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1. GIRIS

Canlilarin yasam dongiileri incelenirken, genital sistemin incelenmesi her
zaman diger sistemlerden ayr tutulmus ve daha detayli olarak g¢alisilmistir. Bu
konularda yapilan ¢alismalar toplumsal ve etik sinirlamalardan dolay1 halen istenilen
diizeyde degildir. Erigkin canlilarda spermatogenesisin siirdiiriilebilmesi i¢in mutlak
surette testislerde yer alan kok hiicrelerden yeni spermatositlerin olusturulmasi
sarttir.  Intrauterin  hayatta baslayan bu spermatojenik kok hiicrelerden
spermatositlerin olusumu, giinlimiizde lizerinde ¢aligmalar olmasina ragmen halen
net olarak aydmnlatilamamustir. Intrauterin hayatta pluripotent kok hiicrelerden
gelisen multipotent karakterli kok hiicreler spermatogonial kok hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin gelisimi uzun yillardir arastirilmaktadir. Fakat 6zellikleri ve gelisimleri ile

ilgili heniiz net bulgular elde edilememistir.

Bizim calismamizin amaci spermatogonial kok hiicrelerin, dogumdan hemen
sonraki doneminden baslayip ergin doneme dek farkli periodlarda gelisimlerini
incelemektir. Bu amagla ratlarin testisleri dogumdan sonraki 24. saatte, 10. Giinde,
20. Gilinde, 30. Giinde ve 60. Gilinde ¢ikartilarak, histokimyasal ve
immunohistokimyasal olarak primer antikorlarla boyanacaktir. Boylece testislerdeki
spermatogonial kok hiicrelerin varligi arastirilarak, 1s1tk mikroskobu ve goriintii
analiz programu ile sayimlar yapilacaktir. Elde edilecek sonuclar istatistiksel olarak
degerlendirilecektir. Bu ¢alismada kullanilacak 6zel markerlar ile spermatogonial
kok hiicrelerin gelisimsel siirecteki gosterdigi degisiklikler dogru bir sekilde

degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Genital Sistem Anatomisi

Erkekte lireme organlari, temel iireme organi (gonad, testis) ile iletici yollar (Viae

genitales), eklenti bezler ve penisten olusur (Yildirim, 2012).

Ureme organlari, yerlesim yerlerine gore i¢ ve dis iireme organlar1 olarak iKi
grupta incelenir. Testisler, iiretraya kadar olan genital yollar ile eklenti bezler ig
genital organlar olarak incelenir. Perinede yer alan organlar ise dis genital organlar
olarak incelenir (Sancak ve Cumhur, 2008).

Erkek iireme sisteminin i¢ genital organlart;

1) Spermatozoonlarin iletildigi iletici yollar (genital yollar)
e Testis
e Epididymis — Ductus Epididymis
e Ductus Deferens (vas deferens)
e Ductus Ejaculatorius
e Urethra Masculina
2) Salgilarin1 genital yollara bosaltan ve ejakulat olusumuna katki saglayan
genital bezler (eklenti genital bezler)
e Vesicula Seminalis
e Prostat
e Gl. Bulbourethralis
Erkek iireme sisteminin dis genital organlari;
e Penis

e Scrotum (Marieb ve ark., 2008).

Erkek iireme sisteminin temel fonksiyonu sperm firetip, bu spermleri disi
vaginasina iletmektir. Bu islemi yapabilmesi icin 4 farkl tipte yapiya sahiptir. Bu
yapilar testisler, yardime1 kanallar, yardime1 bezler ve penistir. Testisler, sperm ve

primer erkek cinsiyet hormonu olan testosteronu iretirler. Yardimeci kanallar,



testislerdeki ya da yardimeci bezlerdeki salgilari depolayip penise tasirlar. Yardimci
bezler ise spermin penise taginmasi i¢in uygun ortami olusturacak olan siviyi
iretirler. Bu sivi ve spermler semen adini alir ve penis, semeni vaginaya tasimaya

aracilik eder (Sancak ve Cumhur, 2008; Williams ve ark., 1989; Aktiimsek, 2004).

Testisler temel lireme organi olup, govdenin disinda perinede scrotum denilen
torba icinde yer alan bir ¢ift organdir. Her bir testise gelip giden damar ve sinirler ile
ductus deferens’i tasiyan funiculus spermaticus adi verilen kordon ile asilidirlar.
Oval sekilli 4-5 cm yiiksekliginde, 2,5-3 ¢cm eninde ve 2-3 cm kalinliginda olup,

agirhigr yalnizca 10-

Seminal Vezikiil 14 gr'dir. Facies

Mesane
medialis ve facies

lateralis olmak tizere
iki yiizii; margo
anterior ve margo
Uretra posterior olmak

tizere iki  kenari;

extremitas superior

Penis s Dalareiic Anlis -

ve extremitas
Testis . .
inferior olmak {iizere
iki  ucu  vardir.
Epididim ?kwl;u‘m

torba Scrotum icinde
Resim 1. Erkek Genital Sistemi Organlar1 (Paulsen ve Waschke, 2014). hareketli ve sarkik

olarak dururlar. Sol
testis genellikle daha asagida (1 cm kadar) bulunur. Testisler basinca karst ¢ok
duyarlidirlar ve basi ile fonksiyonlarini yitirirler. Asirt diizeydeki 1s1 farkliliklarindan
da etkilenirler. Normal karmn igi sicaklikta fonksiyon gosteremezler. 2-3°C kadar

daha diisiik 1s1da spermium tiretirler (Arinci ve Elhan, 2001).

Testisler, dogumdan 6nce yasamin ilk iki ayinda (embriyonal dénemde) karin
iginde 3-5. lumbal vertebralarin iki yaninda, bobreklerin altinda ve karin arka

duvarina asili durumdadirlar. Gelisme evrelerinde (dordiincii aydan itibaren) asagiya



dogru inerler. Yedinci ayda kasik kanali hizasinda bulunurlar. Dogum déneminde
(son iki ay i¢inde) yer degistirmeleri hizlanir, kanaldan gegerler ve skrotuma inerler
(descensus testis). Karin boslugundan skrotuma ge¢me islemi gubernaculum testis
ad1 verilen fetal doneme ait fibréz bir yapmin Onciiliiglinde baglatilir. Peritonun
parmak seklindeki kiigiik bir ¢ikintisini olusturan processus vaginalis, gubernaculum
testisi izleyerek karin 6n duvarindan kese i¢ine kadar ulasir. Tunica vaginalis testis,

processus vaginalis’in kalintisidir (Snell, 2004).

Tunica vaginalisin visseral yapraginin i¢ tarafinda tunica albuginea denilen
saglam bir zar testisleri kusatir. Elastikiyeti ve genisleme 6zelligi yoktur. Testisin
arka yliziinden girerek once vertikal bir bdlme olusturur, buna mediastinum testis
denilir. Mediastinum testisten baslayan septula testis isimli uzantilar dis kenarlara
dogru uzanarak her bir testisi yaklagik 250-300 kadar lobiile (lobulus testis) ayirir.
Her bir lobiilde testisin parankim dokusunu olusturan 1-4 adet kanalcik (tubuli
seminiferi concorti) bulunur. Testisin temel parankim yapisini olusturan tubulus
seminiferus (seminifer tiibiil) denilen kiiciik borucuklar seklindeki bezler,
spermatozoonlarin tretildigi yerlerdir.  Seminifer tiibiillerin liimen membraninin
zemininde yer alan Sertoli hiicreleri (sustentacular hiicre) spermiumlarin
beslenmelerini saglayan, fagositoz yapan ve inhibin denilen hormonu salgilayan
hiicrelerdir. Ayrica Leydig hiicreleri adin1 alan seminifer tiibiillerin arasindaki bag
dokuda yer alan bu hiicreler, erkeklik hormonu olan testosteron ile birlikte Ostrojen
gibi etki gosteren Ostradiol hormonunu da sentezlerler. Bu hiicrelerin g¢aligmasi
hipofiz tarafindan denetlenir. Bu hiicrelerin ¢alismasi ile pubertal donemdeki erkege
ait cinsiyet belirtileri ortaya c¢ikar. Bunlar; yiiz, koltuk alti ve pubis killarinin
gelismesi, girtlak ve paranasal siniislerin genislemesi, kaslarin ve kemiklerin

irilesmesidir (Moore ve Dalley, 1995; Ozden,2003).

Spermatidlerin ~ gelismesi  (spermatogenesis)  ve  spermatidlerin
spermatozoaya olgunlagmasi (Spermiogenesis) islemleri iki aylik bir siiregte ve tubuli
seminiferi concortiler iginde gergeklesir. Tubuli seminiferi concortilerin birlesmesi
ile sayis1 25 kadar olan tubuli seminiferi rectiler baslar.Bunlar mediastinum testiste

bir araya gelerek rete testisi olustururlar. Rete testise ulasan spermatozoonlar,



buradan ¢ikan 15-20 adet ductuli efferentes testis ile ductus epididymise ulastirilir
(Drake ve ark., 2011; April, 1998).

Testisleri besleyen damar, karin i¢inde aorta abdominalisten ayrilan aorta
testicularistir. Bobreklerin alt tarafindan baslayarak m. psoas majoriin 6n yiiziinde
seyrederek asagiya dogru iner, anulus inguinalis profundusdan gecerek funiculus
spermaticus i¢indeki yerini alir ve torba i¢ine kadar uzanir. Mesorchiumdan testise
girer. Vendz doniisii saglayan damarlar vena testicularislerdir. Sagda vena cava
inferiora; solda vena renalise dokiiliirler. Damarin baslangict funiculus spermaticus
icindeki vendz agdir (plexus pampiniformis). Bu venoz ag ters yonde caligsan 1s1
diizenleyici bir sistemdir. Testis 1s1sinin viicut 1sisindan daha diisiik olmasini ayarlar.
Testisin lenfatik akimi vena testicularisi izleyerek dogrudan dogruya para-aortik lenf
damarlarina ulagir. Testisin sinirleri koken olarak 10.-11.  medulla spinalis

segmentlerinden gelirler (Odar, 1986; Dere, 1999).

Epididymis, testisin list-arka kenarina yaslanmis yarimay seklindeki kivrimli
5-6 cm uzunlugunda tek bir kanaldir. Aslinda 5-7 metrelik siki sarmal olusturmus
kanal yumagidir. Epididymisi olusturan bu kanala ductus epididymis denilir.
Anatomik olarak {i¢ boliime ayrilir: caput, corpus ve cauda epididymis (bas, govde
ve kuyruk boliimleri). Testisten gelen ductuli efferentes testisler mesonefrik kanalin
bir boliimiinlii olusturan caput epididymise acilirlar. Kuyruk bdoliimiine dogru
kivrimlar azalir ve kanal giderek kalinlasir. Caput epididymisin 6n ucundan asagiya
dogru sarkan kii¢iik olusum wolf kanalinin bir artigi olan appendix epididymisdir.
Testiste iretilen spermiumlar igin bir depo yeri gorevindedir. Spermiumlar testiste
tiretildikleri zaman hareket yetenekleri yoktur, yani ovumu dolleyemezler. Hareket
etme yetenegini epididymiste kazanirlar. Prostat salgisinin eklenmesiyle hareketlilik
son seklini alir. Spermiumlarin ovumu dolleyebilecek sekilde hareket yetenegi
kazanmalarina kapasitasyon adi verilir (Govsa G6kmen, 2003; Tosun, 1998; Moore
ve Dalley, 1995).

Ductus deferens, ductus epididymisten sonra gelen ve yalnizca iletim islevi

olan boliimdiir. 40-50 cm uzunluktadir. Muskiiler duvar yapisi nedeniyle kordon



benzeri bir yapist vardir. Gegis yaptigr boliime gore dort parcaya ayrilir. Birinci
parcasi, epididymisin arkasinda kalir. Ikinci parcasi, funiculus spermaticus denilen
kordon icinde yer alir. Uciincii parca, kasik kanali i¢inden gecen boliimiidiir.
Dordiincii pargasi ise kasik kanalinin i¢ tarafinda kalan ve vesicula seminalise kadar
stiren son boliimidiir. Pelvis majorde fascia transversalis i¢inde; pelvis minor’de ise
fascia endopelvica iginde yer alir. Ductus deferensin genislemis olan son bdliimii
ampulla ductus deferentis adini alir. Burasi prostat bezinin taban kismi yakininda
bulunur ve ejakulasyon dncesinde spermin depolandigi bir bolgedir. Ampulla ductus
deferentisin daralan ucu vesicula seminalisin i¢ tarafinda onun bosaltic1 kanali ile
birleserek ductus ejaculatoriusu olusturur. Yapisi, ti¢ tabakali kas dokusu igerir.
Kanalin liimeni olduk¢a dardir. Eski ve yanlis bir isimlendirme ile damara
benzetilerek vasa deferens adi da verilmistir. Penis kokiiniin iki tarafinda yiizeyseldir
ve deri altindadir. Elle muayene edilebilir. Ductus ejaculatorius, ductus deferens ile
ductus excretoriusun birlesmesi sonucu olusan 2 cm uzunlugunda dar (0,5 mm) ve
ince duvarl bir kanaldir. Prostat bezinin parankim dokusu icinden gegerek colliculus
seminalislerde pars prostatica urethraya agilir. Urethranin bundan sonraki boliimii
idrar ve semen nakli i¢in kullanilacak sekilde ¢ift fonksiyonludur. Parasempatik etki
sekresyona neden olur. Ductus deferens boyunca yavas peristaltik dalgalar olusur.
Spermatozoalar epididymisden depolanmak iizere ampullaya ulastirilir. Sempatik
etki ise kanalin diiz kaslarinda kuvvetli kasilmalara boylece ejakulasyona yol agar.
Funiculus spermaticus, testisin damarlarini, sinirlerini ve ductus deferensi igeren,
canalis inguinalis ile testis arasinda uzanan kordondur. Sag ve solda birer tanedir.

Testisleri skrotum iginde asili tutar (Snell, 2004; Kuran, 1983).

Urethra 18-20 cm uzunlugunda olup erkekte erkek iireme sisteminin son
kismidir. Mesaneden prostat bezini gecip penis i¢ine uzanir ve intramuraliS
(preprostatik), prostatik, membrandz ve spongioz olmak iizere 4 bolimden meydana
gelir. Mesanedeki ostium urethra internumdan baslar ve penis ucundaki ostium
urethra externumda sonlanir. Urethray1 kayganlastiran gl. Bulbourethralis,
membrandz parcgasinin yan taraflarina yerlesmistir (Karateke, 2013).

Genital eklenti bezleri, {iirettikleri salgilar1 bosaltma kanallar1 araciligr ile

genital yollara akitan bezlerdir. Bu bezlerin salgilari spermiumlarin beslenmeleri ve



hareket olanaklarmin artirllmasi yaninda, ejakulatin sulandirilmasi ve vaginanin

asiditesinin nétralizasyonunda rol oynar (Drake ve ark., 2011; Yildirim, 2012).

Vesicula seminalis; kivrimli, tek bir kanali olan bir bezdir. Idrar kesesinin
arka yiizli ile rektumun 6n yiizii arasinda, sag ve solda birer tane olan ve 4-5 cm
uzunlugundaki kii¢iik bir bezdir. Kivrimlari agilirsa 10-15 cm uzunluga ulasir. Alt
ucu, salgisini akittigi diiz ve dar bir kanal seklindedir ve ductus excretorius adini alir.
Bir depo yeri degildir. Meninin disar1 atilmasi sirasinda kasilmalar yapar. Salgisi,
friikktoz ve kolin igermesi nedeniyle sperm hiicrelerinin hareketliligini artirir,
yasamsal enerjilerini saglar. Meninin yaridan fazlasin1 bu bezin salgis1 olusturur.
Spermatozoalarin hareketli olmalar1 i¢in gerekli enerjiyi liretmek i¢in karbonhidrata
ithtiyaglart vardir. Viicutta friikktoz ireten tek yer seminal bezlerdir. Friiktoz
yoklugunda spermler ovuma ulasarak onu dolleyemezler ve fertilizasyon
gerceklesemez (Sancak ve Cumhur, 2008; April, 1998).

Prostat bezi, mesanenin yaninda ve {irogenital diyafragmaya oturan bir apeksi
bulunan ve firetranin proksimal pargasini ¢evreleyen ters koni bigiminde
fibromusculer ve glandiiler bir organdir. Fibroz bag dokusu ve diiz kastan zengin
ince fakat siki bir kapsiille sarilidir. Prostat bezinin iist, alt, 6n, arka ve inferolateral
boliimleri vardir. Ancak yapisinda bulunan lobiiller birbirinden kesin olarak
ayrilamaz. En Onemli bolim lobus medius dedigimiz ductus ejaculatorius ile
proksimal iiretra arasindaki boliimdiir. Prostat bezinin salgisi sitrik asit ve asit
fosfataz igeren siit benzeri bir yapidadir. Bu salgi alkali nitelikte olup vaginanin
asiditesini notralize etmesine yardime1 olmaktadir. Prostat bezini a. vesicalis inferior
ve a. rectalis media besler. Plexsus venosus prostaticus ¢ok sayidaki veni toplayip v.
iliaca internaya drene olur. Innervasyonunu plexus hypogastricus inferior saglar
(Snell, 2004; Moore ve Dalley, 1995; Karateke,2013).

Glandula bulbourethralis; 1cm ¢apinda, bir ¢ift bezdir. Prostatin asagisinda,
membrandz tretranin iki yaninda, {irogenital diyafragma iginde yer alir. Sempatik
lifleri L1-2; parasempatikleri S2-4 segmentlerinden gelir. Akitici kanallarina ductus

gl. Bulbourethralis denilir, 2-3 cm uzunlugundadir. Uretranin pars spongiosasinin ilk



bolimiine agilirlar. Koyu, mukoid ve alkali bir salgis1 vardir. Ejakulasyondan 6nce
salgilanir ve liretra mukozasindaki idrar artiklarinin nétralizasyonunu saglar (Sancak

ve Cumhur,2008; Dere, 1999).

Penis icinde yer alan liretra gerektiginde ejakulatin, gerektiginde de mesanede
biriken idrarin atildigi ortak yoldur. Corpus penis ve radix penis olmak {izere 2
boliimii vardir. Corpus penis, ereksiyonda kanla dolarak genisleme 6zelligine sahip
tic erektil olusumun bir araya gelmesiyle sekillenir. Bunlar sag ve sol corpus
cavernosum penisler ile bunlar arasindaki olukta yer alan corpus spongiosum
penisdir. Corpus penisin u¢ kisminda corpus spongiosum penis genigleyerek corpora
cavernosa, penisi orten glans penisi olusturur. Digsardan goriilmeyen penisin tutunup
sabitligini saglayan boliimiine radix penis denir. Penis, a. pudenda interna ve a.
pudenda internadan kaynak alan arterlerle kanlanir. Ozellikle a. pudenda internadan
gelen a. dorsalis penis, a. profunda penis, a. bulbi penis ve a. iirethralis 6nemlidir.
Venleri ise vv. profunda penis, vv. dorsales superficiales penis ve v. dorsalis
profunda penistir. Inervasyonu ise n. pudendus yolu ile olur (Drake ve ark., 2011;

Snell, 2004; Govsa Gokmen, 2003).

Scrotum; iki uyluk arasinda symphysis pubica’dan asagiya dogru sarkan iginde
testis, epididymis ve funiculus spermaticus'un bir boliimiinii iceren bir torbadir.
Biiyiikligli ve sekli yasa gore degiskendir. Yeni dogan doneminde sert ve pubise
yakin konumda iken erigkinde daha yumusak ve biiyiik; yaslilarda gevsek ve sarkik
bir hal alir. Dogumdan onceki donemde testisler kasik kanali i¢inde buraya
tagindiklart icin karin 6n duvarimi olusturan tiim tabakalar (kaslar, fasyalar),
scrotum'un yapisinda ¢ok ince lifler seklinde yer alirlar. Deriye yapisik durumda
bulunan tunica dartos tabakasi fascia superficialisin yiizeysel ve derin yapraklarinin
kaynasmasi ile olusur ve i¢inde m. dartos denilen diiz kas lifleri bulunur. Bu kas
lifleri 1s1 regililasyonunda en oOnemli faktordiir. Elastik liflerden zengin, yag
dokusundan yoksun olan bir tabakadir. Scrotumu dis yiizii lizerinde ikiye ayiran deri
kabartis1 raphe scroti adini alir. Sag ve sol taraf liflerinin orta hatta kaynasmasiyla

olusur. Bu yapi, scrotumun i¢ yiiziinde yer alan ve organin iki bdliime ayrilmasini



saglayan septum scrotinin olusumuna da katilir. Scrotum derisi ¢ok incedir ve
melanin pigmenti fazlaligi nedeniyle kahverengidir. Uzerinde

az sayida kil folikiilii ile ter bezleri bulunur. Yag dokusu igerigi diisiiktiir. Bu 6zelligi
151 regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Yag bezlerinin salgis1 6zel bir kokuya
sahiptir. Scrotum 1s1s1 normal viicut i¢c 1sisindan 3-4° diisiiktiir (33,9°C). Bu
farkliligin nedeni gamet hiicrelerinin gelismesi i¢in uygun ortamin saglanmasidir.
Dis ortam sicak ise m. dartosun etkisiyle deri gevser ve alani genisletmek amaciyla
diizlesir. Tersine dis ortam soguk ise m. dartos kasilarak deriyi biizer. Scrotumu
besleyen damarlar a. pudenda internadan, a. pudenda externadan, a. epigastrica
inferiordan, a. cremasterica, a. testicularisten gelirler. Arterler ile ayni isimli venler
tarafindan drene edilirler. Lenf akimi yiizeysel kasik lenf diiglimlerine dogrudur.
Innervasyonu saglayan sinir lifleri n. ilioinguinalisden, n. perinealesden, n.
genitofemoralis ve n. pudendustan gelirler (Marieb ve ark., 2008; Drake ve ark.,
2011; April, 1998).

2.2. Erkek Genital Sistem Histolojisi

2.2.1 Testislerin Histolojisi

Testisler hem endokrin, hem de ekzokrin fonksiyon yapan bir ¢ift bezdir.
Endokrin olarak testosteron hormonu tiretir. EKzokrin olarak ise erkek olgun gamet

hiicresi olan spermatozoon'u iiretir (Ovalle ve Nahirney, 2009).

Normal spermatogenez icin gerekli olan 34-35°C’yi saglamak amaciyla
testisler karin boslugu disinda, viicut 1sisindan 2-3°C daha diisiik 1s1da olan skrotum
igerisinde yer almaktadirlar. Skrotum igerisinde asili vaziyette bulunan testisler
distan testikiiler kapsiil ile sarilidir. Testikiiler kapsiil 3 tabakadan meydana gelir.

a) Tunika Vaginalis: En dista bulunan ve diizlesmis mezotelyal
hiicrelerden olusan tek bir tabakadir. Kapali serd6z kesenin visseral tabakasi
peritondan koken alir. Testisin 6n ve yan yiizeylerini g¢evreler. Ayrica ylizeyde

skrotum {izerinde uzanarak tunika vaginalisin paryetal tabakasini olusturur. Tunika



vaginalisin visseral tabakasi bir bazal lamina {izerine oturmustur. Visseral ve
pariyetal tabakalar arasindaki serdz bosluk testisin serbest¢e hareketine izin verir.

b) Tunika Albuginea: En belirgin tabakadir ve bazal lamina ile tunika
vaginalisten ayrilmistir. Tunika albuginea diiz kas hiicreleri igeren yogun fibroelastik
bag dokusu yapisindadir. Testisin epididimise komsu oldugu posterior yilizeyde bu
diiz kas hiicreleri daha yogun halde bulunurlar.

C) Tunika Vaskiiloza: Testikiiler kapsiiliin en i¢ tabakasi olan tunika
vaskiiloza ince bir areolar bag dokusu igerisine gomiilmiis olan kan damarlar

aglarindan olusmustur (Erkogak, 1982, Esrefoglu, 2009).

Tunika albuginea testisin posterior yiizeyinde kalinlagir ve mediastinum testis
olarak organ igerisine sokulur. Mediastinum testisten kapsiile dogru ince, fibroz
uzantilar halinde testisin i¢ kismini sayilar1 250 kadar olan piramidal
kompartmanlara boler. Bu bolmelere lobuli testis (testis lobiilleri) adi verilir. Testis
lobiillerinin apeksleri mediastinuma dogrudur. Her bir lobiilde sayilar1 1-4 arasinda
degisen oldukga kivrintili seminifer tiibiiller igerir. Seminifer tiibiillerin mediastinum
testiste yer alan diiz kisimlarina tubulus recti (diiz tiibiiller) denir. Tubulus recti
mediastinum testiste rete testis denilen anastomoz gosteren kanallar sistemi ile
devam eder. Stroma igerisinde damarlar, sinirler ve baglica interstisyel hiicreler
(Leydig hiicreleri) olmak tizere pek ¢ok tip hiicreler bulunur. Leydig hiicreleri biiyiik
olup cogunlukla gruplar halinde diizenlenmislerdir. Endokrin fonksiyonlarindan
dolay1 olduk¢a 6nemli hiicrelerdir (Junqueria ve Carneiro, 2006).

Seminiferdz tiiplerin duvarinda, bazal membran iizerine oturmus iki tiir hiicre
bulunur. Bunlar;

a) Sertoli hiicreleri (besleyici ve destekleyici hiicreler)

b) Spermatogenik hiicreler (germ hiicreleri) dir (Kierszenbaum, 2006).
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Sertoli hiicreleri sayilar1 az olup spermatogenik hiicreler arasmna diizenli
araliklarla yerlesmislerdir. Uzun piramit bigimlidirler, tabanlari bazal membran
lizerine oturur, apeksleri ise tiip liimenine kadar uzanir. Hiicre sinirlar1 belirsizdir,

¢linkii bunlarin lateral uzantilar
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spermatogenik seri hiicrelerini
cevreler. Ucgen seklinde olan
nukleuslarinin bir kismi bazalde
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konumdadir, Okromatiktir bu
nedenle 2-3 adet nukleolus
rahatlikla secilir. Apikal
sitoplazma spermatid'lerin
gémiilmesine uygun girinti ve
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Resim 2. Testislerin Histolojik Yapisi (Gartner ve Hiatt, 2009).

graniilleri igerir. Tiip duvarinda bazal membran {izerine sadece sertoli hiicreleri ve
spermatogenik serinin ilk ferdi olan spermatogonium'lar oturur. Bitisik sertoli
hiicreleri ~ birbirlerine  spermatogonialar  seviyesinde zonula okludenslerle
baglanmiglardir.  Spermatogenez  sirasinda  spermatogoniumlardan  olusan
spermatogenik seriye ait hiicreler sertoli hiicrelerinin yan duvarlar1 boyunca kayarak
liimene dogru ilerlerler. Sertoli hiicreleri arasinda zonula okludenslerin bulunusu
intratiibiiler ve ekstratiibiiler araliklar arasinda makromolekiillerin gecisini Onler.
Boylece intratiibiiler aralikta bulunan germ hiicrelerinin proteinleri kana ulasmaz ve
bunlara kars1t antikor yapilmaz. Peritiibiiler doku ve sertoli hiicreleri etrafindaki
zonula okludensler birlikte kan-testis bariyerini olustururlar. Sertoli hiicreleri
arasinda gap junction tipi birlesmeler de vardir. Bu yolla hiicrelerin iyonik ve
kimyasal ahisverisleri saglanir. Bu da seminifer epitelyum siklusunun
koordinasyonunda 6nemlidir (Tekelioglu, 2002; Kierszenbaum, 2006). Olgun testiste

boliinme gostermeyen sertoli hiicreleri 1s1, radyasyon, toksik, enfeksiyon ve
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beslenme yetersizligi gibi etkenlere karsi olduk¢a dayaniklidir. Sertoli hiicrelerinin
baslica gorevleri sunlardir:

a) Gelisen spermatogenik seri hiicrelerin beslenme ve korunmalari; bu hiicreler
sertoli hiicrelerinin sitoplazmik dallanmalari ile beslenirler ve desteklenirler. Ciinkii
spermatosit | ve Il, spermatid ve spermatozoonlar kan testis bariyerinden dolay1 kan
desteginden izole edilmislerdir. Bunlarin beslenmesini Sertoli hiicreleri ayarlar.
Ayrica bu hiicreler farklilasirken ortaya c¢ikan proteinler viicut i¢in yabanci

oldugundan bunlara kars1 beklenen otoimmiin reaksiyonlarin gelismesini onler.
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Resim 3. Sertoli hiicrelerinin grafik ve fotografik goriiniimleri

b)Fagositoz; spermiyogenezis sirasinda ortaya ¢ikan artik cisimleri ortadan
kaldirir.

c)Sekresyon; sertoli hiicreleri siirekli olarak tiibiil i¢erisine genital kanallar
yoniinde akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir s1v1 salgilarlar. Androjen
baglayici proteinler, testosteronu baglayarak tiip i¢inde birikmesini saglar, bu
spermatozoonlarin olgunlagmasi i¢in gereklidir. Ayrica FSH salgilanmasini
baskilayan inhibin adli bir polipeptid salgilar.

d)Embriyonal dénemde; miiller kanallarinin gerilemesini saglayan anti —miillerian
hormon salgilar (Kierszenbaum, 2006; Gartner ve Hiatt, 2009).

Spermatogenik hiicreler (Germ hiicreleri) seminifer tiibiiliin bazal membrani

ile llimeni arasina yerlesmis 4-8 katli hiicre serileridir. Bu hiicreler ¢ogalip
farklilagarak (spermatogenez olay1) spermatozoonlari olustururlar. Spermatogenik

seride su hiicreler bulunur:
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a) Spermatogoniumlar: Bazal membran iizerine oturmuslardir. Puberte
baslayana kadar tiipiin duvarinda sadece bu hiicreler vardir. Puberteden itibaren
hormonal etki ile ¢ogalarak diger tip hiicrelere doniisiirler. Kendisinden gelisen
hiicrelere gore daha kii¢iik olan spermatogonium'larin iki tipi vardir:

1. Tip A (stem cell); ¢ekirdegi ovaldir. Mitozla ¢ogalinca yaris1 tip A
olarak kalir,

2. Tip B'ye diger yaris1 doniisiim gosterir. Tip A'lardan daha biiytktiir,
cekirdekleri ¢cok yuvarlaktir, koyu boyanir. Mitozla ¢ogalarak biiyiirler
ve spermatosit ['lere doniisiirler.

b) Spermatosit | (primer spermatosit): Kiire veya oval bigimlidir. Duvardaki en
biiyiik hiicredir. Birinci mayotik bdliinmenin profaz evresine girer ve bu durumlarini
uzun siire muhafaza ederler, bu nedenle kesitlerde sik¢a goriiliirler. 46 kromozom
(diploid) tasirlar.

c) Spermatosit 1l (Sekonder spermatosit): Primer spermatositin mayotik
boliinmesi sonucu olusan, onun yarisi biyiikligiinde, 23 kromozomlu (haploid)
hiicrelerdir. Kisa siire sonra hemen ikinci mayotik boliinmeye ugradiklarindan
kesitlerde seyrek goriiniirler. Bunlarin boliinmesiyle spermatid’ler olusur.

d) Spermatid: Spermatosit II’nin yaris1 biiyiikliigiinde, haploid kromozomlu,
birbirleriyle sitoplazmik baglanti yapan sinsityal hiicre kiimesi olustururlar
(Esrefoglu, 2009; Junqueria ve Carneiro, 2006; Tosun,1998; Karateke, 2013).

2.2.2. Spermatogenez:

Spermatogoniumlardan ~ spermatid  olusumuna  kadar  gecen evre
spermatogenezis olarak adlandirilir. Spermatidlerin Sertoli hiicresi piiskiillerine
gomiilerek farklilasmalar1 olayina ise spermiyogenezis adi verilir. Yeni olusmus
spermatid; merkezi konumlu yuvarlak bir nukleusa, 1yi gelismis golgi aygitina, ¢ok
sayida mitokondriyonlara ve bir ¢ift sentriole sahiptir. Spermiyogenezisle tim bu
yapilarda degisiklikler meydana gelir. Spermatidler sertoli hiicrelerinin luminal
yiizlerindeki sitoplazma girintilerine (piiskiillerine) gdmiilerek hem ondan beslenirler
hem de farklilagmalarin1 tamamlarlar. Spermiyogenezis olayindaki farklilasmalar su

siray1 takip eder:
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1. Golgi aygitindan sentezlenen karbonhidratlardan zengin graniiller
(preakrozomal graniiller) birbirleriyle birleserek, etraflart membranla sarili tek ve iri
bir graniil olustururlar. Buna akrozomal graniil (akrozomal vezikiil) adi verilir.
Akrozomal vezikiil ¢ekirdek dis zarina yapisir, onu bir kep gibi sarar ve akrozom
adin1 alir. Akrozom birgok hidrolitik enzim igerir. Bu enzimler fertilizasyon sirasinda
korona radiata hiicrelerinin birlerinden ayrilmasinda ve zona pellusidanin
yumusatilmasinda isler gortir.

2. Cekirdegin bir kutbunda akrozom sekillenirken diger kutbunda, bir ¢ift olan
sentriol boliinerek iki ¢ift olur (proksimal ve distal sentriol ¢iftleri). Proksimal
sentriolden bir flagellum gelisir ve uzar. Uzadikga etrafinda fibriler bir kilif olugur ve
spermatozoonun kuyruk kismin1 olusturur. Bunun proksimal boliimii etrafina
mitokondrionlar diizenli sekilde dizilerek orta parcay: sekillendirirler. Distal sentriol
ise orta par¢anin sonlarina dogru gog¢ ederek, kuyrugun baslangicinda flagellumu bir
halka gibi kusatir (anulus).

3. Sitoplazmanin bir kismi kuyruk yoniinde kayarak orta parcayr kusatir. Geri
kalan kismi ise digarit atilir. Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilip ortadan
kaldirilir. Farklilasma ilerledikge sitoplazma fazlasi atilmaya devam eder. Sitoplazma
sadece ¢ekirdek, orta parga ve kuyrugun pars prensipalisini saracak kadar
kalmaktadir.

4. Cekirdek kromatini yogunlasir ve ¢ekirdek yassi oval bir bi¢im alir ve
spermatozoonun bas kismini olusturur. Spermatidler olgunlaginca spermatozoon
(spermium) adim1 alir ve tiibiiliin liimenine serbest birakilirlar. Bunlar morfolojik
olarak olgun fakat fonksiyonel olarak olgunlagsmamislardir, hareketsizdirler, dolleme
yetenekleri  yoktur.  Olgunlagmalarmi  kismen  epididymiste  tamamlarlar.
Olgunlasmanin son adimi olan kapasitasyon ejakiilasyondan sonra, disi viicudunda
fertilizasyondan az 6nce enzimatik degisiklikler sonunda tamamlanir. Kapasitasyon
yaklasik 7 saat siirer, morfolojik bir degisim degildir. Seminifer tiiplerde bdylece
iiretilen, salgilanan spermatozoonlar sertoli hiicreleri ve rete testis hiicreleri

tarafindan yapilan testikiiler s1v1 i¢inde disariya dogru tasinir.
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Resim 4. Seminifer tiibiil i¢inde yer alan hiicreler

Seminifer tiibiillerin disindaki myoid hiicrelerin ve diger kanallarin duvarindaki diiz
kas yapisininda bu taginmada katkist vardir. Olgun spermatozoonlarin bas-boyun,
orta parga ve kuyruk gibi boliimleri vardir (Demir,1995; Erbengi, 1985; Beresford,
1977).

Testiste seminifer tiipler arasindaki interstisyum gevsek bag dokusundan
olusur. Burada bol kan ve lenf kapillerleri, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri,
retikiiler iplikler ve farklilasmamis mezensimal hiicreler bulunur. Kapillerler
pencereli tiptedir. Puberteden sonra interstisyel hiicreler Leydig hiicrelerine dondisiir.
Leydig hiicreleri farklanarak erken fetal hayatta testosteron salgilamaya baslarlar.
Testosteron embriyonik donemde erkek fetiiste gonad gelisimi i¢in esastir. Pubertede
ise sperm {iretiminin baglamasi, aksesuar bezlerin sekresyonu ve sekonder seks
karakterlerinin gelisiminden sorumludur. Yetiskinde spermatogenezin, aksesuar
bezlerin, genital kanallarin ve sekonder seks karakterlerinin devamlili§i i¢in
gereklidir. Erkek fetiiste erken déonemde farklanan leydig hiicreleri fetal hayatin 5.
ayinda inaktif konuma geger. Inaktif leydig hiicrelerini fibroblastlardan ayirmak
zordur. Inaktif durumdaki leydig hiicreleri pubertede salinan gonadotropinlerin
etkisiyle tekrar aktiflesir ve androjen salgilamaya baslarlar (Esrefoglu, 2009; Ovalle
ve Nahirney, 2009; Junqueira ve Carneiro, 2006).
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2.2.3. Erkek Genital Sisteminin Iletici kistmlarinin Histolojisi:

2.2.3.1. Tubuli Recti;

Her lobuli testisin tepesinde seminifer tiibiiller diizleserek tiibiili rektilerle devam
ederler. Gegis bolgelerine yakin spermatogenik hiicreler kademeli olarak azalir,
nihayet ortadan kalkar, tiip duvarinda sadece sertoli hiicreleri kalir, nihayet o da tek
katli kiibik epitele dontisiir. Tubuli rektiler ¢ok kisadirlar. Rete testis; mediastinum
testis i¢cinde bulunan, birbirleriyle anostomozlasarak ag yapmis kanallardir. Duvarlari
tek kathi kiibik veya yassi epitellerle ¢evrilidir. (Tekelioglu, 2002; Paker, 1993;
Dagdeviren ve Biricik, 2007a).

2.2.3.2. Duktuli Efferentes;

Rete testisleri epididymise baglayan 10-15 kadar 2 cm uzunlugunda, 50 mikron
capinda spiral seyirli kanallardir. Duvarlarinda silindirik ve kiibik iki tip hiicre
bulunur. Cok nadiren liimene ulasmayan bazal yuvarlak hiicrelere de rastlanir. Bu
nedenle epiteline yalanci ¢ok katli epitel de denebilir. Epididymise baglanti yerinde
sadece silindirik hiicreleri igerir. Silindirik hiicrelerin ¢ogu kinosilyalidir, sillerin
vurus yonii epididymise dogrudur. Kiibik
hiicrelerde silyalar azdir, mikrovilluslara sahiptirler, bu absorbsiyon o6zelliklerine
isaret eder, bol lizozom igerirler. Liimendeki siviy1 ve partikiilleri absorbe ederler.
Kanalin luminal ylizeyi epitel yiiksekliklerinin farkliliindan dolayr girintili
cikintilidir. Kanal distan ise gayet diizgiin bir bazal membran ile simirlanmistir.
Distaki bag doku iginde diiz kas lifleri kanali sirkiiler sekilde sarmistir. Bu
kanallarin igleri kesitlerde genellikle bos goriiniir (Junqueira ve Carneiro, 2006;
Gartner ve Hiatt, 2009; Erkocak, 1982).

2.2.3.3. Duktus Epididymis;

Duktuli efferentes'ler epididymis adli organin bas (caput) kismini olustururlar.
Bunlarin birlesmesiyle olusan tek bir kanal olan duktus epididymis ise yaklasik 5-6
metre uzunlugundadir ve kisa bir mesafe icerisinde kendi {lizerinde bir¢ok kivrim

yaparak parmak kalinhigindaki epididymisin korpus ve caudasini sekillendirir. Cok
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kivrimli  oldugundan enine kesitlerde ¢ok sayida kesitine rastlanir. Duktuli
efferenteslerden ayirmada en onemli kriter hem i¢ hem de dis yiiziiniin oldukga
diizgiin olusudur. Epiteli yalanci ¢ok katli prizmatiktir. Bazal membran tiizerine
oturmus olan konik veya yuvarlak hiicreler limene erisemez, prizmatik hiicreler ise
limene ulagir. Silindirik hiicrelerin hepsi ayn1 boydadir, hareketsiz silyalar1 vardir.
Bunlar silyadan ¢ok mikrovillus 6zelliklerine sahiptir, testikiiler sivinin %99'unu
absorbe ederler. Bu hiicreler ayn1 zamanda spermatozoonlarin olgunlagmalarini
saglayan, diger taraftan kapasitasyonu inhibe eden bir madde olan gliserofosforil-
kolin salgisi da iireterek liimene verirler. Bazal membran diizgiin sinirhidir. Digindaki
lamina propriya gevsek bag dokusudur, longitudinal diiz kas lifleri icerir. Bol kan ve
lenf damarlarma sahiptir. Epididymis spermatozoonlarin depo edildigi ve
olgunlastigi yerdir (Ovalle ve Nahirney, 2009; Tekelioglu, 2002; Williams ve ark.,
1989).

2.2.3.4. Duktus Deferens;

Duktus epididymis kuyruk kismindan sonra duktus deferens ile devam eder.
Testisin arka kenari boyunca asagiya inen duktus deferens, kanalis inguinalisi
gecerek pelvisin yan duvarlari boyunca iiretraya dogru ilerler. Uretranin prostatik
kisminda sonlanir, prostata girmeden Once ampulla duktus deferens adi verilen
genislemeyi yapar. Ampulla daralarak ince duktus ejakiilatoriusu olusturur. Sagh
sollu olan iki duktus ejakiilatorius prostat iginde seyreder sonra iiretraya agilirlar.
Tam gergin duruma getirilmis duktus deferensler yaklasik 50 cm uzunluktadir.
Duvart kalin, limeni dar muskuler tiibiiler bir yapidadir. Duvart ii¢ tabakadan
ibarettir:

e  Tunika mukoza: Mukoza longitudinal kivrimlar yaptigindan limeni yildiz
seklindedir.
= Lamina epitelyalis yalanci ¢ok katli silindiriktir, bazi hiicreler
stereosilya igerir.
* Lamina propriya elastik lifler ve kan damarlarindan zengin bag

dokusudur.
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e Tunika muskularis: En kalin tabakadir, i¢ ve dista longitudinal ortada sirkiiler
seyirli diiz kaslardan yapilmistir.

¢ Tunika adventisya: Bol kan damari, sinir i¢eren fibroelastik bag dokusudur.

Ampulla duktus deferensin liimeni daha genis, epiteli daha kalin, mukozasi
daha fazla kivrimhdir. Epiteli kiibik/silindirik, salgilayict tiptedir. Duktus
ejakiilatorius yaklasik 2 cm uzunluktadir, mukozasi ¢ok incedir, epiteli tek kath veya
yalanc1 ¢ok katli silindiriktir. Uretraya yakin boliimii ¢ok katli degisken epiteldir
(Esrefoglu, 2009; Paker, 1993; Carlos ve ark., 1993).

2.2.3.5. Uretra;

Prostatik liretra, membranoz iiretra ve kavernoz tiretra olmak iizere 3 kisimdan
olusur. Prostatik iiretrada epitel, ¢ok katli degisici iken iiretranin diger kisimlarinda
cok katli prizmatik veya yalanci ¢ok katli prizmatiktir. Yapisinda intraepitelyal
bezler bulunur ve bu bezlerden kanal igine mukus salgilanir. Uretra duvari kalin bir
diiz kas tabakasindan olusmus olup membrant miikdz yapidadir. Kas tabakasi,
ozellikle prostatik ve membrandz kisimda bulunur. I¢te uzunlamasina, dista dairesel
kas tabakasi bulunur. Lamina propria ise gevsek elastik fibrillerden olusur. Kavernoz
tiretrada diiz kas tabakasi bulunmaz (Williams ve ark., 1989; Karaoz, 2002;
Dagdeviren ve Biricik, 2007a).

2.2.3.6. Vesikula Seminalis;

Mesanenin arkasinda yer alan, olduk¢a kivrintili seyreden, yaklasik
uzunluklart 15 cm’ye ulasan bir ¢ift tiibiiler bezdir. Kanallar1 duktus deferensin
ampullasi ile birleserek duktus ejakulatoryusu olusturur. Vesikula seminalis ductus
deferensin disa dogru bir evaginasyonu sonunda gelistiginden yapisi ona ¢ok benzer.
Duvari tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisyadan ibarettir. Tunika
mukozasi liimene dogru uzayan bir¢ok kivrim ve dallanmalar yapar, kesitte bunlar
bal petegi goriiniimii verir. Lamina epitelyalis yalanci ¢ok kathidir. Liimene
ulagamayan bazal hiicreler ve liimene ulasan kiibik veya silindirik hiicreler vardir.

Liimene ulasan hiicrelerin smirlar1 ¢ok belirgin olup sitoplazmalarinda salgi
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graniilleri ve sar1 bir pigment bulunur. Pigment goriilmesi puberte ile baslar ve yasa
paralel olarak artar. Bazal hiicreler organelce fakirdir. Yiizeyel hiicreler ise bol

mitokondri, golgi aygiti, graniiler ER, salgi graniilleri ve mikrovilluslar igerir.
Vesikula seminalisin salgisi; sar1 renkte, yapiskan, hafif alkali, C vitamini ve
fruktozdan zengin, koagiilasyon enzimi ve prostoglandinlerden zengin bir sividir. C
vitamini ve fruktoz spermatozoonlarin beslenmesi, prostoglandinler ise fertilizasyon
icin gereklidir. Epitelyal salg1 faaliyetleri testosteron hormonu kontrolii altindadir.
Lamina propriya; elastik liflerden ve damardan zengin gevsek bag dokudur, az
sayida diiz kas lifleri icerir. Tunika muskularis; duktus deferense gore daha incedir.
Icte sirkiiler dista longitudinal iki tabakalidir. Ejakiilasyon sirasinda kasilmas1 sonucu
limendeki salg1 bosalir. Tunika adventisyas1 elastik iplikli ince bir bag dokusudur

(Esrefoglu, 2009; Ovalle ve Nahirney, 2009; Tekelioglu, 2002).

2.2.3.7. Prostat;

Pelviste mesanenin altinda yer alarak iretranin ilk pargasini sarar. Sayilart 15
ila 30 arasinda degisen bosaltict duktuslar aracilig1 ile prostatik iiretraya drene olan
30-50 kadar bilesik tiibiiloalveolar bezlerin bir araya gelmesi ile olusur. Bezler 3
konsantrik tabaka seklinde diizenlenmistir; Mukozal, submukozal ve periferal bezler.
Mukozal bezler direkt iiretraya drene olurken submukozal ve periferal bezler
prostatik sinuslara drene olurlar. Yetiskin prostat parankimasi anatomik ve klinik

acidan 4 kisimdan olusur:

1. Santral (merkezi) zon: Ejakulator duktusu sarar, bez dokusunun %25’ini
igerir. Prostatin karsinom ve inflamasyona direngli bolgesidir. Son ¢aligmalarda, bu
zonun embriyolojik agidan gelisen prostata mezonefrik duktusun inkliizyonuyla
meydana geldigi ileri stirlilmiistiir.

2. Periferal zon: Prostat bez dokusunun %70’ini icerir. Merkezi zonu sarar ve
bezin posterior ve lateralini iggal eder. Prostatik karsinomlarin ve inflamasyonlarin
¢ogu bu zonda gelisir.

3. Transisyonel zon: Prostatik tiretray1 sarar, prostatik bez dokusunun %5’ini ve

mukozal bezleri igerir. Yaslilikta bu bolgedeki parankim hiicreleri hiperplaziye ugrar
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ve epitel hiicrelerinde nodular kitleler olusur. Dolayisiyla gelisen bu nodiiller
prostatik iiretraya baski yaparak ilirinasyonu zorlastirir. Bu durum benign prostatik
hiperplazisi (BPH) olarak bilinir.

4. Periiiretral zon: Mukozal ve submukozal bezleri igerir. BPH’nin ileri
asamasinda bu zonda patolojik biiylime izlenir. Bu biiyiime iiretral basinca neden
olur ve mesaneden idrar sizmasi gergeklesir. Biitiin bez bir miktar diiz kas lifleri
igeren fibroelastik bir kapsiil ile sarilidir. Kapsiil iginde yaygin bir ven agi bulunur.
Bezin bilesenleri fazla miktardaki dens
stroma igerisine gomiiliidiir. Stroma periferde kapsiil ile devam eder. Fibroelastik
stroma igerisinde ayrica pek ¢ok miktarda diiz kas lifleri de bulunur. Bu kas lifleri
ejakiilasyon sirasinda kasilarak prostat salgisinin bosalmasini saglarlar. Salgi
alveolleri ve tiibiilleri olduk¢a diizensiz olup, biiyiikliik ve sekil bakimindan da
oldukga farlilik gosterir. Alveoller genis bir limene sahiptir. Sitoplazmada c¢ok
miktarda salgi graniilleri lizozomlar ve lipid damlaciklari goriiliir. Duktuslar da
diizensiz limene sahiptir ve daha kiiciik salgi tiibiillerini andirirlar. Seminal
vezikiiller gibi prostat bezinin gelisimi ve fonksiyonel aktivitesi de testosterona
baglidir. Prostat salgis1 ince kivamli siitiimsii bir s1v1 olup hafifce asidiktir. Ozellikle
fibrinolizin olmak {izere proteolitik enzimlerden zengindir. Fibrinolizin semenin
pihtilagsmasina engel olur. Fazla miktarda prostatikasit fosfataz (PAF) igerir. Prostatik
karsinomlarda siklikla bu enzim saliniminda artma olur ve enzimin kandaki
konsantrasyonu artar. Boyanmis kesitlerde salgi asidofil, graniiler yigin1 seklinde
izlenir. Ayrica sitrik asit ve prostat spesifik antijen (PSA) de salgilarlar. Prostat
kanseri durumunda serum PSA konsantrasyonu artar. Salgi igerisinde siklikla sferik
veya ovoid sekilli sert prostatik cisimcikler goriiliir. Yogunlagsmig salgilar olan bu
cisimcikler kalsifiye olabilirler ve prostat taglar1 (corpora amylacea) olarak bilinirler
(Junqueira ve Carneira, 2006; Esrefoglu, 2009; Karadz, 2002).

2.2.3.8. Bulboiiretral Bezler;

Her biri bir bezelye biiyiikliiglinde olan bir cift organ olup, membrandz
tiretranin arkasinda, bag dokusu igerisinde yerlesim gosterir. Her biri bilesik
tiibliloalveolar bir bezdir ve uzun duktuslari penil {iretranin proksimal kismina drene

olur. Bulboiiretral bezler ince bir bag dokusu kapsiilii ile sarilmistir, bunun disinda
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cizgili kas lifleri yer alir. Septumlar bez igerisine sokularak organi lobiillere boler.
Bag dokusundan olusan septumlarin yapisinda pek ¢ok miktarda elastik lifler, ¢izgili
kas lifleri ve diiz kas lifleri bulunur. Bezlerin son salgilayict kisimlar1 alveolar,
sakkular ya da tiibiiler olabilir. Epitelde kiibik veya prizmatik olmak iizere farklilik
gosterir. Cekirdekler bazalde yerlesmistir. Salgi duktuslart {iretradakine benzer
sekilde psodostratifiye epitel ile doselidir ve epitelde yamalar seklinde miikoz
hiicreler bulunabilir. Bezler sirkiiler diizenlenmis diiz kas liflerinden olusan bir
tabaka ile sarilmistir, bu tabaka biitlinliik gostermez. Salgi berrak, yapiskan ve
miikozdiir. Galaktoz, galaktozamin ve siyalik asitten zengindir (Carlos ve ark., 1993;
Paker, 1993; Erkogak,1982).

2.2.3.9. Penis;

Uriner sistemin ve erkek genital sistemin son pargasi olup idrarin ve semenin
viicut disina atilmasini saglayan organdir. En distan deri ile sarilmistir. Penis derisi
oldukca incedir, altinda damar ve sinirden zengin gevsek bir bag dokusu bulunur.
Deri glans penis tizerinde geriye gekilebilen bir kivrim (prepisyum, siinnet derisi)
yapar. Penis derisi kiiciik ter bezleri, seyrek yag bezleri ve kil follikiilleri igerir.
Distal boliim derisi kil follikiilii igermez. Deri ve alttaki gevsek bag dokusunun
altinda 1 mm kalinliginda, kollajen-elastik ve diiz kas liflerinden yapilmig tunika
albuginea tabakasi vardir. Tunika albuginea da lifler; icte sirkiiler, dista longitudinal
seyreden iki tabaka olusturmustur. Tunika albuginea penisin esas govdesini yapan ii¢
adet erektil dokuya sikica yapismistir. Bu erektil dokular dorsalde iki tane corpus
cavernosum penis ile ventralde bir tane corpus cavernosum urethra (corpus
spongiosum) dir. Korpus kavernozum uretray: saran tunika albuginea daha incedir.
Korpus kavernozum uretranin ortasindan iiretra geger. Korpus kavernozum uretra
onde siskinleserek glans penis'i yapar. Tunika albuginea glans penis iizerinde devam
etmez. Korpus kavernozum penisleri birbirinden ayiran septum pektiniformis adl
bag doku septas1 proksimalde daha belirgindir, distale dogru inildikce azalir. Korpus
kavernozum peniste erektil doku; i¢i kesintisiz endotellerle doseli diizensiz
bosluklardan ibarettir (Erbengi,1985; Ovalle ve Nahirney, 2009; Gartner ve Hiatt,
2009).
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2.3. Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

2.3.1. Indifferent Dénemde Testislerin Gelisimi:

Embriyonun cinsiyeti

Forequt Hindgut

Allantois Genital

dollenme yolu ile
Hindgut ) belirlenmesine ragmen 7.
haftadan 6nce her iki
cinstede genital sistem
morfolojik olarak
benzerdir. Genital sistemin

Cloaca bu baslangic periyoduna

Resim 5. Primordial germ hiicrelerinin genital kabartiya gocii (Sadler, 2005).

Mesonephros
farklilagsmamis donem

A Yolk sac
denir (Sadler, 2005).

Ureme sisteminin gelisiminde ilk dénem olan indifferent donemde gerek
erkek ve gerekse disi lireme sisteminin embriyolojik gelisim 6zellikleri tamamen
aymdir. Nitekim embriyonun gelistigi ilk 6 haftayr i¢cine alan bu donemde daha
embriyonun cinsiyeti morfolojik olarak heniiz belirlenmemis durumdadir.
Embriyonun incelendiginde gerek erkek ve gerekse disi genital sistemin iletici
yollarint olusturacak her iki kanal olan Mezonefrik ve Paramezonefrik kanallar
embriyoda bu doénemde bir arada bulunurlar. Embriyo kural olarak oncelikle disi
gelistirmek lizere programlanmistir. Bu nedenle ilerleyen donemde paramezonefrik
kanallarin gelisim yonii cinsiyet hakkinda belirleyici rol oynamaya baslar (Petorak,
1986).

Gonadlar 3 farkli yapidan olusmaktadir. Bunlar:
1. Posteriyor abdominal duvarin mezodermal epiteli,
2. Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu),

3. Primordial germ hiicreleri.
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Epiblast kokenli primordiyal germ hiicreleri 3. haftada vitellus kesesine goc
eder. 4. haftanin baginda vitellus kesesinin endoderminde ilk kez primordial germ
hiicreleri gozlenir. 5.haftanin sonuna gelindiginde embriyonun katlanmasiyla birlikte
vitelliis kesesindeki primordiyal germ hiicreleri ameboid hareketlerle arka barsagin
dorsal mezenteri boyunca farklilagmamis gonadlara go¢ ederler. 5. haftada
mezonefrozun medialinde ara mezoderm kokenli ilkel gonadlar yer alir. Ilkel
gonadlara primordiyal germ hiicreleri go¢ ederler. Bu gogle birlikte hem epitel
hiicrelerinde (intraembriyonik s6lom) hem de ilkel gonadlardaki mezensimde mitotik
aktivite baglar. Epitel hiicreleri 6nce parmak seklini alir. Bu parmak seklindeki
yapilar mezensim igine dogru girerek kisa siire sonra farklilagmamis gonadlari
olusturur. 6.haftada primordial germ hiicreleri sdélom epitelinin invaginasyonuyla
olusan parmak seklindeki ilkel gonad kordonlarina ulasirlar. Ilkel gonad kordonlari
erkeklerde testis kordonlarini (meduller kordonlar1) olusturur ve sertoli hiicrelerine

gelisir (Moore ve Persaud, 2002; Dagdeviren ve Biricik, 2007b).

2.3.2. Testis Belirleyici Faktor (TDF)

Testis farklilasmasini saglar. Bu diizenleyici unsurun etkisi altinda, birincil
cinsiyet kordonlar1 seminifer tiibiillere farklilagir. Y kromozomunun olmamasi, over
gelisimiyle neticelenir. Y kromozomu varliginda Sry geni tarafindan uyarilan TDF
gonadal kabartinin testis yoniinde farklilagmasini saglar ve intraembriyonik sélom
kokenli ilkel cinsiyet kordonlart kalinlagir ve testis veya medulla kordonlart meydana
gelir. Medulla kordonlar1 yiizey epiteliyle baglantilidirlar. Medulla kordonlart ilkel
gonadlarin medullasina dogru ilerler. Medulla kordonlarindan sertoli hiicreleri
gelisir. Ara mezodermin mezensim hiicrelerinden ise leydig hiicreleri, kan damarlari
ve bag dokusu gelisir. Medulla kordonlarinin i¢i puberteye kadar testesterondan
zengin siviyla doludur. Pubertede medullar kordonlardaki sivi drene olur ve liimen
kazanirlar. Bu sekilde medullar kordonlar seminifer tiibiil adim1 alirlar ve erkek
bosaltim kanallarma acilirlar. Intrauterin yasamin 12. haftasinda kalin ve fibrdz bir
kapsiil olan tunika albuginea gelisir. Bu sekilde medulla kordonlar ylizey epiteli ile

baglantisini keser.
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2.3.3. ileri Haftalarda Testislerin Gelisimi:

Ultrasonografik olarak 12. haftada kalin tunika albugineanin olusmasi testislerin
gelistigini gosteren 6nemli bir kanittir. Testisin hilus bolgesine yakin kalin olan testis
kordonlar1 incelip pargalanarak rete testisleri olustururlar. 16. haftaya gelindiginde
geriye kalan testis kordonlar1 birleserek at nali seklindeki tubuli rektileri yaparlar.
Testisin gelisimini tamamlamaya yakin oldugu dénemde yiizey epiteli yassilasarak
eriskinde testisin dis yiiziinii doseyen tek katli mezotelyumu olusturur. Fetal
donemde biiyiiyen testis gerileyen mezonefrozdan ayrilir ve mezorkiyum denilen

kendi mezenteri ile asili durur (Moore ve Persaud, 2002; Kayali ve ark., 1992).

Tunica
Degenerating / st
mesonephric /] / », albug
tubule

Excretory
Tunica mesonephric

Paramzsc;r:ephn; Ceohric 2lbuginea  tubules \\— Paramesonephric
- aonep (ductuli efferentes) \ duct

duct ¥ Mesonephric duct

A B (ductus deferens)

Resim 6. Testislerin embriyolojik donemde gelisimi (Sadler, 2005).

Erkekte dis genital organlarin gelismesi igin fetal testislerdeki Leydig hiicreleri
tarafindan salgilanan testosteron ve sertoli hiicrelerinden salgilanan MIS (Miiller
inhibe edici faktor)’e ihtiyag vardir. Plasentadan salgilanan HCG’nin etkisiyle leydig
hiicrelerinden testosteron ve androstenedion salgilanir. Androstenedion ve
testosteron penisin biiyiimesini, penil iretranin gelismesini, skrotum siskinliklerinin
birlesmesini, prostat, seminal vezikiil ve bulboiiretral bezlerin gelismesini saglar.
Buna karsin sertoli hiicrelerinden salgilanan MIS ise Miiller kanalinin gelisiminin

baskilanmasini saglar.
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2.3.4. Erkek Genital Sisteminin Iletici Kisimlarinin Embriyolojisi:

2.3.4.1. Duktuli Efferentesin Gelisimi;

Testislere yakin mezonefroz kanalinin bir kismi1 dejenere olur. Geriye kalan
baz1 mezonefrik kanallar kalic1 epigenital tiibiilleri olusturur. Bu epigenital kanallar
ise duktuli efferentesleri olusturur. Yaklasik 10-12 tanedir ve testis ile duktus

epididimisi birbirine baglar.
2.3.4.2. Duktus Epididimisin Gelisimi;

Dejenere olmadan geriye kalan mezonefroz kanali duktuli efferenteslerle
birlesir ve duktus epididimis olusur. Duktus epididimis spermlerin depolandig1 ve
spermlerin biiyiik 6l¢iide hareket kazandig1 yerdir. Spermlerin bas ve kuyruk olmak

uzere iki 6nemli kismi1 vardir.
2.3.4.3. Duktus Deferensin Gelisimi;

Epididymis kuyrugundan seminal vezikiil tomurcuguna kadar mezonefroz
kanal1 kalin bir kas tabakasi1 kazanir ve duktus deferensi olusturur. Her bir duktus
deferensin kaudal ucundan yanlara dogru ¢ikan tomurcuklar seminal vezikiilii
(glandula vezikuloza) olustururlar. Seminal vezikiiliin salgist sari, yapiskan,
fruktozdan zengin, hafif alkali yapiya sahiptir. Bu salgi globulin, askorbik asit ve

prostaglandinleri igerir ve spermlerin beslenmesi i¢in dnemlidir.

2.3.4.4. Duktus Ejakulatoriusun Gelisimi;
Seminal vezikiil ile iiretra arasindaki mezonefroz kanal par¢asindan duktus

ejakulatorius gelisir (Seftalioglu, 1998; Sadler, 2005; Tosun, 1998; Tekelioglu,
1995).
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2.3.4.5. D1s Genital Organlarin Gelisimi;

Farklilagsmamis evre gelisimin ilk 3. haftasi olup primitif ¢izgiden koken alan
mezensim hiicrelerinin gé¢ edip kloakal katlantiyr olusturdugu ve her iki cinste de
dis genital organlarin kokenini aldig1 evredir. Kloakal katlantilar, kloakal membranin
bas kisminda birleserek genital tiiberkiilii olustururlar. 6. haftada kloakal membran
irogenital ve anal membrana ayrilir, kloakal katlanti da 6nde tiretral katlanti, arkada
anal katlantilara bolliniir. Bu sirada iiretral katlantinin her iki yaninda genital
kabartilar olusur. Bu kabartilar erkekte skrotal siskinligi olusturur (Petorak, 1986;
Karateke, 2013).

Erkekte dis genital organlarin gelisimi, fetal testislerden salinan androjen
hormonunun etkisi altinda olup, fallus adin1 alan genital tiiberkiiliin hizl1 uzamasiyla
bilinir. Bu uzama sirasinda fallus iiretral katlantilar1 6ne dogru ceker ve iiretral

olugun lateral duvarlar olusur.

Bu oluk, uzayan fallusun kuyruk kismina gelir ama glans olarak bilinen en ug
kismina kadar gelemez. Bu olugun epitelyal yiizeyi endodermal kdkenli olup, tiretral
plagi olusturur. 3. ayin sonunda iki tiretral katlant1 bu tretral plak iistiine kapanarak
penil iiretra olusur. Uretranin en distal kismi, 4. ayda glansin ucundaki ektodermal
hiicrelerin ice dogru penetre olmasiyla kisa bir epitelyal kordon olusturur. Bu
kordonun i¢inin daha sonra bosalmasiyla eksternal iiretral meatus meydana gelir.
Erkekteki genital siskinlikler baslangicta inguinal bolgede yerlesmistir ve gelisimin
ileri donemlerinde kaudal yonde ilerleyip her siskinlik kendi tarafindaki
hemiscrotumu olusturur. iki hemiscrotum birbirinden septum scrotum ile ayrilmistir

(Sadler, 2005; Karateke, 2013).

2.4. Erkek Genital Sistem Fizyolojisi

Erkek iireme sisteminin rolii; sperm tiretmek ve bunu ddllenme saglanmasi
i¢in disi vajenine iletmektir. Testisler, sperm hiicrelerinin iiretildigi ve testosteron adi
verilen erkeklik hormonunun salgilandigr yapilardir. Erkek cocukta ergenlik

donemine girene kadar nispeten diisik miktarlarda salgilanan testosteron hormonu
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ergenlikle birlikte daha hizl1 salgilanmaya baglar ve erkek cocukta ses kalinlagsmasi,
sakal-biyik ¢ikmasi, viicut kaslarinin gelismesi, viicutta erkek tipi killanmanin ortaya
cikmasi gibi erkeksi 6zelliklerin ortaya ¢ikmasini saglar. Sperm iiretimi de ergenligin
baslamasiyla kisa siirede baslar. Eriskin bir erkekte de testosteron, erkek cinsiyete
0zgii ozelliklerin devamin ve siirekli olarak sperm iiretimini saglar. Testiste bulunan
ve sperm iretiminde gorev alan seminifer tiibiiller beyindeki hipofiz bezinin
salgiladigr FSH hormonunun verdigi emirle sperm hiicrelerini iiretirler. Testisler yine
hipofiz bezinden salgilanan ve LH adi verilen hormonun etkisiyle testosteron
hormonu tiiretirler (Bozdogan,2000; Cimen, 2009).

Skrotumun sperm islevlerini korumak agisindan ¢ok 6nemli bir 6zelligi vardir.
Sperm hiicreleri 1s1 degisikliklerinden olumsuz etkilenirler ve islevlerini en iyi
sekilde yerine getirebilmeleri igin viicut 1sisindan yaklasik 2 derece daha diisiik bir
ortamda bulunmalar1 gerekir. Torbanin i¢indeki 1s1 viicut 1sisindan daha diistiktiir ve
sogukta biiziigerek 1s1 kaybini onler. Sicakta ise aksine sperm hiicrelerinin asir1 1siya

maruz kalmalarin1 6nlemek i¢in gevser (Guyton ve Hall, 2006).

Spermatogenez; aktif seksiiel yasam siirecinde, 6n hipofiz gonadotropik
hormonlarinin uyarisi sonucunda testislerdeki seminifer tiiplerde gergeklesen ve
yasam boyu siiren sperm olusma olayidir. Testosteron, LH, FSH ve 0Ostrojenler
spermatogenezde etkili olan hormonlardir. Seminifer tiibiillerin liimeninden tabanina
dogru, spermatogenezisin gesitli evrelerinde farkli hiicreler bulunmaktadir. Tiibiiliin
cevresini saran serdz zara dayanan, en tabandaki hiicreler spermatogonialardir.
Bunlar mitozla c¢ogalarak siirekli yeni spermatogonialari iretirler. Her bir
spermatogonia, daha sonraki evrelerde mayozla ¢ogalarak sonugta olgun sperm
hiicresini olusturur. Mayoz boliinmenin iki esas evresinde, birinci mayoz ve ikinci
mayoz, olusan hiicreler sirasiyla, primer spermatosit, sekonder spermatosit olarak
adlandirilirlar.  Primer spermatosit 2n sayida kromozom igerirken, sekonder
spermatosit n sayida kromozom igerir. Daha sonraki asamada, sekonder spermatosit

olgun sperm hiicresine doniisiir (Bozdogan, 2000; Mclaughlin ve ark., 2010).
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Sperm hiicresi yaklasik santimetrenin 250'de bir kadar uzunlukta ¢iplak gozle
goriilemeyecek kadar ufak bir hiicredir. Hiicrenin bas, gévde ve kuyruk olmak tizere
ti¢ ayr1 kismi vardir. Bunlar;

e Bas kism1 sperm hiicresinin yumurta hiicresi igine girme islevini yiiriitiir. Bu
amagla bu kisimda yumurta hiicresinin dis tabakasii eritip delebilen maddeler
bulunur.

e Govde kismi sperm hiicresinin 23 kromozomdan olusan genetik materyalini
icerir. Burada ayrica sperm hiicresinin canli kalmasi ve hareket etmesi icin gerekli
olan enerji saglayict maddeler depolanmustir.

eKuyruk kismi sperm hiicresinin hareketli olmasini saglar. Kirbag
hareketleriyle ilerleyen sperm hiicresi bu sekilde yumurta hiicresini bulmaya g¢aligir

(Noyan, 1993; Guyton ve Hall, 2006).

Sperm akrozomunda fazla miktarda hiyaliironidaz ve proteolitik enzimler
depolanir. Hiyaliironidaz, graniilloza hiicrelerindeki hiicreleri bir arada tutan
hiyaliironik asit polimerlerini monomerlerine ayirir. Proteolitik enzimler ise
yumurtaya bagli olan yapisal elemanlarin proteinlerini sindirir. Ovum fallop
tiiplerine atildiginda etrafinda ¢ok sayida graniiloza hiicre tabakasi bulunur ve sperm
ovuma ulagmadan once bu tabakayr gegmek zorundadir. Sonrasinda ise ovumun
cevresindeki zona pellusiday1 delmelidir. Bu enzimler spermin ovuma ulasmasi i¢in
onemli enzimlerdir. Ik sperm ovuma girdikten sonra, oosit zarindan kalsiyum
salinmaya baglar ve buna bagli kortikal graniiller oositten bosluga birakilir. Bu
graniiller daha fazla spermin oosite girmesini engeller (Guyton ve Hall, 2006;

Karateke, 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul

Calismamiz kapsaminda dncelikle Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik

Kurulu'ndan (AKUHADYEK) etik calisma onay1 alind1(12/02/2015-4953302/05).
3.2. Deney Hayvanlan

Calismamizda agirliklar1 yasina gore degisen toplam 30 adet Sprague -
Dawley tipi erkek ratlar kullanilmistir. Bu hayvanlar oncelikle yaslarina gore her
grupta 6 hayvan olacak sekilde asagidaki gosterildigi iizere 5 gruba ayrilmistir;

Grup 1. Dogumdan sonraki ilk 24 saat i¢inde testisleri ¢ikarilan hayvanlar (n=6)
Grup 2. Dogumdan sonraki 10. giinde testisleri ¢ikarilan hayvanlar (n=6)
Grup 3. Dogumdan sonraki 20. giinde testisleri ¢ikarilan hayvanlar (n=6)
Grup 4. Dogumdan sonraki 30. giinde testisleri ¢ikarilan hayvanlar (n=6)
Grup 5. Dogumdan sonraki 60. giinde testisleri ¢ikarilan hayvanlar (n=6)

3.3. Deney

3.3.1. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi ve Saklanmasi:

Anne ratlar 21£1°C sicaklik ve % 45-55 nem olan ortamda 12/12 1s1k siklusu
gdz oniinde bulundurularak polikarbon kafeslerde Afyon Kocatepe Universitesi
Deney Hayvanlari Unitesi'nde beslendi ve biiyiitiildii. Dogum sonrasi dénemde
yavru ratlarin bakimlar1 da annelerinin yaninda ayni kosullarda saglandi. 20 giinii

dolduran yavru ratlar annelerinin yanindan alinip, ayr1 kafeslerde bakimlar1 yapildu.
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3.3.2. Deneyin Yapilisi:

Yavru ratlar operasyon oncesi 6zel odaya alindi. Ortamdaki hazirliklar
tamamlandiktan sonra ratlar herhangi bir kimyasal ajan kullanilmaksizin eter
yardimiyla bayiltildi. Bayiltilan ratlarin, cerrahi operasyon esnasinda olasi ani
hareketlerle sterilizasyonu bozmamalar1 i¢in ekstremitelerinden ameliyat masasina
sirt Ustii sabitlenmeleri saglandi. Batin tras edilip, povidone-iodine soliisyonu ile
silindikten sonra, ratlarin alt abdominal bolgesine kesi uygulanarak her iki testis
cikartildi. Eksizyonla alinan dokular fiksasyonu saglamak i¢in Bouin soliisyonu i¢ine
konuldu. Hayvanlara eksizyon disinda kan alma, biyopsi alma vb. herhangi bir
midahale yapilmadi. Eksizyon sonrasi hayvanlar sakrifiye edilip, 6zel atik

posetleriyle Deney Hayvanlari Unitesine teslim edilerek imha edilmeleri saglandi.

Resim 7. 24 saatlik ratlar. Resim 8. 30 giinliik ratin batin bolgesinden testislerin

eksizyonu

3.4. Histolojik Degerlendirme

3.4.1. Histolojik Takip

Alinan testisler Bouin fiksatifi i¢cine konularak dokunun biiytikliigiine gére 3-

5 giin fikse edildi. Bouin soliisyonu tercih nedeni ise dokular formaldehitte retrakte
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oldugu icin olast histolojik degerlendirme hatalarin1 engellemekti.  Fiksasyon
sirasinda insiilin ignesiyle 4 farkli kutuptan, tunica albuginea tabakasi delinerek
fiksatifin igeri ge¢mesi kolaylastirildi. Dokular Bouin soliisyonundan arindirilmak
icin 24 saat ¢esme suyunda yikandi. Sirasiyla % 70, % 80, % 90lik alkollerde ve 2
kez saf alkolde 45’er dakika bekletildi. Sonrasinda Xylene soliisyonunda 15 dk. ve
30 dk. bekletildi. Daha sonra 65 °C lik etiivde 2 saat bekletildi. Ve parafin bloklara
gomiildii. Bu bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerden rutin
boyama i¢in normal lam iistiine, immunohistokimyasal incelemeler i¢in polilizinli
lam {izerine kesitler alindi. Normal lamlara alinan kesitler deparafinize edildikten
sonra genel degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Polilizinli lamlar
lizerine alinan kesitler Anti c-kit ve Anti-DDX4/MVH ki VASA ile ayn1 proteindir,
(spermatogonial germ cell marker) ile immunohistokimyasal olarak boyandi.

Boyanan kesitler 151k mikroskobu altinda incelendi.

3.4.2. Hematoksilen-Eozin Boyama:

Deparafinizasyon
o Dokular parafinden temizlenmeleri igin bir gece 65 °C lik etiivde
bekletildi.
o Sabah 2 saat Xylene soliisyonunda bekletilerek preparatlar
temizlendi.
e Rehidratasyon
o Saf alkolde 1 dakika
o %90 alkolde 1 dakika
o %80 alkolde 1 dakika
o %70 alkolde 1 dakika
o Cesme suyunda yikama
e Boyama
o Hematoksilen 4 dakika
e Akarsuda bolca yikandi.
o Eozin 1,5 dakika
e Dehidratasyon
o %70 alkolde yikama
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%80 alkolde yikama
%090 alkolde yikama
Saf alkolde yikama

Xylene soliisyonunda bekletildi.

Entellan ile kapatildi.

3.4.3. immunohistokimyasal Boyama:

Deparafinizasyon

o

o

Dokular parafinden temizlenmeleri i¢in bir gece 65 OC lik etiivde
bekletildi.
Sabah 2 saat Xylene soliisyonunda bekletilerek preparatlar temizlendi.

Rehidratasyon

o

o

o

o

o

Saf alkolde 1 dakika

%90 alkolde 1 dakika
%80 alkolde 1 dakika
%70 alkolde 1 dakika

Cesme suyunda yikama

Antijen Retrieval:

o

o

Antikorlarin alindig1 firmanin 6nerileri dogrultusunda her iki boyama
lamlarida sitrat buffer (pH 6.0) ile mikrodalgada 20 dakika kaynatildi.
Sitrat buffer i¢inde disarida 20 dakika sogutuldu.

TBS ile 2 kez yikand1.

12 dakika %3 Metanol + Hidrojen peroksitte bekletilerek preparatlardaki

peroksidaz aktivitesinin kaldirilmasi saglandi.

TBS ile 2 kez yikandi.

Hidrofobik kalem (PAP-PEN) ile dokularin ¢evresi ¢izildi.

Sekonder HRP kit igindeki, Protein blok damlatilip oda sicakliginda 10

dakika bekletildi ve zemin boyamasinin giderilmesi saglandi.

TBS ile yikandi.

Isaretleme
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o Her iki primer antikorda 1:50 oranda sulandirilarak lamlarin {izerine
damlatildu.
o Parafilmle lamlarin {izeri kapatild:.
o Buzdolabinda 1 gece inkiibe edildi.
o Parafilmler kaldirilip oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
o TBSile 3 kez yikandi.
e Antijen Antikor Reaksiyonunu Belirleme
o Complement soliisyonu damlatilip oda sicakliginda 10 dakika
bekletildi.
o TBSile 2 kez yikandi.
o HRP conjugate damlatilip oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
o TBSile 4 kez yikandi.
¢ Renklendirme
o AEC single soliisyon damlatilip oda sicakliginda 10-12 dakika
bekletildi.
o Distile suyla 2 kez yikandi.
e Zit Boyama
o Mayers Hematoksilen’de 45 saniye bekletilerek zit boyama yapilda.
o Cesme suyu ile 2 kez yikandi.
e Kapatma

o Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatilmas.

3.4.4. Preparatlarin Degerlendirilmesi ve Goriintii Analizi

Hematoksilen Eozin ile boyanan preparatlar Isik Mikroskobu (Eclipse E 600-
Nikon, Japan) altinda genel doku ozellikleri yoniinden degerlendirildi.
Degerlendirmede tiim gruplardaki intratiibiiler ve ekstratiibiiler alanda yer alan tiim

hiicreler incelendi ve dagilimlar1 degerlendirildi.
Immunohistokimyasal boyamalarin mikroskop altindaki degerlendirmesinde

ise anti C-kit boyamasi yapilan tiim kesitlerde immunopozitif hiicre sayimida x20

objektif bliyiitme altinda tiim kesit diizleminde 10 farkli alandaki birbirinden farkli
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12 seminifer tiibiildeki immunopozitif hiicreler sayildi ve ortalamalar istatistiksel
degerlendirme icin kullanildi. Diger yandan VASA boyamasi yapilan kesitlerdeki
immunopozitifligin bazi gruplarda c¢ok yogun olmasi nedeniyle her kesitte
birbirinden bagimsiz 12 ayr1 seminifer tiibiil icindeki immunopozitif hiicreler sayildi
ve elde edilen rakamlar istatistiksel degerlendirme i¢in kullanildi. Tim goriintii

analizi stireclerinde Nikon NIS 4.2 Image Analysis Software kullanildi.
3.4.5. Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler istatistiksel olarak SPSS for Windows 21.0 Ticari
Istatistiksel Veri Analizi Programinda analiz edildi. Veri analizinde gruplarda yer
alan immunopozitif hiicre sayilarinin degisimindeki farklili1 analiz etmek ig¢in One
Way ANOVA (Post Hoc Tukey) testi kullanildi. Elde edilen verilerden grafik
olusturmak i¢in Microsoft Office 2016 Excel programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Yapilan Hematoksilen Eozin boyama sonucu kesitler ayr1 ayr1 151k mikroskobu
altinda degerlendirildiginde 1 giinliik ratlarin seminifer tiibiillerinde sadece Tip A ve
B spermatogonialarin oldugu ve herhangi bir spermatid veya spermatozoa olmadigi
tespit edildi. Sertoli hiicrelerinin eriskin gruplardaki goriinlimiin aksine belirgin bir
sekilde intratiibiiler alan1 doldurduklar1 gézlendi. Tiibiillerin ¢aplarinin diger gruplara
gore kiiciik olduklar1 gdzlendi. Intertiibiiler mesafede Leydig hiicrelerinin belirgin

sekilde mevcut olduklari tespit edildi (Resim 9A).

10 giinliik ratlarin degerlendirilmesinde ise halen 1 giinliik ratlarin testislerine
benzer sekilde bir histolojik goriiniim oldugu tespit edildi. Tiibiil caplarindaki hafif
artig dikkati ¢eken tek nokta olarak degerlendirildi (Resim 10A).

20 giinlik ratlarin degerlendirilmesinde ise tiibiil caplarindaki artigin
belirginlestigi intratiibiiler alanda spermatogonia sayisinda belirgin artis goriildigi
ve paralel olarak Sertoli hiicre sayisinda relatif olarak azalma varmis gibi goriindiigii
tespit edildi. X100 objektif biiyiitmede Sertoli hiicrelerinin hala tiibiil i¢inde bolca
oldugu ama artan spermatogonia sayisina bagli olarak daha silik bir goriinlim arz
ettikleri belirlendi. Leydig hiicrelerinin intertubuler alanda bolca oldugu bag

dokunun bu bolgede biraz belirginlestigi dikkati cekmekteydi (Resim 11A).

30 giinliikk ratlarin degerlendirilmesinde ise tiibiil c¢aplarinda artisin
belirginlestigi intratiibiiler alanda bol A ve B tipi spermatogonia yaninda
spermatidlerinde mevcut oldugu tespit edildi. Sertoli hiicreleri goriinlimleri yine
siliklesmis haldeydi. Liimenin olustugu ve belirginlestigi gozlendi. Intertubuler
alanda bag dokusu artis1 ve Leydig hiicre sayisinda degisim olmadig1 gozlendi. Genel
goriiniim itibariyla adolesan bir testis histolojik goriiniimii oldugu tespit edildi

(Resim 12A).

60 giinliik rat testislerinde tiibiillerin belirgin sekilde biiyiilk ve oval veya

yuvarlak sekilli olduklari, Tip A ve B spermatogonialarin belirgin sekilde gézlendigi
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Sertoli hiicrelerinin zorlukla gézlendigi ama sayilarinda degisimin olmadig: ve tiibiil
icinde bolca olduklar1 tespit edildi. Tiibiil iginde spermatidlerin yanisira olgun
spermlerin liimen gevresinde dizili olduklar tespit edildi. Intertiibiiler alanda bol bag
dokusu lifleri damarlar ve ara madde i¢inde Leydig hiicreleri oldugu goézlendi
(Resim 13A).

Resim:9A. 1 giinliik rat testislerinin genel histolojik 6zellikleri. Hematoksilen Eozin.x100.

Resim:9B. 1 giinliik rat testislerinde DDX ekspresyonu Anti-VASA (Santacruz).x100

36



Resim:9C. 1 giinliik rat testislerinde c-kit ekspresyonu. Anti C-KIT (Santacruz). x100

Resim:10A. 10 giinliik rat testislerinin genel histolojik 6zellikleri. Hematoksilen Eozin.x200.
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Resim:10B. 10 giinliik rat testislerinde DDX ekspresyonu Anti-VASA (Santacruz).x100

Resim:10C. 10 giinliik rat testislerinde c-kit ekspresyonu. Anti C-KiT (Santacruz). x100

Anti DDX antikorlar ile yapilan immunohistokimyasal boyama sonucu elde
edilen spermatogonial germ hiicrelerinin boyanmasinda ise 1 giinliik testislerde DDX
ekspresyonunun (Resim:9 B) oldukca diisiik diizeyde oldugu, bu ekspresyon
diizeyinin 10 giinliik ratlarda (Resim:10 B) biraz artis gosterdigi ancak 20 giinliik
ratlarda (Resim:11 B) ekspresyonun 3 katina kadar ¢iktigi, 30 giinlik rat
testislerinde (Resim:12B) 20 giinliik ekspresyon diizeyine gore 2 kat daha arttig1 ve
60 giinlik testislerde (Resim:13 B) ekspresyonunun 2 katina kadar daha artig

gosterdigi gozlendi.
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Diger yandan c-kit ekspresyonu degerlendirmesinde rat testislerinde seminifer
tiibiillerde c-kit ekspresyonunun 1 giinliik rat testislerinde (Resim:9 C) c¢ok diisiik
diizeyde oldugu ve 10 giinliik ratlarda (Resim:10 C) bu diizeyin 2 katina kadar
ciktigl, 20 giinliik ratlarda (Resim:11 C) 10 giinlik ratlara goére 3 kat daha
fazlalastig1 goriildii. Bununla birlikte 30 giinliik rat testislerinde (Resim:12 C) c-kit
ekspresyonunun 2 kata kadar artisindan sonra azalma gostererek 60 giinliik ratlarda

(Resim:13C) yariya kadar azaldig1 gézlendi.

Anti DDX ve Anti c-kit ekspresyonlarinin postnatal
donemde degisimi

140
120
100
80
60

40

) /
—

1gln 10 glin 20 glin 30 glin 60 gln

=@=— Anti DDX ==@==Anti c-kit

Tablo 1. DDX ve c-kit ekspresyonlarinin postnatal donemde degisimi
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Resim:11B. 20 giinliik rat testislerinde DDX ekspresyonu Anti -VASA (Santacruz).x200

Resim:11C. 20 giinliik rat testislerinde c-Kit ekspresyonu. Anti C-KiT (Santacruz). X200
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Resim:12A. 30 giinliik rat testislerinin genel histolojik 6zellikleri. Hematoksilen Eozin.x200.

Resim:12C. 30 giinliik rat testislerinde c-Kit ekspresyonu. Anti C-KiT (Santacruz). X200
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Resim:13C. 60 giinliik rat testislerinde c-Kit ekspresyonu. Anti C-KiT (Santacruz). X200
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Descriptives

Ol e b el i
Aszn
N Mean Sd. Deviaton Sd . Error LowerBound Upper Bound Minimum Max mum
CKT igunik 12 1.08 £ 288 45 1.72 0 3
10 g tnitk 12 3% 1,504 452 259 458 1 -]
g unlik 12 1383 398 1154 1.2 37 9 21
g inlik 12 2432 7.573 218 2,10 273 12 41
60g iinlik 12 1752 4507 1417 1480 2103 10 27
Tod 80 1227 968 1285 969 4284 0 41
DDX 1guniik 12 375 1.422 A 285 485 2 7
10g tnik 12 7.8 223 &72 835 831 4 12
20ginlik 1 3133 118% 2434 277 ®Ee -] 48
30 g iinik 12 7408 11,790 3402 @58 8157 61 92
80g unitk 12 12025 31,453 902 11024 15028 82 189
Tod €0 4345 50,328 g4 B4 245 2 189
A NOVA
TR
S:uZres of Mean Square F Sig
CKIm Betwsen Grows 4738400 4 1184500 587 000
Within Groups 1105,333 55 20,170
Tod 5847732 59
DDX Between Growps 135408, 100 ~ 33BR275 12219 000
Within Goups 14081, 750 55 280
Todl 145420,850 59
Tablo 2. Immunopozitif hiicrelerin gruplara gore dagilimi ve diger tanimlayic1 parametreler
Multiple Comparisons
TukeyHSD
Paan S5% Conidenceintend
Ditorarcn {1
| DependentVarisbe ( Grouwps {J) Groups . Std. Error Sig. Lower Bound Upp er Bound
CKIT Tginiik i 1 2500 1822 =) 787 267
-12750 1.833 .000 -7.58
22833 1832 .000 -2900 1888
-15833 " .23 .000 -2200 -1165
0 gunik 2500 =) == &
-10250 1.833 .000
213337 1.833 .000
-14333 7 1.833 000
20 gunlik 2750 1523 000
10250~ 1.833 .000
-11,083 ~ 1,833 .000
-408%2 1.883 .185
30 gonlik Z2 533 5] 000
21233 ° 1223 .000
11.083 ~ 1.833 .000
7.000° 1.833 .002
B0 gunik N .82 000
14333 ° 1.833 000
20giniik 4083 1,223 .185
30ginlik -7.000 " 1,833 .003
DOX Tgonik Toginik 4052 6,532 570
20ginlik 27583 " 6,532 .001
-70.233 6,532 .000
-128,500 6,532 .000
0 gunlk 4082 6532 570
-23.500 6,532 008
30gin ik 56250 8,522 .000
80ginlik -122.417 8532 000
20 gunlik 1 gunlik 27583 8,532 001
10ginlik 23500 ° 8532 .08
3Dginlik -42750 &.532 .000
B0 ginlik LT 8532 .000
30 gunlik 7 guniik 70,233 8,532 000
10g inlik 6250 8,532 .000
20ginlik 42750 5,532 .000
E0giinlik 56,167 8,532 .000
80 gunlik 1 gunidk 126,500 6,532 000
10gin ik 122417 8,532 000
20gin ik ®|o17 6,532 000
30giniik 56,167~ 8,532 .000

T The “ezndife s o £ grfcantatw 0.035 kewl.

Tablo 3. Gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklarin gosterildigi SPSS PostHoc (Tukey) tablosu ve One

Way ANOVA testi sonuglari.

43




5. TARTISMA

Viicutlarinin  gelisimini  var oldugundan beri goézlemleyen insanoglu
yiizyillarca siiren bu siliregte ¢evresinde hayvanlarin ve bitkilerinde gelisimini ve
cogalmasini dikkatli bir sekilde gozlemlemistir. Bu siirecte bilhassa insanoglunun
gelisimi etik sorunlar nedeniyle oldukga zor olarak gergeklestirilmistir. Bu siiregte
basta beyin olmak iizere bir¢ok organ ve sistemin gelisimi dikkatle incelenmistir.
Aymni sekilde genital sistemin hem kadinlarda hem erkeklerde gelisimi ¢ok ilgi ¢eken

alanlardan biri olmustur.

Gelisen ylizyillar ve teknikler ve bilhassa mikroskobun bulunmasi ve
gelistirilmesi her alanda oldugu gibi genital sistemin gelisimindeki gizemlerin
¢oziilmesinde Onemli yol gosterici olmustur. Gelisen gozlem ve teknolojiler
gostermistir ki erkek genital sistem gelisiminde erkek iireme sistemi hiicreleri olan
spermatogonialarin gelisimi olduk¢a Onemli ve karmasik bir siirectir. Bu siireg

spermatogenezis adini alir. ,

Spermatogenezis; puberte doneminde goriilen fizyolojik degisikliklerden bir
tanesidir. Her ne kadar seminifer tiibiillerde tek bir somatik hiicre olarak Sertoli
hiicreleri olsa da farkl tipte germ hiicre serilerinin olmas1 olduk¢a 6nemlidir (Hess
ve Franca, 2008). Bu hiicreler i¢inde uzamis veya yuvarlak spermatidler,
spermatositler ile A ve B tipi spermatogoniumlar bulunur. Puberteye kadar sadece
seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda, mayoz béliinmeye girmeden bekleyen
spermatogonyalar testosteron salgilanmasinda goriilen artis ile uyarilarak
boliinmelerine baslarlar. Bazal membranda yer alan A tipi spermatogonyalar mayoz
boliinmelerine bagladiktan sonra, B tipi spermatogonya adini alirlar. Spermiyogenez
stireci i¢inde mayoz béliinmelerini tamamlayarak ergin sperm haline gelirler. Bu
gelisim siireci iginde spermatogonyalar bazal membrandan liimene dogru hareket
gosterirler. Bu siiregte hiicrelerin boyutu kiiciiliir ve spermatid asamasinda ince uzun
kuyruklar1 belirgin hale gelir ve bas kismi fuziform bir hal alir. Liimene dékiilmeden

once bas ve boyun kisimlari iyice belirginlesir ve kuyruk hareketi baslar (Xia ve ark.,
2005).
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Spermlerin gelisimi siirecinde olusan metabolik, molekiiler, genetik ve
epigenetik anlamda yapilan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Bu caligmalarda elde
edilen bulgular degerlendirildiginde elde edilen bazi verilerin ¢alismamizla uygun
veriler i¢erdigini gérdiik. Spermatogenezisin ilk basamagi olan spermatogonial germ
hiicresinden spermatozoa olusumuna kadar olan siirecteki calismalar oldukca
fazladir. Yapilan birgok calismada insan spermatogonial germ hiicreleri ve fare
yenidogan ve yetigkin germ line kok hiicrelerinin pluripotent 6zellikte olduklar1 ve
embriyonik kok hiicrelerle benzer o6zellikler gosterdikleri ortaya konmustur. Bu
hiicrelerin hiicresel ve molekiiler karakterizasyonu, insan embriyonik kok hiicrelerine
pek cok benzerlik gostermekte ve germ line kok hiicrelerin immiin sistem eksikligi
olan farelere transplantasyondan sonra teratom olusturdugu bilinmektedir. Insanin
embriyonik kok hiicrelerinin farklilasmasini saglamak i¢in kullanilan kosullar altinda
yetistirildiginde, insan yetigkin germ line kok hiicreleri, ic germ tabakasinin gesitli
somatik hiicrelerine ayrilirlar. Yapilan bir calismada hipotetik olarak testis
biyopsilerinden elde edilen insan yetigkin germ line kok hiicrelerinin iiretilmesinin,
insan embriyonik kok hiicreleriyle iliskili etik ve immiinolojik problemler
olmaksizin, hiicre bazli tedaviye basit ve tartismasiz ¢oziim saglayabilecegi sonucuna

vartlmistir. (Conrad ve ark.,2008).

Testislerin embriyonik ve dogum sonrasi gelisimi siirecinde 6nemli yol
gosterici ipuglart i¢inde yer alan molekiiller (gen veya protein gibi) iginde
spermatogonial germ hiicre belirtegleri 6nem arz eder. Yapilan calismalar VASA,
Stella, SMADI1, Dazl, GCNF, HSP90 a ve c-kitin spermatogonial germ hiicre ve
spermatogonia belirtecleri icinde yer aldigini gostermistir (Zhang ve ark., 2014).
Calismamizda bu  belirteglerden 2  tanesi olan c-kit ve VASA
(AntiDDX4/MVH )kullanilmak suretiyle ratlardaki normal gelisimsel siirecte goriilen
gelisimsel degisiklikler incelenmis ve bugiine kadar elde edilen veriler ile
karsilastirilmistir. Spermatogenezis siirecinde etkin VASA proteininin incelendigi bir
calismada, bu proteinin hem erkek hem de kadinlarda fetal ve erigkin gonadal germ
hiicrelerinde bulunduklar1 ve ayrica spermatositlerde ve olgun oositlerde ¢ok bol
miktarda olduklar tespit edilmistir. Elde dilen bulgular spermatogonial germ hiicresi
belirteci olarak VASA proteininin kullanilabilecegini ortaya koymustur (Castrillon

ve ark., 2000). Nitekim yapilan bir ¢alisma Vasa homolog geninin islevinin
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kaybolmasinin erkek rat germ hiicrelerinde eksiklige neden oldugunu ve hiicrelerin
farklilasmasinda bozukluk olusturdugunu gostermistir (Tanaka ve ark., 2000). Yine
baska bir ¢alismada, VASA protein ekspresyonunun baska bir tiir olmakla birlikte
aygirlarin  testikiiler dokularinda spermatogonia, spermatosit ve yuvarlak
spermatidlerin  belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini ortaya
koymustur (Kim ve ark., 2015).

Memeli gametogenesis c¢aligmalarinin yani sira transgenik fare iiretimi ve
infertilitenin tedavisi i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in erisilebilir bir in vitro

model sistemi saglayan ¢aligmalar yapilmistir (Nayemia ve ark., 2006).

Bu bulgular ile giivenilirligi saglanmis olan VASA proteini ile ilgili
calismamizda elde ettigimiz sonuglar bulgular kismindaki grafik resimden ve
mikroskobik resimlerden kolayca anlagilabilmektedir. Gorildiigii tizere 1 giinliik
ratlarda az sayida ve hafif VASA ekspresyonlar1 goriilmektedir. ilk 10 giinliik
stirecte giderek artan bir immunopozitivite olmasina karsin, belirgin bir VASA
eksprese eden spermatogonia sayisinda artis gozlenememistir. Ancak bu dénemden
sonra hizla artmaya basglayan ve olduk¢a belirgin immunopozitivite gosteren
spermatogonialar 20. giinde liimenin igerisinde sayisal olarak oldukca artmis olarak
gbzlenmektedir. Bu siire¢ daha ileri giinlerde daha da belirginleserek 30. giinde daha
yogun ve sayisal olarak daha fazla ve 60. giinde genisleyen seminifer tiibiillerin
etkisiyle de oldukga yiiksek seviyelere ulagsmaktadir. Nitekim istatistiksel analizden
goriilecegi lizere bu artig 1 giinlilk ve 10 giinliik rat testislerinde anlamli degilken
diger tim parametreler arasinda anlamli olarak tespit edilmistir. Bu bulgular bize
VASA’nin belirgin bir spermatogonial germ hiicre ve spermatogonia belirteci
oldugunu gostermektedir. Bu bulgular daha 6nce elde edilen verilerle uyumluluk

gostermektedir.

Calismamizda da kullandigimiz spermatogonial germ hiicre ve spermatogonia
belirteci olan bir diger parametre c-kit olup bu protein lizerinde yapilan ¢aligmalarin
sayist oldukca fazladir. Yapilan bir calismada c-kit’in tip A spermatogonialarda
eksperese olmasma karsin hem farklilasmis hemde farklilagmamis hiicrelerde
eksprese olduklari net olarak ayirt edilememistir. Ancak arastirmacilar farklilasmakta

olan Tip A spermatogonialarin farklilasmis Tip A spermatogonialara donilisiim
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strecinde bir belirteg olarak kullanilmasmnin daha uygun oldugunu ileri
stirmektedirler (Schrans-Stassen ve ark., 1999). Bununla birlikte yapilan baska bir
calismada bu protoonkojen c-kit’in farklilasmis Tip A spermatogonialarin
yasamlarini siirdiirebilmeleri veya ¢ogalabilmeleri i¢in eksprese olmasi gerektigini
ortaya koymasina karsin farklilagmamis Tip A sprematogonia ve spermatojenik kok
hiicreler igin c-kit’e ihtiya¢ olmadigi gosterilmistir ( Yoshinaga ve ark., 1991). Bir
tirozin kinaz reseptorii olan ve ligandi stem cell faktér olan c-kit’in her iki cinsin
gelisiminde etkin rol oynadigi agik¢a ortaya konmustur. Ancak c-kit’in dogum
sonrast donemde spermatogenezis slirecinde olduk¢a 6nemli bir etkiye sahip oldugu
net olarak degisik c¢aligmalarla ortaya konmustur. Erigkin testislerinde c-Kit
reseptorleri tekrar eksprese olmasina ve farklilasmamis hiicrelerin farklilagsmasina
neden olmasina karsin spermatogonial kok hiicrelerde bu reekspresyon goriilmez. Bu
sirada stem cell factor’un Sertoli hiicrelerinden artan FSH salgisina bagli olarak
eksprese oldugu goriiliir (Rossi ve ark., 2000). Yapilan deneysel baska bir ¢alismada
kan kokenli mezengimal kok hiicrelerin testis transplanti uygulamasinda i¢inde c-
kit’inde oldugu VASA, Stella, SMAD1, Dazl, GCNF, HSP90 a gibi spermatogonial
germ hiicre ve spermatogonia belirteclerinde transplantasyon sonrasi artis oldugu
ortaya konmustur. Bunun transplante olan testis dokusunun bulundugu dokuda yeni
spermatogonialar olusturdugu yoniinde bir 6ngdrii mevcuttur (Zhang ve ark., 2014).
Elde edilen sonuglar bize c-kit’in spermatogenezis siirecinde ¢ok dnemli bir reseptor
oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisyla yoklugunda veya azliginda degisik klinik
hastaliklar ve hatta infertilite karsimiza ¢ikabilir. Bununla birlikte c-kit ile ilgili net
olmayan konulardan biri Tip A spermatogonialarin farklilagsmis veya farklilagmamis
hangi tiirlinde daha ¢ok eksprese oldugu veya belirgin bir farklilik olup olmadigidir.
Calismamizda elde edilen verilere bakildiginda c-kit ekspresyonunun VASA
ekspresyonuna gore gelisimsel siliregte daha yatay bir siirec izledigi ve yavas artisin
30 giinliik rat testislerinde belirgin bir diizeye ¢iktig1 goriilmektedir. Bununla birlikte
bu artisin 20 giinliik rat testisleriyle 30 giinliik rat testisleri disinda halen ayn1t VASA
degerlendirmesinde oldugu gibi istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir. Bu
bulgular gelisimsel siirecte spermatogenesis’in bagladigi siiregten sonra giderek artan
ekspresyonun adolesan donemde bir anda belirgin derecede arttigimi ve donemin

sonunda 60 giinliik ratlarda ilerleyen yasa bagl olarak hafif olarak azalmaya
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basladigin1 gostermektedir. Calismamizda en yashi 60 giinliik ratlar oldugu icin
dogurganlik donemi dis1 veriler elde edilememistir. Bu bulgulara gdre adolesan
donemi i¢inde hem c-kit hemde VASA ekspresyonunun artmasint bu donemde
belirgin sekilde artan spermatogenezis’in bir bulgusu olarak kabul etmekteyiz.
Bununla birlikte elde edilen 151k mikroskobik bulgular gostermektedir ki bu artan
spermatogenez aniden adolesan donemde artmamakta daha postnatal 1. giinde
baslayan c-kit ve VASA ekspresyonu oldugunu gostermektedir. Bu artiglar giderek
artmakta ve adolesan donemde ¢ok belirgin diizeylere ulagsmaktadir. Bu bulgular bize
bu 2 proteinin ekspresyonunun ilerleyigini gostermekle birlikte degisen
ekspresyonlarin fizyolojik gonadal gelisim siirecine uygun olmasi bize bu 2 proteinin
bilimsel calismalarda spermatogonial germ hiicre ve spermatogonia belirteci olarak

kullanilabilmesinin uygun oldugunu gdstermektedir.
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6. SONUCLAR

Yaptigimiz ¢alismada gorildigi iizere degisik ¢alismalarda spermatogonial
germ hiicre ve spermatogonia gelisiminde rolii oldugu diisiliniilen ancak hakkinda
yapilmis caligma sayist bilhassa VASA i¢in az olan bu 2 proteinin postnatal 1.
giinliik ratlarda eksprese olmaya basladigi ve VASA’da belirgin seviyede bir artis
goriilmesine karsin c-kit’de daha yatay diizeyde ama her iki protein iginde artan yasa
bagli olarak anlamli sekilde artis gosterdigini ortaya koyduk. Elde ettigimiz veriler
bilhassa hakkinda az yaymn olan VASA basta olmak iizere her 2 protein agisinda
literatiire katki saglayacak olsa da bu aragtirmada elde ettigimiz bulgulardan biri bu 2
proteininde rat testislerinde spermatogenezis siirecinde gelisimi gosteren tanimlayici

belirtecler olarak kullanilabilecekleridir.
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7. OZET

Yenidogan Doneminden Eriskinlige Kadar Olan Donemde Rat Testislerinde
Spermatogonial Kok Hiicre Sayisinda ve Dagiliminda Goriilen Degisikliklerin

incelenmesi

Erkek genital sistemin gelisiminde, erkek iireme sistemi hiicreleri olan
spermatogonialarin gelisim siirecine spermatogenezis ad1 verilir. Spermatojenik kok
hiicrelerden spermatogonialarin olusumu intrauterin hayatta baslar. Eriskinlerde
spermatogenezisin adolesan doneminde baslatilip siirdiiriilebilmesi i¢in testislerde
yer alan spermatogonialardan yeni spermatozoalarin olusturulmasi gereklidir.
Calismamizin amaci; spermatogonial kok hiicrelerin dogumdan hemen sonraki

déneminden baslayip, ergin doneme dek farkli periodlarda gelisimlerini incelemektir.

Calismamizda 30 adet Sprague-Dawley tiirii erkek rat 5 gruba ayrildi.
Ratlarin testisleri dogumdan sonraki 24. saatte, 10. giinde, 20. gilinde, 30. giinde ve
60. giinde cikartildi. Dokular histolojik takip metodu sonrasinda hematoksilen eozin
ve immunohistokimyasal olarak c-kit ve Vasa primer antikorlarla boyanarak 1sik
mikroskobunda incelendi. Spermatogonial kok hiicrelerin goriintii analiz programi ile
sayimmlart yapilarak, spermatogonial kok hiicrelerin gelisimsel siiregte gosterdigi

degisiklikler belirlendi.

Elde edilen sonuglara gore, c-kit ve Vasa (+)’nin dogum sonrasi dénemde
eksprese olmaya bagladiklar1 ancak Vasa ekspresyonunun ilerleyen zamana bagh
hizli bir artis gostermesine karsin c-kit’de daha yatay ama giderek artan bir
ekspresyon gozlemlendi. Elde edilen bulgular spermatogenesis siireci
degerlendirmesinde bu 2 proteinin belirteg olarak kullanilabilecegini ortaya

koymustur.

Anahtar Kelimeler: Spermatogonial K6k Hiicre, Immiinohistokimya,

Spermatogenezis, C-Kit, Testis, Vasa.
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8. SUMMARY

The evaluation of the number and distribution of spermatogonial stem cells in

rat testes from neonatal to adulthood period

In the development of the male genital system, the developmental process of
spermatogonia is called spermatogenesis. The formation of spermatogonias from
spermatogenic stem cells begins in intrauterine life. In adults, new spermatozoa need
to be formed from the spermatogonia in the testes in order to start and maintain the
spermatogenesis in the adolescence period. The purpose of our work;
Spermatogonial stem cells from the immediate postnatal period to the adult period.

In our study, 30 Sprague-Dawley male rats were divided into 5 groups. The
testes of the rats were removed at the 24™ hour, 10" day, 20" day, 30" day and 60"
days after birth. After histological processing, rhe slides were stained with both
histopathologically, hematoxylin eosin and immunohistochemically stained with c-
kit and Vasa primer antibodies and examined under light microscope.
Spermatogonial stem cells were counted by image analysis program and the changes
of spermatogonial stem cells in developmental stage were determined.

According to the results obtained, a more horizontal but increasing expression
was observed in c-kit expression. Although c-kit and Vasa (+) expressions started to
become increased in postnatal period, VVasa expression showed a rapid increase
depending on the time. The results revealed that these 2 proteins could be used as
markers in spermatogenesis process evaluation.

Keywords: Spermatogonial Stem Cell, Immunohistochemistry, Spermatogenesis
C-Kit, Testes, Vasa.

51



KAYNAKLAR

Aktiimsek A, (2004). Anatomi Ve Fizyoloji (Insan Biyolojisi), 2.Baski, Nobel Yayin
Dagitim, Ankara.

April Ew, (1998). Ceviri Ed: Yildirnm M.,Nms Klinik Anatomi, Nobel Tip
Kitabevleri, Istanbul.

Arinci K, Elhan A, (2001). Anatomi, 3. Bask1 2. Cilt Giines Kitapevi, Ankara.

Beresford Wa, (1977). Lecture Notes On Histology, Blackwell Scientific Publ.
Oxford.

Bozdogan O, (2000). Fizyoloji, Palme Yaymcilik, Ankara.

Carlos J1, Carneiro J, Kelley Ro, (1993). Ceviri Ed: Aytekin Y., Solakoglu S., Temel
Histoloji, Baris Kitapevi, Istanbul.

Castrillon Dh, Quade Bj, Wang Ty, Quigley C, Crum Cp, (2000). The Human Vasa
Gene Is Specifically Expressed In The Germ Cell Lineage, Current Issue,
Volume 97(17).

Conrad S, Renninger M, Hennenlotter J, Wiesner T, Just L, Bonin M, Aicher W,
(2008). Generation Of Pluripotent Stem Cells From Adult Human Testis,
Nature 513(172).

Cimen V, (2009). Fizyoloji Histoloji & Embriyoloji, Ozkan Matbaacilik, Ankara.

Dagdeviren A, Biricik Ss, (2007a). Fizyoloji Histoloji-Embriyoloji, 3.Baski, Kelebek
Matbaacilik, Istanbul.

Dagdeviren A,Biricik Ss, (2007b). Fizyoloji Histoloji-Embriyoloji, 3. Baski,
Klinisyen, Istanbul Tip Kitabevleri.

Demir R, (1995). Insanin Gelisimi Ve Implantasyon Biyolojisi, Palme Yaymcilik,
Ankara.

Dere F, (1999). Anatomi Atlast Ve Ders Kitabi, 2. Cilt, Nobel Tip Kitabevleri,
Adana.

Drake Rl, Vogl W, Mitchell Awm, (2011). Ceviri Ed: Yidirim M., Grays Anatomi
Tip Fakiiltesi Ogrencileri I¢in, 2.Baski, Giines Tip Kitapevi.

Erbengi T, (1985). Histoloji I1, Beta Basim Yaym Dagitim A.S, Ankara.

52



Erkocak A, (1982). Ozel Histoloji, 4.Baski, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Basimevi, Ankara.

Esrefoglu M, (2009). Ozel Histoloji, Medipress Matbaacilik, Malatya.

Gartner Lp, Hiatt J1, (2009). Ceviri Ed: Dagdeviren A., Miiftiioglu Fs., Karabay G.,
Renkli Histoloji Atlasi, 4. Baski, Giines Tip Kitabevleri, Ankara.

Govsa Gokmen F, (2003). Sistematik Anatomi, Izmir Giiven Kitabevi, Izmir.
Guyton Ac, Hall Je, (2006). Ceviri Editorleri: Cavusoglu H., Caglayan Yegen B.,
T1bbi Fizyoloji, 11.Basim, Yiice Yayimlar1 A.S & Nobel Tip Kitabevleri.

Hess Ra, Franca Lr, (2008). Spermatogenesis And Cycle Of The Seminiferous
Epithelium In: Molecular Mechanisms In Spermatogenesis (Ed: Cheng Cy).
Landes Bioscience And Springer Science+Business Medicine Llc, Texas Usa.
P:1-14.

Junqueira Lc, Carneiro J, (2006). Ceviri Ed: Aytekin Y., Solakoglu S., Temel
Histoloji, Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul.

Karaoz E, (2002). Ozel Histoloji, Sdii Basimevi.

Karateke H, (2013). Ratlarda Postnatal Dénemde Testis Dokusu Ile Kan Testis
Bariyerinin ~ Gelisiminin ~ Histomorfometrik Ve Immunohistokimyasal
Degerlendirilmesi, Afyon Kocatepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Anatomi (Tip) Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi-Afyonkarahisar.

Kayali H, Satiroglu G, Tasyiirekli M, (1992). insan Embriyolojisi, 7. Baski, Alfa
Basin Yayin Dagitim.

Kierszenbaum Al, (2006). Ceviri Editorii: Demir E., Histoloji Ve Hiicre Biyolojisi
(Patolojiye Giris), Palme Yayincilik, Ankara.

Kim Jy, Jung Hj, Yoon Mj, (2015). Vasa (Ddx4) Is A Putative Marker For
Spermatogonia, Spermatocytes And Round Spermatids In Stallions, Reprod
Domest Anim, Dec;50(6):1032-8.

Kuran O, (1983). Sistematik Anatomi, Filiz Kitabevi.

Marieb En, Mallatt Jb, Wilhelm Pb, (2008). Human Anatomy, Fifth Edition, Wm. C.
Brown Publishers.

Mclaughlin Dp, Stamford Ja, White Da, (2007). Cev. Ed: Aktiimsek A.,

Human Physiology (insan Fizyolojisi), 1.Bask1, Nobel Yayin Dagitim, Ankara.

53



Moore KIl, Dalley Af, (1995). Clinically Oriented Anatomy, Williams & Wilkins, Int
Ed. 1995. lgili Boliim No: 3 (The Pelvis And Perineum, Sayfa: 278-281, 307-
313)

Moore Kl, Persaud Tvn, (2002). Ceviri Editérii: Yildirnm M., Dal¢ik H., Okar 1.,
Insan Embriyolojisi, 6. Ingilizce Baskidan Ceviri, Nobel Tip Kitapevleri,
Istanbul.

Nayemia K, Nolte J, Michelmann Hw, Lee Jh, Rathsack K, Drusenheimer N Et Al.
(2006). In Vitro-Differentiated Embryonic Stem Cells Give Rise To Male
Gametes That Can Generate Offspring Mice, Developmental Cell, Volume 11,
125-132.

Noyan A, (1993). Ureme Fizyolojisi, Fizyoloji, 8. Baski, Meteksan Anonim Sirketi.

Ovalle Wk, Nahirney Pc, (2009). Ceviri Ed: Miiftiioglu S., Kaymaz F., Atilla P.,
Netter Temel Histoloji, Giines Tip Kitapevi, Ankara.

Ozden M, (2003). Anatomi Ve Fizyoloji, Ankara.

Paker S, (1993). Histoloji, 2. Baski, Bursa Uludag Universitesi Basimevi.

Petorak 1, (1986). Medikal Embriyoloji,Beta Basim.

Rossi P, Sette C, Dolci S, Geremia R, (2000). Role Of C-Kit in Mammalian

Spermatogenesis, J Endocrinol Invest,Oct;23(9):609-15.

Sadler Tw, (2005). Ceviri Editorii: Basaklar Ac., Langman Medikal Embriyoloji, 9.
Baski, Palme Yayincilik, Aayincilik, Ankara.

Sancak B Ve Cumhur M, (2008). Foksiyonel Anatomi (Bas-Boyun Ve i¢ Organlar),
4.Baski1,0dtii Yayincilik, Ankara.

Schrans-Stassen Bh, Van De Kant Hj, De Rooij Dg, Van Pelt Am, (1999).
Differential Expression Of C-Kit in Mouse Undifferentiated And
Differentiating Type A

Spermatogonia, Endocrinology, Dec;140(12):5894-900.

Snell Rs, (2004). Ceviri Editorii: Yildinm M., Tip Fakiiltesi Ogrencileri Igin
Fonksiyonel Anatomi, 6. Edisyon, Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul.

Seftalioglu A, (1998). Genel & Ozel insan Embriyolojisi, 3. Baski,

Tip&Teknik Yayincilik, Ankara.

54



Tanaka Ss, Toyooka Y, Akasu R, Fuku1 Yk, Nakahara Y, Suzuki R Et Al (2000).
The Mouse Homolog Of Drosophila Vasa is Required For The Development
Of Male Germ Cells, Genes Development, 14:841-853.

Tekelioglu M, (1995). insan Uremesi Ve Gelismesi, Dumat Ofset Matbaacilik.

Tekelioglu M, (2002). Ozel Histoloji, ince Yap1 Ve Gelisme, Antip A.S. Yaynlari.

Tosun M, (1998). Insan Gonadlarmin Intrauterin  Gelisiminin Histolojik
Degerlendirilmesi, Selguk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji
Embriyoloji Tip Anabilim Dali, Doktora Tezi-Konya.

Williams PI, Bannister Lh, Berry Mm, Collins P, Dyson M, Dussek Je Et Al (1989),
Grays Anatomy, 37th Edition, Edinburgh: Churchill Livingstone, Wiley.

Xia W, Mruk Dd, Lee Wm, Cheng Cy, (2005). Cytokines And Junction
Restructuring During Spermatogenesis-A Lesson To Learn From The Testis.
Cytokine Growth Factor Rev. Aug- Oct;16(4-5):469-493

Yildirim M, (2012). insan Anatomisi, Yedinci Bask1, Nobel Tip Kitapevi.

Yoshinaga K, Nishikawa S, Ogawa M, Hayashi S, Kunisada T, Fujimoto T Et Al.
(1991). Role Of C-Kit In Mouse Spermatogenesis: Identification Of
Spermatogonia As A Specific Site Of C-Kit Expression And Function,
Development, Oct;113(2):689-99.

Zhang D, Liu X, Peng J, He D, Lin T, Zhu J, et Al (2014), Potential
Spermatogenesis Recovery With Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells In
An Azoospermic Rat Model. Int J Mol Sci. Jul 24;15(8):13151-65.)

55



OZGECMIS
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hemsire olarak goreve basladim. 1999-2011 yillar1 arasinda Afyon Kocatepe
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde hemsire ve sorumlu hemsire
olarak farkli birimlerde gorev yaptim. Bu arada mesleki tecrilbemi artirmak adina
ulusal ve uluslararas1 kongrelere katildim. 2011’den bu giine Afyonkarahisar Halk

Saglig1 Midiirligii’nde gorev yapmaktayim.
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