatiksel olarak
anlamli bulundu. Yerinde hareket, hareketsizlik ve yas parametrelerinde artig tespit edildi.

Ancak bu parametrelerden hareketsizlik sadece anlamli bulundu.
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6. SONUC

Varikoselin patofizyolojisinde c¢esitli hipotezler ileri siiriilmektedir; bunlar arasinda
oksidatif stres ve apoptozis bulunmaktadir. Oksidatif stres gostergeleri olan TAS, TOS ve OSI
seviyelerini Olgtilk ve apoptozis gostergesi olan Kaspaz-3 varligimi degerlendirdik. Aymi
zamanda, varikoselin sperm parametrelerine olan etkisini ve apoptozisin bu parametrelerle

iligkisini inceledik.

Varikoselli hastalarin seminal plazmadaki TOS ve OS] seviyelerinde anlaml1 bir artma
ve TAS seviyesinde de anlamli bir azalma tespit ettik. Kaspaz-3 seviyesi ise varikoselli
hastalarda saglikli kisilere gore anlamli bir diislis bulduk. Varikoselin bir¢ok spermiyogram

parametresi lizerine olan negatif etkisini gordiik.

Bulgularimiz 1s1ginda; Kaspaz-3, varikoselli erkeklerin testislerinde onemli bir
apoptozis diizenleyicisi olabilir ve ekspresyonu da oksidatif stres gibi ¢esitli faktorlerle
kontrol edilebilir. Varikoselli hasta grubunda artmis olan oksidatif stresin antioksidanlari
tilketerek total antioksidan seviyenin diismesine neden oldugunu ve ayrica muhtemelen

apoptozisinde bu hastalarda diisiik bulunmasina katkida bulundugunu séyleyebiliriz.
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8. EKLER

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirmanin Adr: ‘‘Varikoselli hastalarda Immiinohistokimyasal yontem kullanarak
spermlerdeki apoptozisin saptanmasi ve apoptozis ile sperm parametreleri, serum ve seminal

plazmadaki TAS-TOS seviyeleri arasindaki iliskinin aragtirilmasi’’

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu c¢aligmaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu
caligmada yer almayi kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapilmak
istendigini anlamaniz ve kararimizi bu bilgilendirme sonrasi Ozgiirce

vermeniz gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen

dikkatlice okuyunuz, sorulariniza acik yanitlar isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Varikosel, spermatik kord igerisinde pampiniform pleksusu olusturan venlerde
dilatasyon, staz ve yiliksek basing ile karakterizedir ve erkek infertilitesinin en sik
diizeltilebilir nedenidir. Varikoselin patofizyolojisi konusunda bir¢ok hipotez ileri
sirlilmiistiir. Bunlar arasinda; apoptozis ve artmis oksidatif stres bulunmaktadir. Bizde
yapacagimiz ¢alismada, apoptozis ile oksidatif stres ve sperm parametreleri arasinda anlamli
bir iliskinin olup olmadigini arastirmayr amacladik ve bununda bagka calismalara 151k
tutacagina inaniyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim
gontlliliik esasina dayalidir. Kararmmizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek
istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu

imzalaymiz.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?

Bu caligmaya dahil edilebilmeniz i¢in Kasim 2015 ve Kasim 2016 tarihleri arasinda

Mehmet Akif Inan Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Poliklinigine basvuru yapmus
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olmaniz gerekir. Kendinizde bir sikdyet olmasa bile katiliminiz arastirmanin basarist igin

Onemlidir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Uroloji poliklinigine basvuru yapan ve bu islem i¢in semen &rnegi veren hastalardan,
kullanilan materyal disinda kalan, atilacak olan semen Ornekleri ve kan 6rnekleri ¢calismada
kullanilacaktir. Sizin igin gerekli olan tiim degerlendirmeler bittikten sonra artan semen
orneklerinden yapilacak yayma preperatlari incelemeye alinacaktir. Bu 6rneklerden yapilacak
incelemede elde edilecek sonuglar, varikoselli apoptozis ile oksidatif stres ve sperm
parametreleri arasinda anlamli bir iligkinin olup olmadigini agiklama ve bununda ileride ilgili

diger arastirmalarin yapilmasina yol agacaktir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma ile ilgili olarak iistlenilmesi gereken ek bir sorumluluk bulunmamaktadir. 3-
5 giinliik cinsel perhiz sonrasinda normal spermiyogram ve kan 6rnegi verilmesi diginda bir
ila¢ kullanim1 gerekli degildir. Sperm 6rnegi verilmesi sirasinda su, sabun ve kayganlastiric
madde kullanmadan, verilen steril kaba semenin tamaminin aktarilmasi calisma igin

uygundur.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?

Aragtirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 Uroloji Poliklinigine basvuran 40 erkek

hasta ve kontrol grubu i¢in 40 saglikli erkek bireydir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu arastirmada yer almaniz i¢in dngoriilen siire 12 aydir.

CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIiR?

‘Varikoselli hastalarda Immiinohistokimyasal yontem kullanarak spermlerdeki

apoptozisin saptanmasi ve apoptozis ile sperm parametreleri, serum ve seminal plazmadaki

89



TAS-TOS seviyeleri arasindaki iligkinin arastirilmasi® bu tibbi yarar kisa siirede
kullanilamasa bile uzun dénemde bu tip aragtirmalarin artmasiyla tedavi i¢in insanlik yararina

kullanilmasinda fayda saglayacagi bir gergektir.

CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?

Size bu arastirmada Uroloji Polikliniginde her zaman uygulanan islemler
uygulanacaktir. Bu uygulama ile ilgili gozlenebilecek istenmeyen etki bulunmamaktadir.
Incelenmesi planlanan materyal hastadan alinan ve tiim islemler bittikten sonra atilan semen
ve kan Ornekleridir. Bu arastirma ile ilgili hastaya yonelik herhangi bir girisim
yapilmayacaktir. Calismanin neden olabilecegi olas1 bir risk yoktur. Calisma sonunda artan

materyal ¢alisma disindaki 6rneklerde uygulandigi gibi imha edilecektir.

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

Bu calismaya dahil olmak istememeniz, ¢ikmak istemeniz durumunda arastirmadan
cikarilabilirsiniz. Istenen semen ve kan 6rnegini uygun kosullarda vermemeniz durumunda,
calisma programini aksatmaniz veya bir yan etkiye maruz kalmaniz vb. nedenlerle doktorunuz

sizin izniniz olmadan sizi ¢alismadan ¢ikarabilir.

HERHANGI BiR ZARARLANMA DURUMUNDA YUKUMLULUK/
SORUMLULUK KiMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?

Bu caligmada hastaya ait zararlanma s6z konusu degildir. Hastanin spermiyogram
uygulamasi i¢in verdigi semen ve kan orneklerinden uygulama bittikten sonra atilacak olan
materyal iizerinde calisildigl i¢in hastaya zarar gelmeyecektir. Bu konuda herhangi bir
sorumluluk oldugunda sorumluluk Dog. Dr. Mete KOKSAL, Yiiksek Lisans Ogrencisi Siikrii
AKMESE ve diger yardimci arastirmacilardadir. Hastaya bilgilendirme yapilacaktir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN KiMi
ARAMALIYIM?

Uygulama siiresi boyunca, zorunlu olarak arastirma dis1 ilag almak durumunda

kaldigimizda Sorumlu Arastiriciyr 6nceden bilgilendirmek i¢in, arastirma hakkinda ek bilgiler
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almak i¢in ya da c¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger
rahatsizliklariniz i¢in Uroloji poliklinigine basvurabilirsiniz. Bu konudaki herhangi bir sorun
i¢in arastirma igin ornekleri toplayan ve immunohistokimyasal degerlendirmeyi yapacak olan
Do¢. Dr. Mete KOKSAL (0 533 621 24 89) ve Siikrii AKMESE’yi (0541 366 99 52)

arayabilirsiniz.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflar1 size veya
giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 06zel higbir kurum veya kurulusa
Odetilmeyecektir. Bu calisma icin laboratuar islemleri i¢in gerekli kimyasal maddelerin alimi
Harran Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri (HUBAK) Komisyonu tarafindan
desteklenecektir. Sizden tetkikler sonunda alinacak sperm Ornekleri disinda higbir maddi

beklenti bulunmamaktadir.

CALISMAYI| DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?

Calisma igin gerekli kimyasal malzemeler Harran Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (HUBAK) kapsaminda yiiksek lisans tez projelerini destekleme kapsaminda

saglanacaktir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME
YAPILACAK MIDIR?

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir. Elde

edilecek sonugclar bilimsel yarar i¢in kullanilacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA
ARASTIRMADAN AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya
vazgegme durumunda bile sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir. Arastirici, uygulanan

tedavi semasmin gereklerini yerine getirmemeniz, c¢alisma programini aksatmaniz vb.
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nedenlerle isteginiz disinda ancak bilginiz dahilinde sizi aragtirmadan ¢ikarabilir. Bu durumda
da sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir. Arastirmanin sonuclari sadece bilimsel amacla

kullanilacaktir, hasta kimligi gizli kalacaktir.

KATILMAMA  ILISKIN BILGILER KONUSUNDA  GIizZLIiLIiK
SAGLANABILECEK MIDiR?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde

kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.
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ANAMNEZ FORMU

Calisma adi: “Varikoselli hastalarda Immiinohistokimyasal ydntem kullanarak
spermlerdeki apoptozisin saptanmasi ve apoptozis ile sperm parametreleri, serum ve seminal

plazmadaki TAS-TOS seviyeleri arasindaki iliskinin aragtirilmasi’®

Olgu No:
Tarih:
Hastanin ad1 ve soyadi bas harfleri:
Protokol No:
Yas:
Kan Grubu:
Meslegi:
Kag yildir evli:
Korunma Siiresi: Infertilite siiresi:
Infertilite Cesiti:
Primer: Sekonder:
GECIiRMiS OLDUGU OPERASYONLAR:
Travma:
Inguinal Herniorafi:
Hidroselektomi:
Varikoselektomi:
Vazektomi:
Diger:
GECIRMIS OLDUGU HASTALIKLAR:
Atesli hastaliklar:
Kabakulak:
Spinal kord yaralanmasi:
Timoral hastaliklar:
Radyoterapi:
Diger:
SISTEMIK HASTALIKLAR:
Diabetus Mellitus:
Multiple Sklerozis
Tuberkulozis:

Diger:
ALISKANLIKLARI:
Alkol: Gilinde:....... /Bardak Yili......
Sigara: Giinde........ /Adet Yil......
Kahve: Giinde........ /Fincan
Cay: Giinde........ /Bardak
SOY GECMIS:
Kistik fibrozis: Y kromozomu Delesyonu:
Diger:
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Sayvin Dog. Dr. Mete KOKSAL
Tip Falkiiltesi ) .
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah Ofretim Uyesi

Yiiriliciisi oldugunuz ve 15.06.2015 tarih, 06 nolu otwrum ve 10 savilh karan ile onaylanan
sy/rikoselli Hastalarda Immiinohistokimyasal Yéntem Kullanarak Spermlerdeki Apoptozis ve HEP 70
Seviyeleriyle Sperm ve Seminal Plazmadaki Total Antioksidan ve Total Oksidan Seviyeleri Arasindaki
fligkinin  Aragtirimast”  bashklt ¢alismann “Varikoselli  Hastalarda immiinohistokimyasal  YoOntem
Kullanarak Spermlerdeld Apoptozisin Saptanmasi ve Apoptozis ile Sperm Parametreleri, Serum ve Seminal
Plazmadaki Total Antioksidan (TAS) ve Total Oksidan (TOS) Seviyeleri Arasindaki Tligkinin Aragtzmlmasy”
olarak degigtiritmesine Etik Kurulu onayt verilmesine, iliskin Kurulumuzun 09.10,2015 tarih ve.09 nolu oturwn il
sayil karan ekie gonderilmektedir, . <7

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
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| HARRAN UNIVERSITEST
TIP FAKULTESE
g Wik Tarul Ka rar

| TARIH | :09.10.2015

| OTURUM : 69 |

| SAAY 1235000 i

15/09/11 Karar: Universitemiz Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabitim Daly Ogretim |

Uyesi Dog. Dr. Mete KOKSAL m sorumlu arastirmactst oldugu ve 15.06.2015 tarih, 06 nolu |
oturum ve 16 sayih karart ile onaylanan “Varikoselli Tiastalarda Immiinohistokimyasal |
Yiontem Kullanarak Spermlerdeki Apoptozis ve HSP 79 Seviyeleriyle Sperm ve Seminal |
Plazmadaki Total Antioksidan ve Total Oksidan Seviycleri Arasmdaki filiskinini
Avagtirdmasy”  bashikli  cahigmanin  “Varikoselli Hastalarda immiinohistokimyasal §
Yintem Kullanarak Spermlerdeki Apoptozisin Saptanmas: ve Apoptozis ile Sperm
Parametreleri, Serum ve Seminal Plazmadaki Total Anticksidan (TAS)Y ve Total
Oksidan (TOS) Seviycleri Arasmdald fliskinin Arastriimasr” olarak defigtirilmesine
Fitik Kurulu onayr verilmesine,
Oybirligiyle / Oygokluguyla karar verilmigtir.
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