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OZET

Bu calismada, eriskin sicanlara akut ve kronik uygulanan kisspeptinin testis
dokusundaki etkilerinin 151k ve elektron mikroskopik ve biyokimyasal olarak
incelenmesi amag¢lanmustir.

Hipofizden LH ve FSH salgilanmasini uyaran ¢ok giiglii bir ndropeptit olan
kisspeptin, bu etkisini GnRH diizeylerini artirarak yapmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalarda ergenlige geciste kimyasal Opiiciik olarak tanimlanan kisspeptinin
tireme islevlerine etkili oldugu bildirilmektedir.

Caligsmada, 1 giin serum fizyolojik (SF), 5 giin SF, 13 giin SF, 1 giin Kisspeptin-10, 5
giin Kisspeptin-10, 13 giin Kisspeptin-10, 13 giin Kisspeptin-10 uygulamasinin
ardindan 7 giin uygulama yapilmadan bekletilen olmak iizere toplam 7 grup
olusturuldu. Ayri1 olan SF gruplari tek bir kontrol grubu olarak degerlendirildi. 1 ve 5
giinlik uygulamalar akut, 13 giinliik uygulama kronik olarak kabul edildi.
Kisspeptin-10, 50nmol dozunda intraperitoneal (i.p.) olarak giinde 1 defa uygulandi.
Kisspeptin ve GPR54’tin testis dokusundaki ekspresyonu immiinfluerosan
mikroskobunda incelendi. Isik mikroskopik incelemeler i¢cin Hematoksilen-Eozin,
PAS (+), Masson Trikrom boyamasi, proliferasyonu tanimlamak i¢in Ki 67,
apoptotik hiicreleri tanimlamak i¢in TUNEL immiin boyamalar1 yapildi, serumda
testosteron diizeyleri ELISA ile o6lgiildii. Testis dokusunun ince yapisi
degerlendirildi. Kontrol grubuna gore akut donemde testosteron seviyesi artarken,
kronik uygulamada bu seviye azaldi. Spermatogenetik hiirelerde Ki-67 (+) hiicre
sayist kontrol grubuna gore tiim gruplarda artis gostermesine ragmen, bekletilen
grupta azaldi. TUNEL yontemi ile belirlenen apoptotik hiicre sayisi, kontrol grubuna
gore akut donemde azalma gosterirken, kronik donem uygulamalarinda anlamh
olarak artmigti. Testis agirligt ve tiiblil ¢aplarinda anlamli farklilik gézlenmedi.
Elektron mikroskopik incelemelerde, kontrol grubunda seminifer tiibiil epiteli normal
goriinimde saptandi. Akut uygulama gruplarinda (1-5) seminifer tiibiil epitelinde,
bazal membran iizerinde apoptotik hiicreler, Sertoli hiicre ve spermatogonium
sitoplazmasinda krista yapilarinda erime olan mitokondriyonlar tespit edildi. Kiss (5)
grubunda, spermatik kord hiicre serileri arasindaki baglanti birimlerinde olusan
dejenerasyon sonucu spermatogenetik hiicreler arasinda agikliklar goriildii. Kiss (13)
grubunda ise seminifer tiibiil epitelinin bazal bélgesinde apoptotik hiicreler gozlendi.
Kiss (13+7) grubunda tiibiil hiicreleri genellikle normal yapida gozlenirken, bazalde
yer alan bazi koyu spermatogonyumlarin sitoplazmasinda vakuolizasyon goriildii.
Tiim deney gruplarinda intertisyal dokuda aktif Leydig hiicreleri saptandi.

Sonug olarak, yapilan bu deneysel ¢aligmada kisspeptin-10'un seminifer tiibiillerde
akut ve kronik uygulama donemlerinde hiicre proliferasyonunu artirdigi, kisspeptinin
kesilmesiyle birlikte proliferasyonun ve testosteron seviyesinin azaldigi, apoptozisin
arttig1 tespit edilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Kisspeptin, Testis, Spermatogenesiz, Apoptozis



ABSTRACT

In this study, it is intended to investigate the effects of acute and chronic
administration of Kisspeptin on testis tissue by biochemical methods, light and
electron microscopy.

Kisspeptin is a very strong neuropeptide inducing the LH and FSH secretion from the
hypophysis and shows this effect by increasing the level of GnRH. In the recent
studies, Kisspeptin known as a “chemical kiss” has been reported to be effective
about the reaching puberty.

In this research, seven groups were formed as 1 day saline (SF), 5 days SF, 13 days
SF, 1 day Kisspeptin-10(Kiss-10), 5 days Kiss-10, 13 days Kiss-10, 7 days waiting
period after 13 days. The different SF groups were assessed as a control group, both
1 and 5 days adminstration as acute group, 13 days as chronic group. 50 nmol Kiss-
10 was treated intraperitoneal (i.p.) one time in a day. Expression of Kisspeptin and
GPR54 in the testis tissue was examined with immunfluerosans microscope.
Hematoxylene- Eosine, PAS (+), Masson Trichrome staining, Ki-67
immunohistochemistry staining for defining proliferation, TUNEL immunreaction
for apoptosis staining were performed for light microscopical evaluations. The level
of testosterone was measured in serum by ELISA. The ultrastructure of testis tissues
were evaluated.

In the Kisspeptin group, the level of testosterone increased in acute period,
decreased in chronic period compared to controls. Although the spermatogenetic
cells stained with Ki-67 increased according to control group, these decreased in
(13+7) group. The number of apoptotic cells defined with TUNEL decreased in
acute group according to control, increased in chronic period. There was no
differences about testis weight and diameter of tubules. In electron microscopic
observation, seminifer tubule epithelium was normal appearance in control groups.
In acute groups (1-5 days), apoptotic cells on the basement membran and epithelium
of the seminifer tubule and also mitochondrial crystalisis in Sertoli cells and
spermatogonium cytoplasm were determined. In 5 days Kiss group, the spaces
among the spermatogenetic cells caused by degeneration of the connection units of
spermatogenetic cord cell line were observed. In 13 days Kiss group, apoptotic cells
were determined at the basal region of the seminifer tubule epithelium. In (13+7)
group, as the tubule cells were observed in normal structure, vacuolization was
determined in the cytoplasm of the dark spermatogonium placed in basal. In all
experiment groups, active Leydig cells were situated in interstitial tissue.

As a result, Kisspeptin-10 used in this study increased proliferation in seminifer
tubule in acute and chronic adminstration groups. When it gave up, testosteron level
and proliferation decreased, apoptosis increased.

KEY WORDS: Kisspeptin, Testis, Spermatogenesis, Apopitosis
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABP: Androjen baglayici protein
AMH: Antimiillerian hormon

CPP: Central precocious puberty
DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole
DER: Diiz endoplazmik retikulumu
DNA: Deoksiriboniikleik asit

FSH: Folikiil uyarici hormon

GER: Graniilli endoplazmik retikulumu
GnRH: Gonadotrop salgilatict hormon
GPR54: G-protein-coupled receptor-54
GPR54-/-:  GPR54 eksikligi

GSI: Gonadosomatik indeks yiizdesi
GTN: Gestasyonel trofoblastik neoplazma
hCG: Insan koryonik gonadotropin
HCI: Hidroklorik asit

HPG aksi:  Hipotalamik-Pituiter-Gonadal aks1
i.c: Intraserebral

i.cv: Intraserebroventrikiiler

ip: Intraperitoneal, karin igi

iv: Intravendz, damar ici

Kiss-1: Kisspeptin

Kiss-1r: Kisspeptin reseptorii, GPR54
Kiss-10: Kisspeptin-10

Kiss(1) grup: 1 giin Kisspeptin-10 uygulanan grup

Kiss(5) grup: 5 giin Kisspeptin-10 uygulanan grup

Kiss(13) grup: 13 giin Kisspeptin-10 uygulanan grup

Kiss(13+7) grup: 13 giin Kisspeptin-10 uygulandiktan sonra 7 giin uygulama

yapilmayan grup
LH: Luteinlestirici hormon
MIS: Miillerian inhibitér madde
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MSS:

0sOy:

PAS:
PBS:
PCR:
s.c:
SRY:
SSS:
TBF:
TDF:
TdT:

Merkezi Sinir Sistemi
Osmiyum tetroksit

Periodik asit Schiff
Phosphate Buffered Saline
Polimeraz zincir reaksiyonu
Subkutan, deri alt1

Sex determining region
Santral sinir sistemi

Testis belirleyici faktor
Testis determining factor

Terminal deoksinukleotidil transferaz
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Spermiyogenezin sematik gosterimi.

Seminifer tubul ve interstisyel bag dokusunun sematik goriiniimii.
Gruplara ait testis agirliklar.

Gruplara ait tiibiil caplart.

Ki-67 (+) boyanan hiicrelerin gruplara gore dagilimi.

TUNEL (+) boyanan hiicrelerin gruplara gore dagilimi.

Serum testosteron diizeylerinin gruplara gére dagilima.
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Kontrol grubuna ait testis dokusunun yari ince kesiti. Toluidin mavisi,
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1. GIRIS

Kisspeptinler, KiSS-1 geni (1q32) tarafindan kodlanan bir néropeptid
ailesidir. Bu genin iirlinii 6nciil kisspeptin, 145 amino asit i¢eren Kiss-1 proteinidir.
Kiss sozcuglindeki “ss” takis1 supresor diziyi (suppressor sequence) ifade etmektedir
ve bu gen bolgesi Hershey, Pensilvanya’da kesfedildigi i¢in bu yérenin meshur Kiss
cikolatasina ithafen “Ki” oneki getirilerek gene Kiss-1 geni adi verilmistir (Lee ve
ark., 1996; Lee ve Welch, 1997; Lee ve ark., 1999). Kisspeptin hipotalamusta arkuat
niikleus ve anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekte yer alan ndronlardan
gonodotroplarin etkisi altinda sentezlenmektedir. Kisspeptin heniiz tam olarak
tanimlanmamis homeostatik ve ndéroendokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (Mikkelsen ve ark., 2009). Kisspeptinin bilinen Kisspeptin-10,
Kisspeptin-13, Kisspeptin-14, Kisspeptin-52, Kisspeptin-54 tiirevleri bulunmaktadir
(Thompson ve ark., 2006). C- terminal dekapeptidini i¢eren biitiin bu formlarindan
biri olan kisspeptin-10 kiiltiire edilmis insan trofofoblast hiicrelerinden salinmaktadir
(Bilban ve ark., 2004). Reseptorii ise G Protein Coupled Receptor-54 (GPR54)’diir,
genellikle KISS-1/GPR54 sistemi olarak tanimlanmaktadir (Shahed ve Young,
2009). Metastin olarak da bilinen KISS-1, ilk olarak meme kanserinde ve melanom
hiicrelerinde tumor baskilayic1 gen olarak tanimlanmistir (Lee ve ark., 1996).
Kisspeptin’in fizyolojik kosullarda santral sinir sistemi (SSS) ile birlikte testis,
ovaryum, pankreas, barsaklar, karaciger, kalp, akciger, kas, bobrek ve en yogun
olarak da plasentada sentezlendigi gosterilmistir (Kuohung ve ark., 2006; Yilmaz B,.
2006). GPR54 ise sigan ve insanin MSS ile periferal dokularinda eksprese olur (Muir
ve ark., 2001, Lee ve ark., 1999), GPR54 mRNA ise en fazla hipotalamus ve
amigdalada olmak tiizere si¢an beyninde eksprese olmaktadir. Hipotalamusta arkuate
nukleusta, lateral hipotalamik alanda ve dorsomedial nukleusta yogun oldugu
gbozlenmistir (Lee ve ark., 1999). Periferde ise, en fazla hipofiz, plasenta ve

pankreasta eksprese olur (Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001).

PCR c¢alismalar1 ile GPR54’iin hipofiz bezinde varligi gosterilmistir ve
kisspeptin adenohipofiz hiicrelerine etki etmek i¢in hipofizal portal kana

salinmaktadir (Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001). Kisspeptinler hipofizden



LH ve FSH salgilanmasini uyaran ¢ok giiclii bir ndropeptitdir ve bu etkisini GnRH
tizerinden yapmaktadir (Mikkelsen ve ark., 2009). Gonodotropinler vertebralilardaki
sekstiel olgunlasma ve iliremeden sorumlu ana diizenleyici hormondur (Hofmann,
2006). GnRH sekresyonunu yapan noronlarin aktivasyonu ergenlik doneminde
baslamaktadir. Hipotalamusta sentezlenen bu hormon, Hipofizden FSH (folikiil
stimulan hormon) ve LH (luteinizan hormon) salinmasini uyarmakta ve gonadlari
aktiflestirmektedir (Kuohung ve ark., 2006). Disilerde FSH, overlerde ovarian
follikiillerin gelisimini ve follikiiler hiicrelerden Ostrojen salgilanmasini uyarirken,
LH sekonder oositte I. mayotik bdliinmenin tamamlanmasini, ovulasyonun
tetiklenmesini ve olusan korpus luteumdan progesteron salgilanmasini saglamaktadir
(Vicdan ve Isik, 1999). Erkeklerde ise LH, Leydig hiicrelerini uyararak testosteron
sekresyonunu artirir. FSH ise Sertoli hiicrelerinden Androjen Baglayici protein
(ABP) ve Inhibin salgilanmasini uyararak spermatogenezisi etkilemektedir
(Koseoglu, 2005). Bu yol bircok memeli tiirlinde iyi bir sekilde tanimlanmis
olmasina ragmen On beyindeki bu islevi baslatan molekiiler ve hiicresel olaylar,
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Son yillarda yapilan calismalarda ergenlige
geciste kimyasal Opliciik olarak tanimlanan Kisspeptinin  etkili oldugu
bildirilmektedir
(http://www.guardian.co.uk/life/science/story/0,12996,1539767,00.html). ~Seminara
ve ark., farelerdeki Gpr54 geninin delesyonu sonucunda farelerin ergenlige
gecemedigini gostermislerdir (Seminara ve ark., 2003). Kiss-/ geni bulunmayan
knockout farelerde, hipogonadizm tespit edilmistir. GPR54 knockout farelerde
(GPR54—/—) anormal seksual gelisim ve dolasimda gonadotropinin diisiik
konsantrasyonlarda oldugu gozlenmistir (Funes ve ark., 2003; Seminara ve ark.,
2003). GPR54 sinyalinin kesilmesi kemirgenlerde ve erkeklerde hipogonadotropik
hipogonadizme sebep olurken (Seminara ve ark., 2003; Funes ve ark., 2003;
Kinoshita ve ark., 2005; Semple ve ark., 2005) ve endojen hipotalamik kisspeptin
signallerinin engellenmesi de proestrus LH dalgasini 6nler ve dstrus siklusunu inhibe
eder (Kinoshita ve ark., 2005). Bu bulgular, farelerde ve insanlarda GPR54
reseptOriiniin lireme fonksiyonunda esansiyel bir roliiniin oldugunu ve ergenlige
geciste molekiiler bir koridor gibi davrandigini gostermektedir (Vicdan ve Isik, 1999;
Tena- Sempere, 2006).



Bu bilgiler 1s181inda, farkli siirelerde intraperitonel uygulanmasinin testis
dokusunda spermatogenezis, Leydig hiicreleri {izerindeki etkileri 151k ve elektron
mikroskop diizeyinde incelenmesi amaglanmistir. Testis dokusunda kisspeptinin
(Kiss-1) ve reseptoriiniin (Kiss-1r-GPR54) ekspresyonu, hiicrelerdeki proliferasyona
ve apoptozise etkileri konusunda elde edilecek sonuglar kisspeptin-lireme iliskisine
ait bilgilere katki saglayacaktir, spermatogenezis bozukluklarinin tedavisine yonelik

yapilacak calismalara kaynak olusturacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Anatomisi

Funiculus spermaticus’a asili durumda bulunan testis’ler, sagli sollu bir ¢ift
olup, scrotum’un i¢inde bulunurlar. Testisler, uzun eksenleri yukaridan asagiya olup,
yanlardan hafif basik ovoid organlardir. Beyaz goriiniimlii ve kendine 6zgii bir
sertlige sahip olan testislerin biiyiikliikleri kisiden kisiye degismekle birlikte,
ortalama 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde, 2-3 cm kalinliginda ve 20-30 gr
agirhigindadir. Testisler yaklasik ayni biiyiikliikte olmalarina karsin, yapisal olarak
sol testis sagdakine gore biraz daha asagida yer alir. Ayrica sag testis sola gére % 10
daha agirdir. Sicakliklar1 viicut sicakligindan 3- 4°C daha diisiiktiir (Ozan, 2004;
Snell, 1998).

Testisin facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizii; margo
anterior ve margo posterior olmak iizere iki kenari; extremitas superior ve
extremitas inferior olmak iizere iki ucu vardir. Testislerin uzun eksenleri tam
vertikal yonde bulunmaz. Ust ucu biraz dnde ve dista, alt ucu ise biraz arkada ve icte
bulunur. Konveks 6n kenar1 biraz da disa-asagi dogru, daha diizce olan arka kenari
da, biraz yukari-ige dogru bakar. Buna gore uzun ekseni yukaridan-asagiya, distan-
ice ve dnden-arkaya dogru meyilli olarak bulunur. Testisin 6n kenari, her iki yiizii ve
uclar1 diiz ve konveks olup, visseral periton(epiorchium) ile kaplidir. Arka kenarinin
sadece lateral kismi peritonla oOrtiiliidiir. Peritonsuz olan medial bdoliimiine,
epididimis tutunur ve buradan damar-sinirleri ve kanallar1 gecer (Ozan, 2004; Snell,
1998).

Yapisi: Testis lamina visceralis (epiorchium), tunica albuginea ve tunica
vasculosa olmak iizere ii¢ tabaka ile sarilmustir:

Tunica vaginalis testis, fascia spermatica internanin ig, testisin dig yiiziini
saran serdz zardir (peritoneum). Embriyolojik dénemde karin boslugunu doseyen
parietal periton scrotuma dogru bir cep seklinde ¢ikinti gonderir. Saccus vaginalis
denilen bu ¢ikinti, scrotumun tabakalarindan en icte bulunan fascia spermatica
internaya gevsek olarak yapisir. Daha sonra periton kesesinin disinda scrotuma inen
testis, saccus vaginalise arka tarafindan gomiilerek peritonla kaplanir. Bdylece

saccus vaginalisin, bir testisi orten lamina visceralis (epiorchium) kismi, bir de



fascia spermatika internaya yapisan lamina parietalis (periorchium) kismi olusur.
Eriskinlerde bu iki yapraga tunica vaginalis testis denilir. Saccus vaginalisin testisin
ist ucundan anulus inguinalis profundusa kadar olan boliimii, kapanarak bir kordon
seklini alir ve karin boslugu ile arasinda kalan kilcal araliga ise cavum serosum
scroti denilir ve icinde eklem sivisina benzer, bir miktar kaygan sivi bulunur (Ozan,
2004; Snell, 1998).

Lamina visceralis (epiorchium), epididimisin biiyiikk kismi ile arka
kenarinin medial boliimii harig, testisi rter ve bu iki olusumu birbirine baglar. Testis
ve epididimisin arka kenarlarindan, lamina parietalis olarak fascia spermatica
internanin i¢ yiizine gecer. Epididiymisin bas kismini testisin iist ucuna baglayan
tunica vaginalis boliimiine lig. epididymis superius, kuyruk kismini testisin alt
ucuna baglayan tunica vaginalis boliimiine ise lig. epididymis inferius denilir (Ozan,
2004; Snell, 1998).

Lamina parietalis (periorchium ), peritoneumun fascia spermatica internay1
doéseyen kismidir. Funiculus spermaticusun 6n ve i¢ kisminda yukariya dogru biraz
uzar. Bu nedenle lamina visceralisden daha genistir. Lamina parietalisin i¢ yiizii
diizdiir ve mezotel ile kaplhidir (Ozan, 2004; Snell, 1998).

Saccus vaginalisin oblitere olan iist boliimii, genellikle gevsek bag dokusu
icinde bir kordon seklinde goriiliir. Bazen karin boslugunu déseyen peritonu, tunica
vaginalis testise baglayan bir bant seklinde goriiliir. Bazen de, yavas yavas kaybolur.
Bazen oblitere olmaz ve bunun sonucu olarak, karin boslugu ile cavum stroti
birbirleriyle baglantili olur. Bu gibi durumlarda bir nevi indirekt fitik olmus sayilir
(Ozan, 2004; Snell, 1998).

Tunica albuginea: Testisi saran mavimsi-beyaz renkli, sik1 yapili fibr6z bir
tabakadir. Bu tabakayi olusturan beyaz fibroz demetler, farkli yonlerde uzanarak
birbiri i¢ine girerler. Tunica albugineayi, arka kenar1 hari¢ olmak {izere, distan tunica
vaginalis testisin lamina visceralisi (epiorchium) orter. Peritonun bulunmadig: arka
kenara epididimis tutunur ve buradan testisin damar sinirleri girip ¢ikar. Tunica
albuginea, arka kenarda testisin i¢ine dogru kalin ve vertikal yarim bir bdlme
seklinde uzant1 gonderir. Bu bdlmeye mediastinum testis (corpus Highmori)
denilir. Yarim bdlme seklindeki bu yapi, testisin iist ucundan alt ucuna kadar uzanir

ve yukar1 kismi daha genistir. Mediastinum testisin 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan



bolmeler, testisi saran tunica albugineaya tutunurlar. Septula testis denilen bu
bolmeler testisi piramit seklinde bosluklara ayirir. Tabani1 perifere, tepesi ise
mediastinum testise bakan bu bosluklarda tubuli seminiferi contorti ve tubuli
seminiferi recti denilen tlip seklindeki bezler bulunur. Mediastinum testisten
damarlar ve kanallar girip ¢ikarlar (Ozan, 2004; Snell, 1998).

Tunica vasculosa: Tunica albugineanin i¢ yiiziinde bulunan damar agi
tabakasidir. Damarlar arasinda kalan araliklar1 da gevsek bag dokusu doldurur.
Tunica vasculosa tunica albugineanin i¢ yiiziinii ve tim bolmelerin yiizlerini doser.
Boylece, testisin i¢indeki tiim lobuli testisi de sarmis olur. Sayilar1 200-300 arasinda
degisen ve lobuli testis denilen bez kiimelerinin biiytikliikleri, bulunduklar1 yere gore
farklidir. Testisin ortasinda bulunanlar daha biiyiik ve uzundurlar. Her bir lobguk, 1
ile 3 veya daha fazla kivrintili seyirli tubuli seminiferi contorti tiibiillerini icerir.
Bu tiipler kor bir ugla baglar ve tiipler arasinda gevsek bag dokusu bulunur. Bu
tiipler, bir testiste yaklasik olarak 400-600 tanedir, uzunluklar1 70 ile 80cm, ¢aplar1
da 0,1 ile 0,3mm kadardir. Lobguklarin mediastinum testise bakan tepe kisimlarinda
bu borularin seyri gittikge diizlesir ve birbirleriyle birleserek sayilari 20 ile 30’a iner.
Tubuli seminiferi recti denilen bu tiiplerin, ¢aplar1 da genisleyerek 0,5mm olur.
Tubuli seminiferi rectiler mediastinum testisin fibroz dokusu i¢ine girerek arkaya ve
yukari dogru uzanir. Bu kanallar seyri esnasinda birbirleriyle anastomoz yaparak rete
testis (Haller ag1) denilen ag1 olustururlar. Rete testis, mediastinum testisin iist
boliimiinde sayilart 12 ile 15 arasinda degisen kanallar sekline doniisiir. Ductuli
efferentes testis denilen bu kanallar, testisin arka kenarmin iist kisminda, tunica
albugineay1 delerek disar1 ¢ikarlar. Disar1 ¢ikan kanallar 6nce diiz olarak uzanir, daha
sonra kalinlagsarak kivrintili bir seyirle lobguklari olustururlar. Lobuli coni
epididymidis denilen bu lobguklarin yiikseklikleri yaklagik 1cm dir. Bunlarin tepe
kisimlari testise, taban kisimlari ise epididimise bakar. Her bir lobguk a¢ildigi zaman
boyu 15-20cm yi bulan tek bir kanaldan olustugu goriiliir (Bazen 1 ile 3 vaya daha
fazla kanaldan olusabilir). Caput epididimisi, sayilar1 12 ile 15 arasinda degisen
lobuli coni epididydimis ve bunlarin acildigi ductus epididymidisin baslangi¢
kismi olusturur. A¢ildig1 zaman yaklasik 6m uzunlugunda olan ductus epididimis,
testisin arka kenarinda kiimeler olusturarak corpus epididydimis ve cauda

epididydimis’i olusturur. Epididimisin kivrimlarin1 gevsek bag dokusu, birbirine



baglar. Epididimis’de, spermiumlar depo edilir ve olgunlagsmasimin son safhasini
tamamlar (Ozan, 2004; Snell, 1998).

Testis ve epididimis, aorta’nin dali olan a. testicularis’den beslenirler. Testis
ve epididimisin venleri ise, once funiculus spermaticusu saran bir ag seklinde plexus
pampiniformisi, daha sonra da birbirleriyle birleserek, v. testicularisi olustururlar.
Bunlarin da sag taraftaki v. cava inferiora, sol taraftaki v. renalis sinistraya acilir.
Lenfatik drenaji yiizeyel ve derin olmak iizere iki grupta toplanir. Yiizeyde olanlar
tunica vaginalis’in yiizeyinde, derindeki ise epididimis ve testisin i¢inde bulunur.
Bunlar 4 ile 8 damar seklinde funiculus spermaticus ile birlikte karin bosluguna
girerler. V. testicularisi takip ederek aortanin 6n ve yan tarafindaki lenf nodiillerine
acilirlar. Sinirlendirilmesi, T10.-11. medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanan
simpatik lifler, damarlarinin ¢evresindeki pleksuslar araciligr ile saglanir (Ozan,

2004; Snell, 1998).

2.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda
belirlenmis olmasina ragmen, erkek ve disi morfolojik karakteristikleri, embriyonik
7. haftaya kadar gelisime baslamazlar. Cinsiyetin ikiye ayrilmasindaki esas anahtar,
cinsiyeti belirleyen bolgesinde (sex determining region=SRY) testis belirleyici
faktor (testis determining factor=TDF) genini tasiyan kromozomudur (Sekil 2.1).
Bu faktoriin varligi veya yoklugu, gonad farklilanmasi tizerinde dogrudan etkilidir

(Sadler, 1996).

Sekil 2.1: SRY proteiniyle DNA mnin birlesmesi DNA nm 70-80 derecelik
kivrilmasina sebep olabilir. Siyah yapt SRY proteinin HMG box 1n1 gosterir. Kirmizi
sarmal SRY tarafindan sarilmis DNA ikili heliksidir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK9967/ , erisim tarihi 01.07.2011).



Genital sistem erken donemde her iki cinste birbirine benzer, bu nedenle
genital sistemin gelisiminin baslangic evresi “seksiiel gelisimin farklanmamis
sathas1” olarak adlandirilir. Gonadlar (testisler ve overler) ii¢ kaynaktan koken alirlar
(Sekil 2.2);

e Posterior abdominal duvarin mezotel dosesi (mezodermal epitel)

e Altindaki mezengim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hiicreleri
5. haftada ortaya ¢ikan gonadal gelisimin ilk safhalar1 ile birlikte, mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki
mezensimin yogunlagmasi ile mezonefrozun medialinde gonadal kabariklik (genital)
olusur. Parmak seklindeki primer seks kordonlar1 denilen epitelyal kordonlar, alttaki
mezengim icerisine dogru kisa siirede biiyiirler. Farklanmamis gonad artik, dista yer
alan bir korteks ve igte yer alan bir medulladan olusmaktadir. Eger embriyo XY seks
kromozomunu igermekteyse, medulla testise farklanir; korteks bir takim kalintilari
disinda geriler dejenere olur. Embriyo XX seks kromozomuna sahip ise
farklanmamis gonadin korteksi overe farklilagir medullas: geriler (Moore ve Persaud,
2008).

Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabarikliklar i¢inde germ hiicreleri
mevcut degildir. Primordial germ hiicreleri, insan embriyosunda gelisimin erken
evrelerinde, vitellus kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri
arasinda ortaya ¢ikarlar. Ameboid hareketlerle, son bagirsagin mezenterinin dorsali
boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada
primordial germ hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerler ve primer seks
kordonlarina dahil olurlar. Kabarikliklara ulasamadiklar1 takdirde, gonadlar
gelisemez. Gonadlarin over veya testise farklanmasinda, primordiyal germ

hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir (Sadler, 1996; Moore ve Persaud, 2008).
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Sekil 2.2: Farklilasmamis gonadlarin sematik gosterimi (Gilbert, 2000).

2.2.1. Testislerin gelisimi

Testis belirleyici faktor (TBF) kodlayan Y kromozomunun etkisiyle, primitif
cinsiyet kordonlar1 ¢ogalmaya devam ederler, testis veya medullar kordonlari
olusturmak {izere, medullanin i¢ kesimlerine dogru ilerlerler, kordonlar burada
dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis olusur. Yedinci

haftada ortiicii epitel ile kordonlar arasinda mezensim kalinlasmasi meydana gelir.



Bu tabaka, ileride tunica albuginea’ y1 yapacaktir. Seks kordonlarinin [seminifer
(testikiiler) kordonlarin] kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten
sonra, ylizey epiteli ile iliskilerini kaybederler ve gonadin i¢ini tamamen doldururlar.
Tunica albuginenin 12. haftada gelisimi, fotusta testikiiler gelisim i¢in oldukca
karakteristiktir. Genisleyen testis asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir
ve kendi mezenteri olan mesorchium ile asili hale gecer. Seminifer kordonlar,
seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar (Sadler, 1996; Moore ve
Persaud, 2008).

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreler olan Leydig hiicrelerinden mezensim
doku ile ayrilirlar. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlari
testosteron ve androstenedione salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik
duktuslarin ve dig genitallerin erkek yoniinde farklanmasini uyarir. Testosteron
tiretimini insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun
miktar1 8-12 haftalik evrede en yiiksek degerine ulasmistir. Fetus testislerden
glikoprotein bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH) veya miillerian inhibitor
madde (MIS) salgilamaktadir. Antimiillerian hormon (AMH), Sertoli hiicreleri
tarafindan salgilanir, hormonun salinmasi piiberteye kadar devam eder, daha sonra
ise seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik (Miillerian) duktuslarin gelisimini baskilar
(Moore ve Persaud, 2008; Sadler, 2000).

Seminifer tiibiiller, piiberteye kadar solid halde kalirlar yani liimenleri yoktur.
Puberteden itibaren liimen gelisir ve seminifer tiibiiliisleri olustururlar. Seminifer
tiibiil duvarinda 2 tip hiicre bulunur (Moore ve Persaud, 2008; Sadler, 2000):

e Sertoli hiicreleri testisin yiizey epitelinden gelisir.
e Spermatogonia, primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler ise
primordial germ hiicrelerinden farklanirlar.

Fotal testislerde seminifer tiibiillerde Sertoli hiicreleri ¢ogunlugu olusturur.
Daha sonraki gelisme sirasinda, testisin ylizey epiteli diizlesir ve yetigkin testisin dis
yilizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, duktuli efferentes olusturan 15-20 adet
mezonefrik tiibililler ile devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimisi olusturan

mezonefrik duktus ile baglanirlar (Moore ve Persaud, 2008; Sadler, 2000).
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Tablo 2.1: Erkek embriyodaki iirogenital yapilarin yetiskindeki olusumlar1 ve

kalintilart Moore ve Persaud tarafindan gosterilmistir (Moore ve Persaud, 2008).

Gelismis yap1

Embriyonik yap1

Testis Farklanmamis gonad
Seminifer tiibiil Korteks

Rete testis Medulla
Gubernakulum testis Gubernakulum
Duktuli efferentes Mezonefrik tiibiil
Paradidimis

Epididimis appendiks Mezonefrik kanal
Epididimis kanali

Duktus deferens
Ureter, pelvis, kaliks,toplayict tiibiiller

Ejekulat kanali, seminal vezikiil

Testis appendiks Paramezonefrik kanal
Mesane Urogenital sinus
Uretra

Prostatik tomurcuk
Prostat

Bulboiiretral bezler

Seminal kollikulus

Siniis tiiberkiili

Penis
Glans penis
Korpus kavernozum penis

Korpus spongiosum penis

Fallus

Penisin ventral goriintimii

Urogenital katlantilar

Skrotum

Labioskrotal siskinlikler
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2.3. Testis Histolojisi

Testisler, erkek lireme hiicresi spermatozoonun iiretildigi ve cinsiyet hormonu
testosteronun {iretilip salgilandigi hem ekzokrin hem endokrin islevi olan yapilardir.
Spermatogenezisin olustugu her bir seminifer tiibiil yaklasik 150-250 um ¢apinda ve

30-70 cm uzunlugundadir (Ovalle ve Nahirney, 2009).
=

Vazdeferens

Prozesus vajinzlisin
ligament kalintisi

Epididimis Basi
Drilz tObil

Duktuli eferent
Seminifer tubual

Mediastinumda
rete testis

Parietal
tabaka

Tunika E-IJ§|IJk
finali

Ve Wiseral

tzbaka

Kapsil

[Tuniks albugenya| Epididimis kuyrugu

Sekil 2.3.1: Testis ve genital kanallarin sematik gosterimi (Drake ve ark., 2007).

Seminifer tiibiiller bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
kompleks bir germinal veya seminifer epitelden olusur (Sekil 2.3.1). Bu tiibiilii saran
birkag¢ fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya disindaki tabakada diiz
kas oOzelligi gosteren yassilasmis miyoid hiicreler bulunur (Ovalle ve Nahirney,
2009).

Seminifer epitelini, destek hiicreleri olarak bilinen sertoli hiicreleri ve
spermatogenetik hiicreler olusturur. Spermatogenetik hiicreler, bazal lamina ve

tiibiil limeni arasim1 dolduracak 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir. Belirli sayida
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boliinme gecirdikten sonra bu hiicreler farklilagirlar ve spermatozoayi olustururlar.
Bunlar erkek germ hiicrelerinin siirekli farklilasma siirecindeki ¢esitli evrelerini
temsil ederler. Baglangigtan bitise kadar gerceklesen bu olay spermatogenezis olarak
bilinir ve 3 evreye ayrilir (Ovalle ve Nahirney, 2009):

1- Spermatogenesiz; Spermatogonyanin boliinme esnasinda

spermatocytogenesis (Yunanca, Sperma; tohum+ kytos+genesis) olarak
adlandirilan evre, bu béliinmeler sonucunda spermatositler olusur.

2- Mayoz; Spermatositlerin arka arkaya 2 boliinme gegirerek kromozom
sayilarinin ve DNA miktarlarinin esit olarak her hiicrede ikiye ayrilmasi
ile olusan ve spermatidlerin olusmasini saglayan evredir.

3- Spermiogenesis; bu evrede ise, spermatidlerin O6zenli bir hiicre

farklilagmas1 gecirerek spermatozoalar1 (spermiyumlari) olusturdugu

safthadir.

2.3.1. Spermatogenezis

Seminifer tiibiillerin enine kesitinde spermatogenetik hiicreler bazi 6zellikleri
ile birbirlerinden ayirt edilebilirler. Insanlarda spermatogenezis ve spermiyogenezis
yaklagik 9 haftada tamamlanir. Herhangi bir tiibiilde bu dénemde yasanan biitiin
asamalar1 genellikle gormek miimkiin olmaz. Spermatogenez, bazal laminanin
hemen {istliine yerlesmis spermatogonyum ile baslar. Bu hiicre, yaklasik 12 pm
capinda, ¢ekirdegi soluk boyanan kromatin igerir. Seksiiel olgunlagsma sirasinda, bu
hiicreler mitoz serisi gegirirler ve yeni olusan hiicreler iki yol izleyebilir (Janqueira
ve ark., 1993):

I- Bir ya da daha fazla mitotik boliinmeden sonra farklilasmamis kok
hiicreler olan tip A spermatogonyumlar (sperma+Yun, gone, nesil) olarak
devam ederler, ya da

2- Siiregelen  mitotik  sikluslar  boyunca  farklilasarak tip B
spermatogonyumlari olustururlar.

Spermatogonyum A’lar spermatogenik serinin kok hiicreleri olarak tanimlanirlar.
Primer spermatositlerden farklilasan oOnciil (progenitor) hiicreler ise Tip B
spermatogonyumlardir. Bu hiicreler olugsmalarindan hemen sonra birinci mayotik

boliinmenin profazina girerler. Bu sirada primer spermatosit 46 (44+XY)
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kromozoma sahiptir ve DNA’st da 4 N’dir. N, haploid kromozom sayisini
(insanlarda 23 adettir) ya da bu kromozomlardaki DNA miktarin1 belirtmektedir. Bu
profaz safhasinda, hiicreler leptoten, zigoten, pakiten ve diploten seklinde dort faz
gecirerek diakinez safhasina ulasirlar ve sonugta kromozomlar ayrilir. Mayozun bu
evresinde genler arasinda “crossing-over“olusur. Daha sonra hiicre metafaza girer ve
metafazi takip eden anafaz sathasinda, kromozomlar her bir kutba dogru ¢ekilirler.
Bu boliinmede, profazin yaklasik 22 giin gibi bir siire almasi nedeniyle incelenen
hiicrelerin bliylik ¢ogunlugu bu fazda goriiliirler. Spermatogenik seride en biiyiik
olarak goriilen hiicreler primer spermatositlerdir, bunlar cekirdeklerinde kangal
yapma siirecinin degisik safhalarinda kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar
(Janqueira ve ark, 1993).

Ilk mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatosit denilen ve yalnizca 23
kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kii¢iik hiicreler olusur. Bu sayica azalma
(46°dan 23’e) her hiicredeki DNA miktarinin eksilmesi (4 N’den 2 N’e) ile birlikte
olur. Sekonder spermatositlerin testis kesitlerinde goézlenmesi zordur, ¢ilinkii bunlar
cabucak ikinci mayoz boliinmeye giren ve interfazda kisa siire kalan hiicrelerdir.
Sekonder spermatositlerin  boliinmesi  spermatidlerin  olugmasina yol agar;
spermatidler 23 kromozom (1n) ve normalin yaris1t DNA’ ya (1n) sahip hiicrelerdir.
Birinci ve ikinci mayoz boliinmeler arasinda spermatositlerde S fazi (DNA sentezi)
goriilmedigi i¢in ikinci boliinmeden sonra her bir hiicredeki DNA miktar1 yariya iner
ve haploid (1 N) hiicreler meydana gelir. Yuvarlak veya poligonal sekilli, yogun
cekirdekli olan spermatidler, spermiyogenez olarak bilinen degisim donemine
girerler. Bu hiicrelerin normal diploid sayiya donmeleri fertilizasyon ile gergeklesir.
Hiicre boliinmesindeki indirgeyici iglev sebebiyle mayoz boliinme siireci, kromozom
sayisinin tiirler i¢in sabit olarak belirli bir miktarda kalmasini saglar (Janqueira ve

ark., 1993).

2.3.2. Spermiyogenezis

Spermiyogenez olarak bilinen bu degisim doneminde, spermatidlerin
cekirdekleri kiigiiliir, yogunlagir. Hiicreler kuyruk olusturarak spermatozoonlara
doniistirler. Spermatid 6zelligini kazanan hiicreler bir daha bdliinme gecirmezler.

Olgunlasarak yine haploid sayida kromozoma sahip spermiyumlara doniistirler (Sekil
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2.3.2.1). Spermiyogenezde spermatogenetik hiicreler gibi seminifer tiibiillerde yer
alan Sertoli hiicreleri 6nemli role sahiptirler. Degisim siiresince, spermatidler Sertoli
hiicre zarina bagl kalirlar. Spermiyogenezde hiicrelerin yeni 6zellikler kazanarak

degismesi dort donemde incelenir (Esrefoglu, 2009).

2.3.2.1. Golgi donemi: Cok sayidaki Golgi kompleksinin bulundugu bolgede
PAS (+) graniillerin birikmesi ile karakterize bir donemdir. Glikoproteinden zengin
icerikli bu proakrozomal graniiller g¢ekirdek zar yakinindaki membranla sinirh
akroozomal vezikiillerle birlesirler. Akrozomla vezikiillerin bulundugu bdlge gelisen
spermin 6n kutbunu belirler. Bu donemde sentriyoller de arka kutba dogru hareket
ederler. Burada sperm kuyrugunun aksonemini olusturacak olan mikrotubuller

sentriyollerden baglayarak yapilanirlar (Esrefoglu, 2009).

2.3.2.2. Kep donemi: Akrozomal vezikiil c¢ekirdegin ©6n boliimiini
kaplayacak sekilde genisleyip sapka gibi bu boliimii orter (akrozomal kep). Cekirdek
zarinin buraya bakan boliimiinde porlar kaybolur, zar kalinlasir ve ¢ekirdek

yogunlasir (Esrefoglu, 2009).

2.3.2.3. Akrozom doénemi: Bu donemde belirgin sekil degisikligi yasanir.
Sperm basi Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinin derinlerine gomiiliir. Kuyruk
flajellumu iyice uzayarak liimende belirgin olarak goriilmeye baslar. Yogunlagmis
cekirdek yassilasip uzar. Akrozom, apikal plazma zarina iyice yaklasir. Sitoplazmik
mikrotubuller akrozomun arka yiiziinde spermatidin arka kutbuna uzanan silindirik
bir kilif seklinde organize olurlar. Sentrioller, immatur sentriollerin ¢ekirdege
tutundugu cekirdek arka yiiziine go¢ ederek gelismekte olan spermin boyun veya
birlestirici parcasini olusturmak iizere degisime ugrarlar. Nukleusa bagli olan
sentriyolden kaynaklanan 9 adet kalin lif aksonemin mikrotubullerinin periferinde
yer alan dis yogun lifler olarak kuyruk i¢cinde uzanir. Bu lifler ¢ekirdek ve flajellumu
birlestirdiklerinden dolay1 baglayic1 parca olarak isimlendirilirler. Plazma zar
flajellum ylizeyini kaplamak {izere arkaya dogru uzarken, silindirik mikrotubul kilifi
kaybolur, mitokondriyonlar sitoplazmanin geri kalan boliimlerine gé¢ ederek boyun

boliimiinlin genis liflerini siki bir kilif seklinde sarmalarlar. Bu bdlge spermiyumun

15



kuyrugunun orta parcasidir. Orta parcanin distalinde iki longitudinal fibroz kolon
ve ¢ok sayida baglayict halka igeren fibroz kilif esas parcanin 9 longitudinal lifini
cevreleyerek flajellumun neredeyse ucuna kadar ilerler. Fibroz kilifin distalinde

kalan bu kisa boliim son par¢a olarak isimlendirilir (Esrefoglu, 2009).

2.3.2.4. Olgunlasma donemi: Sitoplazma miktarinin azaldig1 son donemdir.
Fazla sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir.
Spermatidler birbirleri ile olan baglantilarin1 kaybederler, Sertoli hiicrelerinden
ayrilarak liimene diiserler (Esrefoglu, 2009).

Goniilliiller tizerinde yapilan arastirmalarda, testislere deneysel *H-timidin
enjeksiyonu ile insanda spermatogonyum sathasi ile spermatozoon olusumu
arasindaki stlirenin yaklasik 64 giin oldugu gosterilmistir. Yavas bir siireg
gecirmesine ragmen, spermatogenez, es zamanli olarak her seminifer tiibiilde ayni
anda gergeklesmez; bu olay bir dalgalanma bi¢iminde olur. Boylece, spermatogenez
her bolgede farkli bir satha izleyerek, diizensiz bir goriiniim alir. Bu olay da,
seminifer tiibilillerin baz1 bdlgelerinde spermatozoonlar bulunurken, diger
bolgelerinde sadece spermatidlerin bulundugunu acgiklamaktadir. Seminifer epitel
siklusu germinal epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik iki goriiniimii arasinda
olusan matiirasyon degisiklikler dizisini ifade eder. insanda her bir siklus yaklasik 16
+ | giin siirer ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter (64 + 4.5 giin) (Gartner ve

Hiatt, 2001; Janqueira ve Carneiro, 2006).
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Sekil 2.3.2.1: Spermiyogenezin sematik gosterimi (http://www.e-
stork.com.tw/picture/200402260004.jpg- erisim tarihi 15.06.2011)

2.3.3. Sertoli Hiicreleri:

Sitoplazmik kopriler
b
' Sekonder spermatositler

Geg spermiyogenez—=

Geng spermatidler

Spermiyogenez
baslangici

Mayoz
bélinme

Primer spermatosit

Bazal

~— Spermatogonyum
lamina '

Fibroblast

Interstisyel hiicreler

Sekil 2.3.3.1: Seminifer tubul ve interstisyel bag dokusunun sematik goériiniimii

(Janqueira ve Carneiro, 2006).
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Sertoli hiicreleri spermatozoonlarin desteklenmesinde ve olgunlasmasinda
cok Onemli rol oynar. Puberteden sonra seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin
yaklastk % 10’unu Sertoli hiicreleri olusturur. Sinirlar1 giicliikle ayirt edilen bu
prizmatik hiicreler bazal membrandan seminifer tiibiil epiteline kadar uzanir (Sekil
2.3.3.1). Tepe kisimlarinda yeni olusan spermatozoonlar liimene birakilincaya kadar
spermatidlerin yerlestigi kriptaya benzer girintiler bulunur. Her hiicrenin sinirlari
diizgiin olamayan Okromatik bir cekirdegi ve belirgin bir g¢ekirdek¢igi bulunur.
Sitoplazmada mikrotiibiiller ve ara filamanlardan olusan gelismis bir hiicre
iskeletinin yani sira, yasst mitokondriyonlar, ¢ok belirgin olmayan bir diiz
endoplazmik retikulum, ¢ok sayida lipid damlacigi ve lipofuksin igeren lizozomlar
bulunur. Bitisik hiicreler taban ve yan ylizeylerindeki siki baglanti kompleksleriyle
birbirine tutunur. Bu tutunma kompleksleri epiteli bazal ve adluminal bdlmelere
ayirir. Bazal kompartman; spermatogonyum ve gen¢ spermatositleri igerirken,
Adluminal kompartman, genc¢ spermatositleri ve spermatidleri igerir. Buna bagh
olarak olusan kan-testis bariyeri spermatogonyumlarla primer spermatositleri daha
tepedeki sekonder spermatositler ve spermatidlerden ayirir. Bu seminifer tiibiil
liimeninin i¢indeki yapilar dolasim sistemindeki antijenlerden yalitilir, dolayisiyla
spermatositler ve spermatidleri otoimmun bagisiklik reaksiyonlarindan ve kanda
bulunan maddelerden korur. Sertoli hiicreleri spermatid artiklarini fagosite eder ve
spermin yasamasi i¢in mutlaka gerekli olan androjen baglayici protein gibi pek ¢ok
maddeyi ve siviyr salgilar. Hiicre baglantilari ektoplazmik o6zellesmeler olarak
adlandirilan bolgelerde aktin filamanlar1 ve endoplazmik retikulumuyla siki bir iliski
gosterir. Bu 0Ozellesmeler spermatozoonlarin liimene dogru hareketi sirasinda
baglantinin yapisindaki degisikliklere uyumu saglayan yapilar olabilir. Sertoli
hiicrelerinin yaygin hiicre iskeleti ag1 spermatozoonlarin hareketinin saglanmasina
yardimei1 olur (Tablo 2.3.3.1) (Ovalle ve Nahirney, 2009).

Sertoli hiicreleri insanlarda ve diger hayvanlarda iireme periyodu siiresince
boliinmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyona, kotii beslenmeye, X 1511 irradiasyonu
gibi kotii kosullara dayaniklidirlar ve yaralanmalarda diger spermatogenetik serisi

hiicrelere gore daha ¢ok hayatta kalirlar (Janqueira ve ark., 1993).
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Memelilerde spermatozoa salinimi muhtemelen hiicresel hareketlerin bir
sonucudur, bu hareket Sertoli hiicre apeksinde bulunan mikrotubullerin ve

mikrofilamentlerin katilimi ile olusur (Janqueira ve ark., 1993).

Tablo 2.3.3.1: Sertoli hiicrelerinin gdrevleri

1- Gelisen tohum hiicrelerinin beslenmesi ve desteklenmesi

2- Spermiyogenez sirasinda ortaya ¢ikan sitoplazma fazlaliklarinin fagositozu

3- Kan-testis bariyerinin olusturulmasi

4- ABP iiretimi ve salgilanmasi

5- Embriyogenez sirasinda AMH salgilanmasi

6- Inhibin, Aktivin iiretimi ve salgilanmasi

7- Testikiiler transferrin {liretimi ve salgilanmasi

8- Friikktozdan zengin, spermatozoonlari besleyici ve tasinmasini kolaylastiric

stvinin salgilanmasi

2.3.4. Leydig Hiicresi ve Interstisyel Doku

Seminifer tiibiillerin arasindaki gevsek bag dokusunda eozinofilik Leydig
hiicreleri yer alir. Bu hiicrelerin sitoplazmasinin kopiiksii goriinlimii testosteron
sentezi i¢in depolanan kolesterole bagli olarak yiiksek diizeyde lipid igermesinden
kaynaklanir. Biiyiik, ¢ok yiizeyli olan bu hiicrelerde merkezin disinda yer alan ve bir
ya da iki ¢ekirdeke¢igi bulunan bir ¢ekirdek mevcuttur. Hiicre ylizeyinde ¢ok sayida
mikrovillus yer alir. Bu hiicreler ¢ogunlukla pencereli kapillerlere ve kiiciik lenf
damarlarina yakin konumda yerlesmistir. Sitoplazmalarinda steroid salgilayan
hiicrelere 6zgli bir 0Ozellik olan yogun, siki paketlenmis diiz endoplazmik
retikulumu (DER) bulunur. Ayrica, nispeten daha az sayida ribozom ve graniillii
endoplazmik retikulumu (GER), cok sayida tiibiilovezikiiler Kkristalar1 bulunan
daginik durumda mitokondriyon, cekirdegin hemen yaninda biiylik bir Golgi
kompleksi ve degisken boylarda ¢ok sayida yuvarlak lipid damlacigi bulunur.
Insanlardaki Leydig hiicrelerinde, birbirine dik a¢ili ¢izgiler seklinde ¢ok diizenli bir
bicimde dizilmis kristalloid inkliizyonlar (Reinke kristalleri) da goriliir ancak

islevleri bilinmemektedir. Bu inkliizyonlar puberteden oOnce goriilmez ve yas
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ilerledikce sayilar1 artar. Lizozomlarla iliskili lipofuksin pigmentinin miktar1 da ileri
yaslarda artar (Ovalle ve Nahirney, 2009).

Leydig hiicrelerindeki organellerin ve inkliizyonlarin ¢ogu testosteron
sentezini ve salgisini diizenler, ancak en fazla DER bulunur. Testosteron, onciilii olan
kolesterolden tiirer. Kolesterol ya dogrudan DER zarlarinda sentezlenmekte ya da
dolasimdaki diisiik yogunluklu lipoprotein molekiillerinden tiiremektedir. Zarla sarili
olmayan lipid damlaciklarinda gerektiginde kullanilmak iizere kolesterol depolanir.
Tasiyict proteinler kolesterolii mitokondriyonun i¢ zarma aktardiktan sonra
mitokondriyonlar luteinizan hormonun etkisi ile kolesterolii pregnanolona ¢evirir.
Sentezlenen pregnanolon mitokondriyon zarindan DER’e aktarilir. DER iizerindeki
enzimler pregnanolon iizerinde baska degisiklikler gerceklestirerek testosterona
gevirirler. Bu hiicreler tarafindan araliksiz sentezlenen testosteron mikrovilluslarla
ylizey alani artirilan hiicre zarindan diflizyonla gecer. Hiicre disi araliga saliverilen
testosteron hizla dolasimdaki steroid baglayici proteinlere baglanir (Ovalle ve

Nahirney, 2009).

2.4. Testis Histofizyolojisi

Viicut i¢i sicakligi olan 37°C altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
diizenlenmesinde 1s1 ¢ok Onemlidir. Testikiiler 1s1 35°C’dir, bu durum birkag
mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir ven6z pleksus (pampiniform pleksus) her bir
testikiiler arterin etrafini sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir kars1
1s1 akimi saglar. Diger faktorler; skrotumda olusan terin buharlasmasi ile 1s1 kayb1 ve
spermatik kordondaki kramester kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha diisiik bir
1s1da kalabilecegi inguinal kanallara ¢ekilmesidir (Janqueira ve ark.; 1993).

Testisin inisindeki bozukluk olan kriptorsidizmde (Yun. kryptos, gizli +
orchis, testis), testisler 37°C’de kalir ve spermatogenez inhibe olur. Cok ileri
olmayan vakalarda testisler cerrahi operasyon ile skrotuma indirildikleri durumda
spermatogenez normal olarak devam edebilir. Testis karin iginde kalirsa, bu
ortamdaki sicaklikta germ hiicrelerinin ¢ogalmasi inhibe olur; ancak testosteron
sentezi devam eder. Bu da insanlarin kriptorsid olduklar1 halde neden kisir
olduklarini1 ve halen sekonder seks karakterlerini gelistirebildiklerini ve ereksiyonu

basarabildiklerini aciklar (Janqueira ve ark., 1993).
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Kotii beslenme, alkolizm ve bazi ilaglarin etkisi ile spermatogonyumlarda
degisiklikler ve spermatozoa yapiminda bir azalma ortaya ¢ikar. X-1simn1 ve
kadmiyum tuzlar1 spermatogenik seriye ait hiicrelerde oldukga toksiktirler ve bu
hiicrelerin 6liimiine sebep olarak hayvanda kisirliga sebep olurlar. Bisiilfan germinal
hiicreler iizerinde etkilidir, hamile sicanlara verildigi zaman, bunlarin erkek
yavrulariin germinal hiicrelerini 6ldiiriir. Bu nedenle yavru steril kalir ve seminifer
tiibtilleri sadece Sertoli hiicrelerini igerir. Androjen-lireten interstisyel hiicre
tiimorleri de erkeklerde erken puberteye yol agabilir (Janqueira ve ark., 1993).

Bununla birlikte spermatogenez lizerinde en onemli etkiyi hi¢ siiphesiz
endokrin faktorler olusturur. Spermatogenez, hipofizin folikiil stimiilan hormon
(FSH) ve luteinizan hormonlarinin (LH) testikiiler hiicreler {izerindeki etlilerine
baghdir. LH, Leydig hiicreler iizerine etki ederek spermatogenik seri hiicrelerinin
normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimint uyarir. FSH’nin Sertoli
hiicrelerine etki ederek adenital siklaz yapimini stimiile ettigi ve sonugta cAMP’nin
artmasina sebep oldugu ve ayni zamanda da androjen-baglayici1 proteinin (ABP)
sentez ve salgilanmasini sagladig1 bilinmektedir. Bu protein testosteron ile baglanir
ve bunu seminifer tiibiillerin limenine tasir. Testosteron spermatogenesizi uyarir ve
Ostrojenler ve progesteronlarla inhibe edilir (Janqueira ve ark., 1993).

Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan testikiiler sivi i¢inde
taginirlar. Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan iiretilir; bu sivi
steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis androjen-baglayici protein
igerir. Spermatogonial hiicrelerin farklilagmasi sperme 0zgii proteinlerin ortaya

¢ikmasina yol agar (Janqueira ve ark., 1993).

2.5. Kan-Testis Bariyeri

Bu bariyerden Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki baglantilar (occluding
junctions) sorumludurlar ve erkek germ hiicrelerini kandan gelen zehirli ajanlara
kars1 korumak i¢in gereklidirler. Seksiiel olgunlagsmanin, immiinolojik yeteneginin
gelismesinden uzun bir siire sonra ortaya ¢ikmasi sebebiyle farklilagmakta olan
sperm hiicreleri yabanci olarak algilanabilir ve germ hiicrelerinin 6liimiine sebep
olabilecek bir immun yanit olusmasina neden olabilirler. Kan-testis bariyeri, gelisen

spermler ve immun sistem arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan
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kaldiracaktir. Bu bariyer seminifer tiibiillere immunglobulinlerin gegcmesini 6nler ve
bu sayede serumlarinda ¢ok yiiksek diizeylerde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda
herhangi bir fertilite bozuklugu goriilmez. Sertoli hiicre bariyeri, seminifer epiteli bir

otoimmun reaksiyonda korumus olur (Janqueira ve ark., 1993).

2.6. Kisspeptin (Kiss-1) ve GPR-54 (Kiss-1r)

Kisspeptinler, Kiss-1 geni (1q32) tarafindan kodlanan bir néropeptid ailesidir.
Bu genin {irlinii 6nciil kisspeptin, 145 amino asit iceren Kiss-1 proteinidir. Kiss
sozciiglindeki “ss” takis1 supresor diziyi (suppressor sequence) ifade etmektedir ve
bu gen bolgesi ilk olarak ABD’nin Pennsylvania Eyaleti’nin Hershey sehrindeki
bilim adamlar1 tarafindan kesfedildi, Pensilvanya’da kesfedildigi i¢cin bu yd&renin
meshur Kiss cikolatasina ithafen “Ki” oneki getirilerek gene Kiss-1 geni adi
verilmistir (Lee ve ark., 1996, 1997; Lee ve ark., 1999). Kiss-1 geni ilk olarak anti-
metastaz geni olarak kesfedildi. Insanlarda meme kanseri metastazin1 baskilar ve
Kiss-1 ekspresyonu gestasyonel trofoblastik neoplazmada (GTN) kanser gelismesini
iceren bir ¢ok tiimorde artan metastaz ile ters orantilidir. Bu nedenle, Kiss-1 geni
belli kanser formlarin1 metastatik olmayan formlardan ayirabilmek i¢in potansiyel
belirleyici olarak belirtilir (Dhillo ve ark., 2007b).

Kisspeptin geni, kisspeptinler olarak adlandirilan peptid ailesine proteolitik
olarak dahil olan 145 aminoasitlik bir peptid habercisini kodlar. /n vivo kosullarda
kisspeptinin en etkili tiirii 54 aminoasitlik  protein olan kisspeptin-54’diir
(Thompson ve ark., 2006). Kiss-1 geni tarafindan kodlanan 145 amino asitli protein,
54, 14, 13 veya 10 amino asitli daha kisa peptidlere pargalanir (Kotani ve ark.,
2001). Kisspeptin olarak bilinen bu peptidler G-protein-coupled receptor-54’iin
(GPR54) agonistidir (Lee ve ark.,, 1996; Kotani ve ark., 2001). Reseptor
aktivasyonu icin gerekli olan minimum dizi (sequence) nin bulundugu Kisspeptin-10
‘un da dahil oldugu tiim kisspeptin formlarinda  genel olan COOH- terminal
dekapeptid ucu ortaktir (Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001; Ohtaki ve ark.,
2001).

Olgunlasan bir hayvanda iiremenin baslamasi karisik bir islemdir, 6nbeyin,
hipofiz ve gonadlarin etkilesimini gerektirir. Kisspeptin, puberteyi baslatan

ndroendokrin olaylar1 diizenleyen baslica peptid olarak kabul edilir (Dungan ve ark.,
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2006). Kisspeptin salgilanmasini ve dolayli olarak GnRH salgilanmasini bir¢ok
internal ve eksternal faktorler diizenlerler (Popa ve ark., 2008). Ergenligin baslangici
GnRH iireten hipotalamustaki néronlarin aktivasyonu ile tetiklenir. Buna ek olarak,
Kisspeptinin santral yolla kronik uygulanmasinin disi siganlarda pubertenin birkag
giin erken baslamasina sebep oldugu rapor edilerek (Navarro ve ark., 2004a)
pubertenin disilerde daha erken goriilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir; fakat erkek
hayvanlarda da prekoks puberteye neden olup olmadigi bilinmemektedir. Boylece,
kisspeptin-GPR54 sinyal giiciindeki artisin  puberteyi baslatmas1  kuvvetle
muhtemeldir. Nitekim puberte donemlerinde, hayvan c¢aligmalarinda kisspeptin
noronlarinin aktivitelerinde artis olduguyla ilgili bulgular elde edilmistir (Navarro ve
ark., 2004a; Han ve ark., 2005). Clarkson ve Herbison (2006), disi farelerin
hipotalamusunda, anteroventral ve preoptik periventrikiiler c¢ekirdeklerinde
erkeklerinkine gore yaklastk 10 kat daha fazla Kiss-1 noéronu kapsadigini
gostermistir.

GnRH nm giiclendirilmis salgilanmasi, gonadlarin gelisimini uyaran LH
(Luteinlestirici Hormon) ve FSH (Folikiil Uyarici Hormon) salinimina sebep olur
(Plant ve Barker-Gibb, 2004; Ramzan ve Qureshi, 2011). Kisspeptinin in vivo
kosullarda uygulanmasi fare, sigan, maymun ve koyunlari igeren birkag tiirde plazma
LH seviyesini artirdig1 gosterilmistir. Kisspeptin intraserebroventrikiiler, intraven6z
(damar igi), intraperitoneal (karin i¢i), ya da subkutan (deri alt1) yollar ile
uygulandigr zaman, LH salimimini uyardigi gozlenmistir (Smith ve ark., 2006).
Bir¢ok memeli tiirlinde bu kaskat (cascade) tanimlanmasina ragmen, bu islemi asil
baslatan santral seviyede hiicresel ve molekiiler olaylar hala bilinmemektedir.

Hem kisspeptin hem de GPR54 (Kisslr, Oakley ve ark., 2009) transkriptleri
plasenta, beynin birkag bdlgesi, spinal kord, testis, ovaryum, karaciger, ince bagirsak,
pankreas, kalp, bobrek ve uterus dokularinda eksprese edilir (Roa ve ark., 2008).
GPR54 hipofizde de eksprese edilir (Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001;
Kinoshita ve ark., 2005).

In vitro yapilan calismalarda, kiiltiir edilmis si¢an hipofiz hiicrelerinden
gonadotropin saliimina kisspeptinin dogrudan etkisi oldugu bildirilmistir (Navarro
ve ark., 2005a,b). Hem erkek hem de disi sigan ve farelerde (Gottsch ve ark., 2004),

prepubertal ve erigkin siganlarda (Navarro ve ark., 2004a,b), ayrica juvenil agonadal
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erkek maymunlarda (Shahab ve ark., 2005) kisspeptinlerin LH salinimin1 uyardigi
gosterilmistir. Fakat, diger ¢alismalar, in vitroda hipofiz par¢alarindan ya da kiiltiire
edilmis sican hipofiz hiicrelerinden gonadotropin salinimina kisspeptinin dogrudan
etkisinin olmadigini gostermislerdir (Matsui ve ark., 2004; Thompson ve ark., 2004).
Smith ve arkadaglar1 (2008), hipofizde islevsel kisspeptin reseptoriiniin varligi ve
ovin hipofizyal portal kanindan kisspeptin salimiminin gonadotropin salinimini
ayarlamak icin kisspeptinin hipofiz {izerine dogrudan etkisinin olabildigini 6nererek
koyunlar {izerinde deney yaparken kisspeptinin hipofiz hiicre kiiltiiriinden
gonadotroplardan LH salgilanmasina katkida bulunabildigini, fakat in vivo ortamda,
ovariektomize edilerek hipotalamus-hipofiz iliskisi kesilmis koyunlarda GnRH
degistirilmesi kullanilarak 6strojenle indiiklenmis LH artmasi sirasinda ya da normal
kosullar altinda LH seviyelerine kisspeptinin hi¢bir etkisini bulamadiklarindan dolay1
bdyle bir etkisi olmadigini gostermislerdir. Bu nedenle, hipofiz lizerine kisspeptinin
dogrudan etkisinin fizyolojik iliskisi simdilik bilinmemektedir.

Hem Kissl hem de GPR54 ekspresyonu, gelisimsel olarak hipotalamusta
hormonal sekilde, hem erkek hem de disi sicanlarda prepubertal yasta keskin bir
artigla, eriskin disilerde Ostrus siklusu boyunca degisir ve gonadektomiden sonra
artar; bu etki seks steroid yer degistirmesiyle onlenir (Navarro ve ark., 2004a; Irwig
ve ark., 2004). Kisspeptin-Kisslr sinyalinin dagilimi ve fizyolojisi bircok tiirde
arastirilmistir. Gelisim ve lokasyon siiresi ile ekspresyon durumlarinin tiirler arasinda
farkli olmasina ragmen, sicanlarda (Thompson ve ark., 2006), eriskin maymunlarda
(Seminara ve ark., 2006), siirekli kisspeptin uygulamasinin yapildigi eriskin ve
agonadal juvenil maymunlarda (Ramaswamy ve ark., 2007) LH saliniminda
azalmayla ve testikiiler dejenerasyonla sonug¢lanmasina neden olan Kisslr' yi
duyarsizlastiran bazi kanitlar vardir. Elde edilen Kisspeptin antagonistleri (Roseweir
ve ark., 2009); kontraseptif olarak ya da iireme hastaliklarim1 tedavi etmede
kullanildigt zaman, Kisslr nin duyarsizliginin  kisspeptin  analoglar1  ve
antagonistlerinin etkililigi tizerine 6nemli bir etkisi vardir. Kisspeptin ve GPR54 (G-
protein-coupled receptor), Hipotalamik-Pituiter-Gonadal (HPG) aksinin merkezi
diizenlemesinde onemli rol oynar. GPRS54 normal pubertal gelisim ve iireme
fonksiyonu i¢in 6nemlidir. Son zamanlarda, GPR54’ii kodlayan gendeki delesyonel

ve disfonksiyonel mutasyonlarin hipogonadotropik hipogonadizme ve puberte

24



gecikmesine sebep oldugu ve islevsel GPR54 ya da Kiss-1r gen eksikligi olan
insanlar ve farelerde de pubertal gelisimin olmadig1 bildirilmistir (Funes ve ark.,
2003; de Roux ve ark., 2003; Seminara ve ark., 2003; Semple ve ark., 2005;
d’Anglemont de Tassigny ve ark., 2007; Lapatto ve ark., 2007). GPR54 eksikligi
(GPR54-/-) olan farelerde anormal seksiiel gelisim ve diisiik seviyede gonadotropin
konsantrasyonlar1 vardir; ayrica, lireyemezler (Funes ve ark., 2003). Kissl geninin
bir iirlinii, GPR54’lin endojen ligand1 olarak bulunmustur (Seminara ve ark., 2003;
Plant ve ark., 2006). GPR54’¢e in vitro olarak tiim kisspeptinlerin benzer ilgisi ve
tesiri vardir (Kotani ve ark., 2001). Ancak son zamanlarda, in vivo olarak,
kisspeptinin farkli formlarinin HPG aksin1 uyarmada farkli etki gosterdikleri tespit
edilmistir (Murphy, 2005).

Kisspeptin-54 /Kisspeptin-10 un akut sekilde kemirgen ya da primatlara
santral veya periferal olarak ve insanlara periferal olarak uygulanmasi HPG aksini
uyarmaktadir (Tena-Sempere, 2006; Mead ve ark., 2007; Dhillo ve ark., 2005;
Gottsch ve ark., 2004; Navarro ve ark., 2004a, 2005b, Thompson ve ark., 2004). Bu
etki, hipotalamik gonadotropin salgilatict hormonu (GnRH) sisteminin araciligi ile
gergeklesir (Gottsch ve ark., 2004; Irwig ve ark., 2004; Matsui ve ark., 2004;
Thompson ve ark., 2004; Kinoshita ve ark., 2005; Messager ve ark., 2005; Shahab
ve ark., 2005; Lee ve ark., 1999). Ilgin¢ olarak, kemirgenlere ve maymunlara
kisspeptinin  periferal yolla siirekli olarak uygulanmast HPG aksiin
desensitizasyonuna sebep olur (Seminara ve ark., 2006; Thompson ve ark., 2006;
Ramaswamy ve ark., 2007). Kisspeptinin periferal ya da santral uygulanmasi
hipotalamik GnRH ndéronlarim1 aktive eder (Irwig ve ark., 2004; Matsui ve ark.,
2004), bunlarin ¢cogu GPR541 eksprese eder (Irwig ve ark., 2004; Kinoshita ve ark.,
2005; Messager ve ark., 2005). Kisspeptin-10 in vivo ve in vitro olarak GnRH
salinimini uyarir (Messager ve ark., 2005; Thompson ve ark., 2004), Bu calismalar
toplu olarak, kisspeptinlerin GnRH/gonadotropin saliniminin en giiclii saglayicilari
oldugunu gosterirler (Roa ve ark., 2008; Tena-Sempere, 2010).

Erigkin sicanlara  uzun siireli kronik olarak  subkutan kisspeptin-54
uygulamasi testislerde, hem germ hiicrelerinin hem de Sertoli hiicrelerinin kaybi ile
belirgin dejenerasyona sebep olmustur (Thompson ve ark.,2006). Kronik olarak

kisspeptin-54’tin  sebep oldugu testikiiler ~dejenerasyonunun mekanizmasi
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bilinmemektedir.  Testikiiler ~ dejenerasyonu  indiikleyen  kisspeptin-54’iin
mekanizmasini anlamak igin kisspeptinlerin insanlardaki iireme aksini diizenlemede
kullanilip kullanilamayacagi énemlidir. Spermatogenezis ve testikiiler doku iizerine
kisspeptinin etkileri az bilinmektedir. Thompson ve arkadaglart (2006, 2009),
kisspeptinin kronik olarak eriskin erkek siganlara uygulanmasmin testikiiler
dejenerasyona sebep oldugunu, bu etkinin bir GnRH antagonisti olan cetrorelixin
once uygulanmasi ile in vivo olarak HPG aks1 lizerine kisspeptinin etkisinin
Onlenebilirligini gostermislerdir (Gottsch ve ark., 2004;, Irwig ve ark., 2004; Matsui
ve ark., 2004; Shahab ve ark., 2005). Bu o6zellik, bu peptidi gonadotropik aksin
kontroliinde 6nemli rol oynamakla birlikte, iireme fonksiyonlarinin farmakolojik
miidahaleleri i¢in uygun bir hedef haline getirir. HPG aksma kisspeptinin akut
uygulanmasinin etkisi iyi bilinmesine ragmen, siirekli-devamli- kronik kisspeptin
uygulamas1 kapsamli olarak arastirilmamustir. Kisspeptinin 6 giin siire ile giinde iki
kere intraserebroventrikiiler (i.c.v.) uygulamasi immatur-gelismemis disi sicanlarda
vajinal agilmay1 uyarir (Navarro ve ark., 2004b) ve yetersiz beslenmis disi siganlarda
vajinal ac¢ilmayi iyilestirir (Castellano ve ark., 2005). Ergen erkek sicanlarda, 7 giin
boyunca, kisspeptinin giinde 2 kere (i.c.v.) uygulamasinin hipotalamik/preoptik
alanda GnRH mRNA ekspresyonunu degistirmedigi gézlenmistir (Navarro ve ark.,
2004Db).

Kisspeptin-GPR54 sistemi, iireme aksini ve {ireme hastaliklarii tedavi
etmede kullanilan ilaglar icin varsayilan bir hedeftir. Insanlara kisspeptinin
uygulanmast HPG aksim1 kuvvetli uyarir. Bu nedenle, kisspeptinler, eriskin
infertilitesini tedavide ve ergenlige girmesi gecikmis olan genglerin ergenligini
baslatmada yararlidir. GPR54 agonistleri gecikmis ergenlik tedavilerinde ergenligi
baslatmak i¢in potansiyel tedavi edici ve ovulasyon olmayan hastalarda ovulasyonu
uyarici etkisi vardir (Dhillo ve ark., 2005; 2007a). Ilging olarak, araliksiz olarak (8
yada 30 saat) i.v. kisspeptin uygulamasi mevsimsel andstrus olan koyunlarda,
hayvanlarin %80 inde (% 20 si kontrol ile karigilatirildiginda) ovulasyon goriilmiis
(Caraty ve ark., 2007). Kisspeptin uygulamasinin tip ve dozlar1 arasindaki
farkliliklardan dolayr ya da diger tiirlerle karsilastirilan siirekli kisspeptin
uygulamasina cevap olarak, bu bulgularin koyunlarda bir fark olusturup

olusturmadig1 agik degildir. GPR54 antagonistleri puberte prekoksun tedavisinde ve
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kontraseptif etken olarak faydali olabilir. GnRH agonistinin siirekli uygulanmasi,
kisa stireli bir uyaridan sonra paradoksal olarak HPG aksini baskilar ve uzun siireli
uygulamalar: takiben testislerde histolojik degisimlere sebep olabilir (Ward ve ark.,
1989). Hipotalamik kisspeptin, siganlarda puberte prekoksa sebep olan GnRH’ nin
oncll (advance) pulsatil salinimina dahil olarak (Sun ve ark., 2007), kisspeptinin
baskilanmas1 prekoks puberte icin tedavi edici olarak kullanilabilir. Insanlarda
oldugu gibi, kisspeptin seviyesi CPP (santral sebepli puberte prekoks) li kizlarda ayni
yastaki puberte oncesi kontrollerinden belirgin olarak daha yiiksektir (de Vries ve
ark., 2009) ve, olan GPR54 reseptoriinii inaktife edici mutasyonlart 8 yasindaki bir
kiz ¢ocugunda prekoks puberteye neden olan reseptoriin siirekli sinyaline belirgin
olarak sebep oldu (Teles ve ark., 2008). Hormona bagli tiimdrler ve prekoks puberte
gibi hormonal duyarli klinik bozukluklarin ¢esitliliginin tedavisinde GnRH
agonistleri kullanilmaktadir (Thompson ve ark., 2009; Partsch ve Sippell, 2002).
Prekoks pubertede, cocuklarda anormal erken seksiiel olgunlagsmaya fayda saglamak
icin erken GnRH salinnmimin mekanizmasi gelecek c¢alismalarda ortaya

cikabilecektir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismanmizda, Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi'nden (YUDETAM) temin edilen Wistar-Albino cinsi (200-230gr), eriskin
erkek sigan kullanildi. Tim denekler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda
normal oda sicaklifinda (21+2°C) tutuldu. Tiim denekler standart palet sigan yemi
(210kcal/100gt/giin) ile ad libitum beslenip, musluk suyu i¢ip diizenli olarak kafes
bakimlar1 yapildi. Deneyde toplam 7 grup asagidaki gibi olusturuldu:

Gruplar (n=6) Doz / giin | Uygulama Siiresi

(intraperitonal)

1 | Kontrol Coziici (Serum | 1 giin
Fizyolojik-SF)

2 | Kontrol (Coziicii- (SF) 5 glin

3 | Kontrol Coziict- (SF) 13 giin

4 | Kisspeptin -10 50 nmol/sigan 1 giin

5 | Kisspeptin -10 50 nmol/sican 5 giin

6 | Kisspeptin -10 50 nmol/sican 13 giin

7 | Kisspeptin -10 50 nmol/sigan 13glin + 7 gin

bekleme

Calismanin deney kismi Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yapildi.
Sicanlar deney bitisinde tartildi. Deneyler son uygulamadan 24 saat sonra sonlandirdi
ve kan Ornekleri alindi. Alinan testisler tartildiktan sonra, bir boliimii Kiss-10 ve
immiinfloresan mikroskopta incelemek igin -96° C’de
bir bolimi 151k mikroskobik tetkikler igin %10’luk

edildi.

GPR54 ekspresyonunu
donduruldu. Dokularin

formaldehit ile tespit Dokulardan 4-5um kesitler alinarak yapisal
degerlendirme i¢in rutin hematoksilen-eosin, PAS ve Masson Trikrom boyamalari
yapildi. Immiinohistokimyasal olarak Ki-67 parafin kesitlerde isaretlendi. Apoptotik
indeks icin testis kesitlerine TUNEL boyamasi uygulandi. Elektron mikroskopik
incelemeler i¢in dokulara %2,5 gluteraldehit ile birinci tespit, osmiyum tetraoksit ile

ikinci tespit yapildi. Dereceli alkol serilerinden gecirilen dokulardan epoksi bloklar
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hazirlandi. Hazirlanmis olan bloklardan yari ince ve ince kesitler alinarak elektron

mikroskopta (Gazi iiniversitesi Tip Fakiiltesi Elektron Mikroskop Unitesi) incelendi.

3.1. Testis Agirhgi

Testisler ¢ikarildi ve tartildi. Gonadosomatik indeks yiizdesi,
GSI%-= Testis agirhigi/viicut agirhigi x 100, seklinde hesaplandi (Ramzan ve ark.,
2011);

3.2. Biyokimyasal inceleme

Deney sonunda alinan kan ornekleri 1000xG olmak iizere 20 dk santrijiije
edilerek elde edilen serumlar -20 C°de calisilacagi giine kadar saklandi. Sican
testosteron seviyesi i¢cin ELISA Kit (Uscn Life Science Inc. Wuhan, E90458Ra,
L101101379, P.R.China) kullanildi. Kit igindeki uygulama prosediirii dikkate

alinarak testosteron diizeyleri belirlendi.

3.3. Isik Mikroskopik Inceleme:
3.3.1. Parafin Blok Hazirlama Prosediiri
1. Alman doku o6rnekleri diizgiin sekilde trimlenerek %10’luk formaldehit ve alkol-
formol soliisyonlarinda, soliisyonlar degistirilerek 48 saat siire ile tespit edildi.
2. %10’luk formaldehit ile tespit edilen doku d6rnekleri akan musluk altinda 3-4 saat
stire ile yikandi. Alkol-Formol tespiti yapilan dokulara yikama islemi yapilmadi.
3. % 70’lik alkolde iki saat bekletildi.
4. % 80’lik alkolde iki saat bekletildi.
5. % 96’lik alkolde bir saat bekletildi. Bu asamadan itibaren alkol-formol tespiti
yapilan doku 6rnekleri’de takibe alindi.
6. % 96’11k alkolde bir saat bekletildi.
7. % 100’k alkolde bir saat bekletildi.
8. % 100’lik alkolde bir saat bekletildi.
9. Ksilol I’de bir saat bekletildi.
10. Ksilol II’de bir saat bekletildi.
11. Esit miktarlarda hazirlanmis Ksilol - parafin karisiminda 64°C de etiivde 30
dakika bekletildi.
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12. Parafin I’de 64°C de etiivde iki-ii¢ saat bekletildi.

13. Parafin II’de 64°C de etiivde iki-ii¢ saat bekletildi.

14. Takip edilen dokular kaucuk bloklama kaplarina gomiilerek etiketlendi ve
sertlesmesi i¢in buzdolabina konularak parafin bloklar hazirlanmis oldu.

Buzlukta yeterince sertlesen parafin bloklardan Leica® RM 2125 RT
mikrotom cihaz1 ve Leica marka mikrotom bigaklar1 kullanilarak 4-5 pm
kalinligindaki parafin kesitler alindi. Bu kesitlere genel dokuyu degerlendirme i¢in
hematoksilen-eozin, bag dokusu bilesenlerini gdstermek icin Masson’un Trikrom
boyasi ve basal membran degerlendirmesi icin Periodik asit Schiff (PAS) boyasi

uygulandi.

3.3.2. Hematoksilen-Eozin Boyamasi
4-5 um kalinligindaki parafin kesitler bir saat 60°C de etiivde bekletildi.
1. Ksilol I’de 2 dak. bekletildi.
2. Ksilol IT’de 2 dak. bekletildi.
4. %100’lik alkolde 1 dak. bekletildi (iki kere).
5. %96’lik alkolde 1 dak. bekletildi (iki kere).
6. Akan suda yikandi.
7. Hematoksilen de 3 dak. Bekletildi.
8. Akan suda yikandu.
9. Asit alkole iki kez daldirildi.
10. Akan suda yikandi.
11. Amonyakli suda 10-15 saniye bekletildi.
12. Akan suda yikandi.
13. %8011k alkolde 1 dak bekletildi.
14. Eozin’de 1 dak. bekletildi.
15. %96°1ik alkolde 2 dak. bekletildi (iki kere).
16. %100’lik alkolde 2 dak. bekletildi (iki kere)
17. Ksilolde 10 dak. bekletildi ve lamel ile kapatildi.
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3.3.3. Periyodik Asid Schiff (PAS) Boyamasi
1. 4-5 pm kalinligindaki parafin kesitler bir saat 60°C de etiivde bekletildi.
. Ksilol I’de 15 dak. bekletildi.
. Ksilol II’de 15dak. bekletildi.
. 2 dakika %100°’lik alkolde bekletildi.
. 2 dakika %96’lik alkolde bekletildi.
. 2 dakika %70’ 1k alkolde bekletildi.
. Distile su ile yikandu.
. 9%0,5 lik periyodik asid soliisyonunda 7 dak. bekletildi.

o N N L B W

%0.5 lik periyodik asid soliisyonu hazirlanisi:
Periyodik asid 0,5 ml
Distile su 100 ml.
9. Distile su ile yikandu.
10. Coleman’in Schiff soliisyonunda 20 dak. bekletildi.
Coleman’in Schiff soliisyonu hazirlanisi.

1 gr bazik fuksin, 60°C de 200 ml distile su ile karigtirildi ve kaynama
noktasina kadar 1sitilup sogutuldu. Sonra 2 gr potasyum metabisiilfit ve 1 N HCI
ilave edilerek 24 saat bekletildi ve 0.5 gr aktif karbon ilave edilerek ¢alkalandi ve
filtre edilerek buzdolabinda saklandi.

1 N HC1 Hazirlansi:
Hidroklorik asit % 37’1lik(HCI) 83.5ml
Distile su 916.5 ml
11. 15 dakika akan suda yikandi.
12. Mayer’ in hematoksileni damlatildi ve 1 dak. bekletildi.
13. 15 dakika akan suda yikandi.
14. %95°lik alkol’de iki dak bekletildi.
15. %100’Lik alkol’de iki dak bekletildi.
16. Ksilol I’de 10 dak. bekletildi.
17. Ksilol II’de10 dak. bekletildi.
18. Lamel ile kapatildi.

31



3.3.4. Masson Trikrom Boyamasi (Masson Trichrome with aniline blue,
04-010802)
. 5 pm kalinligindaki parafin kesitler bir saat 60°C de etiivde bekletildi.
2. Ksilol I'de 15 dak. bekletildi.
3. Ksilol II’de 15dak. bekletildi.
4. 2 dakika %100’lik alkolde bekletildi.
5. 2 dakika %96°1ik alkolde bekletildi.
6
7
8

—

. 2 dakika %70’ 1k alkolde bekletildi.

. Distile su ile yikandi.

. Kesitler iizerine 3 damla A soliisyonundan (Weigert’in demir hematoksileni), 3
damla B soliisyonundan (Weigert’in demir hematoksileni) damlatilarak 10 dk
bekletildi.

9. Yikamadan lamlarin iizerindeki siv1 akitilarak, 5 damla C soliisyonundan (Pikrik
asit alkolik soliisyonu) damlatildi, 4 dk bekletildi.

10. 3-4 sn hizlica distile suda yikandi ve 5 damla D soliisyonu (Mallory’e gore
Ponceau asit fuksin) damlatilarak 4 dk bekletildi.

11. Distile suda yikandi. 5 damla E soliisyonu (Fosfomolibdik asit soliisyonu)
damlatilarak 10 dk bekletildi.

12. Yikamadan lamlarin iizerindeki sivi akitilarak, 5 damla F soliisyonu (Masson
anilin mavisi) damlatilarak 5 dk bekletildi.

13. Distile suda yikanarak, artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidre edildi.
Son olan % 100 liik alkolde 1 dk bekletildi.

14. Ksilenden gecirilerek, entellan ile kapatildi.

3.4. Immunhistokimyasal Inceleme

Hazirlanan parafin bloklardan polizinli lamlara (Menzel Glaser) 4-5 um
kalinliginda kesitler alindi. Testis dokularinda apoptotik hiicreleri gostermek ig¢in
ApopTag Plus Peroksidase In Situ Apoptosis Detection Kit, S7101 Lot: PSO1736498
(Chemicon International, a serologicals Company) kullanilarak immun isaretleme
yapildi. Hiicrelerdeki proliferasyonu belirlemek i¢in Ki-67 (9106S1003B, Thermo
Scientific, USA) primer antikoru kullanildi. Kiss-1 [(C-20), goat polyclonal IgG,
#H1910, Santa Cruz Biotechnology, Inc., California] antikoru ve GPR54 reseptor
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[(M-20), goat polyclonal IgG, #E1309, Santa Cruz Biotechnology, Inc., California]
antikoru kullanilarak testis dokusunda immunofloresans inceleme ile Kisspeptin ve

GPR54 ekspresyonu incelendi.

3.4.1. Ki-67 immiinboyamasi:

Tlmorlerin prognozunu gostermede kullanilan proliferasyon belirleyicisi olan
Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde eksprese edilir. Bu antikor, 6zellikle siklusun G1, S, G2 ve
M fazlarindaki hiicrelerin ¢ekirdeginde yer alan bir antijen olan Ki-67 epitopuna
kars1 gelisir. Ki-67 (+) boyanan hiicrelerin sayimi1 X40 biiyilitme ile her denege ait

testis kesitinde 10 adet ayr1 alanda yapilmustir.

e Ki-67 (+) Immunohistokimya Boyama Asamalari
1. Kesitler deparafine edilerek, rehidre edildi.
2. Endojen peroksidazdan dolay1, nonspesifik arka zemin boyamalarini azaltmak
icin, kesitle Hydrogen Perokside Block ile 10-15 dk inkiibe edildi.
3. PBS ile 2 defa yikandi.
4. Lamlar, icinde 200 ml. 0.1M sitrat buffer pH 6.0 olan dayanikli plastik kaba
konarak 350 W’ta 5 dakika mikrodalgada kaynatild1.
5. PBS ile 4 defa yikandi.
6. Spesifik olmayan zemin boyamalarini engellemek i¢in Ultra V Block uygulandi ve
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.
7. Suda hafifce yikandi (Rinse).
8. 1:100 oraninda Ki-67 primer antikor uygulandi ve oda sicakliginda 20 dk inkiibe
edildi.
9. PBS ile 4 defa yikandi.
10. Biotinylated Goat Anti-Polyvalent uygulandi ve oda sicakliginda 10 dk iinkiibe
edildi.
11. PBS ile 4 defa yikandu.
12. Streptavidin Peroxidase uygulandi ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.
13. PBS ile 4 defa hafif¢e yikandi.
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14. 2 mL DAB Plus Substrate i¢ine 1 damla (40 pul) DAB Plus Chromogen eklendi,
karistirild1 ve kesitlere uygulandi. Istenilen boyama yogunluguna bagl olarak 5-15

dk inkiibe edildi.

15. Distile su ile 3 defa yikandi.

16. Mayer’s Hematoksilen zit boyama yapildi.
17. Distile su ve musluk suyunda bekletildi.
18. Alkol ve ksilende bekletildi.

19. Entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

3.4.2. TUNEL boyamasi
Apoptotik sinyaller DNA iizerinde kiriklar olusturmaktadir. Agiga c¢ikan DNA
pargaciklarinin serbest 3'-OH uclarina terminal deoksinukleotidil transferaz (TdT)
araciligr ile biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksinukleotidler eklenir.
Daha sonra biotin ile igaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz
konjugat1 ile tespit edilir. Diaminobenzidine, isaretlenmis ornek ile tepkimeye
girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile
ters boyama yapilarak deney sonlandirilir.
Her denege ait testis dokusunda x 40 biiyiitme ile 10 ayr1 alanda (+) boyanan
hiicreler sayildi.
e ApopTag Plus Peroksidase In Situ Apoptosis Detection
1.Kesitler 60 °C de 2 saat bekletilerek deparafine edildi.
2. 3defa 5’er dk ksilolde bekletildi.
3.2 defa 5’er dk %100 liik alkolde bekletildi.
4. 3 dk % 95 lik alkolde bekletildi.
5.3 dk % 70 lik alkolde bekletildi.
6. 5dk PBS ile yikandu.
7. 15 dk Proteinaz K ile oda 1sisinda inkiibe edildi.
(stoktan 50 mikrolitre Proteinaz K+ 50 ml PBS)
8. 2 defa 2’ ser dk distile su ile yikandi.
9. 5 dk H202 de oda sisinda bekletildi. (% 3 lik H202)
(3ml H202 + 27 ml PBS veya kullanima hazir H202 ).
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10. Dokularin cevresini kuruladiktan sonra 50 mikrolitre /X Dengeleyici Buffer
uygulandi. Plastik lamelle kapatildi. 30 dk oda 1s1sinda bekletildi.
11. TdT karisimi bir doku tizerine 50 mikrolitre gelecek sekilde diizenlenerek nemli
kap i¢inde 37° C de 1 saat bekletildi.
(3 kesit icin; 33 mikrolitre Tdt Enzimi + 77 mikrolitre Reaksiyon Buffer)
negatif kontrol i¢in TdT yerine distle su damlatildi.
12. Yikama/ durdurma tampon soliisyonunda oda 1sisinda 10 dk bekletildi.
Iml wash buffer+ 34 ml Distile su
13. 3 defa 5’er dk PBS ile yikandi.
14. Her kesit tizerine 50 mikrolitre Anti-Digoksigenin Peroksidaz damlatildi. 30 dk
oda 1s1sinda bekletildi.
15. 3 defa 5’er dk PBS ile yikandu.
16. Hazirlanan DAB soliisyonu her kesit lizerine 50 mikrolitre olarak damlatildi. 5 dk
oda 1s1sinda bekletildi.
(3 kesitigin; 3 mikrolitre DAB+ 147 mikrolitre DAB dilusyon Buffer)
17. 3 defa 1’er dk distile su ile yikandi.
18. % 0.5 lik MethylGreen damlatildi. 30 sn bekletildi.
19. 30 sn distile su ile yikanda.
20. 30 sn % 95 lik alkolde bekletildi.
21. 2 defa 10’ar sn % 100 liik alkolde bekletildi.
22. 1 dk ksilende bekletildi.
23. Kapatma soliisyonu ile kapatildi.

3.5. Kiss ve GPR 54 immunofloresans Boyama

1. Kuru buzda testis dokulart donduruldu. Bloklar kesit almadan 6nce — 20 °C de
bekletildi.

2. Polylizinli lamlara 15-20um kalinhiginda cryostat (LEICA CM 1850) kesitleri
alindi. Fiksasyon ve boyama Oncesinde oda sicakliginda yapismasi beklendi.

3. Preparatlar soguk asetonda 10 dk +4 °C de bekletildi.

4. PBS de 3 degisimli olarak yikand.

5. Her basamaktan sonra doku cevresinde kalan sivilar uzaklastirildi. Orneklerin

tizerleri yeterli miktarda (1 6rnek icin yaklasik 100-150 pl) reagent ile kaplandi.
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10.

11.
12.

13.
14.
15.

Non-spesifik IgG baglanmasini baskilamak icin % 10 luk normal blok serum
(PBS icinde) ile 20 dk inkiibe edildi.

PBS de yikandu.

Primer antikor (KISS-1 (C-20): sc-18134, GPR54 (M-20): sc-48218, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) ile 60 dk inkiibe edildi (Primer antikor, % 1.5 luk normal
blok serumlu PBS i¢inde 0.5-5.0 pg/ml olacak sekilde belirlendi).

5 dk PBS ile yikand1 (3X5dk).

Fluorochrome konjugat sekonder antikor (anti-goat IgG-FITC: sc-2024, Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) ile 45 dk karanlik ortamda inkiibe edildi (Sekonder
antikor, % 1.5-3 liikk normal blok serumlu PBS i¢inde 1-5 pg/ml olacak sekilde
belirlendi).

5 dk PBS ile yikand1 (3X5dk).

Kesitler, DAPI g¢aligma soliisyonu ile oda sicakliginda 5 dk karanlik ortamda
boyandi.

5 dk PBS ile yikandu.

PBS icinde % 90 gliserol ¢ozeltisi ile kesitler kapatildi.

Uygun filtrelerle birlikte floresans mikroskop (Olympus BXS51) kullanilarak

inceleme yapildi.

3.6. Elektron mikroskobik blok hazirlanmasi

1.

Alinan testis dokusu trimlenerek kiiciik parcalara ayrildu.

2. Glutaraldehit soliisyonunda (%2,5, pH: 7,25) 24-48 saat buzdolabinda dokular
tespit edildi.
3. Dokular tespit sonras1 A+B soliisyonu ile 4 defa yikand.

Sodyum fosfat tamponun hazirlanmasu:

A Soliisyonu:
Sodyum monobazik fosfat (NaH,POy, 1,186 gr.
Distile su 100 ml.

B Soliisyonu:
Mono potasyum fosfat (KH,POy,) 0,907 gr.
Distile su 100 ml.
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ile kanstirildi. A soliisyonundan 20 ml. B soliisyonundan 80 ml. alip 100 ml. ye
tamamlandi. Bu soliisyondan 8 ml. atilarak yerine 8 ml. glutaraldehit (Merck)
koyuldu. Bu yeni karisimin pH degeri 7.2-7.4 arasinda olacak sekilde 7,25 bulundu.
4. Hazirlanan % 1’lik osmiyum tetroksitten bir 6l¢ii, A+B soliisyonundan bir 6l¢ii
almip hazirlanan soliisyon i¢inde ikinci kez tespit i¢in buzdolabinda 1 saat karanlik
ortamda bekletildi.
Osmiyum tetroksit hazirlanisi:
100 mg. Osmiyum tetroksit (OsO4) (Merck) iceren ampul kirilarak 5 ml. distile su
icinde hava ve 151k almayacak sekilde koyu renkli cam sisede ¢oziildii. Bu karigim 1
gece buzdolabinda bekletildi.
5. A+B ile 2 kez yikandi.
6. Etil alkol serilerinde tutuldu.

%350 alkolde 15 dakika bekletildi.

%060 alkolde 15 dakika bekletildi.

%70 alkolde 15 dakika bekletildi.

%80 alkolde 15 dakika bekletildi.

%90 alkolde 15 dakika bekletildi.

%96 alkolde 15 dakika bekletildi.

%96 alkolde 15 dakika bekletildi.

%100 alkolde 30 dakika bekletildi.

%100 alkolde 30 dakika bekletildi.
7. Dokular propilen oksit i¢inde 10 dakika bekletildi.
8. Gomme materyalinde 1 gece bekletildi.
Gomme materyali: 2,5 ml. Araldit 2,5 ml. DDSA yan yariya kanstirildi. Ayni
yonde bagetle 15 dakika kopiirtmeden karistirilip hazirlandi.
9. Ertesi giin, taze hazirlanmig araldit karistmina dokular konarak 2 saat oda 1s1sinda,
2 saat 40°C’lik etiivde bekletildi.
10. Araldit karisimi olan jelatin kapsiillere dokular gémiildii, bloklama yapilda.
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Araldit karistminin hazirlanigi:

Araldit CY212 5ml.
2-Dodecenyl succinic anhidrit (DDSA), sertlestirici 5ml.
Benzil dimetil amin (BDMA) , hizlandirict 0,2 ml.
Dibiitilfitalat, plastiklestirici 0,2 ml.

11. 40°C’lik etiivde 24 saat

12. 60°C’lik etiivde 48 saat bekletildi, etiiv kapag etiiv sogumadan agilmadi.
Hazirlanan araldit bloklardan 1um kalinliginda yar1 ince kesitler ultratomda alinarak
Toluidin Mavisi-Pironin ile boyandi. Isik mikroskopta incelenerek uygun alanlar
isaretlendi. 300-800 A” kalinhiginda ince kesitler gridler iizerine alindi. ince kesitler
kursun sitrat-uranil asetat ile boyandi. Kesitler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda Zeiss 9 EM elektron mikroskobunda

incelendi.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Yapilan ¢alisma sonrasi elde edilen veriler, Graphpad 3.0 istatistik programi
ile degerlendirildi. Apoptotik hiicre sayisi, Ki67(+) hiicre sayis1 ve tiibiil ¢aplar: (um)
degerlendirilmesinde nonparametrik olarak, gruplar arasi farklilik degerlendirilmesi
Kruskal Wallis testi ile grup i¢i karsilastirmalar Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi ile
yapildi. Testosteron diizeyi ve testis agirliklari (gonadosomatik indeks-GSI1%)
degerlendirilmesinde Mann Whitney U testi kullanildi. Biyokimyasal veriler One
Way Anova Testi ve grup ici karsilastirmalar Tukey testi ile analiz yapildi. Veriler,

ortalama (mean), & standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

Kontrol ( 1, 5 ve 13 giin) deneklerine ait testis dokular1 karsilagtirildiginda
testis agirliklarinda, tiibiil caplarinda ve yapisal olarak herhangi bir farklilik
tanimlanmadi. Istatistik degerlendirmede kontrol grubuna ait verilerin ortalamasi
alindi. Gruplar; kontrol, akut, kronik ve 13+7 olarak diizenlenerek testosteron
seviyesi, apoptotik hiicre sayisi, Ki-67 (+) hiicre sayisi, tiibiil ¢aplar1 ve testis
agirliklart yoniinden istatiksel olarak degerlendirildi. 1 ve 5 giinliik kisspeptin
gruplan [Kiss (1-5)] akut etki olarak birlikte degerlendirilirken, 13 giinliik kisspeptin
uygulamasi [Kiss (13)] kronik etki olarak degerlendirildi. Deney sonlandirilmadan
once hayvan agirliklari, deney sonlandirildiktan sonra da ¢ikarilan testis agirliklar

olgtldii.

4.1. Testis Agirh@

Gonadosomatik Indeks yiizdesi (GSI%) kullamlarak hesaplanan testis

agirliklarinda gruplar arasinda anlamli olarak bir farklilik gézlenmedi (Sekil 4.1.1).

Gonadosomatik indeks
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Kontrol Kiss(1-5) Kiss(13) Kiss (13+7)
Gruplar

Sekil 4.1.1: Gruplara ait testis agirliklari.
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4.2. Tiibiil Caplar
Kiss (1-5) ve Kiss (13) gruplarinda tiibiil ¢caplar1 kontrollere gore daha genis
bulundu. Ancak, gruplar arasinda tiibiil ¢aplar1 karsilastirildiginda bu fark anlamlh

bulunmadi (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1: Gruplara ait tiibiil ¢aplari.

4.3. immun Boyama Bulgulari

4.3.1. Ki-67 Iimmun Boyamasi

Kontrol gruplarinda, seminifer tiibiil epitel hiicrelerindeki mitotik aktiviteyi
gostermek i¢in uygulanan Ki-67 immiin boyanmasinin az sayida hiicrede oldugu
goriildii. Kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda akut doénem ve kronik donem
gruplarinda boyanmis hiicre sayisi istatiksel olarak artmisti (Sekil 4.3.1.1). Kiss (1-5)
grubu ve kontrol grubuna gore de, Ki-67 (+) hiicre sayis1 Kiss (13) grubunda anlamli
olarak artis gdsterdi (p<0.001). Boyanan hiicreler en fazla Kiss (13) grubunda tespit
edildi. Onii¢ giin kisspeptin uygulanip 7 giin bekletilen grupta boyanan hiicre sayisi,
kontrol ve Kiss (1-5) grubuna gore anlamli artis (sirastyla p<0.001, p<0.01)
gosterirken, Kiss (13) grubuna gore azalmisti. Ancak Kiss (13) grubu ile Kiss (13+7)
grubu arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.3.1.1). Gruplarda,

Leydig hiicrelerinde immiin boyanma saptanmadi.
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Sekil 4.3.1.1: Ki-67 (+) boyanan hiicrelerin gruplara gore dagilimi.

*  Kontrol ile Kiss (1-5) grubu karsilastirildiginda p<0.001,

** Kontrol ile Kiss (13) grubu karsilagtirildiginda p<0.001,

*** Kontrol ile Kiss (13+7) grubu karsilastirildiginda p<0.001,
#  Kiss(1-5) ile Kiss (13) ve grubu karsilastirildiginda p<0.001.
#  Kiss (1-5) ile Kiss (13+7) grubu karsilastirildiginda p<0.01,

4.3.2. TUNEL Immun Boyamasi

Seminifer tiibiillerdeki apoptotik hiicreleri tanimlamak i¢in TUNEL boyamasi
yapildi. Tiim gruplarda TUNEL (+) boyanan spermatogenetik hiicreler tanimlandi.
Kontrol grubuna gore Kiss (1-5) grubunda TUNEL (+) hiicre sayisinin azaldig1 ancak
bunun istatiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. Kiss 13 ve Kiss 1347
gruplarindaki TUNEL (+) boyanan apoptotik hiicreler, kontrol grubuna(p<0.05) ve
Kiss (1-5) grubuna (p<0.001) gore anlamli olarak artmist1 (Sekil 4.3.2.1). Leydig ve
sertoli hiicrelerinde TUNEL (+) boyanma goriilmedi.
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Kontrol Kiss(1-5) Kiss(13) Kiss (13+7)

Sekil 4.3.2.1: TUNEL (+) boyanan hiicrelerin gruplara gore dagilimu.

*  Kontrol ile Kiss (13) grubu karsilastirildiginda p<0.05,

** Kontrol ile Kiss (13+7) grubu karsilastirildiginda p<0.05,

* Kiss (1-5) ile Kiss (13) grubu karsilastirildiginda p<0.001,
** Kiss (1-5) ile Kiss (13+7) grubu karsilastirildiginda p<0.001,
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4.4. Biyokimyasal Bulgular

Deney siireleri sonunda alinan kan 6rneklerinden elde edilen serumlarda
testosteron diizeyleri ELISA yontemi ile degerlendirildi. Elde edilen degerler Sekil
4.4.1'de gosterilmektedir.
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Kontrol Kiss(1-5) Kiss(13) Kiss (13+7)
Gruplar

Sekil 4.4.1: Serum testosteron diizeylerinin gruplara gére dagilim.

* Diger gruplar ile karsilastirildiginda p<0.03,

1-5 giin kisspeptin uygulamasinin serum testosteron seviyesinde, kontrol
grubuna gore anlamli (p<0.03) artisa neden oldugu goriildii. 13 gilin kisspeptin
uygulanan grupta ise serum testosteron diizeyi akut uygulamaya goére azalmisti. Kiss

(13+7) grubunda ise azalma devam etmekteydi ancak kontrol degerlerine inmemisti.

4.5. Isik Mikroskopik Bulgular

Hematoksilen eozin ile boyanmis kontrol grubuna ait testis dokularinda
herhangi bir yapisal bozukluk goriilmedi (Sekil 4.5.1). Kiss (1), Kiss (5), Kiss (13)
ve Kiss (13+7) grubunda seminifer tiibiillerin genel olarak yapist kontrol grubuna
benzemekteydi (Sekil 4.5.2, 4.5.3, 4.5.4, 4.5.5). Kiss (5) grubuna ait testislerde bazi
seminifer tiibiil liimenlerinde hiicresel dokiilmeler dikkat ¢ekti (Sekil 4.5.3). 13 giin

kisspeptin uygulanip, 7 giin beklenilen grupta, bir sican testis dokusunda seminifer
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tiibiillerin bir boliimiiniin bozulmus oldugu, spermatogenetik hiicrelerin azaldigi,
atrofik bir goriiniim kazandig gorildii (Sekil 4.5.6).

Masson Trikrom boyamasit uygulanmis gruplara ait testis dokularinda,
seminifer tiibliller arasinda bag dokusu artist olmadigi, gruplarinin birbirine
benzedigi gorildi. (Sekil 4.5.7,4.5.8,4.5.9, 4.5.10).

PAS boyamasi uygulanmis gruplara ait testis dokularinda seminifer tiibiillerin
bazal membran yapilarinda bir bozulma ve kalinlagmanin olmadigi, diizgiin
goriindiigii tespit edildi. Boyanma siddeti benzemekteydi (Sekil 4.5.11, 4.5.12,
4.5.13,4.5.14,4.5.15).

Yar ince kesitlerde, kontrol grubuna ait testis dokusunda Sertoli hiicreleri,
Leydig hiicreleri, spermatogonyumlar, primer spermatositler, spermatidler,
sekillenmekte olan akrozom baslig1 ve spermiyumlar normal goriiniimde tanimlandi
(Sekil 4.5.16). Intertisyel dokuda damarlarin g¢evresinde Leydig hiicreleri yer
almaktadir (Sekil 4.5.17). Kiss (1) grubunda 6zellikle seminifer tiibiillerin arasinda
intertisyal dokunun belirgin oldugu gozlendi (Sekil 4.5.18). Bu grupta biiyiik
biiylitmelerde seminifer tiibiil bazal bdlgesinde yer alan hiicrelerde ve damarlar
cevresinde yogun bir sekilde yer alan Leydig hiicrelerinde belirgin vakuolizasyon
goriildi (Sekil 4.5.19, 4.5.20). Kiss (5) grubunda da Leydig hiicreleri belirgindi
(Sekil 4.5.21). Kiss (13) ve Kiss (13+7) grubunda Leydig hiicrelerindeki
vakuolizasyonun devam ettigi, bazi deneklerde artmis oldugu tespit edildi (Sekil
4.5.22,4.5.23).

Ki-67 immun boyamasi1 yapilan gruplarda seminifer tiibiillerde degisik
sayilarda boyanmis hiicreler izlendi (Sekil 4.5.24, 4.5.25, 4.5.26, 4.5.27, 4.5.28,
4.5.29). Boyanan hiicreler genellikle spermatogoniumlar olarak tespit edildi. Leydig
hiicrelerinde immiin boyanma goriilmedi. Mitotik aktivite en az kontrol grubunda en
fazla Kiss (13) grubunda gozlendi. Kiss (5) grubunda bazi seminifer tiibiillerde
spermatogenetik hiicre serisinde bozulma, dejenerasyon oldugu gorildi (Sekil
4.5.27).

Apoptotik hiicreleri belirlemek icin yapilan TUNEL immun boyamast ile tiim
gruplarda apoptotik hiicre tespit edildi (Sekil 4.5.30, 4.5.31, 4.5.32, 4.5.33, 4.5.34).
Gruplar aras1 anlaml olarak farkliliklar gozlendi. Sertoli ve Leydig hiicrelerinde

TUNEL immiin boyanmasi saptanmadi.
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4.6. immiinfluerosan Mikroskopik Bulgular

Kisspeptin-10 ve GPR54 immiin isaretlemesi yapilan gruplara ait testis
dokularinda Kiss geni ve GPR54 (Kisslr) gen ekspresyonu tespit edilmedi (Sekil
4.6.1,4.6.2,4.6.3).

4.7. Elektron Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait ince kesitlerde seminifer tiibiil epitelinin bazal bolgesinde
erken spermatogenik hiicreler, Sertoli hiicreleri, Spermatositler, erken spermatidler,
gee spermatidler normal goriinlimde saptandi (Sekil 4.7.1, 4.7.2). Kiss (1) grubuna
ait seminifer tiibiil epitelinde, bazal membran {izerinde apoptotik hiicre, Sertoli hiicre
sitoplazmasinda mitokondriyonlarin krista yapilarinda erime (kristalizis) tespit edildi
(Sekil 4.7.3). Kiss (5) grubunda, spermatik kord hiicre serileri arasindaki baglanti
birimlerinde olusan dejenerasyon sonucu spermatogenetik hiicreler arasinda
acikliklar izlendi (Sekil 4.7.4). Kiss (13) grubunda ise seminifer tiibiil epitelinin
bazal bolgesinde apoptotik spermatogonyal hiicreler gozlendi (Sekil 4.7.5). Kiss
(13+7) grubunda bazalde yer alan bazi spermatogonyumlarin sitoplazmasinda
vakuolizasyon izlendi (Sekil 4.7.6). Kiss 13 ve 13+7 giinliik gruplarda seminifer
tiibiil yapilarinda spermatogenetik hiicreler arasi agikliklar daha az oranda tespit

edildi. Sertoli ve Leydig hiicrelerinde apoptozis gozlenmedi.
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Sekil 4.5.2: Kiss (1) grubuna ait testis dokusu. HE, bar: 500 um.
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Sekil 4.5.3: Kiss (5) grubunda bazi seminifer tiibiil liimenlerinde dokiilmiis
hiicre topluluklart (*) goriilmektedir. HE, bar: 500 um.

Sekil 4.5.4: Kiss (13) grubunda seminifer tiibiiller ve intertisyel doku
gorilmektedir. HE, bar: 500 um.
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Sekil 4.5.5: Kiss (13+7) grubunda normal goriiniimlii seminifer tiibiil yapilar
(ST). HE, bar: 500 um.

Sekil 4.5.6: Kiss (13+7) grubunda bir denegin testis dokusunda ¢ok sayida
seminifer tliblil yapisinin bozulmus oldugu, spermatogenetik hiicrelerin
azaldigy, atrofik bir goriiniim kazandig1 goriilmektedir. HE, bar: 100 um.
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Sekil 4.5.7: Kontrol grubu testis dokusunun Masson trikrom boyamasi
goriilmektedir, bar: 100 pm.

Sekil 4.5.8: Kiss (1) grubunda ara bag dokusunun kontrol grubuna benzedigi
goriilmektedir. Masson Trikrom boyamasi, bar: 100 pm.
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Masson Trikrom

Sekil 4.5.9: Kiss (13) grubuna ait testis dokusunun

boyamasi goriilmektedir, bar: 100 um.

gi goriilmektedir, bar: 100 um.

Sekil 4.5.10: Kiss (13+7) grubuna ait testis dokusunda Masson Trikrom
ger gruplara benzedi

boyamasinin di
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Sekil 4.5.11: Kontrol grubuna ait seminifer tiibiillerin bazal mambranlari

( L) diizgiin goriinlimdedir ve sperm akrozom bagliklar1 (—) belirgindir.
PAS (+) boyamasi, bar: 100 pm.

Sekil 4.5.12: Kiss (1) grubuna ait testis dokusunda bazal membran yapilarinin
kontrol grubuna benzedigi goriilmektedir. PAS (+) boyamasi, bar: 100 pm.
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Sekil 4.5.13: Kiss (5) grubunda seminifer tiibiil bazal membran yapilarinin
bozulmadig1 goriilmektedir. PAS (+) boyamasi, bar: 100 pm.

Sekil 4.5.14: Kiss (13) grubuna ait testis dokularinda seminifer tiibiil
cevresindeki bazal membran («) sinirlart diizgiin ve belirgindir, tiibiiller
arasindaki bag doku sivisi (*)goriilmektedir. PAS (+) boyamast, bar: 100 pm.
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Sekil 4.5.15: Kiss (13+7) grubuna ait testis dokularinda  PAS (+)
boyamasinin diger gruplara benzedigi goriilmektedir, bar: 100 pm.

Sekil 4.5.16: Kontrol grubuna ait testis dokusunun yar1 ince kesiti. Normal
goriiniimlii Sertoli hiicreleri (Sh), Leydig hiicreleri (Lh) , spermatogonyumlar
(Sg), primer spermatositler(PrS), spermatidler(Sp), sekillenmekte olan
akrozom baslig1 («—) ve spermiyumlar (s) goriilmektedir. Toluidine blue, bar:
10 pm.
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Sekil 4.5.17: Kontrol grubunda intertisyel dokuda damarlarin ¢evresinde yer
alan Leydig hiicreleri (Lh) goriilmektedir. Toluidin mavisi, bar: 100 pm.

Sekil 4.5.18: Kiss (1) grubunda seminifer tiibiiller (St) ve belirgin intertisyal
doku goriilmektedir. Liimen (Lii). Toluidine mavisi, bar: 100 um.
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Sekil 4.5.19: Kiss (1) grubunda Sertoli hiicreleri (Sh), spermatogonyumlar
(Sg) ve spermatid hiicreleri (Sp) gériilmektedir. Ozellikle seminifer tiibiil
bazal bolgede yer alan hiicrelerde ve Leydig hiicrelerinde vakuolizasyon (V)
izlenmektedir. ab: akrozom baslik. Toluidin mavisi, bar: 10 um.

Sekil 4.5.20: Kiss (1) grubuna ait bir diger goriintiide seminifer tiibiillerdeki
vakuolizasyonun (v) belirgin olarak secildigi, damarlar ¢evresindeki yogun
Leydig hiicrelerinin yer aldig1 goriilmektedir. Toluidin mavisi, bar: 10 um.
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Sekil 4.5.21: Kiss(5) grubunda intertisyal dokuda Leydig hiicreleri ve
seminifer tiibiil i¢cinde sertoli ve spermatogenetik hiicreler ve aralarinda agik
alanlar gortilmektedir. Toluidin mavisi, bar: 10 pm.

Sekil 4.5.22: Kiss (13) grubunda vakuolize Leydig hiicreleri goriilmektedir.
Toluidin Mavisi, bar 10pum.
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Sekil 4.5.23: Kiss (13+7) grubunda Leydig hiicrelerindeki (Lh)
vakuolizasyonun azalmis oldugu goriilmektedir. Sertoli hiicresi (Sh), lipid
damlacig1 (L). Toluidin mavisi, bar: 10 pm.

Sekil 4.5.24: Kontrol grubunda seminifer tiibiillerde diger gruplara gore az
sayida Ki-67 (+) boyanmis hiicre («) goriilmektedir. Ki-67 immun
boyamast, bar: 100um.
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Sekil 4.5.25: Kiss (1) grubunda Ki-67 (+) boyanan spermatogonyum
hiicrelerinin (Sg) kontrol grubuna gore artmis oldugu goriilmektedir. Ki-67
immun boyamasi, bar: 100 pm.
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Sekil 4.5.26: Kiss (5) grubuna ait Ki-67 immiin boyanmasinin Kiss(1)
grubuna benzedigi goriilmektedir. Mitotik figlir (m), bar: 100 um.
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Sekil 4.5.27: Kiss (5) grubunda bazi seminifer tiibiillerde spermatogenetik
hiicre serisinde fokal bozulmalar (*) goriilmektedir. Ki-67 Immun Boyamasi,
10X.

Sekil 4.5.28: Kiss(13) grubunda seminifer tiibiil hiicrelerindeki Ki-67 (+)
boyanan hiicrelerin Kiss(1) ve Kiss(5) grubunda artmis oldugu goriilmektedir,
bar: 100 pm.
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Sekil 4.5.29: Kiss (13+7) grubunda ise Ki-67 (+) boyanan hiicrelerin Kiss
(13) grubuna gore azalmis oldugu goriilmektedir, bar: 100 um.

Sekil 4.5.30: Kontrol grubunda TUNEL (+) boyanan hiicreler goriilmektedir,
bar: 100 pm.
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Sekil 4.5.31: Kiss (1) grubunda TUNEL (+) boyanmis hiicreler
goriilmektedir, X40.

Sekil 4.5.32: Kiss (5) grubunda TUNEL (+) boyanmis hiicre goriilmektedir,
bar: 100 pm.
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Sekil 4.5.33: Kiss (13) grubunda, TUNEL (+) boyanan hiicreler
goriilmektedir, bar 100pum.

Sekil 4.5.34: Kiss (13+7) grubunda TUNEL (+) boyanmis hiicreler
goriilmektedir, bar: 100 pm.
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Sekil 4.6.1: Kontrol grubuna ait testis dokusunda seminifer tiibiil ve Leydig
hiicrelerinde Kisspeptin ekspresyonu goriilmemektedir. 10X, DAPI.

Sekil 4.6.2: Kiss (13) grubuna ait testis dokusunda seminifer tiibiil ve Leydig
hiicrelerinde Kisspeptin ekspresyonu goriilmemektedir. 10X, DAPI.
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Sekil 4.6.3: Kiss (13) grubuna ait testis dokusundaki hiicrelerde GPR54(Kiss-
Ir) ekspresyonu goriilmemektedir. 20X, DAPI.

Sekil 4.7.1: Kontrol grubuna ait ince kesitlerde seminifer tiibiil epitelinin
bazal bolgesinde erken spermatogenik hiicre (kirmizi ok), Sertoli hiicreleri
(Sh), Primer Spermatositler (PrS), Erken Spermatidler (ES) normal
goriintimdedir.
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Sekil 4.7.2: Kontrol grubuna ait ince kesitlerde seminifer tiibiil epiteli, Erken
Spermatidler (ES), Ge¢ Spermatidler (GS) normal goriiniimdedir.

Sekil 4.7.3: Kiss (1) grubuna ait seminifer tiibiil epitelinde, bazal membran
iizerinde apoptotik cisim (kirmizi ok), Sertoli hiicrelerinde mitokondrial
kristalizis (sar1 ok) goriilmektedir.
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Sekil 4.7.4: Kiss (5) grubuna ait ince kesitlerde spermatik kord hiicre serileri
arasindaki baglanti birimlerinde olusan dejenerasyon sonucu adluminal
kompartmanda dejeneratif agikliklar (*) goriilmektedir.

Sekil 4.7.5: Kiss (13) grubuna ait ince kesitlerde bazal bolgede apoptotik
spermatogonial hiicreler (kirmizi oklar) goriilmektedir.
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Kiss (13+7) grubunda bazalde yer alan baz1 spermatogon

sitoplazmasinda vakuolizasyon (kirmizi ok) g
hiicreler arasindaki acikliklar (*) bulunmaktadir.

Sekil 4.7.6
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5. TARTISMA

Kisspeptin iireme ile ilgili bir peptid olup, pubertenin baglamasi ig¢in
molekiiler bir diigme gibi davranir. Son birka¢ yildir, memelilerin {iremesi iizerine
kisspeptinin rolii yogun olarak calisilmaktadir. Kisspeptin tiretimindeki degisiklikler
anormal gonadal fonksiyonlara yol acar (Oakley ve ark., 2009). Bu bilgilerden yola
cikarak yapilan bu caligmada, eriskin erkek sicanlara akut ve kronik uygulanan
kisspeptinin spermatogenezise, Leydig hiicrelerine yapisal ve biyokimyasal
etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Siganlara giinde tek doz 50 nmol kisspeptin-
10 (i.p.) uygulanan ¢alisma sonucunda, akut ve kronik donemde kisspeptinin
spermatogenezisi etkiledigi goriilmiistiir. Calismamizda kisspeptin-10'u segmemizin
nedeni, reseptdre baglanmasi ve aktivasyonu i¢in gerekli olan minimum diziyi
icermesidir (Kotani ve ark., 2001; Ohtaki ve ark., 2001).

Son zamanlarda kisspeptin, HPG aksinin anahtar diizenleyicisi olarak
tanimlanmistir. Kisspeptinlerin, intraserebral (i.c.), intraserebroventrikiiler (i.c.v.),
intrahipotalamik (i.h.), sistemik intravendz (i.v.), intraperitonel (i.p.) ve subkutan
(s.c.) gibi farkli yollarla verildiginde LH salgilanmasinda degisikliklere yol
acmaktadir (Matsui ve ark., 2004; Navarro ve ark., 2004a, 2005; Patterson ve ark.,
2006; Tovar ve ark., 2006; Mikkelsen ve ark., 2009). Santral ve periferal olarak
uygulanan kisspeptinin akut etkilerinin kesfedilmesine ragmen, uzun siireli
uygulamasinin etkileri daha az aragtirllmistir. Erigkin erkek si¢anlara 13 giin siireyle
deri alt1 uygulanan kisspeptin-54'in (50 nmol/giin) testikiiler dejenerasyona,
dolagimdaki inhibin B seviyesinin ve testis agirliklarinin anlamli olarak azalmasina
yol agmustir. Ayrica plazmadaki total ve serbest testosteron seviyelerinin sinirda
oldugu gozlenmistir. Daha kisa siirelerde kisspeptin-54 iin verilmesi sonucunda,
plazma LH ve serbest testosteron seviyelerinde uygulamadan 1 giin sonra arttig1
gosterilmistir. Bu etki kisspeptin uygulamasindan 2 giin sonra kaybolmustur. Erigskin
erkek siganlarda, 1 giinliik kisspeptin-54 (50 nmol/giin) {in subkutan olarak
uygulanmasinin plazma LH ve testosteron seviyesine uyarici bir etki olusturdugu
gosterilmis ve bu etki siirekli uygulamanin 2. giiniinde ortadan kalkmistir. Bu da
gostermektedir ki, kisspeptinin siirekli uygulanmasi1 bu uygulamaya cevap olarak

HPG aksinin desensitizasyonuna sebep olmustur (Thompson ve ark., 20006).
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Aragtirmacilar, primatlarda kisspeptine karst HPG aksinin desensitizasyonunun
hipotalamik GPR54'in desensitizasyonu oldugunu 6ne siirmiislerdir (Seminara ve
ark., 2006). HPG aks1 {izerinde Kisspeptin-10, -14, ve -54'iin akut etkileri konusunda
yapilan calisma sonucunda farkli biyoetkilerin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. /n vitro
ortamda, Kisspeptin-10, -14, ve -54'iin, Kiss reseptorii olan GPR54 ile etkilesiminin
benzedigi  bildirilmistir (Kotani ve ark., 2001). Ayrica, kisspeptin-10 ya da
kisspeptin-54'in, in vivo olarak ventrikiil i¢cine uygulanmasiyla, gonadotropin
salgilanmasinin uyarilmasinda benzer etkiye yol actig1 tespit edilmistir (Gottsch ve
ark., 2004). Kisspeptin-10 ve -14 gibi daha kisa formlarinin, subkutan uygulanmasi
sonucunda akut donemde plazma LH seviyesini artirirken, kronik donemde artigin
anlamli olmadigi, kisspeptin-14'iin plazma total testosteron seviyesini 6nemli 6l¢iide
artirdig1 saptanmistir (Thompson ve ark., 2006). Bir bagka calismada ise kisspeptinin
testesteron seviyesini diisiirdligli, bu olaymn LH salgilanmasindaki diislisten daha ¢ok
testis dejenerasyonundan kaynakli olabilecegi Ramzan ve Qureshi (2011) tarafindan
One siirilmiistiir.

Bizim ¢alismamizin sonucunda da daha kisa bir form olan kisspeptin-10'un, 1
ve 5 giinliik uygulanmasi sonucunda serum testosteron diizeyinin arttigi, fakat kronik
uygulama siiresi sonunda bu etkinin azaldigi, 13 giinliik uygulama sonrasinda 7 giin
uygulama yapmadan bekleyen grupta ise testosteron diizeyinin daha da azalarak
kontrol degerlerine yaklastig1 saptanmistir. Deney gruplarinda Leydig hiicrelerinde
¢ok sayida vakuolizasyon olmasi hiicrede aktivasyonunun artis1 olarak
degerlendirilmistir. Sonuglarimiz, eriskin erkek sican kullanma ve testosteron
seviyesinin 13 giinliik silirede azalmasi agisindan degerlendirildiginde, eriskin erkek
sicanlara kronik olarak s.c. kisspeptin-54'in (50 nmol/glin) 13 giinlik
uygulamasindaki Thompson ve arkadaslart (2006) nin sonuglarina benzerdir.

Thompson ve ark., (2006) s.c. olarak kisspeptin-54 {in siirekli uygulanmasinin
kisspeptine karst HPG aksinda bir desensitizasyona sebep olmasina ragmen,
dolasimdaki gonadotropinlerin baskilanmasina neden olmadigint rapor etmislerdir.
Ramzan ve Qureshi ise puberte Oncesi erkek sicanlarda kisspeptinin siirekli
verilmesi, FSH seviyesini degistirmezken LH salgilanmasinda azalmasina neden
oldugu, bunun HPG aksinin duyarliliginin azalmasi ile iligkili olmadig1 bildirilmistir.

Thompson ve ark. (2009) Kisspeptin-54’ iin indiikledigi testis dejenerasyonunun
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gonadotropinler araciligr ile olustugu hipotezini daha fazla desteklemek igin,
kisspeptin-54’iin (5 nmol) bir kez i.c.v. yiikksek doz enjeksiyonunun testikiiler
dejenerasyona sebep oldugunu gostermislerdir. Kisspeptin-54'iin bu dozu testosteron
salimim1 ve gonadotropinin maksimum stimulasyonu i¢in gerekli olan dozdan daha
yiiksektir (Thompson ve ark., 2004; Navarro ve ark., 2005a,b; Patterson ve ark.,
2006). Bundan dolayi, testisler {izerine kisspeptin-54 iin dogrudan etkisinden ¢ok,
kisspeptin-54’ {in testikiiler dejenerasyona santral yolla sebep oldugu goziikmektedir.
Onceden uygulanan GnRH-R antagonistiyle, yiiksek doz kisspeptin-54
uygulamasinin ardindan goriilen HPG aksmin asir1 uyarilmasinin sonucu olan
testikiiler dejenerasyon tamamen onlenmistir. Subkutan kisspeptin-54 uygulamasi
vaz deferens, prostat, epididimis bezlerinde dejeneratif degisikliklere neden
olmamigtir (Thompson ve ark., 2009).

Bu ¢aligmada kullandigimiz Kisspeptin-10'un intraperitonel olarak giinde bir
kez 50 nmol dozunda verilmesi sonucunda, akut ve kronik uygulamada, seminifer
tiibiillerde belirgin bir dejenerasyona yol agmamistir. Gonadosomatik indeks yiizdesi
(GSI %) olarak degerlendirilen testis agirlig1 ve seminifer tiibiil ¢aplarinda da anlamli
bir farklilik bulunmamistir. Akut donem ve bekleme donemine ait gruplarda birer
denekte seminifer tiibiillerin dejenere oldugu, spermatogenetik hiicre serisinin
bozuldugu, baz tiibiillerde ¢ok belirgin atrofik degisikliklerin olustugu goriilmiistiir.
Yar1 ince kesitlerde seminifer tiibiillerin bazal bolgesinde vakuolizasyon
gozlenmigtir. Kisspeptinin dozu ve uygulama siiresi, etkinin ortaya ¢ikmasinda
belirleyici olabileceginden Kisspeptinin bu kisa formunun testis dejenerasyonuna
sebep olup olmadigini anlayabilmek icin santral yolla ayni dozda denenmesi ile
karsilagtirma yapilabilir.

Ramzan ve Qureshi (2011), farkli dozlardaki kisspeptin-10' un testis
dokusuna etkilerini elektron mikroskopik olarak inceleyerek, 10 pg kisspeptin
uygulamasinda, seminifer tiibiillerde anormal spermatogonyumlar, pakiten
spermatosit ve spermatidleri tanimlamislardir, fakat yapiyr kontrol testis
morfolojisine yakin  bulmuslardir. 1 ng kisspeptin uygulandiginda, seminifer
tiibiillerde ¢ok fazla hiicresel anormallikler oldugunu ve primer spermatositlerin
sitoplazmasinda genis hiicre i¢i bosluklarin olustugu, bazal laminanin katlarinin

belirgin olmadigr ve kalinlastigini saptamiglardir. Seminifer tiibiillerin ve germ
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hiicrelerinin biitlin yapilarinda belirgin dejenerasyon oldugunu gostermislerdir.
Spermatidlerde, pargalanmis ve katlanmis g¢ekirdek zarlari ve anormal akrozomal
vezikiilleri gozlenmistir. Daha yiiksek kisspeptin dozunda (lpg ) ise seminifer
tiibiillerdeki germinal hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve c¢ok fazla fokal
spermatogenetik hiicrelerinin oldugu, germ hiicrelerinde sekil bozuklugu olustugunu,
Sertoli hiicreleri ile spermatogonyumlarda biiyiik sitoplazmik vakuollesmelerin ve
asirt  hiicresel dejenerasyonun oldugunu gostermislerdir. Bu calismanin
ultrastriiktiirel incelemelerinde ise, kontrol grubuna ait testis dokularindaki seminifer
tiibiillerinin tiim spermatogenik hiicre serilerinin morfolojilerinin normal goériinimde
oldugu saptanmistir. 1 giinliik tek doz kisspeptin-10 uygulamasi bazi1 sertoli
hiicrelerinde ve spermatogonyal hiicrelerde mitokondrial kristalizise neden olmustur.
Ayrica, bu grubun yar1 ince kesitlerinde gozlemlenen sitoplazmik vakuollerin
elektron mikroskobu ile mitokondrial kristalizisten kaynaklandigi belirlenmistir.
Yine bu grupta, seminifer tiibiil epitelindeki bazal membran {izerinde gozlenen
apoptotik cisimler TUNEL yo6ntemiyle belirlenen DNA fragmantasyonlu hiicreler
ultrastriiktiirel olarak tespit edilmistir. 5 giinliik kisspeptin-10 uygulamasi adluminal
kompartmanda yer alan spermatogenetik hiicreler arasindaki baglanti1 birimlerinde
olusan dejenerasyonlar iri ekstraselliiler vakuol goriiniimiine neden olmus ve bu
gbriinlim yar1 ince kesitlerde s6z edilen vakuolizasyonun dejeneratif agikliklar
oldugunu ortaya koymustur. Kiss (13+7) grubunda ise bazi spermatogonyal
hiicrelerde  vakuolizasyonu  saptanmustir.  Sertoli  hiicrelerinde  apoptozis
goriilmemistir. Gruplarimizda spermatogenetik hiicreler arasinda yer yer agikliklar,
hiicre sitoplazmalarinda vakuolizasyon, mitokondrial kristalizis saptanmigsa da bu
degisiklikler yaygin goriilmemistir.

Kisspeptin reseptorii olan GPR54 mRNA'nin testisteki kan damarlarinda
ekspresyonu arastirilmamistir. Bir calisma gostermistir ki, kantitatif reverse
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile insan testisinde kisspeptin mRNA tespit
edilmistir (Ohtaki ve ark., 2001), ancak sican testisinde tespit edilmemistir (Terao ve
ark., 2004). Kisspeptinler testislerde daha ¢ok otokrin ve parakrin etki
yapmaktadirlar. GPR54 ekspresyonu vaz deferens, prostat ve epididimiste

goriilmemistir (Thompson ve ark., 2009). Baz1 ¢alismalarda testislerde GPR54'iin
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eksprese edildigi ancak hangi hiicrede oldugu tanimlanamamistir (Kotani ve ark.,
2001; Ohtaki ve ark., 2001; Funes ve ark., 2003; Terao ve ark., 2004).

Bu calismada kontrol ve deney grubu deneklerin immiin flouresan yontemiyle
incelenen testis dokularinda GPR54 ve Kisspeptin ekspresyonu gozlenememistir.

Kisspeptin uygulamasindan sonra testikiiler kan akisinda degisikliklerin de
testikiiler dejenerasyonun olugmasinda etkili olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle
spermatogenesizdeki bozukluk ve seminifer tiibiillerdeki fokal hasarlara sebep olan
kan akisindaki uzun siireli azalmalar ile akistaki kisa siireli diisiisler
spermatogonyumlar ve erken spermatositlerde apoptosis ile sonuglanir (Thompson
ve ark., 2006, 2009; Markey ve ark., 1994; Bergh ve Soder, 2001).

Yapilan bu caligmada tiim gruplara ait seminifer tiibiillerde degisen sayida
TUNEL (+) apoptotik hiicre saptandi. Apoptotik hiicreler akut donemde kontrole
gore azalmig, kronik donemde artmis olarak bulunmustur. Kisspeptin kesildikten 7
gilin sonraki grupta apoptotik hiicre sayisinin arttigi ancak 13. giine gore anlaml
olmadig tespit edilmistir. Proliferasyon yoniinden degerlendirildiginde, Ki-67 (+)
boyanan hiicrelerin artis1 apoptozis degerlerine benzemekteydi. Akut donemde Ki-67
(+) boyanan hiicre sayisinin artmis olmasi testosteron diizeyinin artisi ile paralellik
gostermistir. Ancak, kronik donemde testesteron azalmasina ragmen proliferasyonun
artist devam etmistir. Ayni dénemde artmis olan hiicre sayisin1 dengelemek icin
apoptozisin artig1 saptanmustir. Kisspeptin uygulamas: bittikten 7 giin sonraki
donemde testesteronun azalmasi devam etmistir, apoptozis artmustir, proliferasyon
azalmistir. Apoptozis artis1 hiicre sayisinin normal sinirlara gelmesi cabalarinin
gostergesi olarak yorumlanmistir.

Sonug olarak,

Yapilan bu deneysel calismada 50 nmol dozunda kisspeptin-10' un, seminifer
tiibiillerde akut ve kronik uygulama donemlerinde hiicre proliferasyonunu artirdigi
saptanmigtir. Kisspeptinin kesilmesiyle birlikte proliferasyonun ve testosteronun

azaldig1, apoptozisin arttig1 tespit edilmistir.

72



6. SONUC ve ONERILER

Kisspeptin, spermatogenezis ve HPG aksinin uyarilmasi i¢in kullanilabilecek
bir ndropeptid olarak tanimlanmaktadir. Kisspeptinin akut etkilerinin bilinmesine
ragmen, uzun siireli uygulanmasinin sonuglar1 ve iireme sistemi lizerindeki etkileri
yoniinden, yapisal degisiklikleri igceren mikroskopik c¢alismalar yeterli sayida
bulunmamaktadir. Ureme ¢aginda kisspeptin saliimini diizenleyen gevresel uyarilar
ile uyarici ve engelleyici ndrotransmitterlerin rolii arastirilmaktadir. Kisspeptin diger
degiskenlerle  karsilastirilip, kisspeptin agonist ve antagonistleri kullanilarak
infertilite vakalarimin tedavisinde yeni yaklasimlar elde edilecektir. Calismamizin
sonucunda  kisspeptinin  seminifer tiibiillerdeki spermatogenetik hiicrelerde
proliferasyonu artirmis olmasi infertilite tedavisi yoniinden degerlendirilebilir. Ancak
Kisspeptinin farkli formlar1 ve dozlarinin, farkli gelisim evrelerinde uygulanmasi,
spermatogenezis ve apoptozis lizerindeki etkileri konusunda daha fazla verinin elde

edilmesini saglayacaktir.
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