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OzZET

Bu calismada; TESE vyontemi ile alinan testis biyopsi
orneklerinde seminifer tibll 6rneklerinin histopatolojik ve
elektron mikroskobik metotlarla incelenmesini ve hastalarin
serum FSH, LH ve Testosteron hormon seviyelerinin elde
edilen bulgularla iligkisini arastirmayr amagladik.

Calismada yer alan azospermik hastalar ilk 6nce sperm elde
edilen ve edilmeyen olmak Uzere iki gruba ayrildi. Biyopsi
orneklerinden gelen testis dokulari 1sik ve elektron
mikroskobik olarak doku takibi islemlerine tabi tutuldu.
Hastalarin serum hormon dlzeyleri belirlenerek, gruplar
arasi karsilastirmalari istatistiksel olarak analiz edildi.
Calisma sonunda elde edilen tim bulgular degerlendirildi.

Hem elektron mikroskobik hem de i1sik mikroskobik agidan
dederlendirildiginde gruplar karsilastirildiinda, sperm elde
edilmeyen grubun seminifer tibdillerinde daha dikkat ceken
hasarlar tespit edildi. Sperm elde edilen grubun
orneklerinde yer yer dejenere tiubuller ve inflamasyon
izlense de spermatogenezisin devam ettigi tubuller ve
sperm hicresinin varligi goruldi. Sperm elde edilmeyen
grupta ise interstisyel dokuda izlenenen makrofajlar ve
mast hcreleri, seminifer tiblllerin vakuolizasyonu, lipid
inklGzyonlarinin, Sertoli cell only sendromu olan tibduller
1sikk ve ultratriktirel analizlerde, ©6nemli bulgular
arasindaydi. Serum FSH, LH ve Testosteron hormonlari
gruplar arasi analiz edildiginde; FSH ve LH hormonlari
arasindaki fark anlaml iken, Testosteron hormonu
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Azospermi olan bireylerin seminifer tibll Orneklerinde
belirlenen  histopatolojik  sonuglarda, FSH ve LH
hormonlarinin 6nemli belirteg oldugu fakat testosteronun
herhangi bir etkisinin olmadigi bu galismada gé&sterilmistir.
Hormonlarin ylksek seviyelerde olmasi ile
spermatogenezisin devam edemeyip, testikiler yetmezligin
olusacagi sonucuna ulasiimistir.
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ABSTRACT

In this study we purposed to explore seminiferous tubules
via histopathological and electron microscopic methods in
testicular biopsy samples obtained TESE and the
relationship between the findings and levels of serum FSH,
LH, testosterone hormones.

Azoospermia patients were divided into two groups, a
positive testicular sperm extraction (TESE(+)) and a
negative testicular sperm extraction (TESE(-)). Testicular
tissue from biopsy samples were subjected to the light and
electron microscopic tissue preparations. Serum hormone
levels of patients were determined and analyzed
statistically between the groups.

Compared the groups, more remarkable damages were
detected in the seminiferous tubulus of no sperm group in
the light and electron microscopic examinations. Although
inflammation and partly tubule degeneration was observed,
spermatogenesis and sperm cells were determined in the
tubules of sperm pozitive group. In the light and
ultrastructural analysis of negative sperm group,
macrophages and mast cells in the interstitial tissue,
vacuolization of seminiferous tubules, lipid inclusions and
Sertoli cell only syndrome were the significant findings.
When analyzed serum FSH, LH and testosterone hormones
between the groups, FSH and LH hormones were
statistically significant while Testosteron hormone was not
significant.

As a result in the seminiferous tubules of individuals
histopathological results revealed that FSH and LH are
important

indicator of testicular function but Testosteron has not any
effect. It was concluded that high levels of these hormones
impairspermatogenesis and cause testicular failure.
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Girig

Dinya capinda yaklasik 186 milyon insanin infertilite
problemi yasadigi tahmin edilmektedir. Bu bireylerin % 50
sinde, infertilite sebebinin erkek faktériinden kaynaklandigi
bildirilmistir. Tum bu bilgiler ele alindiginda, infertilite
sorunu, her sekiz giftten birinde izlenirken, % 60 oraninda
erkek kaynakli faktor ya tek basina ya da dolayl olarak etki
eder (1, 2).

Sperm hiicresinin olusmasina ve kalitesine etki eden
herhangi bir dis midahale, erkek bireylerin Greme saghgi
Uzerine potansiyel olarak zarar verebilir. Varikosel, genital
sistem obstriksiyonu, inmemis testis, sebebi bilinmeyen
idiopatik infertilite, gonadotoksik etmenler, genetik,
immdinolojik, hormonal ve sistemik hastaliklar erkek
infertilitesinin baslica nedenleri arasindadir (3). Erkek
bireylerde ortaya cikan infertilite problemlerinin
etiyolojisinde ise; dusik sperm (Uretimi (oligospermi),
yetersiz sperm motilitesi (astenospermi), anormal sperm
morfolojisi (teratozoospermi), bunlarin bir kombinasyonu
olan oligoastenoteratozoospermi ve semen sivisinda sperm
hicresinin  bulunmamasi  (azospermi) gibi sebepler
siralanmaktadir (4).

Azospermik semen o6rnekleri, yetiskin erkek nifusunda en
fazla % 2, infertil problemi olan erkek bireylerde ise % 10-
20 oraninda bulunmakta olup, bu bireylerin 2/3'linde erkek
infertilitesinin en siddetli problemi olarak tanimlanan,
spermatojenik yetersizlik bulunmaktadir. (5). Bu durum,
tedavi edilemeyen testikiler bozukluk ile iligkilidir. Sperm
Uretimindeki  sorunlar ve kanallardaki  tikanikliklar
nedeniyle, ejekilatta hic sperm olmasa da, sperm elde
etme tekniklerinden testikller sperm ekstraksiyonu (TESE)
ile azospermik bireylerin gocuk sahibi olabilme problemleri
cozilebilmektedir (6,7).

Yapilan bazi galismalarda spermatogenez ve serum hormon
(FSH, LH) dulzeylerinin veya kombinasyonlarinin TESE
sonucu 6ngoérimu yapilabilecedi ortaya konmustur. Ancak
karsit goris olarak higbir parametrenin kesin ©6ngéri
saglayamayacadini gosteren calismalar da bildirilmistir.(8)

Ylratilen bu c¢ahsmada, TESE vyontemi kullanilarak
azospermik hastalardan alinan testis biyopsi érneklerinin,
histopatolojik ve elektron mikroskobik dizeyde retrospektif
olarak incelenmesi amaclanmistir. Elde edilen bulgular
kapsaminda, hastalarin folikdl stimile edici hormon (FSH),
luteinizan hormon (LH) ve testosteron hormon seviyeleri ile
sperm elde edilmesi veya edilememesi arasindaki iliskinin
aciklanmasi planlanmistir.

Materiyal ve Yontem

Hasta Gruplari ve Orneklerin Toplanmasi

Ilag disi etik kurul onayi (17.09.2015 tarihli-6/01 sayili)
alinan bu galismada, Tip Bebek Merkezi'ne basvuran ve
18-50 yas aralidindaki azospermi tanisi  konulan
hastalardan alinan TESE biyopsi 6rnekleri kullanildi. TESE
ile alinan bu tubul 6rnekleri embriyolog tarafindan iki igne
yardimi ile disekte edildi. Diseksiyon isleminin ardindan
dokularin invert mikroskop altinda incelenmesi
gergeklestirilerek, sperm varligina bakildi. Inceleme
sonucunda hastalar sperm igeren ve icermeyenler olarak 2
gruba ayrildi.

Biyopsi Materyalinin _Gecirimli _Elektron Mikroskobu
Preparasyonu

Elektron Mikroskobik Takip

Testislerden alinan doku o6rnekleri, elektron mikroskobik
takip igin sirasiyla 0,2 M fosfat tamponlu (pH 7,2) % 3'lik
gluteraldehit fiksatifinde bekletildikten sonra 0.1 M fosfat
tamponu ile 4x15 dakika yikandi. Ardindan 0,2 M fosfat
tamponlu osmiyum tetroksit ile 1 saat post fiksasyon
yapildi ve 0.1 M fosfat tamponu ile 4x15 dakika yikandi.
Yikselen alkol serileri islemlerinden gegirilerek dehidrate
edildi. Alkol serilerinin ardindan dokular propilen oksitten
gegirildi. Ardindan araldit karisiminda bekletildi.
Sonrasinda, hazirlanan araldit kapsillere dokildi ve
elektron mikroskobu igin bloklar elde edilmis oldu.

Elektron Mikroskobik Boyama

Hazirlanan blok materyallerinden bir ultramikrotom (LKB
NOVA, Bromma, Sweden) aracilidi ile yaklasik 1y kalinlida
sahip yari ince kesitler elde edildi. Alnan kesitler lam
Uzerine alindi ve % 2’'lik toludin mavi ile boyandi. Boyamasi
yapilan preparatlar Olympus BH 40 marka kamera
atagmanh 1sitk mikroskobu altinda incelenerek goérintileri
elde edildi.

Yari ince kesitlerin oldugu preparatlarin incelenmesi ile yer
tayini yapildiktan sonra ultramikrotomla 60-70 nm
kalinhdinda ince kesitler elde edildi. Alinan bu ince kesitler
cam havuzdan bakir gridler (S 162 -PELCO) Uzerine tasindi.
Ince kesitleri iceren gridlerin boyanmasi siirecinde belirli
islemlerden gergeklestirildi. Oncelikle gridler 30 dakika
sureyle % 2’'lik uranil asetat ile boyandi. Distile su ile birkag
kez yikandi. Kurutulan gridler 5-7 dakika sire ile kursut
sitrat ile kontrastlandi. Tekrar birkag kez distile sudan
gegirildi.

Gridlerin  boyanma  protokollerinin ~ tamamlanmasinin
ardindan ornekler transmisyon elektron mikroskobunda
(100 SX Jeol, Tokyo, Japan) incelenmeye hazir hale getirildi
ve goéruntilendi.

Isik Mikroskobu Takibi ve Boyanmasi

Hastalardan alinan testis biyopsi 6rnekleri, isimlendirilerek
icinde % 10’luk formaldehit olan numune kaplarina
konuldu. Testis dokulari yikandiktan sonra artan alkol
serilerinde bekletildi. Alkol sonrasi ksilenle muamele
edildikten sonra parafinde bekletilip daha sonra dokular
bloklandi. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT)
ile 5 pm’lik seri kesitler alindi. Dokularin karakterlerinin
belirlenebilmesi igin seri kesitler hematoksilen ve eozin
(H&E) ile boyandi. Gruplara ait kesitlerin fotograflari
Olympus BH 40 marka kamera atagmani olan sk
mikroskobu altinda incelenerek gekildi.

Hormon Olciimleri

Arastirma igin belirlenen hastalarin hormon &lgimlerinde
FSH, LH, testosteron degerlerine bakildi.

FSH icin referans degerler 1.27 - 19.26 mIU/ml,

LH igin referans dederler 1.24 - 8.62 mIU/ml ve

Testosteron igin referans degerler 1.75 - 7.81 ng/ml olarak
alindi.

Histopatolojik Skorlama

Isik mikroskobu kullanilarak her bir 6rnedin histopatolojik
dederlendirmesi skorlandi. Her bir 6rnek igin rastgele bes
mikroskobik alan belirlendi ve 20X buyttmede; Yagdh
dejenerasyon, Tubuler fokal skleroz, Germ hucre aplazisi,
Leydig hiicre hiperplazisi, Germ hicreleri arasinda
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interstisyel 6dem, Maturasyon arresti, Mast hicre
yogunlugu, Makrofaj infiltrasyonu, inflamatuar hiicre artisi,
Hiyalinizasyon, Kollajen lif artisi, Atrofik seminifer ttbdller,
Bazal membran kalinlasmasi, Damarlarda konjesyon,
Damar duvarinda dejenerasyon, Hipertrofik hicresel
degisiklikler ~ve Seminifer tubillerde vakuolizasyon
yogunlugu skorlamasi yapildi.

Tablo 1. Histopatolojik verilerin gruplar arasi skorlanmasi

BULGULAR SPERM ELDE SPERM ELDE
EDILEN GRUP EDILEMEYEN
GRUP

Yagli dejenerasyon 1 2
Tibuler fokal skleroz 1 3
Germ hiicre aplazisi 0 1
Leydig hicre hiperplazisi 1 2
Germ hiicreleri arasinda 2 1
interstisyel dem

Maturasyon arresti 1 3
Mast hiicre yogunlugu 0 1
Makrofaj infiltrasyonu 1 3
inflamatuar hiicre artisi 1 3
Hiyalinizasyon 1 2
Kollajen lif artigi 1 2
Atrofik seminifer tubuller 1 2
Bazal membran kalinlagmasi 1 3
Damarlarda konjesyon 1 2
Damar duvarinda dejenerasyon 1 3
Hipertrofik hiicresel degisiklikler 2 2
Seminifer tubdllerde vakuolizasyon 2 3
yogunlugu

Testis biyopsi érneklerinin histopatalojik skorlamasi; 0: yok, 1: hafif, 2:
orta, 3: siddetli seklinde ifade edildi.

Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen FSH, LH ve testosteron hormon
Olgimlerinin istatistiksel verilerinin analizi “SPSS for
Windows 19.00” istatistik paket programi ile yapildi.
Hormon seviyelerinin, TESE islemi ile sperm edilen ve
sperm elde edilemeyen gruplar arasi karsilastiriimalar,
bagimsiz 6rneklemde Student T testi ile gergeklestirildi.
0,05ten kuglik p dederleri anlamh olarak kabul edildi
(p<0,05). Dederler; aritmetik ortalama + ve standart
sapma seklinde ifade edildi.

Bulgular
Isik Mikroskobu Bulgulari

Sperm Elde Edilen Grubun Isik Mikroskobik Bulgulari

Testikuler sperm ekstraksiyonu islemi sonucunda, seminifer
tlbdllerin analiz edilmesi ile sperm elde edilen hastalardan
alinan  biyopsi  ornekleri, 15tk  mikroskobik  olarak
dederlendirildiginde; bag doku ve bazal membran
sinirlarinin, érneklerin blylk bir kisminda daha dizenli bir
yaplya sahip oldugu fakat az bir kisminda bazal
membranda kalinlasma izlendi.

Seminifer tlbdller incelendijinde spermatogonyumlar ve
spermatogenez asamasindaki tim germ hiicreleri ile Sertoli
hiicrelerine rastlandi. Bazi tiblillerde seyrek de olsa kuyruk
olusumu mevcut olan sperm hicreleri izlendi. Bununla
birlikte biyopsi oOrneklerinin bazilarinda hipertrofik primer
spermatosit hicrelerine, bazilarinda ise bu hicrelerin
cekirdek ve sitoplazmalarinda bulzilmelere rastlandi.
Seminifer tdbdlllerdeki germ hicrelerinde yer yer
vakuolizasyon ve sitoplazmik birikimler belirgindi. Yine bu
orneklerdeki seminifer tubdllerin bir kisminin, atrofik ve

dejeneratif degisikliklere sahip oldugu belirlendi. Dejenere
olan tidbul alanlari fibrotik doku ile yer degistirmis
durumdaydi. Seminifer tublllerde dizenli bir Ilimen
yapisinin olmamasi ve bazi tibillerde bazal membran ve
germ hicreleri arasinda 6dem olusumu da dikkat gekiciydi.

Resim 1. Sperm elde edilen gruba ait testis dokusu

Bazal membran (b), spermatogonyum (sg), primer spermatosit (kalin ok),
Sertoli hiicresi (spiral ok), Spermatid (kivrik ok), sperm hiicresi (ince ok),
vakuolizasyon (asteriks), Leydig hiicresi (ok basi), inflamasyon (inf),
konjesyon (k), tunica intima kalinlasmasi (t). Toluidine Blue, X20.

Sperm elde edilen o&rneklerde, tubdller arasindaki
interstisiyel bag dokusu analiz edildiginde damar yapilarinin
dizenli oldugu fakat inflamatuar hucrelerin bag dokuya
gecis yaptiklari gorildi. Kesitlerin bir kisminda Leydig
hlcrelerinin hiperplazisi, inflamatuar hicrelerin 6zellikle de

yaygin bir sekilde makrofajlarin infiltrasyonu izlendi.
Sadece iki hastada eritrosit infiltrasyonu saptanan
orneklerin  kan damarlarinda  konjesyon izlenirken,

makrofajlarin gécline uyum sadlayan damar duvarlarinda
degisiklik mevcuttu. Ornekler icerisinde biyik bir kan
damarinin duvarinda intima kalinlasmasi izlenirken, arter
endoteli hicrelerinde, duvarlarinda bozulma ve diz kas
hicrelerinde hipertrofi belirlendi. Diger taraftan bazi
o6rneklerde bag dokusunda, kollajen liflerin artmis oldugu
tespit edildi (Resim 1, 2 ve 3).

Resim 2. Sperm elde edilen gruba ait testis dokusu

Bazal membran (b), spermatogonyum (sg), primer spermatosit (kalin ok),
Sertoli hiicresi (spiral ok), Spermatid (kivrik ok), sperm hiicresi (ince ok),
vakuolizasyon (asteriks), Leydig hiicresi (ok basi), inflamasyon (inf).
Toluidine Blue, X20.
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Resim 3. Sperm elde edilen grubun kesit gérintileri

Bazal membran (b), spermatogonyum (sg), primer spermatosit (kalin ok),
Sertoli hiicresi (spiral ok), Spermatid (kivrik ok), sperm hiicresi (ince ok),
Leydig hiicresi (ok basi), miyoid hiicresi (+), konjesyon (k). Hematoksilen-
Eozin, X40.

Sperm Elde Edilemeyen Grubun Isik Mikroskobik Bulgulari

TESE isleminde ttbil 6rneklerinde sperm elde edilemeyen
hasta gruplarindan alinan biyopsi 6rneklerinin sk
mikroskobu altinda histopatalojik olarak analiz edilmesi
sonucu; kesit Orneklerinin genelinde yodun dejeneratif
hasarlar mevcuttu. Seminifer tubullerin bazal
membranlarinda Sperm elde edilen gruba goére kollajen
liflerin artisina bagh olarak asiri kalinlasmanin olmasi, bazi
bazal membran sinirlarinin diizensiz ve kaybolmasi, bazal
membranda yerlesmis olan hipertrofik miyoid htcrelerin
varhdi belirgindi.

Resim 4. Sperm elde edilemeyen gruba ait testis dokusu

Bazal membran (b), fokal skleroz tibiiller (fs), yagl dejenerasyon (yd),
spermatogonyum (sg), primer spermatosit (kalin ok), Sertoli hiicresi
(spiral ok), vakuolizasyon (asteriks), Leydig hiicresi (ok basi),
hiyalinizasyon (h), inflamasyon (inf), konjesyon (k), kollajen artisi (o),
fibrotik doku (f), mast hiicresi (m). Toluidine Blue, X20.

Bununla beraber hastalarin bazilarinin bazal
membranlarinda ¢ozilmelerin  oldugu, kollajen liflerin
azalmis oldugu ve ara maddenin artmis oldugu da izlendi.
Bu hastalarin seminifer tibdlleri incelendiginde, tubdullerin
icerisinde fibrinlesme oldugu ve fibrotik olusumlar ile
kollajen birikimleri ve tubuler fokal skleroz varligi tespit
edildi. Codu seminifer tubulin atrofik olmasi ve sinirlarinda

blzilme dikkat cekmekteydi. Bazal membrana yerlesmis

olan spermatogonyumlarin sinirlarinda dizensizlik ve
Sertoli hicrelerinde vakuolizasyon izlenirken, Sertoli
hiicrelerinin  birbirleri ile olan baglantilari kaybolmus
durumdaydi.

Sperm elde edilemeyen biyopsi drneklerinde bazi seminifer
tubillerde sadece primer spermatosit asamasinda olan
germ hicreleri izlendi fakat bu 6rneklerin tabdllerinin hig
birinde spermatid ve sperm hcrelerine rastlanmadigi ve
maturasyon arresti oldugu belirgindi. Bazi 6rneklerde ise
spermatid asamasinda olan hicreler izlendi ancak sperm
hicreleri izlenemedi.

Resim 5. Sperm elde edilemeyen gruba ait testis dokusu

Bazal membran (b), fokal skleroz tibdller (fs), germ hiicre apilazisi (ga),
primer spermatosit (kalin ok), Sertoli hiicresi (spiral ok), vakuolizasyon
(asteriks), Leydig hiicresi (ok bagi), hiyalinizasyon (h), inflamasyon (inf),
konjesyon (k), kollajen artisi (o), fibrotik doku (f). Toluidine Blue, X20.

Bu o6rneklerde spermiyogenez arresti tespit edildi. Bununla
birlikte Germ hicre aplazisi saptanan tibullerde, dik
yerlesim gosteren sadece Sertoli hicrelerin bulundugu ve
germ hicrelerinin  bulunmadidi izlendi. Codgu tubullerde
germ hucrelerinde yogun bir sekilde vakuolizasyon ve yagli
dejenerasyon goraldi. Ayrica ¢odu germ hicrelerinin
piknotik ¢ekirdekli ve hidrofik hicresel sisme ya da
hipertrofik cekirdek ve sitoplazmik yapilarina sahip oldugu
izlendi. Bu hasta orneklerinin bag dokusu yapilarinda da
o6nemli hasarlar tespit edildi. Bag dokuda ve ozellikle de
bazal membranlarda yer yer hiyalinizasyon olusumu gdéze
carpmaktaydi. Oldukga fazla inflamatuar hicrelerin oldugu,
kollajen miktarinin arttigi, interstisyel dokuda fibrotik bag
doku ve vakuolizasyonlarin bulundugu, damar duvarlarinda

dejenerasyon, anormal gorinimli ve  sitoplazmik
bazllmeye sahip olan Leydig hucreleri ile Leydig
hicrelerinin  hiperplazisi olan kesitler gobzlendi. Iri

makrofajlarin varligi da gogu 6rnekte izlendi. Bir 6rnekte
bag dokusunda mast hicreleri dikkat gekmekteydi (Resim
4,5 ve 6).

Yapilan 1sitk mikroskobik bulgularin skorlamasi Tablo 1'de
o6zetlenmigtir.

Elektron Mikroskobu Bulgulari

Sperm Elde Edilen Grubun Elektron Mikroskobik Bulgulari

Seminifer tdblllerinde sperm elde edilen grubun biyopsi
6rneklerinin ultrastriktirel yapilari dederlendirildiginde;
codu ornekte seminifer tublll cevreleyen bazal membran
sinirlarinin diizenli, bununla birlikte bazi tibdllerde nadiren
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bazal membran kalinlasmasi ve kollajen liflerin artmis
oldudu belirlendi.

Bazal membranda vyerlesmis olan miyoid hicrelerinin
bazilarinda hipertrofi izlendi. Seminifer tibdli olusturan
hicreler incelendiginde ise, Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilarin  lateral  ylzeyleri boyunca devamhhgi
belirgindi. Bazi Sertoli hicrelerinin sitoplazmalarinda
vakuolizasyon ve elektron birikimler mevcuttu. Bazal
kompartimanda yer alan spermatogonyum hcreleri ve bu
hicrelerin  bir seri hicre bdélunmesi sonucu olusan
kromozomlari belirgin primer spermatositler gézlendi. Fakat
bazi spermatositlerde piknotik cekirdekler ile sitoplazmik
blzilme belirlendi. Spermatogenezisin aktif olarak izlendigi
gruplarin elektron mikroskobik yapilarinda, spermiyogenez
asamasinda boyun ve kuyruk olusumu gézlendi ve bu
orneklerde hicrelerin etrafinda dizilmis olan duzenli
mitokondriler belirgindi. Dider taraftan, bazi olusan sperm
hiicrelerinde ise bas, boyun ve kuyruk bdélimlerinin ayri
oldugu ve mitokondrilerin bas kismi ve kuyruk parcalari
etrafinda dadildigi saptandi. Sperm hiicresi elde edilmis
olan bu grubun tlbdller arasi interstisyel bag dokusunda da
sinirlari dizenli Leydig hucreleri ve kollajen olusumuyla ilgili
olan fibroblastlar izlendi. Bazi 6rneklerde bag dokuda az
sayida makrofajlarin varligi ve sitoplazmasi buzllen
dejenere leydig hicreleri de mevcuttu (Resim 7 ve Resim
8).

Sperm Elde Edilemeyen Grubun Elektron Mikroskobik Bulgulari
Sperm hicresi elde edilemeyen gruba ait elektron
mikroskobik goriintiler, sperm elde edilen grup ornekleri
ile karsilastirildiginda, bazal membran sinirlarinda asiri
miktarda artmis dlizensizlik dikkat gekti. Bu o&rneklerin
bazal membranlarda yodgun bir sekilde fokal dizensiz
kollajen birikimi ile paralel kalinlasma gelistigi izlendi. Bazi
o6rneklerin bazal membranlarinda ise, kollajen miktarindaki
azalma ve 6dem olusumu ile iligkili ¢éziinmelerin oldugu
gozlendi. Bazal membran ile gevrilmis olan tubuler duvarda
genellikle Sertoli hcreleri izlendi. Sertoli hicrelerin
sitoplazmalarinda belirgin vakuoller ve lipid inklGzyonlari
vardi. Interstisyel dokuda yodun sekilde artmis bag dokusu
hicreleri ve hiyalinize alanlar gézlendi. Bunun yani sira bu
grubun o6rneklerinde granil iceren iri makrofajlar ve mast
hicreleri  goérildid.  Etrafinda  inflamatuar  hicrelerin
bulundugu damar duvarlarinin ¢ézindugu goéraldi. Isik
mikroskop bulgulari ile tutarli olan bu bulguda, damar
duvarlarinda kollajen miktarinda azalma, ekstrasellller
madde miktarinda artis ve diz kas hicreleri arasinda
ayrisma vardi. Bazi 0&rneklerde ise, damar endotelinde
hipertrofi, damar duvarinda kollajen ve diz kas hlcreleri
miktarinda artis ve ayni zamanda diiz kas hicrelerinde de
hipertrofi tespit edildi (Resim 9. ve Resim 10).

Istatistiksel Bulgular

TESE islemi sonucu sperm elde edilen ve edilmeyen
hastalarin serum FSH, LH ve Testosteron hormon dizeyleri
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bu iki grubun TESE biyopsi sperm varldi ile FSH ve LH
hormon dlzeyleri arasindaki anlamlihk p<0.05 iken
Testosteron hormon dizeyleri arasinda istatistiki anlamli bir
fark (p>0.05) yoktu. (Tablo 2).

Istatistiksel olarak degerlendirilen diger veri, histopatolojik
bulgularin skorlarinin (Tablo 1) analiz edilmesi idi. Bu
veriler ele alindidinda, skorlama vyapilan bulgular
dederlendirildiginde, her iki grup arasinda 6nemli farklilik
bulundu ve p dederi 0.0001 olarak hesaplandi (Tablo 3).

Tablo 2. Gruplar arasi FSH, LH ve Testosteron hormon
seviyelerinin Istatistiksel karsilastiriimasi

Gruplar FSH (mIU/ml) LH (mIU/ml) Testosteron(ng/ml)
Sperm (+) 11.58 £6.90 6.96 £5.24 3.20+£0.90
Sperm (-) 29.65+16.14 10.00+7.43 3.10+£1.21

Gruplar arasi karsilastirilmalar bagimsiz érneklemde Student T testi ile
yapildi. p<0,05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Dedgerler;
aritmetik ortalama # ve standart sapma seklinde ifade edildi.

Tartigma ve Sonug¢

Klinik ve epidemiyolojik galismalardan elde edilen kanitlar,
erkek (ireme problemlerinde artan bir insidansin oldugunu
ileri  sirmektedir. Erkek infertilitesinin  sebepleri;
spermatojenik hicrelerin godalmasi ve farklilasmasindaki
yetersizlik, spermin Uretilmesi slirecinde veya fonksiyonel
anlamda anormal olmasi, spermin iletiimesinde olusan
bozukluklar, genetik ve gevresel faktorlerin yani sira genel
saglik ve yasam tarzi olarak bilinmektedir (9,10).

N

Resim 6. Sperm elde edilemeyen grubun kesit gérintileri

Bazal membran (b), primer spermatosit (kalin ok), Sertoli hiicresi (spiral
ok), vakuolizasyon (asteriks), Leydig hiicresi (ok basi), fokal skleroz
tibdiller (fs), germ hiicre aplazisi (ga), maturasyon arresti (ma), 6dem (6),
inflamasyon (inf), konjesyon (k), kollajen artisi (o), fibrotik doku (f).
Hematoksilen-Eozin, X40.

Son yillarda infertiliteye sebep olan problemlerin
anlasilmasi igin oldukga fazla calisma gergeklestirilmistir.
Spesifik Greme anormalligi olan yaklasik 500 mutant fare
Uretilmis ve birgok insan iliskili calisma yapilmistir. Erkek
bireylerde meydana gelen infertilitenin baslica nedenleri
oligozospermi, astenozoospermi, teratozoospermi ve
azospermi durumlandir. Azospermi, olgularin yaklasik %
20-30 unu olusturmaktadir (10,11).

Tablo 3. Histopatolojik skorlamanin gruplar arasi istatistiksel
karsilastiriimasi

Gruplar Histopatolojik P anlamhlik

skor degeri

Sperm elde edilen grup (N: 17) 1,059 +0,1348* | <0,0001

Sperm elde edilemeyen grup (N: 17) 2,235+0,1825° | <0,0001

Gruplar arasi karsilastirlmalar bagimsiz érneklemde Student T testi ile
yapildl. p<0.0001 olan degerler anlamh olarak kabul edildi. Degerler;
aritmetik ortalama + ve standart sapma seklinde ifade edildi.

Infertiliteye sebep olan durumlardan azospermi, semen
analizlerinde sperm hicresinin olmamasidir ve infertil
olmayan erkeklerde % 1 oraninda, infertil olan erkek
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bireylerde ise % 15 oraninda gorilen en siddetli durumdur
(11,12).

Fakat bazi azospermik bireylerde, testis dokusunda aktif
olarak devam eden spermatogenezisin mevcut oldugu
bilinmekte ve dogru tedavi yontemleri ile sperm Uretilmesi
uyarilabilmektedir. GlUnUmulzde azospermik olgulardan
spermin elde edilmesinde kullanilan en etkin yontem de
TESE olarak bilinmektedir (8).

Resim 7. Sperm elde edilen grubun elektron mikroskobik
gorintaleri

Bazal membran (b), spermatogonyum (sg), primer spermatosit (kalin ok),
Sertoli hiicresi (spiral ok), Leydig hiicresi (ok basi), miyoid hiicresi (+),

makrofaj (mak), vakuolizasyon (asteriks), hiicreler arasi baglantilar (1),
lipid inkliizyonlari (L), kollajen artisi (o). Biiyiitme: X2500

Ortaya koydugumuz bu calisma ile azospermik olgulardan
TESE yontemi ile alinan testis biyopsi 6rneklerindeki,
seminifer tubul yapilarinin histolojik ve ultrastrikttrel
olarak arastirilmasinin gergeklestiriimesi yaninda elde
edilen histopatolojik sonuglar ile hastalarin serum FSH, LH
ve Testosteron dlizeyleri arasindaki iliski de agiklanmaya
calisiimistir.

Calismanin baslangicinda TESE islemi yapilan azospermik
bireylerden alinan seminifer tubdl orneklerinin
dederlendirilmesi sonucu hastalar, sperm elde edilen ve
edilmeyen olmak Uzere iki gruba ayrildi. Yapilan
histopatolojik ve elektron mikroskobik dederlendirmeler ile
her iki grupta 6nemli dejenerasyonlarin varligi izlenirken,
Ozellikle sperm igermeyen grubun o6rneklerinde hem
interstisyel doku hem de seminifer tubillerde daha ciddi
bozukluklarin gorilmesi, siddetli dejenerasyonun testis
dokusunun fonksiyonunu olumsuz yo6nde etkiledigini
disindirmektedir.

Histopatolojik acidan gruplar karsilastirildiginda, sperm
elde edilen grubun genelinde bazal membran ve seminifer
tabdllerin daha dlzenli bir morfolojiye sahip olmasi,
dejenerasyonun olmadidi tublllerde tim germ hicre
serilerinin bulunmasi  ve hatta bazi  tubdllerde
spermiyogenezisi tamamlamis olan spermlerin izlenmesi,
TESE islemi ile spermin elde edilmesi ile paralellik gosteren
6nemli bulgular arasindaydi.

Colgan ve ark. (13) azospermik olgular lzerine yaptiklar
calismada, %20 normal testikller histolojiye sahip olguyu
rapor etmislerdir ve bizim elde ettigimiz bulgulan
desteklemektedir.

Ayni sekilde Abdullah ve Bondagji (14) infertil erkek
bireylerden alinan testis biyopsi Orneklerini, histolojik
olarak incelemisler ve disik de olsa normal
spermatogenezisin gergeklestigini géstermislerdir.

Normal spermatogenez sergileyen azospermiye sahip
bireylerde, rete testisin ya da duktal sistemin bir kisminin
obstriiksiyonunun oldugu distintimektedir (14,15).

Normal spermatogenezisin yaninda, bulgularimiz arasinda
yer alan hipospermatogenez, tim spermatojenik hicre
serilerinin olmasi fakat normal spermatogenezise gére daha
az sayida bulunmalaridir. Seminifer tibil epitelinin daha
ince bir goériinime sahip olmasi hipospermatogenezisin
histolojik kanitlarindandir. Bulgularimiz arasinda
azospermik bireylerde, hipospermatogenezisin saptanmasi
da, yapilan literatir galismalari ile paralellik gostermektedir

Resim 8. Sperm elde edilen grubun elektron mikroskobik
goruntaleri

Primer spermatosit (kalin ok), spermatid (kivrik ok), sperm hiicresi (ince
ok), vakuolizasyon (asteriks), mitokondri (mit). Biiyiitme: X2500

Sperm elde edilmeyen grubun isik mikroskobik bulgulari ele
alindiginda, tublllerde ve bag dokuda hiyalinize alanlarin
mevcudiyeti, spermatogenez slirecindeki germ hcrelerinin
izlenememesi, bazi tlblllerde sadece Sertoli hicrelerinin
varhidi (germ htcre aplazisi - Sertoli cell only sendromu),
bazilarinda da farkl derecelerde maturasyon arresti ve
interstisyel dokuda Leydig hicrelerinin hiperplazisi yer
almaktaydi. Ramasamy ve arkadaglari da (20), non-
obstruktif azospermi olan 435 erkek birey ile yaptiklar
calismada, elde ettikleri histopatolojik bulgular arasinda
maturasyon arresti, Sertoli cell only sendromu ve Leydig
hiicre hiperplazisinin varligini géstermislerdir.

Bulgularimiz arasinda Sertoli cell only sendromu olan
hastalarin bag dokusunun artmasi, atrofik go6rinimli
seminifer tlbullerin olmasi ve Sertoli hiicrelerinin dedisik
sekillerde bulunmasi da yapilan calismalar ile benzerlik
gostermektedir (20-24).

Ayni zamanda bu grubun o&rneklerinde makrofajlarin ve
ozellikle mast hicrelerinin izlenmesi de dikkat g¢eken
bulgularimiz arasinda yer almaktaydi. Bu bulgu, elektron
mikroskobik gorintllerimizle de desteklenmekteydi. Son
yillarda yapilan calismalarda erkek infertilitesinin artmis
mast hicreleri ile iliskili oldugu aydinlatiimistir (25,26).

Welter ve ark. (27) germ hiicre arresti ve ciddi
spermatogenez bozuklugu bulunan hastalarda testikuler
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makrofajlarin bulundugunu gdstermislerdir. Infertilitesi olan
bireylerde yapilan c¢alismalar, aktif mast hicrelerinin,
fibroblast ve kollajen liflerinin sentezlenmesini uyardigini
ortaya koymustur. Bundan dolayi da mast hicrelerinin
kronik olarak inflamasyon ve fibrotik olusumlarda rol
oynadigi bilinmekte ve bu galismamizda yer alan
histopatolojik ve ultrastriktirel analizlerle benzerlik
gOstermektedir (27-29).

Yapilan elektron mikroskobik analizlerde, sperm elde edilen
ve edilmeyen hasta gruplarinin ultrastriktirel yapilari
dederlendirilmis ve bu iki grup arasinda 6nemli dedisiklikler
g6zlenmistir. Sperm elde edilen grupta, germinal epitelin
etrafindaki bazal membran genel olarak normal ve
stirekliligini korurken, sperm elde edilmeyen grupta bazal
membran sinirlarinda dizensizlik ve kalinlasma mevcuttu.
Bazal membranin kalinlasmasini, Govender ve ark. (30)
infertilitenin sebepleri arasinda yer alan, inmemis testis

dokusu Uzerinde vyaptiklari ultrastriktirel calismada
gostermiglerdir. Bazal membranda vyerlesmis olan
miyofibroblastlarin miyoid Ozelliklerini kaybederek

fibroblastlara donustiklerini ve bu hicrelerin ekstraselller
matriks bilesenlerinin sentezlenmesine katilarak, bazal
membran kalinliginin artmasinda rol oynadiklari
distnldlmektedir. Baska agidan bazal membrandaki bu
kalinlagmanin tibdler involisyon ve seminifer tlbil gapinda
meydana gelen azalma ile iliskili olabilecegi bildirilmigstir
(30-32)

Resim 9. Sperm elde edilemeyen grubun elektron mikroskobik
gorintileri

Bazal membran (b), Sertoli hiicresi (spiral ok), germ hiicre aplazisi (ga),
primer spermatosit (kalin ok), lipid inklizyonlari (L), fibrotik doku (f),
vakuolizasyon (asteriks). Biiyiitme: X2500

Sertoli hiicrelerinin, gesitli bliylime faktorleri ve sitokinlerin
salgilanmasinda ve spermatogenezisin dlizenlenmesinde
oldukga 6énemli rol oynadiklari bilinmektedir (33).

Calismamizda Sertoli hicrelerinin ultrastriktirel yapilari,
iki grupta da farkhliklar icermekteydi. Sperm elde edilen
grupta Sertoli htcreleri arasindaki baglantilarin daha
belirgin olmasi ve sperm elde edilmeyen grubun Sertoli
hiicrelerindeki vakuolizasyon ile lipid inklizyonlarinin daha
yogun sekilde izlenmesi, insan Sertoli hicreleri ile ilgili

yapilan ultrastriktirel calismalarla paralellik
sergilemektedir. Sertoli hicrelerinde artan
vakuolizasyonun, apoptotik spermatojenik hicrelerin
fagositoz  edilmesinden dolayi artmis olabilecegi

disinilmektedir (33-35). Isik mikroskobik bulgularimiza
eslik eden intrattbuler kollajen lif artisi ve bag dokudaki

hiyalinizasyon alanlarinin  da  ultrastriktirel olarak
belirlenmesi, literatirle benzerlik gdstererek bulgularimizi
desteklemektedir (36,37).

Galismamizda arastirilan, diger parametre serum FSH, LH
ve Testosteron dizeyleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak analiz edildi. Sperm elde edilen ve edilmeyen
gruplarda, FSH ve LH hormon seviyeleri agisindan,
istatistiksel olarak anlamhlik  bulunurken (p<0.05),
Testosteron hormonu her iki grupta da normal referans
araliinda olgllerek istatistik olarak p>0.05 olarak
belirlendi. Sperm elde edilen grubun ortalama FSH dederi;
11.58 + 6.90, LH degeri ise; 6.96 +5.24 iken, sperm elde
edilmeyen grupta bu dederler sirasiyla; 29.65 + 16.14 ve
10.00 + 7.43 olarak hesaplandi (Tablo 2). Bu sonuglar ele
alindidinda, FSH ve LH hormon dizeylerinin sperm elde
edilen grupta normal referans dederleri arasinda olmasi ve
bu gruptaki Orneklerde hem stk hem de elektron
mikroskobik diizeyde spermatogenezisin aktif olarak devam
ettigi  tubdllerin  izlenmesi ile paralellik g6steren
bulgularimiz arasindaydi. Bununla birlikte sperm elde
edilmeyen grupta ise FSH ve LH hormon seviyelerinin
normal dederlerin lizerinde olmasi dejenere olan tubdllerin
varhdi ile uyumluluk gosterdi.

infertilite problemi olan hastalarda, semen analizlerinde
anormallik tespit edilmesi halinde, infertilitenin nedenini
tanimlamak igin hormon diizeylerinin 6lgimu yapilmaktadir.
Normal dederlerde olmayan hormon seviyelerinden dolays,
bozuk sperm Uretiminin gergeklestigi ve infertilitenin
olustugu bilinmektedir (38).

FSH hormonu, 6n hipofiz tarafindan salgilan ve Sertoli
hiicreleri Gzerinden etki ederek spermatogenezis silirecinin
baslatiimasinda 6nemli olan gonadotropindir. FSH'In,

hipotalamus ve hipofiz bezi ile testis dokusu arasindaki feed
back mekanizmasinin bir sonucu olarak spermatogenezisin
ve Sertoli hicrelerinin fonksiyonel bir belirteci oldugu
dustnidlmektedir.
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Resim 10. Sperm elde edilemeyen grubun elektron mikroskobik
goruntileri

Bazal membran (b), Leydig hiicresi (ok basi), hiyalinizasyon (h),
vakuolizasyon (asteriks), makrofaj (mak), kollajen artisi (o), mast hiicresi
(m). Biiyiitme: X2500

Epidemiyolojik galismalarda semen Kkalitesinin anlasiimasi
icin serum seviyelerinin olgllmesi gerektigi ve tahmini
faktorlerden biri oldugu gésterilmistir (39,40).
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Ayrica FSH hormonunun pozitif bir sekilde LH hormonu ile

korele oldugu ve bu iki hormonun da infertilitenin
belirlenmesinde 6nemli olduklari bilinmektedir.

LH hormonu da hipofiz bezinin anterior lobundan
sentezlenen ve Leydig  hicrelerine etki ederek,

intratestikller testosteron hormonunun salgilanmasinda rol
oynamaktadir (38,39).

Bugline kadar yapilan galismalarda artmis serum FSH ve LH
duzeyleri, testikller yetmezlik ile atrofik ve dejenere
tiblllere sahip azospermik bireylerde ayrica Sertoli cell
only sendromunun izlendigi vakalarda gosterilmistir
(24,41,42).

Goluza ve ark.24 Testosteron seviyesinin, kontrol grubu ile
azospermiye sahip bireyler arasinda istatistiksel olarak
anlamli  olmadigini ve olgularinin blylk g¢odgunlugunun
normal testosteron, fakat yiksek LH ve FSH seviyesinde
olduklarini goéstermislerdir. Bu durumu, 6rneklerindeki
artan makrofajlarin parakrin faktorleri ve gonadotropinlerin
birlikte Leydig hicrelerinde hasara ve hiperstimulasyona
neden olmasi ile agiklamiglardir. Calismamizda da sperm
elde edilmeyen grupta belirlenen yiiksek FSH, LH ve normal
Testosteron seviyeleri ile spermatogenezisin énemli 6lglide
olumsuz etkilendigi kanaatine variimistir.

Yapilan bu arastirmada, sperm elde edilen grubun normal
spermatogenezis slirecinde olan tubdllerinin tespiti ile
hormon seviyelerinin normal referans aralifinda bulunmasi
arasinda pozitif bir iliski oldugu belirlendi. Bununla birlikte
sperm elde edilmeyen grupta, tespit edilen patolojik
anormallikler ile FSH ve LH hormonlarinin yliksek olmasi da
testikiler bozukluklarda hormon dizeylerinin 6nemli
belirtecler oldugu kanisina varildi.
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