T.C.
AKDENIZ UNIVERSITES|
TiP FAKULTESI
UROLOJI ANABILIM DAL

VAZEKTOMi SONRASI RAT TESTiS DOKUSUNDA OLUSAN

PATOLOJILERDE iNOS MOLEKULUNUN POTANSIYEL ROLUNUN
ANALIZI

Dr. Hiiseyin SOYAN

AKDENjZz ONIVERsi

TE
. MERKEZ KUTL?PHAMESS;
UZMANLIK TEZI

Antalya-2003



T.C.

AKDENIZ UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

UROLOJi ANABILIM DALI

VAZEKTOM: SONRASI RAT TESTiS DOKUSUNDA
OLUSAN PATOLOJILERDE iNOS MOLEKULUNUN
POTANSIYEL ROLUNUN ANALIZI

Dr. Hiisseyin SOYAN

UZMANLIK TEZI

Tez Danigmant
Yrd Dog. Dr. M Fuat USTA

“Tezimden Kaynakca Gosterilerek Yararlanilabilir”

Antalya, 2003



Uzmanlik egitimim stiresince her an yakm ilgi ve desteklerini
gordiigiim Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dal
Ofretim iiyelerine, tez caligmalanima katkilarindan dolayr Patoloji
Anabilim Dah  Ogretim iiyelerine, ¢ahgma arkadaslarima ve
bitlikteligimiz boyunca beni devamli destekleyen sevgili esime
ictenlikle tesekkiir ederim

ii



ICINDEKILER

Sayfa No

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINi \Y%
SEKILLER DIZiNi Vi
CIZELGELER DIiZiNi Vil
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 4
2.1. TESTIS ANATOMISI 4
2.2. TESTIS FIZYOLOJISI 7

2 2.1. Seminifer Tubuller 7

2.2 2. Sertoli Hiicreleri 12
2.2.3 Spermatogenezin Parokrin/Endokrin Gereksinim

ve Kogullan 13

2 2 4. Intertisyel Doku 14

225 Kan Testis Bariyeri 15

2.3. EPIDIDIM 15

2 4 DUKTUS DEFERENS 16

2.5 ERKEK KONTRASEPSIYON YONTEMLERI 17

25.1. Koitus Irterruptus 17

2.52 Kondom 17

2.5 3. Hormonal Kontrasepsiyon 18

2.5.4 Vazektomi 19
2.6. VAZEKTOMININ GENITAL SISTEMDEKI LOKAL ve

SISTEMIK ETKILERI 22

2.6.1. Sperm Granulom Olusumu 22

2.6.2. Antisperm Antikorlarin Etkisi 23

2 7 Vazektomi ve Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) 24

27.1.SOR’un Sperm ve Sperm Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisi 27

il



2.7 2. Oksidatif Korunma 29

2.7 3. Anticksidant ilaglar 29
2.7.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Olgimii 30
2 8. NITRIK OKSIT (NO) ve NITRIK OKSIT SENTETAZ
(NOS) 31
2.8.1. NOS Inhibikorleri 34
2.8.2. NO Inhibitorleri 35
3. GEREC ve YONTEM 36
3.1. CERRAHI YONTEM 36
3.2. TESTIS DOKU PATOLOJIK INCELEMES] 36
3 3. MALONDIALDEHIT OLCUMU 37
3 4. RATLAR iCIN JOHNSEN SKORLAMASI 38
3.5. SERUM FSH, LH, ve TESTOSTERON
HORMONLARININ  OLCUMU 39
4. BULGULAR 41
4.1. INOS EXSPRESYONU YONUNDEN VAZEKTOMI ve
SHAM GRUPLARININ KARSILASTIRILMASI 41
42. DOKU MDA DUZEYLERI YONUNDEN VAZEKTOMI
~ ve SHAM GRUPLARININ KARSILASTIRILMASI 44
4.3 SEMINIFER TUBUL CAPLARI ve JHONSEN
SKORLARININ KARSILASTIRILMASI 45

4 4. TESTIS AGIRLIKLARININ KARSILASTIRILMASI 47
4.5. SERUM TOTAL TESTOSTERON, FSH ve LH

DUZEYLERININ KARSILASTIRILMASI 48
5. TARTISMA 50
6. SONUCLAR 57
7. OZET 59

8. KAYNAKLAR 60

iv



SIMGELER ve KISALTMALAR

1CSI
INOS
AGE
SOR
NO
MDA
TBA
NOS
TBARS

Intracyotoplasmic sperm Injection
Inducible Nitrik Oksit Sentetaz
Advenced Glycation End Products
Serbest Oksijen Radikalleri

Nitrik Oksit

Malondialdehit

Tiyobarbitiirik asit

Nitrik Oksit Sentetaz
TBA-Reaktif Maddeler



SEKILLER DiZINi

Sekil Sayfa
1. Testisin arteriyel ve venéz anatomisi 6
2. Testis ve epididim 7
3. Semuinifer tubulier ve testis intertisyumu 8
4. Mayoz bélimme 10
S. Matiir insan spermi 12
6 Normal testis dokusu 43
7. Vazektomi-sol testisde artmis iINOS ekspresyonu 43
8. Sham-Sol testiste negatif INOS ekspresyonu 44

vi



Tablo

gVazektoxm ve sham operasyonu uygulanan gl'ﬂplal‘da SOUS ag
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skorlar ortalama degerleri =.
.E.Vazektoml ve sham operasyonu uygulanan ratlarda sol!s ag testis
E.‘NOS yogunluk boyanma oranlan, toplam boyanma skoﬁan ve ;
MDA diizeyleri

EVazektmm ve sham operasyonu uygulanan gruplann solisag
Etestis ortalama MDA diizeylei
éVamektoml ve sham operasyonu uygulanan ratlarda solls ag testls )

CiZELGELER DiZiNI

_ gsemmlfer tubul cap ve Johnsen skorlan

éVazektoml ve sham operasyonu uygulanah gruplarda sollsag
‘testis agxrhklan | _
‘Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gmplarda solls ag

_ %testls aghik ortalama deZerlen

~Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gmplarm kan FSH,
LH ve testosteron seviyelen pg/dL,

‘Vaze ktomi ve sham operasyonu uygulanan gruplann kan
Etestostemn duzeylennm karsilagtimlmasi
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1. GIRIS

Glintimiizde vazektomi, erkek kontrasepsiyonunda altin standart
yontem olarak kabul edilmektedir (1, 2). Vazektomi, 19. yiizyilin
sonlarmdan giinlimiize degin kalici erkek sterilizasyonunun
saglanmast amaciyla tiim diinyada yaygin olarak kullamlmaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda yaklasik olarak 500 bin erkek
vazekiomi operasyonu gegirmektedir (3). Ozellikle son yillarda
uygulanilmaya baglanan “Bisturisiz Vazektomi” gibi son derece basit
tekniklerin gelistirilmesi; erkek kontrasepsiyonunda en kesin ve etkili
tedavi yontemi olarak bilinen vazektominin popiilaritesini daha da
arttirmustir (3). Vazektomi prosediirliniin en 6nemli avantaji: Ofis
sartlarinda, genel anesteziye gerek olmaksizin kolaylikla uygulanabilir
olmasidir. Buna karsilik literatlir bilgilerine gore tedavinin basarisizlik
oran1 %1’den daha azdir (4, 5). Tedavinin bu yiiksek basar1 orani; hig
kuskusuz hasta ve hekimin y&nteme olan giivenini arttirmakta ve
yaygin olarak tercih edilmesine neden olmaktadar.

Vazektomi modalitesinin, erkek kontrasepsiyonunda sagladigi
onemli katkiya karsilik; glintimiizde vazektomi operasyonu geciren
etkeklerin  %6’ya varan bélimli  cesitli nedenlerden dolay1
“Vasectomy Reversal” olarak bilinen vaz deferensin uglarinin yeniden
anastomozu isteminde bulunmaktadir (6). Bu istemin en &nemli
nedenleri: Eslerin fikir degistirerek yeniden ¢ocuk sahibi olmak
istemesi ve operasyondan sonra erkeklerin yaklasik olarak %15-
20’sinde karsilasilan kronik agr1 sendromu’ dur (7).

Ozellikle yeniden c¢ocuk sahibi olmak isteyen eslerde;
Intracytoplasmic ~ Sperm  Injection  (ICSI)  yoéntemi  ile

karsilastinldiginda; vazovazostomi sonrasi elde edilecek dogal



gebeligin; hem maliyet hem de ilerlemis kadin fakt6riiniin varliginda
onemli kazanimlar saglayacag agiktir (8). Cok merkezli ¢aligmalar
gbzden gecirildiginde; vazovazostomi sonrasi ejakiilatta sperm
bulunmasi oraninin %72-86, gebelik oranmmin da %40-52 arasinda
degistigi bildirilmektedir (9). Bununla birlikte &zelikle obstriiksiyon
sliresi postoperatif basar1 oranini etkileyen en 6nemli etken olarak
gérilnmektedir.

Vazektomize edilmis testisin fizyopatolojisi; dzellikle de olusan
geri donlislimsiiz hasar tam olarak ortaya konulamamis ve giiniimiizde
de halen arastirilmaktadir. Giliniimlize kadar vyayinlanmis olan
caligmalar; vazektomi sonrasi testikiiler dokuda tubuler dilatasyon,
tubuler duvarda kalinlasma, germ hiicre yada spermatid sayisinda
azalma, Sertoli hiicre hasan1 ve interstisyel fibrozis insidansinda artig
gibi geligen histolojik degisikliklerin gelistigi bildirilmistir. Bununla
birlikte vazektomi sonrasi olusan histolojik degisikliklere paralel
olarak serbest oksijen radikalleri (SOR) gibi patolojik ortamlarda artan
molekiillerin rolii {izerinde de durulmustur (2, 10, 11, 12).

Inducible Nitric Oxide synthases (iNOS) transkripsiyonel olarak
regiile olan ve 6zellikle hiicresel strese yamt olarak arttig1 diisiiniilen
bir molekiildiir. Yine immun ve inflamatuar yanit gibi patofizyolojik
durumlarda, iNOS doku ekspresyonunun belirgin olarak arttig:
gOsterilmistir (13). iINOS molekiiliniin degisik dokularda ve patolojik
ortamlarda oynadigi rol konusunda o&zellikle son yillarda Onemli
bilgiler elde edilmistit (14). Bununla birlikte, iNOS molekiiliiniin
serbest oksijen radikalleri ve doku hasarinda rol oynayan bir diger
Onemli {liriin olan AGE (Advanced Glycation End Products) ile
iliskileri lizerinde de durulmaktadir (14, 15). Dahasi iNOS’a baglh
gelistigi dUsiiniilen patolojilerin  tedavisinde, spesifik iNOS



blokorlerinin  yakin zamanda kullanimu konusunda umut verici
sonuglar da elde edilmistir (16). Buna karsilik, gintimiize kadar
Ingilizce yazilmus literatiir gézden gegirildiginde; vazektomi sonrasi
testis dokusunda olusan iNOS ekspresyonu ile ilgili herhangi bir
calismanin  olmadigt goriilmektedir. Calismanmizda; vazektomi
olusturulan rat modelinde testikiiler doku iINOS ekspresyonunda
olusan degisikliklerin arastirilmasini hedefledik. Bununla birlikte daha
dnceden bildirilen serbest oksijen radikal (SOR) diizey artiginin olasi
iNOS ekspresyonu ile olan korelasyonu ve vazektomi sonrasi
testikiiler histolojide olusan degisikliklerin degerlendirilerek, literatiir

esliginde irdelendi.



2. GENEL BILGILER
2.1. TESTIS ANATOMISI

Testisler her biri ortalama 40x40x25 mm boyutlarinda, 32 gram
agirhgmda ve intraskrotal yerlesimli, endokrin ve tireme fonksiyonu
olan iki adet organdir (17). Testis ve cevresindeki skrotumun
tabakalari;

I-  Deri

2- Dartos fasiasi

3-  Eksternal spermatik fasia

4-  Kramaster kasi

5-  Internal spermatik fasia

6- Tunica vajinalis seklinde distan ice dogru siralanir (18).

Tunika vajinalis, gestasyonun ti¢lincii ayinda ingiiinal kanaldan
invajine olan ve abdominal peritonun devami olan prosessus
vajinalisin kalintisidir. Testis, doguma kadar intraabdominal bélgeden
skrotuma olan inisini tamamlar. Testis ¢evresindeki tunika vajinalisin
visseral ve pariyetal yapraklar arasinda minimal sivi mevcuttur. Nadir
vakalarda tunika vajinalis kalintisinin abdominal periton ile agiklif:
devam eder ve bu durum indirekt ingiiinal herni ve/veya hidrosel ile
sonuglanabilir (18, 19).

Testisin arteriyel kanlanmast primer olarak testikiiler arter
tarafindan saglanmakia birlikte, kremasterik ve deferensiyel arterler de
testisin beslenmesine katkida bulunurlar (18, 20). Testikiiler arterler
abdominal aortanin her iki yamindan, renal arter ¢ikis yerinin
inferiorundan ayrilir. Testikiiler arterler retroperitonda ilerleyerek,
iliak capraz seviyesinde Ureterin {izerinden gegerek pelvise lateralden

girer ve internal ring seviyesinde spermatik kordona katilir. Arterler



ingiiinal kanali spermatik kordonun bir elamani olarak geger ve
testise ulagir (18, 20). Kremasterik arterler, eksternal spermatik
arterler olarak da adlandirilir ve ekternal iliak arterden ¢ikan inferior
epigastrik arterin dahdir. Deferensiyel arterler ise internal iliak arterin
dalidir. Kremasterik ve deferensiyel arterler, spermatik kordan
gecerek testise ulasir (18, 20). Testisin primer arteri testikiiler arter
oldugu halde, sozli edilen {i¢ arter arasinda testisin yeterli derecede
kanlanmasin1  saglayacak sekilde anastomozlar mevcuttur. Bu
anatomik O6zellik, arterlerden herhangi birisinin oblitere olmasi
durumunda, testisin yeterli derecede beslenmesine olanak saglar (18).

Testikiiler arter tunika albugineaya list pol posteriordan girerek
inferior pole dogru ilerler ve 6n ylizden tekrar Uist pole c¢ikar.
Testikiller arter, testis parankimine birgok dallar vererek tunika
albugineanin altindan ilerler. Yiuizeyel arterlerin en yogun oldugu ver;
inferior pollin ©6n, lateral ve medial boliimleridir. Arteriyel
beslenmenin en az oldugu boliim ise iist poliin medial ve lateral
boliimleridir. Testis biopsisi ve orsiopeksi operasyonu sirasinda
iatrojenik yaralanmalarin 6nlenmesinde, so6zii edilen ylizeyel arteriyel
dagilimlar1 biiytik 6nem tasir (18).

Erkek reprodiktif traktinda testis vendz anatomisin Snemi
bliyiiktiir Testisten ¢ikan venler birbirleriyle bir¢ok anastomoz
yaparak pampiniform pleksusu olusturur ve bu pleksus da skrotumda
spermatik kord ile uzamr (18).

Testisi besleyen arterler, pleksus pampiniformis tizerinden testise
dogru ilerler ve 33°C sicakliktaki vendz kan, 37°C abdominal
sicakliktaki arteriyel kami “countercurrent” olarak adlandirilan 1s1
degisim mekanizmasi ile sogutur. Venodz pleksus ingiiinal kanali

gectikten sonra arteriyel dallanma ile uyumlu olarak dallara ayrilir.



Sag testikiiler ven inferior vena kavaya acilirken, sol testikliler ven

renal vene agilir (18, 20), (Resim 1).
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Resim 1: Testisin arteriyel ve ventz anatomisi (Wayne J.G. Hellstrom:
Male Infertility and Sexual Dysfunction)
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Testisin otonomik sinirleri T10-L1 arasinda ¢ikan sinit liflerinin
uzantis1 olan spermatik pleksustan kaynaklanir. Siiperior spermatik
sinir lifleri spermatik damarlar izerinden testise kadar ulagir (18).

Testis, germ hiicre gelisiminin bir pargasi olan seminifer
tubullerden olusmaktadir (18, 21). Tunika albugniea, testis igine
yolladig:1 septalarla yaklasik 250-400 lobiil olusturur ve her bir
lobiiliin i¢cinde en az iki adet tubuli seminiferi kontorti yer alir.
Septalar {ist pole yakin béliimde birbirine yaklasarak mediastinum
testisi olustururlar, Tubuli seminiferler mediastene yaklastiginda

kivrimlarint kaybedip diizlesirler ve duktuli rekti olarak mediastende



rete testisi olusturur. Mediastenden yine diiz olarak ¢ikan duktuli

"_-é'fferentesler epididim bagsina girerler (18,21), (Resim 2).

EPIDIDYMIS
: ]

Resim 2:Testis ve epididim (Wayne J.G. Hellstrom: Male Infertility and
Sexual Dysfunction)

2.2, TESTIS FiZYOLOJisi

Testisin 2 temel fonksiyonu vardir.

1-Seminifer tubul igerisinde matur spermatazoa olusturmak

2-Intertisyumda bulunan Leydig hiicreleri aracilifiyla testosteron
tiretmek (18, 21).

2.2.1. Seminifer Tubuller:

Seminifer tubuller primer olarak sertoli hiicreleri, germ hiicreleri

ve peritubuler myoid hiicrelerden olugmaktadir.



Sertoli hiicreleri epitelial orjinli béliinmeyen somatik hiicreler
 olup tubulus duvarim olustururlar. Sertoli hiicreleri tubulun bazal
° membranindan liimene dogru uzanim gdsterir. Bu hiicreler arasindaki
" ince baglantilar, interstisyel alandaki lenfden kaynaklanan
makromolekiiller ile tubulusun liimeni arasinda etkin bir bariyer
olugturur. Bu baglantilar seminifer tubulleri adluminal komponent ve

bazal komponent olmak tizere iki kompartmana ayirir (18, 20), (Resim

3).

{
o M Adiurninal
% CG!’I‘SE@&TQ!‘{?B%‘%

—

Resim 3: Seminifer tubul ve testis intertisyumu, Leydig cell (LC),
Sertoli cell (SC), Spermatagonia (sg,) spermatit (st} (Wayne J.G. Hellstrom:
Male Infertility and Sexual Dysfunction)

Germ hiicrelerinin  prolifere ve spermatazoaya differensiye
olmalar1 seminifer tubul duvarinda olmaktadir (18, 21). Seminifer

tubul, ¢epecevre peritubuler myoid hiicre tabakasiyla cevrilidir. Bu



;.-::tabaka, matur germ hiicrelerinin tubul peristaltizmiyle epididime
;._ :dogru trasportundan sorumludur. Myoid hiicreler parakrin faktor
o salgilayarak Sertoli hiicre fonksiyonlarinmi regiile eder ve Sertoli
" hiicrelerinde protein sentezini artirirlar (18 22).

Spermatogenik hiicreler, bazal lamina ve tubuli liimeni arasini
| dolduracak 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler belirli
sayida boliinmeden sonra farklilasir ve spermatozoay: olusturur
Baglangictan bitise kadar spermatogenezis olarak adlandmilan bu
fenomen 3 faza ayrilir (18, 22, 23).

1-Spermatositogenez, boliinmeler sonucunda spermatositler
meydana gelir.

2-Mayoz; spermatositlerin ardi ardina 2 mayoz bdoliinme
gecirerek sayilarinin ve DNA miktarlarinin esit olarak her hiicrede
ikiye ayrilmasi ile spermatidlerin olustugu evredir.

3- Spermiogenez; spermatidlerin diizenli bir hiicre farkhilasmasi
slireci gegirerek spermatozoalar1 olusturdugu evredir (18, 22, 24).

Spermatagonia  seminifer  tubul  bazal  membraninda
bulunmaktadir. Bu hiicreler birkag mitotik bdliinmeden sonra primer
spermatositi olusturur. Ilk mayotik bélinme fetal testis icerisinde
ger¢eklesmekte ve dogumda; testis igerisinde spermatagonia ve primer
spermatosit liretimi olmaktadir. Buna karsilik puberte donemine kadar
germ hiicre gelisimi olmamaktadir. Puberte baslangicindan itibaren
artan serum gonodotropin ve androjen hormon seviyeleriyle birlikte
devaml germ hiicresi gelisimi baglamaktadir (18, 22, 23, 24).

Mayoz birbirinin takip eden iki boliinme sonrasi haploid sayida
germ hiicresi olusumu ile tamamlanmaktadir. Mayoz béliinmenin
profaz safthasi: 1)Leptotene, 2)Zygotene, 3)Pakitene, 4)Diplotene,
5)Diakinese olmak iizere 5 basamaktan olusmaktadir (18, 24).



Metafaz safhasinda kromozom ¢iftleri hiicre ekvatorunda
toplanmaya baglarken, anafaz safhasinda kromozom ¢iftleri hiicre
kutuplarina dogru hareket eder. Telofaz sathasi ise; birinci mayotik
boliinmenin final sathasidir ve cytokinesis olusarak iki diploid yavru
hiicre meydana gelir.

Birinci mayoz bélinmenin sonunda sekonder spermatosit
olusurken, ikinci mayoz bdlinmenin sonunda sekonder spermatositier

boliinerek spermatitleri olusturur (18, 22, 23, 24), (Resim 4).

MEIOSIS |
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Resim 4: Mayoz béliinme (Wayne J.G. Hellstrom: Male infertility and
Sexual Dysfunction)

10



Erken spermatitler yuvarlak hiicrelerdir ve matiir spermatitlere
_penzememektedir. Spermatitler spermiogenezis olarak adlandirlan
aegig;im ddnemine giretler ve bu donem de;

1-Akrozom gelisimi

2-Niikleer kromatin kondansasyonu

3-Fazla stoplazmanin atilimi

4-Flagellum olusumunu kapsamaktadir (18, 22, 23, 24).

Akrozom genig vezikiillii golgi aparatindan olusmakta ve zona
' pellucida penetrasyonu igin gerekli proteolitik enzimler: igermektedir
(18, 22, 23, 24).

Spermatit niikleusunda DNA igerigi baglantilarla paketlenerek
minimal niiklear voliim olusturacak hale gelmektedir (18, 22, 23,
24).

Flagellum akrozomun karsi tarafinda, alt pollin uzamasiyla
olusmaktadir. Flagellumun proksimal kismunda mitokondriler
yogunlagarak mitokondriyal kilifi olusturmakta ve spermiogenezis
tamamlandiktan sonra matlir spermatazoa tubul limenine
salinmaktadir (18, 22, 23, 24), (Resim 5),

Matlir spermatazoanin tubul liimenine salinmasi spermiasyon
olarak adlandirilmaktadir. Insanda matiir spermatazoann olusup tubul

limenine salinmasina kadar gecen siire yaklagik olarak 72 giindir

(18).
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Resim 5: Matiir insan spermi (Wayne J.G. Hellstrom: Male Infertility
and Sexual Dysfunction)

2.2.2. Sertoli Hiicreleri:

Seminifer tubulde primer spermatositten spermatazoaya kadar
olan sperm matiirasyonu junktional kompleks iizerindeki adluminal
kompartmanda  gerceklesmektedir  (18), (Resim 3). Bu
kompartmandaki sivinin kompozisyonu primer olarak Sertoli hiicreleri

tarafindan sentezlenmektedir (18, 22, 25).

12 .



Sertoli hiicrelerinin spermatogenezisin gergeklesmesi i¢in gerekli
.i.r.ka? farkli iglevi bulunmaktadir; primer olarak Sertoli hiicreleri,
sé‘fninifer tubulde spermatogenezin devam etmesi igin gerekli olan
_ﬁifrastriktﬁrel yapimin korunmasinda fiziksel olarak rol oynar. Bununla
:"Egirlikte Sertoli hiicreleri, peritubular myoid hiicrelerle kan-testis
.'?';l:'_j.:ariyerini olusturarak mayotik ve postmayotik germ hiicrelerinin
-' iilter'stisyel lenf ve savunma hiicreleriyle karsilasmasini engelleyerek
:':i’mmﬁnolqjik infertilite gelisimine engel olurlar. Germ hiicrelerinin
'3'geli$mesi, matlirasyonu ve metabolizmas1 ig¢in gerekli ortami
saglamak, fagositoz ile spermatit artiklarim temizlemek de Sertoli
hiicreleri tarafindan yiiriitiilen fonksiyonlar olarak bildirilmektedir.
Germ hiicrelerinin  gelisimi, Sertoli hiicrelerinin tam fonksiyon

- gbrmesine baglidir (18, 22, 25).

2.2.3. Spermatogenezin Parokrin/Endokrin Gereksinim ve
Kosullar:

Spermatogenezisin baslamasi ve devam edebilmesi FSH ve
testosterona bagimlilik gostermesine karsilik, germ hiicreleri FSH ve
testosteron reseptorleri igcermemektedir. Bu Ozellikten dolayr germ
Buna karsilik, Sertoli hiicreleri FSH ve testosteron reseptérleri
icermektedir. Bundan dolayi, Sertoli hiicrelerinin mayotik ve post-
mayotik germ hiicreleri ile baglanti halinde olduguve buna bagh
olarak FSH ve testosteronun, germ hiicrelerine olan aktivasyonlarimin
Sertoli hiicrelerinin mediatorltigiinde gerceklestigi bildirilmistir (18).

Tim  bunlara  karsibk, germ  hiicrelerinin  endokrin
regiilasyonunun Sertoli hiicreleri lizerinden diizenlenmesi tam olarak

anlasilamamistir.  Bu  bilgiler 1s1§inda  Sertoli  hiicrelerinin;



-_séigxladlldar‘l aktivin, inhibin, miillerian inhibiting subtance ve diger
parokrin faktorler ile endokrin sinyallerin germ hiicrelerine
;sletilmesinde mediator olarak rol oynadifi akla gelmektedir (18). Tiim
‘bunlarm disinda diger parokrin faktorler de Sertoli hiicrelerinin
;;uyarﬂmasmda rol oynar. Spermatitlerden salgilanan basic fibroblast
growth faktsr (bFGF), Sertoli hiicrelerinde gergeklegen protein
.sentezml sitiimiile etmektedir. Ek olarak Leydig hiicrelerinin androjen
sitiimiilasyonu sonucu peritubuler myoid hiicrelerden salinan PmodS
maddesi de Sertoli hiicre fonksiyonlarini uyarmaktadir (18).

Anormal spermatogenezis siklikla Sertoli hiicre
fonksiyonlarindaki azalmaya baglidir. Sertoli hiicre disfonksiyonunda
~ germ hiicre olusumu olumsuz olarak etkilenmekte ve sonugta serum

FSH diizeylerinde ylikselme meydana gelmektedir (18).

2.2.4. Interstisyel Doku:

Testisin seminifer tubulleri arasindaki bosluklar: bag dokusu
yogunlagmalari, sinir lifleri, kan ve lenfatik damarlar ile dolmustur.
Testikiiler kapillerler pencereli yapida olup, makromolekiillerin
serbestce gecmesine izin verecek sekilde diizenlenmistir. Bag dokusu:
fibroblastlar, farklilagmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofaj gibi degisik hiicre tiplerini igermektedir. Puberte sirasinda
ise; ek olarak bir bagka hiicre tipi belirgin hale gelir. Bu hiicreler hem
yuvarlak, hem de poligonal olabilen, merkezi bir niikleolusu bulunan,

eozinofilik sitoplazmalt, kii¢iik lipid taneciklerinden zengin ve steroid

salgilayan hiicrelerin 6zelliklerini gosteren Leydig hiicteleridir. Bu
hiicreler, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu
testosteronu {iretirler. Leydig hiicrelerin hem say1, hem de aktiviteleri

hormonal uyarilara baglidir. Hamilelik sirasinda tiretilen plasental

14



onoabtropik hormonlar, fetusta interstisyel hiicrelerin androjenik

smonlar1 Uretmesini stimiile ederler. Androjenik hormonlar ise

ﬁ;ﬁ:iy:onik farklilasmada erkek genital organlarin gelisimi igin
ereklidir (18, 22, 24, 25).
225 Kan Testis Bariyeri:

Kan ve seminifer tubullerin i¢ bolgesi arasinda, Sertoli hiicreleri

rafindan olusturulan fizyolojik bir bariyer mevcuttur. Kan testis
g_riyéri olarak adlandirilan bu yapt germ hiicrelerini kandan gelen

ksik ajanlara karsi korumak i¢in gereklidir (18, 22, 25).

'_:'Spermatogonial hiicrelerin farklilagmast sperme 6zgii proteinlerin

ffeiya ¢ikmasina  yol  agar. Sekstiel  olgunlagmanin,
'_ '_IIm'inkompetansm gelismesinden uzun bir siite sonra ortaya ¢ikmasi
bebiyle, differansiye olan sperm hiicreleri; yabanci olarak tanmabilit

¢ germ hiicrelerinin 6liimiine sebep olabilecek bir immiin cevabi

-_‘te$Vik edebilir. Kan testis bariyeri, seminifer tubiillere
mmiinglobiiliinletrin gegmesini ve herhangi bir otoimmiin reaksiyonun

olusmasim dnlemektedir. (18, 22, 24, 25).

2.2. EPIDIDIM

| Epididim bas, govde ve kuyruk olmak {izere 3 béliimden olugur.
Basg, testisin iist poliinde, gévde ve kuyruk ise posteriorunda yer alir.
Epididim govde ve kuyrugu kivrimli tek bir kanaldan olugmustur (17,
_18). Rete testisten ¢ikan 8-20 duktuli efferentes epididim bag kismina
girerek epididim lobiillerini olusturur Her lobiil 15-20 cm boyunda,
kiviimh tek bir tubulustan olusmustur. Bu yapilarm tiimii birleserek,

kiviimli epididim kanahm olustururlar. Toplam uzunlugu 6 metre
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g}éfmda olan bu kanalin ¢ap1 ve kalinh§ kuyruga dogru ilerledikge

arak duktus deferensi meydana getirir (18, 21).

” Epididim kanalinda giderek artan yogunlukta myoid hiicreler
alunur. Rete testis kiibik hiicrelerle doseliyken, epididim kanal
_sei{fetuar‘ ve silyalt hiicrelerle doselidir (22).

Epididimin 3 primer fonksiyonu vardir;

1-Infertil testikiiler spermin fertil sperme maturasyonunu
saglamak

. 2-Spermin testisten vaz deferense dofru peristaltik hareketlerle
transportunu saglamak

~ 3-Matiir sperm depolanmasin saglamak (18, 21).

Sperm hiicreleri testisten ayrildiklarinda hareketsiz ve ovum
hiicresini dolleyecek kapasitede degildirler. Epididimde transport
::-' sliresince sperm hiicresinin kapasitasyonunda, motilite ve fertilizasyon
yeteneginde artma meydana gelir. Epididimde olusan matlirasyonu
sirasinda, sperm hiicrelerinin ylizey proteinlerinde bazi degisikliklerin
oldugu gosterilmistir. Epididimde sperm hiicrelerinin matiirasyonu
testosterona baglidir. Sperm hiicrelerinin epididimdeki transport siirest
ortalama 12 giin olup, bu siire bazi varyasyonlar gosterebilmektedir
(18, 21).

2.4. DUKTUS DEFERENS

Duktus deferens 30-35 cm uzunlugunda ve 2-3 mm ¢apinda bir
kanaldir (17, 18). Duktus deferens, epididimden ayrildiktan sonra
once skrotum iginde seyreder ve ingtiinal kanala girerek funikulus
spermatikusa katilir. Ingiiinal kanaldan karn igine girdiginde
retroperitoneal olarak yukar dogru seyreder ve lireter alt bolimiinii

caprazlayarak orta hatta ulasir. Bu noktadan sonra ise mesanenin



posterioruna ve vezikiila seminalisin lateraline gelir. Bu bdlgede
genisleyerek ampulla adim alir ve vezikiila seminalis kanaliyla
birleserek ejakiilator kanali olusturur, Ejakulatér kanal 2 cm
uzunlugunda olup, utrikulus prostatikusun iki tarafina agilar (18, 20).
Duktus deferens, digta damar ve sinirleri iceren konnektif' doku
kilifi, ortada i¢-dis longitudinal ve orta sirkiiler liflerden olusan kas
tabakasi ile igte sterosilia tasiyan mukoza hiicrelerinden olusur. Kas
fonksiyonu sempatik innervasyona baghdir (18, 22). Duktus deferens
spontan motiliteye sahiptir ve koit diginda da diizensiz kasilmalarla
stirekli sperm tagir. Seksiiel uyarilar ile birlikte bu taginma hizlanir ve

ejaklasyon aninda figkirir sekilde antegrad olarak gergeklesir (18, 21).

2.5. ERKEK KONTRASEPSIYON YONTEMLERI
2.5.1. Koitus interruptus:

Bu yontemi kullanan giftler, ejakiilasyon oluncaya dek cinsel
iligskilerini stirdiirtirler. Ejakiilasyondan hemen Once erkek, penisini
vajinadan geri ¢ceker. Ejakiilasyon vajinanin tamamen disinda ve kadin
dig genital organlarindan uzakta gergeklesmelidir. Ejekiilasyon
zamanini kestiremeyen erkeklerde ve ard:i ardina ikinci kez cinsel
iliskiye giren ¢iftlerde bu yontem Gnerilmez.

Tiirkiye’de ciftlerin %30°u bu yontemi kullanmaktadwr. Ik
uygulama yilinda goriilen %4-18 basarisizlik orant bu ydntemin en
onemli dezavantajidir. Buna Kkarsilik Dbiitiin dinyada, herkes
tarafindan, her durumda, hi¢bir ara¢ veya inceleme gerektirmeden ve
komplikasyon ihtimali olmadan uygulanabilmesi, bu yontemin en
olumlu yamidir (26, 27, 28).

2.5.2. Kondom:
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Erkekletin kullandigi, kalici olmayan, etkili ve giivenilir .bi.i': S

bariyer Kontraseptif y&ntemidir. Kondom, cinsel iliski esnasinda
vajinal penetrasyondan once ereksiyon halindeki penis iizerine
gecirilen bir kiliftir. Kondom spermlerin vajinaya girisini énler. Bir
ucu agik silindir seklindedir ve kapali ucunda ise semenin toplanmasi
icin genellikle bir rezervuar vardir. Bazi1 kondomlar ayrica spermisit
ile kaplanmugtir. Bir yillik kullanimda basarisizlik orani %2-5 arasinda
degigir. Ucuz ve kolay bulunuyor olmasi, muayene ve regete
gerektirmemesi, cinsel yolla bulagan hastaliklardan da korumas: bu

yontemin olumlu yénleridir (26, 27, 28).

2.5.3, Hormonal kontrasepsiyon:

Spermatogenezis hipofizer gonodotropinlerin (FSH, LH) normal
sekresyonuna baghdir. FEksojen kokenli gonodotropin releasing
hormon (GnRH) analoglan, testosteron gibi seks steroidleri ve
progestinler; gonodotropinleri ve aym zamanda spermatogenezi
baskilar.

Genis multisentrik c¢alismalar, haftalik yiiksek doz testosteron
uygulamasiin gonodotropinleri ve spermatogenezisi baskilamada
oldukc¢a etkili bir yontem oldugunu gostermektedir. Ek olarak, bu
yontemin kontraseptif etkinlifinin kadinlarin oral kontraseptifleriyle
karsilastirilabilir oldugu bildirilmigtir. Diisiik doz testosteronun, bir
progestin veya bir GnRH analogu ile kombine edildigi rejimlerle
yapilan ¢alisma sonuglar ise daha basarili bulunmustur. Kilo artisi ve
serum HDL kolesteroliin baskilanmasi tedavinin en O6nemli yan
etkileri olarak bildirilmistir. FErkekler i¢in onaylanip piyasaya
stiriilmiis bir hormonal kontraseptif heniiz yoktur. Giinlimizde erkek

kontraseptitleri ile ilgili yapilan arastirmalarda, post-testikiiler ve
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epididimal bolgeler tizerinden etki edebilecek ajanlar iizerinde de
durulmaktadir (28, 29).
2.5.4. Vazektomi:

Ertkek kontrasepsivonunda, tiim diinyada yayginlasarak
uygulanan en etkili, giivenilir ve kalic1 yontemidir (1, 2, 30). Tim
bunlarin disinda vazektomi; muayenehane kosullarinda glivenli bir

sekilde gerceklestirilebilen basit bir yontemdir.

Cerrahi Yontem: Cerrahi 6n hazirlik yapildiktan sonra
vazektomi yapilacak kisi supin pozisyonda yatirihir ve uygun genital
alan temizligi yapilir. Hastamin skrotumu igindeki sa§ vaz deferens
cerrahin sol el isaret, orta ve bag parmaklar arasinda tespit edilerek,
yiizeyel cilt tabakasinda yaklasik 2 cm’lik alana ince uglu bir igne ile
lidokain enjekte edilit. Ek olarak, aymi enjeksiyon yerinden
cikilmadan igne perivazal kilif iginden eksternal ingtiinal ringe dogru
ilerletildikten sonra, vaz etrafina 2-5 ml lidokain enjekte edilir.
Konvansiyone! vazektomi tekniginde skrotal cilde anestezi yapilan
yerlerden yaklagik lem’lik insizyon sonrasi vaz deferens ortaya
¢ikarihr. Cevre dokularda yer alan; deferensiyel arter, ven ve sinit
serbestlestirildikten sonra, vaz kesilir ve kiigiik bir segmenti de eksize
edilir. Vaz deferensin proksimal ve distal uglan koterize edilip
baglandiktan sonra kanama kontrolii yapilir. insizyon krome katkiit ile
stitiire edilerek kapatilir (4, 5, 30).

Vazektomi benzer anestezi teknifini takiben skrotal insizyon
kullanmaksizin da yapilabilir (30), (Li 1976). Vaz deferens, skrotum
cildi lizerinden sol el bag ve isaret parmagi arasina alindiktan sonra
halka uglu fiksasyon klempi ile tespit edilir. Klemp kismen agilip vaz
deferens iizerindeki skrotal cilt klemp disina dogru kaydiriidiktan
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sonra, klemp tekrar kilitlenerek vaz deferensin izerinde kalan skrotal
tabaka iyice gergin ve olabildigince ince hale getirilir. Keskin ughu
mosquito klempin acik olan agizlarmndan biriyle cilt gecildikten sonra
ciltteki giris yeri aym mosquito klemp ile genisletilerek vaz deferens
gortillir hale getirilit. Mosquito klempin sag ucu 45 derecelik ag1 ile
vaz deferens duvarindan liimene dogru sokulduktan sonra, klemp 180
derece laterale dondiuriilerek vaz deferens ciltten disart ¢ikartlir ve
fiksasyon klempi ile tespit edilir. Vaz deferensin etrafi temizlendikten
sonta 1 cm'lik segment eksize edilir. Proksimal ve distal Himenieri
koterize edildikten sonra her iki ug; orta boy hemoklip ile klemplenir
ya da sitlire edilir. Vazin her iki ucu skrotum icine itildikten sonra
gitis delikler1 stitiire etmeye gerek kalmaksizin kendiliginden,
kontrakte olarak kapanw. Hasta takibinde; vazektomi sonras: 3 ay siire
ile cinsel iliskiler esnasinda bagka bir yontemle korunma onerilir (4, 5,
30).

Vazektomi Endikasyonlari: Vazektomi uzun stireli antibiotik
tedavisine ragmen tekrarlayan epididimit ve epididimorsit vakalarinda
endikedir. Bu endikasyonun nedeni: vakalarin ¢ogunda steril idrar ve
epididimal aspirat mevcut olmasidu. Bu bulgular, hastalarda
ejekllatér kanal yoluyla idrar refliisine bagli kimyasal epididimiti
diigtindiirmektedir (31).

Vazektomi erkek kontrasepsiyon vyoOntemleri arasmda altin
standart olarak kabul edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yilda yaklasik 500.000 kisi vazektomi operasyonu gegirmektedir (1, 2,
30, 31)
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Vazektomi Komplikasyonlar: Vazektomi sonrasi hematom
gelisimi %1’den daha az oranda gorillmekte ve bu oran cerrahin
tecriibesiyle daha da azalmaktadir (29, 30, 31). Vazektomi sonras
yara enfeksiyonu ile nadir olarak karsilasilmakiadir. Bu nedenle
vazektomi 6ncesi proflaktik antibiotik kullanimi gerekli degildir (29,
30, 31). Vazektomi sonrast epididimit gelisimi 500 vakada %]1-3
oraninda goriilmekte ve bu klinik tablo gergek epididimit gseklinde
olabilecegi gibi intraepididimal basing artisina bagli olarak da
olusabilmektedir. Epididimit tedavisinde giinde 4 kez 500 mg
tetrasiklin kullanilabilir. Bu tedavinin basarisiz oldugu durumlarda
metronidazol tercih edilmelidir. Bu tercihin en Onemli nedeni;
vazektomi reversal vyapilan vakalarda epididimal sivida siklikla
trikomanas vajinalis patojeninin saptanmasidir. Buna karsihik
tedavinin basarisiz kaldig1 ¢ogu vakada 6-12 haftalik siire icinde
epididimit kendiliginden diizelebilmektedir (31, 32, 33, 36).

Vazektomi Sonras1 Azospermi Zamani: Vazektomi sonrast
ejakiilatta spermin kaybolmasi, ejakiilat siklifiyla dogrudan iligkilidir.
Vakalarin %80-90’1, genellikle 12-15 ejekiilat sonras1 azospermik hale
gelir. Vazektomi operasyonundan 3 hafta sonra, vaz deferensin
abdominal tarafindaki ve seminal vezikiillerdeki sperm hiicrelerinde
motilite 6zelligi kaybolmaktadir. 3. haftadan sonra motil spermlerin

saptanmasi vaz deferenste rekanalizasyonu disiindtirmelidir (31, 32).

Vazektomi Yetmezligi: Vazektomi yalnizca 1 klip kullanilarak

yapilmissa yetmezlik orant %1 oraninda gériiliirken, birden fazla klip
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kullanildiginda  yetmezlik oram  %0.2’den daha az olguda

gerceklesmektedir. Vazektomideki basarisizlifin en dnemli nedeni

rekanalizasyon olusmasidir. Rekanalizasyon; vaz deferensin testis
tarafinda olusan sperm granulomu formasyonundan gelisen sperm
kacagl sonucu ortaya ¢ikar (4, 5, 31, 32, 33). Siklikla rekanalizasyon
post-operatif 6. haftadan sonra olusmaktadir (31, 32). Vazektomi
sonrast yetmezlik geligsirse 3 ay sonra vazektomi islemi

tekrarlanmahidir (31).

2.6. VAZEKTOMININ GENITAL SISTEMDEKiI LOKAL
ve SISTEMIK ETKILERI

2.6.1. Sperm Granulom Olusumu:

Sperm granulomasi krem renginde ovoid yada irregiiler sekilli,
histolojik olarak tiiberkiiloz granulomasina benzeyen kitlelerdir (37).
Dejenere spermatazoalardan serbestlesen yag asitlerinin  kronik
inflamatuar reaksiyonu sitlimiile etmesi sonucu olugmaktadir (38).
Lezyonda; dejenere spermatazoalarin ¢evresinde makrofaj, lenfosit ve
plazma  hiicreleri izlenir (39). Sperm fagositozunu takiben
spermatazoal otoantijenlerin immiin sisteme sunulmasi, immiin sistem
tarafindan antisperm antikorlarin olusumunu stimiile eder. Vazektomi
sonras1 %60 oraninda antisperm antikorlar olusmasi bu fenomen ile
aciklanabilir (30, 31, 32, 33, 34, 40). Spermatazoa antijenik
ozelliklerini puberte doéneminde kazanmaktadir. Bu dénem vicut
komponentlerine karsi immiin toleransin gelisiminden ¢ok sonraya
rastlamaktadir. Normalde spermatazoa antijenleri immun sisteme kars:

genital sistem epiteli boyunca izole durumdadir (18, 22, 25, 31, 32).
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una karsilik, vazektomi sonrasi bu koruyucu bariyer zarar

-5rih.ektedir.‘ Ekperimental ¢aligmalar immiinolojik cevabin bolgesel

én:fatikler ve lenf nodlari tarafindan diizenledigini gostermistir (31,
I) Spermatazoal antijenlere kargit hiicresel mediatérlil olugan
fﬁmﬁnite hakkinda bilgiler az olmakla beraber, yapilan eksperimental
| éhgmalarda sperm granulomu duvarinda T lenfositlerinin varligi
gosterllmlgur (41). Bunun disinda, vazektomi sontasi epididimal
¢p1telyum ve intertisyumda yaygin olarak helper ve sitotoksik T
Jenfositleri izlenmektedir (31, 42).

2.6.2. Antisperm Antikorlarin Etkileri:
Spermatazoa antisperm antikorlar1 tarafindan ilirogenital trakta
immobilize ve agliitine edilmektedir (31, 43). Vazektomi sonrasi
- kardiovaskiiler hastalik riskinde artma olmaktadir. Bu durum
spermatazoa antijenleri ve antisperm antikorlarin immiin kompleks
olugturarak damar duvarmnda aterom plag olusturmas: yada bu
alanlarda birikmesiyle agiklanmaktadir. Bunun diginda olusan immiin
kompleksler bobrekte glomeriillerde birikerek tenal hasar da
olusturabilmektedir (35). Vazektomi sonrast ratlarda ve insanlarda
testikiiler histolojik  degisiklikler saptanmistir. Buna karsilik
vazovazostomi sonrasi ejakiilatta sperm bulunmasi oramnin %72-86,
gebelik oranmin da %40-52 arasinda degistigi bildirilmektedir (9, 44).
Gergekten de vazektomi sonrast olusan interstisyel fibrozis ile
fertilizasyon arasinda zayif korelasyon mevcuttur (31, 43, 44).
Kopeklerde vazektomi sonrasi gegici spermatogenez depresyonu
gosterilmistir. Bu durum intraluminal basing artisina bagli olugmakta
ve birka¢ hafta sonra normal spermatogenez tekrar baglamaktadir (31,

45). Vazektomi sonrasi seminifer tubullerde dejenerasyon, epididim
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basinda granulom formasyonu olusmaktadir. Intraluminal basing
artmas1 seminifer tubul epitelinde dejenerasyon ve kollapsa yol
acabilmektedir (46). |

Vazektomi sonrasi mekanik testikiiler zarara ilave olarak
otoimmun orsit olusmaktadir Bu durum hiicresel mediat6rlti immiin
cevap sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Spermatazoal antijenlere kars:
olusan antikorlar ve T Ilenfositleri seminfer tubul epitelinde
destritksiyona sebep olmaktadir. Seminifer tubul bazal membraninda
immiin kompleksler birikmekte ve lenfosit infiltrasyonu olugsmaktadir
(31, 47).

Vazektomi sonrasi malignite gelisim olasilifi incelendiginde;
testis kanseri gelisme riskinde herhangi bir artis saptanmazken, prostat
kanser gelisimi agisindan hafif artmis bir risk olabilecegi bildirilmistir
(52, 53). Buna karsilik, vazektomi sonrasi serum testosteron seviyeleri
ise genellikle normal sinirlari arasinda kalmaktadir (31, 48).

Vazektominin epididimal kanal {izerinde yaptifn degisikliklere
bakildiginda; epididimde dilatasyon ve granulasyon formasyonu
olustugu bildirilmistir. Buna kargilik, artan intraliiminal basing sonucu
olusan epididimal destritkksiyon, vazektomi reversal ile normale
donebilmektedir (31, 49). Ultrasonografik inceleme ile de vazektomi
sonrasi epididimal genisleme ve kist olusumu izlenebilmektedir (50).
Vazektomi sonrasi, %6 oraninda epididimit ile karsilasiimaktadir. Bu
tablonun siklikla konjestif yada immiinolojik nedenlere bagli olarak
gelistigi  bildirilmekte ve enfeksiyon ajam1 siklikla  tespit
edilememektedir. Olgularin %15-20’sinde skrotumda sikinti veren
agr olugmakta ve bu durum seksiiel aktivite ve ejekulasyon sirasinda

artmaktadir (51). Epididimal dilatasyon ve intraluminal basing artis
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sonucu olusun agri vazektomiyi takip eden ilk birka¢ ay igerisinde

meydana ¢ikmaktadir (7, 31, 34).

2.7, VAZEKTOMI ve SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI
(SOR)

Erkek genital traktinda serbest oksijen radikalleri (SOR)
spermatazoa ve 16kositler tarafindan olusturulmaktadir. SOR karmasik
sperm fonksiyonlarnin reglilasyonunda, kapasitasyon ve akrozomal
reaksiyonda rol oynar (67). Urogenital sistemde olusan enfeksiyonlar
sirasinda asm1  diizeyde SOR olusur. Oksidatif patlama olarak
tanimlanan fenomen; makrofajlar ve l6kositlerin enfeksiyona karsi
birinci savunma mekanizmasini olusturur. Bu durum bakteri ve
virtisiin pro-oksidant mekanizmasi ve birkag sitokin tarafindan modiile
edilit. Enfeksiyonun etkisiyle Idkositlerden aktivasyon derecesine
gore SOR salgilanir. Antioksidatif sistem olusacak spermatazoa
zararinin derecesini belirler. Enfeksiyon sirasinda, pro-oksidant ve
antioksidant mekanizmalardaki yetersizlik sonucu olarak; oksidatif
stres sperm fonksiyonlarinda bozulma, motilite ve fertilizasyon
yeteneginde azalmaya yol acabilir. Enfeksiyon sirasinda artan SOR ve
antioksidant mekanizmalardaki yetersizligin bir sonucu olarak; testis,
epididim ve 6zellikle spermatazoanin uzun siite SOR ile karg1 karsiya
kalmasi, geri déniislimsiiz zararh etkiler olusturabilir. Bunun disinda
enfeksiyon orjinli SOR’un prostat glandi, seminal vezikiil ve testiste
yaratmis oldugu bozulmanm indirekt bir sonucu olarak da sperm
fonksiyonlarinda bozulma meydana gelebilir (68).

Oksijen insan yasami icin vazgecilmez bir elementtir. Insan

viicudunun enerji ihtiyaci; mitokondride olusan enzimatik kontrollii
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oksijen ve hidrojenin oksidatif fosforilasyonu ile saglanmaktadir. Bu
reaksiyonun basamaklarinda agifa ¢ikan NADH’in indirgenmesiyle
olusan enerji, ATP sentezi i¢in kullanilmaktadir. Bu basamaklar
esnasinda serbest oksijen radikalleri olan; siiperoksit anyon 02-,
hidroksil radikal ve hidrojen peroksit de olugmaktadir (68, 69).
tiriinlerin katildig1 reaksiyonlar; hidrojen absorbsiyonu, ¢apraz bag
olusturma ve yok etme reaksiyonlaridir. Bundan dolayr SOR, hiicre
membraninda lipid, aminoasit, karbonhidrat oksidasyonu, niikleik asit
zedelenmesi ile hyaluronik asit depolimerizasyonuna ve sonug olarak
da oksidatif zedelenmeye yol acar (70). Bu molekiillerin olusmasinda
anahtar komponent inflamasyon, iskemi-reperfiizyon zedelenmesi,
enfeksiyon ve karsinogenezistir (70, 71).

Diistik konsantrasyondaki SOR diizeyleri selektif ve biopozitif
etki olusturmaktadir. SOR’lar prostanoid metabolizmasinda metabolik
ara {Uriinlerdir. Vaskiiler tonusun regiillasyonunda, niikleer
transkripsiyon faktor beta (NF-kB) aktivasyonunda, selliiler biiylime
regiilasyonunda, intra ve ekstraselliiler sinyal transdiiksiyonunda rol
oynarlar. Tiim bunlarin diginda antimikrobiyal defansta, immiinolojik
gbzetimde ve makrofaj sitotoksisitesinde Onemli gorevleri
bulunmaktadir (72). Yiksek konsantrasyondaki SOR diizeyleri
nonspesifik ve biyonegatif reaksiyonlara girerek biyolojik zarara yol
acarlar (73).

Eksperimental ¢aligmalar SOR ile sperm fonksiyonlar: arasindaki
iliskiyi ortaya koymustur. Sperm kapasitasyonunun baglamasi,
SOR’larin artmasini takip eden tirozin fosforilasyonu ardindan
gergeklesir. Bu  durum; SOR’un artmasi ile spermatazoada

transdilksiyon  progesinin  baglamasi1  arasindaki  baglantiy:
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gostermektedir. SOR’lar yaninda diger bazi faktérier de (kalsiyum,
adenil siklaz/cAMP, glikoz, ekstraselliiler sividaki bikarbonat) sperm
kapasitasyonu {lizerinde etkilidir (89). Giincel bilgiler, akrozomal
reaksiyonun spermatazoda yapilan ekstraselliller siiperanyon ile de
baglantili oldugunu gdstermektedir. Tim bunlann diginda diisik
konsantrasyonda NQO’in de sperm kapasitasyonunun gelismesine
katkida bulundugu bildirilmektedir (89, 90).

Aydos ve arkadaglarmmin vazal obstriiksiyon olusturarak
gerceklestirdikleri eksperimental ¢aligmalarda, vazektominin germinal
epitele zarar verdigi ve testikiiler ultrastriiktiirel yapida degisikliklere
neden oldugu bildirimistir (95). Bu c¢alismalarda testikiiler histoloji
elektron mikroskopi ile ayrintili olarak incelenmistir. Caligsmalarn
sonucunda: seminifer tubul ¢apinda artma, germ hiicre sayisinda
azalma, bazal membran kalinhginda artma, immiin deposit birikimi,
instersitisivel fibrozis ve testikiiler doku kapasitesinde azalma
olustugunu gosterilmistir (95) Yine vazal obstrilkksiyon sonrasy
morfolojik olarak normal ya da anormal hiicrelerin, SOR’larn fazla
miktarda olusmasina ve birikmesine neden oldugu belirtilmistir. Vazal
obstritksiyon sonrasi artan SOR’un, testikiiler histolojik yapida
gorillen degisiklikle neden oldugu bildirilmistir. Ozet olarak:
vazektomi sonrasi olusan SOR seviye yiitkselmeleri ile testikiller doku

hasar1 arasinda korelasyon oldugunu gésterilmistir (94, 95).

2.7.1. SOR’un Sperm ve Sperm Fonksiyonlar: Uzerine Etkisi:

SOR’larin artmasi veya koruyucu antioksidan mekanizmalarin
azalmasi sperm patofizyolojisinde bozulma ile infertilite nedeni

olabilmektedir (76).
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Tim hiicresel komponentler, lipidler, proteinler, niikleik asit ve

~karbonhidratlar SOR’larin potansiyel hedefidir. SOR’larin neden
oldugu degisikliklerin tipi ve derecesi sadece SOR’larin cinsi ve
miktarina baglt degildir. Bunlarin disinda, SOR’lara maruziyet siiresi,
| ekstraselliiler faktorler, 1s1, oksijen basinci ve ¢evre kompozisyondaki
protein ve iyon yogunlugu ile de iligkilidir (79). SOR’lar sperm
- hilcreleri lizerine olan etkilerini; membran lipid peroksidasyonu,
hiicre i¢ci ATP miktarinda azalma ve DNA igeriginde bozulmaya yol

acarak gosterirler

Lipid Peroksidasyonu: Spermatazoa, yapisindaki viiksek oranda

doymamig yag asidi bulunmasi nedeniyle oksidatif ataktan kolayca

etkilenebilir. Lipid peroksidasyonunun artmasi spermatazoa igin
toksik etki olugturur. Yiiksek miktardaki doymamig yag asitleri,
membran akiskanlifi ve membran biitiinliigliniin saglanmasinda rol
oynat, Bu o&zellik fertilizasyon ile yakindan iligkilidir. Lipid
peroksidasyonu  sonucu  plazma  membraninda  fosfolipid,
fosfatidiletanolamin ve fosfatidilkolin kaybt meydana gelmektedir
(80). Membran akigkanliginda ve membran biitlinliigiinde rol oynayan
bu molekiillerin azalmasi, spermatazoa fonksiyonlarinda bozulmaya
neden olur. Bunun disinda membran akigkanliginin bozulmasi da
sperm-oosit birlesme diizeyinde azalmaya neden olmaktadu (81).
SOR’larin  etkisiyle lipid peroksidasyonunun artmasi; sperm
motilitesinde ve canliliginda azalmaya sebep olur. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda onemli bir SOR olan H,O,’nin sperm motilitesinde
azalmaya yol actigi gosterilmistir (82).

SOR’larin yiikselmesi hiicre i¢i ATP diizeyinin azalmasina ve

cAMP seviyesinin artmasmna bagli olarak aksonemal protein
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fosforilasyonuna ve sperm immobilizasyonuna neden olmaktadir (83).
Bununla birlikte, SOR diizeyinin artmasi sonucu; DNA iplikciklerinde
kinlma ve kromatin ¢apraz baglarinda kopma meydana gelmektedir.
Infertil erkek hastalann  spermatazoalarinda yaygin  DNA
fragmantasyonlar1  gosterilmistir (84). Bu bulgu SOR’larin
olusturdugu zarar1 agiklayan gl¢li bir kanittir. Spermatazoa
DNA’sinda zararin orami ile fertilizasyon orani arasinda negatif
korelasyon mevcuttur. Sperm DNA’sindaki zedelenme; fertilizasyon
yeteneginde azalma ve erken embriyo Sliimiine neden olmaktadir (85).

Sonu¢ olarak; bircok caligmada degisik tekniklerle infertil
erkeklerin ejekiilatinda artmig SOR gosterilmistir. Bu durum daha
Onceden belirtildigi gibi spermatazoalarda asir1 miktarda SOR’larin

tretimine baglhidir (86).

2.7.2. Antioksidatif Korunma:

Antioksidantlar;  askorbat, glutatyon, membrana  bagh
antioksidantlar, tokoferol ve ubiquinol, ekstraselliiler siiperoksit
dismiitaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalazlan
icermektedir (74). Antioksidantlar etkilerini; SOR’larin olugumunu
engelleyerek ve sekonder reaksiyonla SOR’larin reaksiyon yollarina
karigarak gosterirler. SOR diizeyinin antioksidant esik degerini astig
durumlarda oksidatif selliler vyaralanma olusur. Antioksidant
mekanizmanin {iglincti etkisi hiicte yenilenmesi olup, bu etki
spermatazoalar i¢in gecerli degildir (75). Ozet olarak: antioksidantlar

biyolojik dokulari SOR’larin olumsuz etkilerine kais1 korurlar (76).

2.7.3. Antioksidan 1laclar:
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Antioksidant droglar, endojenik defans mekanizmasini stimiile
ederek ve SOR olusumunu ve/veya etki mekanizmasint inhibe ederek
etki gosterirler. Bu droglar yerine koyma tedavisi (siiperoksit
dismiitaz, thiol, vitamin C ve vitamin E), selatizan ajanlar
| (desferoksamin), stiperoksit anyon inhibitorleri (allopurinol),
siperoksit anyon temizleyicileri (flavonoidler), hidrojen peroksit
eliminatorii (glutatyon) olarak sayilabilir (91).

SOR’un zararli etkileri antioksidatif suplemantasyon ile
giderilebilir. Bu amagla vitamin C ve E kullanulabilir. Bu droglar,
SOR’un yapmmm azaltarak sperm motilite kaybmi Onlerler ve
kapasitasyonunu  arttirr  (92).  Bunun  disinda,  terapotik
~ konsantrasyonlarda bazi antibiotikler de (tetrasiklin, eritromisin)
SOR’un yapimin: azaltir, S6zii edilen antibiotiklerin tedavisi seminal

enfeksiyonlu  erkeklerde sperm parametrelerinde  diizelmeye,

antioksidant aktivitede artisa, IL4 aktivitesinde artiga ve IL2 ile IL 8

aktivite azalmasina yol agmaktadir (93).

2.7.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Olgiimii:

SOR’lar kisa vyagam siireleri olan biyolojik ara iirtinler
oldugundan, direkt olarak 6l¢limleri zordur. Bu molekiillerin direkt

Ol¢timleri elektron paramanyetik rezonans spektroskopi ile yapilabilir.

i Bunun digindaki metodlar ile SOR’un diizeyi indirekt olarak

gosterilmektedir (77, 78).
Malondialdehit (MDA), ¢oklu doymamis yag asitlerinin

: peroksidasyonu, deoksiribozun bir hidroksil radikaliyle yikimi ve

prostoglandin sentezinin bir yan iiriinli olarak meydana gelir.

. MDA’nn; yaslanmada, mutagenezde ve karsinogenezde rol oynadig

 gosterilmistit. MDA olgtimii: yaslanma veya dejeneratif hastaliklar
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gibi in vivo durumlarda meydana gelen lipid peroksidasyonunun
siddetinin ve besinlerde meydana gelen oksidatif bozulma miktarnin
bir gostergesi olarak uzun siire kullaniimistir. Biyolojik drneklerdeki
MDA’y1 tespit etmek amaciyla; TBA (tiyobarbitiirikasit) testi, HPLC
(yiiksek performansh likit kromatografisi) ile direkt saptama,
MDA/TBA-HPLC metodlari, MDA/fenilhidrazin-HPLC metodlarn ve
gaz kromatografisi gibi metodlar gelistirilmistir (77, 78).

Lipid peroksidin {irtinli olan MDA; hiicre ve dokulardaki
oksidatif hasarin  g&stergesidir.  Biyolojik  oOrneklerde lipid
peroksidasyonu sonucu iiretilen MDA’ nin, bagl formlara gevrildigi;
bu formlarin da yapisal olarak biyomolekiillerin primer amino gruplar
ile iligkili oldugu bildiritmistir {77, 78).

MDA igin gegerli analitik tetkikler, TBA ile reaksiyon {izerine
kuruludur. TBA, MDA diginda birgok madde ile de reaksiyona
girebilir. Diger lipid oksidasyon {riinleri, safra pigmentleri,
aminoasitler ve sekerler bu maddelere Ornek gosterilebilir. Tiim bu

reaksiyonlarin sonucunda interferans veren kromojenler meydana gelir

(78)
2.8. NITRIK OKSIiT (NO) ve NITRIK OKSIT SENTETAZ

(NOS)
Nitrik oksit (NO) yiiksek yapili canlilarda ¢ok énemli biyolojik

fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere (retilen nitrojen merkezli bir
radikaldir (54). Paylasiian elektron gergekte nitrojen atomuna ait
olmasina karsilik, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu
Uzerinde lokalize olmasi nedeniyle tam bir radikal dzelligi tasimaz.

Bunun sonucu olarak bilinen diger radikallere gore reaktivitesi
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baskilandifindan oldukca uzun dmiirlidiir (55). NO birgok hiicrede,
bir aminoasit olan L-arginin’in nitrik oksit sentetaz enzimi (NOS)
tarafindan terminal guanidin gurubunda olusturulan degisim sonucu
{iretilir. Bu tepkime, molekiiler oksijen ve kofaktdr olarak NADPH
gerektirir (35, 56).

NO, birgok biyolojik cevabin regililasyonu ile ilgili bit
~ molekiildiir  (57). Genitoiiriner sistemde NO, nonadrenerjik
nonkolinerjik nérotransmisyon yapan bir nérotransmiter ve endotelial
hiicrelerden saliabilen bir vazodilatatordiir. Ayrica epitelial kokenli
~ fakt6r olduguna dair kanitlar da mevcuttur. NO’nun genitoiiriner
dokularda bolgesel kan akumi, diiz kas fonksiyonu ve sekretuar
cevaplarda rol oynadigi bilinmektedir (13, 14, 15, 16, 57).

Cok sayida temel hiicre fonksiyonu, NO’nun degisik hiicre
konsantrasyonlar1 ile dizenlenmektedir. Bu hiicre fonksiyonlarn
arasinda; inflamatuar aktivite, noéromediatorlerin aktivitesi ve
metabolizmasi, kas iskelet hiicrelerinin relaksasyonu, hiicre
aktivasyonu, differansiyasyonu ve proliferasyonu i¢in gerekli genlerin
ekspresyonu yer alir, Giintimiize kadar yapilan ¢alismalarda NO’nun
timoér progresyonunda ve normal dokularin bazi belirli hiperplazi
tiplerinde anjiogenezisi stimiile ettigi bildirilmistir (58, 59, 60, 61).

Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda

ortaya ¢ikan NO disinda, endojen NO olusturan tek kaynak; nitrik

oksit sentetaz (NOS) enzimleridir. Bu enzimin noronal (nNOS),
endotelial (eNOS), ve indiiklenebilir (iNOS) olmak lizere 3 formu
bulunmaktadir (54, 56, 57, 58, 63).

nNOS ve eNOS konstitiitif izoformlar olup, nNOS ve eNOS
enzimleri tarafindan iiretilen ¢ok diisiik derisimdeki NO, sinir sistemi

ve diiz kaslarda hiicre i¢i ve hiicreler arasi haberci molekiil olarak
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gbrev yapar (54, 56, 62). Haberci molekiil olarak sitoplazmik guanilat
siklaz: aktive ederek, hiicrelerde siklik guanilat mono fosfat (cGMP)
diizeyini arttirir. ¢cGMP ise ¢esitli enzimler aracilifi ile hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesini saglar. cGMP kofaktor
olarak kalsiyum ve kalmoduline bagimhidir ve hiicre i¢i kalsiyum
diizeyini arttiran agonistlere yanit verir. Hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin
yiikselmesi, kalmodulinin NOS’a baglanmasimi uyarir ve aninda
pikomol diizeylerinde NO sentezlenir. Kalsiyum baglayan maddeler
ve kalmodulin inhibitérleri bu yolla saglanan NO sentezini
Onleyebilir. nNOS, {irogenital dokularda yaygin olarak bulunup,
ereksiyon ve prostatin vazomotilitesinde spesifik bir rol oynadifi
digtintilmektedir (56, 58, 60, 62, 63, 64) Kalsiyuma bagimh
konstitiitif NOS ve sitokin ile indiiklenebilir NOS etkisiyle olusan NO
miktarinin artmasimin, sperm motilitesinde azalmaya yol agtigi bazi
caligmalarla gosterilmistir. Siiperoksit anyon ile NO’in reaksiyonu
sonucu olusan reaktif peroksinitrit de bu tablonun ortaya ¢ikmasina
katkida bulunmaktadir (87, 88).

iNOS; bagka hiicresel aracilar tarafindan daha zaman alict bir
bigimde (trankripsiyon diizeylerinde) ve daha uzun siire uyarilip
(digerlerinden en az 1000 kat daha fazla) NO iireten, kalsivumdan
bagimsiz bir sistemdir (13, 14, 56). Endotel hiicreleri, damar diiz kas
hiicreleri, makrofaj, notrofil, kalp kasi ve endokard hiicrelerinde
degisen diizeylerde iINOS ekspresyonu gésterilmistir. NO’in yogun
olarak bulundugu prototip hiicreler makrofajlardir. Bu hiicrelerde
sitokin uyarist sonucunda, birka¢ saat iginde baslayan ve giinler
stiresince nanomol diizeylerinde siiren NO sentezi s6z konusu
olmaktadrr. Sitokinler tarafindan aktive edilmis makrofajlar, L-

argininin 1/3’{inli NO {iretmek {izere kullanmaktadir. Sentez uyarisi
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esas olarak endotoksin, IL-1, TNF ve interferon-y tarafindan yapilir,
. Buna karsihk bazi hiicrelerden salman IL-8, IL-10 ve TGE-B gibi
sitokinler, NO sentezini yavaslatabilir. Ek olarak glukokortikoidler de
._: | iNOS enziminin uyarilmasini engelleyebilir (54, 56).

Sentezlenen NO miktari ve sentez siiresinin uzunlugu, NO
~ etkisinin fizyolojik yada patolojik olmasim belirleyebilir (56). Normal
fizyolojik ortamda stirekli, dlisiikk miktarlarda NO’in guanilat siklazi
uyarmasit sonucw: Hiicre igindeki ¢cGMP seviyesinin artmasi, kan
damarlarinin  gevsemesi, trombositlerin endotele yapismasinin
engellenmesi, iyon kanallarinin agilmasi ve kapanmasi gibi etkiler
ortaya ¢ikar (56, 58). Buna karsihk, patolojik olarak yiiksek
miktarlarda slirekli NO {iretimi; hiicre solunumu, enerji liretimi ve
hiicre ¢ogalmasiyla iligkili demire bagimli enzimlerin inaktiflesmesine
yol agar (63).

NO aktivitesi, NO’nun esas olarak oksihemoglobin tarafindan
nitrata  oksitlenerek  aktivitesi  sonlandirilir  (62).  Oksijen
radikallerindeki durumun aksine NO’i ortamdan temizleyen herhangi
bir 6zel enzim yoktur. Aerobik ortamda NO stabil olmayip;
derigiminin artmasi ile oksidasyonu hizlanir (54, 62). Bu nedenle,
NO’nin ortamdaki derisimi ile kendi omrii arasinda ters bir oranti
bulunmaktadir. Ozellikle INOS enziminin indiiksiyonu sirasinda NO
derisiminin artmasi ile oksidasyonu hizlanir ve ¢esitli reaktif nitrojen
oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler; NO’in dolayl etkilerinden
sorumlu olup; hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna, nitrasyonuna ve
nitrozasyonuna yol acgarak proteinlerin/enzimlerin inaktivasyonuna

neden olabilir (54, 56, 62).

2.8.1. NOS inhibitorleri:
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NO tiretiminin inhibisyonu i¢in ¢ok farkli maddeler kullanilabilir.
Bunlarin bir kism1 NOS’u inhibe ederken bir kismi da dogrudan NO’i
~ inhibe edebilir.

1-Arginin Analoglari: Giiniimiizde en yaygin kullanilan NOS
' inhibitétleridir, N-monometil L-arginin (L-NMMA) kompetitif ve
irreversibl inhibisyona yol acar. Bir diger yaygin kullanilan inhibitor
ise N-nitro L-arginin (L-NNA) ve bu maddenin metil derivesi olan L-
NAME’dir. Bu ajanlarin 6zellikle nNOS i¢in segicilik gosterdikleri
bildirilmistir (65, 66).

2-Nitrojen igeren bilesikler: Bu ajanlar nNOS ve iNOS’u inhibe
eder. Bu ajanlar i¢inde en ¢ok lizerinde durulan 7-nitroindazol olup,
nNOS i¢in yarismali inhibisyona girer. Bu ajan 6zellikle makrofajlarin
asir1 NO Uretiminden kaynaklanan patolojik durumlarda kullaniiabilir
(65, 66).

3-) NADPH bagimh FAD ve FMN inhibitérleri : nNOS ve
iNOS etkilerini FAD ve FMN kofaktorleri araciliftyla gosterirler. Bu
ozellikten dolayy; Difeniliodinium klorid gibi flavoprotein inhibitorleri

nNOS ve iNOS inhibisyonunda kullanilabilir (65, 66).

2.8.2. NO inhibitorleri:

Bir kez sentezi yapilan NO ¢ok hizli bir sekilde hedef hiicrelere
diffiize olur. Serbest NO, etkisizlestirici bazt molekiiller ile islev
gormeden bloke edilebilir. Bu grupta en ¢ok kullanilan maddeler;
metilen mavisi, hemoglobin, fusidik asit ve karboksi-2-fenil-4,4,5,5-
tetrametilimidazolin-1-oksil (karboksi-PTIO) olarak siralanabilir (65,
66).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada agirliklar 240 ile 320 gram arasinda degisen Wistar-
albino cinsi adult erkek 22 adet rat kullanildi. Ratlarin 14’{ine tek
.:g."taraﬂl (sol) vazektomi uygulandi. Buna karsilik “sham” operasyonu

3_. uygulanan 8 rat kontrol gurubu olarak degerlendirildi.
3.1. CERRAHI TEKNIK

Operasyon Oncesi biitin ratlara anestezi amacgh, 15 mg/kg
Rampun (xsilarid hidroklorid) ve 40 mg/kg dozunda Ketamine
intraperitoneal enjeksiyon wuygulandi. Betadine ile cerrahi saha
temizligi yapildiktan sonra 1.5 cm’lik orta hat insizyonu uygulanarak
sol vaz deferens bulunup 4/0 ipek ile baglandi ve 1 cm’lik vaz
eksizyonu uygulandi. Deferensiyel ve testikiiler arter disseksiyon
sirasinda 6zenle korundu. Daha sonra cilt alti yag dokusu ve cilt 4/0
kromik katkiit ile ayr1 ayr1 olarak siitiire edilerek kapatildi. Sham
grubuna ayni cerrahi prosediir vaz ligasyonu ve eksizyonu yapiimadan
uygulands. Tim ratlara post-operatif 1. ayda bilateral orsiektomi
uygulanarak, bilateral testis agirliklar1 6lciildii. Serum FSH, LH ve
testosteron 6l¢limi icin abdominal aortadan 10cc kan alindiktan sonra

biitiin ratlar “yiiksek doz eter” ortaminda sakrifiye edildi

3.2. TESTIS DOKUSU PATOLOJIK INCELEMESI
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Operasyon sonrasi orgsiektomi materyali patolojik inceleme
amaciyla %10’luk formalin soliisyonunda fikse edildi. Fiksasyon
isleminden sonra tiim materyaller makroskobik ve mikroskobik olarak
incelemeye alindi. Her iki gruptaki hayvanlarin orsiektomi
materyallerinden en az iki doku Ornegi alinarak doku takibi
islemlerinden gegirilip parafin ile kaplandi. Bu islemlerin ardindan,
parafin bloklardan 4 mikron kalinlifindaki hazirlanan testis doku
preparatlar peroksit ve ardindan 10 dakika stire ile asetonla muamele
edildi. Daha sonra, preparata rat serumu damlatilarak 5 dakika stire ile
bekletildi. Takibinde preparat 30 dakika boyunca oda 1sisinda iNOS
antiserum ile enkube edildi (1/100 Santa Cruz Biotenology, Santa
Cruz California). Antikor, inkiibasyondan sonra biotin hotseradish
peroksidase complex universal LSAB kit kullanilarak vizualize edildi.
Takibinde hematoksilen ile zit boyama yapildi. Preparat etanol ile
yikanarak dehidrate edildikten sonra xylene ile temizlendi ve lamel
kapatilarak hazirlandi. Kontrol grubunun preparatlar1 ayn1 zamanda ve
yontemle hazirlandi. Negatif kontrol testi nonspesifik IgG1 antikor
iceren serum kullanilarak yapildi.

iNOS boyanma yiizdesi, yogunlugu ve INOS ekskresyon
skorlamas: ayr1 olarak yapildi iINOS yogunlugu; negatif, hafif
diizeyde ekspresyon, orta diizeyde ekspresyon ve kuvvetli diizeyde
ckspresyon olmak tlizere smiflandirildi. %0-10 arasinda iNOS
boyanmasi negatif ekspresyon, % 10-30 arasinda iNOS boyanmasi
hafif diizeyde ekspresyon, %30-50 arasinda olan iNOS boyanmasi
orta diizeyde ekspresyon ve %50 den fazla iNOS boyanmasi kuvvetli

diizeyde ekspresyon olarak siiflandirildi.

3.3. MALONDIALDEHIT OLCUMU
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Biyokimyasal olarak molandialdehit Ol¢limii yapilana kadar,
vazektomi ve kontrol gurubu bilateral testis dokusu sivi azot ile “snap
frozen” uygulandiktan sonra —70°C igerisinde muhafaza edildi
Calisma giinli dokular derin dondurucudan almnarak, Tri-R Stir-R
marka mekanik homojenizator ile dakikada 10000 devir olacak sekilde
ve pH=7,4 olan 50 mM potasyum fosfat tamponu i¢inde 5 dakika
boyunca homojenize edildi. Sonrasinda,elde edilen homojenat +4°C
40000 rmp devirde 30 dakika siireyle santrifiij edildi. Elde edilen
sipernatantda protein quantifikasyonu yapildi. Proteinlere alkali
ortamda Cu™ ile reaksiyona girerek kompleks olusturuidu. Bakur-
protein kompleksi bir elektron vericisi olarak hareket ettiinden,
ortama eklenen Folin Ciocalteu reaktifinin yogun renkli molibdenyum
ve tungsten mavisine indirgemesi saglandi. Olusan rengin absorbansi
750 nm’de ol¢iildi.

Doku TBARS tayini Wasovicz ve arkadaslarinin fluorometrik
metoduna gore yapild: (78). Primer olarak MDA’dan olusan TBA-
reaktif maddeler (TBARS) iki molekiil TBA ile kirmiz1 renkli bir {irin
(MDA-TBA2) olusturur, Olusan MDA-TBA {irtiniintin, diisik pH’da
n-biitanol ile ekstraksiyonundan sonra 525 nm (eksitasyon) ve 547nm
(emisyon) dalga boylarinda fluoresansi slgiildi.

Hazirlanan preparatiar 151tk mikroskobisinde incelenerek semifer
tubul cap1 &lgiildi ve Johnsen skorlamasi yapildi. Bu skorlama insan
seminifer tubul matlirasyonunu degerlendirmek amaciyla 1970’de
Johnsen tarafindan tammlanmss, histolojik bulgularin degerlendirildigi
bir sistemdir (101). Rat testisinin deZerlendirilmesinde kullanilan
Johnsen skorlamasi, Lewis-Johnes ve Kerringan tarafindan

tamimlanmistir (102). Bu skorlama sistemi EK-1"de gésterilmistir.
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3.4. EK 1 RATLAR ICIN JOHNSEN SKORLAMASI

Skor-1: Seminifer tubulde hi¢ hiicre bulunmamaktadir.

Skor-2: Seminifer tubulde germ hiicresi bulunmaz, sadece Sertoli
hiicreleri vardir.

Skor-3: Seminifer tubulda sadece spermatagonia bulunmaktadir

Skor-4: Seminifer tubulde bitkag spermatosit vardir. Spermatid
veya spermatazoa izlenmez.

Skor-5: Seminifer tubulde rasgele dizilimli, nukleuslar1 soluk
kromatinli immatlir spermatidler bulunmaktadir. Piknotik yap1
izlenmez.

Skor-6: Seminifer tubulde soluk kromatinli dar oval bagh mid-faz
spermatidler radial olarak dizilmis izlenir. Piknotik yap1 izlenmez.

Skor-7: Seminifer tubulde 10 dan az spermatazoa izlenmektedir.
Tubuldeki hiicrelerin ¢ogunlugunu matiir spermatidler olusturur.
Hicrelerin nukleuslar1 periferal yerlesimli ve soluk kromatin
zincirlidir. Piknotik yap1 icermezler.

Skor-8: Seminifer tubulde koyu nuklear zincirli spermatazoa
izlenmektedir. Spermatozoalar tubul igerisinde periferal yerlesimlidir
ve piknotik yap1 igerirler.

Skor-9: Bazi kriterler 10’a benzer, fakat germinal epitilde
kétiilesme liimende obliterasyon olabilir.

Skor-10: Seminifer tubulde tamamen matur spermatazoa

1izlenmektedir. Piknotik yapilar mevcuttur.

35. SERUM FSH, LH ve TESTOSTERON
HORMONLARININ OLCUMU
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Testis fizyolojisinin 6nemli gostergeleri olan FSH, LH ve
testosteron hormonlarinin serum diizeyi, Immulite 2000 Analyzer
cihazinda immunometrik assay prensibine gére dlglildii (96).

Sonuglar Mann-Whitney ve Wilcoxon Signed Ranks testleri
kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. P<0.05 anlamli olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. INOS ekspresyonlar:1 yoniinden vazektomi ve sham
guruplannin karsilastirilmasi:

Vazektomi uygulanan ratlarda sag ve sol testisler arasinda iNOS
ekspresyon yogunlugu, boyanma ylizdesi ve toplam skotlarnin
karsilagtirilmasinda istatistiksel ac¢idan anlamli farklilik saptanmadi
(p=0.70). Benzer sekilde sham grubunda da sag ve sol testis arasinda
iNOS ekspresyon yogunlugu, boyanma ytizdesi ve toplam skorlar
karsilastinlldifinda yine istatistiksel agidan anlamli bir farklihik
olmadig1 tespit edildi (p=0.57), (Resim 6, 7). Buna karsilik, vazektomi
ve sham grubunda iNOS ekspresyon yogunlugu, boyanma ytiizdesi ve
toplam skorlarinin karsilastirilmasinda sag ve sol testisler arasinda,
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu goriildii (sag P=0.02, sol
P=0.03), (Resim 8). Tablo 1 ve 2’de her iki testis iNOS yogunluk,

boyanma yiizdesi, toplam skorlar ve ortalama degerleri gbsterilmistir.

Tablo 1: Vazektomi ve sham operasyonn uygulanan gruplarda sol/sag testis
seminifer tubul ¢apr, Johnsen skorlamasi ve toplam iNOS skorlar ortalamala
degerleri

Grup Testis | Seminifer Tubul | Johnsen Skeru Toplam INOS
Cap: Skoru
Vazektomi : Sag | 35.35mik. +/-0.92 | 7.74 +/-0.49 4.00 +- 0.33
Vazektomi | Sol 34.86 mik. +/-0.89 | 7.75+/-0.49 3.71 +- 0.26
Sham Sag | 37.35mik. +/-1.37 | 9.10+/-0.46 2.25 +- 0.16
Sham Sol 34.26 mik +/- 1.96 9.12 +/- 0.48 2.12 +/- 0.35
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Tablo 2: Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan ratlarda sol/sag testis
iNOS yogunluk, boyanma oranlari, toplam boyanma skorlan ve MDA diizeyleri

T Sol _testis Saf testis ]

Grup iNOS | % Top. | MDA iNOS % | Top. | MDA
Yog. Boy. | skor | diizeyi | Yog. Boy. | skor ! diizeyi

Vaz.1 ++ %40 | 4 0,36 + %25 |2 0,32
Vaz.2 ++ %35 | 4 0,41 +H+ %40 |5 0,83
Vaz.3 + %45 | 5 0.47 + %40 |4 0,47
Vaz.4 ++ %40 | 4 0,36 + %25 |3 0,38
Vaz5 + %252 0,44 - %35 |5 0,41
Vaz6 + %35 |3 0,48 ++ %40 |4 0,43
Vaz.7 + %20 |3 0,35 +H+ %35 |5 0,34
Vaz.8 =+ %40 5 0,27 + %15 |2 0,29
Vaz9 + %353 0,27 ++ %20 |3 0,52
Vazl0 |+ %50 | 3 0,41 + %35 |3 0,37
Vazll |+ %35 | 4 0,13 +t %40 |4 0,27
Vazl2 |+ %20 | 2 0,39 e+ %45 |5 0,37
Vazl3 | ++ %40 | 4 0,14 +H+ %60 |6 0,63
Vaz.l4 |++ %35 |4 0,51 + %60 |5 0,42
Sham1 |+ %25 |2 0,07 + %15 |2 0,38
Sham 2 |+ %303 0,17 + %20 |2 0,05
Sham3 |+ %20 |2 0,21 ++ %25 |3 0,22
Sham 4 | - % 0 |0 0,23 + %10 |2 0,19
Sham 5 | + %1512 0,11 + %20 |2 0,22
Sham 6 [+ %353 0,21 + %15 |2 0,15
Sham 7 |+t %203 0,14 ++ %20 |3 0,16

ﬂam 8 i+ %25 2 0,21 + %25 |2 0,10
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Resim 8 : Sham —sol testiste negatif iNOS boyanmasi

4.2. Doku MDA diizeyleri yoniinden vazektomi ve sham
gruplarinin karsilastivtlmaste:

MDA diizeyler1 acgisindan vazektomi grubunda sag ve sol
testislerin karsilastirilmasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0.346). Benzer olarak sham grubunda sag ve sol
testislerdeki doku MDA dizeylerinin karsilastiriimasinda istatistiksel
agtdan anlamii farklibk olmadigl goériildii (p=0.916). Tuim bunlara
karsilik vazektomi ve sham gruplart arasinda sol ve sag testisde doku
MDA duzeylerinin karsilastiriimasinda istatistiksel acidan anlaml
farklilik saptandi (Sol; p=0.02), (sag; p=0.01). Table 2 ve 3°de her iki

testis doku MDA dizeyleri ve ortalama degerieri gdsterilmistir
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Tablo 3 :Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gruplarin sol/sag testis
doku ortalama MDA diizeyleri

Testis Doku MDA Diizeyi
Vazektomi Sag 0.43 amol/mgprdt +/- 0.03
Vazektomi Sol 0.35 nmol/mgprot +/- 0.03
Sham Sag 0.18 nmol/mgprot +/- 0.03
Sham Sol 0.16 nmol/mgprot +/- 0,02

4.3. Seminifer tubul caplart ve Johnsen skorlarinin
karsilagtirilmasi:

Sham operasyonu uygulanan grubun sag ve sol testis seminifer
tubul caplarinin  karsilagtirilmasinda  istatistiksel olarak anlamlt
farklilik saptanmadi (p=0.48). Benzer sekilde, vazektomi uygulanan
ratlarin seminifer tubul caplarnn yoniinden sag ve sol testislerinin
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:
gorildi (P=0.94). Tim bunlarin disinda, vazektomi ve sham
operasyonu geciren gruplar arasinda sag ve sol testis seminifer tubul
caplart karsilagtinldifinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihik
tespit edilmedi (sag, P=0.80), (sol, P=0.74).

Ek olarak Sham operasyonu uygulanan grupta sag ve sol testis
arasinda Johnsen skorlalarinin karsilastirilmasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmad: (P=0.45). Benzer gsekilde sol vazektomi
uygulanan grupta sag ve sol testis arasinda Johnsen skorlarinin
karsilastinlmasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig:
goriildii (P=0.72). Tiim bunlara karsilik, vazektomi ve sham grubunda
Johnsen skorlarmin karsilagtirilmasinda hem sa§ testisler arasinda,
hem de sol testisler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

oldugu saptandi (sag P=0.01, sol P= 0.01). Tablo 4 ve 1’de gruplarm
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sag/sol testis seminifer tubul ¢aplari, Johnsen skorlari ve ortalama
degerleri gosterilmistir.

Tablo 4 : Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan ratlarda sol/sag
testis tubul ¢api ve Johnsen skorlan

Sol testis Sag testis
Grap Tubul Johnsen Tubul gap Johnsen
cap1 skorn skoru
Vazl 35 mik. 83 40.7 mik 8.4
Vazl 35 mik. 7.7 37 mik 7.6
Vaz 3 42 mik. 7.8 36.6 mik 7.7
Vaz 4 33 mik. 7.5 353 mik 7.6
Vaz 5 40 mik. 7 32.3 mik 7
Vaz 6 37 mik, 7.4 35 mik 7.3
Vaz 7 40 mik. 7 41.7 mik 7
Vaz 8 34 mik. 8 32 mik 3
| Vaz$ 49 mik. 8.6 35 mik 8.5
Vaz 10 36 mik. 8 35,7 mik 8
Vaz 11 33 mik 8.5 30.3 mik 8.5
VYaz 12 31 mik. 7.5 38 mik 7.6
Vaz 13 35 mik. 7.6 35.3 mik 7.5
Vaz 14 32 mik. 7.6 30 mik 7.7
Sham 1 25 mik. 9.6 40 mik 9.6
Sham 2 37.5 mik. 8.5 37,5 mik 9.5
Sham 3 38.5 mik. 9.4 35 mik 9.3
Sham 4 42.5 mik. 8.5 37 mik 8.6
Sham § 27.5 mik. 9 45 mik 9
Sham 6 32.5 mik. 9.6 38 mik 9.5
| Sham 7 35 mik. 9 35 mik 9
Sham 8 40 mik. 8.4 32 mik 8.3

Vazektomi grubunda sham grubuna goére istatistiksel olarak
anlamli farklibk saptanan Johnsen skorlamasi, bilateral iNOS
ekspresyonlart ve doku MDA diizeyleri arasindaki korelasyonun
incelenmesinde; sol testiste doku MDA diizeyi ile iNOS ekspresyonu
arasinda anlamlt korelasyon saptanmad: (P=0.11). Benzer sekilde sol
testis Johnsen skorlamas: ile iINOS ekspresyonu arasinda hafif
derecede korelasyon saptanmasina karsilik, bu korelasyon istatistiksel
olarak anlamli bulunmad: (P=0.25). Bununla birlikte sol testis Johnsen
skorlamas: ile doku MDA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli

korelasyon varlig1 saptand: (P=0.01). Buna karsilik sag testikiiler doku
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MDA diizeyi ile iNOS ekspresyonu arasinda (p=0.02), Johnsen skoru
ﬁe iNOS ekspresyonu arasinda (p=0.01) ve Johnsen skoru ile doku
MDA diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon (p=0.02)
i:é.oldugu tespit edildi.

4.4, Testis afirhiklarinin karsilastirilmasi:

Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gruplardaki ratlarin
sag ve sol testis agiliklar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farkilik saptanmadi (vazektomi grubu; p=0.94), (sham grubuy;
p=0.48). Sham ve vazektomi uygulanan ratlarin sol testis agirliklart

karsilastirildiginda yine istatistiksel olarak anlamli bir farklihgm

olmadigr goriildi (p=0.17). Tablo 5 ve 6’da her iki grup testis

agirliklari, ortalamalarimn karsilastirmalari gosterilmistir.

Tablo 5:Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gruplarda

sol/sag testis

agirhiklan

Grup Sag testis Sol testis Grup Sap testis Sol testis
afirhf amirhi agirhgi agirhi

Vaz.l 1,45 gr 1,45 gr Sham 1 1,60 gr 0,95 gr

Vaz.2 1,30 gr 1,45 gr Sham 2 1,50 gr 1,50 gr

Vaz.3 1,45 gr 14S¢gr Sham 3 1,40 gr 1,40 gr

Vaz.d 1,40gr 1,45 gr Sham 4 1,i5gr L,i5¢gr

Vaz.5 1,20 gr 1,15gr Sham 5 1,60 gr 1,55¢gr

Vaz.6 1,20 gr ! 125gr Sham & 1,45 gr 1,50 gr

Vaz.7 1,05 gr 2,45 gr Sham 7 1,30 gr 1,30 gr

Vaz.8 1,30gr 1,30 gr Sham 8 1,56 gr 1,50 gr

Vaz.9 1,30 gr 135gr

Vaz.10 1,28 gr 1,25 gr

Vaz.11 1,25 gr 0,40 gr

Vaz.12 125¢gr 035 gr

Vaz.13 1,40 gr 0,45 gr

Vaz.14 125 gr 1,10 gr
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Tablo 6 Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gruplarda sol/sag
testis agirhk ortalama degerleri

Grup Sag testis agirhg 5ol testis agirhign P
Vazektomi 1.23 +/ 0.02 1.20 +/- 0.01 0.94
Sham 1.43 +/- 0.05 1.35 +/- 0.07 0.48

4.5. Serum Total Testosteron, FSH ve LH Diizeyleri :
Vazektomi ve sham guruplari arasinda serum total testosteron, FSH ve
LH dizeyleri arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklidik
olmadig1 saptandi. (p= 0.400). Tablo 7 ve 8 de vazektomi ve sham
operasyonu uygulanan gruplarda serum testosteron, FSH ve LH
degerleri ve bu iki grup arasmnda hormon degerleri yoniinden yapilan

istatistiksel karsilagtirma dzetlenmistir.

Tablo 7 : Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gruplarin kan FSH, LH
ve testosteren seviyeleri ng/dl

Grup FSH { LH Testosteron | Grup FSH LH Testosteron

Vaz.l <0.1 | <0.1 135 Shaml | <0.1 <0.1 <20

Vaz2 <01 | <01 87.5 Sham2 | <0.1 <0.1 <20

Vaz. 3 <0.1 | <0.1 <20 Sham3 | <0.1 <0.1 <20

Vaz 4 <0.1 | <0.1 91.2 Sham4 | <0.1 <0.1 <20

Vaz. 5 <0.1 | <0.1 <20 Sham5 | <0.1 <0.1 190

Vaz. 6 <6.1 | <0.1 <20 Shamé | <0.1 <0.1 <20

Vaz. 7 <¢1 | <0.1 <20 Sham7 | <0.1 <0.1 73

Vaz. 8 <0.1 | <0.1 <20 Sham8 | <0.1 <0.1 <20

Vaz. 9 <0.1 | <0.1 <20

Vaz. 10 <01 | <0.1 ig1

Vaz. 11 <0.1 | <0.1 <20

Vaz. 12 | <0.1 | <0.1 | 25.1

Vaz. 13 <0.1 | <0.1 28.2

Vaz. 14 <0.1 | <01 190
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Tablo 8 : Vazektomi ve sham operasyonu uygulanan gruplarin kan testosteron
-diizeylerinin kargagtirdmas

Testosteron dilzeyi Testosteron dilzeyi Toplam
Grap <20 ng/dl > 20 ng/dl
7 7 14
Vazektomi % 50 % 50 Y 100
6 2 8
Sham Yo 75 Yo 25 % 100
13 9 22
Toplam % 59 % 41 % 100

P =0.400 ( anlamsiz P>0.01)
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5. TARTISMA

Gunlimiizde vazektomi, erkek kontrasepsiyonunda altin standart
5':;§_y6ntem olarak kabul edilmektedir (1, 2). Son yillarda uygulanmaya
If;'.:-__baglayan bistiirisiz vazektomi yontemlerinin gelismesi vazektomi
_tercihinin daha da artmasina neden olmustur (3). A.B.D. yilda
;-.:'_:.'zyakia§zk 500000 erkek kontrasepsiyon amaciyla vazektomi
operasyonu gec¢irmektedir (3). Vazektomi modalitesinin, erkek
kontrasepsiyonuna sagladigi Onemli katkiya karsilik gilinlimiizde
vazektomi operasyonu gegiren erkeklerin %6 ya kadar ulagan b&limii;
::."'.e;slerin yeniden ¢ocuk sahibi olmak istemeleri ve vazektomi sorasi
- ortaya ¢ikan kronik agri sendromu nedeniyle vazektomi reversal
isteminde bulunmaktadir (6).

Calismamizin  amaci:  vazektomi sonrast testiste olusan
~ patolojilerde INOS molekiiliiniin potansiyel roli ve iNOS ile SOR
érasmdaki olasi korelasyonu arastirmak idi.

Erkek genital traktinda SOR spermatazoa ve ldkositler tarafindan
_ olusturulmaktadir (67). SOR’un artmast veya koruyucu antioksidant
i‘nekanizmalarm azalmast sperm fizyolojisinde bozulma ve erkek
infertilitesi ile sonuglanabilmektedir. SOR’un neden oldugu
- degisikliklerin tipi ve derecesi; SOR cinsi, miktar1, SOR ile karsilagma
f-:_sijresi, ekstraselliiler  faktGrler, 1s1, oksijen basinci, ¢evre
f‘_kompozisyonundaki protein ve iyon yogunluguyla iliskilidir (79).
5}:SOR sperm fonksiyonlar1 {izerine olan etkilerini; membran lipid
"peroksidasyonu, hiicre ici ATP miktarinda azalma ve DNA igeriginde
:_ _bozulmaya yol acarak goOstermektedir (81, 82, 83, 84, 85). Birgok
E:;::__' calismada infertil erkeklerin ejekiilatinda artrmg SOR dizeyleri
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gosterilmistir. Bu  durum daha Onceden belirtildigi  gibi
spermatozoalarda artmis SOR Uretimine baghdir (86).

NO birgok biyolojik cevabin regililasyonuyla ilgili molekildiir,
Benzer sekilde, genitoliriner sistemde nonadrenerjik-nonkolinerjik
norotransmisyonunun diizenlenmesinde NO 6nemli rol oynamaktadir.
NO baslica; bolgesel kan akimi, diiz kas fonksiyonlar: ve sekretuar
cevaplarda diizenleyici molekiildtr (13, 14, 15, 16, 57). 1INOS
traskripsiyonel olarak regiile olan ve Ozellikle hiicresel strese yanit
olarak artan bir proteindir. Yine immiin ve inflamatuar yanit gibi
E‘ fizyopatolojik durumlarda iNOS doku ekspresyonunun belirgin olarak
artti@i gdsterilmistir (13). Endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri,
endokard, nétrofil ve makrofajlarda NO varligi gosterilmistir. Buna
- karsilik NO’in yogun olarak bulundugu hiicreler makrofajlardir (56).
| Sentezlenen NQO miktar1 ve sliresinin uzunlugu, bu molekiilin
fizyolojik yada patolojik olarak etki gbstermesini belirler (56, 58).
Patolojik olarak yiiksek miktarlarda ve stirekli NO {retimi; hiicre
olunumu, enerji tiretimi ve hiicre ¢ogalmasiyla iliskili demire bagh
nzimlerin inaktiflesmesine yol acar (63).

Aydos ve arkadaslari, vazal obstriiksiyon olusturarak yaptiklar:
ksperimental c¢alismada, testikiiler dokuda bulunan normal yada
normal yapidaki spermatazoalarin; vazektomi islemi sonrast fazla
miktarda SOR’un {retimine neden oldugunu gostermislerdir (94).
Vazal obstrilksiyon sonrasi artan SOR diizeylerinin; seminifer tubul
g_apznda artma, germ hiicre sayisinda azalma, immiin deposit birikimi,
_ﬁtertsitisiyel fibrozis, testikiiler doku kapasitesinde azalma ve testis
ultrastritktiirel yapisinda degisikliklere sebep oldugunu gdsterilmistir
94, 95). Robert ve arkadaslari, vazektomi reversal gec¢irmis

hastalarda, operasyon sonrasi testikiiler doku makrofaj ve SOR
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seviyelerinin normal fertil erkeklere goére daha yiiksek oldugunu
saptamis ve yiksek SOR diizeylerinin sperm parametrelerinde ve
motilitesinde bozulmaya yol agtigim géstermislerdir (97). Inoba ve
arkadaslar:, bilateral vazal obstrilksiyon olusturarak yaptiklan
eksperimental calismada vazektomi sonrasi germ hiicre DNA’sinda
fragmantasyon, epididim agirlifinda artma, epididimde granulom
formasyonu olusumu ve germ hiicre sayisinda azalma olustugunu
elektron mikroskobisi kullanarak gostermiglerdir. Bu ¢alismada ek
olarak; vazektominin germ hiicre §ltimii ve apoptozisini indiikledigi
bildirmistir (98). Buna karsilik Tait ve arkadaslari, tek tarafli (sol)
vazektomi olusturarak yaptiklari eksperimental ¢aligmada; vazektomi
sonrast olusan sperm granulom duvarmda kronik inflamasyon,
makrofaj ve monosit hiicrelerinin varligini gostermislerdir. Bununla
birlikte, vazektomi sonrasi sperm granulomunda ve bolgesel lenf
nodlarinda yliksek imminolojik aktivitenin olustugu da saptamistir
(99). McDonald ve arkadaglan ise yaptiklar1 calismalarda: vazektomi
sonrast immiin deposit birikmesine bagli kardiovaskiiler hastalik
riskinde artma, prostat kanseri riskinde minimal artis, epididimde
sperm granulm olusumu, antisperm antikorlara bagl testikiiler dokuda
degisiklikler, seminifer tubul bazal membraninda immiin deposit
birikimi, otoimmiin orsit ve kronik intraskrotal agri olusabilecegini
bildirmiglerdir (32). Kubata ve arkadaslann tek tarafli wvazal
obstritksiyon  olusturarak  yaptiklart  eksperimental c¢alismada
Westernblot ve immunhistokimyasal yontemle, vazektomi uygulanan
testiste kuvvetli iNOS ekspresyonu ve germ hiicre apopitozisinin
varligini bildirmiglerdir. Ayni zamanda vazektomi uygulanan tarafta,
NF kappa B p65 proteinin germ hiicre nitkleusunda sham operasyonu

uygulanan ratlara nazaran daha kuvvetli eksprese oldugunu

32



saptamislardir. Calismanin sonucunda; vazektominin spermatogenez.e.
zarar verdigi, olusan =zararmn germ hiicre apopitozisi nedeniyle
olabilecegi belirtilmistir. Bununla birlikte, iNOS ve NF kappa-B
molekiillerinin de vazektomi sonrasi germ hiicre apopitozunda rol
oynayabilecegi sonucuna varimistir (100). Kubota ve arkadaslari
tarafindan yapilan bu énemli calismanin belkide en &nemli eksifi
calismanin sadece dzetinin Ingilizce literatiire girmis olmas: ve elde
edilen sonuglarin tartistlamiyor olmasidir.

Calhismamizda vazal obstritksiyon uygulanan grupta bilateral
testis doku SOR seviyelerinin sham grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir (P<0.05). Bu bulgu
Aydos ve arkadaslarinin sonuglartyla uyusmaktadir. Bununla birlikte
vazektomi grubunda sag ve sol testis dokulari arasinda iINOS
ekspresyonu yéniinden anlamli bir farklilik saptanamazken, vazektomi
grubunda sham grubuna gdre iINOS ekspresyonu istatistiksel olarak
yiksek saptanmustir (P<0.05). Ek olarak bilateral testislerde Johnsen
skorlamas1 vazektomi grubunda, sham grubuna gdre istatistiksel
olarak disiik saptanmistir (P<0.05). Bu bulgular Kubata ve
arkadaslarinin sonugclart ile benzerlik géstermekte ve sonuglarimizi
desteklemektedir. Vazektomi sonrasi olusan iNOS ekspresyonundaki
ylikseklik: vazektomi sonrasi testis dokusunda olugan histolojik
degisiklikler, germ hiicre apopitozu ve doku hasari ile yakindan iligkili
olabilir,

Calismamizda, vazektomi sonrasi sol testiste olusan histolojik ve
immunokimyasal degisikliklerin vazektomi uygulanmayan sag testiste
de benzer sekilde ortaya ¢ikmast vazoktomi operasyonunun olasi
sistemik etkisi ile aciklanabilir.Ayde ve arkadaglarinin yaptiklar

calismada vazektomi sonrasi testis dokusunda artmis IgG
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antispermantikorlarimin = varligim  géstermislerdir(94,95)Vazektomi
sontas! testikiiler doku ile birlikte sistemik dolasimda da artan IgG
anti-sperm antikorlar1 karsi taraf inflamatuar yanitinin olusumuna
neden olmus olabilir. Bu teorik bilgiler 1s18inda, testis dokusu ve kan
IgG dizeylerini arastiran g¢alismalarin kargt taraf testisinde olusan
patolojik  degisikliklerin nedenini aciklamada &nemli bilgiler
verecegini verecegini distinmekteyiz.

Calismamizda elde ettigimiz ilging sonuclardan biri de: sol
testisde artmis MDA ve INOS diizeylerine karsihk iki parametre
arasmda istatistiksel agidan anlamli korelasyonun saptanmamasidir.
Onceden bahsedildigi gibi; calismamizda sag testikiiler doku artmis
MDA ve INOS diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlaml:
korelasyonun oldugu tespit edilmistir. Teorik bilgiler gdz &niine
alimdiginda elde ettifimiz bu sonu¢ bir celiski olarak
degerlendirilebilir Buna  karsilik  calismanuzda INOS  protein
ekspresyonu  sadece immiinohistolojik yodntemle arastirilmis ve
protein diizeyleri kalifiye edilmistir. Ileri basamak bir ¢alismada,
iNOS protein diizeylerinin Western Blot yontemi ile kantitatif olarak
belirlenmesi  kuskusuz  hipotezimizin  desteklenmesine  olanak
saglayacaktir. Bununla birlikte iNOS mRNA diizeylerinin RT-PCR
yontemi ile belirlenmesinin de bu konudaki ¢calisma sonuglarina btiylik
katki saglayacagi agiktir. Calismamizda elde edilen bu beklenmedik
sonucun degerlendirilmesinde, protein ekspresyon yontemi ile ilgili
uyguladifimiz subjektif yaklasimmm goz Online alinmasi gerektigi
kanisindayiz.

Tiim bunlarin disinda, iNOS protein diizeylerinin artmasinda rol
oynayan patolojik yolun dnemli basamak molekiillerinden olan NF-

kappa B dilizeyinin kantitatif olarak Olg¢iilmesi ve testis germ hiicre

54




apopitosiz analizleri bliylik 6nem tasimaktadir. Tim elde edilen
sonuglar arasindaki olast bir korelasyonun varligi konu ile ilgili
bilgilerimizi daha arttiracaktir. Vazektomi geciren testiste olusan
biyokimyasal degisikliklerde, iNOS roliintin arastirtmasinda Onemli
parametrelerden biri de 6zellikle son yillarda giincel olarak tartigilan
Advanced Glycation End Product (AGE)’lerdir (14, 15). AGE
molekiillerinin 6zellikle diabet, kronik bébrek yetmezligi gibi sistemik
hastaliklarda diizeylerinin arttigt ve bu hastaliklara bagli gelisen
komplikasyonlardan sorumlu oldugu bildirilmistir. Genel olarak AGE
molekiilleri, kollagen gibi uzun 6miirlil protein yapilan ile ketoz ve
aldoz gibi indirgenmis seker molekilleri arasinda reaksiyon sonrasi
tretilirler (14, 15). Buna karsilik bu molektllerin oksidatif stres ve
SOR diizeylerinin artist ile yakindan iligkili oldugu da bildirilmistir.
Oksidatif stres sonucu artan AGE diizeylerinin NF-kappa B lizerinden
iNOS sentezine neden oldugu gosterilmistir (14, 15). Bu bilgilere ek
olarak artmis AGE ve iNOS diizeylerine bagli olarak gelisen patolojik
etkilerin, Aminoguanidin gibi spesifik AGE ve iNOS blokérleri ile
engellenebildigi de gosterilmistir. Bu bilgiler 1518inda, artmig iNOS
diizeylerine bagh olarak vazektomi modellerinde testis doku AGE
dizeylerinin arastirtlmasinin, konu ile ilgili ek bilgileri ortaya
koyacagint diistinmekteyiz. iNOS ile birlikte artmis AGE diizeylerinin
varligt ve spesifik blokorlerin  testiste olusan biyokimyasal
degisikliklerdeki koruyucu yada tedavi edici etkisinin arastiriimas:
hipotezimizin desteklenmesinde yardimer bilgiler verebilecektir.
Calismamizda vazektomi grubu ile sham grubu arasinda bilateral
testis volimleri, seminifer tubul caplari, kan FSH, LH ve testosteron
seviyeleri yonlinden yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak

anlamli farliliklar saptanmamistir  (p>0.05). Yine Aydos ve
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arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada da; vazektomi uygulanan ratlarin
kan testosteron seviyesinde, kontrol grubu ile karslastirildiginda
anlamli bir degisiklik olmadigr gosterilmistir (94). Elde ettigimiz bu

bulgular da literatir bilgileri ile benzerlik gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Ratlarda, tek tarafli sol wvazektomi olusturarak yaptigimiz
eksperimental ¢alismanin sonucunda, vazektomi grubunda sag ve sol
testis dokularindaki iNOS ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik olmadig:
saptanmistir. Buna karsilik vazektomi grubunda bilateral testis iNOS
ekspresyonu, sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yliksek bulunmustur (P<0.05). Benzer olarak, doku MDA diizeyleri
acisindan yapilan karsilagtirmada her iki grupta sag ve sol testis
dokulart arasinda anlamli bir farklilik saptanamazken, vazektomi
grubunda, MDA  diizeyleri arasinda anlamh bir farklilik
saptanamazken, vazektomi grubunda sham grubuna gore bilateral
testis doku MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede
yiksek bulunmustur (P<0.05). Bununla birlikte vazektomi grubunda
sag ve sol testisler arasinda Johnsen skorlan istatistiksel agidan
anlamlt farkhilik gostermedigi halde, vazektomi grubunda sham
grubuna goére bilateral testislerde Johnsen skorlar istatistiksel agidan
anlamli diizeyde diistik tespit edilmigtir (P<0.05).

Vazektomi sonrast seminifer tubullerde zedelenme, tubul
caplarinda artma, hiicre siralanmasinda bozulma, germ hicre
sayisinda azalma, apoptozis, bazal membran kalinliinda artma, bazal
membranda immun deposit birikimi, intersitisiel fibrozis ve testikiiler
doku kapasitesinde azalma olmaktadir. Olusan bu degisikliklerden;
tubul limeninde basing artigi, antisperm antikorlari ve SOR sorumlu
tutulmustur. Calismamizda vazektomi sonrasi doku MDA diizeyleri ve
iNOS ekspresyonlarinin anlamli diizeyde yiikseldigi saptannustir. Bu

yikseklik, testikiiler doku histolojisindeki degisikliklerin olusmasinda
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ve germ hiicre apoptozisinde rol oynayabilir. Daha da Onemlisi
spesifik iINOS blokérleri ve antioksidant ilaglar ile bu patolojilerin

engellenebilecegi diistiniilebilir.
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7. OZET

Calismamizda, tek tarafli vazal obstrkiisiyon olusturulan ratlarda,
vazektomi sonrasi testikiiler dokuda meydana gelen histolojik
degisiklilerin SOR ve iNOS proteini ile olan iligkisini ortaya koymay1
amacladik.

Bu amagla 24 adet Wistar-albino adult erkek rat kullanild:. 14
rata tek tarafli sol vazektomi, 8 rata ise sham operasyonu uygulandi.
Ratlara operasyondan 1 ay sonra bilateral orsicktomi uyguland: ve
serum FSH, LH ve testosteron seviyelerinin dl¢iimii i¢in kan drnekleri
alindi, Sonrasinda, bilateral testis dokularinda iNOS ekspresyonu ve
doku MDA diizey tespiti ile seminifer tubul gaplar Slgiilerek Johnsen
skorlamast yapildi. Ek olarak, serum testosteron, FSH, LH degerieri
6lgtildi.

Vazektomi grubunda sag ve sol testis doku iNOS ekspresyonu ve
doku MDA diizeyleri sham grubuna gére anlamli yiksek bulundu.
Bununla birlikte, vazektomi grubunda bilateral testis Johnsen
skorlarinin sham grubuna gore istatistiksel a¢idan anlamli derecede
diisiik oldugu saptandi. Her iki grup arasinda testis doku agirliklari,
semenifer tubul g¢aplar, serum FSH, LH ve testosteron seviyeleri
acisindan yapilan karsilastirmada vazektomi grubuyla sham grubu
arasinda anlamh bir farkhilik saptanmadi.

Sonug olarak; vazektomi sonras: testis doku histolojinde olusan
degisikliklerde, artmis SOR diizeyi ve iNOS aktivitesinin énemli bir
rol  oynayabilecegi  diigiiniildi. Bu etkinin  azaltilmasinda
antioksidantlar ve INOS blokérlerin  yarar  saglayabilecegi
disliniilmekle beraber bu konuda ayrintili galismalarin yapilmast

gerckmektedir.
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