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1. OZET

Vazektomi, erkeklerde diinyada yayginlasarak uygulanan etkili, giivenilir ve kalici
bir aile planlamasi yontemi olup, vas deferensin devamliliginin kesilerek
engellenmesi ve spermatozoanin gegisinin durdurulmasi islemidir. Bu caligmanin
amaci ¢ift tarafli vazektomi uygulamasini takip eden 1. , 3. ve 6. aylarda sican
testisinde spermatogenik seriyi olusturan germ hiicrelerinin niteliksel ve niceliksel
Ozelliklerini ve Sertoli hiicreleri arasinda yer alan kan-testis bariyerinde rol oynayan
proteinlerden biri olan okludinin dagilimini gostermektir. Bu caligmada kontrol
grubu ve vazektomi grubu olarak iki deney grubu olusturulmustur. Her iki gruptaki
sicanlardan 1 ay, 3 ay ve 6 ay sonra testis dokular1 alinmistir. Testisler tartilmis ve
testis  Ornekler1  hazirlanmistir.  Genel  morfolojik  incelemeler  igin
Hematoksilin&Eosin boyasi, bag doku degisikliklerini gostermek ig¢in Masson
trikrom boyasi ve bazal membrandaki degisiklikleri géstermek icin periyodik asit
Schiff boyasi uygulanmistir. Ince yapisal degisiklikler elektron mikroskopi ile
incelenmistir. Okludin proteininin dagilimi immunohistokimya teknigiyle, protein
miktar1 da Western blot teknigi ile incelenmistir. Apoptotik hiicrelerin varligini
gostermek i¢in TUNEL metodu, DNA ploidi miktarindaki degisiklikleri gostermek
i¢in de akim sitometresi uygulanmistir. Vazektomiden sonra testis agirligi 1 ay grubu
hari¢ 3 ve 6 aylik gruplarda diisiis gosterirken, testis alan1 tiim gruplarda anlaml
olarak azalmistir. Vazektomiden 1 ay sonra bazi seminifer tiibiillerde vakuol
olusumlar1 gozlenirken 3 ve 6 ay sonra spermatogenik hiicre kaybina ilaveten
dejeneratif ve atrofik tiibiil olusumlari, bazal membran kalinlasmasi1 ve ara dokuda
fibrozis goriilmiistiir. Vazektomi sonrasi okludin proteininin dagilimi 3 ve 6 aylik
gruplarda daginik ve zayif boyanma gosterirken, protein miktarinin da ayni gruplarda
azaldig1 goriilmiistiir. Vazektomi sonrast zamana bagli olarak haploid, diploid ve
tetraploid hiicrelerde diisiis gozlenirken, apoptotik hiicre sayisinda ise artig
goriilmistiir. Elektron mikroskopik incelemeler vazektomi 1 ay grubunda hafif hasari
ortaya koyarken, 3 ve 6 ay sonra, bazi seminifer tiibiillerde spermatogenik serideki
hiicreler arasinda agilmalar ve ileri derecede hasar gozlenmistir. Sonug olarak,
vazektomi uygulamasi seminifer tiibiillerdeki spermatogenik hiicrelerde apoptozisi
artirmakta ve haploid, diploid ve tetraploid hiicre sayisinin azalmasina ve kan-testis

bariyerinde yer alan okludin dagiliminin degismesine neden olmaktadir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, morfoloji, okludin, testis, vazektomi



2. SUMMARY

The Assessment of the Differences in the Rat Testes After Vasectomy:
Morphology, Apoptosis and The Distribution of The Protein Occludin in Blood-
Testis Barrier

Vasectomy is applied widely all over the world among men for the purpose of safe and
permanent family planning method. The technique is simple as to cut vas deferens in order to
prevent the passage of spermatozoa. The purpose of this study is mainly to demonstrate the
fate and the morphology of the cells which constitute the spermatogenic line, at the same
time to put forward the distribution of occludin in the blood-testis barrier in vasectomized
rats at 1st, 3rd and 6th months. In this study, two experimental groups have been established
as control group and vasectomized group The rat testes tissues in the 1st, 3rd and 6th months
were collected following a double-sided vasectomy. Testicles were weighed and testis
samples were prepared. For general morphological examination we used Hematoksilin &
eosin, to demonstrate the changes in connective tissue we used Masson trichrome, and to
show the changes of basement membrane we applied periodic acid Schiff (PAS) stain.
Ultrastructural changes were examined by electron microscope. The distribution of occludin
protein was examined by the immunohistochemistry, the amount of protein was examined by
the Western blot technique. To show the presence of apoptotic cells we applied TUNEL
method, and for the changes in the amount of DNA ploidy flow cytometry was applied. The
weight of testes reduced in 3rd and 6th months whereas the the total cross-sectional area
reduced significantly in all groups after vasectomy. There were vacuolizations in the
seminifer tubules after the 1st month, but in the 3rd and 6th months besides the massive loss
of spermatogenetic cells the tubules showed bizarre atrophy. In the latter groups prominent
thickening of basal membrane and fibrosis in the interstitial area were the significant
features. The distribution of the protein occludin in the 3rd and 6th months was weak and
dispersed, meanwhile the amount of the protein was decreased. There was a reduction in the
haploid, diploid and tetraploid groups depending on time, besides the reduction in the
number of apoptotic cells. Electron microscopic examinations revealed that there were
minimal degeneration in the 1st month but as time went on the degeneration was devastating
with desquamation of all tubular cells and loss of blood-testis barrier. In conclusion,
application of vasectomy led to a serial of morphologic degenerations: apoptosis of
spermatogenic cells, reduction of haploid, diploid and tetraploid groups, changes of

distribution of occludin in blood-testis barrier.

Key Words: Apoptosis, morphology, occludin, testis, vasectomy



3. GIRIS VE AMAC

Vazektomi, erkeklerde diinyada yayginlasarak uygulanan en etkili, giivenilir ve
kalic1 bir aile planlamasi yontemidir (82). Tiim diinya 6lgegindeki vazektomilerin
sayis1, kadinlarda uygulanan tiip ligasyonundan epeyce az olmasina karsin her gecen
giin vazektomiye olan ilgi artmaktadir. Vazektomi tiip ligasyonundan daha ucuz,
daha kolay ve komplikasyonlari daha az bir yontem olmasima ragmen, erkeklerin
gontlli cerrahi sterilizasyonu kadinlara oranla daha az tercih ettikleri goriilmistiir.
Vazektomi uygulamasini kabul etmeyenlerin %43.6’s1 geri doniisiimsiiz olmasi,
%40.3’1 invaziv olmasi, %6.7’si bagka yontemleri kullanabilecek kiiltiir diizeyinde
olduklarint belirtmeleri ve %4.7’si prostat kanseri ile arasindaki iliskinin tam
aydinlatilmamis olmasini sebep gostermislerdir (5). Bunun yaninda vazektomi
uygulamasini giivenilir ve kalic1 bulduklar1 i¢in yaptiran kisilerin sayisi diinya
tizerinde her gegen giin artmaktadir. Bilim adamlar1 i¢in vazektomi uygulamasina

artan ilgi, vazektomi sonuglarini incelemeyi daha ¢ekici hale getirmistir.

Vazektomi sonrasi olusabilecek hasar1 incelemek i¢in yapilan hayvan
deneylerinde, vazektominin ardindan gegen zamanla dogru orantili olarak testikiiler
dejenerasyonlarin artti1 gozlenmistir. Bu konu ile ilgili insan ¢aligmalarinda belirgin
olarak dejenerasyon bulgular1 goriilmezken fertilitede diisiis olmasi dikkat ¢ekicidir
(8,72, 82, 83).

Sperm iiretimi vazektomi sonrasinda da kesintiye ugramadan devam eder. Fakat
vas deferens baglandigi i¢in {iiretilen spermatozoa yoluna devam edemez ve
epididimiste liimen i¢inde basinca neden olur. Bu basing nedeniyle vas deferensde ve
epididimiste yer yer sperm granulomalarina rastlanir. Tavsanda yapilan ¢aligmalarda
sperm granulomalaria rastlanmadig1 gézlenmistir. Insanda ise epididimisin kolayca
yirtilabilir olmasi, basincin ¢ok yiikselmesinin seminifer tiibiillere yansimasini
engelledigi diistinilmektedir (35, 47, 51, 75, 82). Vazektomi sonrasinda
spermatogenezin olumsuz etkilendigine dair bir¢ok ¢alisma vardir (3, 49, 56, 72, 83).

Yapilan hayvan ¢alismalarinda, vazektomiyi takip eden ilk aydan itibaren testis

histolojisinde dejeneratif degisiklikler baslamakta ve zamanla bu degisiklikler



artmaktadir. Bu degisikliklerden en az etkilenen hiicreler Sertoli hiicreleri olurken en
fazla etkilenenler ise spermatogenik seriye ait hiicreler olmaktadir. Seminifer
tiibiillerde ilk aylarda vakuoller ve yer yer spermatogenetik hiicre kayiplari
gbzlenmektedir. Ilerleyen aylarda hiicre kayiplarinda artis izlenmistir (58, 81).
Interstisyumda bulunan Leydig hiicreleri herhangi bir degisiklige maruz
kalmamiglardir. Vazektomi uygulamasini takiben interstisyumda belirgin fibrozis

goriilmiistiir (9, 58, 70, 72, 83).

Vazektomi, testis dokusunda germinal epiteldeki spermatogenik serideki
hiicrelerde, hiicre 6liimiinii anlamli bir sekilde artirarak haploid, diploid ve tetraploid
hiicre oranlarin1 diislis yoniinde etkilemektedir. Vazektomi sonrast zamana baglh
olarak en fazla haploid hiicrelerin apoptozis yoluyla azaldig1 goriilmiistiir. Vazektomi
sonrast zaman gegtikge hiicre 0liimii oranlarinin daha da arttig1 dikkati ¢ekmistir.
Yapilan caligmalarda vazektomi sonucu spermatogenezin olumsuz etkilendigi ve
spermatogenik serideki hiicrelerde hiicre 6liimlerinin arttig1 gosterilmistir (37, 44, 56,

68).

Tek tarafli ve cift tarafli vazektomi uygulamasindan sonra degisik zaman
dilimlerinde testiste meydana gelen degisiklikler histopatolojik acidan ve apoptozis
acisindan birgok calisma ile gosterilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda vazektomi
sonras1 kan-testis bariyerinde meydana gelen degisiklikler sinirlt sayida calisma ile
gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada tek tarafli vazal ve epididimal
ligasyon uygulamasindan sonra sigan testisinde okludin ve konneksin 43

proteinlerinin dagiliminda bozulma oldugu gosterilmistir (3).

Bu calismada ¢ift tarafli vazektomi uygulamasini takip eden 1., 3. ve 6. aylarda
sican testisinde spermatogenik seriyi olusturan germ hiicrelerinin niteliksel ve
niceliksel 6zelliklerini ve Sertoli hiicreleri arasinda yer alan kan-testis bariyerinde rol
oynayan proteinlerden biri olan okludinin dagilimin1 goéstermek amaglanmistir.
Vazektomi uygulanmasinin zamana bagl olarak testiste seminifer tiibiillerdeki ve ara
dokudaki hiicrelerin morfolojisine olan etkilerini 151k mikroskobik ve elektron
mikroskobik  tekniklerle, spermatogenik seriyi meydana getiren hiicre
popiilasyonundaki degisiklikleri akim sitometresi yontemiyle, spermatogenik

serideki hiicrelerin programli 6liimii TUNEL yontemiyle ve kan-testis bariyerindeki



okluidin proteininin dagilimi ise immunohistokimya ve Western blot teknikleri ile

gosterilecektir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Testis Histolojisi

Erkek treme sistemi, haploid erkek gametin devamli iiretimi, beslenmesi ve
gecici olarak depolanmasindan; erkek seks hormonlarinin sentezi ve sekresyonundan
sorumludur. Sistem, sperm lreten, sentezleyen ve androjenleri salgilayan
testislerden, disariya spermatozoa taginmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemini
olusturan epididimis, duktus deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek iiretrasinin bir
parcasindan, salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejekiile spermatozoaya besinler
saglayan aksesuar bezler, seminal vezikiil, prostat bezi, biilboiiretral bezlerden ve

erektil dokudan olusan giftlesme organi penisten meydana gelir (Sekil 1) (30, 63).

Testis, epididimis ve duktus deferensin baslangi¢ kismi tunika vajinalis denilen
mezotelyum doseli boslugu i¢ine alan deriyle kapli bir cep olan skrotal kese i¢inde
yer alir. Bu sekilde bir yerlesim testislerin normal spermatogenez icin gerekli viicut

1s181 olan 34 °C ila 35 °C arasinda olmalarini saglar.

Testisler, tunika albuginea adi verilen kalin bag dokusu kapsiilii ile sarilmistir.
Tunika albuginea testisin arka yliziinde kalinlasarak mediastinum testis ad1 verilen
yapiy1 olusturur. Buradan bezin igine giren fibréz uzantilar bezi testikiiler lobiiller
denilen yaklasik 250 adet piramidal bolmeye ayirir. Bu uzantilar tam degildir ve
bolmeler ¢cogunlukla birbiri ile iliski i¢indedir. Her bolmede gevsek bag dokusu ile
saril1 1-4 seminifer tiibiil bulunur. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari,
sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) igerir. Seminifer tiibiiller erkek
tireme hiicreleri olan spermatozoonlar: {iretir. Leydig hiicreleri ise testikiiler

androjenleri salgilar.

Testiste yaklagik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil
yaklasik 150-250 um ¢apinda ve 30-70 cm uzunluktadir. Bir testisteki tiibiillerin
toplam uzunlugu 250 metredir. Tiibiiller kivrimlidir ve baslangicta kor ugludur. Her
bir tiiblil sonlanirken lumeni daralir ve diiz tiibiiller ya da #ibiili rekti adiyla bilinen
kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin rete testis

denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar.



Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete testis, 10-20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismini baglamistir (Sekil 2) (30, 63).
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Sekil 1: Erkek genital sistemi (46).

Seminifer tiibiiller bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran
tunika propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik
olarak bulunan en icteki katman diiz kas Ozellikleri gosteren yassilagsmis myoid
hiicrelerden olusur. Epitel iki tip hiicreden meydana gelmektedir: Sertoli ya da destek

hiicreleri ile spermatogenik seriyi olusturan hiicreler.

Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ve tiibiil liimeni arasin1 dolduracak 4-
8 tabaka halinde diizenlenmistir. Bu hiicreler birka¢ boliinmeden sonra farklilagir ve

spermatozoonlart olustururlar. Bu erkek germ hiicrelerinin siirekli farklilagsma



siirecindeki ¢esitli evrelerde bulunabilirler. Baslangictan bitise kadar spermatogenez

olarak adlandirilan bu olay ti¢ faza ayrilabilir; spermatositogenez olarak adlandirilan

Spermatik kordon

@
' J\
\\33/ \ ) Kan damarlar
\ ve sinirler
Seminifer
tabdl
Epididimis basi

Duktuli eferentes

Duktus deferens

Rete testis ’ Lobiil
Tubuli rekti Septum
Tunika albuginea
Epididimis govdesi
Tunika vajinalis
Tunika vajinalisin
boslugu
Epididimis kuyrugu

Sekil 2. Testisin yapisi. Testise giren kan damarlar1 ve sinirler ile epididim ve seminifer tiibiller

goriilmektedir (46).

evrede spermatogonyumlarin  boliinmeleri  sonucunda olusan hiicrelerden
spermatositler meydana gelir. Spermatogonyumlarin ardi ardina iki bdliinmeleri
sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelir. Spermatositlerin ardi
ardina iki boliinme gegirerek kromozom sayilarinin ve DNA miktarinin esit olarak
her hiicrede yariya disiiriilmesi sonucu spermatidlerin olustugu evre mayoz adini
alir. Spermiyogenez ise spermatidlerin 6zenli bir hiicre farklilagma siireci gegirerek

spermatozoonlari olusturdugu sathadir (30).



Spermatogenez, spermatozoon lretim siirecidir. Siire¢ ilkel Onciil bir germ
hiicresi olan spermatogonyum ile baglar. Spermatogonyum, yaklasik 12 pm ¢apinda,
bazal laminanin hemen {istlinde yer alan kiigiikk bir hiicredir. Ergenlik ¢aginda
spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinme ile ¢ogalmaya baslar. Olusan yeni
hiicreler iki yoldan birini izlerler. A tipi spermatogonyumlar olarak adlandirilan kok
hiicreler olarak boliinmeyi stirdiirebilir ya da devam eden mitotik boliinmeler sonucu

farklilasarak B tipi spermatogonyumlar olustururlar (30).

Insanda morfolojik olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: koyu renkli
boyanan koyu tip A spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A
spermatogonyum Ve tip B spermatogonyum. Tip A spermatogonyum spermatogenik
serinin kok hiicreleridir. Tip B spermatogonyum ise primer spermatositlere

farklilagan onciil hiicrelerdir (Sekil 3).

Spermatogonyumlarin bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen
ayrilmaz ve sitoplazmik koprilerle birbirlerine baglh kalirlar. Hiicreler arasindaki
kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle
spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi
sebebiyle bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda
Oonemli bir rol oynarlar. Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve
sitoplazmik kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda

bir ayrilma olur.

Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siireg
yaklasik 64 giindiir. Bu siire¢ dalgalanmalar seklinde olusur, her seminifer tiibiilde
ayni anda gerceklesmez. Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli bir
sathasinin izlendigi seminifer tiibiillerin diizensiz goriinlimiinii  agiklar. Aym
zamanda neden seminifer tiibiillerin bazi1 bolgelerinde spermatozoonlarin bulundugu
halde diger bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da aciklamaktadir.
Seminifer epitelyum siklusu germinal epitelyumda belli bir hiicre evresinin ardisik
iki goriiniimii arasinda olusan matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. insanda

her bir siklus yaklasik 16+1 giin siirer ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter.



gec spermatid

erken spermatid

pakiten primer
spermatosit

siki baglanti
kompleksi

bazal lamina

Sertoli Tip A acik Miyoid hticreler

Tip Akoyu  hiicresi spermatogonyum Tip B acik
spermatogonyum

spermatogonyum

Sekil 3. Seminifer tiibiiliin bir pargasi. Seminifer epitel 2 tip hiicreden olusmustur: Spermatogenik seri

hiicreleri ve destek ya da Sertoli hiicreleri (21)

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis
piramidal hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal
uclar1 ise siklikla seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli
hiicresinin simirlart belirsiz olarak goriiliir, ¢linkii bunlarin spermatogenik seri
hiicrelerini ¢evreleyen cok sayida lateral uzantilar1 vardir. Elektron mikroskobu ile
yapilan c¢aligmalarda hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar
kaba endoplazmik retikulum, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri
ile lizozom igerdigi gosterilmistir. Siklikla {iggen bi¢ciminde olan uzamis ¢ekirdekte
cok sayida kivrilmalar, belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin goriiliir.
Seminifer tiibiillerde yan yana duran Sertoli hiicreleri  birbirlerine
spermatogonyumlar seviyesinde siki baglantilarla baglanmiglardir. Bu baglantilar
seminifer epiteli bazal ve adluminal kompartman olmak iizere iki bélmeye ayirir.
Spermatogonyumlar, i¢ine kanda bulunan materyallerin serbest¢e girebildigi bazal

kompartmanda yerlesirler. Spermatogenez sirasinda spermatogonyum serisi, bu
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baglantilardan bir yolunu bulup gecerek adluminal kompartmana c¢ikarlar. Burada
spermatogenezin daha ileri safhalari, kandan gelen {irlinlerden bir kan-testis bariyeri
ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile olusturulur.
Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki
derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin flagellar kuyruklar1 gelistikge
bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal uclarindan ¢ikan piskiiller seklindeki ¢ikintilar
halinde goriliirler. Sertoli hiicreleri “gap junction” denilen birlesmelerle de iliski

kurar ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir.
Sertoli hiicrelerinin en az dort 6nemli fonksiyonu vardir:

1. Gelismekte olan spermatozoonlarin  desteklenmesi, korunmasi ve

beslenmelerinin diizenlenmesi

2. Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik parcaciklar Sertoli hiicrelerindeki

lizozomlar tarafindan fagosite edilir ve sindirilir.

3. Sekresyon: Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital
kanallar yoniinde akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir siv1 salgilarlar.
Androjen baglayict protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan
FSH ve testosteron kontrolii altinda gergeklestirilir. Bu protein, seminifer
tiibiil icinde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlagsmasini
saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu Ostradiol haline ¢evirebilirler. Bu
hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini

onleyen inhibin ad1 verilen bir peptid salgilar.

4. Anti-Miillerian Hormon iiretimi: Bu hormon embriyonik gelisme sirasinda
erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir
glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan kdken alan

yapilarin gelismesini saglar.

Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda iireme periyodu siiresince
boliinmezler. Bunlar o6zellikle enfeksiyon, kotii beslenme, x-1gm1 1smnimi gibi
olumsuz kosullara karsi olduk¢a dayamiklidirlar ve bu zararh etkiler karsisinda

spermatogenik seri hiicrelerine gore c¢ok daha direnclidirler. Memelilerde
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spermatozonlarin saliimi muhtemelen hiicresel hareketlerin bir sonucudur. Bu
hareket Sertoli hiicresinin apeksinde bulunan mikrotiibiiller ve mikrofilamentler ile

saglanir.

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki interstisyel doku da bag dokusu, sinirler,
kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan
proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce gegmesine miisade ederler. Intertisyel
alandaki lenf damarlarinin olusturdugu yogun sebeke, bu organdan alinan interstisyel
stvi ile lenf sivisinin birlesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag dokusu ¢esitli
tipte hiicreler igerir. Bunlar arasinda fibroblast, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri,
mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin
hale gelir, bu yuvarlak ya da poligonal sekilli olan ve merkezi bir ¢ekirdegi ve kiigiik
lipid damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir.
Steroid salgilayan hiicre 6zelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin interstisyel ya da
Leydig hiicreleridir. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden
sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu iiretirler. Testosteron sentezi mitokondri
ve diiz endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre

organelleri arasi igbirligine bir 6rnek olusturur.

Leydig hiicrelerinin hem aktiviteleri hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara
baglhdir. Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon
maternal kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlar iireten bol miktardaki fetal
testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi embriyonik
farklilasmada erkek genital organlarmin gelismesi igin gereklidir. Embriyonik
interstisyel hiicreler hamileligin 18. haftasina kadar tamamen farklilasmis olarak
kalirlar; bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte gerilerler.
Daha sonra gebelik boyunca ve hipofizden sonra salman LH uyarimi altinda
testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 puberte 6ncesi déneme kadar
dinlenmede kalirlar (30, 63).
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4.1.1. Testisin Histofizyolojsi

Vuciit sicakliginm (37°C) altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regulasyonunda 1s1 ¢ok onemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35 °C’dir, bu birkag
mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus (pampiniform pleksus) her bir
testikiiler arterin etrafini sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir kars1
1s1 akim saglar. Diger faktorler; skrotumdaki terin buharlagmasi ile 1s1 kaybi ve
spermatik kordondaki kramester kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir

1s1da kalabilecegi inguinal kanallara ¢ekilmesidir.

Spermatogenez tlizerinde en Onemli etkiyi endokrin faktorler olusturur.
Spermatogenez, hipofizin folikiiler stimiilan (FSH) ve liiteinizan hormonlarinin (LH)
testikiiler hiicreler tizerindeki etkilerine baglidir. LH interstisyel hiicreler iizerine etki
ederek spermatogenik seri hiicrelerinin normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron
yapimini stimiile eder. FSH’nin ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz
yapimini stimiile ettigi ve sonugta cAMP’nin artigina yol agtigi ve ayni zamanda
ABP’nin sentez ve salgilanmasini sagladig: bilinmektedir. Bu protein testosteron ile
baglanir ve testosteronu seminifer tiibiillerin liimenine tasir. Spermatogenez

testosteron ile uyarilir, dstrojen ve progesteronlarla inhibe edilir.

Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan testikiiler sivi iginde
tasinirlar. Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan iretilir; bu sivi

steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP igerir (30).

4.1.2. Kan-Testis Bariyeri ve Siki Baglantilar

Spermatogonyumlarin farklilagmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina
yol agar. Seksiiel olgunlagmanin, immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir siire
sonra ortaya ¢ikmasi sebebiyle farklilasmakta olan sperm hiicreleri yabanci olarak
algilanabilir ve germ hiicrelerinin dliimiine sebep olabilecek bir immiin yanit1 tegvik
edebilirler. Kan-testis bariyeri, gelisen spermler ve immiin sistem arasinda
olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan kaldirir. Bu bariyer seminifer tiibtillere
immiinglobulinlerin ge¢mesini 6nler ve bu sayede serumlarinda ¢ok yiiksek diizeyde

sperm antikorlart bulunan hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu goriilmez.
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Sertoli hiicre bariyeri boylece seminifer epiteli bir otoimmiin reaksiyondan korumus

olur.

Kan ile seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi, sivi
icine kandan ¢ok az maddenin gegmesini agiklayan bir olgudur. Testikiiler kapilerler
pencereli tiptedirler ve biiyilk molekiillerin serbest olarak gegisine izin verirler.
Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar (tight junctions) bu bariyerden
sorumludurlar. Erkek germ hiicrelerinin kandan gelen zararli ajanlara karsi

korunmasinda énemli rol oynarlar (30).

Seminifer epitelyumdaki siki baglantilar, membrana en yakin konumdaki
lokalizasyonu ile diger sik1 baglantilardan farklidir. Sik1 baglantilar, bazal laminanin
yanindaki seminifer epitelyumun bazal komportmanindaki Sertoli hiicreleri arasinda
bulunur. Seminifer tiibiildeki siki baglantilar seminifer epitelin bazaline yakin
bulunan Sertoli hiicrelerinin sik1 baglantilariyla olusur. Bu siki1 baglantilar seminifer
epiteli bazal ve adluminal kompartman olarak iki boliime ayirir. Bazal boliimde
spermatogonyumlar ve ve preleptoten spermatositler bulunurken adluminal boliimde
diger germ hiicreleri bulunur (30). Testisdeki siki baglanti bolgesinde periferal
membran proteinler dizisi ve 3 farkli siki baglant1 integral membran proteinlerinden
olusur. Bunlar; zonula okludens ¢esitleri olan, zonula okludens-1 (ZO-1), zonula
okludens-2 (Z0O-2), okludin, klaudin gibi sik1 baglanti proteinleridir (Sekil 4). Siki
baglantilarin en yiizeyde olan1 zonula okludenstir. Aga benzer bir yap1 olusturacak
sekilde katlanma ve kivrilmalar gosterir. Kabarti ve oluklarin sayisi ve kaynasma
yerleri epitelyumun sivi aligverisi ile ¢ok yakindan ilgilidir. Siki baglantinin esas
fonksiyonu oldukga siki bir tutunma meydana getirmek boylece epitelyum hiicreleri
arasindan her iki yone dogru madde gegisini engellemektir. Bazi epitellerde
elektriksel potansiyeller epitelin molekiil transport yetenegini etkileyerek

molekiillerin epitelden gecisini diizenler (45).

Sik1  baglanti bariyerinde yer alan okludinin kan testis bariyerinin
regiilasyonunda ¢ok dnemli rolii vardir. Okludin ile direkt baglantis1 olan diger siki
baglant1 proteinleri arasinda bulunan baglantt komponentleri ZO-1 ve Z0O-2’dir (24).
Okludinin C-terminal bolgesi, bazolateral membranda Okludin’in hedefi olarak ZO-

1’e baglanir ve siki baglantida okludin lokalizasyonu i¢in ZO-1’in varlig1 gereklidir.
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Farede okludin Sertoli hiicrelerinin bazal boélgelerinde bulunur ve maturasyonla
yogunlugu artar. Sican Sertoli hiicrelerinde de benzer bulgular gdstermesine ragmen,
insan ve kobayda Sertoli hiicresinde okludinin bulunmadig bildirilmistir (55). Testis
sik1 baglantilarindaki okludin izoformlar: tiire 6zgilidiir. Testisde okludin Sertoli
hiicreleri aras1 baglanti bolgesinde bazal olarak cok kuvvetli immunreaktivite
gosterir. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda da yaygin bir immunreaktivite
goriilebilir. Okludinin analog patterni olan ZO-1 immnureaktivitesi Sertoli hiicreleri
arasi baglant1 bolgelerinde, sitoplazmasinda ve subseliiler alanda daha yogun olarak

goriilmektedir (21, 60, 73).

Siki Baglantilar [

Seminifer Tlbdl limeni

Okludin

Sertoli hlicresi Adluminal

bkompartman
SC SC

J L

" Sertol hicresi

| Bazal
kompartman

Bazal lamina

H Siki Baglantilar

Sekil 4. Sik1 baglantilarin seminifer epitelyumdaki yapilarin1 ve bunlarin adherens baglantilarini ve

dezmozomlardaki lokalizasyonunu gosteren diafragmatik ¢izimi (22).

4.2. Testis Embriyolojisi

Cinsiyetin farklanmasi, bazilari otozomal olan ¢ok sayida genin rol oynadigi
kompleks bir stirectir. Seksiiel diformizmin anahtar1 kisa kolunda SRY genini (Sex-

determinig region on Y) tasiyan Y kromozomudur. Embriyoda genetik ve krozomal
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cinsiyet spermin sahip oldugu X veya Y kromozomuna bagli olarak fertilizasyonda
belirlenir. Fertilizasyonda genetik ve kromozomal cinsiyet belli olmasina ragmen,
embriyonun erkek ve disi morfolojik karakteristikleri, embriyonik 7. haftaya kadar
gelisime baslamazlar. Genital sistem erken donemde her iki cinste de birbirine
benzer. Bu nedenle genital sistemin gelisiminin bagslangic periyodu “seksiiel
gelisimin farklanmamis periyodu” olarak adlandirilir. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in
Y kromozomuna ihtiya¢ vardir. Y kromozomu, farklanmamis gonadin medullasi
tizerinde testis belirleyici etkiye sahiptir. Bu kromozom tarafindan diizenlenen testis
belirleyici faktdr (TDF), testikiiler farklilasmayi saglamaktadir. Sonucta, seks
kromozom kompleksinin tipi fertilizasyonla saglanir, bu da farklanmamis gonadin

hangi yonde gelisecegini belirler.
Gonadlarin koken aldigr kaynaklar agagidadir.

e Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)
e Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hiicreleri

Embriyonun 5. haftasinda gonadal gelisimin ilk safhalar1 ortaya cikar.
Mezonefrozun medialinde, mezotelde bir kalinlasma ile baglar. Bu epitelin ve
altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik -
gonadal (genital) kabart1 - olusur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar - primer
seks kordonlar1 - altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede biiytirler.
Farklanmamis gonad simdi, dista yer alan bir medulladan olusmaktadir. Eger
embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi
overe diferansiye olur, medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini
icermekteyse, medulla testise farklanir, korteks bir takim kalintilar1 disinda geriler ve

dejenere olur.

Oldukca genis, yuvarlak primitif seks hiicreleri 4. hafta basinda vitellus kesesi
duvarinda allantoisin baslangi¢ yerine yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya
cikarlar. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda vitelliis kesesinin dorsal pargasi embriyo
igerisine dahil olur. Bu olurken, primordial germ hiicreleri, arka bagirsagin dorsal

mezenteri boyunca gonadal kabartilara gog ederler. Altinci haftada primordial germ
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hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerler ve primer seks kordonlarina dahil

olurlar (Sekil 5).

Y kromozomu tasiyan embriyolarda, genellikle testisler gelismektedir.
Testislerin gelisimi  koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile saglanir. Y
kromozomunun kisa kolu tzerindeki testis belirleyici faktorler i¢in SRY geni,
farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gérmektedir.
Testis belirleyici faktor (TDF), primer seks kordonlarmmi uyararak, onlarin
farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar
burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece rete testis olusur. Seks
kordonlarmin (semifer- testikiiler -kordonlarin) kalin bir fibréz kapsiil olan tunika
albuginea gelistikten sonra, ylizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Yogun tunika
albuginea gelisimi fetusta testikiiler gelisim i¢in oldukga karakteristiktir. Genisleyen
testis agamal1 olarak dejenere olan mezonefroz’dan ayrilir ve kendi mezenteri olan
mesorsiyum ile asili hale geger. Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tiibiili rekti

ve rete testise farklanirlar (Sekil 6).

Seminifer tiibiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan
mezensimden ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik
hormonlar olan testosteron ve andosteron salgilamaya baslarlar, bu hormonlar
mezonefrik duktuslarin ve disg genitallerin maskulin olarak farklanmasini indiiklerler.
Testosteron liretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder,
hormonun miktar1 8-12 haftalik periyod’da en yiiksek degerine ulasmistir.
Testosterona ilaveten fotal testisler glikoprotein bir hormon olan antimiillerian
hormon (AMH) veya Miillerian Inhibitér Faktér (MIF) adi verilen bir hormonu da
salgilamaktadir. Antimiillerian hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir,
hormonun salgilanmasi puberteye kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir.

AMH, paramezonefrik duktuslarin gelisimini baskilar.
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Sekil 5: Testis gelisiminin sematik gosterimi (59).
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Sekil 6: Testis gelisimi. Seminifer kordonlarm, seminifer tiibiillere, tiibiili rekti ve rete testise

farklanmasi (40).
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Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren

liimen gelisir. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur.

e Sertoli hiicreleri: Destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey
epitelinden gelisirler.
e Spermatogonia: Primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordial

germ hiicrelerinden farklanirlar.

Fotal testisde, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunlugu olusturur. Daha
sonraki gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuslar1 olusturan 15-20 adet
mezonefrik tiibiil ile devam eder. Bu duktuslar, duktus epididimisi olusturan

mezonefrik duktus ile baglanirlar (53, 64).
4.3. Vazektomi

Vazektomi, diinyada giderek daha siklikla kullanilan giivenilir, etkili ve kalici
bir aile planlamasi ydntemidir. Diinya Saghk Orgiitiinin (WHO) 1991 yilindaki
verilerine gore tiim diinyada vazektomi yaptiranlarin sayisi 50 milyon civarindadir.
Giliniimiize kadar bu saymin 100 milyonu asmis olacagl diisiiniilmektedir.
Amerika’da yilda ortalama 500000 civarinda, Ingiltere’de ortalama 40000 civarinda
vazektomi yapilmaktadir (12, 81, 82).

Vazektomi operasyonu lokal anestezi altinda uygulanan bir yontemdir. Bu
islemde vas deferensin devamlilig1 engellenerek spermatozoonlarin gegisine engel
olunur. Hasta genel olarak hastanede yatmak zorunda kalmadan islem biter. Bu
cerrahi iglem ile hastanin maksimum giivenlikte steriliteye ve en az operasyon

sonrast komplikasyona sahip olmasi hedeflenir.
Vazektomi islemi i¢in uygulanan cerrahi teknikler su sekildedir.

e No-scalpel teknigi (Insizyonsuz Vazektomi)
e Suture ligature

e Cerrahi Kklip (tutucu)
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e Is1veya elektro kateter

e Kimyasal tikama

e Vas deferens tikaci

e Vas deferens eksizyonu (kesip ¢ikarma)

e Acik uglu vas deferens

e Fasial miidahele

Bunlar arasinda diisiik maliyeti, is glicii kaybin1 azaltmasi, klasik vazektominin
komplikasyonlarin1 en aza indirmesi ve operasyon siiresini yari yariya azaltmasi
nedeniyle “no-scalpel” vazektomi (insizyonsuz vazektomi) tekni8i seckin bir
yontemdir (52). Genel olarak kullanilan tiim metotlarda vas deferensin
devamliliginin bozulmasi saglanir. Bu metodlar, vas deferensin bir kisminin kesilip
cikartilmasi ve uclarinin baglanmasi seklinde olabilecegi gibi, ilave olarak lazer veya
1s1 kullanilarak veya perkiitan vazektomide oldugu gibi vas deferens igine fenol-
siyanoakrilat verilerek kimyasal tikaniklik olusturulmasi seklinde uygulanabilir.
Genelde geri doniisiimsiiz olarak kabul edilen vazektomi teknigi bazi durumlarda
hastanin istegine bagl olarak geri dondiiriilebilir. Bunun i¢inde metot gelistirme

calismalari i¢inde, mekanik kapak kullanimi yogunluk kazanmustir (14, 24, 38, 39).

Vazektomi uygulamalari i¢cinde en sik uygulanan teknik, insizyonel baglama
teknigidir. Bu teknikte vas deferens ortaya cikarilir. Yaklasik 2-4 cm kesilir ve uglari
U seklinde geriye cevrilir. Bu sekilde kendi iizerinde baglanir (Sekil 7). Burada
onemli olan ¢ikarilan kismin uzunlugudur. Ciinkii bu islemden sonra rekanalizasyon
(vas deferensin ug uca gelerek kaynasmasi ve tekrar kanal olusturmasi) riski ortaya
cikabilir. Cikartilan parca kisa olursa rekanalizasyon riski artar fakat eger kisi
ilerideki hayatinda vazovazostomi isterse basarili bir geri doniisiim icin olanak
saglar. Sadece insizyonel baglama metodu kullanildiginda, bir siire sonra baglama
dikislerinden sonraki uglar nekroze olup dokiilebilir. Ardindan rekanalizasyon riski
artabilir. Eger rekanalizasyon riskini en aza indirmek istiyorsak bu uygulama

esnasinda 1s1 uygulamasi da yapmak gerekir (82).
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Vazektomi uygulamasinda hangi yontem kullanilirsa kullanilsin, dogum

kontroliindeki basar1 orant %97.2-99 arasinda degismektedir. Eger yapilan cerrahi

Sekil 7. a) Duktus deferensin kesilen uglarinin U seklinde geriye gotiiriilerek baglanmasi.
b) Duktus deferensin yan yana iki yerden baglanip aradaki par¢anin (2-4 cm) ¢ikarilmasi (82).
islemin etkin olup olmadigi goriilmek isteniyorsa islem sonrasi 4-6 hafta ara ile
ejakiilatta sperm aramasi yapilarak en az iki defa azospermi saptanmasi
gerekmektedir. Ug ay sonrasinda ejakiilatta hareketli sperme rastlaniyorsa cerrahi
islemin tekrarlanmasi uygundur. Eger az sayida hareketsiz sperme rastlanirsa her 3

ayda tekrarlanmasi gerekir.

Vazektominin erken donemde en sik goriilen komplikasyonu hematomdur. Diger
stk goriilen komplikasyon ise enfeksiyondur. Goriilebilecek komplikasyonlar
kangren, sifiliz ve endokardit seklinde siralanabilir. Goriilme siklig1 biraz da cerrahi
islemi uygulayan hekimin deneyimine bagli olarak degisir. Daha ge¢ donemde
goriilebilecek komplikasyon ¢esidi ise sperm graniilomasi olusumudur. Spermin vas
deferensin testikiiler ucundan disar1 ¢ikmasi, sahip oldugu giiclii antijenik 6zellik
nedeniyle yogun enflamatuar reaksiyon baslatmaktadir. Bunun sonucunda sperm
graniilomalar1 olusur. Vazovazostomi islemi sirasinda goriildiigii kadariyla, insanda
%10-30 oraninda sperm graniilomalar1 olusmaktadir. Gegen zamana bagli olarak
vazektomi yaptiran tiim erkeklerde goriilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu sperm
graniilomalar1 vazektomi ucunda, epididimiste ve rete testiste olusabilmektedir. Eger

vazektomi sonrasi sperm graniilomasi meydana gelirse seminifer tiibiil hasar1 en az
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diizeyde izlenmektedir. Nadir olarak graniillomaya bagli olarak agr1 yakinmasi
olabilmektedir. Eger boyle bir durum yasanirsa olusan graniilomalarin ¢ikartilmasi

gerekmektedir (7, 24, 34, 82).
Vazektominin uzun dénemdeki etkileri soyledir.

e Vasitis nodosa: Vazektomiden sonra siklikla goriilmekle birlikte agri

veya herhangi bir bozukluga neden olmaz.

e Testikiiler fonksiyonda bozulmalar: Insanda vazektomi sonrasi artan
liimen i¢i basincin seminifer tiibiillere iletilmedigi arastirmalarla
gosterilmistir. Vazektomiden 15 yil sonra yapilan bir ¢alismada, 151k
mikroskopik olarak normal bulgulara rastlanmasimna ragmen, elektron
mikroskopik diizeyde bazal laminada kalinlagma ve spermatogenezisin

durdugu bolgeler oldugu bulunmustur.
e Kronik testis veya epididimis agrisi

e Antisperm antikorlarinda yiikselme: Vazektomi kan-testis bariyerini
bozmakta ve yaklasik olarak %60-80 arasi kiside antisperm antikorlari
ylksek oranda goriilmektedir. Baz1 arastirmacilar antikor yiiksekliginin 2

yil sonra diistiigiinii savunmaktadirlar.

e Prostat kanseri: Cerrahi islemin {izerinden 20 yil ge¢mis insanlarda
yapilan ¢aligmalarda, prostat kanseri riskinde azda olsa artis saptanmustir.
Fakat bu durumun vazektomi yaptirmis insanlarin daha fazla olarak
iiroloji muayenesine gitmeleri sebebiyle bu sekilde ylikselme oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica yapilan kohort g¢alismalarinda vazektomi ile

prostat kanseri arasinda iligski olmadigi saptanmustir (17, 24, 74).

Vazektomili erkeklerin yaklasik %2-6’smin geriye ¢evirme islemi olan
vazovazostomi operasyonu talepleri olmaktadir. Cerrahi islemden Once kisiye
tirolojik muayene ve bunun yani sira semen analizi, serum antisperm antikoru, serum
FSH bakilmas: ile kisinin prognozu hakkinda bilgi edinilir. En az 2 yil gectikten
sonra % 63 civarinda gebelik olusma sans1 vardir (19, 24, 28, 76).
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4.4. Akim Sitometresi (Flow Cytometry)

Akim sitometresi, fluoresan renk veren maddelerle (fluorokromlarla) isaretli
stispansiyon halindeki hiicrelerin 151k kaynag: oniinden tek tek gegerken verdikleri
fluoresan yogunlugu &lgiimiine dayali bir analiz ydntemidir (36, 62). Ug ana
kullanim alan1 vardir. Bunlardan ilki, hiicre i¢i ve hiicre yiizeyinde bulunan antikor
olusturabilmis proteinlerin degerlendirilmesi yaninda belli bir ylizey antijen proteini
tastyan hiicre topluluklarinin spesifik antikorlarla digerlerinden ayirt edilmesidir.
Ikincisi fonksiyonel ¢alismalarda oksidatif burst, fagositoz, hiicre ici Ca ™ dl¢iimii

vs’dir. Ugiinciisii de hiicre siklus analizi ve DNA ploidi degerlendirmeleridir (62).

DNA miktarinin nicel oOlgiilmesinde propidyum iodid, ethidyum bromid,
mitramisin gibi fluorokrom boyalarin ¢ift sarmalli DNA’ya rastgele baglanmasi ile
elde edilen fluoresans yogunlugu hiicredeki DNA yogunluguyla dogru orantili
oldugundan, bilgisayar ekranina yansiyan degerler hiicrelerin siklus i¢indeki
dagilimim verir. GO/G1 deki hiicreler X miktar DNA’lar1 ile belli X miktar fluoresan
alirlarken teorik olarak G2+M fazindaki hiicreler 2X boyanir. Her iki zirve arasinda

yayilan hiicreler ise S fazin1 verir (29, 50).

Flow sitometri ile sayilan binlerce hiicrenin dagilimi bir histogram ile goriiliir.
Dagilim 6nceden tanimlanmis bir matematiksel fonksiyona oturtmaya c¢alisilarak
degerlendirilir. Hiicre sikliis analizlerinde incelenen sentez fazi (S) ve hiicre biiyiime

faz1 (S+ G2/M) proliferatif aktivitenin kantitatif olarak tanimlanmasinda kullanilir.

Flow sitometrik yontem taze dokulara veya fikse edilmis parafine gomiilii
dokulardan elde edilen kesitlere uygulanabilir. Giinlimiizde onkolojik bilimlerde

timor tipini ve evresini tanimlamada siklikla kullanilmaktadir (10).
4.5. TUNEL Metodu

Apoptozis, gereksiz ya da uyusmayan hiicreleri elimine eden programlanmis
hiicre 6liimii formudur. Oliim faktdrleri, yasam devamliligi, eksternal biiyiime gibi
aktif cevaplardan kokenlenen efektdr yolaklar veya ¢oklu sinyaller tarafindan kontrol

edilirler.
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Apoptozisin  tanimlanan karakteristigi  hiicresel morfolojinin tamamen
degismesidir. Elektron mikroskopik incelemelerde, hiicrenin biiziismesi, kromatin
marjinasyonu, membran kabarciklanmasi, niiklear kondensasyon ve sonra
segmentasyon ve apoptotik cisimlere boliinmesi ki bazen fagosite edilebilmesiyle
karakterizedir. Apoptoziste DNA fragmantasyonu, hiicresel morfolojideki
ultrastriikktiirel ~ degisikliklerle iliskilidir. Apoptozisde ortaya ¢ikan DNA
fragmantasyonunu gostermenin bir yolu da TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transpherase-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end labelling)

metodudur.

Apoptozis hasar indiikli hiicre 6liimii (nekroz)’nden farklidir. Apoptozisin

nekrotik hiicre 6liimiinden ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal farkliliklar: vardir.

Bu yontemle, DNA kiriklarinin serbest 3’0OH uclari modifiye niikleotidlerle
enzimatik olarak isaretlenir. DNA fragmantasyonundan kokenlenen bu yeni DNA
uclari, morfolojik olarak go6zlenebilen ¢ekirdeklerde ve apoptotik cisimciklerde
bulunurlar. Bu yontemle kromatin kondensasyonu olusmus ve DNA kiriklart bulunan
erken evre apoptozise 6zgiidiir. Daha sonra ¢ekirdekte major morfolojik degisiklikler

olusmaya baslar (6, 13).

TUNEL metodu, kimyasal olarak isaretlenmis ve isaretlenmemis niikleotidler
kullanilarak serbest 3’OH ugclarinin isaretlenmesi prensibine dayanir. Reaksiyon
tamponuna eklenmis olan niikleotidler, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
kullanilarak enzimatik olarak DNA’ya baglanmasi saglanir. TdT tek sarmalli ya da
¢ift sarmallt DNA’nin 3’OH uglarina serbest olarak eklenen niikleotid trifosfatazlari
katalizler. Serbest olarak bulunan niikleotidler digoksigenin-konjugat eklenmesiyle
bir oligomer olustururlar. Daha sonra digoksigenin ile konjuge olan niikleotidler
peroksidaz reaksiyonu verebilen anti-digoksigenin antikoru ile baglanmasi saglanir.
Boylece baglanmis peroksidaz antikoru, immunohistokimya ve immunositokimya
hassas goriiniim saglayan kromojenik substratlarla baglanmasi saglanir. Sonug olarak
apoptotik cisimciklerde ¢ok yiiksek oranda bulunan 3’OH uglarinin hassas ve

spesifik boyanmasi saglanir (Sekil 8) (67).
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Apoptosis sonucu
DNA fragmanlarinin ortaya ¢cikmasi

Digoksigenin-dNTP ile kuyruk olusmasi

ve 4 ¢

Antikor konjugatiyla baglanmasi

[R5

Kromojen ile boyanmasi

Sekil 8. TUNEL methodunun prensibinin sematik gosterimi (4).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Deney Hayvanlar

Calismanin yapilabilmesi i¢in Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (31.05.2006- 22.2006.mar).
Bu ¢alismada kullanilmak iizere Marmara Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuarindan alinan 350-500 gr agirliginda toplam 36 adet Wistar-albino 1rki
erkek sigan kullanilmistir. Hayvanlar uygun kafesler i¢inde, 12 saat 1sik-karanlik

ortamda, standart sigan yemi ile beslenmisler ve musluk suyu igmislerdir.
5.2. Deney Gruplari

Kontrol Grubu: (n=18) siganlara kontrol grubu olarak kullanilmak {izere, genel
anestezi altinda batinin acilip kapatilmasi seklinde sham operasyonu uygulanmistir.
Kontrol grubundaki hayvanlar vazektomi grubu ile birlikte 1 ay, 3 ay ve 6 ay sonra

sakrifiye edilerek testis dokulari incelenmistir.

Vazektomi Grubu: (n=18) siganlara bilateral vazektomi uygulanmistir. Her bir

grupta 6 adet hayvan olmak iizere 1 ay, 3 ay ve 6 ay sonra sakrifiye edilmistir.
5.3. Sicanlara Vazektomi Operasyonunun Yapilmasi

Siganlar1 derin anesteziye sokmak icin 0.15 ml Rompun (%2) ve 0.30 ml ketasol
(%10) intraperitoneal olarak uygulanmigtir. Sirt {stii yatar pozisyonda olan
hayvanlarin karin bolgesi % 70 alkol ile temizlenmistir. Yaklagik olarak penisin 2 cm
iist kismindan 2 cm uzunlugunda transvers kesi yapilmistir. Deri ve karin duvari
acilarak karm bosluguna ulasilmistir. Ilk 6nce bir taraftaki yag dokusu pensle tutulup
cekilmistir. Testis, vas deferens ve epididimis bu doku ile beraber gelmis ve disari
almmistir. Vas deferensin altina pens konulmustur. Pensin uglar1 arasinda kalan
kanalin her iki basina yaklasik 1 cm ara ile ipek iplik (5.0) ile diigim atilmistir.
Arada kalan kisim kesilerek ¢ikartilmistir. Ayni1 uygulama diger testis igin de
yapilmistir. Organlar karin igine yerlestirilerek karin duvart ve deri, katkiit (3.0) ile

dikilmistir (78). Islemin ardindan dikis atilan bolge antiseptik siv1 ile temizlenmistir.
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Olasi s1v1 kaybi i¢in sirt bolgesinden 10 ml serum fizyolojik verilmistir. Operasyonu
takip eden 2 giin yakin takipleri yapilmustir. Testis kontrolii giinliik yapilirken bir

hafta i¢inde testislerin skrotuma indigi gézlenmistir.
5.4. Isik mikroskopik Preparasyon ve Histolojik Skorlama

Tiim gruplardan alinan sag testisler 151k mikroskopik incelemeler igin
hazirlanmistir. Dokular Bouin fiksatifinde 24 saat fikse edilmistir. Distile suda
hazirlanmig % 1 lityum karbonat iceren soliisyonda sar1 renk gidene kadar
tutulduktan sonra yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gegirilerek
dehidrate edilmis, toluen ile seffaflastiriimis, 60°C’lik etiivde parafinde gece boyunca
bekletildikten sonra oda 1sisinda parafin i¢ine gomiilerek bloklanmistir. Parafin
bloklardan yaklagik 5 pm kalinliginda alinan her 5 kesitte biri toplam 5 kesit genel
morfolojik degerlendirme ve kantitatif analiz yapabilmek i¢in Hematoksilin-Eosin
(H&E) boyast ile boyanmustir. Bag dokusundaki degisiklikleri gostermek igin
Masson trikrom boyasiyla, bazal membrandaki degisiklikleri gostermek igin
periyodik asit Schiff (PAS) reaksiyonu ile boyanmislardir (16). H&E boyali
kesitlerden imaj programi (NIH Image Analysis) kullanilarak testis alani
Ol¢iilmiistiir. Her kesit saat yoniinde kaydirilarak rastgele segilen 5 benzer alandaki
seminifer tiibiillerde histolojik hasar skorlamasi x 200 biiylitmede Rex A. Hess

(1988)’in caligmasindan modifiye edilerek asagidaki gibi yapilmustir (41).

1) Normal: Normal spermatogenezis ve hiicreler arasi baglanti

2) Regresif: Seminifer tiibiillerin bir veya birden fazla bozukluk igermesi:
hiicreler aras1 baglanti normal olmakla birlikte gevsek hiicresel organizasyon,
hiicresel dejenerasyon (piknotik ¢ekirdek, graniiler eozinofilik sitoplazma,

karyolizis)

3) Dejeneratif: Diizensiz yerlesimli ve hiicreler arasi baglantis1 olamayan az

sayida germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri.

4) Atrofik: Sadece Sertoli hiicreleri, ya nadiren germ hiicreleri ve Sertoli
hiicreleri ya da az sayida hiicresel baglantilari olmayan germ hiicreleri ve

Sertoli hucreleri.
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5.5. Okludin Immunohistokimyasi

Deney  gruplarindan alinan  sol  testisler = immunohistokimya icin
%4 paraformaldehid igerisinde 72 saat fikse edilmislerdir. Pozitif sarjli lamlara
alman 5 pm kaliniginda parafin kesitler 1 gece boyunca 56 °C’lik etiivde bekletilmis,
deparafinize etmek amaciyla toluende 30 dakika tutulmus, saf alkol ve %96’lik
alkolde 15 dakika bekletildikten sonra distile suya alinmustir. Kesitler proteaz
(1mg/ml, Sigma) enziminde 10 dakika inkiibe edilmistir, PBS ile yikandiktan sonra
%3 hidrojen peroksitte 10 dakika, PBS’de yikama isleminden sonra bloklama
soliisyonunda (Scy Tek Ultra Tek HRP, anti-polivalent, UHP 125) 15 dakika
bekletilmistir. Tavsan anti-okludin (1:100, Zymed laborotories) primer antikorunda
6 saat +4 °C’de bekletilmistir. Kesitler 3 kere 5’er dakika PBS’de yikandiktan sonra
ke¢i anti tavsan sekonder antikorunda 25 dakika, PBS ile yikamadan sonra,
streptoavidin peroksidazda (Scy Tek Ultra Tek HRP, anti-polivalent, UHP 125) 25
dakika, PBS ile yikandiktan sonra, AEC kromojeninde (20 ul AEC kromojen + 1 mli
AEC substrat tamponu) (Scy Tek ACJ 125 AEC Chromogen/substrate Bulb Pack,
USA) 15 dakika beklemis, distile suda yikama isleminden sonra, Kesitler Keiser

gliserin jel (Merck) ile kapatilmistir.
5.6. TUNEL Yontemi

Pozitif sarjli lamlara aliman 4 pm kalinliginda Kesitler ksilen ile deparafinize
edilmis, inen alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edilmis ve PBS ile yikanmustir.
TUNEL metodu iiretici firmanin (Apoptag Plus Peroksidaz In situ apoptosis Kiti,
Chemicon International, S7101) verdigi kullanim kilavuzundaki yonteme gore
yapilmistir. Yapilan islemler asagidaki gibidir: Proteinaz K’da (20 pg/ml, Sigma) 15
dakika tutulmus, distile su ile yitkamadan sonra, kesitler PBS’de hazirlanmis %3’liik
hidrojen peroksitte 5 dakika birakilmis, PBS ile yikanmis, dengeleme tamponunda 30
dakika birakilmistir. Daha sonra tiim kesitler 37°C’lik etiivde terminal
deoksintikleotidil transferaz (TdT) enziminde 1 saat tutulduktan sonra, oda isisinda
yikama tamponunda 15 saniye ajite edildikten sonra 10 dakika inkiibe edilmis,
PBS’de 3 kere 1’er dakika yikamadan sonra, antidigoksigenin konjugatta 30 dakika
bekletilmis, PBS’de 2’ser dakikadan 4 kez yikanmustir. Kesitler boyama igin
peroksidaz substratinda 6 dakika bekletildikten sonra, 3 kez 1’er dakika distile suda
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yikanmig, sonra Mayer Hematoksilin ile boyanmis ve entellan ile kapatilmistir (4).
Boyal1 kesitler saat yoniinde kaydirilarak benzer 5 alanda x200 biiyiitmede TUNEL

pozitif hiicreler sayilmistir. Sayilan hiicreler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tiim 151k mikroskopik preparatlar Olympus BX51 fotomikroskop ile incelenerek

degerlendirilmis ve fotograflanmistir.
5.7. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu Preparasyonu

Sol testislerden alinan doku ornekleri %2,5 ‘luk 0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2)
glutaraldehit fiksatifi igerisinde 4°C’de 4 saat fiksasyonu yapilmis, tamponda
yikamadan sonra, %]1’lik osmiyum tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapilmistir.
Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) geg¢irilerek suyu alinmus,
propilen oksitten gegirilerek 60°C’deki etiivde epon 812’ye gdmiilmiistiir.
Ultramikrotomda (Reichert, Supernova ultramicrotome) alinan yar1 ince kesitler (1
um) toluidin mavisi boyasi ile boyanmustir. Yari ince kesitlerde yer tayini yapildiktan
sonra bakir gridler lizerine alinan yaklagik 60 nm kalinligindaki ince kesitler uranil
asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanmistir (11). ince kesitler, JEOL 1200 SX TEM

ile incelenmis ve fotograflanmustir.
5.8. Akim Sitometresi Yontemi

DNA ploidi miktarindaki degisiklikleri 6lgmek amaciyla, parafine gomiilii
dokulardan 40 pm kalinlikta alinan kesitler, toluen ile deparafinize ve inen alkol
serilerinden gegirilerek (%100, %96, %90, %70) rehidrate edilmislerdir. Proteinaz K,
PBS tampon icerisinde (1/10) 37°C’de 30 dakika bekletilen doku kesitleri PBS
tampon ile yikandiktan sonra filtre edilmis, PBS igerisinde 1500 rpm de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij tliplindeki tampon atildiktan sonra doku kesitleri
lizerine propidyum iodid soliisyonu konularak 15 dakika karanlikta +4°C’de DNA

metaryalinin boyanmasi saglanmistir. Ornekler FacScan cihaziyla incelenmistir.
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5.9. Western Blot Analizi

Testisten taze doku 6rnekleri alinarak -80°C de saklanmistir. Alinan dokulara
proteaz inhibitorii iceren Tris-HCI (pH 7.4) tamponu eklenerek doku ekstraktlari
hazirlanmistir. Protein miktarlar1 standart olarak sigir serum albuminin (BSA)
kullanildigi Lowry yontemi (43) ile belirlenmistir. %1.25 2-merkaptoetanol ilave
edilmis ornek tamponu ile karistirilan protein 6rnekleri kaynayan su icinde 5 dk
denature edilmistir. Ornekler ve protein standardi (MBI-Fermentas) mini-jel
elektroforez diizeneginde hazirlanan SDS-PAGE (% 5 yiikleme jeli, % 10'luk ayirma
jeli) jeline yiiklenerek elektroforez ¢ozeltisi i¢inde, 150 volt' ta yiiriitiilmistiir. 11x8
cm boyutlarinda filtre ve jelin biiyiikliigiine uygun olarak nitroseliiloz membran
kesilmistir. Elektroforezden sonra jeller c¢ikarilarak {ist jel kesilmistir. Jel ve
nitroseliiloz membran 15 dk, filtre kagitlart ve siingerler 5 dk aktarma tamponu
icinde bekletilmistir. Jel kasetindeki gri panelin (katot) iizerine sirasiyla siinger, 3
mm filtre kagidi, jel, nitroseliilloz membran, 3 mm filtre kagidi ve siinger konularak
kaset dikkatlice kapatilmigtir. Kaset aktarma tankina yerlestirilerek tank aktarma

tamponu ile doldurulmustur ve 25 volt'ta, 1.5 saat siiresince aktarma yapilmustir.

Aktarmanin gerceklesip gerceklesmedigini anlamak i¢in membranlar Ponso-S
boyama c¢ozeltisi ile boyanarak protein bantlar1 gozlendikten sonra Tris-Buffered
Saline Tween-20 (TBST) tamponu ile yikanarak, Western emdirimi analizine
gecilmistir. Ayrica jeller sirasiyla boyama ¢ozeltisi (Coomassie Mavisi) ve boya
cikarma ¢ozeltisi ile galkalayic iizerinde 45 dk oda sicakliginda ve %10 asetik asit
ile 1-1.5 saat, %5 asetik asitte gece boyu yikanarak da transferin ne kadar
gerceklestigi gozlenmistir. Ozgiin olmayan baglamay1 engellemek i¢in membranlar
%1 BSA ve %0.05 Tween 20 igeren TBST blok tamponunda gece boyu +4C°'de

inkiibe edilmistir.

Okludin protein miktarini saptamak i¢in proteinlerin aktarildigi nitroseliiloz
membran tavsan anti-okludin monoklonal antikor (1:250) ile 3 saat etkilestirilmistir.
Sonrasinda 3 kez 10'ar dakika TBST tamponuyla yikama yapilmigtir. Daha sonra
membran goriintiileme i¢in alkalen fosfataz anti-tavsan IgG ile 2 saat

etkilestirilmistir. Renklenme reaksiyonu oncesi 3 kez 10'ar dakika TBST tamponuyla
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yikama yapilmistir. Renklenme reaksiyonu Alkalen Fosfataz Kromojen (BCIP/NBT)

renk gelistirici tampon ile gergeklestirilmistir.

5.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Graph- Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) programi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel analizler igin ANOVA testi

kullanilmigtir. P<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1.Sican Agirhgi

Kontrol grubunda sigan agirligi 404 + 3 gr iken vazektomi 1 ay grubunda 385 +
4 gr, vazektomi 3 ay grubunda 418 + 3 gr, vazektomi 6 ay grubunda 453.5 + 4 gr’dur.
Kontrol grubu ile vazektomi gruplar kiyaslandiginda sican agirliginda anlamli bir

fark bulunmamustir (Tablo 1).

6.2.Testis Agirhg

Kontrol grubunda testis agirligr 1.72 + 0.02 gr iken vazektomi 1 ay grubunda
1.64+ 0.006 gr, vazektomi 3 ay grubunda 1.39 + 0.01 gr ve vazektomi 6 ay grubunda
1.19 + 0.02 gr’dir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda vazektomi 1 ay grubundaki
hayvanlarin testis agirliklarinda anlaml bir diislis gzlenmezken vazektomi 3 ay ve 6
ay gruplarinda kontrol grubuna gore testis agirliklarinda anlamli bir sekilde diistis

(p<0.001) gozlenmistir (Tablo 1) (Sekil 1).

6.3.Testis Alan1

Kontrol grubunda testis alan1 50.94 + 0.5 mm? iken vazektomi lay grubunda
44.61 + 1 mm?, vazektomi 3 ay grubunda 38.48 + 0.6 mm?, vazektomi 6 ay grubunda
28.62 mm*dir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda vazektomi 1 ay grubunda testis
alaninda anlamli bir sekilde azalma (p<0.05) goriilmiistiir, vazektomi 3 ve 6 ay
gruplarinda ise testis alanindaki azalma istatistiksel olarak (p<0.001) daha anlamlidir

(Tablo 1) (Sekil 2).
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Tablo 1. Kontrol grubu ile vazektomi gruplarinin sigan agirhgi, testis agirligi ve testis alani
bakimindan karsilastirilmasi. (*) p<0.05 kontrol grubu ile vazektomi 1 ay grubu kiyaslandiginda,
(***) p<0.001 kontrol grubu ile vazektomi 3 ve 6 ay gruplari kiyaslandiginda.

Kontrol arubu Vazektomi 1 ay Vazektomi 3 ay Vazektomi 6 ay
g grubu grubu grubu
Sican
agirliklar: 404 385 418 453
ort. (gr)
Testis
agirliklar: ort 1.72 1.64 1.39 (**%) 1.18 (***)
(gn)
Testis afam 50.94 44.61 (*) 38.48 (***) 28.62 (***)
—~ 2.001
1
D 1.751 _
— *%%
)(2 1.504 T Kk
— i —
A 1.25 e
D 1.004 m‘ o
< R
0.754 e
2] P
= 0.50- s
7)) e
w 0.254 e
[ Paa!
0.00 { T
1lay 3ay 6 ay
Vazektomi

Sekil 1: Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis testikiiler agirlik grafigi. (***) p<0.001 kontrol
(K) grubu ile vazektomi 3 ve 6 ay gruplar kiyaslandiginda.

__ 607
(aV]
E 50 = .
- S *kk
= 404 ey —_—
z fem
e Kok
- 30 [ ]
e
D 204 [EEEEEE
w 101 B
| S
O —tmape T
K 3ay 6 ay
Vazektomi

Sekil 2: Gruplar arasinda istatistiksel analiz yapilmis testikiiler alan grafigi. (*) p<0.05 Kontrol grubu
(K) ile vazektomi 1 ay grubu kiyaslandiginda, (***) p<0.001 kontrol grubu ile vazektomi 3 ve 6 ay
gruplari kiyaslandiginda.
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6.4. Morfolojik Bulgular

6.4.1. Kontrol grubu

Isik mikroskopik incelemelerde sham operasyonu uygulanan grupta normal
morfolojik yapi gozlenmistir. Seminifer tiibiillerde bulunan spermatogenik seriyi
olusturan, bazalden liimene dogru sirasi ile spermatogonyum, primer spermatosit,
sekonder spermatosit ve spermatidler gdézlenmistir. Seminifer tiibiillerin
cogunlugunda liimende spermatozoa gorlilmiistiir. Sertoli hiicreleri normal
goriinlimiindedir. Tibiillerin etrafinda diizglin goriiniimde interstisyel bag dokusu ve

bazal membran gozlenmistir (Resim 1).

6.4.2. Vazektomi grubu

Vazektomi uygulamasindan 1 ay sonra, bazi alanlarda dejeneratif seminifer
tiibiillerin yer aldigi gozlenmistir. Seminifer tiibilillerde spermatogenik hiicrelerin
bazilarinda vakuol goriilmiistir. Bir kisim tiibiillerde ise spermatogenik serideki
hiicrelerde kismi azalma dikkati c¢ekmistir. Hiicreler arasi alanlarda yer yer
genislemeler olmakla birlikte genel olarak tiibiil organizasyonunun diizgiin oldugu

goriilmiistiir (Resim 2).

Vazektomi uygulamasindan 3 ay sonra, dejeneratif tiibiillerin sayisinin arttigi
gbzlenirken atrofik tiibiillerin de bulundugu gozlenmistir. Seminifer tiibiillerde
spermatogenik serideki hiicrelerde bariz bir azalma dikkati ¢ekmistir. Cogu seminifer
tiibiiliin liimeninde dokiintli hiicrelere rastlanmigtir. Spermatogenik serideki hiicreler
arasinda vakuol olusumu ¢ogalmistir. Seminifer tiibiillerin kontiirlerinin bozuldugu
ve bazal membranda orta seviyede kalinlagsma ile interstisyel alanda bag doku artisi

gbzlenmistir (Resim 3).

Vazektomi uygulamasindan 6 ay sonra, yogun derecede seminifer tiibiil
dejenerasyonu gozlenmistir. Atrofik tiibiil sayisinda ciddi artis gézlenmistir. Atrofik
tiibiillerde spermatogenik serideki hiicreler neredeyse tamamen ortadan kalkmis
durumdadir. Seminifer tiibiil dejenerasyonu ile birlikte spermatogenik hiicrelerin
sayisinda da oldukca azalma goriilmiistiir. Interstisyel alanda bag doku artismin
yaninda seminifer tiibiillerin kontiirlerinin olduk¢a bozuldugu ve bazal membranda

ileri derecede kalinlagsma oldugu goriilmiistiir (Resim 4).
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Resim 1 A, B: Kontrol grubunda, germinal epiteldeki spermatogonyumlarin,
primer spermatositlerin, sekonder spermatositlerin, spermatidlerin, spermatozoanin,
Sertoli hiicrelerinin, Leydig hiicrelerinin ve seminifer tiibiil kontiirlerinin diizenli
yapist goriilmektedir (A). Seminifer tiibil duvar1 ve bazal membran normal
goriiniimdedir (B).

A: H&E boyasi, bar=100 um

B: PAS reaksiyonu, bar= 100 um
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Resim 1 C, D: Kontrol grubunda; seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel alanda
bag doku elemanlarinin dagilimi normal goriinimdedir (C). Spermatogenik seriye ait
spermatogonyumlarin, primer spermatositlerin, sekonder spermatositlerin,
spermatidlerin, spermatozoonlarin  ve Sertoli hiicrelerinin  diizenli yapisi
goriilmektedir (D).

C: Masson trikrom boyasi, bar=100 um

D: Toluidin mavisi boyasi, bar=20 pum

36






Resim 2 A, B: Vazektomi 1 ay grubunda; bazi seminifer tiibiillerde dejenerasyon
(d), spermatogenik hiicrelerde vakuol (P ) ve hiicreler arasi alanlarda ayrilmalar (—)
goriilmektedir  (A). Seminifer tiibiil duvarinda hafif kalinlasma (—)
goriilmektedir (B).

A: H&E boyasi, bar= 100 pm

B: PAS reaksiyonu, bar= 100 um
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Resim 2 C, D: Vazektomi 1 ay grubunda; dejeneratif (d) tiibiillere rastlanirken
tibiiller aras1 bolgede kismi fibrozis (*) goriilmektedir (C). Spermatogenik
hiicrelerde  vakuolizasyon (—) ve hiicreler arast alanda acilmalar (*)
goriilmektedir (D).

C: Masson trikrom boyasi, bar= 100 pm

D: Toluidin mavisi boyast, bar= 20 um
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Resim 3 A, B: Vazektomi 3 ay grubunda; dejeneratif (d) tiibiiller yaninda atrofik
(a) tiibiillerde goriilmektedir. Spermatogenik hiicrelerde vakuol (P) gozlenirken
interstisyel bolgede doku artis1 (*) goriilmektedir (A). PAS yapilmis kesitlerde
seminifer tiibiil duvarinda kalinlagmalar (—) goriilmektedir. Ayrica dejeneratif (d) ve
atrofik (a) tiibiillerde yer almaktadir (B).

A: H&E boyasi, bar= 100 um

B: PAS reaksiyonu, bar= 100 um
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Resim 3 C, D: Vazektomi 3 ay grubunda; dejeneratif (d) ve atrofik (a) tiibiillere
rastlanirken interstisyel alanda bag doku artis1 (*) gorilmektedir. Ayrica
spermatogenik serideki hiicrelerde vakuol (P ) gozlenmistir (C). Yari ince kesitlerde
spermatogenik hiicrelerde vakuolizasyon (—) ve hiicreler arasi alanda agilmalar (*)
goriilmektedir. Seminifer tiibiil limeninde spermatogenik hiicre dokiintiilerine (P)
rastlanmustir.

C: Masson trikrom boyasi, bar= 100 um

D: Toluidin mavisi boyasi, bar= 20 pm
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Resim 4 A, B: Vazektomi 6 ay grubunda; ¢ok sayida atrofik (a) tiibiile rastlanirken
liimende hiicre dokiintiileri (*) gézlenmistir. Spermatogenik hiicre dizilimi bozulmus
tiibiillere (—) rastlanmistir (A). PAS yapilmis kesitlerde seminifer tiibiil duvarinda
olduk¢a artmig kalinlasmalar (—), dejeneratif (d) ve atrofik (a) tiibiiller
goriilmektedir (B).

A: H&E boyasi, bar= 100 um

B: PAS reaksiyonu, bar= 100 um
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Resim 4 C, D: Vazektomi 6 ay grubunda; ¢ok sayida dejeneratif (d) ve atrofik (a)
tiibiiller ve interstisyel alanda bag doku oraninda artis (*) goriilmektedir (C). Yari
ince Kesitlerde spermatogenik hiicrelerde vakuolizasyon (—) ve hiicreler aras1 alanda
acilmalar (*) goriilmektedir. Seminifer tiibiil liimeninde spermatogenik hiicre
dokiintiilerine (») rastlanilmigtir (D).

C: Masson trikrom boyasi, bar= 100 um

D: Toluidin mavisi boyasi, bar= 20 pm
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6.5. Seminifer Tiibiil Hasar1 Histopatolojik Skorlama Bulgular:

Tiim deney gruplarindaki seminifer tiibiillerdeki histopatolojik degerlendirmeler
Sekil 3 de gosterilmistir. Buna gore kontrol grubunda normal seminifer tiibiil yapisi
gozlenirken vazektomi 1 ay grubunda regresif ve dejeneratif tiibiillerin sayisinin
arttigr gozlenmistir. Vazektomi 3 ay grubunda normal tiibiil sayisinda azalma
goriiliirken dejeneratif tiiblil sayisinda artis goriilmiistiir. Ayn1 zamanda atrofik
tiibiillerinde bulundugu goriilmistiir. Vazektomi 6 ay grubunda ise normal tiibiil
sayisinda oldukca diislis goriiliirken atrofik tiibiil sayisinda belirgin bir artis goze

carpmaktadir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda vazektomi uygulamasindan sonra 1, 3 ve 6 ay
gruplarinda normal tiibiil sayisinda (Sekil 3A) anlaml diisiis gozlenirken, regresif
(Sekil 3B), dejeneratif (Sekil 3C) ve atrofik (Sekil 3D) tiibiil sayisinda anlamli artig

gbzlenmistir.
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Sekil 3: Deney gruplarinda seminifer tiibiillerde histopatolojik skorlama grafigi. A) normal,
B) regresif, C) dejeneratif, D) atrofik tiibiil sayisinin gruplar arasindaki dagilimi. (*) p<0.05 Kontrol
(K) grubu ile vazektomi 6 ay grubu kiyaslandiginda, (***) p<0.001 kontrol grubu ile vazektomi 1, 3
ve 6 ay gruplar kiyaslandiginda.
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Sekil 3: Deney gruplarinda seminifer tiibiillerde histopatolojik skorlama grafigi. A) normal,
B) regresif, C) dejeneratif, D) atrofik tiibiil sayisinin gruplar arasindaki dagilimi. (*) p<0.05 Kontrol
(K) grubu ile vazektomi 6 ay grubu kiyaslandiginda, (***) p<0.001 kontrol grubu ile vazektomi 1, 3
ve 6 ay gruplar kiyaslandiginda.
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6.6. Okludin immunohistokimyasi Bulgular

6.6.1. Kontrol Grubu

Okludin immunohistokimyasin1 dogrulamak amaciyla primer antikoru cikarip
diger immunohistokimya teknigi ayni olacak sekilde yapilan negatif kontrollerde
herhangi bir boyanma gozlenmemistir (Resim 5A). Okludin immunohistokimyasi
yapilmis seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerinin interstisyel alana yakin olan
bazal kisimlarinda ve Sertoli hiicreleri arasinda kirmizi olarak boyanmis Okludin

immunoreaktivitesi goriilmiistiir (Resim 5B).

6.6.2. Vazektomi Grubu

Vazektomi uygulanmasindan 1 ay sonraki degisikliklere bakildiginda testiste
bazi seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerinin interstisyel dokuya yakin olan bazal

kisimlarinda okludin immunoreaktivitesine rastlanmistir (Resim 6).

Vazektomi uygulanmasindan 3 ay sonraki grupta hiicreler arast bolgede
goriilmesi gereken okludin immunreaktivitesi sayica azalmis spermatogenik
hiicrelerden dolay1 dagilmis bir sekilde goriilmiistiir. Sertoli hiicreleri arasinda yogun
bir sekilde gormeyi bekledigimiz okludin atrofiye ugramis seminifer tiibiillerden

dolay1 daginik ve zayif bir boyanma gostermistir (Resim 7).

Vazektomi uygulanmasindan 6 ay sonraki degisikliklere bakildiginda diger
gruplara gore oldukca zayif ve dagiik bir okludin immunreaktivitesi goriilmiistiir.
Ozellikle spermatogenik serideki hiicrelerin dokiilmesi nedeniyle geride kalan Sertoli

hiicreleri arasinda oldukca zayif ve daginik bir boyanma gozlenmistir (Resim 8).

Kontrol ve vazektomi uygulamasindan 1, 3 ve 6 ay sonra sirasiyla okludin

immunreaktivitesinde anlamli bir azalma gozlenmistir (Tablo 2).
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Resim 5 A, B: Kontrol grubunda, Okludin immunohistokimyast negatif
kontroliinde boyanma gézlenmemektedir (A). Sertoli hiicrelerinin interstisyel alana
yakin olan bazal kisimlarinda kirmiz1 olarak boyanmig Okludin immunreaktivitesi
(—) goriilmektedir (B).

A bar=50 um, B bar=50 um, kii¢iik resim; bar=20 um
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Resim 6 A, B: Vazektomi 1 ay grubunda, Sertoli hiicrelerinin interstisyel alana

yakin olan bazal kisimlarinda azalmis Okludin  immunreaktivitesi (—)

goriilmektedir.

A bar=50 um, B bar=20 um
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Resim 7 A, B: Vazektomi 3 ay grubunda, Atrofiye ugramus tiibiillerde zayif ve
dagilmis okludin immunreaktivitesi (—) goriilmektedir.

A: bar=50 pum, B: bar=20 um
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Resim 8 A, B: Vazektomi 6 ay grubunda; ileri derecede hasar gormiis tiibiillerde
oldukca zayif ve daginik Okludin immunreaktivitesi (—) goriilmektedir.

A bar=50 um, B bar=20 um
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Tablo 2: Kontrol grubu ile deney gruplarindaki seminifer tiibiillerde okludin

immunreaktivitesindeki boyanma derecesi.

Kontrol Vazektomi grubu
grubu
1ay 3ay 6 ay
Okludin +++ ++ + +-
immunreaktivitesi

+++: yogun, ++: orta derecede, +: az, +/-: ¢ok az, -: yok
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6.7. TUNEL Bulgulan

6.7.1. Kontrol grubu

Tiroid bezine ait kesit ile yapilan pozitif kontrolde TUNEL pozitif hiicrelerin
koyu kahverengi olarak boyandigi goriilmiistir (Resim 9A). Kontrol grubuna ait
testis dokusunda seminifer tiibiillerde bulunan hiicrelerde ¢ok az sayida TUNEL

pozitif isaretlenmis hiicrelere rastlanmistir (Resim 9B).

6.7.2. Vazektomi grubu

Vazektomi 1 ay grubunda, kontrol grubuna gére TUNEL pozitif isaretlenmis
hiicre sayisinda artis goriilmiistiir (Resim 10A). Vazektomi 3 ay grubunda TUNEL
pozitif hiicrelerin kontrole ve vazektomi 1 ay grubuna gore daha fazla artmis oldugu
goriilmistiir (Resim 10B). Vazektomi 6 ay grubunda ise pozitif isaretlenmenin diger

gruplara gore en fazla oldugu dikkati ¢gekmistir (Resim 10C).
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Resim 9 A, B: Tiroid bezine ait pozitif kontrolde TUNEL pozitif hiicreler (—)
goriilmektedir (A). Kontrol grubuna ait testis kesitinde ¢ok az sayida hiicrede
TUNEL pozitif isaretlenme (—) goriilmektedir (B).

A, B: TUNEL boyasi, bar=50 um
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Resim 10 A, B, C: Vazektomi 1 ay grubuna ait testis kesitinde TUNEL pozitif
isaretlenme (—) goriilen hiicrelerde artis goriilmektedir (A). Vazektomi 3 ay
grubunda TUNEL pozitif isaretlenme (—) gosteren hiicrelerde artis goriilmektedir
(B). Vazektomi 6 ay grubunda TUNEL pozitif hiicrelerde (—) artis
goriilmektedir (C).

A, B, C: TUNEL boyasi, bar=50 um
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6.8. TUNEL Pozitif Hiicrelerin Sayisal Analizi

TUNEL pozitif isaretlenmis hiicre sayisi1 kontrol grubunda ortalama 1.31 £ 0.09
iken vazektomi 1 ay grubunda 2.68 + 0.12 (p<0.01), vazektomi 3 ay grubunda 4.68 +
0.15 (p<0.001), vazektomi 6 ay grubunda 5.56 + 1.01 (p<0.001)’ dir. Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda tiim deney gruplarinda TUNEL pozitif hiicre sayisinin anlamli bir
sekilde arttig1 gozlenmistir. Vazektomi 1 ay grubu ile vazektomi 3 ve 6 ay gruplar
karsilagtirildiginda (p<0.001) TUNEL pozitif hiicre sayisindaki artis anlamlidir
(Sekil 4).

TUNEL POZITIF HUCRE SAYISI
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Sekil 4: Kontrol ve vazektomi gruplarinda TUNEL pozitif hiicre sayis1 grafigi. (**) p<0.01 kontrol
(K) grubu ile vazektomi 1 ay grubu kiyaslandiginda; (***) p<0.001 kontrol grubu ile vazektomi 3 ve 6
ay gruplar kiyaslandiginda; (+++) p<0.001 vazektomi 1 ay ile 3 ve 6 ay gruplar1 kiyaslandiginda
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6.9. Elektron Mikroskop Bulgular:

6.9.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunda diizenli morfolojide, normal kalinlikta bazal lamina {izerine
oturan Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlar goézlenmistir. Sertoli hiicreleri
arasinda diizenli morfolojide siki baglantilar bulunmaktadir. Spermatogenik

hiicrelerin bazalden lumene dogru organizasyonlar1 normal gézlenmistir (Resim 11).

6.9.2. Vazektomi Grubu

Vazektomi uygulamasindan bir ay sonraki grupta bazal lamina iizerinde bulunan
bircok alanda diizenli morfolojide spermatogonyumlara, Sertoli hiicrelerine ve siki
baglantilara rastlanmistir. Bazi tiibiillerin bazal boliimlerinde hiicre iginde ve siki
baglantilarin etrafindaki sitoplazmik alanlarda vakuol olusumlarina ve hiicreler arasi
alanlarda lokal ac¢ilmalara rastlanmistir. Birgok tiibiilde bazal lamina diizgiin

morfolojide iken bazi alanlarda hafif kalinlagmalar gozlenmistir (Resim 12).

Vazektomi uygulamasindan 3 ay sonraki grupta bir¢ok alanda hem Sertoli
hiicresinde hem de spermatogenik seriye ait hiicrelerde organel bozukluklari
gozlenmistir. Bazale yakin bolgelerde hiicreler arasinda ileri derecede biiyiik
acilmalarin oldugu gozlenmistir. Spermatogenik seriye ait hiicrelerin bazalden
lumene dogru dizilimlerinde kayiplar oldugu gozlenmistir. Ayrica bir¢cok alanda
bazal laminada kalinlasmaya ve parmaksi uzantilar seklinde diizensiz yapilara

rastlanmistir (Resim 13).

Vazektomi uygulamasindan 6 ay sonraki grupta seminifer tiibiil hasar1 olduk¢a
belirgindir. Seminifer tiibiil duvarindaki hiicre sirast 1-2 hiicreye kadar gerilemistir.
Sertoli hiicrelerinin ve spermatogenik seriye ait hiicrelerin morfolojileri bozulmus ve
hiicreler arasi alanlarda biiyiik bosluklarin oldugu gdzlenmistir. Tiibiil limeninde
kopiiksti  hiicre artiklarinin  oldugu goriilmiistir. Bazal lamina ileri derecede
kalinlagsmis ve ondiilasyon tarzinda diizensizliklere rastlanmistir. Hiicreler arasindaki

acilmalardan dolay1 sik1 baglantilar gézlenememistir (Resim 14).
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Resim 11 A, B, C: Kontrol grubunda, diizenli morfolojide bazal laminanin, Sertoli
hiicrelerinin, spermatogonyumlarin, primer spermatositlerin ve hiicreler arasindaki

sik1 baglantilarin (—) diizenli morfolojisi goriilmektedir.
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Resim 12 A, B, C: Vazektomi 1 ay grubunda, bazi tiibiillerin bazal boliimlerinde
hiicre i¢inde (v) ve siki baglantilarin etrafindaki sitoplazmik alanlarda (—) vakuol
olusumlarina rastlanmigtir. Bir¢ok tiibiilde bazal lamina diizglin morfolojide iken,

bazi alanlarda lokal bazal lamina kalinlagmalarma (*) rastlanmstir.

58



%Y W
g =
L
N\‘ E




Resim 13 A, B, C: Vazektomi 3 ay grubunda, bazale yakin bélgelerde hiicreler
arasinda ileri derecede biiyiik agilmalarin (—) oldugu gozlenmistir. Spermatogenik
seriye ait hiicrelerin bazalden lumene dogru dizilimlerinde kayiplar oldugu
gozlenmistir. Ayrica birgok alanda bazal laminada (*) kalinlasmaya ve parmaksi

uzantilar seklinde diizensiz yapilara rastlanmistir.
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Resim 14 A, B, C: Vazektomi 6 ay grubunda, Seminifer tiibiil duvarindaki hiicre
siras1 1-2 hiicreye kadar gerilemistir. Sertoli hiicrelerinin ve spermatogenik seriye ait
hiicrelerin morfolojileri bozulmus, organelleri hasar gormiis ve hiicreler arasi
alanlarda (—) biiyiik bosluklarin oldugu gozlenmistir. Tiibiil limeninde kopiiksii
hiicre artiklarinin (P) oldugu goriilmiistiir. Bazal lamina (*) ileri derecede

kalinlagmis ve ondiilasyon tarzinda diizensizliklere rastlanmistir.
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6.10. Akim Sitometresi Bulgular

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, vazektomi 1, 3 ve 6 aylik gruplarda sirasiyla
haploid (1 ay: p<0,001; 3 ay: p<0,001; 6 ay: p<0.001), diploid (1 ay: p<0,001; 3 ay:
p<0,001; 6 ay: p<0.001) ve tetraploid (1 ay: p<0,001; 3 ay: p<0,001; 6 ay: p<0.001)
hiicre sayisinda anlamli bir sekilde diisiis gézlenmistir (Sekil 5, 6).
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Sekil 5: Akim sitometrisi 6l¢iim sonuglarina gore kontrol grubunda haploid, diploid ve tetraploid

hiicrelerin dagilimi.

61



A) HAPLOID
37501
@ 3000-
>
< 22504 xk -
w i : : : : u — *%k%
L o o
Y 15004 %
(& ]
D
I 750 [
= b """
b """
0 b """
K lay 3ay 6 ay
Vazektomi
B) DIPLOID
3750~
@ 3000
>. e s
< - R *xk Kk
» 22501 Ei - -
Iﬁ':J 15004 [ - e
o o ple
2 2 Fumezaeme!
T 750 B P
[ Casae
L "
0 i : :
K lay 3ay 6 ay
Vazektomi
C) TETRAPLOID
3750-
@ 3000
>
< J
o 2250
L
Y 15004
I 750- R — -
O -. ;-. .-.. =
K 3ay 6 ay
Vazektomi

Sekil 6: Akim sitometresi 6l¢iim sonuglarina gére haploid (A), diploid (B) ve tetraploid (C) hiicrelerin
gruplara gore dagilimi. (***) p<0.001 kontrol grubu ile vazektomi 1, 3 ve 6 ay gruplan

kiyaslandiginda.
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6.11. Western Blot Analizi

Deney gruplarinda molekiil agirligi 65 kDa olan okludin proteini miktar
Western blot teknigiyle degerlendirilmistir. Protein miktar1 kontrolii beta aktin
kullanilarak yapilmistir. Okludinin Western blot analizi dansitometrik olarak
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda okludin immunoreaktivitesi koyu bir bant
seklinde gozlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1 ay grubunda okludin
immunoreaktivitesinde bir degisiklik goriilmezken, 3 ve 6 aylik vazektomi
gruplarinda, okludin immunoreaktivitesi zayif bantlar seklinde gozlenmistir (Sekil
7A). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda okludin proteinin yogunlugu 1 ay grubunda
anlamli degismezken, 3 ve 6 ay gruplarinda anlamli bir sekilde (p<0.001) diismiistiir
(Sekil 7B).
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Sekil 7: Kontrol ve deney gruplarindaki Okludin proteininin Western blot analiz resmi (A). Okludin
Western blot verilerinin dansitometrik analiz grafigi. *** p<0.001 Kontrol grubuyla (K) vazektomi 3

ay ve 6 ay gruplar kiyaslandiginda (B).
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7. TARTISMA ve SONUC

Vazektomi, erkek sterilitesinde giderek artan siklikta kullanilan etkili ve
giivenilir bir aile planlamas1 yontemidir. Tarihte ilk rapor edilen vazektomi vakasi
1897 yilinda yapilmistir (33). O zamandan giiniimiize uygulama siklig1 oldukc¢a
artmistir. Kullanilma sikliginin artisindan dolay1 insan testisi iizerine olan etkilerinin
tam olarak anlasilabilmesi i¢in calismalar yapilmaktadir. insan dokusu iizerine
arastirma yapmak oldukca zor oldugundan bircok arastirmaci deney hayvanlari
lizerinde yaptiklar1 vazektomi uygulamasi sonrasi meydana gelen degisiklikler
tizerinden insanda olabilecek degisiklikleri agiklamaya calismiglardir. Vazektomi
uygulamasi sonrasi meydana gelen degisiklikler si¢an, kobay, kopek, hamster, tavsan

ve maymun gibi hayvanlar iizerinde gosterilmistir (2, 42, 44, 61, 65, 77, 85).

Vazektomi sonrasi testis agirliginda gecen zamana bagh olarak diisiis
goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda testislerde belirgin atrofi rapor edilmistir (9, 48, 58, 65,
69). Bir calismada vazektomiden 6 hafta sonra testis agirliginda minimal azalma
saptanmis, slire ilerledik¢e azalmanin devam ettigi goriilmiistiir. Vazektomiden 12
hafta ve 1 yil sonra belirgin makroskopik testis atrofisi izlenmistir (58). Cift tarafli
vazektomiden 4 hafta sonra testis agirliginda azalma saptanan bagka bir ¢caligmada, 6
ay sonra agirliktaki azalmanin siirdligii ve siganlarda belirgin testis atrofisinin oldugu
goriilmiistiir. Apoptotik hiicre sayisinda da artis tespit edilmistir (69). Vas deferensin
bagli olmasindan dolay1 liimen i¢inde gelisen basing artis1 olabilece§i bununda once
apoptozise ve dejenerasyona neden olacagi daha sonra da atrofi gelisebilecegi
diistiniilmiistiir. Tek tarafli yapilan vazektomiden 4 hafta sonra vazektomi yapilan
tarafta agirlikta diisiis goriilmiis ve sebep olarak interstisyel alanda bulunan miyoid
hiicrelerinin fibronektin ve kollajen I salgilamasi oldugu ileri siirtilmistir (9).
Vazektomiden 1 ay ve 12 ay sonra, sican ve kopekleri karsilastiran bir ¢alismada
olusan atrofinin nedeni olarak operasyon teknigi, hayvan tiirleri ve operasyon sonrasi
gecen siire oldugu goriilmiistiir (65). Yine tek tarafli vazektomiden 6 ay sonra yari
yariya testis atrofisine rastlanmis ve bazi siganlarda atrofinin ¢ift tarafli oldugu
goriilmiistiir. Tek tarafli vazektomi sonrasi ¢ift tarafta atrofi olusmasinin nedeni

olarak immunolojik sebepler diisiiniilmiistiir (48). Farelerde yapilan bir ¢alismada
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vazektomi sonrasi 4., 6., 9. ve 12. aylarda viicut agirliklar1 6lgiilmiis fakat kontrol
gruplan ile vazektomi gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Aym
calismada testis agirliklar1 da Olglilmiis vazektomi gruplarinda testis agirhig

bakimindan diigiis goriilmiistiir (72).

Bizim ¢aligmamizda da testis agirlig1 olarak vazektomi 1 aylik grupta anlamli bir
degisiklik goriilmezken, vazektomi 3 ve 6 aylik gruplarda belirgin bir diisiis
goriilmiistiir. Makroskopik olarak da izlenen testis atrofisinin nedeni olarak vas
deferensin baglanmasi sonucu meydana gelen hidrostatik basing ve artan apoptozis
sonucu hiicre kaybi olabilecegini disiinmekteyiz. Yaptigimiz testis alani
Olctimlerinde kontrol grubu ile vazektomi gruplar kiyaslandiginda testis alaninda
anlamli azalma goriilmiistiir. Kontrol ve vazektomi gruplarinda testis agirlig ile
testis alan1 arasinda paralellik gézlenmistir. Ancak, kontrol grubu ile vazektomi
gruplar1 arasinda sican agirligt bakimindan anlamli bir fark bulunamamistir.
Bulgularimiz literatiirle uyumlu olup, vazektomi testis agirligin1 ve testis alanim
zamana bagl olarak gittikce azaltirken, viicut agirligi iizerine herhangi bir etki

yapmamaktadir.

Vazektomi uygulamasinin germ hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasi siireci
olan spermatogenez iizerinde olumsuz etkileri vardir. Vazektomi sonrasi yaygin
spermatogenik dejenerasyon ilk olarak kopeklerde 3. haftada (80), insanda 1. ayda
(25), si¢anlarda 5.-12. haftada (37, 69, 83), tavsanlarda 10. giinde (35) ve farelerde 6.
ayda (72) gosterilmistir. Vazektomi sonrasi spermatogenik hasar tiirlere gore
degismektedir. Sicanlarda yapilan bir ¢alismada tek tarafli vazektomiden 4 hafta
sonra her iki testiste de germ hiicre azalmasi ve lamina propria kalinlagsmasi
gbzlenmistir. Ayni ¢alismada folikiil stimiile eden hormon (FSH), Liiteinizan hormon
(LH) ve testosteron seviyelerinde herhangi bir degisiklik bulunmazken
malondialdehit seviyesinde anlamli yiikselme goriilmiistiir (8). Vazektomi sonrasi
kopekleri ve sicanlart birlikte degerlendiren diger bir ¢calismada vazektomiden 4 ay
sonra epiteli destekleyen bazal membranda bariz kalinlasma goriiliirken, 6 ay sonra
degisiklikler daha net bir sekilde goriilmiistiir. Bu ayda seminifer tiibiiller atrofik ve
daralmis vaziyette iken bazi1 seminifer tiibiillerde seminifer epiteli ortadan

kaybolmustur. Ara dokuda interlobiiler hipertrofi goriiliirken Leydig hiicrelerinin
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sayisinda anlamli bir degisiklik bulunmamistir (65). Baska bir c¢alismada
vazektomiden 12 hafta sonra seminifer tiibiillerde hafif germinal hiicre kaybi
goriiliirken 6 ay sonra germinal epitelde yaygin hiicre kayiplar1 ve organizasyon
bozuklugu goriilmiistiir. Bunlara ek olarak tiibiiller arasi bolgede genisleme ve
kollajen lif miktarinda artma bulunmustur. Damar yapilarinda ise herhangi bir
degisiklik saptanmamustir (83). Kobayda yapilan diger bir ¢alismada vazektomiden 3
yil sonra, spermatid kaybindan baslayip Sertoli hiicreleri de dahil olmak {izere tiim
epitelyal yapilarin ortadan kaybolmasina varacak kadar dejeneratif degisiklikler
gozlenmistir (1). Siganlarda yapilan bagka bir calismada vazektomiden 9 ay sonra
dejeneratif tiibililler gézlenirken spermatogenik seride az hiicre kaldig1 goriilmiistiir.
Kalan bu hiicrelerin Sertoli hiicrelerinin genel 6&zelliklerine sahip oldugu
gozlenmistir. Bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinin dagimik oldugu sitoplazmalarinda genis
vakuoller bulundugu dikkati ¢ekmistir (18). Siganlarda yapilan baska bir ¢alismada
vazektomiden 6 hafta sonra spermatogenik hiicre diziliminde yer yer diizensizlik, 12
hafta sonra hiicre sayilarinda azalma ve organizasyon bozuklugu goriilmiistiir.
Vazektomiden 1 yil sonra germinal epiteldeki dejenerasyonun daha da arttigi
goriilmiistiir. Leydig hiicrelerinde degisiklik saptanmazken, zamana bagli olarak
interstisyel alanda kollajen miktarinin arttig1 goriilmiistiir (58). Insanlar iizerinde
yapilan ¢aligmalar sinirli olmasina ragmen ilk yapilan caligmalardan birisinde
vazektomiden 1 ay sonra germinal epitelde yaygin dejenerasyon, bazal membranda
kalinlagma ve bazi tiibiiller arasi bolgede fibrozis gozlenmistir. Spermatogenezisin
durdugu goriilmiistiir (25). Bir diger ¢aligmada seminifer tiibiil duvarinda kalinlagma,
enine kesilmis tlibiil alaninda artma, Sertoli hiicreleri ve spermatid sayilarinda
azalma gozlenmistir. Orneklerin %23’iinde bolgesel olarak interstisyel alanda
fibrozis gorilmiistiir (31). Bir testis biyopsi calismasinda vazektomi sonrasinda
gecen siire belirtilmeden, seminifer tiibiil duvar1 kalinlasmasinda anlamli bir artis ve
bolgesel interstisyel fibrozis goriilmiistiir. Antisperm antikoruna da bakilmis fakat
anlamli bir degisiklik goriilmemistir (32). Vazektomi sonrasinda vazovazostomi
(vazektominin geri donilislimii) yapilmasi planlanan kisilerden alinan testis

biyopsilerinde interstisyel alanda anlamli bir bag doku birikimi goriilmiistiir (70).

Bizim ¢aligmamizda vazektomiden 1 ay sonra dejeneratif seminifer tiibiiller

goriilirken  spermatogenik serideki hiicrelerde kismi azalma gorilmiistiir.

66



Spermatogenik hiicrelerin bazilarinda vakoul yapilar1 gozlenmistir. Hiicreler arasi
alanlarda genislemeler goriiliirken genel olarak tiibiil organizasyonun diizgiin oldugu
goriilmiistiir. Ug ay sonra dejeneratif tiibiillerin yaninda atrofik tiibiillerde gériilmiis
ve spermatogenik serideki hiicrelerde sayica diisiis gozlenmistir. Hiicreler arasinda
vakuol olusumu c¢ogalmis ve seminifer tiibiiliin liimeninde dokiintii hiicreler
goriilmiistiir. Vazektomiden 6 ay sonra yogun bir sekilde seminifer tiibiil
dejenerasyonu gozlenirken ¢ok sayida atrofik tliblil goriilmiistiir. Bu atrofik
tiibiillerde spermatogenik seriye ait hiicreler olduk¢a azalmigtir. Vazektomi 1 ay
grubunda dejeneratif tiibiillerde hafif kalinlasma goriiliirken, vazektomiden 3 ve 6 ay
sonra gecen zamana bagli olarak bazal membranda bariz bir sekilde kalinlagsma
goriilmiistiir. Vazektomi 1 ay grubunda interstisyel alanda kismi bag doku artis1
goriiliirken 3 ve 6 aylik vazektomi gruplarinda sirasiyla bu artigin daha da belirgin
hale geldigi gozlenmistir. Bag doku artis1 atrofik tiibiillerin sayisinda artigla
paralellik gostermektedir. Diger bulgulara ek olarak yar1 ince kesitlerin
incelenmesinde, vazektomiden 1 ay sonra baslayan ve gegen siireye bagli olarak

giderek artan hiicreler arasi agilmalar ve epitelyum i¢i vakuoller goriilmiistiir.

Tek tarafli vazektomi yapilmis sicanlarda vazektomiden 1 ay sonra, elektron
mikroskopik incelemede bazal membranda kalinlasma, peritiibiiler alanda kollajen
birikimi ve c¢ogu miyoid hiicrede dejeneratif bulgular goézlenmistir. Sertoli
hiicrelerinde dejenerasyon olmakla birlikte bu hiicreler arasindaki siki baglantilar
ortadan kaybolmustur (9). Kopeklerde yapilan bir calismada vazektomi sonrasi olgun
spermatosit sayisinda azalma, germinal hiicrelerde dokiilme, immature germinal
hiicreler, multiniikleer spermatidler gézlenmistir. Leydig hiicrelerinde ise herhangi
bir degisiklik gézlenmemistir (84). Hamsterde yapilmis bir ¢alismada vazektomiden
14 ay sonra spermatogonyum tip A hari¢ tim spermatogenik serideki hiicrelerde
sayica azalma ve dejenerasyon gozlenmistir. Sekiz aylik grupta kep fazinda bolca
cok cekirdekli spermatidler gozlenmistir (79). Vazektomiden sonra ge¢ donem
degisiklikleri gosteren bir ¢aligmada Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde derin
yariklar ve periferde kiimelenmis heterokromatin goriilmiistiir. Miyoid hiicreler
ticgen seklinde ¢ekirdeklere sahip olup, seminifer epitelin bazal laminasi ile miyoid
hiicrelerin i¢ kisminda bulunan bazal lamina arasinda agilmalar goriilmiistiir (18).

Diger bir ¢alismada Sertoli hiicrelerinin ve spermatogonyumlarin vazektomiye karsi
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direngli olduklar1 gozlenmistir. Ayni caligmada 12 hafta sonra germinal epitelde
acilmalar ve 6 ay sonra bazal membran kalinlagsmasimin yaninda spermatogenik
hiicrelerde kromatin yogunlasmasi goriilmiistiir (83). Sicanlarda yapilan bir
caligmada vazektomiden 6 hafta sonra Sertoli hiicresi sitoplazmasinda az sayida
vakuol ve spermatogenik hiicreler arasinda minimal ayrilmalar izlenmis ve gegen
zamana baglh olarak 1 yilin sonunda artig saptanmistir. Vazektomiden 12 hafta sonra
seminifer tiibiil duvarinda kollajen miktarinda artis, Sertoli hiicre ¢ekirdeginde artmis
heterokromazi ve sitoplazmasinda vakuoller gozlenmistir. Bir yil sonunda diger
gruplarla kiyaslandiginda daha fazla kollajen lif artis1 ve vakuoller goriilmiistiir (58).
Tek tarafli vasal ligasyon yapilmis siganlarda 3 ay sonra seminifer tiibiil epitelinde
germ hiicre kaybindan dolay1 vakuoller goriilmiistiir. Spermatositlerde intraniiklear
vakuolizasyon, Sertoli ve spermatogonyum hiicrelerinde sitoplazmik dejenerasyon
gozlenmistir. Aym1 ¢alismada epididimal ligasyon grubunda spermatogonyal seriye
ait hiicrelerde mitokondriyal dejenerasyon ve anormal spermatozoa saptanmistir.
Vazektomi yapilmayan taraftaki testiste Ozellikle peritiibliler yerlesmis
spermatositlerde ¢ekirdekte derin yariklar ve mitokondriyal krista dejenerasyonu
goriilmiistiir. Dejenerasyonlar erken spermatositlerde ve siklikla vasal ligasyon

grubunda gozlenmistir (3).

Bizim ¢alismamizda vazektomi 1 ay grubunda, bazi bolgelerde 6zellikle bazale
yakin kisimlarda olmak {izere hiicreler arasinda bosluklarin oldugu ve bu bolgelerde
sik1 baglantilarin bozuldugu goriilmiistiir. Bir¢cok alanda bazal lamina diizenli
morfolojide izlenmistir. Vazektomiden 3 ay sonra bir¢ok alanda hiicreler arasinda
bliylik bosluklarin oldugu ve bu bolgelerde siki baglantilarin  bozuldugu,
spermatogenik hiicre sirasinin azaldigi goriilmiistiir. Bazal laminada kalinlasma ve
interstisyel alana dogru parmaksi uzantilar goriilmiistiir. Vazektomi 6 ay grubunda
bircok alanda hiicreler arasinda biiyiik bosluklarin oldugu ve bu bdlgelerde siki
baglantilarin ciddi olarak bozuldugu, spermatogenik hiicre sirasinin azaldigi
izlenmistir. Bazal laminada ileri derecede kalinlagsma ve diizensizlik goériilmiistiir.
Spermatogenik serideki hiicre sayisinda azalmanin miktarina ve hiicreler arasindaki
organizasyonun bozulmasina paralel olarak bazal lamina yapisinda diizensizlik

goriilmiistiir.
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Bir¢cok deneysel vazektomi calismasinda spermatogenik serideki hiicrelerde
apoptozis incelenmistir. Hamsterda vazektomiden 3, 6 ve 12 hafta sonra Sertoli ve
germ hiicrelerinin apoptozisini inceleyen bir ¢calismada kontrol ile vazektomi gruplari
arasinda hiicre 6limii agisindan herhangi bir farklilik bulunmamistir (44). Sicanlarda
yapilan bir ¢alismada vazektomiden sonra TUNEL ve flow sitometrik agidan
degerlendirilmis TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis bulunmustur (68). Si¢anlarda
tek tarafli vazektomiden 1, 2, 5 ve 10 hafta sonra apoptotik hiicre sayist olarak
yapilan degerlendirmede sadece 5 ve 10 hafta sonraki gruplarda anlamli artig
saptanmistir (37). Cift taratli vazektomi uygulanmis siganlarda 1, 4, 8, 12 ve 24 hafta
sonra TUNEL metoduyla ve flow sitometrik yontemle inceleme yapilmistir. TUNEL
pozitif hiicre sayisinda 1 hafta sonra olduk¢a yliksek bir deger goriiliirken 4 hafta
sonra kontrole gore anlamli bir fark bulunmamustir. Sekiz, 12 ve 24 hafta sonra
anlaml bir artig saptanmistir. Haploid hiicre sayist 8, 12 ve 24 hafta sonra anlamh
olarak diisiik bulunmustur (69). Vazektomi sonrasi erken doénemde apoptozu
gostermek amaciyla yapilan bir calismada 1, 3, 5, 7 ve 9 giin sonra bakilmis, 1 giin
sonrast hari¢ diger gruplarda TUNEL pozitif hiicre sayisinda anlamli artig
gozlenmistir. Ozellikle 7 giin sonra artisin en iist seviyeye ulastig1 gériilmiistiir (71).
Vasa obstruksiyon yapilmis sicanlarda 4 ve 8 hafta sonra haploid hiicre sayisinda
kontrole gore anlamli diisiis gozlenmistir (57). Bir diger ¢alismada vazektomi sonrasi
prostatta apoptotik hiicrelere bakilmis ve kontrole gére TUNEL pozitif hiicre
sayisinin anlamli yiliksek oldugu gosterilmistir (23). Tek tarafli epididimal ve vasal
ligasyon yapilmis si¢anlarda 3 ay sonra vasal ligasyon yapilmis siganlarin ipsilateral
tarafinda TUNEL pozitif hiicre sayisinda diger gruplara gdre anlamli artis
gozlenmistir (56).

Bizde c¢alismamizda vazektomiden 1, 3, ve 6 ay sonra TUNEL pozitif
isaretlenmis hiicrelerin sayisin1 degerlendirdik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
tiim vazektomi gruplarinda anlamli TUNEL pozitif hiicre artis1 gézlenmistir. Gegen
zamana bagl olarak vazektomi 1 ay grubu ile karsilagtirildiginda vazektomi 3 ve 6
ay gruplarinda da anlamli bir artis s6z konusudur. Akim sitometrik bulgularimiza
gore de vazektomi uygulamasindan 1, 3 ve 6 ay sonra haploid, diploid ve tetraploid
DNA igeriginde anlamli diigiis goriilmiistiir. En fazla azalma haploid icerikli geg

spermatidlerde ve spermatozoonlarda goriilmiistiir. Vazektomi uygulamasindan sonra
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meydana gelen basincin seminifer tiibiillerde hasara neden oldugu ve germ hiicre
kayb1 yasandig1 diistinmekteyiz. Spermatogenik serideki hiicrelerin kaybindan dolay1
seminifer epitelde vakuolizasyon gozlenmistir. Vazektomiden sonra zamana bagh
olarak dejeneratif ve atrofik tiibiillerde sayica artis ve seminifer epitelde
vakuolizasyon, apoptotik hiicre sayisindaki artis ve haploid, diploid ve tetraploid

hiicrelerdeki azalma ile paralellik gostermektedir.

Testiste siki baglanti dinamiklerini arastirmak i¢in bir¢ok c¢alisma yapilmistir.
Insan ve deneysel calismalarda, kriptorsidizm ve testiste patoloji olusturularak ve
embriyonik donemde degisik ajanlar kullanilarak olusturulan testis hasarlarinda
Sertoli hiicreleri arasinda yer alan siki baglantilar1 olusturan baglant1 proteinleri
incelenmistir. Siki baglanti proteinlerinden olan okludinin ekspresyonu yetiskin
tavsan (86) ve kopeklerin (26) testis ve epididimisinde gosterilmistir. Kan-testis
bariyeri kompleksinin heniiz morfolojik olarak diizenlenmedigi postnatal 14-20
glinliik sicanlarda kan-testis bariyeri ile apoptotik hiicre oliimii arasindaki iligki
incelenmistir. Bu calismada zigoten ve pakiten spermatositlerinde goriilen artmis
programli hiicre Olimiiniin kan-testis bariyerinin gelismemesine bagli olabilecegi
bildirilmistir (54). Insanda testikiiler karsinoma in Situ vakalarinda siki baglanti
proteinlerinden ZO-1 ve ZO-2 gosterilmistir. Bu ¢alismada germ hiicresi timori
iceren testislerde ZO-1 ve ZO-2 proteinlerinin olduk¢a zayif ve dagmik bir
ekspresyonu goriilmistiir (22). Kriptorsid fare, sigan ve insanda prolifere olan ve
farklilasan spermatogenik hiicrelerde ve Sertoli hiicrelerinde hasar ve Sertoli
hiicreleri arasinda bulunan siki baglanti bdlgesi proteinlerindeki fonksiyonel
hasardan dolay1 kan-testis bariyerinde bozulmalar rapor edilmistir (60). Embriyonik
donemde radyasyon ve postnatal donemde hipertermi modeli olugturulmus siganlarin
testislerinde sik1 baglant1 proteinlerinden ZO-1 ve okludin dagilimlarina bakilmustir.
Bu caligmada kontrolle kiyaslandiginda radyasyon ve hipertermi birlikte uygulanmis
gruplarda spermatogenik hasara paralel olarak giderek diisen bir ZO-1 ve okludin
immunreaktivitesi goriilmiis, radyasyon ve hiperterminin birlikte uygulandigi
gruplarda ise immunreaktivitenin olmadig1 goriilmiistiir (20). Bir diger ¢alismada ise
gebelik doneminde etanol uygulanmis sicanlarin testislerinde siki  baglanti
proteinlerinden ZO-1 ve okludin dagiliminda azalma oldugu rapor edilmistir (15).

Tek tarafli vasal ve epididimal ligasyon yapilmis sicanlarda 3 ay sonra konneksin 43
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ve okludin proteinlerinin dagilimina bakilmistir. Bu caligmada vasal ligasyon
yapilmis grupta testiste okludin immunlokalizasyonunda anlamhi bir disis
goriilmiistiir. Epididimal ligasyon uygulanmis sicanlarda gruplar arasinda anlamli bir

fark bulunamamustir (3).

Bizim c¢alismamizda vazektomi uygulamasindan bir ay sonra sadece bazi
alanlarda okludin immunoreaktivitesi gozlenirken 3 ay ve 6 ay gruplarinda okludin
immunoreaktivitesinin ¢ok zayif ve dagimik oldugu goézlenmistir. Okludin
immunoreaktivitesinin ve miktarinin zamana paralel olarak azalmasi tiibil ici
basincin  artmasindan dolayr siki  baglanti proteinlerinin  ekspresyonunun
engellenmesinden veya siki1 baglanti proteinlerinin birbirleri ile olan etkilesimlerinin

degismesinden dolay1 olabilir.

Vazektomi uygulamasi zaman bagli olarak, interstisyel alanda bag doku artisina,
hiicre oOliimiinde artisa, haploid hiicre sayisinda diistise ve siki baglanti
proteinlerinden okludinin sentezinde azalmaya sebep olmustur. Erkeklerde dogum
kontrol yontemi olarak uygulanan vazektomi programli hiicre 6liimiinii tetikleyerek
daha sonrada siki baglanti proteinlerinin miktarin1 azaltarak tiibiillerde sperm
tretimini engellemektedir. Vazektomi siiresi uzadik¢a germinal epiteli olusturan
spermatogenik serideki ve Sertoli hiicrelerinde meydana gelen degisikliklerin geri
doniislimiiniin olduk¢a zor oldugunu gostermektedir. Detayli olarak yapmis
oldugumuz bu morfolojik ¢alisma ile vazektomi yonteminin uygulanabilir ve kalici
bir aile planlamasi yontemi olarak kullanilabilecegini ancak vazektomi geri

dontistimii diistiniilecekse siireye dikkat edilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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