T.C.
ISTANBUL BiLiM UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
HIiSTOLOJIi VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI

AZOSPERMIK OLGULARDAN ALINAN TESE
DOKULARININ ULTRASTRUKTUREL iINCELENMESI VE
NOS iIZOFORMLARININ ETKIiSININ
DEGERLENDIRILMESI

Biyolog Ayse ALTUN

YUKSEK LiSANS TEZi

ISTANBUL, 2013



T.C.
ISTANBUL BIiLiM UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
HIiSTOLOJi VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI

AZOSPERMIiK OLGULARDAN ALINAN TESE
DOKULARININ ULTRASTRUKTUREL iINCELENMESI VE
NOS IZOFORMLARININ ETKIiSININ
DEGERLENDIRILMESI

Biyolog Ayse ALTUN
Tez Damsmani

Doc. Dr. Canan HURDAG

YUKSEK LiSANS TEZi

ISTANBUL, 2013



BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dis1 hi¢bir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismast sonucu elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gésterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi1 ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigini1 beyan ederim.
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1. OZET

Evli giftlerde yaklasik olarak %10-15 oraninda infertilite goriilmektedir ve bunlarin
da yaklasik %50’sini erkege bagli nedenler olusturmaktadir. Erkek infertilitesinin baslica
sebeplerinden biri, semende hi¢ sperm bulunmayan azospermi olgusudur.

Nitrik oksit sentaz (NOS) izoformlarmin (eNOS, INOS, nNOS) testis dokusu ve
bilesenlerinde varligmmin gosterilmis olmasi dikkatleri nitrik oksit (NO)’in spermatogenez
tizerine olan etkisine ¢ekmistir. NO’in sperm maturasyonu ve motilitesi tizerine de etkili
oldugu belirlenmigtir. Ayrica spermatogenik seri hiicre dongiisiinde, hiicreler arasi
baglantilardaki bozukluklar sperm iiretimini engellemektedir.

Bu ¢alismada; azospermi olgularindan testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile
testikiiler doku elde edildi. Testis dokularmin Hematoksilen-eozin (H-E), Masson’un tiglii
boyamasi teknigini ve Toluidin mavisi kullanarak 1sik mikroskobu diizeyinde genel
morfolojisini inceledik. Immunohistokimyasal olarak NOS izoformlarmi ve siki baglanti
proteini olan zonula okludensi (ZO-1) gosterdik. Bununla baglantili olarak gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) diizeyinde ultrastriiktiirel yapisini incelemeyi planladik.
Bunun sonucunda elde ettigimiz bulgulara gére NOS izoformlar: ile tubiiler yapinin
etkisini degerlendirmeyi amacladik.

Elde ettigimiz bulgularda spermatozoa bulunmayan gruplarda seminifer tubiil
yapisinin bozuldugu ve hiyalinize oldugu goriildii. eNOS reaksiyonunun spermatozoa
bulunan gruplarda bulunmayanlara gore oldukga yiiksek oldugu belirlendi. INOS
reaksiyonu spermatozoa bulunmayan gruplarda olduk¢a yiiksek gozlenirken NNOS
reaksiyonunda anlamli bir fark bulunamadi. Spermatozoa bulunan grupta, kan-testis
bariyerinde normal ZO-1 reaksiyonu gozlendi. Sadece Sertoli Hiicre Sendromu (SSHS)
olarak degerlendirdigimiz spermatozoa bulunmayan grupta, ZO-1 reaksiyonu Sertoli
hiicrelerinin tim yan yiizeyinde go6zlendi. Elektron mikroskobu bulgularimiz 151k
mikroskobu bulgularini desteklemekteydi.

Bu bulgular Sertoli hiicrelerindeki bozulmus ZO-1 reaksiyonun ve seminifer
tubiillerdeki artmis iNOS reaksiyonunun, spermatogenezin zarar gdrmesindeki faktorlerden
biri olabilir. Bu nedenle Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar spermatogenezinin

onemli bir rolii oldugu kabul edilir.



2. SUMMARY

Infertility is usually seen 10-15% in married couples and about 50% of all these
cases depend on male dysfunction. One of the main reasons of the male dysfunction is the
azoospermia, found no sperm spermatozoa in semen.

Nitric oxide synthase (NOS) isoforms (eNOS, iINOS, nNOS) isoforms have pointed
out the presence of testicular tissue the said components of nitic oxide (NO) has attached
the effect on spermatogenesis. NO has also been proved to be effective on sperm
maturation and motility. Furthermore with this series of spermatogenic cell cycle, the
disorder between the cells inhibit the production of spermatozoa.

In this cases of azoospermia testicular tissue were obtained by testicular sperm
extraction (TESE). We examined using Hematoxylin-eosin (H-E), Masson's trichrome
technique and Toluidine blue along with light microscopy at the level of morphology. We
showed NOS isoforms and the existance of tight junctions protein ZO-1 using
immunohistochemistry.. In connection with transmission electron microscopy (TEM)
findings we aimed to investigate the structure of the ultrastructural level and as a result to
evaluate the effect of NOS isoforms with a tubular structure.

Through our findings in spermatozoa absent groups the structure of seminiferous
tubules were deteriorated, degenerated and hyalinized. eNOS reaction in spermatozoa
detected group was considerably higher than spermatozoa absent group. While in
spermatozoa absent group iNOS reaction was quite high, nNOS reaction was no significant
difference. It was observed that ZO-1 expression normal in blood-testis barrier. Sertoli
cell-only syndrome (SCOS) we refer to as the spermatozoa absent group ZO-1 reaction
was observed between lateral surfaces of all the Sertoli cells. The ultrastructural results
were also supported with light microscopy findings.

These findings suggested that disturbance of ZO-1 reaction in Sertoli cells and
increased of INOS reaction in the seminiferous tubules might be one of the factors
involved in the impairment of spermatogenesis. Therefore tight junctions among Sertoli

cells are regard as having crucial roles in spermatogenesis.



3. GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde NOS un memelilerde seksiiel ve lireme fonksiyonlarin1 diizenlendigi ve
NO’in penil ereksiyonu, mesane ve uterus kaslarinin gevsemesini sagladigi ortaya
koyulmustur (1). Oksidatif stres, oksijen ve oksijen kaynakli oksidanlarin serbest oksijen
radikallerini (ROS) arttirmasiyla baslayan bir durumdur. Oksidatif stresin infertilitedeki
rolli, lireme organlarindaki antioksidanlara karsi olan etki mekanizmalarinin bilinmesi,
tedavi edici potansiyel tasimaktadir (2). Serbest oksijen radikallerinden NO’in erkek {ireme
sisteminde bir¢ok fonksiyonun kontroliinde diizenleyici gorevi oldugu bulunmustur (3).
Viicutta birgok hiicreden (endotel, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar) NO
salimabilmektedir. NO, endojen L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile
sentezlenir. Ug farkli NOS formu vardir; noronal (nNOS veya NOS-1), indiiklenebilir
(INOS veya NOS-2) ve endotelyal (eNOS veya NOS-3) (4). NOS izoenzimleri, iireme
sisteminde varolan NO biyosentezi igin gereklidir (5). Artmis NO’in mitokondriyal
respirasyonu ve Adenozin Tri Fosfat (ATP) sentezini inhibe ederek semen
konsantrasyonunu azalttigi gosterilmistir. NO, hiicrelerdeki ATP sentezini inhibe ederek
ATP seviyesini azaltir (5). ATP iiretiminin azalmasi ile enerji eksikli§i meydana gelir ve
enerjinin %90’1 ATP’den saglandig1 i¢in sperm motilitesi bozulmktadir. NO diizeyindeki
artis ve diger oksidan ajanlarin testikiiler distrese bagli degisimlere yol actifi ve bu
degisimlerin histopatolojik dejenerasyona neden oldugu ileri siiriilmiistiir.(6)

Testiste bulunan NO ve NOS’un spermatogenez ile iliskili olarak hiicresel
sinyallesme, inflamasyon, sperm olgunlagsmasinda ve baglanti dinamikleri ile iligkili
oldugu bilinmektedir (7). Son ¢alismalar géstermistir ki; kan-testis bariyeri (KTB) arasinda
sik1 baglantilar (SB) {i¢ smiftan olusmustur. Bu membran proteinleri; okludin, klaudin ve
tutundurucu molekiiller (JAMs) olarak bilinmektedir. Ornegin, okludin, klaudin ya da
tutundurucu molekiiller zonula okludinler (ZO-1) ile etkileserek kompleks olusturmaktadir.
Son veriler gostermistir ki; bazi biiylime faktorleri (6r;TGFB3 (Doniistiiriicii biiylime
faktorii beta 3), TNFa (Timor nekroz faktor alfa), diger diizenleyiciler cAMP (3'-5'-Siklik
Adenozin Monofosfat)ve NO/NOS, testiste siki baglantilarin (SB) diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Yeni yapilan ¢alismalar, NOS’un ¢ok onemli bir gegirgenlik

diizenleyici oldugunu gostermistir (8).



Testikiiler dokularda NO iiretiminin ve NOS izoformlarinin ekspresyonunun oldugu
ortaya koyulmustur. Calismamizda semen Orneginde hi¢ sperm bulunmayan ve testis
biyopsi islemine alinan infertil erkeklerden TESE ile alinan testis dokularinda spermatozoa
bulunan ve bulunmayan gruplarda H-E ve Masson’un ii¢lii boyama teknigini uygulayarak
morfolojisini incelemeyi, immunohistokimyasal olarak NOS izoformlarini (eNOS, iNOS,
NNOS) ve ZO-1 siki baglanti proteinini gostermeyi ve elektron mikroskobu diizeyinde
ultrastriiktiiriinii incelemeyi ve bunun sonucunda NOS izoformlari, sik1 baglanti yapisi ve

testis ince yapisi arasindaki korelasyonu irdelemeyi amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. ERKEK GENITAL SISTEMIi

Erkek iireme sistemi;

1) Haploid erkek gametin (spermatozoa) devamli iiretimi, beslenmesi ve gecici
olarak depolanmasindan,

2) Erkek seks hormonlarinin sentezi ve sekresyonundan sorumludur.

Erkek tireme sistemi 4 birimden olusur;

1) Sperm iireten ve sentezleyen ve androjenleri salgilayan testisler,

2) Disartya spermatozoa tasinmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemini olusturan

epididimis, vaz deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek tiretrasinin bir pargasi,

3) Salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejekiile spermatozoaya besinler saglayan

aksesuar bezler; seminal vezikiil, prostat bezi ve bulboiiretral bezler,

4) Erektil dokudan olusan ¢iftlesme organi penis (Sekil 1) (9).

Mesane
Membrandz lretra - Prostat
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\
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Sekil 1: Erkek genital sisteminin bilesenleri (10).



4.1.1. Testis Histolojisi

Testisler karin boslugunun disinda, skrotum iginde yer alan ¢ift organlardir. Testisler,
skrotum denilen deri ile oOrtiilii olan fibromiiskiiler yapida bir kese ic¢inde funikulus
spermatikus (spermatik kordon) ile asili olarak bulunur. Bu yerlesimleri testislerin viicut
1sisindan 2-3°C diisiik bir 1sida olmalarin1 saglar. Normal spermatogenez icin 34°C ile

35°C 1s1 gereklidir (11).

4.1.1.1. Testisi Saran Yapilar

Skrotum:Bol melanin pigmenti igerdiginden kahverengi renkli, ¢ok ince bir deriye
sahiptir. Ozel bir kokusu olan yag bezleri ve bol ter bezi igerir. Sinir sonlanmasindan
zengin olup deri altinda yag dokusu bulunmaz. Dolayisiyla 1s1 kayb1 i¢in uygun bir yapisi
vardir. Deri ile muskulus dartos (ince bir diiz kas tabakasi) arasinda ince bir bag dokusu
(tunica dartos) bulunur.

Testikiiler Kapsiil: Skrotum ile testis arasinda iki tabakali bir kapsiil bulunur. Bu
tabakalar sunlardir:

1-Tunika Vaginalis: Iki yaprakli periton zaridir. Epiteli tek sira mezotel hiicresinden
olusur. Visseral yaprak tunika albuginea’ya yapisir, pariyetal yaprak ise skrotumun ig
yiiziine tutunur. Bu iki yaprak arasindaki bosluk pelvis boslugu ile iliskidedir. Testislerin
skrotuma inmesi bu yolla gerceklesir. Fakat testislerin inisinden kisa siire sonra baglanti
yeri kapanir.

2-Tunika Albuginea: En belirgin tabakadir, kalin fibro-elastik bag doku arasinda
diiz kas lifleri bulunur. Testis i¢inde tubiillerin arasini da doldurur. Tunika albuginea’nin
altinda damardan zengin tunika vaskuloza adli gevsek bag dokusu bulunur. Tunika
vaskuloza, tunika albuginea’nin testis i¢ine olan uzantilarinin (septumlarin) i¢ yiizlinii de
orter. Biitiin lobu saran paryetal yapragin disinda ¢izgili bir kas olan muskulus kremaster
bulunur. Testikiiler kapsiil periyodik kasilmalar yapan dinamik bir membrandir. Ayrica

yar1 gegirgen oldugundan testis fizyolojisinde 6nem tasir (Sekil 2).
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Sekil 2:Testisi saran yapilar (10).
4.1.1.2. Testisin Yapisi ve Fonksiyonu

Testis, ekzokrin ve endokrin fonksiyonu olan, bilesik tubiiler yapida bir ¢ift bezdir.
Ekzokrin salgisi, canli spermiyum hiicreleridir. Salgilama bi¢imi aktif holokrindir.
Endokrin salgisi, Leydig hiicreleri tarafindan yapilan testosteron hormonu, intrauterin
hayatta Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan anti-Miillerian hormon (AMH=MIF) ve yine
Sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin’dir. Tunika albuginea, testisin arka yiizii boyunca
kalinlasir ve mediastinum testis adim1 alir. Mediastinum testisten bez i¢ine giren 1sinsal
seyirli ince bag dokusu septumlari organit 200-300 kadar piramit bi¢imli lobiile ayirir.
Ortadaki lobiiller daha biiyilk ve uzundur. Lobiillerin tepe kisimlari mediastinuma
dogrudur. Her lobiilde 1-4 adet asir1 kivrimli seminifer tubiil bulunur. Lobiiliin tepesine
dogru tubiiller diizlesir ve tubuli rekti (rekti=diiz) denen bosaltici tubiillerin ilk boliimiini
olusturur.

Tubiillerin arasin1 dolduran gevsek bag dokusu interstisyum olarak adlandirilir; bu
bag dokusu tunika vaskiilozadan koken alir ve bezin stromasini olusturur. Her bir tubiil

yaklasik 50 cm boyunda (30-70 c¢cm arasinda) ve 150-250 um ¢apindadir. Toplam tubiil



uzunlugu 250 m’ye kadar ulasir. Tubiillerin epiteli germinal epitel olarak adlandirilir ve
modifiye ¢ok katli kiibik epiteldir. Tubiillerin bazal membrani elastik fibrilden zengin olup
yaslandikca yogunlasir ve kalinlagir. Bazal membranin hemen disinda, fibroblastlar1 ve
miyoid hiicreleri (kasilabilen hiicreler) igeren peritubiiler fibroz, tunika propria bulunur.
Peritubiiler dokunun dis kisminda genis lenfatik kilcal damarlar bulunmaktadir. Erkek
kaynakli kisirlik vakalarinin ¢ogunda peritubiiler dokunun kalinlastigi bilinmektedir (12)
(Sekil 3).
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Sekil 3: Testisin 151k mikroskobik Kkesiti (9).
4.1.2. Seminifer Tubiiller
Seminifer epitelde bazal lamina iizerine oturan iki grup hiicre vardir:

1. Spermatogenik hiicreler

2. Sertoli hiicreleri



4.1.2.1. Spermatogenik hiicreler

Bazal lamina ile limen arasinda 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir.
Spermatogonyum‘lardan spermatozoa’lar olugsana kadar goriilen hiicre tipleridir.

Fotal gelisimin ortalama 12-20. haftalarinda fotal testiste Leydig hiicreleri islev
gormeye baslar ve testosteron salgilar. Bu olay fetiisiin erkek cinsiyeti yoniinde
farklilasabilmesi ve erkek bireye 6zgili organ ve kanallarin gelisebilmesi i¢in gereklidir.
Bununla birlikte fotal yasamin 20. haftasindan doguma kadar olan evrelerinde ve
dogumdan sonra puberteye kadar olan post-natal donemde hormon salgisi olmaz. Boylece
seminifer tubiiller puberteye kadar kapali kalirlar ve herhangi bir degisiklige ugramazlar.
Puberteye dogru seminifer tubiillerin ltimenleri acilir ve bunun ardindan primordiyal germ
hiicreleri de spermatogonyumlara doniisiirler. Spermatogonyumlar oncelikle A ve B tipi

spermatogonyumlara ayrilirlar.

Geg
spermiyogenez

Geng spermatidler

Spermiyogenez
baslangici
Mayoz
bélinme

Sekonder spermatositler

Bazal N N s - E35%5—— Spermatogonyum
lamina PN :

Interstisyel hiicreler

Sekil 4: Seminifer tubiil duvarinda spermatogenik hiicreler ile Sertoli hiicrelerinin

yerlesimi (10).



A tipi spermatogonyumlar siirekli mitoz ile ¢ogalan oval ¢ekirdekli hiicrelerdir. A
tipinin koyu ve acik olmak iizere iki alt tipi vardir. Koyu A tipi spermatogonyumlar, oval
heterokromatik ¢ekirdege sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler depo hiicrelerdir ve koyu A tipi ve
acik A tipi hiicreleri olusturabilme yetenegine sahiptir. Agik A tipi spermatogonyumlarin
cekirdekleri soluk boyanir ve g¢ekirdek¢ik belirgin olarak izlenebilir. Bu hiicreler
testosteronun etkisiyle 4 defa mitoz boliinmeye girer ve bu boliinmeler sonucunda agik A
tipi spermatogonyumlardan Al, A2, A3, A4 olusur. Agik A tipi spermatogonyumlar sonra
ara bir spermatogonyum olusturup B tipi spermatogonyuma farklanirlar.
Spermatogonyumlar tubiil duvarlarimi doseyen germinal epitelin en bazalinde yerlesen ve
bazal laminaya direkt temas eden hiicrelerdir. Koyu A tipi spermatogonyumlarin
boliinmesiyle olusan agik A tipi spermatogonyumlar birbirine sitoplazmik k&priilerle bagl
kalir ve bunlardan olusacak olan diger biitlin spermatogenik seriye ait hiicreler de
birbirlerine hep sitoplazmik kopriilerle bagl halde bulunurlar; boylece ayn1 ata hiicreden
gelisen kardes hiicreler belirlenebilir. Birkag bdliinmeden sonra agik A tipi
spermatogonyumlar, B tipi spermatogonyumlara, onlar da birkag mitoz boliinme
gecirdikten sonra primer spermatositlere farklilasirlar. B tipi spermatogonyumlar yogun
kromatine sahip yuvarlak bir ¢ekirdek icermektedirler ve spermatogonyal fazin son
basamagint olustururlar. Primer spermatositler (46, 2n) seminifer tubiiliin adluminal
kompartimaninda yani Sertoli hiicrelerinin birbirleriyle yaptiklari zonula okludenslerin
hemen {izerindeki kisimda bulunurlar ve tubiil duvarinin en biiyiik hiicreleridir. Primer
spermatositler tubiil duvarinin daha orta boéliimlerine gd¢ ederken kendi DNA’larini
esleyerek 46 kromozomlu 4n DNA igerirler. Boylece 1. mayozun profaz evresi baslar (46,
4n). Bu evre ortalama 2022 giin siirer. Bu asama sonucunda 2 adet sekonder spermatosit
olusur (23, 2n). Bundan sonra 2. mayoz bdliinme baglar ve sonugta 23 kromozomlu n
miktarda DNA igerikli spermatid hiicreleri olusur (23, n). Spermatidler spermiyogenez
asamasi ile sekil degistirerek spermatozoa denen olgun erkek cins hiicresine doniisiirler. Bu
gelisme basamaklarinda sekonder spermatositler primer spermatositlerin yarisi kadar,
spermatidler de sekonder spermatositlerin yarisi kadar biiyiikliiktedir (Sekil 4, 5).

Spermiyogenez: Spermatidlerin bir dizi degisim gegirmeleri sonucu spermiyum
hiicrelerine donlisme olayidir. Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda

gerceklesir.
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== o N .

Sekil 5: Spermatogenez ve spermiyogenez evreleri (10).

Spermiyogenez olay1 baglica 5 baslik altinda incelenebilir:

1-Golgi evresi: Bu evrede Golgi kompleksinden sekillenen ve akrozomun Onciilii
olarak kabul edilen kii¢iik salg1 graniilleri olusur. Sonra bu graniiller birleserek tek ve
biiylik bir graniile doniigiir. Membranla cevrili bu yapiya akrozomal vezikiil denir. Bu
akrozomal vezikiil ¢ekirdegin oniinde yer alir ve ¢ekirdek zarini 6rter. Cekirdek yiizeyinde
giderek biiyiliyerek ¢ekirdegin on yarisin1 kaplar ve akrozomal kep adini alir. Akrozom
iginde eritici enzimler vardir. Bu nedenle akrozoma, 6zel tip lizozom da denir. Akrozom
enzimleri (akrozin, hyaluronidaz, ndéraminidaz, asit-fosfataz, proteaz, asit-peptidaz vs.)
sayesinde spermiyumlar yumurta hiicresinin ¢evresindeki korona radiata ve zona
pellusida’dan gecerek yumurta hiicresi igerisine girebilirler.

2-Sentriyollerin yer degistirmesi ve kuyruk olusumu: Cekirdegin 6n kutbunda
akrozom olusurken arka kutupta da sentriyoller yerlesir. Bu sentriyollerden cekirdege

yakin olana proksimal sentriyol (noduli anterior) adi verilir. Proksimal sentriyolden
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kuyrugun eksen fibrilleri (filum aksiyale) gelisir. Kuyruk uzadikc¢a etrafini ¢evreleyen
fibrilden bir kilif olusur (dis fibriller). Bu kilif, dis fibriller kuyruk tarafindaki distal
sentriyol (noduli posterior) hizasindan baslar ve kuyruk boyunca ilerler.

3-Sitoplazmik kayip: Sitoplazmanin bir kismi kuyruk ucuna dogru kayarak kuyrugu
kusatir. Geri kalan1 bogumlanarak kopar ve artik cisim olarak Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilirler.

4-Mitokondriyumlarim  gogii: Mitokondriyumlar kuyrugun orta pargasinda
proksimal sentriyol ile distal sentriyol arasinda spiral olusturacak sekilde yerlesirler ve
boylece kuyrugun ilk boliimii mitokondriyal bir kilif ile kusatilir. Kuyrugun hareketi igin
gerekli enerjiyi mitokondriyumlar saglar. Kuyruk hareketi ile mikrotubiiller arasindaki
karsilikli iligki, ATP miktar1 ve dinein denilen protein ile saglanir.

5-Nukleustaki degisiklikler: Nukleus kromatini yogunlasir, cap1 kiigiiliir badem
bi¢imini alir. Nukleus, akrozom ve g¢evresindeki ¢ok az sitoplazma ile birlikte
spermiyumun basini yapar. Bu sekilde olusan spermiyumlar morfolojik olarak olgundur
ama fonksiyonel degildir. Hareketsiz olup, dolleme yetenekleri siirhidir (Sekil 6).

Olgunlagsmanin son adimi1 olan kapasitasyon, ejekiilasyondan sonra ve dollenmeden
once spermiyumlarda goriilen bir dizi enzimatik degisikliktir; kadin genital yollarinda

gerceklesir.

Akrozomal grantl Akrozomal vezikdl Akrozomal baslik (kep) Akrozom

’\\\/Golgl / }\

? | ~Nukleus
kirdek) £
M eieh) s
i ll / ® JaNa

Sentriyoller Mitokondri

/Kalmtl govdeler

Mitokondri Akrozom

Son parga Esas parca Orta parca Bas

Sekil 6: Spermatidin spermiyuma farklilasma asamalar1 (10).
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Olgun spermiyum:

50-60 pm uzunlugunda hareketli bir hiicredir. Spermiyum basg, boyun, orta parca ve
kuyruk olmak tizere 4 boliimden olusur.

1-Bas: Yass1 oval bi¢cimdedir. Yogun kromatinli bir ¢ekirdek, c¢ekirdegin iizerinde
onu kep gibi saran akrozom ile bu ikisini kusatan ¢ok az sitoplazma igerir ve en distan
hiicre zart ile ¢evrilidir.

2-Boyun: Spermiyumun bas ile kuyruk orta parcasini baglayan kisa bir bolimdiir.
Hemen c¢ekirdegin altinda yer alan transvers yerlesimli proksimal sentriyol ve bundan
cikan filum aksiyale bulunur (filum aksiyale= 9+2 diizeninde mikrotubiil sistemi).

3-Orta parca: Bu boliimde spiral yerlesimli mitokondriyonlar bulunur alt tarafta
distal sentriyol ile sonlanir.

4-Kuyruk: Iki boliimdiir:

a) Esas parca,

b) Son parga

Kuyruk ortada filum aksiyale, cevresinde kaba longitudinal seyirli dis fibrillerden ve
her ikisini distan kusatan fibr6z bir kiliftan olusur. Son parcaya dogru kuyrugu olusturan
bu yapilar yogunluk yoniinden giderek azalir ve son kisimda sadece mikrotubiiller kalir

(12) (Sekil 7).

' Akrozom,
Bas 1
Postakrozomal Bélge
Boyun :
* Orta parca
!
!
Kuyruk Esas parca

Sen paca

Sekil 7: Olgun bir spermiyumun yapist (12).
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4.1.2.2. Sertoli Hiicreleri

Spermatogenik hiicre serileri arasinda yer alirlar. Cok sayida agraniiler endoplazmik
retikulum ve iyi gelismis graniiler endoplazmik retikulum, bol mitokondriyum, iyi gelismis
Golgi ve degisik miktarlarda mikrotubiiller, lizozomlar, lipid damlaciklari, vezikiiller,
glikojen graniilleri ve filamentler icerirler. Nukleus ¢ogu kez iliggen seklinde uzamustir.
Belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin igerir. Sertoli hiicreleri birbirlerine
sik1 baglantilarla (zonula okludens) baglanmistir. Bdylece tubiil disindan liimen igine
makromolekiillerin ge¢isi dnlenmistir (Sekil 8).

Bu baglantilar tubiil ¢evresindeki doku ile birlikte kan-testis bariyerinin temelini
olusturur. Bu bariyer sadece antijenlerin degil, antikorlarin da gecisini Onlediginden,
serumlarinda yiiksek diizeyde sperme karsi antikor bulunanlar da bile spermatogenik
hiicrelerde yikim goriilmez. Sertoli hiicrelerinde ayrica hiicreler arasi iyonik ve kimyasal
madde alis verisine imkan saglayan oluklu baglanti (gap-junction, neksus) seklinde
baglantilar vardir. Spermatogenik Seriye ait hiicreler, Sertoli hiicrelerinin yan ve apikal
duvarindaki derin kovuklara yerlesmislerdir. Sertoli hiicreleri olgun testiste (lireme
periyodu boyunca) boliinmezler. Isi, radyasyon, toksik madde, enfeksiyon, beslenme
yetersizligi gibi bir ¢cok olumsuz etkene ¢ok dayaniklidirlar. Uzun Omiirlii olduklarindan
sitoplazmalarinda lipofuksin pigment graniillerine de siklikla rastlanir. Sertoli hiicreleri
igerisinde, bu hiicrelere 6zgii Charcot Bottcher kristalleri denen inkliizyonlar vardir. Uzun

filamentlerden olusan bu inkliizyonlarin fonksiyonlar1 ve 6nemi bilinmemektedir.

Sertoli hiicrelerinin genel fonksiyonlar: sunlardir:

1. Destek; Gelismekte olan spermatozoonlart destekler, korur ve beslenmesini
diizenlerler. Bu fonksiyonlarindan dolay1 Sertoli hiicrelerine hemsire hiicre de
denir. Ayrica spermlerin oto-immun reaksiyonlardan korunmasinda da 6nemleri
vardir.

2. Fagositoz; Spermatid sitoplazmasinin dokiilen kisimlarini fagosite ederler.

3. Salgilama; Sertoli hiicrelerinin hem endokrin hem ekzokrin salgilart vardir.
Liimene bosalan devamli bir salgisi spermin ilerleyisini kolaylastirir. Sertoli

hiicresi baglica 4 madde salgilar:
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a) Androjen baglayan protein: FSH etkisiyle salgilanir. Testosteronu
kendisine baglayarak seminifer epitelde spermatogenez icin gerekli olan
testosteron miktarini ayarlar. Bu hormon seminifer tubiiliin limen sivisina karisir.
Boylece spermin gectigi genital yollar olan duktus efferentes ve duktus
epididimis de testosterondan yararlanir.

b) Steroid olmayan faktér (inhibin): Hipofizden FSH {iretimini
baskilayarak spermatogeneze girecek olan spermatogonyumlarin sayisinin
ayarlanmasina katkida bulunur.

c) Steroid olmayan anti-Miillerian hormon: Embriyonal donemde erkek
fetiiste salgilanarak Miiller kanalinin gerilemesi ve mezonefroz kanalin gelismesi
dogrultusunda etki eder.

d) Luteinlestirici hormonu salgilatan hormona benzeyen peptit (LHRH-
like peptit): Leydig hiicrelerinin salgilama fonksiyonunu diizenler.

4. Hareket; Filament ve mikrotubiiller yardimiyla spermatogenik hiicrelerin

liimene salinmasini saglar (10).

Spermatogonyum

Sertoli hiicresi

Spermatosit

Spermatid

Sekil 8: Sertoli hiicresinin yapis1 (10,12).
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4.1.3 Interstisyel Doku

Seminifer tubiillerin arasin1 dolduran bag dokusudur. Bu doku igerisinde pencereli tip
kapillerlerin yani sira, fibroblast, makrofaj, mast hiicreleri ve farklilasmamis mezenkimal
hiicreler bulunur. Puberte ile birlikte bu hiicrelere Leydig (interstisyel hiicre) hiicreleri de

eklenir (10) (Sekil 9).

4.1.3.1. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, testis hacminin %3’iinii olusturur. Ozellikle kan damarlarmmn
etrafinda tek tek ya da gruplar halinde bulunurlar. Erken fetal hayatta sayilar1 fazladir.
Plasenta kokenli gonadotropinlerin etkisiyle testosteron hormonu iiretirler. Bu hormon
fetiistin erkek genital organlarinin embriyolojik farklilagsmasinda etkindir. Leydig hiicreleri,
gebeligin 5. ayindan sonra dejenerasyona ugramaya baglarlar ve sayilar gittikge azalir.
Boylece testosteron diizeyi de gittik¢e diiser. Dogumdan sonra bu hiicreleri uyaran plasenta
ortadan kalktigindan tamamen dinlenmeye ¢ekilirler. Pubertede hipofizden salgilanan LH
etkisiyle hiicreler tekrar aktiflesir.

Leydig hiicreleri, biiyiik ovoid ya da poligonal sekilli ve asidofil hiicrelerdir. Tipik
lipid damlaciklari tasirlar. Iyi gelismis Golgi aygiti ve ¢ok sayida mitokondriyon igerirler.
Iyi gelismis agraniiler endoplazmik retikulum’a (AGER; steroid sentezleyen organeldir)
sahip olan bu hiicreler, cubuk bi¢imli Reinke kristalleri bulundurur. Bu kristallerin
fonksiyonlar1 tam olarak agiklanamamustir.

Leydig hiicrelerinin salgilamis oldugu testosteron (androjen) erkeklerde sekonder
seks karakterlerinin olusmasindan da sorumludur.

Spermatogenik hiicreler yiiksek 1siya dayaniksizdir. Bu hiicreler i¢in ideal 1s1
35°C’dir. Bu diisiik 1s1 diizeylerinin saglanmas1 birkag mekanizma ile kontrol edilir:

1) Terleme ile 1s1 kaybedilir.

2) Zengin bir vendz pleksus, testikiiler arterlerin etrafim1 sararak normal kan
dolagimina kars1 bir 1s1 akimi saglar.

3) Testisler sicakta viicuttan uzak tutulur ve sogukta yukari c¢ekilir. Testisde yasa
bagli olarak bazi degisiklikler olur. Soyle ki; otuz bes yasindan sonra atrofik tubiiller

ortaya ¢ikmaya baslar, cok ileri yaslarda spermatogenetik hiicreler tamamen tiikenebilir.
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Kriptorsidizmde (inmemis testis) spermatogenez viicut 1sisi ile baskilanir, ancak Leydig
hiicreleri 1stya dayaniklidir. Bu yilizden kisirlik vakalarinin % 90’inda sperm tiretimi
bozulmasina ragmen sekonder seks karakterleri ve libido normaldir. Kotii beslenme,
alkolizm, radyasyon, kadmiyum tuzlar1 ve bazi ilaglar spermatogenik hiicrelere toksik etki
ederek kisirliga yol acabilir. Zararli etken ortadan kalkinca seminifer epitel geri kalan

spermatogonyumlardan rejenere olabilir (12).

Bag
dokusu

interstisyel
hicreler

Miyoid
hucreler

Sekil 9: Interstisyel hiicrelerin yapisi (10)

4.1.3. Semen

Semen s1visi, spermatozoanin testis ve epididimis salgisinin, ejakiilasyon sirasinda
prostat, seminal vezikiiller ve bulboiiretral bezlerin salgilarinin birlesmesiyle olusur. Sonug
olarak, olusan viskozitesi yiiksek salgi semen adini alir. Bu salgida spermatozoa, semen

stvisinin %5’ini olusturur (13).
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Insanda ejakiilat miktar1 kigisel farkliliklar gostermekle birlikte 2-6 ml. kadardir.
Semen pH’s1 7.2-8.0 arasinda degiskenlik gosterir ve diger pek ¢ok memeliden farkli
olarak insan semeni ejakiilasyonun hemen sonrasinda kuagiile olur ve yaklasik 20 dakika

icinde yeniden ¢oziilerek likefiye olur (13,14).

4.1.4.1. Semen Analizinde Spermatozoanin Mikroskobik Incelenmesi

Olgun bir sperm, baslica bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ boliimden olusur.
Sperm bast ortalama 4-5 pm uzunlukta, 2,5-3,5 pum genisligindedir. Basin biiylik bir
kismini ¢ekirdek olusturur. Kromatin yogunlasir ve hacim olarak kiigiiliir. Cekirdegin
2/3’liikk 6n kisminm1 akrozom olusturur. Akrozom baslik bigiminde olup zar ile sarili bir
organeldir. Kaudalinde hiicre zar1 ile cekirdek zar1 arasinda Ozellesmis postakrozom
denilen, hiicre zarina sikica yapismis bir bant bulunur (14). Ddllenme sirasinda spermi
saran hiicre zar1, sekonder oositin hiicre zar1 ile bu postakrozom bolgesinden birleserek erir
ve spermin oosit sitoplazmasi igerisine gecisi saglanir (15). Spermin boyun kismi kisa bir
parca olup baglantiyr saglamaya yonelik segmentli kolonlardan ve proksimal sentriyolden
olusur. Orta parca ise sperm hareketini saglamak iizere gerekli enerjiyi saglayan
mitokondrileri barindirir. Kuyruk kismi ise sperme diklik veren fibroz tabaka ve spermin

hareketliligini saglayan aksonem tabakasindan olusur (14).

a) Konsantrasyon

Ejakiilatta bulunan sperm sayisi, likefaksiyonunu tamamlamis 6rnekte iki yontemle
degerlendirilir.

1)Spermlerin hepsi immobilize edilerek sayim yapilir ya da

2)Hareketli ve hareketsiz spermler birlikte degerlendirilir.

Sperm sayimi icin hemositometre, microcell, CellVU, StandartCount, Makler gibi
cesitli sayim kamaralari taminlanmis olmakla birlikte gliniimiizde yaygin olarak Makler
sayim kamarasi kullanilmaktadir. Makler kamara ile yapilan degerlendirmede iyi sonug
alinmasi i¢in kamaraya konulan ejakiilat miktarinin 10 pl’yi gegmemesi, kamaranin {ist
kismu kapatildiginda 4 nokta seklinde inkiibatorlerde gokkusaginin goriilmesi, kamaranin

analiz dncesinde 37°C’de ya da oda 1sisinda olmasi gerekir. Saglikli sonug alabilmek icin
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100 karelik alan igerisinden en az on karede sayim yapilir ve on karede saptanan say1

milyon/ml olarak ifade edilir (16).

b) Motilite

Sperm sayimi yapilirken, sperm hareketleri 4 sinifa ayrilir.

a) +4 hareketli spermatozoolar; lineer bir sekilde ileri yonde hizli hareket ederler,

b) +3 hareketli spermatozoolar; ileri yonde daha yavas harekete sahiptirler,

c) +2 hareketli spermatozoolar; olduklari yerde hareket ederler,

d) +1 hareketli spermatozoolar da immotil spermatozoolardir. Motilite hareketlilik
anlamima gelmekte olup +4, +3 ve +2 hareketli spermatozoolarin toplam oranidir. Hizl

hareketli sperm sayis1 (PHSS) sadece +4 ve +3 hareketli spermatozoolarin oranidir (13).

c) Morfoloji

Bir sperm hiicresinin normal olarak kabul edilebilmesi i¢in sperm basi, boynu (orta parga),

ve kuyrugu normal olmalidir (17).
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Krugerin normal bigimler i¢in tayin

ettigi degerler:

Diinya Saglik Teskilatinin
normal bigimler i¢in tayin

ettigi degerler

Bas Diizgiin, oval bigimli Oval, diizgiin bigimli
Uzunluk: 5-6 pm Yuvarlak, armut seklinde,
Cap: 2.5-3.5 um igne, ¢ift ve sekilsiz baslar
Akrozom: mutlaka sperm basinin daimi anormal olarak
% 40-70 kadarin1 olusturmali degerlendirilir

Orta parca Ince ve giizel hath, 1 um |Diiz, kuyruktan hafifce
genisliginde ve yaklagik olarak bas | kalin olmali.
uzunlugunun 1.5 katinda olmali ve
hig bir sitoplazmik artik
bulundurmamali.

Kuyruk Tek, kivrilmamis, diizgiin, 45 pum | Tek, kivrilmamis, diiz,

uzunlugunda olmali.

biikiilmemis olmali.

Tablo 1: Sperm morfolojisinin Kruger ve WHO’a gore karsilastiriimasi (17).

¢) Morfolojik Bozukluklarin Infertiliteye Etkisi

Normal ve normale yakin morfolojiye sahip sperm hiicrelerinin secilmesi, infertilite

tedavisinde son derece onemlidir. Ornegin; akrozom, spermin oosite penetrasyonu igin

gerekli enzimleri igeren onemli bir bolge oldugundan, akrozom anomalileri, sperm zona

pellusida baglanmasinda sorun yaratmaktadir (18). Nukleus anomalileri, DNA igerik

bozuklugu anlamina gelmektedir. Bu da saglikli bir embriyo gelisimini engellemektedir

(19, 20). Sitoplazmik artik,

spermin olgunlagsmadigi anlamina gelmektedir (21).

Globozoospermiya, akrozomu olmayan spermatozoadir ve délleme kabiliyeti yoktur (22).

Orta parca, mitokondrilerin oldugu onemli bir kisimdir. Buradaki anomaliler, enerji

desteginin noksanligina neden olmaktadir. Bu durum motiliteyi direkt etkilemektedir.
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Spermin non-aksiyel orta par¢aya sahip olmasi, progresif motilitesini diisiirmektedir.
Kuyruk, spermin hareketliligini ve dikligini saglayan bolge oldugundan kuyruktaki
anomaliler, sperm hareketini kisitlayici etkiye sahiptir (23).

AKrozom: Sperm penetrasyonu

Nukleus: DNA igerik bozuklugu

Sitoplazmik artik: Sperm maturasyonu

Orta parca: Enerji noksanligi

Kuyruk: Motilite diistikligi

Non-aksiyel: Motilite disiikliigi

Globozoospermiya: Dollenme bozuklugu (13).

d) Terminoloji

Normospermi: ml’deki sperm sayisinin 20 milyon/ml ve tizeri olmasidir.
Oligospermi: ml’deki sperm sayisinin 20 milyon/ml’den az olmasidir.
Polispermi: ml’deki sperm sayisinin 20 milyon/ml’den ¢ok fazla olmasidir.
Azospermi: tiim ejakiilatta hi¢ sperm bulunmamasidir.

Aspermi: seminal plazma tiretiminin olmamasidir.

Nekrospermi: spermlerin 6lii olmasidir.

Astenospermi: motilitenin %30’dan daha az olmasidir.

Teratospermi: morfolojik olarak anormal spermlerin gogunlukta olmasidir.
Lokositospermi: semende 16kositlerin 1 milyon/ml’den daha fazla olmasidir.
Hiperspermi: semen hacminin 6 ml’den daha fazla olmasidir.
Hipospermi: semenin 1 ml veya daha az olmasidir.

Globozoospermi: spermde akrozom yoklugudur (13).
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4.2. ERKEK INFERTILITESI

Diinya saglik orgiitii (WHO) infertilite tanimlamasini “en az bir yil siireyle ¢iftlerin
korunmasiz olarak iliskide bulunmalarma karsin ¢ocuk sahibi olmamalar1” olarak
yapmaktadir. WHO’nun ¢ok merkezli arastirmalart sonucunda, infertilite kliniklerine
basvuran ciftlerin en az % 48’inde erkege bagli nedenler bulunmaktadir. Infertilite
olgularinin yaklasik yaris1 erkege bagl oldugundan iyi bir semen analizi kac¢inilmazdir.
Semen parametrelerinin bilinmesi, bize hangi olgulara inseminasyon, hangi olgulara IVF
ve hangi olgulara ICSI uygulamasi1 yapmamiz konusunda 151k tutacaktir (13).

Klasik in vitro fertilizasyonun yeterli sayida motil spermin olmasi halinde erkek
subfertilitesinde de ¢oziim olabileceginin gosterilmesi lizerine IVF uygulamalar
anovulasyon, tubal faktor ve agiklanamayan infertilite disinda erkek subfertilitesinde de
kullanilmaya baslanmistir. Ancak erkek subfertilitesinde sperm parametrelerinin yetersiz
olmasinin fertilizasyon oraninin diismesine neden oldugu bilinmektedir (16).

Fertilizasyonda etkili olan sperm parametreleri arasinda sperm sayisi onemlidir.
WHO standartlarina gére 20 milyon/ml ve daha fazla olmasi normal kabul edilmektedir.
Ejakiilatta hi¢c sperm bulunmamasi anlamina gelen azospermi olgusu, erkeklerin %1’inde,
infertilite olgularinin ise %10-15’inde bulunur. Erkek infertilite olgularinin tedavisinde en
onemli ilerleme, azospermi olgularinda testislerde spermatogenezin devam ettigi kiiciik
odaklarin gosterilerek, bu odaklardaki matiir sperm hiicrelerinin elde edilmesi olmustur (24).
Gliniimiizde vaz deferens, epididim veya testisten sperm elde etmek icin bir¢cok farkli metod
uygulanabilmektedir. Secilen metod sadece cerrahi becerilere ve mevcut kliniklere baglidir.
Eger sperm ayaktaki hastadan elde edilecek ise teknik lokal anestezi uygulanabilir sekilde
adapte edilmelidir. Ejakiilat santrifiij edildikten sonra hi¢ motil spermatozoa elde edilmezse

epididimal veya testikiiler sperm elde etme metodlari uygulanmalidir (17).

Epididimal veya testikiiler sperm elde etme metodlar:
Semende hi¢ sperm bulunmayan azospermik vakalara uygulanan bazi ydntemler
sunlardir;
1- MESA(Mikrocerrahi ile Sperm Aspirasyonu): MESA tekniginde epididimisten
alinan s1vi, medyum igeren enjektore aspire edilir.
2- PESA (Perkutan Epididimal Sperm Aspirasyonu): MESA’dan farkli olarak bu

islemde kesi yoktur. Kelebek set ile epididimisten siv1 aspire edilir.
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3- TESA (Testikiiler Sperm Aspirasyonu): Bu islemde medyuma sperm aspire edilir
(13).

4- TESE (Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu): Agir oligospermik ve azospermik
hastalarda ya da basarisiz intrauterin inseminasyon (IUI) sonrasinda uygulanan
iiremeye yardimci tedavi metodudur. TESE islemi genel, spinal ya da spermatik
kord ve skrotal cildin ylizeyel lokal anestezileri ile yapilir. Ardindan orta hat
tizerinden ya da her iki hemiskrotuma ayri ayri insizyonlarla skrotal kesi
yapilarak isleme baslanir. Tunika vajinalis agilarak testis disar1 alinir. Epididim
ve vaz deferens, obstriiktif bulgular ve konjenital anomaliler bakimindan

muayene edilir.

A) Konvansiyonel ¢oklu biyopsilerle TESE yontemi

Her testis igin tunika albuginea’ya 3-7 odaktan 3-4 mm’lik insizyon yapilir. Testisin
damarlanmasinin en az oldugu bolgeler alt kutup i¢, dis ve 6n yiizii ile Ust kutup i¢ ve dis
bolgeleridir ve insizyon siklikla bu bolgelere yapilir. Hemostaz bipolar koter ile yapilir.
Testis dokusundan alinan 2-3 mm boyutundaki materyaller diseksiyon makasi ile alinir ve
yikama mediumu igeren tiip ya da petri kutularina konulur. Islem sonunda tunika genellikle

ince bir siitiir ile kapatilir.

B) Mikrodiseksiyon ile TESE yontemi

Islem, optik lup kullamlarak veya 15-25 X biiyiitmeli ameliyat mikroskobu altinda
yapilir. Tunika albuginea iizerinde, antimezenterik alandan avaskiiler bir alan secilerek,
ince bir bistiiri ile 3-4 cm (testis voliimiine goére degisir) uzunlugunda transvers bir kesi
yapilir. Burada longitudinal kesit de tercih edilebilir. Transvers kesi subtunikal damarlara
paralel yapilir, dolayisiyla longitudinal kesiye gore daha az hemoraji olur. TESE esnasinda
damarlar dikkatli bir sekilde ve diisiik voltajda koterize edilir. Daha sonra, disar
dogurtulan testis dokusu incelenerek, seminifer tubiiller mikrocerrahi aletleri kullanilarak
muayene edilir. Digerlerinden farkli, dolgun, genis ve opak seminifer tubiiller ayirt

edilerek, yeterli miktarda doku atravmatize sekilde tutularak kesilir ve ¢ikartilir (24).
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Spermatozoa bulma

orani (%)

Spermatozoa

orani (%)

bulma

Arastirmaci Hasta Sayisi Konvansiyel TESE Mikrodiseksiyon TESE
Schlegel (1999) 49 45 63
Amer (2000) 100 30 47
Aydos (2001) 35 37 51
Okada (2002) 146 16 44
Tsujimura (2002) 93 35 43
Okuba (2002) 17 24 48
Ramasay (2005) 435 32 57

Tablo 2: TESE sonrasi spermatozoa bulma oraninin karsilastirilmasi (24).
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4.3. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Oositin basarili bir sekilde fertilizasyonu i¢in normal bir spermatozoa olmalidir. Bu
nedenle gonadal ve sperm fonksiyonlarini etkileyerek infertiliteye sebep olan oksidatif
stres, arastirilmasi yapilan ¢alismalarin énemli bir boliimiinti tutmaktadir. Oksidatif stres,
oksijen ve oksijen kaynakli oksidanlarin serbest oksijen radikallerini arttirmasiyla baglayan
bir durumdur. Serbest oksijen radikalleri kanser, romatizmal hastaliklar, yaslanma, toksin
maruziyeti, fiziksel hasar, enfeksiyon ve inflamasyon gibi pek ¢ok hastalikta karsimiza
cikar. Bir¢ok hiicrenin antioksidan mekanizmalar1 oksidatif stres altinda bozulur. Hem
serbest oksijen radikallerinin iiretiminin artimi, hem de hiicresel antioksidan kapasitenin
azalmas1 oksidatif stresin gelisimine neden olur. Dolayisiyla, oksidatif stresin
infertilitedeki rolii ve iireme organlarindaki antioksidanlara karsi olan etkilerine karsi
koruma mekanizmalarinin bilinmesi, biiylik bir tedavi edici potansiyel tasimaktadir (25).
Tiim hiicreler her giin her dakika yiizlerce serbest radikalle karsi karsiya kalir. Bu
radikaller, normal hiicre metabolizma iiriinleri olarak ¢evremizdeki kimyasallar tarafindan
olusturulur, yedigimiz yiyecekte ve soludugumuz havada bulunur (26). Testiste, gelismekte
olan germ hiicreleri, kompleks hiicre degisiklikleri ile birlikte seminifer epitelin bazal
boliimiinden adluminal béliimiine dogru dereceli bir sekilde go¢ etmektedir. Uzamis olan
spermatidler en sonunda tubiil liimenine sperm olarak salinmaktadir (9). Serbest oksijen
radikalleri ¢ok yiiksek reaktif okside edici ajanlardir. Bir serbest radikal bir veya daha fazla
eslesmemis elektron tasir. Serbest oksijen radikalleri siiperoksit anyon, hidrojen peroksit,
peroksil radikaller ve reaktif hidroksil radikalleri i¢erir. Bu serbest oksijen radikallerinden
bircogu ilireme biyolojisinde onemli rol oynarlar. Bunlara ek olarak, lireme ve sperm
fonksiyonlar1 iizerinde ¢ok etkili oldugu gosterilmis olan nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit
anyonu gibi nitrojen kokenli serbest radikaller de yer almaktadir. Serbest oksijen
radikallerinden nitrik oksitin erkek iireme sisteminde bir¢ok fonksiyonun kontroliinde

diizenleyici gorevi oldugu da bulunmustur (25).
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4.4. NITRIK OKSIT

1916°da, Mitchell ve ark. tarafindan NO’in memeli hiicrelerinde salinimi kesfedildi.
1928’de, Tannenbaum ve ark. memelilerin NO sentezlediklerini dogruladi. 50 yil sonra
(1980), Furchgott ve Zawadski non prostanoid (EDRF) araciligiyla damarin asetilkolin ile
uyarilmis oldugunu kanitladi. 1985 yilinda, Stuehr ve Marletta tarafindan aktive olmus
makrofajlarin nitrit /nitrat sentezledigi bildirildi. 1987 yilinda ise, Hibbs ve ark. L-
arginine’nin nitrit/nitratin bir substratt oldugunu yayinladi. Ayrica, 1987°de Palmer ve
Ignarro, birbirlerinden habersiz olarak; NO’in bir EDRF oldugunu kanitladi. Bir yil sonra,
Palmer ve ark. 1988’de NO’in L-arginine’den sentezlendigini yayimnladi, Marletta ve ark.
(1988) ise makrofajlarin, nitrit/nitrat1 L-arginin’den olusturdugunu ortaya koydu. Ayni yil
icerisinde Garthwaite ve ark. tarafindan (1988) NO’in beyinde de sentezlendigi ileri
striildii. 1988-1992 willar1 arasi, bilim alanindaki gelismeler ile birlikte, NO’in
fonksiyonlar1 ve gorevleri ile ilgili pek cok ilerleme kaydedildi. 1992 yilinda ise, D.E
Koshland tarafindan, NO ‘yilin molekiili’ ilan edildi (27).

Viicutta bir¢ok hiicreden (endotel, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar)
nitrik oksit (NO) salinabilmektedir. NO, hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda diizenleyici
islev goren kiiciik reaktif serbest radikal molekiildiir. Yar1 omrii, 2-5 saniyedir. NO,
endojen L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlenir. NADPH,
flavinmononiikleotid (FMN), flavinadenindiniikleotid (FAD), tetrahidrobiopterin,
kalmodulin ve kalsiyum (Ca) gibi kofaktorler kullanilir. Bu reaksiyon molekiiler oksijen
gerektirir ve N-hidroksi arjinin sentezinde L-sitrulin ile NO olusur (25).

Mast hiicrelerinin NO {iretimini artirdigi bilinmektedir. Mast hiicre sayisindaki
artisin testikiiler dokuda ciddi patolojik degisikliklere neden oldugu gosterilmistir(28).
Mast hiicrelerinin degisik mediatdrlerin sentez ve saliniminda rol oynamaktadir (29). Insan
mast hiicre aktivitesi fibroblastlar1 ve kollajen sentezini tetikler. Bu nedenle mast hiicreleri
kronik iltihap ve fibrosiz olusumunda rol oynamaktadir. Infertil erkek bireylerin testisinde,
tubiil duvarlarinda fibrotik degisiklerin oldugu bildirilmistir. Cesitli calismalarda da infertil
erkek bireylerinin testisinde mast hiicre sayisinda belirgin artis oldugunu belirtmistir (28).

Varikosel, geng erkeklerde cok sik goriilen bir patolojidir. Ancak infertilite ile ilgisi
heniiz aciklanamamistir. En yeni teoriler, testikiiler geri akimin oksidatif stres yarattigi ve

gonada zarar verdigi yoniindedir. Yapilan calismalarda varikoseli olan hastalarda sperm
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konsantrasyon ve motilitesinin seminal plazmadaki NO seviyesi ile iligkili oldugu
bulunmustur (30,31). Varikoseli olan hastalarda seminal plazmadaki NO seviyesi
varikoseli olmayanlardan 2-25 kat daha fazla bulunmustur (5,32). Varikoseli olan
hastalarda Leydig hiicrelerinde de NOS aktivasyonunun artmis oldugu gosterilmistir (32).
Buna karsin bazi ¢aligmalarda NO seviyesinin 6zellikle varikosel ile iligkili oldugu fakat
infertilite ile bir ilgisinin olmadig ileri sirilmistir (33). Kisa ve arkadaslari,
suprafizyolojik NO diizeylerinin testis ve sperm fonksiyonu iizerinde olumsuz etkisi
oldugunu ve varikosel ile semen NO diizeyi arasinda bir iliski oldugunu gostermislerdir.
Bu c¢alismada deneysel olarak olusturulan varikoselin histopatolojik hasari heniiz
olusmadan NO oranmi artirdigi gozlenmistir. NO diizeyindeki artisin ve diger oksidan
ajanlarin testikiiler distrese bagli degisimlere yol actig1 ve bu degisimlerin histopatolojik
dejenerasyona neden oldugu ileri siirlilmiistiir. NO’in varikoselin patogenezisinde 6nemli

bir mediator rolii oldugu sonucuna varilmistir (6).
4.4.1. Nitrik Oksit Sentezlenmesi

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan sentezlenmektedir. NOS
enzimleri temel olarak, yapisal NOS (cNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS 2) olarak
iki gruba ayrilir. Yapisal NOS denmesinin nedeni bu tip NOS enzimlerinin hiicrede
normalde bulunuyor olmasi ve uyarana yanit vermesi i¢in yeni bir protein sentezine ihtiyag
duymamasidir. ctNOS da kendi i¢inde endotelyal NOS (eNOS NOS 3) ve ndronal NOS
(nNOS, NOS 1) olarak ikiye ayrilir (Tablo 3). nNOS sinir sisteminde mesajc1 fonksiyon
goriirken eNOS daha ¢ok damar endotelinde gevseme faktorii olarak fonksiyon
gostermektedir. ¢cNOS formlar Ca?*/kalmodulin bagimhidir. Alt birimlerinden biri
kalmodulin (CaM) olmasina ragmen, iNOS, cNOS formlarindan farkli olarak aktivitesi i¢in
kalsiyuma ihtiya¢ duymaz. Normal hiicre i¢i Ca®* derisimi, iNOS aktivitesi igin yeterlidir.
Enzimlerin dokulardaki dagilimi1 normal ve patolojik durumlarda degisebilmektedir. Her ii¢
NOS tipi de L-arjinin analoglari tarafindan inhibe edilebilmektedir (34).

NOS enzimleri birbirinin ayni iki alt birimden olusur ve ancak alt birimler bir araya
gelip dimer olusturduklarinda katalitik etki gosterirler. Aktivite gostermeleri tamamen ko-
enzime baglidir. Aktiviteleri ayrica CaM, Ca?/CaM, yag asitleri ve fosforilasyon-
defosforilasyon ile de kontrol edilebilmektedir (34).

27



Bu izoenzimler %60 aminoasit yapisindadir. NOS izoenzimleri iireme sisteminde oldugu
gibi bircok dokuda varolan NO biyosentezi i¢in gereklidir. NOS protein ve aktivitesi insan
ve siganlarin testis, epididim, prostat ve seminal vezikiillerinde tespit edilmistir (3). NOS
antikorlar1 ile yapilan deneysel ¢alismalarda farelerin spermatozoa ve kuyruklarinda
NOS’un varlig1 gésterilmistir. Insanlarda eNOS, nNOS ve iNOS kodlayan genler 7, 12 ve
17. kromozomlarda lokalizedir (35).

4.4.2. Nitrik Oksit izoformlar:

NO ile ilgili bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, bu molekiillerin erkek tireme
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ve o6zellikle de spermatogenezde Onemli bir rol
oynadiginin altin1 ¢izmektedir. Literatiirde 80’11 yillardan giiniimiize dek bu molekiiller ile
ilgili ¢aligmalarin devam ettigi ve sperm iiretimi ile baglantisinin ¢oziilmeye calisildigi
goriilmektedir.

Yapilan immunohistokimyasal caligmalar gostermektedir ki; eNOS ekspresyonu
testikiiler dokularin, seminal vezikiillerin, prostat ve epididimisin fonksiyonunda énemli
bir rol oynamaktadir. Ancak bugiine kadar obstriiktif olmayan azospermi olgularinda,
eNOS lokalizasyonuna bakilmadigim1 ifade eden Foghi ve arkadaslarinin 2011°de
yayinlanan caligmalarinda obstruktif ve obstruktif olmayan testis dokularindaki eNOS
lokalizasyonu karsilastirilmistir (36). Bu galismada obstruktif olmayan testis dokusu
orneklerinde daha giiclii eNOS boyanmasmin oldugu gosterilmistir. Bu da NO’nun
spermatogenezde Oonemli bir roliiniin oldugu, anormal ve immature germ hiicrelerindeki
tretiminden dolayr germ hiicrelerinin gelisiminde O6nemli oldugu sonucunu ortaya
cikarmaktadir (37). Ayrica plazma membran igerisinde olduk¢a 6nemli olan eNOS’un
kaveol fonksiyonu i¢inde 6nemli oldugunu gostermistir. Birgok hiicre tiiriinde ve belirli
endotelyal hiicrelerde (EC), adipositler ve fibroblastlarin plazma membranlarinda kaveoller
spesifiktir. Kalsiyum seviyesi diisiik oldugunda eNOS aktivitesi diiserek CaM baglayicisini
da onlemektedir. Bazal eNOS aktivitesini de azaltan kaveolin-1’dir. Son c¢alismalar
oksidatif stres sartlari altinda plazma membranindan eNOS’un gegisinin kaveolin-1
tarafindan diizenlendigini gostermistir. Ayrica eNOS; tirozin(Y), serin(S) ve trioninin(T)

tarafinda toplu fosforilasyonu ile diizenlenebilmektedir (38,1).
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Giilperi Oktem ve arkadaslarinin 2009 yilinda yayinlanan galismalarinda, obstruktif
sican testis biyopsi Orneklerinde iNOS ve eNOS’un immiin reaksiyonuna bakilmis ve
calismalarinda kantitatif immmiinohistokimya metodu tercih edilmistir. ipsi lateral damar
ligasyonu geg¢irmis hayvanlarda eNOS immun reaksiyonu daha yogun gézlenmistir. iNOS
ve eNOS immiinolokalizasyonundaki degisimlerin, hiicre hasar1 ile yakin iligkisinin
oldugu, germ hiicre dejenerasyonunun ipsi lateral damar ligasyonu sonrasi daha bariz
oldugu rapor edilmistir (39).

Zini ve arkadaslarinin yapmis olduklari c¢alismada eNOS’un insan testisindeki
lokalizasyonunun immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi ve NO’nun spermatogenez ve
sperm  maturasyonu iizerine etkisi rapor edilmistir (1). eNOS’un hem
immiinohistokimyasal olarak hem de western immunoblot teknigi ile insan testisinde,
epididimiste ve vas deferenste varliginin gosterildigi ¢alismada bu proteinin
spermatogenezin tiim safhalarinda Sertoli ve Leydig hiicrelerinde de bulundugu
kaydedilmistir. NOS’un Sertoli hiicrelerindeki islevi tam olarak anlasilamamis olmakla
birlikte Leydig hiicrelerinde androjen tretimini sagladigi ongoriilmektedir. NO’nun diisiik
konsantrasyonunun sperm motilitesini  diigiirdiigii ancak canliligmmi etkilemedigi
kaydedilmistir (40,32). Yiiksek konsantrasyonunun ise motiliteyi ve canliligi bozdugu
belirlenmigtir. Diisiik miktardaki NO’nun fizyolojik kosullarda sperm motilitesini inhibe
eden serbest radikalleri notralize ettigi diistiniilmektedir (27). eNOS’un, NO {iretiminden
sorumlu bir protein olarak testis dokusunda bulunmasi, NO’nun spermatogenez Ve
androjen tliretiminden sorumlu oldugunu gostermektedir (1).

Middendorff ve arkadaglarmin da NOS ve NO reseptorlerini immunohistokimyasal
olarak Leydig hiicrelerinin disinda peritubiiler lamina propriya, Sertoli hiicreleri ve kan
damart hiicrelerinde belirlemeleri, NO’nun bu yapilarda aktif bir rol oynadigini
gostermigtir. Peritubiiler lamina propriyadaki varligt NO’nun tubiillerin peristaltik
aktivitesine katildigini diisiindiirmektedir ve bu durum sperm transportu i¢in son derece
onemlidir. Bu ¢alisma ayrica NO’nun testikiiler damarlar araciligiyla oksijenin, besinlerin
ve hormonlarin aktariminda ve ayrica tubiillerin peristaltik hareketinde etkin oldugunu

ortaya koymaktadir (41).
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iNOS (Tip Il NOS)

eNOS (Tip I11 NOS)

nNOS (Tip | NOS)

Indiiklenebilir Yapisal Yapisal

Ca“*/CaM bagimsiz Ca”*/CaM bagiml Ca”*/CaM bagiml
Aktivitesi yiiksektir Aktivitesi diistiktiir Aktivitesi diistiktiir
Aktiviteleri Aktiviteleri Aktiviteleri

glukokortikoidler

tarafindan engellenebilir

glukokortikoidler

tarafindan engellenmez

glukokortikoidler

tarafindan engellenmez

Aktivitesi transkripsiyonla

belirlenir

Hiicrelerde normal sartlarda

da bulunmaktadir

Hiicrelerde normal sartlarda

da bulunmaktadir

Genellikle sitoplazmada

bulunur

Hiicre zarinda bulunur

Genellikle sitoplazmada

bulunur

Makrofajlar, nétrofiller,
fibroblastlar, mast hiicreleri,
hepatositler gibi pek ¢ok

hiicre tipinde sentezlenebilir

Mast hiicrelerinde,
plateletlerde, pankreasin
hiicrelerinde, damar diiz kas
hiicreleri ve endotelinde

bulunurlar

Sinir sistemi, adrenal bez,
nonadrenerjik-nonkolinerjik
noronlar ve astrositlerde

bulunurlar

LPS, IFN-[ |, TNF-a, TNF-

B ,IL-1, IL-2, lipoteikoik

asit ve pikolinik asit

tarafindan aktive edilebilir

Serotonin ve trombin

tarafindan aktive edilebilir

Ca”" iyonlari, Asetil kolin,
bradikinin, histamin,
PAF

l6kotrinler ve

tarafindan aktive edilebilir

7. kromozomdan transkribe

edilir

12.kromozomdan transkribe
edilir

17.kromozomdan transkribe
edilir

Tablo 3: Ug NOS izoformunun karsilastirilmasi (34).
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4.5. NO ve SIKLIK NUKLOTIDLER: Baglanti Dinamikleri ve

Spermatogenezisdeki Rolii

NO, NOS tarafindan sentezlenmektedir. U¢ farkli NOS formu vardir; endotelyal
(eNOS ), indiiklenebilir (iNOS), néronal (nNOS) bulunmaktadir (42,43). Testiste bulunan
NO ve NOS’un spermatogenez ile iliskili olarak hiicresel sinyallesme, inflamasyon, sperm
olgunlagmasi1 ve baglanti1 dinamikleri ile iligkili oldugu bilinmektedir (7). Son zamanlarda
varsayilan eNOS ve iNOS baglant1 dinamikleri ile diizenlenmektedir. Testis i¢inde bulunan
siki baglant1 (SB) ve aralikli baglanti (AB) bilesenleri de guanil siklaz/cGMP/ protein
kinaz sinyal yolag: ile regiile edilmektedir. Ayrica testis i¢indeki sitokin ve hormon
seviyeside NO/NOS tarafindan kontrol edilmektedir. NO, germ hiicrelerinin olusumunda
ve gelisiminde de biiyiikk rol oynamaktadir. Dolayli olarak erkek infertilitesinde ve
testikiiler patolojik sartlarda altinda NOS’lar rol oynamaktadir. (42)

Kan-testis bariyerini (KTB) olusturan Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar
(SB) ii¢ smiftan olusmustur. Bu membran proteinleri; okludinler, klaudin, ve tutundurucu
molekiiller (JAMs) olarak bilinmektedir. Buna karsilik, bu transmembran proteinler kan-
testis bariyerinde yapisal olarak farkli adaptorler ile iliskilendirilerek SB kompleksi
olustururlar. Ornegin, okludin, klaudin, ya da tutundurucu molekiiller, zonula okludinler
(ZO-1) ile etkileserek kompleks olusturmaktadir (8). SB baglantisinin diger baglantilara
gore en belirgin adaptdr 6rnegi de ZO-1¢dir (42). Ilging bir sekilde, son ¢alismalar TGFp3,
TNFa gibi biiyiime faktorleri, hem diger diizenleyiciler, cAMP ve NO/NOS, testiste sik1
baglantilarin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Diger yeni ¢aligmalar da NOS’un

gercekten de cok 6nemli bir gegirgenlik diizenleyici oldugunu gostermektedir (8).
4.5.1. NOS/NO ile Baglant1 Dinamikleri

Testis i¢indeki bazal kompartman ve adluminal kompartmanda germ hiicreleri
spermatogenezis sirasinda olgunlasarak farkliliklar yaratmaktadir. Testis igerisindeki kan-
testis bariyeri (KTB) ii¢ tane minimal baglanti bulundurur: Siki baglant1 (SB), aralikli
baglant1 (AB), tutundurucu baglant1 (TB)’lardir. Buna kars1 KTB*deki baglantilar dinamik
degisime baghdir.
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Birgok sinyal molekiiliine karst NOS/NO, seminifer epitelyumdaki baglantilarda
onemli regiilatorlerinden biridir. NOS/NO endotelde ve epiteldeki baglant1 dinamiklerinde
mevcuttur. Bu goriislerin altindaki ¢alismalar, testisin i¢ginde bulunan NOS/NO baglanti
stabilitesi, integral membran proteinler, adaptorler, hiicre iskeletleri ve regiilator
proteinlerin bolinmez oldugunu gostermektedir .

Kan testis bariyerini olusturan Sertoli hiicrelerinin sik1 baglantilari, seminifer epiteli
adluminal ve bazal kompartman olarak ikiye boélmektedir. Bazal kompartmanin altinda
bulunan lamina propriya hiicre bolgesi ve hiicre igermeyen bolgeden olusmustur. Hiicre
icermeyen bolgesi bazal membrandan olusur. Testiste bazal membrani kollajen tip 1V,
laminin, heparan siilfat, proteoglikan ve entaktinden olusan ekstraselliiler matriks
yapisindan olmustur. Hiicre bolgesi miyoid hiicrelerin tabakasindan olusur. Miyoid hiicre
tabakasinin altinda lenfatik endotel yer alir.

Sik1 baglanti-integral membran proteinlerinin 3 sinifi sirasiyla okludin, klaudin ve
tutundurucu molekiiller (JAM) testiste bulunur. Bu proteinler ZO-1, ZO-2, afadin, cingulin
ve membran ile iliskili guanilat kinaz (MAGI), aktin filament gibi adaptorler ile iligkilidir.
Diger regiilator proteinler NOS, p38 mitogen-aktive eden protein kinaz (MAPK), JNK
(SAPK), ILK, GSK ve p130 testiste tespit edilmistir. Bu regiilator proteinler in vitro veya
in vivo ¢alismalarina dayanarak Sertoli hiicresi siki baglanti bariyerinin agilmasini ve
baglanmasini diizenler.

Sertoli sik1 baglanti dinamiklerini diizenleyen 3 sinyal yolak bilinmektedir:

1- NO, ¢cGMP’yi sentezlemek i¢in sGC’yi stimiile eder. Bu durum siki baglanti
bozulmasma yol agar. cGMP okludindeki etkisi araciligiyla siki baglanti
dinamiklerini etkileyen PKG’yi aktive eder. Sertoli hiicresi siki baglant
bolgesindeki okludin seviyesini azaltarak siki baglant1 bariyerine yol agar.

2- TNF-a, okludin seviyesini etkileyen ILK/GSK/p130/JINK(SAPK ) sinyal yolagini
aktive eder. Ayrica TNF-a (TIMP)-1 metalloproteaz inhibatérii tiretimindeki
etkileri araciligiyla sik1 baglanti dinamiklerini diizenler.

3- Kan-testis bariyerindeki ZO-1 ve okludin seviyesinin etkileri araciligiyla Sertoli
hiicre sik1 baglantilarin1 bozmak i¢in TGFB3 MAP/ERK kinaz 2 (MEKK2) ve
p38 MAPK aktive eder (42) (Sekil 10).
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Sekil 10: Kan Testis Bariyerindeki periferal proteinler ile iliskili 3 siki baglanti (SB)-

integral proteinlerin molekiiler yapisi (42).

NO’nun hiicre konsantrasyonu 1uM’den yiiksek oldugunda, baskin olan NO ya da
superoksit radikaller, DNA deaminasyonu, oksidasyonu veya nitrasyonunu igeren etkilere
aracilik etmektedir. Bdylece NO’nun etkileri yiliksek konsantrasyonlarda c¢ogunlukla
oldiiriicti olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlardaki NO’nun dolayli etkilerinin aksine,
konsantrasyonu 1uM dan daha az olan NO, O, veya superoksid radikalleri ile dogrudan
etkilidir. Ornegin, NO, sGC ile siklik niikleotid kap1 kanallar1 ve cGMP-diizenleyici
fosfodiesteraz (PDE) protein kinaz G (PKG)‘yi aktive eden cGMP’yi sentezler (44,45)
(Sekil 11).
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Sekil 11: Sertoli hiicresinin siki baglanti dinamiklerinin diizenlenmesinde NO/NOS

aracilifiyla farkli sinyal yolaklarinin anlatimi (42).

4.5.2. NOS/NO ile Testis

Testisin i¢inde bir¢cok baglant1 proteinleri ve molekiillerin varligi bilinmektedir. NO,
kiiclik molekiiler boya sahip olmasi ve dogal diflizyonu nedeniyle oldukca hareket
halindedir. Testisteki NO’nun ana kaynagi makrofajlardan koken almaktadir. Bu
makrofajlar, mikrodamarlarin ve interstisyumdaki tubiiller aras1 bolgede yer alirlar. Leydig
hiicreleri de, NO’ya en hizli cevap veren hiicrelerden bir tanesidir. NO, seminifer tubiil
icindeki Sertoli hiicre aktivitesini ve germ hiicrelerini de etkilemektedir. Germ
hiicrelerinde eNOS, Leydig hiicrelerinde iNOS sentezlenmektedir. Oldukga az miktarda
Sertoli hiicrelerinde de nNOS iiretilmektedir. Biitiin bu NOS’lara bakarak testise spesifik
NOS cesitliliginde farklilik olarak tanimlanmistir ve TnNOS olarak adlandirilmaktadir.
Son calismalar gosteriyor ki, NO/NOS’un sinyal yolu, testis i¢cindeki NO/NOS etkisini
arttirmaktadir. Testis icindeki seminifer epitelde guanil siklaz(GC)/cGMP/protein kinaz
G(PKG) sinyal yolagin1 kulanmaktadir. iNOS ve eNOS testisteki SB’deki okludin
proteinleri ile baglantilidir (42).
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4.5.3. NOS/NO ve Spermatogenezis

Testisdeki NOS/NO ve hormon/sitokin/parakrin/otokrin sistemi:

Hormonlar ve sitokinler, immun sistemin diizenlenmesinden endokrin sistemin
modulasyonuna kadar c¢ok degisken fonksiyonlara sahiptir. Testisdeki mikrogevrede
baglica erkek cinsiyet hormonu olan testosteron, spermatogenezis asamasinda etkilidir.
Leydig hiicrelerinden sentezlenen testosteron, hipofiz bezi tarafindan salgilanan liitein
hormonu (LH) kontrolii altindadir. Sitokinler, ¢ogunlukla dolasimdaki 6zellikle immun
hiicrelerinden (6rnegin; makrofaj) kaynaklanir ve kan damarlart yoluyla testis iginde
yayilir. En 6nemlisi, testis i¢indeki NO iirlinlerinin biiyiik bir kism1 aktive olmus testikiiler
makrofajdan kaynaklanir. En biiyiik NO {iriinii, testikiiler makrofajlar tarafindan
etkinlestirilir ve bunlar yiiksek iINOS seviyelerine sahiptir. Diger taraftan NO, hormon ve
sitokinlerin testikiiler tirtinlerini diizenlemektedir. Bir NO donorii olan S-nitrozoglutatyona
Leydig hiicre kiiltiirlerinin maruz kalmasi, in vitroda testosteron iiretimini inhibe edebilir.
Diger ¢aligmalar aktive olmus makrofaj kaynakli NO Leydig hiicrelerindeki testosteron
tretimini  diismesiyle iligkilidir. Sonu¢ olarak NOS/NO ve hormon/sitokin seviyeleri

arasindaki iligki testisin fizyolojik fonksiyonlarinin devaminda énemlidir (42).

4.6. NOS/NO VE BAGLANTI DINAMIKLERININ FERTILiZASYONLA
TLISKiSI

Erkek infertilitesi insan liremesinde en cok ilgi odagi olmustur. Molekiiler seviyede
iireme i¢in, kadin ve erkege ait gametlerin basarili bir sekilde birlesmesi gerekmektedir. Bu
durum birgok faktére baglidir. Spermlerin kalitesi ve miktar1 {iremeyi direkt olarak
etkilemektedir. Apoptozis, testis i¢indeki germ hiicrelerinin kalitesini ve kantitafini
saglayan onemli islemlerden birisidir. Eger apoptozis kontrol edilmezse germ hiicrelerinin
sayist ve canlilifinin azalmasina neden olur. Boylece testiste yeterli sayida saglikli
spermatazoa iiretilemez ve sonucunda infertilite ka¢inilmazdir. Testisteki dengesiz NO
seviyeleri, NOS sentez bozukluguna neden olmaktadir. Testis i¢inde azalmig eNOS protein
seviyesi, azalmis olan idiyopatik azospermi hastalarinin yani sira obstruktif azospermi ya
da varikosel ve saglikli bireylerde gozlenmistir. NO konsantrasyonlarinin degisikligine

bagli olarak patolojiler goriilmesine karsin belli orandaki NO varhig saglikh
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spermatogenez i¢in gereklidir. NO, spermin rete testisten epididimise dogru tasinmasinda
da katkida bulunmaktadir. Kisaca NOS/NO testis patogenezinde birgok rol oynar ve
NOS/NO etkisinin olmasi, PKG sinyal yolagi ile regiile edilmektedir (42).

Ramya’nin 2011°’de yayinlanan calismasinda, infertil olgularda reaktif nitrojen
tiirlerinin sperm fonksiyonu iizerine etkisi rapor edilmistir. infertil erkeklerin semenleri
rutin sperm parametrelerine gore alt gruplara ayrilmistir. NO ve NOS bakilarak sperm
fonksiyonu iizerine olan etkilerinin ortaya koyulmasi amaclanmistir. Infertil erkeklerin
semen Orneklerindeki NO ve NOS aktivitesinin yiliksek oldugu goriilmiistiir. Semendeki
nitrik oksitin normospermik, astenospermik, lokositospermik, lokositoastenospermik ve
teratospermik olgularda sperm fonksiyonu ile ters orantili oldugu da belirtilmistir.
Oligospermik orneklerde ise NO’nun sperm fonksiyonu ile pozitif iligkili oldugu ortaya
koyulmustur. Bu durumun da yiliksek miktardaki NO’nun sitotoksik etkisinin olmasi ve
oligospermik erkeklerde diisiik ya da suboptimal seviyelerin bu olgular1 digerlerine gore

ayirdigini disstindiirmiistiir (14).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. HASTA GRUPLARI

Bu calismaya, infertilite merkezine bagvurmus, yaslar1i 25-55 arasinda degisen,
semen Orneginde hi¢ sperm bulunmayan azospermik hastalardan elde edilen TESE
ornekleri, sperm hiicresi bulunan (n=20) ve bulunmayan (n=20) seklinde iki gruba

ayrilarak dahil edildi.

5.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Klinige gelen hastalar, lokal anestezi altinda hastanin {istii operasyon sahasini
gdéremeyecegi sekilde steril ortiilerle ortiildii. Ortiiniin ortasinda bulunan 5 cm ¢apli bosluk
operasyon alani olarak belirlendi ve operasyon sahasi antiseptik solusyon ile temizlendi.
Ardindan konvansiyonel biyopsi ile TESE yontemine gecildi. Her testis i¢in tunika
albuginea’ya 3-7 odaktan 3-4 mm’lik insizyon yapildi. Testis dokusundan alinan 2-3 mm
boyutundaki materyaller diseksiyon makasi ile alindi ve yikama mediumu igeren petri
kutularina konuldu. Islem sonunda tunika genellikle ince eriyebilen bir siitiir ile kapatild:
Icinde yikama soliisyonu bulunan petri kabindaki testis dokusu insulin enjektdrlerinin
igneleri arasinda seminifer tubiiller sagilarak disseke edildi. Invert mikroskop altinda
(Olympus Eppendorff TransferMan NK2) sperm hiicrelerinin varhigina bakildi. Dokular

sperm varligina gore gruplanarak fiksatif icine alind1 ve doku takibine geg¢ildi.
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5.3. ISIK MIKROSKOBU PREPARASYONU

5.3.1. Histokimyasal Yontem

Morfolojik degerlendirme i¢in gruplardan alinan testis dokular1 %10’luk Bouin
fiksatifinde immersiyon fiksasyonundan sonra yiikselen alkol serilerinden (%70, %90,
%96, %100) gegirilerek dehidrate edildi, ksilol ile seffaflastirilarak, 60°C’lik etiivde
parafinde gece boyunca bekletildikten sonra oda 1sisinda parafin igine gomiilerek
bloklandi. Parafin bloklardan mikrotomda yaklasik 5 pm kalinliginda alinan kesitlere genel
morfolojik degerlendirme i¢in hematoksilen-eozin boyasi, Masson’un {iglii boyasi ve

toluidin mavisi boyas1 uygulandi.

5.3.1.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Lamlara alinmis kesitler deparafinizasyon igin 1 saat ksilolde tutuldu. Daha sonra
alcalan alkol serilerinden (%100,%96,%90,%70 alkol) 5’er dakika gecirilerek suya
indirildi, 5 dakika distile suda tutuldu. Lamlar Gill hematoksilende 7 dakika boyandi.
Boyama sonrasi 45 dakika akar su altinda tutularak mordanlama yapildi. Ardindan lamlar
eozinde 15 dakika tutulup distile sudan geg¢irildi. Yiikselen alkol serilerinden gegirilip
(%70, %96, %100) ksilole alind1 ve 10 dakika sonra entallanla lamlar kapatildi. Kapatma
isleminden sonra morfoloji degerlendendirilmesi i¢in 151k mikroskobunda (Olympus

DP72,Tokyo,Japon) X200, X400 biiylitmelerde incelendi ve fotograflandi.

5.3.1.2. Masson’un Uclii Boyamasi

Ksilol ile deparafinize edilen lamlar, algalan alkol serilerinden (%70, %96, %100
alkol) gegirilerek suya indirildi. Preparatlar 56°C’de Bouin soliisyonunda 15 dakika

bekletildi. Lamlar sale i¢inde bulunan 18-26°C sicakliginda olan musluk suyuna alindi.
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Akar musluk suyu altina aliman lamlar, sar1 renk gidene kadar bekletildi. Ardindan
Weigert’s demirli hematoksilende 5 dakika bekletildi. Akar musluk suyu altinda 5 dakika
tutuldu ve distile suda durulandi. Scarlet asit fuksinde 5 dakika bekletildi ve tekrar distile
suda durulandi. Lamlar fosfotungustik/fosfomolibdik asit soliisyonuna alindi1 5 dakika
bekletildi. Anilin mavisi solusyonunda 5 dakika bekletildi. %1’lik asetik asidde 2 dakika
tutuldu. Lamlar durulandi, alkol yoluyla (%70, %96, %100 alkol) dehidrate edildi, ksilenle
yikanip lamelle kapatildi. Hazirlanmis olan preparatlar, 151k mikroskobunda (Olympus
DP72,Tokyo,Japon) X400 biiylitmede incelendi ve fotograflandi.

5.3.1.3. Toluidin Mavi Boyamasi

Lamlara alinmis kesitler deparafinizasyon i¢in 1 saat ksilolde tutuldu. Daha sonra
algalan alkol serilerinden (%100,%96,%90,%70 alkol) gegirilerek suya indirildi, 5 dakika
distile suda tutuldu. Lamlar, toluidin mavisinde 20 dakika boyandi. Boyanma sonrasi
distile sudan gecirildi. %96’lik alkolde 10 dakika bekletilip, ksilole alind1 ve 30 dakika
sonra entallan ile kapatildi. Kapatma isleminden sonra mast hiicre sayimi ve morfoloji
degerlendirilmesi i¢in 151k mikroskobunda (Olympus DP72,Tokyo,Japon) X200, X400
bliylitmelerde incelendi ve fotograflandi. Mast hiicre sayimai i¢in 200 biiylitmede her kesitte

5 alan sayildi ve elde edilen degerler, istatiksel olarak degerlendirildi

5.3.2. Immiinohistokimyasal Yontem

Immiinohistokimyasal protokol igin bouin fiksatifine alnan doku &rnekleri, 5-6 saat
fiksatif icinde fikse edildikten sonra %1 lityum karbonat iceren %70 alkolde rengi
berraklagana kadar 3-4 banyo halinde bekletildi. Fiksatiften arindigina emin oldugumuz
dokular, daha sonra yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek
dehidrate edildi, ksilol ile seffaflastirildi, 60°C’lik etiivde parafinde gece boyunca
bekletildikten sonra oda 1sisinda parafin i¢ine gémiilerek bloklandi. Parafin bloklardan
mikrotomda pozitif sarjli lamlara alinan 4-5um kalinligindaki kesitlere NOS izoformlar1 ve

Z0O-1 immunohistokimya boyamas1 uygulandi.
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5.3.2.1. NO izoformlarinin (eNOS, iNOS, nNOS) immunohistokimya Boyanmasi

Kesitler, 45°C’deki etiivde bir gece, ertesi sabah 60°C’deki etiivde 1 saat
bekletildikten sonra parafinin uzaklastirilmasi i¢in 2 kez 10’ar dakika ksilolde tutuldu.
Kesitler %100, %90, %80 ve %70’lik alkollerde 5’er dakika tutulduktan sonra 5 dakika
distile suda bekletildi. Kesitler, dokudaki antijenik maskelenmeyi ortadan kaldirmak
amaciyla, sitrat tamponu (pH 6.0) (Sigma C-2488) i¢inde Decloacking chamber’da (Bicare
Medical DC2008) 110°C’de 40 dakika tutuldu ve 20 dakika oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi i¢in oda sicakliginda ve
nemli ortamda %3 hidrojen peroksit (H,0,)’de 15 dakika tutulduktan sonra, distile su ile
calkalanip PBS’ye (Fosfat Buffer Saline, pH:7.2-7.4, Merck 524650) alindi. Hidrofobik
kalem (Pappen, DAKO) ile kesitlerin ¢evresi ¢izildikten sonra oda sicaklifinda 5 dakika
Ultra V blok (Invitrogen Blocking Solution REF: 859043) uygulandi. Kesitler eNOS
(Thermo Scientific Lab Vision Tavsan Pab RB 9279-P) primer antikorda (1:50), iNOS
(Thermo Scientific Lab Vision Tavsan Pab RB 9242-P1) primer antikorunda (1:100) ve
nNOS (Nova Castro Fare Monoclonal NCL-NOS-1) antikorunda (1:25) 1 gece inkiibe
edildi. Antikorlar, Large Volume UltrAb Diluent (LabVision TA-125-UD) ile sulandirildi.
Kesitler PBS’de 3-4 kez 5’er dakika yikandiktan sonra 20 dakika oda sicakliginda
biyotinlenmis anti-polyvalent sekonder antikor (Invitrogen Broad Spectrum REF: 859043)
ile inkiibe edildi. Daha sonra, PBS ile yikandi ve peroksidaz enzimi ile isaretli streptavidin
(Invitrogen HRP-Streptavidin REF: 859043)’de oda sicakliginda 20 dakika tutuldu.
Renkli reaksiyon {riiniin  olusmasit i¢in 5 dakika 3,3’-Diaminobenzidine,
tetrahydrochloride, dihydrate (DAB) (Invitrogen, D22187) kromojen ile inkiibe edildikten
sonra distile su ile yikanarak, Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildi ve entellan
(Shandon REF: 999040) ile kapatildi. Dokudaki NOS reaksiyonunun dagilimi, 1g1k
mikroskobunda (Olympus Bx53, Japonya) X200’liik biiyiitmede incelendi ve fotograflandi.

NOS dagilimmin immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi, HSCORE
kullanilarak yapildi. eNOS, iNOS ve nNOS’un immiinohistokimyasal reaksiyonlari, her
grubun her bir bireyinde 5 farkli alan olacak sekilde X400 biiyiitmede degerlendirildi.
Degerlendirmeler, rastgele secilen 5 farkli alanda reaksiyon veren hiicrelerin yiizdesi
belirlenerek ve reaksiyon yogunlugu; 0 (reaksiyon yok), 1+ (kontrolden diisiikk zayif

reaksiyon), 2+ (belirgin) ve 3+ (siddetli) seklinde skorlanarak yapildi. Her bir dokuda bir
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HSCORE degeri hesaplandi. Deney gruplarinin dokularinda, reaksiyon veren hiicrelerin
yiizdesi (Pi) ile yogunlugu (i) belirlendi ve HSCORE=S.Pi (i+1) formiiliine uygulandu.

Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

5.3.2.2. ZO-1 immunohistokimya Boyamasi

Pozitif sarjli lamlara alinan kesitler parafinden uzaklastirilmak i¢in 5’er dakika 3 kez
ksilenden gecirildi. Daha sonra 10’ar dakika 2 kez %100°liikk alkolden gecirilerek suya
indirildi. Ardindan kesitler endojen peroksidaz aktivitesinin engellenmesi i¢in oda
sicakliginda %3 hidrojen peroksit (H20,)’de 20 dakika siire ile tutuldu. Once musluk
suyundan sonra distile su ile 3 defa ¢alkalandiktan sonra durulandi. Ardindan kesitler,
dokudaki antijenik maskelenmeyi ortadan kaldirmak amaciyla, 1/10 luk EDTA iginde
Decloacking chamber’da (Bicare Medical DC2008) (110°C) 20 dakika tutuldu ve 20
dakika oda sicakliginda sogumaya birakildi. Sonra musluk su ile ¢alkalanip ardindan distile
suyunda 3’er kez ¢alkalanip durulandi ve kesitler 5’er dakika 2 defa PBS’e (Fosfat Buffer
Saline, pH:7.2-7.4, Merck 524650) alindi. Hidrofobik kalem (Pappen, DAKO) ile
kesitlerin ¢evresi g¢izilerek oda sicakliginda 10 dakika protein blokaji (Ultra V blok
(Invitrogen Blocking Solution REF: 859043) uygulandi. Kesitler 1/100 oraninda Zonula
okludens-1(ZO-1) (Millipore Anti-ZO-1 Tavsan Polyclonal Antibody AB 2272) ile
+48°C*de bir gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin kesitler PBS’de 2 kez 5’er dakika
yikandi. Ardindan 10 dakika oda sicakliginda sekonder antikor ile inkiibasyondan sonra 10
dakika siire ile streptavidin peroksidaz (Invitrogen HRP-Streptavidin REF: 859043)
uygulandi. Tekrar kesitler PBS’de 2 kez 5’er dakika yikandi. Renkli reaksiyon iiriiniin
olusmasi i¢in 3-10 dakika AEC kromojen ile inkiibe edildi. Mayer hematoksilen ile zit
boyama yapildi ve gliserol ile kapatildi. Boyanmis kesitler, 151k mikroskobu (Olympus
DP72, Tokyo, Japon) altinda X400 ve X1000 biiyiitmelerde incelenip, fotograflandi.
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5.4. GECIRIMLI ELEKTRON MIiKROSKOBU (TEM)
PREPARASYONU

Testislerden alinan doku Ornekleri, %2,5’luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2)
glutaraldehit fiksatifi icerisinde +4 °C’de 4 saat fikse edildikten sonra tamponda yikand:
sonrasinda %]1’lik osmiyum tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapildi. Yikselen alkol
serilerinden (%70-5dk, %90-10 dk, %96-10 dk, %100-2x15 dk) gegirilerek dehidrate
edildi, ardindan dokular propilen oksitten gegirildi. Sonrasinda epon 812’ye gomiilerek 60
°C’deki etiivde polimerize edildi. Ultramikrotomda (Reichert, Supernova ultramicrotome)
alinan yar1 ince kesitler (1 um) toluidin mavisi ile boyandi. Yar1 ince kesitlerde yer tayini
yapildiktan sonra bakir gridler lizerine alinan yaklagik 60 nm kalinligindaki ince kesitler
uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlandi. Ince kesitler, JEOL 1200 SX TEM ile
X3000, X5000, X75000, X20000 biiyiitmelerde incelenip fotograflandi.

5.5. ISTATIKSEL DEGERLENDIRME

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi igin INSTAT Istatistiksel Paket Programi
(Instat GraphPad Software, San Diago, CA, Amerika) kullanildi. Sonuglar, ortalama =+
standart hata olarak gosterildi. Gruplarin dagilimlarinin normal dagilima uygunlugu test
edildikten sonra, deney gruplar1 tek yonlii varyans analizi uygulanarak, Tukey’in ¢oklu
karsilagtirma testi (Tukey’s Multiple Comparison Test) ve Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. ISIK MIKROSKOBU BULGULARI

Calismamizin sonucunda testis biyopsilerinden elde edilen doku o6rneklerinde
spermatozoa igeren Ve spermatozoa igermeyen gruplara ait 6rnekler 151k mikroskobunda

incelenerek aralarinda olusan farkliliklar gézlemlendi.
6.1.1. Histokimyasal Degerlendirme

Spermatozoa i¢eren gruba ait H-E ile boyanmis testis dokulari, 151k mikroskobunda
incelendiginde, seminifer tubiillerin bir¢ogunda bazal membraninin hiicrelerle iligskide
oldugu, tubiil duvarinda bulunan spermatogenezin farkli evrelerindeki hiicrelerin birbiriyle
etkilesimde oldugu goriildii. Tubiil duvarini olusturan spermatogenik seriye ait hiicrelerin
diziliminde diizensizlikler ile ozellikle spermatagonyumlarda hipertrofi ile birlikte
sitoplazmalarinda boyanmayan alanlarin  oldugu belirlendi (Resim 1). Ayrica,
spermatidlerin ve kondense nukleusa sahip olan primer spermatositin belirgin olarak
gozlenebildigi tespit edildi. Testis dokusunda bazi alanlarda, sadece Sertoli hiicrelerini
iceren seminifer tubiiller gozlemlendi. Bu tubiillerde, Sertoli hiicrelerin sitoplazmalarinda
eozinle boyanmamis seffaf alanlar goriildii. Bir¢cok seminifer tubiillerin liimeninde
spermatogenik seriye ait farkli evrelerde hiicre topluluklari ile hiicre kalintilarina rastlandi.
Masson’un tiiglii boyamasi yapilan kesitlerde seminifer tubiilleri gevreleyen interstisyel
alanda bag doku diizeninin bozuldugu, bazi alanlarda 6dem ve kanama alanlarinin oldugu
belirlendi (Resim 2).

Spermatozoa igermeyen gruba ait H-E ile boyanan testis dokusu, 1s1ik mikroskobunda
incelendiginde, seminifer tubiill yapisimin bozuldugu, sadece bazi tubiillerde
spermatogonyumlarin ~ goriildiigli, spermatogenezin diger evrelerindeki hiicrelerin
goriilmedigi belirlendi. Ayrica diizensiz yapiya sahip olan Sertoli hiicreleri oldugu tespit
edildi. Masson’un ii¢lii boyamasi yapilan kesitlerde birgok alanda, sadece ¢ok kalin bazal
membranin mevcut oldugu ve tubiil duvarinda tiim hiicrelerin kayboldugu hiyalinlesmis

seminifer tubiiller goriildi. Bunlarla birlikte, tubiil duvarindaki hiicrelerin interselliiler
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baglantilarin1 ve bazal membran ile olan baglantilarini kaybettigi dejenere olmus seminifer
tubiillerin oldugu belirlendi. Seminifer tubiilleri ¢cevreleyen interstisyel dokuda kalinlagma
ile bag doku diizeninin bozuldugu ve bazi alanlarda 6demin ve kanama alanlarinin oldugu
tespit edildi (Resim 3-4).

Spermatozoa icermeyen grubun testis dokulari 151k mikroskobunda incelendiginde,
spermatozoa igeren gruba gore seminifer tubiilleri ¢evreleyen interstisyel alanda mast
hiicre sayisinda artis goriildii. Buna bagli olarak tubiil duvarlarinda fibrotik degisiklikler
gozlendi (Resim5,6). 1ki gruba ait mast hiicre saymmlar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde spermatozoa icermeyen grupta (18,5+7,31) spermatazoa igeren gruba
oranla (9,66+5,64) mast hiicrelerinin anlamli olarak arttigi gézlendi (p<0.05)
(Grafikl).

-

Resim 1: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunda, seminifer tubiilde

spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid, Sertoli hiicresi(—>), miyoid hiicre (—p),
bag doku, bazal membran (P ) ve tubiil liimenindeki yapilar (O). Bar: 50 pm, Inset Bar:20
um,H-E boyama.
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Resim 2: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunda, seminifer tubiilde

spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, Sertoli hiicresi, spermatid,
bag doku, bazal membran (») ve tubiil limenindeki yapilar (O). Bar: 20um, Masson’un

ticlii boyamasi.
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Resim 3:Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokusunda, sertoli hiicresi (ws), Seminifer

tubiiller, interstisyel alan (<) bag doku ve bazal membran(® ) Bar: 50um,inset: 20 um,H-E
boyama.
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Resim 4: Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokusunda, seminifer tubiiller,

interstisyel alan, bag doku (4, kanama alanlar1 (*) ve bazal membran (»). Bar: 20 pm,

Masson’un ii¢lii boyamasi.
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Resim 5: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunun Toluidin mavisi boyamas: ile

histokimyasal gosterimi. Interstisyel alandaki mast hiicreleri (—). Bar: 50um, inset Bar: 20

pm.
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Resim 6: Spermatozoa icermeyen gruba ait testis dokusunun Toluidin mavisi boyamasi ile
histokimyasal gosterimi. Interstisyel alandaki ¢ok sayida mast hiicresi (—). Bar: 50 pm,
Inset Bar: 20 um.

MAST HUCRESI

20 * 18,5
18
16
14
12

MAST HUCRE SAYISI

ONO_»O

Sperm (-) Grup Sperm (+) Grup
Grafik 1: Spermatazoa igermeyen ve spermatazoa igeren gruplar arasinda yapilan

kiyaslama sonucunda aradaki fark anlamli bulundu (p<0.05).
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6.1.2. Immunohistokimyasal Degerlendirme

6.1.2.1. NO izoformlarmin (iNOS, eNOS, nNOS, ZO-1) Immunohistokimyasal

Degerlendirilmesi

eNOS Immunohistokimya Bulgular:

Testis biyopsilerinden elde edilen doku oOrneklerinde spermatozoa igeren gruba
(127.9+4.86) ait eNOS immun reaksiyonunun spermatozoa igermeyen gruba (105.+£4.6)
gore anlamli olarak fazla oldugu (p<0.001) belirlendi (Grafik 2). Reaksiyon ozellikle
seminifer tubiillerin ¢evresinde yer alan miyoid hiicrelerde, Sertoli hiicrelerinde ve primer
spermatositlerde gozlendi. Bunun yani sira, seminifer tubiil limenindeki spermatogenik
seriye ait hiicrelerde de eNOS reaksiyonunun oldugu belirlendi. Ayrica eNOS
reaksiyonunun, interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinde ve kan damarlarinda da
oldugu goriildii (Resim 6).

Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokularinda eNOS reaksiyonunun
spermatozoa igeren gruba gore az oldugu tespit edildi. eNOS reaksiyonu bag dokuda,
miyoid hiicrelerde ve Sertoli hiicrelerinde go6zlendi. Ayrica eNOS reaksiyonunun,
interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinde ve kan damarlarinda da oldugu goriildi

(Resim 7).
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Resim 6: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunda, seminifer tubiillerde primer

spermatositte (), Sertoli hiicresinde (—), miyoid hiicrelerinde (»), tubiil liimenindeki

hiicrelerde (O) ve Leydig hiicrelerinde ([1) eNOS reaksiyonu. Bar: 50 pm.
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Resim 7: Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokusunda, seminifer tubiillerde Sertoli
hiicrelerinde (»), miyoid hiicrede (»), kan damarinda (KD) ve Leydig hiicrelerinde (1)
eNOS reaksiyonu. Bar: 50 um

eNOS
150 *kx
B
2
© 100
Ll
nZ
Q so
D
X
Sperm (+) Grup _ Sperm (3 Grup

Grafik 2: Spermatozoa igeren gruba ait eNOS immun reaksiyonunun spermatozoa

icermeyen gruba gore anlamli olarak arttig1 gézlendi (p<0.001).
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iNOS immunohistokimya Bulgular:

Spermatozoa igeren gruba (228.7+6.67) ait INOS immun reaksiyonunun spermatozoa
icermeyen gruba (254.4 +8.50) gore az oldugu, spermatozoa igermeyen grupta ise
reaksiyonun anlamli olarak fazla oldugu belirlendi (p<0.05) (Grafik 3). Ayrica iNOS
reaksiyonunun, eNOS reaksiyonuna gore ¢ok daha fazla oldugu goriildi. Seminifer
tubiillerde, miyoid hiicrelerde, spermatogonyumlarda, primer spermatositlerde ve Sertoli
hiicrelerinde reaksiyon c¢ok belirgindi. Bunun yami sira, seminifer tubiil liimenindeki
spermatogenik seriye ait hiicrelerde, interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinde ve
bag dokusunda da iNOS reaksiyonunun oldugu belirlendi (Resim 8).

Spermatozoa igermeyen gruba ait iNOS immun reaksiyonunun eNOS reaksiyonuna gore
cok daha fazla oldugu goriildii. Seminifer tubiillerde yer alan tiim hiicrelerde 6zellikle Sertoli
hiicrelerinde reaksiyon ¢ok belirgindi. Bunun yami sira, seminifer tubiil limenindeki
spermatogenik hiicrelerde, interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinde ve bag dokusunda

da iNOS reaksiyonunun ¢ok yogun oldugu belirlendi (Resim 9).
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Resim 8: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunda, seminifer tubiillerde

spermatogonyumda (—), primer spermatositte (»), miyoid hiicrede (») ve tubiil
limenindeki yapilarda (O) iNOS reaksiyonu. Bar: 50 pm
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Resim 9: Spermatozoa i¢germeyen gruba ait testis dokusunda, seminifer tubiillerde Sertoli

hiicrelerinde (») ve Leydig hiicrelerinde ([]) iNOS reaksiyonu. Bar: 50 um

INOS

g

g

HSCORE (INOS)
2

Sperm {+)} Grup Sperm {-)} Grup

Grafik 3: Spermatozoa igermeyen gruba ait iNOS immun reaksiyonunun spermatozoa

iceren gruba gére anlamli olarak arttigi1 gézlendi (p<0.05).
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nNOS Immunohistokimya Bulgular:

Spermatozoa igeren gruba ait NNOS immun reaksiyonunun spermatozoa igermeyen
gruba ait nNOS reaksiyonuna benzer oldugu tespit edildi. nNOS immun reaksiyon
yogunlugu Spermatozoa igeren gruplar (92.50 £3.819) ile spermatozoa igermeyen gruplar
(87.5£5.29) arasinda anlamli bir fark bulunamadi (Grafik 4). nNOS reaksiyonunun,
interstisyel alanda yer alan bag doku hiicreleri ile Leydig hiicrelerinde oldugu gorildii.
Seminifer tubiillerde yer alan diger hiicrelerde nNOS reaksiyonuna rastlanmadi (Resim
10).

Spermatozoa i¢cermeyen gruba ait nNOS immun reaksiyonunun spermatozoa igeren
gruba benzer oldugu belirlendi. nNOS reaksiyonunun interstisyel alanda yer alan Leydig
hiicrelerinde oldugu goriildii. Seminifer tubiillerde yer alan diger hiicrelerde nNOS

reaksiyonuna rastlanmadi (Resim 11).

Resim 10: Spermatozoa iceren gruba ait testis dokusunda, interstisyel alanda Leydig
hiicrelerinde (1) nNOS reaksiyonu. Bar: 50 pm.
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Resim 11: Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokusunda, interstisyel alanda Leydig
hiicrelerinde ([1) nNOS reaksiyonu. Bar: 50 pm

nNOS

-
5

-
=
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HSCORE (nNOS)

Sperm (+) Grup Sperm (-) Grup
Grafik 4: Spermatozoa i¢ermeyen gruba ait nNOS immun reaksiyonunun spermatozoa

iceren gruba gore anlamli olarak bir farklilik gézlenmedi.
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6.1.2.2. ZO-1 immunohistokimya Degerlendirmesi

Testis biyopsilerinden elde edilen doku orneklerinde spermatozoa igeren gruba ait
Z0O-1 immunohistokimyasinda Sertoli hiicreleri arasinda normal ZO-1 reaksiyonu gozlendi
(12A,12B). Spermatozoa icermeyen gruba ait testis dokusunda bazi alanlarda, sadece
Sertoli hiicrelerini iceren seminifer tubiiller gozlemlendi ve bu grupta Sadece Sertoli Hiicre
Sendromu (SSHS) tespit edildi. Spermatozoa igermeyen gruba ait seminifer tubiillerin
bazal kompartmanin bir kisminda ve adluminal bolgeyi kaplayan yan yiizeyinde ZO-1
immun reaksiyonu goriildii (13A,13B).

Resim 12A: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunda Sertoli hiicreleri (S) arasinda

normal ZO-1 (—) reaksiyonu mevcuttur. Seminifer tubiillerin (ST) ¢ap1 normal olup ve
Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seriye ait hiicreler ile doselidir. Seminifer tubiiller bazal
membranla (BM) ¢evrili olup interstisyumda (IS) Leydig hiicreleri normal goriiniirler.
Biiytitme: X400.
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Resim 12B: Spermatozoa i¢eren gruba ait testis dokusunda Sertoli hiicreleri (S) arasinda

normal ZO-1 (—) reaksiyonu mevcuttur. Seminifer tubiillerin (ST) ¢ap1 normal olup ve
Sertoli hiicreleri ve spermatogenik seriye ait hiicreler ile doselidir. Seminifer tubiiller bazal
membranla (BM) cevrili olup interstisyumda (IS) Leydig hiicreleri normal goriiniirler.
Biuiyutme: X1000.
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Resim 13A: Spermatozoa i¢cermeyen gruba ait testis dokusunda tubiillerde SSHS tespit
edilmistir. Seminifer tubiillerin (ST) bazal kompartmanin bir kisminda ve adluminal
bélgeyi kaplayan yan yiizeyinde de ZO-1 (—) boyanmasi goriildii. interstisyum alam(IS),
Sertoli (S) Biiylitme: X400.
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Resim 13B: Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokusunda tubiillerde SSHS tespit

edilmistir. Seminifer tubiillerin (ST) bazal kompartmanin bir kisminda ve adluminal
bolgeyi kaplayan yan yiizeyinde de ZO-1 (—) boyanmasi goriildii. Bazal Membran(BM),
Interstisyum alani(IS), Sertoli (S) Biiyiitme: X1000.
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6.2. GECIRIMLI ELEKTRON MIiKROSKOBU (TEM) BULGULARI

Spermatozoa igeren grubun testis dokulari gecirimli elektron mikroskobunda (TEM)
incelendiginde, seminifer tubiilleri ¢evreleyen bazal membran ve bu membranin altinda
ince diizgiin kollajen fibril ag1 bulunmaktaydi. Bazal kompartmanda yer alan
spermatogoniya'nin bir seri hiicre bdoliinmesi sonucu olusan primer spermatosit ve
sitoplazmasinda ¢ok sayida biiyiik lipid inkliizyonlar1 gozlendi. Seminifer tubiil icerisinde
bulunan Sertoli hiicreleri arasinda siki baglantilar goriildii (Resim 14A,14B,14C).
Spermatozoa icermeyen gruba ait testis dokusunda ise peritubiiler duvarin artan kollajen
liflerinden dolay1 kalinlastig1 gozlendi. Bazal membranla ¢evrili olan tubiiler duvarinda
cogunlukla Sertoli hiicreleri gozlendi. Sertoli hiicrelerinin sitoplazamasinda vakuolize
olmus hiyalin maddeleri goriildii. Ayrica siki baglantilar, Sertoli hiicrelerinin tiim lateral

ylizeyi boyunca gozlendi. (Resim 15A,15B,15C)
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Resim 14A: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunun elektron mikroskobu

goriintlisii. Sik1 baglantilar ([J) Sertoli hiicreleri arasinda goriildii. Sertoli hiicreleri (S),
Sertoli hiicre c¢ekirdegi (N), Bazal Membran (BM), Lipid inkliizyonlar1 (*). Biiyiitme
X5000.
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Resim 14B: Spermatozoa igeren gruba ait testis dokusunun elektron mikroskobu

goriintlisti. Sik1 baglantilar ([J,—) Sertoli hiicreleri arasinda goriildii. Sertoli hiicreleri (S),

Sertoli hiicre ¢ekirdegi (N), Bazal Membran (BM) ve mitokondri(m). Biiylitme X75000.
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Resim 14C: Spermatozoa iceren gruba ait testis dokusunun elektron mikroskobu

goriintlisii. Sik1 baglantilar (—) Sertoli hiicreleri arasinda goriildii. Bazal Membran (BM).

Biiytitme X20000.

65



Resim 15A: Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokusunun elektron mikroskobu

goriintlisi. Siki baglantilar (—) adluminal bélmede goriildii. Sertoli hiicreleri (S), Sertoli

hiicre ¢ekirdegi (N). Biiyiitme X5000, Inset Biiyiitme: X3000.
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Resim 15B: Spermatozoa icermeyen gruba ait testis dokusunun elektron mikroskobu

goriintlisii.  Siki baglantilar (—) adluminal bolmede goriildii. Sertoli hiicreleri (S), Sertoli

hiicre ¢ekirdegi (N), Bazal Membran (BM). Biiyiitme X7500, Inset Biiyiitme: X5000.
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Resim 15C: Spermatozoa igermeyen gruba ait testis dokusunun elektron mikroskobu

gorlintlisti.  Siki baglantilar (—) adluminal bdlmede goriildii. Sertoli hiicreleri (S),

mitokondri (m). Biiylitme X20000.
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7. TARTISMA

Son 15-20 yildir gonadlar ve sperm fonksiyonlari {izerine yapilan ¢aligmalar, erkek
infertilitesinin  6nemini anlamamiza yol a¢mistir. Sperm fonksiyonlarindaki hasar
idiyopatik erkek infertilitesinin en sik nedenlerinden birisidir ve tedavisi zordur.
Giliniimiizde sperm fonksiyon bozuklugu ve infertilite arasindaki iligskinin aciklanabilmesi
icin yapilan ¢alismalar, serbest oksijen radikalleri lizerine odaklanmistir ve oksidatif stresin
erkek tireme fonksiyonu iizerine olan rolatif etkisi arastirilmistir. Bu bilgiler 1s18inda yola
cikarak, azospermi olusturan hasta gruplarinin testis dokularinda oksidatif stresle olan
iligkisini anlamamiz igin serbest radikallerden biri olan nitrik oksiti sentezleyen NOS
izoformlariin testis dokusundaki dagilimini ve buna bagli olarak roliinii anlayabilmek i¢in
bu calismay1 amacladik.

NO’nun fizyolojik sistemler icerisinde, c¢esitli onemli islevsel rolleri oldugu
bilinmektedir. Damar i¢inde NO, damar genislemesini indiikler, trombosit kiimelenmesini
inhibe eder, endotel hiicreleri, ndtrofil/platelet yapismasini engeller, diiz kas hiicrelerinin
cogalmasini ve yayilmasini inhibe eder, programlanmis hiicre 6liimiinii diizenler ve endotel
hiicresi bariyer fonksiyonunu korur. Isgalci mikroplara karst makrofajlar tarafindan
tiretilen NO, bir antimikrobiyal ajan olarak hareket eder oysa ki ndronlar tarafindan
dretilen nitrik oksit, bir nérotransmitter olarak hareket eder. Noronlar, kan damarlar1 ve
bagisiklik sisteminin hiicreleri tireme organlarinin ayrilmaz bir parcasidir ve nitrik oksit bu
sistemlerin gorevini yerine getirmede fonksiyonel bir role sahiptir. NO, iireme sistemi
biyolojisi ve fizyolojisi i¢in 6nemli bir diizenleyicidir. Son 10 yil i¢inde, NO, kadinda
oldugu gibi erkek iireme sisteminde de fonksiyonu belirleyici bir rol oynayan, birden fazla
islevi diizenleyen, hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda etkili ¢ok degerli bir
molekiil haline gelmistir (27).

Yapmis oldugumuz calismanin sonuglarina gore bag dokuda morfolojik olarak
bozukluklarin her iki grupta da goriilmesi, bu meydana gelen degisikliklerin testis
dokusunu fonksiyonel acidan da etkileyebilecegini dislindiirmektedir. Spermatozoa
icermeyen Orneklerde, seminifer tubiil yapisinin bozuldugu, dejenere tubiiller ile
hiyalinlesmis tubiillerin varlifi ve spermatogenezin farkli evrelerindeki hiicrelere
rastlanmamasi spermatogenez siirecinin gerceklesmedigini ispatlatmaktadir. Ayn1 zamanda

bu grubu olusturan drneklerde mast hiicre sayisinin artmasinin seminifer tubiil yapisindaki
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morfolojik degisiklikler ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Mast hiicreleri, normal insan
testisinde tespit edilebilmektedir. Infertil erkeklerin testisinde mast hiicre sayisinda artis
oldugunu gosteren calismalar (46,47,48) mast hiicre aktivitesinin fibroblastlar1 ve kollajen
sentezini tetikledigini, bu nedenle mast hiicre patogenezinin kronik iltihap ve fibrozis
olusumunda rol oynagini gostermistir.

NOS aktivitesinin  fizyolojik uygunluklarmmi  degerlendirmek i¢in, NOS
reaksiyonunun dagilimi ¢esitli testis hiicreleri tarafindan karakterize edilmistir. Bu
baglamda, cNOS aktivitesi Leydig hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve insan testis endotel
hiicrelerinde tespit edilmistir (49,1). Coziinlir guanil siklaz sGC ve ¢cGMP, seminifer
tubiillerin artik cisimlerinin sitoplazmasi igerisinde, bazi apikal yerlesmis spermatidlerde
ve Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunmustur (50). Testosteron, kalmodulin,
aspartat, glutamat ve Ca*%/kalmodulin bagimli protein kinaz II'nin NOSI1 ile birlikte
Leydig hiicrelerinde lokalize oldugu gosterilmistir. Bunun da &tesinde, NO sentezi ve
sitokinle indiiklenen iNOS anlatimi, Leydig hiicrelerinde (51) oldugu gibi kiiltiire edilmis
Sertoli hiicrelerinde de gosterilmistir (52). Bu sonuglar dogrultusunda, testis hiicrelerinin,
iyi gelismis NO-cGMP yolu ile spermatogenez ve steroidogenezis gibi testikiiler
fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugu ileri siiriilmiistiir.

Zini ve arkadaglar1 tarafindan spermatogenezin her asamasinda yer alan Sertoli
hiicrelerinde ve de Leydig hiicrelerinde eNOS anlatimi oldugu gosterilmistir. eNOS
aktivitesinin normal germ hiicrelerinde olmadigi, ancak bozulmus veya apoptotik
intraepitelyal germ hiicrelerinde oldugu rapor edilmistir. Ayrica eNOS’un, spermatogenez
ve germ hiicre dejenerasyonunda, erken ddokiilen spermatosit ve spermatidlerde roli
oldugunu ileri siirmiislerdir. ilging bir sekilde, Leydig hiicrelerindeki eNOS aktivitesinin,
bu hiicrelerdeki steroid konsantrasyonlarinin aktivitesini diizenledigini ve NO’in
otokrin/parakrin seklinde hareket ettigini ifade etmislerdir. Bununla birlikte testis i¢inde
NO’in, kan akimi, hiicre gecgirgenligi ve steroid sentezi ile tasimay1 diizenleyen fibroblastik
kasilma fonksiyonunu diizenledigi gosterilmistir (53,49). Son zamanlarda, testiste nNOS
bir testis-spesifik varyant (TnNOS) olarak belirlenmistir. Testiste otokrin-parakrin
faktorler, steroidi diizenleyici olarak bilindigi i¢in, bu siireci diizenleyen NO’in rolii yogun
bir arastirma konusu olmustur.

Bizim de calismamizin sonucuna gore; spermatozoa bulunan 6rneklerde, eNOS

reaksiyonunun spermatozoa bulunmayan gruba gore fazla olmasi ve spermatogenezin bu
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grupta gerceklesmesi, eNOS’un spermatogenezde Onemli bir roliiniin oldugunu
gostermektedir. NOS, testiste tiim hiicre tiplerinde bulundugundan NO/NOS varligi
spermatogenez icin gerekli oldugu gosterilmistir (51). Ayrica eNOS reaksiyonunun miyoid
hiicrelerde de goriilmesi, seminifer tubiillerin gevsemesi ve sperm iletiminde de eNOS’ un
etkili oldugunu gostermektedir. Chaki ve arkadaslart c¢alismalarinda, kriptorsidizm
hastalarinda artan ROS’un azalan testosteron hormon seviyesi ile iliskisi oldugunu,
Ishikawa ve arkadaslarim yaptigi kriptorsidizm fare modelinde ise asir1 eNOS
ekspresyonuna bagli artan NO’in germ hiicre apoptozisi ile bir baglantisinin oldugunu
ortaya koymuslardir (54,55). Bazi aragtirmacilar sigan testisinde ve insan semeninde
antioksidan kapasitesinin azalmasinin varikosel ile ilgili oldugunu ileri stirmiislerdir.
Varikoselin olusumunda oksidatif stres kaynakli peroksinitritin rolii oldugunu isaret
etmislerdir (56). Varikoselin temel patobiyolojisi hakkinda halen anlasilmamis olmasina
ragmen testikular oksidatif stresin bir faktorii oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizin bulgularina gore; iNOS reaksiyonu her iki grupta da eNOS
reaksiyonuna gore fazla olmakla birlikte gruplar karsilastirildiginda iNOS reaksiyonun
spermatozoa icermeyen Orneklerde arttigi belirlenmistir. Ayni grupta mast hiicre sayisi
incelendiginde spermatozoa iceren gruba gore artis oldugu saptanmustir. Infertil erkek
testisinde mast hiicreleri ve 1NOS ekspresyonu arasindaki iliskiyi dolayisiyla
spermatogenezisde bozukluklari incelemek i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir (28). Sezer ve
arkadaglar1 da caligmalarimin sonucunda, infertil erkeklerin testis biyopsisi bulgusunda
peritubiiler alanda kalinlasma oldugunu, mast hiicre artis1 ve spermatogenezde bozukluk
olmas1 1ile birlikte fibrozisinde gelistigini gostermislerdir. Sadece Sertoli hiicre
sendromunda oldugu gibi yiiksek iNOS boyanma ile arasindaki korelasyon anlamli olarak
iliskili bulunmustur (28).

Testislerde NO’un en o©nemli kaynagi ona en hizli yanit veren intertubiiler
bolmesinde yer alan Leydig hiicreleri ve mikrodamar g¢evresinde bulunan makrofajlardir.
Leydig hiicrelerinin metabolik faaliyetlerindeki degisiklikler, steroidogenez sirasinda
salinan testosteron ile diizenlenmektedir. Bunun disinda NO, seminifer tubiiller icinde
Sertoli ve germ hiicrelerinin aktivitesini de etkiler. nNOS erkek cinsiyet fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Fertilizasyonda yumurta aktivasyonunu,
seksiiel karakterlerin gelisimini ve testisteki Leydig hiicrelerinden testosteron

sentezlenmesini de etkilemektedir (57). Bizim de ¢aligmamizin bulgularma gore; nNOS

71



reaksiyonu spermatoza bulunan ve bulunmayan grupta benzer sekilde ancak sadece
interstisyel alanda yer alan hiicrelerde ve 6zellikle Leydig hiicrelerinde goriilmiistiir. Bu da
bize nNOS’ un 6zellikle steroidogenez siirecinde rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Testiste bulunan bircok protein ve molekiiller, baglanti biitlinliiglinden ve
fonksiyonunun diizenlenmesinden sorumludur. NO, kii¢lik molekiil yapisi ve yayilabilme
0zelligi nedeniyle bu fonksiyonlar1 yerine getirmek de son derece etkilidir. Son zamanlarda
eNOS ve iNOS’un okludin ile yapisal iligkili oldugu gosterilmistir. Ayni1 sekilde, eNOS ve
iINOS’un seminifer epitelin {i¢ yapisal iskelet elemani olan aktin, tubiilin ve vimentin ile
baglantisi gosterilmistir. Bu sonuglar, eNOS ve iNOS’un sik1 baglantilarinda gérev alan bir
yapitasi proteini oldugunu ifade etmektedir ve ayrica hiicre-hiicre arasinda yer alan aktin-
merkezli tutundurucu baglantilar ve dezmozom benzeri baglantilarin yapilanmasini,
seminifer epiteldeki baglantilarin yeniden diizenlenmesini saglamaktadir. eNOS,
immunohistokimyasal olarak seminifer tubiillerin lamina propriyasinda sGC ve sGMP ile
baglantili bulunmustur. Ayrica iNOS ve sGC seminifer epiteldeki Sertoli hiicrelerinde ayn1
alanda gosterilmistir. Bununla birlikte nNOS, Leydig hiicrelerinde cGMP ve sGC ile
baglantili izlenmistir. Bu sonuglar, NOS/sGC/cGMP’nin testis tarafindan spermatogenezi
diizenleyen sinyal yolagi oldugunu vurgulamaktadir (8).

Jingping ve arkadaslarinin SSHS’li hastalarda apoptotik isaretleyici olan heterojen
nuklear ribonukleoprotein (HnRNPL)’nin spermatogenezisde diizenleyici bir rolii
oldugunu gostermislerdir (58). Ayn1 zamanda elde ettikleri sonuglarda HnRNPL nin neden
oldugu apoptozisde iNOS’un sorumlu oldugunu ileri siirmiislerdir. eNOS apoptotik germ
hiicrede lokalizedir ve DNA fragmantasyonu geciren apoptotik germ hiicrelerin
dejenerasyonunda rol oynamaktadir. Buna ek olarak, iNOS germ hiicre apoptozunun
olumlu bir diizenleyicisidir. Cilinkii iNOS farelerin testisinde germ hiicre sayisinda
(0zellikle pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidler) oOnemli Olglide artis
gostermektedir. iINOS’un epitelyum germ hiicre sayisini koruyarak germ hiicre apoptozu
icin ¢ok 6nemli oldugu One siiriilmiistiir.(8) iINOS spermatogenez testisdeki germ hiicre
sayisinin sinirlandirtlmasinda biiyiik bir rol oynamaktadir. iNOS -/- olan farelerden alinan
testisler normal farelerin testisleri ile kiyaslandiginda ortalama agirliklar1 daha fazladir ve
germ hiicre apoptozisde bir azalma goriilmiistiir. iNOS spermatogenez siiresince meydana
gelen hizli degisikliklere araci olmaktadir (59). Elde ettigimiz bulgulara gore spermatozoa

icermeyen grupta iNOS reaksiyonunda spermatozoa igeren gruba gore daha fazla artis ve
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mikroskobi bulgularimizi degerlendirildigimizde germ hiicre sayisinda bir azalma tespit
edilmistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, Sertoli hiicre siki baglantilarin diizenlenmesinde
NO/NOS rollerinin oldugu bilinmektedir. NO, testisde kan-testis bariyeri, beyinde kan-
beyin bariyeri ve gozde kan-retina bariyerinde siki baglantt (SB) dinamiklerinin cok
onemli bir diizenleyicisidir. Siki baglantilarla NO arasindaki etkilesimi, cAMP ve
c¢GMP’nin farkli konsantrasyonlar1 iki yonlii etkilemektedir. Ornegin, cAMP anologlarinin
4-20 uM veya 100-500 uM konsantrasyonlarinda, Sertoli hiicreleri arasindaki SB yeniden
diizenlenebilmektedir ya da bozulabilmektedir. Ayrica yapilan caligmalarda testislerde
Sertoli hiicre siki baglanti dinamiklerinin diizenlenmesinde NOS/NO/sGC/cGMP/PKG
yolaginin kullanildig1 gosterilmektedir. Bu sonuglar 1s18inda bariyer gecirgenliginin
diizenlenmesinde, NO/NOS oraninin etkili oldugu sdylenebilmektedir. NOS ve NO
donorleri, inhibitorleri veya stimiilatorleri diizeyindeki degisiklikler, hiicreler arasinda yer
alan siki baglant1 bilesenlerinin, 6zellikle okludin, ZO-1 ve aktin aginin diizenlenmesini
etkilemektedir. Yapilan bir ¢alisma (60) NOS’un bir inhibitdrii olan ZnPP varliginin
sadece Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarinin diizenlenmesini degil ayn1 zamanda
Sertoli hiicrelerinden okludin iiretimini de uyardigini géstermektedir. Sonug olarak hiicre
baglant1 yapilarinda bulunan okludin, aktin ve vimentin gibi yapisal proteinler, NO ve
NOS’un hedef proteini olarak varsayilmaktadir (8). Bizim yaptigimiz calismada da
spermatozoa igeren grupta Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki baglanti yapilarmi gosteren
Z0O-1 proteini spermatozoa icermeyen gruba gore daha yogun olarak gozlenmistir. ZO-1
reaksiyonu, spermatozoa igeren grupta, Sertoli hiicreleri arasinda beklenen bdlgede
lokalize iken spermatozoa igermeyen grupta, Sertoli hiicrelerinin tiim yan ylizeyleri
boyunca izlenmistir. Bununla paralel olarak dokularin ultrastriiktiirel yapilarinin
incelenmesinde; spermatozoa igeren grupta, Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglanti
yapilari, adluminal ve bazal kompartman arasinda iken spermatozoa icermeyen grupta siki
baglantilar, Sertoli hiicrelerinin tiim yan duvar1 boyunca gosterilmistir. Bu sonuglar da bize
daha once yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak NO/NOS varliginin, hiicreler arasinda yer
alan baglanti dinamiklerinin fonksiyonunun diizenlenmesinde etkili bir rol oynadigini

diistindiirmektedir.
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8. SONUC

Calismamizda azospermi olgularindan TESE ile elde edilen testis dokulari sperm
bulunan (n: 20) ve bulunmayan (n: 20) olarak iki grubu ayrildi. Bu gruplarin morfolojisi
histokimyasal olarak ve NO yogunlugu, sik1 baglanti yapilari immunohistokimyasal olarak
degerlendirildi. Bununla baglantili olarak seminifer tubiiller ince yap1 diizeyinde incelendi.

Bulgularimiz dogrultusunda;

1- Spermatozoa icermeyen orneklerde spermatozoa igeren gruba goére seminifer tubiil
yapisinin bozuldugu, dejenere tubiiller ile hiyalinlesmis tubiillerin bulundugu goézlendi.
Ayrica seminifer tubiillere de spermatogenezin farkli evrelerindeki hiicrelere rastlanmadi.
Ayn1 grupta mast hiicre sayisinda artig gozlendi.

2- Spermatozoa bulunan 6rneklerde eNOS reaksiyonunun spermatozoa bulunmayan
gruba gore yiiksek oldugu, iNOS reaksiyonunun ise spermatozoa bulunan grupta daha
diisiik oldugu goriildii. nNOS reaksiyonlarinda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik goriilmedi.

3- Spermatozoa igermeyen grupta germ hiicre sayisinin azaldigini ve kan testis
bariyeri proteni olan ZO-1 reaksiyonu spermatozoa bulunan gruba gore daha az yogun
oldugu goriildii. Buna dayanarak elektron mikroskobi bulgular1 da ayni paralellikteydi.

Daha once yapilan ¢alismalar ve bizim degerlendirmelerimiz sonucunda NO, hiicre
ve damar gecirgenligi koordinasyonundan baglanti1 diizenlenmesine kadar degisen ¢esitli
fonksiyonlar1 olan,¢ok yonlii bir molekiildiir. NO, eNOS, iNOS ve nNOS gibi 3 izoform
tarafindan tiretilir. NOS/NO’nin testislerdeki siki baglantilarin baglant1 dinamiklerini farkl
bir sekilde diizenledigi tanimlanmigtir. Bununla beraber NOS/NO’nun 6nemi bu
dezmozom ve aralikli baglant1 gibi diger baglanti tiirlerinin diizenlenmesinde tam olarak
aciklanamamustir ve bir ¢cok calisma, ilgili mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak ve s6z konusu
proteinleri tanimlamak i¢in devam etmektedir. Bunun diginda NOS/NO, hormon ve
sitokinlerin seviyelerinin izlenmesi, dolayli olarak spermatogenez siirecinin kontrol
edilmesini saglamaktadir. Bununla beraber NOS/NO, germ hiicre gelisimi ve
farklilasmasinin diizenlenmesinde rol alir, kismen de germ hiicre apoptoz koordinasyonunu
saglar ve epiteldeki Sertoli hiicre/germ hiicreleri dogru oranini1 korumak, canlt ve verimli
sperm iretiminde etkinligini giivenceye alir. Bu nedenle NOS/NO erkek fertilitesini ve

patogenezini korumak i¢in 6nemlidir.
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