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OZET

Alpcan, S, (Sican Testis Dokusunda Vazektomi Sonras1 Apoptotik Degisiklikler
ve Ozon Tedavisinin Etkileri), Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dah Uzmanhk Tezi, Kirikkale, 2009

Vazektomi, diinyada yaygin olarak kullanilan bir korunma ydntemidir. Bu
calismanin amac1 deneysel vazektomi modeli olusturulan ratlarin germ hiicrelerinde
apoptozisi degerlendirilmek ve ozon tedavisinin apoptozis iizerine etkisini
incelemektir.

Bu ¢alismada 60 adet erkek wistar rat1 kullanildi. Altisar rattan olusan 10 grup
olusturuldu. Ratlarda unilateral ve bilateral vazektomi modelleri olusturularak, 4. ve
6. haftalarda bilateral orsiektomi uygulandi. Germ hiicrelerinde ortaya ¢ikan
apopitotik degisiklikler ~ ve spermatogenez iizerine olan etkileri
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle karsilastirildi.

Ozon reaktif oksijen tiirevleri olusturarak antioksidan savunma sistemini
etkileyen tedavi seklidir. Ozonterapinin apoptozis iizerine etkisini incelemek
amaciyla vazektomi olusturulmus modellere 6 hafta siireyle intraperitoneal ozon gazi
uyguland1 ve vazektomi uygulanmayan gruplar ile karsilastirildi.

Vazektomi sonrast siireye bagimli olarak e-NOS, i-NOS immiinohistokimyasal
boyanmalarint ve TUNEL sonras1 apopitotik indeksi artmis olarak bulduk. Bu
degerler vazektomi uygulanmadan ozonterapi uygulanan grupta da benzer bulundu.
Ancak vazektomi sonrasi ozonterapi uygulanan gruplarda apopitotik degisikliklerin
belirgin derecede azaldig1 goriildii.

Tiim gruplarda serum FSH, LH, testosteron ve Ostradiol diizeyleri arasinda fark
saptanmadi. Serum inhibin-B diizeyleri ¢ift tarafli vazektomi uygulanan modellerde
diger gruplara kiyasla daha diisiik degere sahipti.

Bulgularimiz 1s1¢inda ozonterapi oksidatif stres varlifinda apoptozisi azaltici,
oksidatif stres yoklugunda apoptozisi artirict etki gosterir.

Anahtar sozciikler Apoptozis, inhibin-B, NOS, ozonterapi, vazektomi,



SUMMARY

Alpcan S, (Apopitotic Changes in the Rat Testis After Vasectomy and Effects
of  Ozonotherapy), Umversity of Kirikkale, Department of Urology
Specialization Thesis, Kirikkale, 2009

Vasectomy is the contraceptive method widely used around the world. In this
study the aim is to inquire into apopytosis on germ cells and explain effect of
ozonotherapy on apopytosis in experimental vasectomy model.

Sixty male wistar rat were used in the investigation. They were divided into 10
groups of 6 each. Unilateral and bilateral vasectomy models were performed, they
were bilaterally orshiectomized at intervals of 4 and 6 weeks after the vasectomy .
Apoptotic changes on germ cells and effects on spermatogenesis were compared
between groups.

Ozone is treatment model which have an anti-oxidative effects by forming free
radicals. Intraperitoneal ozon injection was done for six weeks running to the
vasectomy models to investigate effects of ozonotherapy on apoptosis and
compared with non-vasectomied groups.

We found increase on e-NOS and i-NOS expressions and apoptotic index after
vasectomy in dependence to the period. These values were similar in ozonotherapy
group without vazectomized. However apopitotic changes had been decreased in
the group of ozonotherapy after vasectomized.

Serum FSH,LH, testosterone and estradiol levels were similar in all groups.
Serum inhibin-B levels had a low levels in bilateral vasectomized groups than the
others.

In light of the foregoing, ozonotherapy decreases apoptosis, if organisma has
an oxidative stress, if organisma is not to be subjected to oxidative stres, apopitosis
increases

Key Words Apoptosis, inhibin-B, NOS, ozontherapy, vasectomy



1.GIRiS

Vazektomi, erkeklerde biitlin diinyada giderek yaygmlasarak uygulanan en etkili,
giivenilir ve kalict kontrasepsiyon yontemidir (1). Erkek kontrasepsiyonunun diger
metodlar1 giivenli goriilmemekle birlikte hormonal yaklasim da oldugu gibi
arastirma halindedir.

Ancak yanhs goriis olarak vazektomi geri doniisiimsiiz kontrasepsiyon
yontemi olarak bilinmektedir. Vazektomininin indiikledigi testikiiler dokudaki
apopitotik degisikliklerin mekanizmasi ve bunun spermatogenez {iizerine etkileri
net degildir (2).

Biz bu caligmada, vazektomi sonrasi kisilerin vazovazostomi istegini goz
ontinde bulundurarak, vazektomi sonrasi testikiiler dokudaki immiinohistokimyasal
degisiklikleri ve bunun hormon parametreleri iizerine etkilerini degerlendirdik.
Ayni zamanda, ozonterapinin vazektomi sonrasi meydana gelen apopitotik
degisiklikler lizerine etkilerini arastirdik.

Uygulanacak olan ¢aligmanin insanlar {izerinde uygulanmasi etik olmadigi i¢in
ratlar ilizerinde 4 ve 6 haftalik deneysel vazektomi gruplart olusturduk. Bu
gruplardan bazilarina ozon tedavisi uyguladik.

Ozonterapi organizmanin antioksidan ve antiinflamatuar savunma sistemlerini
destekleyen, dokulara oksijenin daha kolay birakilmasmi saglayan destek
tedavisidir. Ozonterapi organizmada, hiicre i¢i enzimatik antioksidan savunma
sistemini  destekler. Organizma tarafindan giiclii bir oksidatif tehdit olarak
algilanir ve bunun sonucu olarak antioksidan enzimler uyarilmis olur.

Viicutta i¢ dengeyi saglamada rolii olan apopitozisin vazektomi
patofizyolojisinde yeri oldugu diisiintilmiistiir (2,3,4). Bu yiizden testislerin germ
hiicrelerinde ki apopitozisi diizeylerini TUNEL metodu ile degerlendirildik. Germ
hiicrelerindeki i-NOS ve e-NOS ekspresyonlar1 gruplar arasinda degerlendirildi.
Apopitozisin spermatogenez lizerine olan etkileri, seminal plazmada testosteron ve
Ostradiol diizeyleri ile, serumda FSH, LH, testosteron, Ostradiol ve inhibin B

diizeyleriyle incelendi.



Bu caligma, bildigimiz kadariyla ozonterapinin apoptozis ve serum, seminal
plazma hormon parametreleri lizerine etkilerini inceleyen ilk ayrintili galigmadir.
Boylece;

Unilateral ve bilateral vazektomi sonrasi germ hiicrelerindeki apoptozis nasil
degiskenlik gosterir?

Ozonterapi apopitozisi nasil etkiler?

Vazektomi yapilmis ratlarda, ozon tedavisinin, germ hiicrelerinde e-NOS, i-
NOS ekspresyonlari {izerine etkisi nasildir?

sorularinim yanitlarini bulmaya calistik.

1.1 ANATOMI

1.1.1Testis

Eriskinde testis yaklasik olarak 4x3x2.5 cm. boyutlarinda olup, 15-25 ml
hacmindedir (5). Testis parankimi en dista tunika vajinalisin visseral yapragi,
tunika albuginea ve en igte tunika vaskiilosa olmak iizere {i¢ tabadakadan olusur.
Tunika albuginea, testisin arkasinda igeri dogru kivrilarak mediastinumu olusturur.
Testisin 6n ve dis yiizleri en digta tunika vajinalis'in visseral yapragi ile

ortiilmiistiir. Bunun da diginda tunika vajinalisin paryetal yapragi bulunur.

Testis parankimi, mediastinumdan kapsiile dogru uzanan septalarla 200-250
adet lobiile ayrilmistir. Her bir septumda gelismekte olan germ hiicrelerinin oldugu
ayr1 bir seminifer tiibiil bulunur. 600-1200 adet olan tiibiillerin toplam uzunlugunun
250 metre oldugu tahmin edilmektedir (6). Tiibiil duvarinda gelisen germ hiicreleri
olgunlasip, spermatozoa haline geldiklerinde, seminifer tiibiillerin  liimenine
dokdiliirler. Spermatozoa limen igerisinde ilerleyerek, yoluna devam eder.
Seminifer tubiiller mediastinumda birleserek rete testisi olustururlar ve 15-20 adet

efferent duktus halinde testisi terk ederek epididime ulasirlar.

Seminifer tubiillerin en diginda konnektif ve elastik dokudan olusan bir bazal
membran bulunur. Bunun {izerine Sertoli hiicreleri ve spermatojenik hiicreler

otururlar. Seminifer tiibiiller arasinda ise interstisyum bulunur. intertisyum total



testis voliimiiniin %20-30’unu olusturur. Testis dokusunun interstisiyumu Leydig

hiicreleri, mast hiicreleri, makrofajlar ve lenf damarlarindan meydana gelir.

Testisin innervasyonu renal pleksus ve intermezenterik otonom sinir

sisteminden olur. Somatik innervasyonu yoktur. Sinirleri arterlerini takip ederler.

Testis dokusunun 100 grammdan dakikada 9 ml kan geger. Sag testisin kan
lanmasi1 soldan daha fazladir. Testis ve epididimin beslenmesi internal spermatik
arter, deferensiyal arter ve eksternal spermatik arter yoluyla olur. Internal
spermatik arter abdominal aorta'dan ¢ikar. Spermatik kordon igerisinde olgularin

%50'sinde bir, %30'unda iki ve %20'sinde ise ii¢ adet arter bulunur (7).

Testis icerisinde venler karsilik gelen arterlerine eslik etmezler. Parankimi
drene eden internal spermatik venler sagda vena kava'ya, sol tarafta ise renal vene

acilirlar (8).
1.1.2 Vaz Deferens

Wolf kanalindan gelisir. 30-35 cm boyunda 2-3 mm c¢apinda bir kanaldir.
Epididimin kuyrugundan baslayarak, ejakulator kanal ile sonlanir. 5 bolimi
bulunur: a) Tunika vajinalis i¢indeki epididimal kisim b) Skrotal kisim c) Inguinal

kisim d) Retroperitoneal kisim e) Ampulla.

En dista adventisya tabakasi bulunur. Hemen altinda liimen diiz kas hiicreleri
ile cevrelenmistir. Icte ve dista longitudinal, ortada ise sirkiiler kas tabakasi
bulunur. En igte liimeni ¢evreleyen epitel hiicreleri yer alir. Arteri internal ilak
arter yada umblikal arterden bir dal halinde ayrilan deferensiyal arterdir. Hem
sempatik hem de parasempatik sinir innervasyonu bulunur. Sempatik sinirleri

hipogastrik sinirlerden presakral sinir yoluyla gelir.

Cok kath yalanci epiteli proksimalde diizgiin longitudinal kivrintilar yapar.
Ilerledikge duvar1 déseyen kas tabakasmnin kalinlig: da azalir. Epiteli olusturan 2 tip
hiicre vardir. Bazal hiicreler ve kolumnar hiicreler. Kolumnar hiicreleri liimene
kadar uzanirlar. Proksimal vaz epitelinin en sik rastlanilan hiicreleri esas

hiicrelerdir.



Vaz deferensin spontan motilitesi sayesinde siirekli sperm tasinir. Hipogastrik
sinirin uyarilmasiyla da kuvvetli peristaltik hareketlerde bulunarak igerigini

uretraya bosaltir. Ancak absorbsiyon ve sekresyon gorevi daha 6nemlidir.

Ozellikle ampulla bdliimiinde spermiyofajlar bulunur. Fazla spermatozoanin
ortamdan uzaklastirilmasini saglarlar. Sekresyon ve absorbsiyon fonksiyonlari ile
vaz deferens limeninde, spermlerin canliliklarm1 ve matiirte gelisimlerini

siirdiirebilirler. Fonksiyon yapabilmesi icin androjen gereklidir (8,9,10).

1.1.3 Testis Interstisyumu ve Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri interstisyumda seminifer tiibiiller arasinda bulunur. Burada kan

damarlari, lenf damarlari, mafrofajlar ve cesitli hiicresel elemanlar bulunur (13,14).

Leydig hiicreleri testis voliimiiniin yaklasik %5-12'sini olusturur (11). Saglikli
geng bir erkekte ortalama 700 milyon Leydig hiicresi bulunur. Leydig hiicrelerinin
onciil hiicrelerden gelismesinde LH ve testis ic¢indeki parakrin faktorler etkili

olurlar (12).

Leydig hiicre fonksiyonu hipofizin iki hormonu ile ayarlanir: LH, testosteron
tiretimini uyarirken, prolaktin LH reseptor ekspresyonunu baslatir. Leydig hiicreleri
ikincil seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu testosteronu iireterek

spermatogenezi devam ettirir.

Kolesteroliin iki kaynagi mevcuttur. Ya dolasimdan gelir ya da Leydig
hiicrelerinin sitoplazmalarinda kolesterol esterlerinden sentezlenir. Steroid iireten
hiicrelerde bulunan peroksizomlar kolesteroliin biyosentezinde kullanilir (15).
Olusan testosteron hiicre icerisinden hiicre disina c¢ikarak, kanda testosteron
baglayicit proteine baglanir. Testosteronun hiicre disinda tutulmasi albumin,
androjen baglayan protein (ABP) ve testosteron-estradiol baglayan proteinler
tarafindan saglanir. Testosteron salinimi i¢in primer uyaran LH’dir. LH'nin hiicre
icine girisi reseptor yardimiyla olur. Hiicre i¢indeki LH ya kolesteroliin mitokondri

icine tasmmmasinda ya da kolesteroliin P-450 aromataz enzimine baglanmasinda



gorev alir. LH disinda FSH, prolaktin, LH-RH, inhibin, aktivin, epidermal growth
faktor  (EGF), prostaglandinler ve adrenerjikler de  steroidogenezin

gerceklesmesinde gorev yaparlar (8,9,16,17,18).

1.1.4 Seminifer Tiibiiller, Peritiibiiler Yapilar ve Sertoli Hiicreleri

1.1.4.1 Seminifer Tiibiiller

Testisin fibroz septumlar1 dokuyu 250 lobiile ayirmustir. Her bir lobiil 1-4 adet
seminifer tiibiil icermektedir. Testis igerisinde toplam 600-1200 kadar seminifer
tiiblil bulunmaktadir. Her bir tiibiil yaklasik 80 cm uzunlugundadir. Rete testis
seminifer tiibiillerin agildig1 kanallar agidir (19-25). Seminifer tiibiil, merkezdeki
bir liimen ¢evresinde bulunan ve sertoli hiicreleri ile spermatogenik hiicreleri iceren
Ozellesmis seminifer epitelden olugsmaktadir. Seminifer epitel bazal membran ile
kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden bir duvarla
cevrelenmistir. Seminifer tiibiil aralarinda lamina propria denilen gevsek bag
dokusu ve bunlarin icerisinde damarlar bulunmaktadir. Bunlarinda g¢evresinde

leydig hiicreleri bulunur.

Destekleyici hiicreler sertoli hiicreleri ve bazal membranin destek
hiicrelerinden olusur. Spermatogenez, spermatozoanin seminifer tiibiilde tiretilerek
limene dokiilmesi islemidir. Yaklasik olarak 74 giin silirer. Spermatogenez
pubertede hipofizer gonadotropinlerin etkisi ile baslar. Germ hiicreleri
spermatogoniumlar, spermatositler ve spermatidlerden olusmaktadir. Spermatozoa
bunlar igerisinde en olgun hiicre ¢esidi olup, liimene dokiilerek ileriye tasinirlar

(8,9,26,27,28,29,30).

1.1.4.2 Peritiibiiler Yapilar

Bazal membranin disinda kollagen lif tabakasi, bunun disinda miyoid hiicreler, en
dista ise fibrositlerin olusturdugu adventisyal tabaka bulunur. Peritubiiler miyoid
hiicrelerin kasilma ve sekresyon yapma 6zellikleri vardir. Miyoid hiicreler P-Mod-
S, fibronektin ve kollagen tip I'i sekrete ederler. P-Mod-S parakrin faktor olup,

FSH tarafindan uyarilir ve sertoli hiicresinin fonksiyonunda gorev alir. Miyoid



hiicrelerin kasilmasiyla seminifer tiibiillerde kasilir ve tiibiil limenindeki spermler,

tastyici kanal sistemine yonelmis olurlar.
1.1.4.3 Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelde bulunan en yogun hiicre tipidir.
Puberteden sonra ise seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik %10’unu
olusturur.

Seminifer tiibiillerin bazal membrani iizerinde yeralir, tiibiil limenine kadar
uzanan prizmatik hiicrelerdir. Diizensiz kenarli, heterokromatinden fakir, soluk
nukleusu ve koyu boyanan nukleolusu vardir. Stoplazmasindaki mitokondri sayis1
cok fazladir.

Sertoli hiicreleri sitoplazmik uzantilar1 sayesinde komsu sertoli hiicreleriyle
sik1 baglant1 olusturur. Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiil limeni ile mikrogevre
olusturmak amaci ile kendi aralarinda olusturduklar1 bu bariyere kan-testis bariyeri
ad1 verilir. Boylece germ hiicrelerinin dis ortamla iligkisi kesilir. Germ hiicre
fonksiyonlar1 sertoli hiicreleri sayesinde gergeklesir. Sertoli hiicrelerinin kendi
aralarinda yaptiklar1 bu siki baglantilar araciligiyla seminifer epiteli bazal ve
adluminal kompartman olarak ikiye ayrilir. Spermatogoniumlar ve geng
spermatositler bazal kompartimanda; olgun spermatositler, spermatidler ve
spermatozoa ise adluminal kompartiman iginde yer alir. Spermatositler mayoz ile
boliintirlerken, mayozun ileri evrelerinde bazal kompartmandan luminal
kompartiman i¢ine gecerler (8,9,31,32,33,34,35,36,37,38,39,40).

Kan-testis bariyeri pubertede spermatogenez basladigi zaman olusur. Immiin
yetenegin gelismesinden ¢ok sonra farklilagan spermatogenetik hiicreler yabanci
olarak tanmir ve immiin yanit germ hiicrelerinin hasar gérmesine neden olan
antikorlar1 olusturabilir.  Bariyer, antikorlarin gelismekte olan spermatogenik
hiicrelere ulagmasin1 engeller ve spermatogenetik hiicreleri oto-immiin tepkilere
kars1 korur. Sertoli hiicreleri kan-testis bariyeri sayesinde luminal kompartimanda
bulunan hiicreler i¢in dis ortamdan izole, 6zel bir mikrogevre yaratmig olur. Sertoli
hiicreleri dis etkenlere karsi germ hiicrelerine kiyasla ¢ok daha direnclidirler

(8,9,34,36,37,41,42,43 44).



Sertoli hiicrelerinin spermatogenetik hiicreleri destekleme, koruma ve besleme
gorevi disinda fagositoz, sivi sekresyonu ve cesitli molekiillerin salgilanmasi
fonksiyonlar1 vardwr. Sertoli hiicreleri testosteronun yogunlasmasmni saglayan
androjen baglayan protein(ABP) salgilar. ABP,  Sertoli hiicreleri iginde
androjenleri baglayarak, limen icine ve buradan da epididime taswr. FSH
salmmasini 6nleyen inhibin adl1 peptidi ve FSH salimmasina katki saglayan aktivini
salgilar. Diger sertoli hiicre iirlinleri arasinda ekstraselliiler matriksi olusturan
laminin, kollagen tip IV ve tip I, seruloplazmin, transferrin, biiylime faktorleri,
dihidrotestosteron, testosteron, androstenediol ve Ostradiol sayilabilir. Sertoli
hiicrelerinin ¢alismasinda FSH ve testosteron onemli yer teskil eder. P-Mod-S,
komsu germ hiicreleri ve dstrojenin de sertoli hiicre fonksiyonlar: iizerinde degisik

etkileri bulunabilir(8,9,10).

1.2 Spermatogenez

Soluk tip A spermatogoniumlar seminifer tubiillerin bazal kompartimaninda, bazal
membran iizerine oturmus durumda bulunurlar. Soluk tip A spermatogonyumlarin
tizerinde sertoli hiicrelerinin aralarinda olusturduklar1 sitoplazmik uzantilar
bulunur. Tip A spermatogoniumlar, 4 kez mitoz bdliinme gegirerek 16 adet daha
ileri farklilagmis Tip B spermatogonyumlar1 olustururlar. 24 giinliik bir aradan
sonra, bariyerden gecen spermatogonyumlar biiyiiyerek, daha biiyiik hiicreler olan
birincil spermatositler halini alir. Olusan birincil spermatositler, birinci mayozun
profazma girerler. Spermatogonyumlar mitoz ile boliiniirlerken 2 adet nukleus
olustururlar, sitoplazmalar1 birbirinden kopmaz ve bu sitoplazmik kopriiler
araciligiyla baglantili kalirlar. Bu koprii baglantilar1i mayozda da devam eder ve

biitiin germ hiicre basamaklarinda gdoriiliir.

En az farklilagmig germ hiicreleri, ilk basamak hiicre olan koyu tip A
spermatogonyumlardir. Bunlar siirekli boliinerek kendilerini yenilerler ve yeni
spermatogonyumlar olustururlar. Bu sekilde spermatogonyum deposu saglamig
olurlar. Baz1 spermatogoniumlar ise spermatositlere doniismek iizere Once tip A
spermatogonyumlar1 ardindan da tip B spermatogonyumlar: olustururlar(26,

27,28,44,45,46, 47).



Tip B spermatogonyumlar mitoz ile boliinerek preleptoten primer
spermatositleri olustururlar ve mayoz bolinme ile ¢gogalmaya baslarlar. Mayoz
bdliinme spermatositlerin interfaz olmadan ardisik iki boliinme sonrasi kromozom
sayisint yartya indirmesi ve spermatid kiimelerini olusturmasi olayidir.
Spermatositler olustuktan hemen sonra birinci mayoz bdlinmenin profazina

girerler.

Primer spermatositlerin 46 kromozomu vardir. Mayoz ilerledik¢e sekonder
kromozom sayist da haploid hale gelir ve bu evredeki hiicreye sekonder
spermatosit adi verilir. Sekonder spermatositler interfazda kisa siire kalirlar. Bu
yiizden testis kesitlerinde goriilmeleri zordur. Birinci mayoz boliinmeden sonra ,
ikinci mayoz boliinmeyi de tamamladiktan sonra hem kromozom sayist hem de
DNA igerigi haploid olan yuvarlak spermatidleri meydana getirmis olurlar.
Boylece her bir primer spermatositten 4 adet spermatid meydana gelmis olur.
Spermatidlerin olugmasi asamasinda germ hiicrelerinin yaklasik %40'1 dejenere

olur (8,9,26,28,46,47,48,49).

Spermiyogenez spermatidin spermatozoaya doniistiii mayoz sonrasinda
ugradigi metamorfozdur. Bu sirada spermatidin sitoplazmasinda ve nukleusunda
onemli degisiklikler gerceklesir. Sitoplazma icerisinde bulunan organeller yer
degistirir, sitoplazmas1 azalir, spermatidin akrozomu ve kuyrugu olusur.
Spermatogenetik hiicreler belirli spermatogenetik hiicrelerle baglantilidirlar, sertoli
hiicreleriyle ise aralarinda stoplazmik kopriilerle baglanmistirlar. Spermiyogenez

spermatogenezin son asamasidir.

Insanda seminifer tubiillerin her hangi bir kesitinde germ hiicreleri hep belirli
hiicreler ile bir arada gériiliir. insanda bu dongii alt1 evreden olusmaktadir. Ve her
dongii 16 giin siirer. Spermatogonyumdan olgun sperm hiicresi olugsana dek 4
dongii sonunda 64 giin gecirmesi gereklidir. Spermatogoniumdan spermatozoanin
meydana gelmesi i¢in gecen 64 giinlikk bu siireye ise spermatogenetik siklus adi
verilir. Seminifer tubiil duvar: iizerinde, Sertoli hiicreleri arasina sikigmis bazal
membrandan liimene dogru dizilim gosteren ¢ok sayida germ hiicresi bulunur.

Insanda en az 13 tip germ hiicresi tanimlanmistir: Koyu tip A spermatogoniumlar,
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soluk tip A spermatogoniumlar, tip B spermatogoniumlar, preleptoten primer
spermatositler, leptoten primer spermatositler, zigoten primer spermatositler,
pakiten primer spermatositler, sekonder spermatositler ve spermatid tiirleri ile
spermatozoalardir. Farkli hiicreler siirekli olarak ayn1 anda olusurlar ya da pesi sira
birbirlerini takip ederler. Iste bu nedenle her giin milyonlarca spermatozoa
yapilarak ejakulatta ¢ikabilmektedir. Sicanda ise bir dongii 12-14 giin siirer ve 14
basamaktan olusur (24,26,27,45,46,47,49).

1.2.1 Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Pubertede spermatogenezin baslatilmasinda FSH ve daha az oranda testosteron
salgisint uyaran LH gorev alwr. Testiste saptanan testosteron dolagimdaki
testosteronun yaklasik 100 kat1 fazladir.Testosteron etkisini Sertoli hiicrelerini
uyararak gosterir. Daha 6nce baslamis olan spermatogenezin devam ettirilmesinde,

testosteron etkilidir.

FSH Sertoli hiicrelerinin ve belki de Leydig hiicrelerinin gelismesinden
sorumludur. Yaygm goriis komplet spermatogenezin kalitatif olarak devam
ettirilmesinde tek basina testosteronun, ama kantitatif siirdiiriilmesinde FSH'nin
gerekli oldugudur. FSH spermatogenez siiresince etkisini gosterir. Adenil siklaz
yapimi ile cAMP artist saglanir. Ayni zamanda ABP’nin sentez ve
salgilanmasindan sorumludur. Bu protein testosterona baglanarak bu hormonu
seminifer tiibiil limenine tasir. Boylece spermatogenez uyarilmig olur. Bu uyar1

olmazsa spermatidlerin sperme doniismesi gerceklesemez.

Hipotalamusun ¢ikarilmasi testislerde atrofi yapar. Bunlarda Leydig hiicre
hiperplazisi, peritubiiler hyalinizasyon ve germ hiicrelerinde azalmaya neden olur.
LH Leydig hiicrelerini uyararak testosteron salmmmasmi saglar. Bu da
spermatogenetik hiicrelerin gelisiminde rol oynar. Testosteron sentezinin artmasi

durumunda da LH salinimi baskilanir.
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FSH yetersizligine bagli spermatogenezin kalitatif olarak siirdiiriilmesi tek
basina testosteron ile miimkiin iken, normalde oldugu gibi ¢ok sayida matiir
spermatidin yapilabildigi kantitatif dlizeyde spermatogenezin siirdiiriilebilmesi i¢in
testosteron ile birlikte FSH'nin da verilmesi gerekir. Tek bagina testosteronun etkili
olmayisinin nedeni testisler icerisinde yeteri kadar yiliksek testosteron

konsantrasyonunun saglanmasindaki gii¢liiktiir (8,9,10,26,28,45,50,51,52).

1.3 Erkek Ureme Sistemi Embriyolojisi

Ureme sisteminde farklilasmamis donem olarak adlandirdigimiz dsnemde her iki
cinste de genital sistem birbirine benzerdir. Nitekim 7. hafta sonrasinda erkek ve
disi morfolojik Ozellikleri farklilagmaya baglar. Yani embriyonik gonadin
farklilagmas1 normal embriyonun fenotipik gelisimini direkt olarak etkilemektedir.

Ureme sisteminin gelisiminde, gonadlar ii¢ farkl1 kaynaktan gelisirler.
a) Karin arka duvarini déseyen mezoderm epiteli

b) Mezoderm epitelinin altindaki embriyonik bag dokusu

c¢) Primordiyal germ hiicreleri

Mezonefrik ve paramezonefrik kanallar tiim embriyolarda gonadal donemin
erken donemi olan ambiseksiiel donemde meydana gelir. Erkek ve disi
gonadlarmin, genital kanallarinin ve dis genitallerin gelisimi oldukc¢a komplike bir
olaydir ve genetik ekspresyon, gelisim zamanlanmasi ve cinsiyet hormonlarinin
arasinda gelisen kompleksin bir sonucudur. Primordiyal germ hiicreleri 4. hafta
basinda vitelliis kesesi igerisinde yer alir. Embriyo katlanir ve vitelliis kesesinin
arka kismi embriyonun i¢ kismima ilerler. Bu sirada germ hiicreleri gonad
kivrimina gbg¢ ederler. Sekillenmesi ilk olarak 5. haftada mezonefrik tiiberkiiliin
medial kisminda yer alan kalinlasmis ¢dlomik epitel bolgesinin ortaya ¢ikisi ile
saptanir. Altinct haftada da birincil cinsiyet kordonlarina yerlesirler. Colomik epitel

kabartisinin ylizeyinde kalin bir hiicre tabakasi olusur. Colomik kavite icinde
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gonadal tiiberkiil ad1 verilen uzantiy1 meydana getirirler. Bu sirada mezonefrik
tiiberkiil lateral ve medial olmak {izere iki kisma ayrilir. Lateral par¢a mezonefrik
ve paramezonefrik kanallar1 igerirken, medial parca gonadal katlant1 adini alir.
Cogalmakta olan ¢6lomik epitel gonadal kordonlari meydana getirir. Bu
kordonlardan primordiyumun periferinde kalanlar korteksi olustururlar. Anjiojenik
mezensim igeren mezonefrozun mezensiminde orta kesiminden medulla gelisir.

Paramezonefrik kanallar baslangicta her iki cins embriyoda da gelisir.

Y kromozomu varliginda gonad testise donlismeye baslar Y kromozomundaki
SRY geni testis belirleyici faktoriin(TDF) sentezi i¢in gereklidir. Bu faktoriin etkisi
ile birincil cinsiyet kordonlar1 seminifer tiibiile farklilagir. Germinal kordonlar
testis kordonlarmi olusturur. Bu kordon etrafindaki germ hiicreleri ise
spermatogonyumlar1 olusturur. Primordial germ hiicreleri oldukca erken donemde
epiblastdan gelisir. Bir ¢ok viicut hiicresi ile karsilagtirildiginda, 12-20mm ¢apa
kadar ulasan biiyiikliikte oldukca iri hiicrelerdir. Spermatogonyumlar puberteye
kadar dinlenme evresindedirler. Seminifer tiibiiller arasindaki mezengimden leydig
hiicreleri farklilasir. Germ kordonlarmnin soma hiicreleri ise sertoli hiicrelerine
farklilagir. Testisin kordonlar1 birbirleriyle anastomoz yaparak rete testisi
olustururlar. Seminifer tiibiillerin limeni pubertede spermatogenezin baslamasiyla
olusur. Erkekte paramezonefrik kanal Anti-Miillerian hormon(AMH) baskisi
altinda biiyiik oranda atrofiye ugrar. AMH testisin Sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanir. Testosteron ise Leydig hiicrelerince 8. haftada salgilanmaya baslar.
Testosteron ise mezonefroz kanalini epididime doniistiirerek erkek cinsiyet
organlarinin gelisimini uyarir. Mezonefroz kanallarindan duktus epididimis ve vaz
deferens gelisir. Mezonefrozun dejenere olmasi ile testisin skrotuma inisinde yol
gosterici olan gubernakulum olusur. 28 haftada gubernakulumun kasilmasiyla testis

ve epididimis skrotuma iner.

Spermatogenez puberte ile baslar. 8 haftalik bir embriyoda her bir seminifer
tubiilde ortalama 1.1 gonosit bulunurken, bu say1 gittikge artar ve 22. haftada 3.5'e
erigir. Dogumdan sonra 7 yasina kadar testislerde biiyiik bir morfolojik degisiklik

olmaz. 7-9 yasindan sonra ise gonositlerin mitotik aktiviteleri ve bununla uyumlu
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olarak seminifer tubiil liimeninin periferinde toplanan spermatogonium sayis1 artar

(8,9,10,53,54,55,56,57,58,59,60).

1.4 Erkek Ureme Sistemi Fizyolojisi

Spermatogenezis erkekte lireme fonksiyonunun ana konusudur. Spermatogenezis
icin gerekli olan testosteronun yapimi Leydig hiicrelerinde gergeklesir.
Pampiniform pleksusun testikiiler arter etrafini sarmasi sayesinde 1s1 ve testosteron
aligverisi saglanir. Testislerin skrotum igerisinde yerlesmis olmasi sayesinde viicut
isisindan 1 derece kadar daha soguk 1sida kalmasi saglanir. Bu sayede sperm

yapimi ve yasami saglanir ( 27,50,52,61).

Follikiil Stimulan Hormonun 6n hipofizden salinarak, adenilat siklaz araciligi
ile cAmp artisina neden olur ve sertoli hiicrelerinin androjen baglayict protein
salgilamasini uyarir. Olugan ABP testosterona baglanarak seminifer tiibiil igerisine
taginirlar, ve spermatogenez uyarilmis olur. Adenohipofizden salinan Luteinizan
Hormon ise Leydig hiicrelerinin spermatogenetik hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli
olan testosteronun salgilanmasmi uyarir. Ostrojen ise sertoli hiicrelerinde

testosterondan yapilmaktadir.

Inhibin B gonadotropin sekresyonunu inhibe eden gonadal kokenli,
glikoprotein yapisinda bir hormondur. Giiniimiizde erkek kan dolasiminda var olan
tek inhibinin sertoli hiicrelerinde iiretilen ve germ hiicrelerinin kontroliinde salinan
inhibin-b oldugu bilinmektedir (63,64). Bununla birlikte, inhibin-b infertil
hastalarda spermatogenezisin onemli bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(65,66). Yetiskin erkeklerde inhibin-b sentezi FSH diizeyi ve spermatogenezin
durumuna baglidir. Ayrica, serum inhibin-b seviyesi testis hacmi ve sperm sayisi
ile de oldukca gii¢lii iliski gostermektedir (67,68). Spermatogenezin belirleyicisi
olarak inhibin-b ve FSH’mn birlikte kullanimi tek baslarina kullanimlarindan daha
anlaml1 sonuglar verdigi yapilan ¢aligmalarda belirtilmektedir (68,69). Son yillarda

erkek reprodiiktif sistemi {izerine etkili hormonlarin (testosteron, dstradiol ) sadece
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plazma degil seminal plazma konsantrasyonlarmnin da Onemli olduguna dair

yaymlar vardir (70,71).

Spermin beslenmesini ve hareketini artirmak amaciyla aksesuar bezlerden
salgilanan fruktoz, tamponlu tuzlar ve fosfolipidler salinir. insanda giinliik sperm
iiretimi testis basina 94.6 milyon olarak hesaplanmistir. Ph’s1 7.4-8.4 civarindadir.
Semenin %90’1 sudur. Semen baslica enerji kaynagi olarak fruktozu kullanir.
Ayrica kalsiyum, ¢inko, magnezyum, vitamin C, i-NOSitol, bakir ve kiikiirt gibi
eser elementlerde semende bulunmaktadir. Hyaluronidaz enzimi sayesinde
vajinanin  miikoz  salgisim1 eriterek  spermatozoa  hareketini  artirir

(26,31,39,49,50,51,62).

1.5 Vaz Obstriiksiyonu

Vaz deferens obstriiksiyonu, iyatrojenik, post travmatik, inflamasyona veya
vazektomiye sekonder olarak ortaya c¢ikabilmektedir (72). Kontrasepsiyon amagcli
vazektomi sonrast vas deferens obstrilkksiyonu en sik goriilen akkiz
obstriiksiyondur. Herni onarimi sirasinda meydana gelen yaralanmalara bagli veya
kistik fibrozis mutasyonlar1 ile birlikte goriilen konjenital vaz deferens agenezi
hastalarinda da vazal obstriiksiyon olabilir(73,74).

Niifus artis1 da infertilite kadar toplumlardaki énemli bir sorundur. Ulkemizde
ciftlerin yaklagik %40°’1 aile planlamasi i¢in kontraseptif yOntemlere
bagvurmaktadir. Kontrasepsiyon yontemi kullanan ciftlerin yaklagik {igte biri,
erkegin katilimini gerektiren yontem kullanmaktadirlar. Geri ¢ekme, kondom,
hormonal erkek kontrasepsiyonunu ve vazektomi baslica yontemlerdir (75).

Vazektomi, erkeklerde biitiin diinyada giderek yayginlasmakta olan en etkili,
giivenilir ve kalic1 kontrasepsiyon yontemidir. Erkek kontrasepsiyonunun diger
metodlar1 ya giivenli degildir yada hormonal yaklasimda oldugu gibi arastirma
asamasindadir. Cin’de yaklasik 8 milyon, A.B.D.’de ise yilda 500 bin erkege
vazektomi yapilirken lilkemizde bu rakam oldukg¢a diisiiktiir. Ancak diinya
genelindeki vazektomilerin sayisi, kadinlarda uygulanan tiip ligasyonundan

olduk¢a azdir. Vazektomini tlip ligasyonuna kiyasla daha kolay, daha ucuz ve
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komplikasyonlar1 daha az olan bir yontem olmasma ragmen erkeklerin vazektomiyi
daha az tercih etmelerinin énemli nedeni bu yontemin geri doniisiimsiiz oldugu
diisiincesidir (76,77).

Vazektomi kalici cerrahi sterilizasyonun en basit ve en etkili metodudur (78).

Vazektomi uygulanacak erkekler kalici kontrasepsiyona ilgi duymalilardir. Bu

yontem uygulanmadan Once c¢ifte mutlaka bilgilendirme yapilmalidir.
Vazektominin geri doniisiimii ihtimali tartisilmali oldugu i¢in  hasta basarisizlik

ihtimali hakkinda bilgilendirilmelidir (79).

Vazektomi yontemine iliskin cesitli teknikler mevcuttur. Bistlirisiz vazektomi

teknigi en yaygin ve en az invaziv yontem olarak goriinmektedir (80,81).

1.5.1 Vazektomi Teknigi

Vazektomi, lokal anestezi ile rahatlikla uygulanabilecek bir girisimdir. Cerrahi 6n
hazirlik yapildiktan sonra kisi sirtiistii pozisyonda masaya yatirilir ve uygun genital
alan temizligini takiben skrotum igerisindeki vaz deferens tesbit edilerek, igne
perivazal kilif iginden eksternal inguinal ringe dogru ilerletildikten sonra vaz
etrafina igne oynatilmaksizin 3-5 ml lidokain enjekte edilir. Konvansiyonel
vazektomi tekniginde skrotal cilde anestezi yapilan yerlerden yaklasik 1 cm lik
insizyonla girilerek vaz deferens ortaya ¢ikarilir. Etrafindaki deferansiyal arter, ven
ve sinirden serbestlestirildikten sonra vaz kesilerek kii¢iik bir segmentide eksize
edilir. Vaz deferensin proksimal ve distal uglar1 koterize edilip baglandiktan sonra
kanama kontrolii yapilir. islem her iki tarafa da uygulanir. Insizyon yeri siitiire
edilerek kapatilir.

Islem sonras: kisinin 2-3 giin siireyle istirahat etmesi, bir hafta sonra kontrole
gelmesi onerilir. Antibiyotik onerilmez. Ug ay boyunca baska bir ydntemle
korunmas1 &nerilir. Ug¢ ay sonra yapilan kontrol spermiyograminda sperm
saptanmaz ise islem basarili kabul edilir.

Konvansiyonel vazektomi yonteminde mortalite 1/300.000, yan etki insidans1
ise %2’dir Vazektomiden sonra en ¢ok rastlanilan komplikasyonlar, enfeksiyon,
hematom ve sperm granulomudur. Vaz deferensin testikiiler ucundan sperm kagag1

oldugu durumlarda sperm granulomu olusabilir. Sperm viicutta antijenik olarak
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tanindigindan yogun bir inflamatuar reaksiyon olusumuna neden olmasina ragmen
sperm graniilomlari siklikla asemptomatik seyreder (82-87).

Vazektomi uzun donemde kronik testikiiller veya epididimal agri, vazitis
nodoza, testikiiler foksiyon bozuklugu, epididimal obstriiksiyon ve prostat kanseri
insidansinda artisga neden olabilir. Vazektomi yapilan vakalarda kan-testis
bariyerinin bozulmasi nedeniyle % 60-80 siklikla antisperm antikorlarinda artig
saptanabilir.

Vazektomi uygulanan erkeklerin %2-9’u sonradan vazektomi onarimi i¢in
basvurmaktadir. i1k planlanan islem vazovazostomi ve ug-uca anastomoz olmalidir.
Ameliyat basaris1  genellilke %90’ iizerindedir. Vazektomi yapilanlarda
obstriikkte kisimdan geriye dogru olan kronik hidrostatik basing artist daha
proksimaldeki kisimlarin dilatasyonuna neden olur. Bu kisimlardan olabilecek
sperm kacagi enflamasyona ve spermin immun sistemin tarafindan antijenik olarak
taninmas1 nedeniyle lokalize graniilom olugmasma sonrasinda ise fibrozis ve
obstriiksiyon gelismesine neden olabilir.

Vazektomi sonrasi vazovazostominin basarist vazektomiden sonra gegen
zamana, vazektomi tipine, geri doniisiim i¢in sec¢ilecek cerrahi isleme baglh olarak

genis bir aralikta cerrahi basar1 oranlar1 bildirilmistir.

Vazektomiden geri doniisiim islemine kadar gecen uzun siire tedavi basarisini
olumsuz etkilemektedir. Belker ve arkadaslar1 1469 adet mikrocerrahi vazektomi
geri doniislimii uygulanan erkegin sonuglarini bildirdiler ve vaz devamliligi ve
gebelik oranlarini sirasiyla su sekilde agikladilar. Vazektomi sonrasi 3 yila kadar
olan interval i¢in % 97 ve % 76, 3-8 yillik interval i¢in % 88 ve % 53, 9-14 yillik
interval i¢in % 79 ve % 44, 15 yil ve iizeri interval i¢in % 71 ve % 30. Post-
vazektomi infertilitenin en uygun maliyetli efektif tedavi yaklasimi, mikrocerrahi
geri doniisiimdiir. Bu yontem sonrasi gebelik oranlar1 en yiiksektir. Multiple
gebelik ve over hiperstimiilasyonu riskleri ile iligkili olan kadin partnerin hormonal
tedavisi olmaksizin, basarili bir vazektomi geri doniisiimiinden sonra giftler bir
aileye sahip olabilir. MESA/TESE ve ICSI basarisiz cerrahi i¢in akilda tutulmahdir
( 88).
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1.6 Apoptozis

1.6.1 Apoptozisin Tanim

Organizmadaki hiicrelerin programli 6liimii veya hiicre intihar1 anlamima
gelmektedir. Organizmadaki hiicreler bir yandan sentez edilirken bir yandan da
hiicre oliimii gergeklesir. Bu olaylar bir denge halinde siirer gider. Apoptozis
hiicrenin yagam sikliisii boyunca yapim yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar
(89,90).

Apoptozis birgok gen tarafindan koordineli bir sekilde diizenlenen seri
olaylarm sonucu olarak istenmeyen hiicrelerin eliminasyona ugramasidir (92,93)
Yunancada apo-toe-sis kelimesinden koken alir ve sonbaharda yaprak dokiimii
anlamina gelir (94).

Apoptozis terimi ilk kez Kerr ve arkadaslar1 tarafindan 1972 yilinda fizyolojik
olarak dlen hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin parcalarmi yogun olarak
gbzlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme
nekrozu olarak isimlendirmistir (95).

Hiicre tipine gore yasam siireleri degiskenlik gostermektedir. Ornegin noronlar
Omiir boyu yasarlarken, bagirsak hiicreleri 3—5 giin yasarlar. Epidermal hiicreler ise
yaklasik bir aylik siire sonunda yasamlarm yitirirler. Tiim bu 6liimler fizyolojik
kosullarda ortaya ¢iktig1 i¢in fizyolojik hiicre 6liimii olarak da adlandirilir (96).

Hiicre oOliimii iki farkli mekanizma ile ger¢eklesir. Bunlar nekroz ve
apoptozistir. Klasik hiicre 6liimii nekroz olarak adlandirilir. Hiicre 6liimiin bir diger
sekli olan apoptoziste ise siklikla hiicreler tek tek etkilenir. Apoptozis fizyolojik ve
patolojik kosullarda ortaya ¢ikabilir.

Fizyolojik apoptozis goriilen olaylar (125-128);

Embriyogenez boyunca meydana gelir. Ornegin fetiis implantasyonu ve
organogenezis agamalarinda yogun olarak saptanir.

Menstriiasyon sirasinda endometriel hiicrelerin oldiiriilerek uzaklastirilmasi,
laktasyondan sonraki donemde meme bezlerinin rejenerasyonu

Barsak kriptlerinde oldugu gibi siirekli cogalan hiicrelerin sayilarmni azaltmak
amaci ile

Immiin hiicrelerin se¢imi sirasinda gériilebilir.
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1.6.2 Apoptozis Morfolojisi

Hiicre biiziilmesi: Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bdlgelerinden
ayrilir, organellerini kaybederek boyutlar1 kiigiilmeye baglar, sitoplazmalari
yogunlasir. Organeller goreceli olarak normal olmalarina ragmen daha siki bir hal
alirlar. Bu biiziismenin nedeni plazma memraninda bulunan Na, K, CI tasiyict
sistemin fonksiyonunu yitirmesi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi
hareketinin ortadan kalkmasidir (103).

Kromatin kondansasyonu: Apoptozisin en karakteristik 6zelligidir. Kromatin
niikleer membranin altinda iyi smnirli, yogun kitleler olarak kiimelenir. Nukleus
daha fazla parcaya ayrilabilir (99).

Apoptotik cisimlerin olusumu: Niikleer parca igerebilen membranla ¢evrili
sitoplazma ve organel parcaciklarina doniisiir. Apopitotik hiicre plazma
membraninda meydana gelen tomurcuklanmalar sayesinde apoptotik hiicreler
taninir.

Apoptotik cisimler ve hiicrelerin fagositozu: Membraninin i¢ tabakasinda olan
fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dig yapraga goc
eder. Fagositik hiicrelerin reseptdrleri fosfotidilserin ile baglanarak fagositoz
uyartlmis olur (101). Yakindaki komsu hiicreler, parankimal hiicreler ve
makrofajlar, apoptotik cisimleri fagosite eder. Apoptotik cisimcikler lizozomlar
icinde parcalanir, komsu hiicreler ise prolifere olarak apopitotik hiicrenin
boslugunu doldurur (104).

Hematoksilen-eozin ile boyanmis dokularda, apoptoz tek hiicreyi veya hiicre
kiimelerini tutar. Apoptotik hiicreler oval veya yuvarlak, yogun eozinofilik
sitoplazmali, dens niikleer kromatin pargalari ile birlikte goriiliir. Hiicre kiigiilmesi
ve apoptotik cisimlerin olugmasi hizlidir ve pargalar hizla fagosite edilir, pargalanir
veya limene dokiiliir. Histolojik kesitlerde gdriiniir olmadan 6nce dokuda anlamli
apoptozis meydana gelebilir. Apoptozis, nekrozdan farkli olarak inflamasyon
olusturmaz ve bu da histolojik olarak saptanmasim giiglestirir (129,130).

Cohen’in 1993 yilinda timus hiicreleri iizerinde yaptigi ¢aligma neticesinde
apoptozisin genler tarafindan regiile edilen hiicre 6liimii oldugu saptanmistir

(97,98). Apoptotik hiicrelerin ortaya ¢iktig1 kesitler 151k mikroskobunda
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incelendiginde, bu hiicrelerin etrafinda parlaklik géze ¢arpmaktadr (101). Immun
elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’ olarak tarif edilen merdiven seklinde bir
goriinim ortaya ¢ikar (100). Hiicre arka arkaya meydana gelebilecek yedi
kirilmay1 onarabilirken, apoptoziste meydana gelebilen 300000 kirilma onarilmaz
(101, 102).

Apoptotik cisimciklerde sitokin salgilanmasi meydana gelmez ve inflamasyon
gbzlenmez. Apoptozis 30-60 dakika gibi bir siirede tamamlanir Apoptozisin
gerceklesebilmesi igin  yliksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Apoptozis
esnasinda, kromatinin = yogunlagsmasi, sitoplazmanin  biiziilmesi, plazma
membraninin kabarmasi, mitokondri dig membraninda sisme belirtilen morfolojik
degisikliklerdendir (105).

Nekrozda ise hiicre siser, mitokondri genisler, organeller ¢6ziiniir, plazma
membranida yirtilma meydana gelir. Sitoplazma materyali hiicre digina gegerek
inflamasyona neden olur. Apoptozis sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz.
Hiicre ici ATP seviyesi hiicrenin apoptozis yoluyla mi yoksa nekroz ile mi
Olecegine karar verir. Burada mitokondrinin rolii 6nemlidir. Eger hiicre ciddi olarak
yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi saglayamaz ve nekroz ile 6liir

(106).

1.6.3 Apoptozis ve Nekroz Arasindaki Farklar

Nekroz patolojik sartlar altinda olusur fakat apoptozis hem fizyolojik hem de
patolojik siireglerde rol oynar. Nekrozda hiicre siserken apoptotik hiicre bunun
aksine kiigiiliir. Nekrozda kromatin patterni normale yakindir. Apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membraninmn etrafinda yogunlasir. Nekrotik hiicrenin plazma
membran1 saglam degildir. Apoptotik hiicre membrani biitiinliiglinii  korur.
Nekrotik hiicre sonradan lizise ugrar. Apoptik hiicre kiigiik cisimciklere
parcalanarak fagosite edilir. Nekrozda inflamasyon mevcuttur. Apoptoziste

inflamasyon olusmaz (108-111).
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Cizelge 1 Apoptozis ve Nekroza yol agan nedenler

OZELLIK NEKROZ APOPTOZ
Yol agan nedenler iskemi Blyume faktort eksikligi
Hipertermi Hucre yaslanmasi
Hipoksi HIV
Litik viral enfeksiyon Kanser ilaglari
Toksik maddelerin ytuksek Radyasyon

konsantrasyonlari
Siddetli oksidatif stress

Yuksek doz glukokortikoid

Fas veya TNFR—-1
reseptorlerinin aktivasyonu

Sitotoksik T lenfositler

Cok siddetli olmayan
oksidatif stres

Cizelge 2 Apoptozis ve Nekrozun Morfolojik Ozellikleri

Hucre sismesi

Organellerin
disintegrasyonu

Endoplazmik retikulumun
dilatasyonu

Buyuk vakuollerin olusumu
Hicre lizisi

OZELLIK NEKROZ APOPITOZIS
Hiicre membran intakt hiicre membrani
Morfolojik dzellikler | butlnlugunin kaybi Hicre kugllmesi

Organellerde disintegrasyon
yok

Huicrenin intakt mitokondri,
ribozom, nlikleus pargalari
ve diger organeleri iceren
membranla kapli apoptotik
cisimciklere pargalanmasi
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Cizelge 3 Apoptozise ve Nekrozun Biyokimyasal Ozellikleri

OZELLIK NEKROZIS APOPITOZIS
Biyokimyasal 6zellikler Bozulmus iyon hemostazi lyi kontroll(i, bazi
ATP gerekmez (pasif siireg) | aktivasyonlarin ve enzimatik
+4 C°de gergeklesebilir basamaklarin olmasi1 ATP

gereklidir (aktif stireg) +4
C°’de gergceklesmez

DNA rastgele pargalanir DNA internuklezomal

(agaroz jel .
elektroforezisinde ‘smear’ alanlarda 180 kb ?'ft'mn
P katlari olacak sekilde kirilir
goruntusi) . .
agaroz jel elektroforezisinde
merdiven gorintisu
Postlitik DNA Prelitik DNA
fragmentasyonu

o fragmentasyonu ( erken
(6lumun ge¢ safhasinda) evrede gergeklesir)

1.6.4 Apoptozis Mekanizmalari

Apoptozis slireci, DNA hasarma genlerin yaniti, hiicre membrani tarafindan 6lim
sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi1), hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi
olmak iizere ii¢ farkl sekilde isleyebilir (107). Apoptozis siirecinde belli bagl ii¢
anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor-1) proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal
aktivasyonu, apoptozisde gozlenen mitokondriyal hasar, ¢ekirdek zari kirilmasi,
DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi
gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur (131,132).

Timor nekroz faktorii (TNF), noron biiyiime faktorii (NGF), koloni uyarict
faktorler (CSF), IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF), glukokortikoidler, radyasyon, ilaclar, Fas/FasL, sFas proteinleri,
viriisler hiicre dis1 uyar1 yoluyla hiicreyi apoptozise gotiirebilir (107). Bu uyarilar
hiicre i¢cinde Ca artisina neden olarak cAMP gibi hiicre i¢i ikincil habercileri aktive
edebilmektedir. Ornegin sitoplazmik Ca™ miktarindaki arts, c-fas, -myc, sicak sok

proteini gibi mRNA basamaklarini harekete gecirir. Ayrica apoptoziste etkili
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endoniikleaz, transglutaminaz gibi enzimleride aktive eder. Bunlarda kromatinde
parcalanmaya, hiicre iskeletinde ve sitoplazmik proteinlerde degisikliklere neden

olur. Sitoplazmik kalsiyum, kalmoludine baglanirsa apopitozis inhibe edilebilir.

INTRENSEK ¥OL EESTRENSEK YOL
| | | Ee Ligand Etkilejinu
1 t
1| Biupine faktorleri ve 15 A;ep e I
hormonlanm gekilmesi - THF reseptér ['
9 R &
= s Sitotoksik T

=1y on ot S - i

Hasar

- Radyasyon
- Toksin

- Sethest
radikaller

Fagositik hicre
reseptér ligand

Zitoplammik tonmroul Apopitotik cisim

Sekil 1: Apopitozun Mekanizmast

Kumar V. Abbas A, Fausto N. Cellular Adaptations, Cell Injury and
Cell Death. In: Kumar V., Abbas A., Fausto N., eds. Robbins and Cotran
Pathologic Basis of Disease. Elsevier Philadelphia, 2005;7th ed:26-32.

Apoptozisin indiiklenmesinde ii¢ sinyal yolunun rol aldig1 bilinmektedir.

1. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis

2. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatdrleri ile apoptozis

3. Endoplazmik Retikulum aracilig1 ile olusan apoptozis

Bazi durumlarda apoptozis hiicresel stresi takiben olusan hiicre ici sinyaller
sonucunda baslatilir. Hiicresel stres radyasyon, kimyasallar yada viral enfeksiyona
maruziyetle olusabilir. Biiylime faktorlerinin eksikliginde veya oksidatif stres
sonucu olarak da hiicresel stres olusabilir. Genel olarak hiicre i¢i sinyaller
apoptozisi mitokondri araciligi ile gerceklestirir (112).

1.Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis

Hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde mitokondri 6nemli gorevler iistlenir. Bel-2

ve Bcl-XL gibi Bcel-2 protein ailesinin anti-apoptotik elemanlari, mitokondri
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membraniin dig ylizeyinde yeralir ve hiicre yasamini devam ettirmeye c¢aligirlar.
Bad ve Bax gibi Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik {iyelerinin ¢ogu Bcl-2 ve Bel-XL ile
veya mitokondri membrani ile iliski kurarak mitokondri iizerinden etkilerini
gosterirler.

AIF dogrudan yogunlasan kromatine ve parcalanan cekirdege yonelirken,
sitoplazmadaki sitokrom ¢ apoptozun en son basamaginda gorev alir. Mitokondri
sitokrom-c salinimi ile pro-kaspaz-9 ile beraber Apaf-4 ve ATP kompleks
olusturarak kaspaz-9’u aktive ederler. Olusan bu kompleks apoptozom olarak
isimlendirilir Bu aktivasyon sonucunda kaspaz kaskadi baslar. Bu proteolitik
aktivite sonucunda sitoplazmadaki poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin
degradasyonu ve apoptozom olusturularak hiicrenin fagositozu saglanmis olur
(113-121).

2. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatdrleri ile apoptozis

Apoptozisin salgidan bagimsiz bu mekanizmasi, hiicre zari iizerinde bulunan
oliim reseptorlerinin aktivasyonu ile iliskilidir. Apoptotik isaretin uyaricist olan
Fas, bir¢ok hiicre tipinde bulunur. Fas ligand1 (FasL) da TNF ailesinin bir {iyesidir.
Ozellikle sitotoksik T hiicreleri ve Naturel Killer hiicreleri iizerinde bulunur.
FasL’nin Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik iglem baglar. Bu mekanizma, bir
immun tepki sonunda aktive olmus T hiicrelerinin uzaklastirilmasi, viriis ile
enfekte hedef hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, tiimor hiicrelerinin 6ldiriilmesi ve
birgok patolojik durumdaki hiicrelerin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar.
TNF’in TNFR-1’e baglanmasiyla da benzer olaylar sekillenir. Fas ve TNFR-1’in
sitoplazmik uzantisi, bir 6liim alanimi icerir. Fas’in sitoplazmik boliimii FADD (Fas
Associating protein with a Death Domain protein) ve RIP (Receptér Interacting
Protein) ile etkilesimdedir. Oliim alanlarmni iceren bu TRADD ve RIP proteinleri,
prokaspaz-8’in aktivasyonu ile apoptozisi dogrudan uyarirlar. Aktive olan kaspaz—
8 daha sonra diger kaspazlari aktive ederek apoptotik dongili baslatilmis olur
(122,123).

3. Endoplazmik Retikulum aracilgi ile olusan apoptozis

Endoplazmik retikulum membraninda yer alan Kaspaz-12, Ca++ seviyelerinin

yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile aktiflesir. Aktive
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olan kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile etkileserek sitozolik kaspaz

kaskadini aktive eder (124).

1.6.5 Apopitozun Genlerle Kontrolii

Hiicre i¢i uyaranlar biiyiime faktorleri, onkogenler ve tiimdr siipresor genlerdir.
Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (101).
Insanda apoptozisin diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam
eden bir siiregtir. Bir tiimor siipressor gen olarak ¢alisan pS3 mutasyona ugradigi
ya da bulunmadig1 zaman hiicre yasami uzar. Toksik olaylar neticesinde gelisen
hiicre hasar1 p53°i aktive eder. p53 protein iiriinii DNA’ya dogrudan baglanarak
hasar1 tanir. Ardindan da G1’de hiicre siklusunun durmasini indiikleyerek tamir
icin gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptozise yonlendirir. p53’iin bir
diger gorevinin Bax/Bax, Bax/Bcl-2, Bcl-2/Bcl-2 gruplarinin  oranlarmi
diizenlemek oldugu diistiniilmektedir. p53’iin apoptozisi indiiklemesi Bax’in
ekspresyonunu artirmasi bdylece Bcl-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla
gerceklesir. Papillom viriisii, adenoviriis tip 12 gibi virlisler ya p53’ii inaktive
ederek ya da Bax’a baglanarak apopitozisi bloke ederek karsinogenezise yol
acarlar.

Apoptozisin regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 iiyesi
vardir. Bu genlerden bazilar1 antiapoptotik, bazilar1 ise proapoptotik genlerdir. Bu
ailenin tliyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar. Bcl-2, Bax
ile heterodimer olusturdugunda Bcl-2 etkisini antagonize ederler. Proapoptotik ve
antiapoptotik genlerin oranlar1 hiicrenin apoptozise gidip gitmeyecegine karar
verir. Bcl-2/Bax gen ailesinin {iriinleri, mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yani sira

endoplazmik retikulum zarinin iizerinde de yer alirlar (101).
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Cizelge 4: Apoptozisi baskilayan ve indiikleyen genler

Apoptozisi baskilayan genler | Apoptozisi indiikleyen genler
Bcl-2 *Bcl-2
e BHRL-I e Bad
e bcl-xl e Bax
e bcl-w e Bak
o bfl-1 e Bcl-xS
e brag-1 e Bid
e mcl-1 e Bik
o Al e Hrkl
* Nr-13 * c-myc
* ras onkogeni * p53, p21
* Ced-9 * fas (CD95/APOI)
*p35 « (ICE)
* A20 * LOH (MTS1/CDK41)

Bel-2, 24-26 kDa’luk protein kodlar. Olusan protein, mitokondrinin dig
membran1 lizerinde yerlesmistir. Bu proteinler iyon alig-verisini diizenler ve
membranin par¢alanmasina karsi koruyucu etki yaparlar. Antiapoptotik genler
icinde yer alan Bcl-xL’in mitokondriyal hasar1 engelledigi ileri siiriilmektedir. Bu
sayede apoptozis inhibisyonu gergceklesmektedir. Bcl-2 ailesinin bir diger ilging
ozelligi de reaktif oksijen diizeylerinin apoptozis iizerindeki etkilerini pro-oksidan
gibi davranarak kontrol etmesidir. Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur.
Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax proteinleri, mitokondri zarinin gegis
poruna baglanirlar. Membranda olusan degisiklikler sonucunda sitokrom c ve AIF
(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zarit i¢inde yer alan faktorler

sitoplazmaya gegerler.

1.6.6 Apoptozis Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

1972 yilinda, apoptozis saptandiginda hiicrenin morfolojik goériiniimiine gore karar

verilmigti. Giliniimiizde morfolojik degerlendirmelerin yanisira apoptozise 0zgii
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aktivasyonlar molekiiler diizeyde belirlenebilmektedir. 19901 yillarda DNA
kiriklarinin saptanmasi ve apoptotik hiicrelerde aktif kaspazlarin belirlenmesi ile
taninan apoptozis daha sonraki yillarda fosfatidilserin translokasyonunu belirleyen
yontemlerle saptanmaya baslandi. 2000°li yillarda ise keratin 18'in kirildiktan
sonraki formunu saptayan antikorlarin kullanilmasi ile daha da 6zgiinlesti.

1.Morfolojik goriintiileme yontemleri

2. Immunohistokimyasal yontemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immiinolojik yontemler

5. Molekiiler biyoloji yontemleri

1.6.6.1 Morfolojik goriintiilleme yontemleri
L. Isik mikroskobu

a. Hematoksilen boyama: Hematoksilen boyama kromatini boyadigindan apoptotik
hiicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir. Apoptozise 6zgli degisiklikler
iyi bir boyama yapilmigsa kolayca gozlenebilir. Gozlenebilen degisiklikler
sunlardir: hiicre kiigiilmesi, sitoplazmik kii¢iilme, kromatinin kondensasyonu,
nukleusun kii¢iilmesi ve pargalara boliinmesi

b. Giemsa boyama: hematoksilenle boyamaya benzer sekilde nukleus
morfolojisi esas alinarak apoptotik hiicreler taninir. Sitoplazma smirlarinin daha iyi

secilmesi diginda belirgin bir tstiinliigii yoktur.

II. Floresan mikroskobu

Floresan boyalar DNA'ya baglanabildiklerinden kromatini gdriiniir hale getirir.
Bu boyama yOntemindeki prensip, hiicre plazma membranmnin intakt olup
olmadigidir. Membrani intakt olan hiicreler propidium iyodiir gibi sadece
membran biitliinliigii bozulmus hiicreleri boyayan bir boya ile boyanmazlarken,
Hoechst boyas1 gibi 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen boyalar ise ortamdaki
tiim hiicreleri boyayarak 6lii veya canli hiicre ayrimina olanak saglar. Bu hiicreler
bir floresan mikroskobu ile tanmnabilir. Olii hiicrelerin apoptozisle mi yoksa

nekrozisle mi dldiiklerinin ayrimi nukleus morfolojisine bakilarak yapilir.
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I11. Elektron mikroskobu

Apoptozisi degerlendirmede en degerli yontemdir. Morfolojik degisikliklerin
en dogru olarak gozlendigi bir ydntemdir. Mitokondrinin durumu, plazma
membrani ve nukleus membraninin biitiinliigli daha net degerlendirilir. Elektron
mikroskobu ¢aligmalarinda apoptotik hiicrede sitoplazmik kii¢iilme, kromatin

kondansasyonu ve fragmentasyonu se¢ilmesine olanak verir.

IV. Faz kontrast mikroskobu

Bu tiir mikroskop kiiltlir ortaminda, hiicre toplulugunu incelemek amaciyla

kullanilir.

1.6.6.2 Histokimyasal yontemler
I. Anneksin V Yontemi

Apoptotik hiicrede membran disina transloke olmus fosfatidilserinin florasan
madde ile isaretlenmis olan Annexin V kullanarak goriintiilenmesi sayesinde

apoptotik hiicrelerin saptanmasina esasina dayanir.

II. TUNEL Yo6ntemi(TdT-mediated nick and labeling technique)

TUNEL, apoptotik sinyal kaskadinda DNA kiriklarmin saptanmasinda siklikla
kullanilan degerli bir ydntemdir. ik kez 1992 yilinda Gavrieli ve arkadaslar1
tarafindan tanimlanmistir. Apoptoziste sonlandirict proteinler aktive olduktan sonra
sitoplazma ve cekirdekte hedef proteinleri yikarlar. Bu proteinlerden bir tanesi
DNA endoniikleaz ile bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak
endoniikleaz1 serbestlestirirler. Cekirdek i¢ine giren Ca-Mg bagimli endoniikleaz
DNA kiriklar1 olusturur Apopitotik hiicrelerde DNA’lar pargalandiklarindan
kromatin biitiinliigiinii kaybeder ve 3’-OH igeren DNA kiriklar1 olusur. Hiicrede
terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi, ortama eklenen biotin-dUTP’yi
pargalanmis DNA kiriklarinin serbest 3-OH ugclarina transfer eder. Biotin ile
isaretlenmis DNA parcaciklar1 avidin eklendiginde goriiniir hale gelirler. TUNEL
yontemi bu DNA kiriklarinin saptanmasini saglar (133-137).
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III. M30 Yontemi

Sadece sitokeratin 18'i eksprese eden epitelyal kaynakli dokularda ortaya
cikacak apoptotik hiicrelerde sitokeratin 18'in kaspazlarm etkisiyle kirilir. Ortaya
c¢ikan antijenik bolgenin immiinohistokimyasal yontemle boyanmasi ile apoptozis

saptanmis olur.

IV. Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz-3 eksprese edebilen dokularda caligilabilen bu yontemde apoptotik

hiicrelerde olusan aktif kaspaz-3 ‘lin olugmasi esasina dayanir.

1.6.6.3. Biyokimyasal Yontemler
I. Agaroz Jel Elektroforezi

Apoptoziste DNA kiriklarmin  olusumu sonucunda merdiven goriintiisii

olusur. Apoptozisi nekrozdan ayiran bu DNA kiriklar1 bu yontemle saptanabilir.

II. Western Blotting

Bu metod yardimiyla apoptozise 6zgli proteinlerin ekspresyonlari veya
kirilmalar1 saptanabilir. Hiicre sitoplazmik ve mitokondriyal fraksiyonlara ayrilarak
hiicre membranin1 gegip ge¢medigi anlasilir. Sitoptazmada saptanan sitokrom c

sayesinde apoptozise giden hiicreler saptanmis olur.

11l. Flow Sitometri

Apoptoziste eksprese olan ylizey proteininin florasan bir madde ile
isaretlenmis antikor kullanilarak saptanmasi olayidir. Kisa siirede kolaylikla
uygulanabilir olmasi ve kantitatif sonu¢ verebilmesinden dolay1 avantajli bir
apoptozis saptama yontemidir. ki farkli sekilde uygulanabilir. Floresan bir madde
olan propidium iyodiir kullanilarak, hiicre boyutu ile igerdigi DNA miktari
kiyaslanir. Azalan DNA miktar1 apoptozis gostergesidir. Bir diger yontem

Anneksin V ile floresan mikroskobuyla ile kisa siirede yapilabilir.
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1.6.6.4. immiinolojik Yéntemler
1. ELISA

ELISA ile hiicre populasyonlarinda veya plazmada DNA fragmentasyonu ve
M30 diizeylerinin 6l¢timii yapilabilir.

1l. Flourimetrik Yontem

Kiiltiirii yapilmis hiicrelerde kaspaz antikorunun bulundugu "plate"lere hiicre
lizatlarmin konulmasi ile kaspaz molekiillerinin tutulmasi saglanir. Sonra ortama
kaspazlarin pargaladigi ve floresan bir maddenin tutundugu bir substrat ilave edilir.
Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olan floresan siddeti, fluorimetre ile

oOlctilerek kaspaz aktivitesi saptanmis olur.

1.6.6.5. Molekiiler Biyoloji Yontemleri
I. DNA Microarrays

Gen ekspresyon derecelerinin tespiti sayesinde apoptozise 6zgii hiicre yiizey

oliim reseptorlerinin ekspresyon durumlarinin belirlenmesi hedeflenir.

1.6.7 Spermatogenezde Apoptozisin Rolii

Apoptozis fizyolojik kosullarin korunmasinda, doku canliliginin devamini
stirdiirmede, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasida etkili olan programli hiicre
ici Olimi olarak tanimlanabilir. Spermatogenez, spermatogonyal kdk hiicreden
mitotik ve mayotik boliinmeler sonucu hiicrelerin farklilasarak olgun sperm
olugsmasidir. Testikiiler dokuda germ hiicrelerinin farklilismas: ve geligsmesi
esnasinda goriilen germ hiicre dliimii, spermatozoanin normal geligimi i¢in mutlak
gereklidir. Testis hasarina neden olan durumlarda belirgin bir sekilde artig gosterir.
Germ hiicrelerinin apoptozisinin kontroliinde sertoli hiicreleri sorumludur.
Apoptozis siklikla Sertoli hiicrelerinde, spermatositlerde, erken ve ge¢

spermatidlerde olur. Leydig hiicreleri, spermatogonia, peritiibiiler konnektif doku
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hiicreleri ve endotelyal hiicreler ise daha az siklikla apoptozise giderler. Erken
evrede baglayan germ hiicre apoptozisi nedeniyle bu hiicrelerin %751
eliminasyona ugrarlar. Bu siirecte germ hiicreleri ile sertoli hiicreleri arasindaki

oran korunmus olur (138-147).

Spermatogenez swrasinda ortaya ¢ikan apopitozis hormonal etki altindadur.
Androjen eksikliginde, deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1 artiginin
oldugu olgularda, deneysel varikoselektomi ve vazektomi uygulanmis ratlarda,
testikiiler dokudaki programli hiicre dliimlerinde artig gosterilmistir. Matiirasyon
arresti ve hipospermatogenezis nedenleri de apoptozise yol acabilir. Hipofizektomi
uygulanan ratlarda germinal hiicrelerde ortaya ¢ikan apoptozisin heg tedavisi ile
engellenebildigi gosterilmistir. Apoptozisin sonucu olarak ratlarda azospermi ve
oligospermi goriilebilir. Isi, radyasyon, hipotermi gibi eksternal faktorlerde
seminifer tilibiil epitelini etkileyerek programlanmig hiicre 6liimlerini artirabilir .
Sonug olarak, testikiiler fizyolojiyi bozan tiim durumlarda patolojik diizeylerde
apoptozis gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde bozulma ve infertilite

gozlenebilir (148-157) .

1.6.8 Vazektominin Spermatogenez Uzerine Etkileri

Vazektominin spermatogenezde testis lizerine etkileri acikliga
kavusturulamamistir. Seminifer tubullerde basing artis1 ve otoimmiin reaksiyonlar,
oksitadif stres, testikiiler 1s1 artis1 spermatogenezi etkileyen faktorlerden

baslicalaridir (142,143,146,150).

Vazektomi gegiren olgularin %70’e yakini spermatozoaya karsi otoimmiinite
gelisimi gosterirler. Bu durum vazektomi gegirenlerin serum ve semenlerinde
antisperm antikorlar1 saptanmasi ile desteklenmistir.(154,158)

Dym ve arkadasglar1 vazektomi sonrasi spermatogenezin azaldigini One
stirmiiglerdir. Testikiiler disfonksiyon, sertoli hiicrelerindeki vakuolizasyon veya
endokrin bozulmanin sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Mo ve ark. vazektomi sonrasi

FSH diizeylerindeki artis1 tespit etmislerdir (42).
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Gine domuzlarinda yapilan ¢aligmada vazektomi sonrasi seminifer tiibiillerde
ortaya cikan inflamatuvar reaksiyonlar, interstisyel fibrozisi tetiklemis olabilir.
Bunun sonucu olarak da otaya c¢ikan seminifer duvar yapisindaki kalinlagmalar
spermatogenezisi azaltmis olabilir.

Spermatogenez elektrolit ve transmembran gradientlerindeki bozulmalardan
da etkilenebilir. Wang ve ark.vazektomi sonras1 Na, K+ ve ATPase aktivitelerinde
azalma, bunun sonucu olarak ta cAMP ve ATP iiretiminde azalmay1 histolojik
olarak saptamislardir. (87)

Serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlarin {retimi denge halinde
stirmektedir. Vazektomili bireylerde oksidatif stresin sperm iiriinleri iizerine etkisi
son zamanalrda ortaya ¢ikarilmistir. Vazektomi sonrasi bu dengenin bozulmasi ile
oksidatif stres baskin hale gelebilir. Reaktif oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen
tirevleride (baslica nitrik oksit ve onun peroksi-nitrit gibi toksik metabolitlerinde
olmak {izere artis olabilir ve buda hiicre membranindaki lipidlerin peroksidasyonu
yoluyla membran gecirgenliginde artiga veya membran biitiinliiglinde bozulmaya
neden olur. Spermatogenezisin bozulmasma bir diger neden de apoptozisteki artig
olabilir. Testiste apoptozis Fas/FasL yolu ve p53 diizenlenmesi ile baslatilabilir.
Vazektomili ratlarda p53-Bax aktivitesi ve Bax/Bcl-2 oraninda artis artis
vazektomiden 8 hafta sonra belirgin hale gelmistir.

Vazektomi sonrasinda histopatolojik degisikliklerden seminifer tubulde
degisiklikler, multinukleouslu dev hiicreler, germ hiicrelerinin eksfolyasyonu,
intraepitelyal vakuollerin goriilmesi, siklikla rete testis liimeninde bazen de
seminifer tubul limeninde ve epididimde makrofajlarin spermatidleri sindirimi ve
epididimde spermatik granulomlar goriilebilmektedir. Vazektomi geri doniisiim
basaris1 vazektomiden sonra gecen zamana, vazektomide ligasyon uygulanan
duktus deferensin uzunluguna, vazektomi tipine, geri doniisiim icin segilecek

cerrahi isleme bagl olarak degisebilmektedir (158-163).

1.7 Oksidatif Stres ve Ozonterapi

1.7.10Kksidatif Stres
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Canli yapilarda yogun olarak bulunan oksijen organizmada gergeklesen
reaksiyonlarda rol alan elementlerin basinda gelmesi nedeniyle serbest radikal
olmaya adaydir. Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim siire¢lerinin yan triinii
olup yiiksek diizeylerde =zararli olabilmektedirler. Hiicrelerimizde bulunan
antioksidan savunma sistemleri sayesinde serbest radikallerin DNA, proteinler ve
lipidlere karsi olabilecek zararli etkilerinden korunmus oluruz. Serbest radikal
olusumunun, antioksidan {iretimini agmasi1 halinde bu durum oksitadif stres olarak
adlandirilir. Bu durum hiicrelerde olumsuz etkiye yol agar

Eger serbest radikaller antioksidanlar tarafindan nétralize edilmezlerse, hiicre
membranimdaki lipid ve proteinleri yikarak nukleustaki DNA'da kirilmalarma yol
acabilirler.

Hidroksil, stiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri oksijenden
olusan biyolojik radikallerdendir. Oksijen, siliperoksit grubuna yiikseltgenme-
indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir. Siiperoksit radikali,
stiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit (H202) ve oksijene
cevrilir. Peroksinitrit ve nitrojen oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri de DNA
kiriklarmna neden olabilmektedirler. Bu radikaller bazi hiicrelerde apoptozisi
indiikleyebilirler.

Bazi faktorler testiste oksidatif strese neden olarak leydig hiicrelerinin
steroidogenik kapasitesini ve spermatogenezi bozarlar, bunun sonucu olarakta
infertiliteye neden olabilirler. Bunlar arasinda kriptorsidizm, testikiiler
torsiyon,varikosel,vazektomi, hipertiroidizm, diyabet, enfeksiyon, reprodiiktif
hormon dengesizligi, zenobiyotikler sayilabilir.

Spermatogenezin siirekli tekrarlayan hiicre boliinmelerinin sonucu olarak
germinal epitelce asir1 miktarda oksijen tiiketimi olur. Diigiik oksijen miktarlarinda
testis serbest radikal olusturan enzimler nedeni ile oksidatif strese kars1 hassas hale
gelmektedir. Serbest oksijen radikalleri mitokondriden ve ksantin-oksidaz ve
NADPH-oksidazlar1 i¢eren ¢esitli enzimlerden olusabilir. Testis boyle durumlarda
kendini korumak amaciyla c¢esitli antioksidan enzimler ve serbest radikal
temizleyicilere sahiptir. Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve

DNA gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu dnleyen veya geciktirebilen
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maddelere antioksidan denir. Testis hem enzimatik hem de non-enzimatik
Ogelerden olusan antioksidan sistemlere sahiptir.

Stiperoksit dismutaz siiperoksit anyonunu hidrojen perokside ve oksijen
molekiiliine doniistiiren antioksidan bir enzimdir. Sitozolik, mitokondriyal ve
ekstraseliiler olmak {izere {i¢ tipi vardir. Testis antioksidan enzim sistemi diginda
kiigiik molekiiler agirlikli ¢esitli antioksidan faktdrlere de sahiptir. Bu antioksidan
maddeler, serbest radikallere elektron vermek yada almak suretiyle radikalleri
stipiiriicli etkinlik gosterirler; bu faktorler; iyonlar ve serbest radikal siipiiriiciilerini
kapsamaktadir.

Cinko, stliperoksit dismutaz ile birlikte calisarak siilfidril gruplara karsi
koruyucu etki gdsterir ayn1 zamanda lipid peroksidasyonunu engeller.

E Vitamini, sertoli hiicrelerinde ve bazi germ hiicrelerinde bulunur.
polidoymamis yag asitlerini peroksil radikallerine karst korumaktadir.

C Vitamini, E vitamini ile birlikte spermatogenezi destekleyici etki gosterir.

Melatonin, radikal siipiiriicii etkiyle germinal epiteli oksidatif strese karsi
korur.

Sitokrom ¢, hasarli germ hiicrelerinin apoptozise gitmesindeki en etkili
antioksidandir. H202’nin temizlenmesinde de etkin role sahiptir (164-171).

Antioksidan terapi ile oksidatif stres sonucu ag¢ia cikan serbest radikalleri
elimine etmek amaglanir. Viicuttaki endojen antioksidan savunma sistemleri,
serbest radikalleri etkisiz hale getirmede yeterli olmadig1 durumlarda, infertilitede
tedavi amagli kullanilan antioksidan terapi devreye girer.

Son yillarda tedavi yontemi olarak antioksidanlarin kullanimi popiilarite
kazanmistir. Bunun nedeni olarakta yaslanmanin ve kronik hastaliklarin
patofizyolojisinde etken olarak serbest radikallerin gosterilmesi etken olmustuur.
Her ne kadar teorik anlamda antioksidan terapilerin serbest radikalleri ortadan
kaldirmada etkin oldugu diisiiniilsede son yillarda yapilan bazi caligmalarda
oksidatif stresi dnlemede bu yontemin ¢ok basarili olmadigi goriisii hakimdir. En
sik kullanilan C ve E vitaminleri serbest radikali temizledikten sonra kendileri

radikale doniistirler ve endojen antioksidan savunma sistemine katk1 saglamazlar.
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1.7.2 Ozon Gaz1 ve Uygulama Yontemleri

Ozon {i¢ oksijen atomundan olusan gaz halinde bir molekiildiir. Genellikle oksijen
veya hava ile karigik halde ve seyreltik halde bulunan renksiz ve keskin kokulu bir
gazdir. Ozon kararsiz bir molekiildiir. Ozonun varligini ilk kez 1785 yilinda Van
Marum belirtmis ancak iic atomlu oksijen gazi oldugunu Christian Friedrich
Schonbein 1840 yilinda kesfetmistir. Pestisitlerin  giderilmesinde, organik
karbonlarin kontroliinde kullanilir. Daha da Onemlisi giiclii okside edici
ozelliginden dolay1 viriis ve bakterileri 6ldiiriir, mikroorganizmalar ve toksinlerini
de okside edebilir. (180,183,193,198,202)

Kararsiz bir gaz olan ozon oksijen molekiiliiniin atomlarin ayrildiktan sonra
baska bir oksijen molekiilii ile birleksmesi sonucu olusur. Oksijen molekiilii
elektrolizle fotokimyasal reaksiyonlarla veya oksijen ortamina elektrik desarji ile
elde edilebilir.

Normal basing ve sicaklikta gaz halindeki ozon oksijene doniisme
egilimindedir. Ismnin artist bozunma ivmesinini artirir. Nem, klor, sodyum
hidroksit, azot pentaoksit gibi maddeler doniisiimiinde katalizor etki yaparlar

Ozon kimyasal yapisi itibariyle radikal 6zelligi tasimamakla birlikte, flordan
ve hidroksil radikalinden sonraki en gii¢lii oksidan maddedir. Ozonun kimyasal
reaksiyonlar1 molekiiler yapisiyla yakindan iligkilidir. Ozonun kararsiz olmasi,
kolaylikla ayrilabilir oksijen atomuna sahip olmasi giiclii bir oksitleyici yapar. Bir
cok organik madde ile reaksiyona girebilir. Bu oksitleyici 6zelligini sivi
cozeltilerde de gosterir. Henry kanununa gore ¢oziiniir. Coziinmesi 1stya, basinca
ve konsantrasyonuna baghdir. Biyolojik sivilarda oksijenden farkli olarak hizlica
biyomolekiiller ile reaksiyona girer. Ornegin iki degerlikli demiri ii¢ degerlikli
demire, mangan dioksiti mangan permanganata, siilfiti siilfata, nitriti nitrata
doniistiiriir. Organik maddeleride kismen oksitleyebilir. Oksitlenen ara tiriinler
ozonla daha fazla okside olmazlar. Serbest radikal reaksiyonlarinin olabilmesi i¢in
ozonun bozunmasi ve organik maddelerle ¢cok hizli reaksiyon veren bir ara iiriin
olan hidroksil radikalinin meydana gelmesi gerekir. (180,183,193,198,202)

Ozon canlilar icin toksik bir gazdir. Akciger en hassas organdwr. Diisiik
konsantrasyonda ozon inhalasyonu, bogazda irritasyondan akciger 6demine kadar

varabilen harabiyete neden olabilir. (194)
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Ozon, tibbi amagla kullaniminda saf olarak uygulanmamali, oksijen ile karigim
halinde uygulanmalidir. Bu karigimda ozon miktar1 %5°1 gegmemelidir. Ozonun
hava ile temasi sonucunda nitrojen dioksit olusacagindan dolay1 hava ile temasi

Onlenmelidir.

1.7.2.1 Sistemik uygulama yontemleri

Major Otohemoterapi: Hastadan alman 50-100 ml kan organizma disinda
ozon/oksijen karigimi ile zenginlestirilir, immiinkompetan hiicreler aktive olur.
Daha sonra ozonize edilmis kan dakikada 60-90 damla olacak sekilde geri verilir.
Minér Otohemoterapi: 30 ml ozona direngli tek kullanimlik swringaya 10 ml
ozon/oksijen karisimi doldurulur. 20 pg/ml, hastanin 3-5 ml kanma eklenir,
karistirilir ve ¢alkalanir. intramuskuler olarak yeniden enjekte edilir.

Rektal insuflasyon: Ozelikle ¢ocuklarda kullanilma yontemi olan rektal
insuflasyon ozon gazmin rektal tatbikidir. Sistemik etkileri agismmdan major
otohemoterapiye alternatiftir. intravendz reinfiizyonun damarlarm elvermemesi
nedeniyle uygulanamadigi yasl hastalarda, barsaklarda proktit ve kolit gibi

patolojik durumlarda ve immiin yanit1 diisiik olan pediatrik hastalarda kullanilir.

1.7.2.2 Topikal uygulama yontemleri

Diisiik Basingli Ozon Gazi1 Uygulamasi: Smirli yaralarda ozon oksijen karisimi alt
atmosferik basingta plastik kap bigimindeki cihazdan yara yerine uygulanir.

Ekstremite Torbalama: Yara yeri bol suyla temizlendikten sonra plastik torba
sorunlu ekstremiteyi saracak sekilde yerlestirilir. Band yardimiyla gazin disariya
kacis1 Onlenir. Plastik torba ozon/oksijen karigimi ile doldurulur.

Ozonize Su Uygulamasi: Ozonize su, mililitrede 20 pug ozon absorbe edecek
sekilde hazirlanir. Yeni yaralar, enfekte yaralar, mantar enfeksiyonlari, zona,
herpes zoster, otitis, bukkal kavitedeki iltihaplar gibi vakalarda kullanilabilir.

Intraartikiiler ozon enjeksiyonu: Intraartikiiler enjeksiyonun basta diz ve omuz
eklemleri olmak iizere akut ve kronik agrili eklem rahatsizliklarinda yararli ve
etkin oldugu kanitlanmistir. Endikasyonlar1 arasinda gonartroz, akut omuz

eklemleri sayilabilir.Ayrica intraplevral ve intradiskal uygulamalarda mevcuttur

(176-187).
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1.7.3 Ozonterapi ve Antioksidan Savunma Sistemi

Ozon tedavisi primer tedavi yontemi olmanin diginda , hastanin tedavi protokoliine
ek olarak uygulanan, organizmanin antioksidan ve antiinflamatuar savunma
sistemlerini destekleyen, dokulara oksijenin daha kolay birakilmasini saglayan
destek tedavisidir. Ozon tedavisi endojen antioksidan savunma sistemini
destekleme amaglidir. Ozon tedavisi organizma tarafindan oksidatif stres olarak
algilanir ve bunun neticesinde antioksidan savunma sistemlerinde ¢alisan enzimler
giiclii bir sekilde uyarilir. Eslik eden biyolojik medyatdrler hidrojen peroksit ve
okside lipid {iriinleridir.

Ozon plazma ile temasa gectikten sonra reaktif oksijen tiirevleri ve lipid
oksidasyon iiriinleri olusturarak ¢esitli dokularda etki eder. Reaktif oksijen tiirevleri
eritrositler iizerinde dokulara daha kolay oksijen birakma, lokositler iizerinde
immiin sistemim uyarilmasi trombositler iizerinde biiylime faktorlerinin salinmasi,
lipid oksidasyon iriinleri araciligtyla ise endotel iizerinde NO saliniminda artis,
kemik iligi lizerinde oksidatif strese direngli eritrosit yapimi ve artmis kok hiicre
aktivasyonu, diger organlar iizerinde ise antioksidan enzim miktalarinda artig
gostererek etkisini ortaya ¢ikarir.

Bu bilgiler ozon tedavisinin etkinliginde akut oksidatif stresin onemli bir yer
tuttugunu gostermektedir. Organizmada oksidatif stresten kaynaklanan ve klinik
manifestasyonlara neden olan siireclerin tamami kroniktir; akut oksidatif stres
ozellikle enfeksiyoz ajanlarla miicadale, toksik ajanlarin detoksifikasyonu gibi akut
durumlarda biiylik yararlar gostermektedir.

Ozon tedavisi ile saglanan akut oksidan stres ve olusturulan efektif biyolojik
yanitlar yaslanma, kronik enfeksiyonlar, diyabet, ateroskleroz, kronik yaralar,
dejeneratif siiregler ve kanserdeki kronik oksidatif stresi tedavi edici 0zelligi

sayesinde homeostatik yone ¢evirebilir.

1.7.4 Ozonterapi Endikasyonlarn

1. Diyabetik ayak, agik yaralar ve bas1 yaralari
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2. Yanik
3. Iltihabi barsak hastaliklari
4. Hepatit B, Hepatit C, HSV I-II ve HPV’in neden oldugu viral enfeksiyonlar,
bakteriyel ve mantar enfeksiyonlari
5. Diyabetik noropatiye bagl erektil disfonksiyon tedavisinde
6. Romatoid artrit, psoriasis, multiple skleroz, lupus, Behget hastalig1 gibi immun
sistemin agir1 aktivasyonu ile ortaya ¢ikan hastaliklara destek tedavi olarak
7. Endotel hasarina neden olan durumlarda
DM’un neden oldugu vaskiilitlerde
Sigaraya bagli vaskiilitlerde
8. Kronik solunum yolu hastaliklarmda
Astim
Kronik Obstriktif Akciger Hastalig1

9. Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklarin tedavisine destek olarak

1.7.5 Ozon Tedavisinde Araci Oldugu Diisiiniilen Medyatorler

Ozon gazi organizmada baslica ¢oklu doymamis yag asitleri, antioksidanlar ve
sistein gibi bilesikler ile reaksiyona girebilmektedir. Organizmanin temel tas1 olan
DNA ve RNA da ozon gazindan etkilenebilmektedir. Tiim bu bilesikler ozon ile
etkilestiklerinde elektron dondrii gibi davranirlar ve sonugta oksitlenirler. Bu
tepkimelerin sonucunda siiperoksit, hidrojen peroksit ve hipoklorik asit gibi serbest
oksijen radikalleri olusur. Doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda
lipoperoksil radikalleri, hidroperoksitler, malondialdehit, izoprostan, alkenaller ve
4-hidroksi-2,3-trans nonenal gibi lipid oksidasyon fiiriinlerinin yaninda hidrojen
peroksit radikali olusur (188-191).

Fizyolojik sartlarda da olusabilen bu reaktifler ozon tedavisi uygulamasi
sirasinda da olugmaktadir. Ozon/oksijen gaz karigimmin etkinligi i¢in tepkime
sonucunda serbest radikallerin ortaya ¢ikisi1 nemli rol oynamaktadir.

Aerobik canlilar serbest radikallerin etkilerini notralize etmek igin bazi
antioksidan sistemlere gerek duymaktadirlar. Bunlar1 enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar olarak siniflayabiliriz. Non enzimatik olanlar; iirik asit, askorbik

asit, albumin, vitamin E ve biluribindir. Enzimatik olanlar ise siiperoksit dismutaz,
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katalaz ve glutatyon peroksidaz, glutatyon transferaz, glutatyon rediiktazdan olusan
glutatyon sistemidir.

Yapilan caligmalarda ozonun etkinligini gostermek i¢in siklikla hemoterapi
tedavisi model almmustir. Bu tedavi protokoliinde ozon/oksijen karigimi igerisinde
yer alan ozon, plazmada ¢oziinerek antioksidanlar ile reaksiyona girer. Bu olaylar
esnasinda antioksidanlarda azalma olabilir. Bunun yan1 sira serbest radikaller de
olusabilmektedir. Yar1 omrii ¢cok kisa olan bu radikaller ototransfiizyon Oncesi
yerlerini eritrosit membranmin oksidasyonu sonucu olusan lipit oksidasyon
uriinlerine  bwakirlar. Eritrosit membranindaki doymamis yag§ asitlerinin
oksitlenmesi sonucu olusan lipit oksidasyon lirlinlerin yan1 sira hidrojen peroksitte
bu tepkime sonrasi ortaya ¢ikan oksitleyici bir molekiildiir (188, 190).

Hidrojen peroksit eritrositlerde 2,3-difosfogliserat diizeyini artwrarak
hemoglobin-oksijen ayrigsma egrisini saga kaydirarak oksijenin dokulara daha kolay
birakilmasini saglar. Plazmada konsantrasyonu artmis olan hidrojen peroksit
hiicrelerin icine diffiize olur. Lokosit ve endotelial hiicrelerde interferonlarin,
interlokinlerin ve transforme edici biiylime faktorlerinin yapimini indiikler.

Tepkime sonucu ortaya ¢ikan oksijen tiirevleri ozonun ilk etkilerinden, yar1
omrii uzun olan lipit oksidasyon fiiriinleri ise uzun yar1 6mre sahip olmalarindan
dolay1 dolasim yoluyla dokulara difiize olarak ozonun uzamis etkilerden sorumlu
tutulurlar.

Organizmadaki antioksidan savunma sistemleri, ozonun okside edici etkisini
onleyici role sahip olmasma ragmen belli dozlarm {izerindeki ozon, artmis okside
edici 6zelligi nedeniyle toksik etkilere neden olabilir. Eritrositlerin sahip olduklar1
antioksidan enzimler nedeniyle, kan ozon toksisitesine karsi en diren¢li dokudur.
Plazmada ¢6ziinen ozon, bilirubin, askorbik asit, SH grubu tasiyan glutatyon ve
albumin gibi plazmadaki antioksidanlar ile reaksiyona girerek bunlarin
konsantrasyonunu azaltirlar. Lakin bu durum gegicidir zaman igerisinde
antioksidan konsantrasyonlar1 eski haline donecektir. Bocci ve arkadaglarmin
yaptig1 calisma bunu desteklemektedir. Bu calismada degisik konsantrasyonlarda
ki ozon (20,40,60,80 ng/ml) dozla dogru orantili olarak glutatyon ve total
antioksidan seviyesinde azalma, lipit peroksidasyonu ve okside glutatyon

diizeyinde artis saglamis, tedavinin yirminci dakikasindan sonra ise antioksidan
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seviyeleri yeniden eski haline inmistir Bunun sonucu olarak tedavinin etkinligini
plazmadaki antioksidan seviyesi belirler diyebiliriz. Eger plazmada ki antioksidan
seviye diisiik, ozonun konsantrasyonu fazla ise eritrosit membranindaki lipidlerin
oksidasyonu sonucu eritrositler hemolize ugrayabilir, eger ozon konsantrasyonu
diisiik olur ise tedaviye yanit yetersiz kalabilir. Ozon uygulamalar1 sonucunda
olusmasi beklenen ROT ve lipit oksidasyon iiriinlerinin terapotik etki
gosterebilmesi i¢in belli bir konsantrasyonda olmasi gerekir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda ozonun tedavi araligir 10-80 pg/ml olarak belirlenmistir. Rice-Evans bu
aralikta ki ozon tedavisi ile total antioksidan kapasiteyi %25’den fazla diistirmeden
ve azalan antioksidanlarin seviyesinin yirmi dakika igerisinde eski haline
doniistiiglinii gozlemleyerek tedavinin etkinligini belirtmislerdir (188-199).

Hem oksijenaz enzimi hem halkasmin yikimindan sorumlu bir enzimdir. Bu
enzim ayni zamanda antiapopitotik antiproliferatif etkilere sahiptir. Bu enzim
oksidatif strese maruziyet durumlarinda ve NO seviyeleriyle orantili olarak
uyarilabilmektedir. Ozon tedavisi eritrosit membraninda meydana gelen
oksidasayon sonucunda bu enzimi indiikleyebilir. Bu etki 20-80 pg/ml arasinda
ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda ozonterapinin etkinliginin ortaya ¢ikmasindan

sorumlu bir diger faktor olarak gdsterilmektedir (200, 201).

1.7.6 Ozonterapi Kontraendikasyonlar

Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi
Gebelik

ACE inhibitérii kullananlarda

Hipertiroidi

Kanama bozuklugu

Ciddi kardiyovaskiiler hastaliklar

Ozona reaksiyon gosteren astim hastalar1 (202).

1.7.7 Nitrik OKksit Sentetaz

NO, konstitutif (e-NOS, nnos) ve indiiklenebilir (i-NOS) nitrik oksit sentetaz
tarafindan sentezlenebilen serbest radikaldir. NO, vaskiiler endotelde endotelyal

nitrik oksit sentetaz (e-NOS) enzimi tarafindan L-argininden sentezlenir ve
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vaskiiler diiz kas gevsetici etkisi ile endotel bagimli vazodilatasyonun ana
mediyatoriidiir. i-NOS ise c¢ok miktarda NO (nanogram) sentezlenmesini
saglayarak sitotoksik, bakterisidal ve tiimdrisidal etki yapar.

Immmiinohistokimyasal ¢alismalarca e-NOS ve i-NOS varlig1 interstisyel
hiicrelerde primer spermatositlerde ve spermatidlerde gdsterilmistir (203).
Ozellikle e-NOS peritubuler lamina propria myofibroblastlarinca ve testisteki
biiyiik kan damarlariin endotelyal ve diiz kas hiicrelerince eksprese edilir (204).
Zini ve ark. spermatogenezin tiim sathalarinda, leydig ve sertoli hiicrelerinde e-
NOS lokalizasyonunu gostermislerdir (205). e-NOS normal germ hiicrelerinde
goriilmemis fakat prematiir spermatositlerde ve spermatidlerde e-NOS
ekspresyonu gosterilmistir (206).

NO intraselliiler messenger olarak gorev yaparken, yiiksek konsantrasyonlarda
sentezlenmesi durumunda hiicre i¢in toksik etki yapar ve DNA replikasyonunun
inhibe ederek, lipid peroksidasyonuna yol acar. i-NOS oksidatif strese maruziyet
durumlarinda dokuda asir1 olarak artar. NOS inhibisyonunun testis dokusundaki
nekrozu azalttigi daha Onceki c¢alismalarda gosterilmistir. i-NOS’un testisin
interstisyel hiicrelerinde , e-NOS’un ise hasarlanmis seminifer tiibiil icindeki germ
hiicrelerinde oldugu immiinohistokimyasal boyalarla gosterilmistir. Sonu¢ olarak
her iki NOS enzim akitivitesi de testis hasarinda gosterilmistir. Ozellikle, testis
hasarinin ge¢ donemindeki NOS aktivitesi, gecikmis hiicre 6limii ile iliskili olarak
gozitkmektedir. Kim ve arkadaslarinin domuzlarda yaptig1 ¢alismada testosteron
iireten interstisyel hiicrelerde, seminifer tiibiillerde, primer spermatosit ve
spermatidlerde ~ NOS ekspresyonu goriilmiistiir. Interstisyel hiicreler nadph
diaforaz ile boyanmiglardir. Yine Shiraishi ve Naito’nun infertil varikoselli
erkekler tizerinde yaptig1 calismada  testikiiler biyopsi sonucunda nadph-d
boyamas1 yapilmig ve i-nos konsantrasyonu anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(207). Celik-ozenci ve arkadaglarmin ratlarda varlikoseli indiikleyerek yaptigi
calismada leydig hiicrelerinde n-NOS un histokimyasal incelemesinde testosteron
aktivitesi ile iligkili bulunmus fakat varikosel indiiksiyonu ile arasinda iliski
kurulamamigtir(208). Ishikawa ve arkadaslarmin yaptigi c¢aligmada farelerde
deneysel kriptorsidizm olusturularak germ hiicre apopitozisi degerlendirilmis,

dejenere germ hiicrelerinde boyanma ile e-NOS overekspresyonunun germ hiicre
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apopitozisi ile iliskili oldugu goriilmiis(209). Taneli ve ark yaptigi ¢alismada rat
testisinde germ hiicre apoptozisi spermatik ven ligasyonu sonrasinda
degerlendirilmis e-NOS ve i-NOS ekspresyonu tizerine olan etkileri arastirilmstir.
Cerrahi sonrasi1 artmig germ hiicre apopitozisin artmis nitrik oksit sentezi ile iligkili
oldugu ve seminifer tiibiillerde i-nos boyandig1 gézlenmistir(210). Fujisawa ve ark
yaptig1 caliymada da seminifer tilibiillerdeki sertoli hiicrelerinde ve
intersitisyumdaki leydig hiicrelerinde e-nos lokalizasyou tespit edilmistir.
Dejeneratif germ  hiicrelerinde boyanma  goriilmiis, normal hiicrelerde

gorlilmemistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Gerec

Bu calisma Baskent Univeristesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda
gerceklestirildi.  Agirliklar1 ortalama 352.5 gr olan 60 adet erkek Wistar rat
kullanildi. Gruplar; altisar rattan olusturuldu. Ratlar sabit sicaklik ve nem
ortaminda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta standart laboratuar kosullarinda rat

yemi ile beslendi.

Cizelge5: Rat Agirliklart (gr)

Grp Grp Grp Grp Grp Grp Grp Grp Grp Grp

1| 351 316 403 306 333 335 358 400 376 353

276 372 362 386 370 291 352 397 348 358

350 302 445 400 379 318 399 338 354 327

W N

313 385 355 385 332 379 428 305 371 377

W

365 330 361 354 351 276 325 317 314 355

6| 350 292 398 361 293 383 400 408 304 329

Toplam 10 grup ¢alismaya dahil edildi. Ratlar rastgele gruplandirildi.

Calisma Semast:

(Grup I): Vazektomi yapilmayip, 6. hafta sonunda degerlendirme yapilan

kontrol grubu.

(Grup II): Cilt insizyonu sonrast sol testisin serbestlestirilerek vazektomi

yapilmadan skrotuma yerlestirildigi ve 4. hafta sonunda degerlendirildigi grup

(Grup III): Cilt insizyonu sonrasi sol testisin serbestlestirilerek vazektomi

yapilmadan skrotuma yerlestirildigi ve 6. hafta sonunda degerlendirildigi grup
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(Grup IV): Tek tarafh vazektomi (sol vazektomi) yapilip, 4. hafta sonunda

degerlendirme yapilan grup.

(Grup V): Tek tarafli (sol vazektomi) vazektomi yapilip, 6. hafta sonunda

degerlendirme yapilan grup.

(Grup VI): Cift tarafli vazektomi yapilip, 4. hafta sonunda degerlendirme
yapilan grup.

(Grup VII): Cift tarafli vazektomi yapilip, 6. hafta sonunda degerlendirme
yapilan grup.

(Grup VIII): Tek tarafli vazektomi (sol vazektomi) yapilip, ozon tedavisi

uygulanarak, 6. hafta sonunda degerlendirme yapilan grup.

(Grup IX): Cift tarafli vazektomi yapilip, ozon tedavisi uygulanarak, 6. hafta

sonunda degerlendirme yapilan grup.

(Grup X): Vazektomi yapilmamis, 6 hafta siireyle ozon tedavisi uygulanmis

grup.

2.2 Cerrahi islem

Cerrahi girisimler, ketamin/ksilazin (40 mg/kg -10 mg/kg) anestezisi altinda
antiseptik kosullar saglanarak gerceklestirildi. Cerrahi kesi dncesi abdomen cildi
tras edildi ve povidon iyotla steril hale getirildi. Abdominal orta hat insizyon
sonrast spermatik kord bulunarak, testis karin cildinden disariya alindi; vaz
deferens  bulundu. Etrafindaki deferansiyal arter, ven ve sinirden
serbestlestirildikten sonra vaz kesilerek kiiciik bir segmenti eksize edildi. Vaz
deferensin proksimal ve distal uclar1 5-0 ipekle baglandiktan sonra kanama
kontrolii yapild1 ve insizyon 4-0 ipekle siitiire edildi. Cerrahi girisim uygulanan

hayvanlarm tiimiine ii¢ giinde bir kez olmak iizere Baytril-K uygulandi.
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Sekil 2 Vazektomi uygulanim

Grup I deki rat grubunda hicbir cerrahi islem yapilmadi. Kontrol grubu olarak

belirlendi. 6. hafta sonunda anestezi sonrasi bilateral orsiektomi uygulandi.

Grup II ve grup III deki rat gruplarinda, 0. giinde vazektomi islemi
uygulanmadan, sol testis karm cildinden disariya alinarak tekrar skrotuma
yerlestirildi. Bu gruplar sirasiyla 4. ve 6. haftalarda bilateral orsiektomi operasyonu

uygulanarak sakrifiye edildi.

Grup IV ve V deki ratlara 0. giinde tek tarafli (sol) vazektomi iglemi
uygulandiktan sonra sirasiyla 4. ve 6. haftalarda bilateral orsiektomi operasyonu

uygulandi.

Grup VI ve VII deki ratlara 0. giinde bilateral vazektomi uygulandiktan sonra

sirastyla 4. ve 6. haftalarda bilateral orsiektomi operasyonu uygulandi

Grup VII deki ratlara 0. giinde sol vazektomi uygulandi. 6 hafta boyunca,
haftada lic kez olmak {lizere ozon tedavisi verildi. 6. hafta sonunda bilateral

orsiektomi operasyonu uygulandi.
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Grup IX daki ratlara 0. giinde bilateral vazektomi uygulandi. 6 hafta boyunca,
haftada ili¢ kez olmak {lizere ozon tedavisi verildi. 6. hafta sonunda bilateral

orsiektomi operasyonu uygulandi.

X. gruba ise hi¢bir cerrahi miidahalede bulunulmadan haftada ii¢ kez olmak

iizere ozon tedavisi uygulandi ve 6. hafta sonunda bilateral orsiektomi yapildi.

Ozon tedavisi haftada ii¢ kez olmak tizere 0,7 mg/kg dozunda intraperitoneal
olarak uygulandi. Ozon cihazinda ozon akim hizi1 3 1t/dk olarak ayarlanarak, iiretilen
%97 oksijen-%3 ozon gaz karigiminin ozon konsantrasyonu 70 pg/ml olacak sekilde
uygulandi. Tiim ratlardan ketamin-ksilazin anestezi altinda seminal vezikiiller
bulunarak hormon parametreleri incelenmek iizere 0,2-0,4 ml seminal plazma ve
abdominal aortadan yaklasik 3 cc serum 6rnegi alindi. Ardindan bilateral orsiektomi

uygulandi. Her bir testis yag dokudan ayrilip dekapsiile edildi.

1. gruptaki bir hayvanda testisler bilateral atrofikti. 3. ve 7. gruptaki bir
hayvanda, 5. grupta iki hayvanda yara yerinde enfeksiyon mevcut idi. Bu hayvanlar

calismadan ¢ikarilmadi.

Calismaya alinmama kriterleri asagida belirtilmistir.

1.Anestezi siras1 ve sonrasinda arrest gelisip hipoksik kalan ratlar
2.Bakim sirasinda hastalik gelisen veya anatomik bozuklugu olan ratlar
3.Bakim sirasinda ex olan ratlar

Tiim ratlardan alman serum ve seminal plazma 6rnekleri 3000 devir/dk olmak

iizere bes dakika santrifiij edildi ve -80 derecede sakland1.
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2.3 Biyokimyasal ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme

2.3.1 Biyokimyasal Degerlendirme

Serumda FSH, LH, total testosteron, dstrodiol ve inhibin B diizeyleri ve seminal
plazmada total testosteron, dstrodiol diizeyleri ELISA yontemi (ELISA Kit for Rat
Testoterone, Cat No: E0458R, ELISA Kit for Rat Estradiol, E2 Cat.No: E0461R,
ELISA Kit for Rat inhibin B (INH-B) Cat. No: E0760R, ELISA Kit for Rat
Follicle-stimulating hormone, Cat No: E0830R, ELISA Kit for Rat luteotropic
hormone, LH Cat. No: E0441R, Uscn Life Science Inc. Wuhan) ile manuel olarak
calisild1.

2.3.2 immnohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal inceleme igin testis dokusu %4’liik paraformaldehit
soliisyonu iceren siselere konuldu; 24 saat sonra parafinleme icin takibe alindi.
Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom ile 5 mikrometre kalinliginda kesitler
alindi. i-NOS, e-NOS immunohistokimyasal yontemlerle incelenmek iizere 4’er ,
TUNEL yonteminde incelenmek iizere 2’ser kesit alindi. Kesitler poly lyzin ile
muamele edilmis lam iizerine yerlestirildi. Testikiiler dokudaki apopitozis i-NOS ,

e-NOS ve TUNEL yontemleri ile degerlendirildi.

2.3.2.1i-NOS ve e-NOS Immnohistokimyasal Boyanma Yéntemleri

i-NOS boyama protokolii

Lamlar 12 saat 37°C'lik etiivde bekletildi. Ardindan asagida belirtildigi gibi
deparafinizasyon ve rehidratasyon iglemi uygulandi.

Oda s1sinda ti¢ kez bes dakika siireyle taze ksilene maruz birakild.

Oda s1sinda 5 dakika %100 etanole daldirildi.

Oda s1sinda 5 dakika %90 etanole daldirildi

Oda s1sinda 5 dakika %80 etanole daldirildi

Oda s1sinda 5 dakika %70 etanole daldirildi

Distile su ile yikama asamasmdan sonra kesitlerin kurumamasina dikkat edildi.
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Kesitlerin g¢evresi kurulanarak hidrofobik bir bariyer olusturmak amaciyla pap-
pen ile ¢izildi.

Fosfatli tuz tamponunda (PBS) ile durulandi ve spesimenin etrafi dikkatle
kurulandi.

Endojen Peroksidaz inaktivasyonu agamasina gegildi;

Kesitler, distile su igerisinde hazirlanmis %3’liik H202 ile oda 1sisinda 20 dakika

inkiibe edildi. Bu asamada da inkiibasyon siiresine uyuma 6zen gosterildi.

Fosfatl tuz tamponunda (PBS) 5 dakika stireyle ii¢ kez yikandi. Dikkatlice fazla
olan siv1 alind1 ve spesimen etrafi kurulandi.

Dokular, antijen geri kazanimi amaciyla, 0,01 M Sitrat Tamponunda 20 dakika 700
Watt’ da 1sitildi.

Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5 dakika siireyle ii¢ kez yikand1.

100 mikroL i-NOS primer antikorlartyla 60 dakika inkiibe edildi (Nitric Oxide
Synthase, inducible (i-NOS)Rabbit Polyclonal Antibody.Cat No. RB-9242 - R7,
labvision,Thermo Fisher Scientific, USA).

Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5 dakika siireyle ii¢ kez yikand1.

PBS.den gecirilen kesitlere 10 dakika stire ile biyotinli sekonder antikor uygulandi.
Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5 dakika siireyle yikanip kurulanda.

10 dakika siire streptavidin-peroksidaz kompleksi) uygulandi.

Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5 dakika siireyle yikanip kurulanda.

PBS den gegirilen kesitler, aminoetilkarbizol (AEC Substrate system TA-060-SA
labvision, Thermo Fisher Scientific, USA) ile boyand1 ve akar musluk suyunda
yikand1.

Zit boyama i¢in Mayer’in hematoksilenine 30 saniye konuldu ve suda yikand1
Spesmene zarar vermeden lam kurulandi.

Lamin {izeri enanten ve lamel ile kapatildi

Immiinohistokimya uygulanan doku kesitleri, 151k mikroskobunda oryantasyon
amacli kesitlerle karsilagtirmali olarak i-NOS pozitif hiicreler sayildi.

Aynit immiinhistokimya protokolii e-NOS boyama islemi esnasinda
tekrarland1. Farkli olarak, ayni siireyle, aynt miktarda Nitric Oxide Synthase,
endothelial  (e-NOS  Rabbit  Polyclonal = Antibody  Cat.RB-9279-R7
(7.0ml),labvision,Thermo Fisher Scientific, USA) kullanild1.
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2.3.2.2
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end
labeling) Yontemi

Apoptozisin belirlenmesi amact ile TUNEL tekniginden yararlanilmig; deneylerde
TaKaRa BIO INC. Shiga, JAPAN) in situ apoptosis detection kit tespit kitleri
kullanilmistir.
TUNEL boyama protokolii
Lamlar 12 saat 37°C'lik etiivde bekletildi.Ardindan asagida belirtildigi gibi
deparafinizasyon ve rehidratasyon islemi uygulandi.
Oda 1s1sinda 5 dakika siireyle ti¢ kez taze ksilene maruz birakildi.
Oda 1s1sinda 5 dakika %100 etanole daldirildi.
Oda 1s1isinda 5 dakika %90 etanole daldirildi.
Oda 1sisinda 5 dakika %80 etanole daldirildi.
Oda 1s1isinda 5 dakika %70 etanole daldirildi.
Distile su ile yikama agsamasmdan sonra kesitlerin kurumamasina dikkat edildi.
Kesitlerin ¢evresi kurulanarak hidrofobik bir bariyer olusturmak amaciyla pap-pen
ile ¢izildi.
Fosfatli tuz tamponunda (PBS) ile durulandi1 ve spesimenin etrafi dikkatle kurulanda.
Enzimatik sindirim i¢in,
20 pg/ml Proteinase K damlatildi.
Oda 1s1sinda 15 dakika inkiibe edildi.
Endoperoksidaz inaktivasyon asamast
100 mikroL %3’lik H202 damlatildi.
Oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi
Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5 dakika siireyle yikanip kurulandi.
Oda 1s1sinda 60 dakika inkiibe edildi.
Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5 dakika siireyle yikanip kurulandi.
Isik mikroskobunda incelendi.
Antikor reaksiyonu i¢in anti-FITC HRP konjugati damlatilirak 37°C de 30 dakika
inkiibe edildi.

49



Fosfatli tuz tamponunda (PBS) 5 dakika siireyle yikanip kurulandi.
Aminoetilkarbizol (AEC Substrate system TA-060-SA labvision,Thermo Fisher
Scientific, USA) ile boyandi ve oda 1sisinda mikroskop altinda arkaplan
boyanmasinin sekillenmemesi i¢in kontrollii bir sekilde boyanmalar takip edildi ve
boyama islemi distile suyla sonlandirildi.

Preparat su bazli yapistirict ile kapatildi.

2.4 Hiicre Saymm ve Istatistiksel Analiz

Olympus BX50 marka 151k mikroskobunda 40’lik biiylitmede incelemeler yapildi.
Nitrik oksit sentetaz boyanmalarmin degerlendirilmesi i¢in her bir testiste nekroz
icermeyen, homojen boyanma gdsteren seminifer tiibiilllerden Imm? alani gosteren
100 adet resim c¢ekildi. Normal dokuya gore daha kirmizi renkte goriinen NOS
pozitif boyanan germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri sayima dahil
edildi. Secilen 1 mm? lik alan 100 esit pargaya ayrildi. Bu alan iizerine her resim
icin sabit olacak sekilde rastgele 10 alan belirlendi ve icerisindeki hiicreler sayilarak
ortalamasi alind1.

Apopitotik hiicreler sayimi gerceklestirilirken, her bir testis i¢cin nekroz
icermeyen, homojen boyanma gdsteren seminifer tiibiilllerden Imm? alani gosteren
100 adet resim c¢ekildi. Sayim islemi 40’lik okiiler mercekte cekilen resimler
tizerinden yapildi ve seminifer tiiblildeki kahverengi-kirmizi boyanmis apoptotik
germ hiicreleri sayildi. Her testiste tiiblil basina diisen apoptotik germ hiicreleri
apopitotik indeks olusturacak sekilde sayildi. Apoptotik indeks toplam pozitif
boyanan germ hiicre sayilarinin 100°e boliimii olarak belirlendi.

Istatistiksel analiz icin yazilim (SPSS 16.0, Windows) programi kullanild1.
Verilerin analizinde grup sayilari altisar rattan olustugu i¢in non-parametrik Kruskal

— Wallis testi uygulandi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1 e-NOS Immiinohistokimya Boyanmalar1

Kontrol grubunda pozitif boyanmis ortalama e-NOS hiicre sayisi tiim gruplardaki
pozitif boyanmis ortalama e-NOS hiicre sayisindan daha diigiiktii.

Kontrol ve sham gruplar1 arasinda sag testisin pozitif boyanmis ortalama e-
NOS hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Ancak 6
haftalik sham grubunda sol testisteki ortalama hiicre immiinboyanmalari
digerlerinden daha fazla idi.

Tiim gruplar ele alindiginda en fazla e-NOS immiinreaktivite gdsteren hiicreler
erken ve gec¢ spermatidler, en az boyanan hiicreler ise spermatogonyumlardi.
Sertoli hiicre ekspresyonlar1 ise leydig hiicrelerinden daha fazla idi.

Sol vazektomi geciren 4 haftalik grupta, sag ve sol testis karsilastirildiginda
pozitif boyanmig ortalama e-NOS hiicre sayilar1 arasinda anlaml istatistiksel fark
saptanmadi (p=0,061).

Sol vazektomi gegiren alt1 haftalik grupta pozitif boyanmis ortalama e-NOS
hiicre sayilar1 sol testis icin 16.8+7.4, sag testis i¢in 8.5+2.8 idi. 5. grupta her iki
testis i¢cin, e-NOS immiinhistokimyasal boyanmalar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamliyd1 (*p=0,028).

——

Sekil 3 Kontrol grubu (Grup 1)
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Sekil 4 Bilateral vazektomi-6 hafta (Grup 7)

Cizelge 6  Tiim gruplar arasinda sag ve sol testisin e-NOS hiicre sayimlarinin analizi
Sag Sol

OrttSTD OrtSTD

Grup (min-mak) (min-mak)

1 5+2.7(2-8) 4.5+2.9(1-9)

2 7.54£2.2(4-10) 6.8+2.9(4-12)

3 7.2+1.8(5-10) 11.8+2.3(8-14)

4 11.3+2.4(8-15) 17.5+6.2(10-25)

5 8.5+2.8(6-12) 16.8+7.4(9-30)

6 17+£3.1(14-21) 21.845.2(14-30)

7 25.243(21-30) 23.242.8(21-28)

8 16.2+0.8(15-17) 9.8+6(3-19)

9 9.242.6(6-13) 7.8+3.8(3-12)

10 30.7+5.1(26-38) 29+5.2(24-36)

P degeri 0,000* 0,000*

* p< 0,05 Kruskal-Wallis

|
-— ‘

Cizelgede goriildiigii lizere vazektomi operasyonu uygulanan tiim gruplarda
pozitif boyanmis ortalama e-NOS hiicre sayilar1 kontrol grubundan ve sham
gruplarindan daha yiiksekti. Ancak, vazektomi uygulanan tiim gruplardaki
e-NOS immiin boyanmasi X. gruptan daha diisiiktii. Bilateral vazektomi uygulanan
gruptaki boyanmalar bilateral vazektomi sonras1 ozonterapi uygulanan gruba gore

belirgin sekilde yiikseklik gosterdi.
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Sag testis incelendiginde 1., IL. ,IIL., IV., V., ve IX. gruplarin ortalama degerleri
istatistiksel olarak birbirine benzerdi (p=0.278). X. grubun ortalama degerinin diger
gruplardan daha yiiksek olmasi istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.000%*). Bilateral
vazektomi uygulanan VII. gruptaki ortalama deger X.gruptan daha diisiik, diger
tiim gruplardan yiiksekti. VII. grubun ortalama degeri tiim gruplardan istatistiksel
olarak farklilik gosterdi. (p=0.000%).

Sol testis incelendiginde IV.,V.,VI,VIL.,, X. gruplarin ortalama degerleri
istatistiksel olarak birbirine benzer iken (p=0.242), I.IL,II.,VIIL IX.gruplarin
ortalama degerleri istatistiksel olarak birbirine benzer idi ( p =0.216). Onceki
climlede belirtilen ilk bes grubun ortalama degerleri ile ikinci bes grubun ortalama
degerleri arasindaki fark anlamli idi (p=0.000%).

Sekil 5 Bilateral vazektomi-6 hafta+Ozonterapi (Grup 9)
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Sekil 6 Ozonterapi grubu (Grup 10)

3.2 i-NOS Immiinhistokimya Boyanmalari

Tim gruplar ele alindiginda en fazla i-NOS immiin reaktivite gosteren hiicreler
erken ve gec spermatidler, sertoli ve leydig hiicreleri idi. Sertoli ve leydig
hiicrelerindeki i-NOS ile immiinhistokimyasal boyanmalarin e-NOS’daki
immiinhistokimyasal boyanmalardan daha fazla oldugu goriildii.

Kontrol grubunda pozitif boyanmig ortalama i-NOS hiicre sayilar1 sham
gruplarindaki degerlere yakin bulundu.

Bu ilk {i¢ grupta sag ve sol testisler arasindaki immiinohistokimyasal boyanan
hiicre sayilar1 birbirine yakin bulundu.

Sol vazektomi geciren 4 haftalik grupta pozitif boyanmis ortalama i-NOS
hiicre sayilar1 sol testis 13.5+5.2 icin, sag testis i¢in ise 7.7+3.1 idi. Sag ve sol testis
immiin reaktiviteleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (*p<0,046 ).

Sol vazektomi geciren 6 haftalik grupta her iki testis arasindaki pozitif

boyanmis i-NOS hiicre sayilarmin birbirine yakin oldugu goriildii.
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Sekil 7 KontrolGrubu(Grup!l)

Sekil 8 Sol vazektomi-4 hafta (Grup4)

Bilateral vazektomi geciren 4 ve 6 haftalik gruplarda da her iki testis igin
pozitif boyanan ortalama i-NOS hiicre sayilarinin birbirine yakin oldugu goriildii.

Bu gruplardaki artmis immiinreaktivite diizeyleri kontrol grubundaki, sham
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gruplarindaki ve vazektomi sonrasi ozonterapi uygulanan gruplardaki
immiinreaktivite diizeylerine gore belirgin derecede yiiksekti.

Sag testis incelendiginde VI.,VIL. ve X. gruplarin ortalama degerleri birbirinden
farksizdi (p=0,656). Geri kalan gruplar ile bu iic grubun ortalama degerleri
arasidaki fark anlamli idi (p=0.000%*). 1., 1L, IIL, IV.,V., VIIL. ve IX. gruplarin
ortalama degerleri istatististiksel olarak benzerdi (p=0.152).

Cizelge 7 Tim gruplar arasinda sag ve sol testisin i-NOS hiicre sayimlariimn analizi

Sag Sol

Ort+STD Ort+STD
Grup (min-mak) (min-mak)
1 5.2+3.8(1-12) 3.2+1.3(1-5)
2 6.8+4.5(1-13) 6.8+3.6(2-12)
3 6.5+1.4(4-8) 7.7+2(4-9)
4 7.7+3.1(4-12) 13.5+5.2(5-19)
5 10.8+1.9(9-14) 13.5+3.7(7-18)
6. 21.3+2.9(18-26) 18.5+5(11-24)
7 17.5+2.7(13-21) 16.8+2.3(13-19)
8 6.3+1.2(5-8) 12.7+3.5(7-16)
9 5.7+1.6(3-8) 5.3+2.7(1-8)
10 20.1+7.1(12-28) 19.7+3.4(17-26)
b | 0:000% 0,000

egerl

* p< 0,05 Kruskal-Wallis

-

Sekil 9 Bilateralvazektomi-6hafta (Grup)
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Sekil 10 Ozonterapi Grubu (Grup 10)

Sekizinci ve dokuzuncu gruplarda sag ve sol testis i¢in pozitif i-NOS hiicre
boyanmalarinin ilk ti¢ gruptaki degerlere yakin oldugu goriildii.
Fakat 10. gruptaki degerler sekizinci ve dokuzuncu gruplara kiyasla belirgin

derece yiiksek idi.

35

B SAGE-NOS
0O SOL E-NOS
B SAG iNOS

B SOL i-NOS

Sekil 11 e-NOS ve i-NOS ile boyanmig ortalama hiicre sayilarinin
gruplar arast dagilimi
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3.3 TUNEL Yontemi ile Apopitotik Hiicre Boyanmalan

Apoptozis diizeylerini TUNEL yontemini kullanarak sadece sol testiste inceledik.
e-NOS ve i-NOS immiin reaktiviteleri ile apopitotik indeks degerlerinin korele
oldugunu saptadik. Kontrol grubu, sham gruplar1 ve vazektomi sonrasi ozonterapi

alan gruplarda apopitotik indeks oranlar1 birbirine yakin olarak saptandi (p=0,084).

IV.,,VLVL,VIL. ve X. gruplarin ortalama apoptotik indeks degerleri birbirine
yakindi (p=0,050) . Kontrol grubu ile IV.,V.,VL.,VIIL. ve X. gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.000%).

Sekil 12 Kontrol Grubu(Grup 1)
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Sekil 13 Sol Vazektomi-4 Hafta (4.Grup)

Sekil 14 Bilateral Vazektomi- 4Hafta (6.Grup)
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Sekil15 Bilateral Vazektomi-6Hafta(7.Grup)
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Sekil 16 Ozonterapi Grubu (10.Grup)
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Sekil 17 Sol Testis apopitotik indeksinin gruplar aras1 dagilimi

Gl G2

G G4 G5 G6 @G7

G8  G9

G10

Tek tarafli vazektomi yapilan gruplar arasinda apoptotik indeks diizeylerinin

stireyle iligkili olmadig1 saptandi. 4., 5., 6. ve 7. gruplar arasndaki apoptotik indeks

degerleri birine yakm oldugu gozlendi.

Ozonterapi uygulanan 10. grupta ortalama apoptotik indeks degeri 3.1+0.7

olarak bulundu. Bu deger tiim gruplardaki apoptotik indeks degerlerinden daha

yiiksek idi. Bu gruptaki apoptozis artist cerrahi gegiren tiim gruplardan 6zellikle de

vazektomi sonras1 ozonterapi almis gruplardan daha fazla idi.

Cizelge 8 Sol Testis Apoptotik Indeksi (Ort+STD)

Sol Testis Apoptotik indeks

Ort£STD
p=0.000*
Grl Gr2 Gr3 Gr4 GrS5s Gro6 Gr7 Gr8 Gr9 Gr 10
0.4+0.3 0.7+0.3 0.9+0.4 2.1+0.6 2.5+0.4 2.3+0.7 2.7+0.9 1.4+0.6 1.4+0.5 3.2+0.7
*P<0.05 Kruskal Wallis

3.4 Biyokimyasal Degerlendirme

Serum testosteron, Ostradiol, FSH ve LH diizeyleri tiim gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermedi. Serum inhibin-B diizeyleri

arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (*p< 0.019).
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Sekil 18 Serum ortalama inbin-B degerinin gruplar arast dagilimi

10.00

Serum inhibin-B diizeyleri bilateral vazektomi uygulanan 6. ve 7. gruplarda ve

8. grupta diger gruplara kiyasla daha diisiik oranda saptandi. Bu fark istatistiksel

olarak anlamli idi (*p<0.019)

1400
B SERUM LH EBSERUM T
(mlU/mL) (pglm L)
0
Sekil 19 Ortalama serum LH diizeyleri Sekil 20 Ortalama Serum Tdiizeyleri
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Sekil 21 Ortalama Serum FSH diizeyleri
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Sekil 22 Ortalama Serum E2 dzeyleri

Cizelge 9 Semen Hormon Parametreleri

10

Semen E2
Ort+STD
(min-maks)
p=0,698
2.4+1.2
(0.93-4.05)
1.6£1.8
(0.04-4.20)
2.6242.6
(0.61-7.65)
11.2+15.4
(0.38-36.90)
2.7+2.8
(0.04-6.32)
4+3.3
(0.38-8.65)
42432
(0.0-9.73)
8.3+13.5
(0.30-35.62)
5.843.5
(1.72-9.18)
6.249.2
(0.89-24.60)

Semen T
Ort+ STD
(min-maks)
p=0,073
131.9+£59.8
(69.7-206.9)
74.7+58.6
(20-173.3)
47.34+28.3
(4.8-87.6)
63.8+£30.6
(11.9-91.3)
100.1£74.3
(12.2-195.3)
163.1£67.8
(106.6-289.9)
102.1£32.9
(67.7-164.6)
160.3£51.1
(91.3-217)
189.8+£105.8
(47.4-274.9)
128.4+37.2
(93.7-195.3)

* p< 0,05 Kruskal-Wallis
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Cizelge 10 Serum Hormon Parametreleri

Serum Serum
Serum E2 Serum T LH Serum FSH INH-B
Ort+ STD Ort+ STD Ort+ STD Ort+ STD Ort+ STD
(min-mak) (min-mak) (min-mak) (min-mak) (min-mak)
Grup P=0,313 P=0,259 P=0,076 P=0,100 P=0,059
1 31.1x11.6 1191.2+677.8 0.94+0.37 5+3.32 133.1+£66.5
(13.3-40.2) (175.3-1984) (0.5-1.5) (2.3-11.4) (60.8-207.2)
2 60.2+66
(22.1- 755+538.6 2.07<1.15 4+£1.57 96.1+£55.5
193.7) (307.2-1760) (0.4-3.4) (2.3-5.8) (37.5-193.7)
3 36+13.1 947.7+469.2 1.38+0.88 3+0.98 132+75.3
(25.8-61.4) (427.2-1745) (0.3-2.5) (1.5-4.6) (44.1-264.9)
4 33.5+6 365.5+339.2 5.11+5.95 4.54+1.80 98.1+£32.8
(27-42.2) (50.4-1005) (1.4-16.9) (2.1-7.6) (67.4-148.8)
5 41.1£16.8 1047+1033.3 1.74+0.67 4.06£1.70 98.3+49.1
(28.1-72.8) (344.5-3017) (0.68-2.3) (1.7-5.9) (59.2-189.5)
6 40.7+6.8 1192.7+1181 2.49+2.48 3.96+1.76 67.8429.9
(31.3-50.8) (407.9-3565) (0.8-6.8) (1.9-6.6) (34.6-114)
7 39.24+8.5 984.1+696 1.27+0.68 2.79+£2.27 51.1+£14.5
(27.7-52.5) (331.7-1929) (0.3-2.3) (0.2-5.5) (31.6-67.4)
8 39+12.7 699+475.6 1.57+0.64 1.71+1.44 51.3+16.6
(30.6-64.1) (217.2-1282) (0.9-2.4) (0.1-3.3) (33.6-70.3)
9 29.7+4.1 1059.8+584.6 0.95£1.06 5.96+2.83 106.7+60.8
(22.9-34.9) (521.1-2119) (0.2-3.1) (3.3-94) (36.5-197.3)
10 38.5+4.5 1319.1£1095 1.22+0.65 3.88+2.16 105.7+40.3
(30.8-44.7) (311.2-2922) (0.6-2.3) (2.0-7.3) (40.8-148.4)

* p< 0,05 Kruskal-Wallis
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4. TARTISMA

Vazektomi giivenilir ve efektif kontrasepsiyon yontemidir (228). Vazektomi geciren
bireyler ilerleyen donemlerde fertilite istegiyle hekime basvurabilmektedirler.
Vazektomi sonrast c¢ocuk sahibi olmak isteyen bireylerde mikrocerrahi
vazovazostomi uygun bir cerrahi yaklagim olmasina ragmen Belker ve ark. yaptiklar1
calismada vazektomi sonrasi 9-14 yillik intervalde mikrocerrahi vazovazostomi ile
vaz devamliligini %79, gebelik oranlarini %44 olarak saptamiglardir (88). Biz bu
calismada vazektominin spermatogenez iizerine etkilerini immiinhistokimyasal ve
biyokimyasal yontemlerle inceledik.

Insanlarda yapilan bir calismada vazektomi sonrasi seminifer tubiillerde
hidrostatik basmg artigina bagli seminifer epitelinde dejenerasyon tespit edilmistir
(229). McVicar’'m yaptig1 calismada ise vazektomize bireylerde birim alan diisen
Sertoli hiicre sayisinda azalma olmadan, spermatid/sertoli hiicre oranmnmn azaldigi
tespit edilmistir (230). Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda da vazektominin
etkileri tiirler arasinda bile bazi1 farkhiliklar gosterebilmektedir. Ornegin kopeklerde
ortaya ¢ikan intraluminal basing artisi, kobaylarda 16kosit infiltrasyonu sonucu
gelisen otoimmiin orsit, tavsanlarda bazal membran boyunca immiin kompleks
birikimi sonucu ortaya ¢ikan seminifer epitel dejenerasyonu(214,215,216),
hamsterlerde sperm graniillomu ile iligkili testikiiler atrofi vazektomi sonrasi
spermatogenezi etkileyen  degisikliklerdendir (211,212,216,217). Lue ve ark.
vazektomi modeli olusturduklar1 hamsterlerde spermatositlerde apoptozis oranini
artmig olarak bulmuslardir.(231) Kubota ve ark. ratlarda vazektominin neden oldugu
spermatogenez hasar1 ile germ hiicrelerindeki apoptozisi iliskili bulmuglardir. Ve
apoptozisin artmig oldugu hiicre tiplerinde e-NOS ve i-NOS ekspresyonlarinin da
artmis oldugunu gozlemislerdir (222). Basaran ve ark. ratlar iizerinde yaptig1 bir
caligmada,  testis torsiyonu sonrasi, e-NOS ve i-NOS aktivitesini arttigini
gozlemlemiglerdir (225).

Bizim yaptigimiz ¢calismada en fazla e-NOS immiinreaktivite gosteren hiicreler
erken ve gec spermatidler, en az boyanan hiicreler ise spermatogonyumlardi.
Sertoli hiicre ekspresyonlar1 ise Leydig hiicrelerinden daha fazla idi. Leydig

hiicrelerindeki i-NOS immiinhistokimyasal boyanmalari, e-NOS
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immiinhistokimyasal boyanmalarina gore daha yogundu. Bu ¢alismada 4., 5., 6., 7.
ve 10. gruplarda i-NOS ve e-NOS ekpresyonlar1 ve apoptotik indeksi artmis olarak
tespit ettik. 6.grupta pozitif e-NOS hiicre boyanmalarinin ort+std degerleri sag
testis i¢in 1743.1, sol testis i¢cin 21.8+5.2 idi. 7. grupta ort+ std degerleri sag testiste
25.243, sol testiste 23.2+2 idi. Bu degerler kontrol grubunda daha diisiiktii; sag ve
sol testis i¢in sirastyla 5+2.7, 4.5+2.9 idi.

6. grupta pozitif i-NOS hiicre boyanmalarinin ort+ std degerleri sag testis igin
21.3+2.9, sol testis i¢in 18.5+5 idi. 7. grupta orttstd degerleri sag testiste 17.5+2.7,
sol testiste 16.8+£2.3 idi. Bu degerler kontrol grubunda sag ve sol testis i¢in
srastyla 5.2+3.8 , 3.2+1.3 idi.

6. grupta apoptotik indeks ort+std degerleri 6. grupta 2.3£0.7, 7 grupta
2.7£0.9; kontrol grubunda ise 0.4+0.3 olarak bulundu. Buda bize vazektomi
yapilan tiim gruplarda apoptozis artiginin kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu
gostermektedir.

Bizim yaptigimiz ¢aligmada vazektomi sonrasi artmis i-NOS ve e-NOS
immiinhistokimyasal boyanmalar1 ile TUNEL ydnteminde ortaya ¢ikan apopitotik
hiicre artiginin korelasyon gosterdigi goriilmiistiir. Bu ylizden artmis NO diizeyinin
apoptozis indiikleyicisi oldugunu sdyleyebiliriz. NO diizeylerindeki artisa oksidatif
strese bagl serbest radikal olusumundaki artisin neden oldugunu diisiinmekteyiz.

Tyler ve Alexander’n yaptig1 calismada vazektominin iireme hormonlar1 tizerine
etkisi olmadig1 saptanmistir (215). Miller ve ark. yaptigi calismada vazektomi
sonras1 seminal vezikiil androjen seviyeleri arasinda fark saptamamaistir (219). Sinha
Hikim ve ark’m yaptig1 ¢calismada da Gnrh antagonistleriyle yapilan yoksunluk ile
apoptozis iliskilendirilmistir (220). Smith primer obstriiktif azoospermili hastalarda
MESA basarisin1 degerlendirmis ve MESA’nin basar1 orani ile serum FSH, LH,
testosteron ve inhibin-B arasinda korelasyon saptamamistir (221).

Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise vazektomiden gerek dort hafta sonra, gerekse
alt1 hafta sonra apoptoziste artis olmasina ragmen vazektominin serum FSH, LH,
testosteron, Ostradiol diizeylerine ve seminal plazmada testosteron, Ostradiol
diizeylerine etkisi anlamli bulunmamistir. Serum inhibin-B diizeyleri bilateral
vazektomi uygulanan 6.grupta orttstd 67.8+29.9, 7. grupta ort+std 51.1+14.5 iken

kontrol grubunda ise ort+std 133.1+66.5 olarak bulunmustur.
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Cift tarafli vazektomi uygulanan gruplarin kontrol grubundan daha diisiik
inhibin-B seviyelerine sahip olmasi Sertoli hiicrelerindeki apoptozis artigindan
kaynaklandigim1 diistinmekteyiz. Serum gonadotropin diizeylerinin tiim gruplarda
benzer olmasi nedeni ile apoptozis artigiin gonadotropin inhibisyonundan
kaynaklanmadigmi soyleyebiliriz.  Ancak bu c¢alisma ile gonadotropin
inhibisyonunun apoptozise neden olup olmayacag: fikrine sahip olamayiz.

Yapilan bazi ¢aligmalarda i-NOS immunoreaktivitesinin artisina bagl olarak
olusan NO’in siiperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek peroksinitrit anyonlarini
(OONO) olusturdugu ve lipit peroksidasyon olusumunu artirdigi rapor edilmistir
(232,233,234,235). Jang ve ark. yaptig1 ¢aligmada ozon gazina maruz birakilmis
farelerin akcigerinde e-NOS aktivitesini artmis i-NOS aktivitesi ise azalmig olarak
bulmuslardir (226). Chen ve arkadaslarmmin renal iskemili ratlara ozonterapi
uyguladiklar1 ¢aligmada ozonterapi grubunda ve iskemi grubunda renal oksidatif
stresi, e-NOS ve i-NOS seviyelerini artmis olarak saptamislar ancak ozon ve
iskemi kombinasyonunda NOS seviyelerinin artis gostermedigini saptamislardir (
227).

Bizde ozonterapi aracilig1 ile olusan serbest radikallerin, ortamda bulunan NO
ile arasindaki etkilesimi ve apoptozisi nasil yonlendirecegini degerlendirmeye
calistik

Bu calisma bize vazektomi sonrasi, i-NOS ve e-NOS immunoreaktivitesinin
artmig oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak vazektomi sonrasi serbest oksijen
radikallerinin ve oksidatif stresin artis1 apopitozis diizeylerindeki artiga neden
olabilir.

Bizim yaptigimiz calismada e-NOS immiinhistokimyasal boyanmalarin
orttstd degerlerini ozonterapi uygulanan 10. grupta 29+5.2, kontrol grubunda
4.5+2.9, vazektomi sonrasi ozonterapi uygulanan 9.grupta 7.8+3.8 saptadik. Bu
bulgular i-NOS immiinhistokimyasal boyanmalar1 ve apoptotik indeks degerleri
icin korele bulundu. Bu degerlerden c¢ikarabilecegimiz sonug, ozonterapi
uygulaniminin, kontrol grubu ve vazektomitozonterapi gruplarindan daha fazla
apoptozise artiga neden oldugudur. 10 gruptaki apoptozis artisinin vazektomi
sonras1 ozon alan gruptan daha yiiksek olmasi, bize ozon gazinin vazektomi sonrasi

artmus serbest radikallerle tepkimeye girebilecegi konusunda 151k tutmaktadir.
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Ozonterapi normal bireylerde serbest radikal olusumunu artirarak NO
diizeylerini artirmis olabilir. Ancak, ortamda serbest radikal mevcudiyetinde ozon
gazmin serbest oksijen molekiilii sayesinde ortamdaki radikalleri inhibe edici

etkisinin olabilecegini diisiinmekteyiz.

SONUC

1-Ratlarda vazektomi sonrasi silireyle dogru orantili olarak testislerde apoptozis
artmaktadir. i-NOS, e-NOS immiinhistokimyasal boyanmalarinda ve apopitotik
indeksteki artiglar bunu desteklemektedir.
2-Saglikli ratlarda alt1 haftalik ozonterapi sonrasi testislerde apopitotiz artigini
TUNEL yontemi ve i-NOS ve e-NOS ekspresyonundaki artis ile saptadik.
3-Bilateral vazektomi uygulanip alt1 hafta siireyle ozonterapi uyguladigimiz rat
gruplarindaki apoptozis orani, hemen hemen kontrol grubuna esdeger bulundu.
4- Vazektomi sonrasi erken donemde serum FSH, LH, testosteron ve Ostradiol
diizeylerinde degisiklik saptanmadi. Ancak bilateral vazektomi uygulanan ratlarda
serum inhibin-B diizeyleri kontrol grubuna ve tek tarafli vazektomi uygulanan
gruplara kiyasla daha diisiik oldugu goriildii. Buda bize sertoli hiicrelerinde iiretilen
ve germ hiicrelerinin kontroliinde salinan inhibin-B’nin, artmis germ hiicre
apoptozisi sonrast azalmasini agiklayabilir.

5- Saghkli ratlarda ozonterapi sonrast apoptozis artist olmasi, vazektomi
gecirenlerde uygulanan ozonterapi ile apoptozisin azalmasi bize ozonterapinin
oksidatif strese maruz kalmis ratlarda apoptozisi azaltic1 etkisinin olabilecegini
gosterdi.

Ozonterapinin apoptozis lizerine etkilerini daha net degerlendirmek igin
apoptozisi diizenleyen mediatorlerin ortaya cikarilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
Ayrica ozonterapinin oksidatif stres lizerine etkileri aydinlandik¢a oksidatif strese

maruz kalmis bireylerde tedavisinin giin gectikce artacagini diisiinmekteyiz.
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