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DOGUM SONRASI GELiSIM DONEMINDE SICAN TESTiSiINDE GHRELIN
IMMUNUHISTOKIMYASININ INCELENMESI

OZET
Testisler embriyonik gelisimi, seksiiel olgunlagmayir ve iireme fonksiyonlarimi etkileyen
endokrin ve ekzokrin fonksiyonlu bilesik tiibiiler bir ¢ift bezdir.Ghrelin, gastrointestinal
sistem tarafindan {Uretilen, santral etkiyle yeme davramsi ve viicut agirhigmin
diizenlenmesinde gorev alan bir peptit hormondur.Ghrelin ilk kez 1999 yilinda farelerin
midesinde tanimlanmistir. Daha az miktarda ise bagirsak, bobrek, hipofiz bezi,
plasenta,testis ve hipotalamus tarafindan da iiretilip dolagima verilmektedir.
Bu calismanin amaci degisik yas gruplarindaki erkek sicanlarin testislerinde ghrelin
immiinolokalizasyonunu ortaya koymaktir.
Calismada 70 adet degisik yas gruplarinda Wistar-albino cinsi erkek sican kullanildi.
Sicanlar her birinde on hayvan bulunan yedi gruba ayrildi. Sicanlar ketamin anestezi
altinda dekapite edildi.1,5,15,20,30,45,75. giinlerde testisleri ¢ikarildi. Testisler parafin
bloklara  gomiildii =~ ve  Avidin-Biotin-Peroksidaz ~ yontemi  ile  ghrelin
immunohistokimyasal boyamasi yapild1.
1-5 giinliik gruptaki sican testisinde cok hafif siddette, 15-20 giinliik grupta orta
siddette, 30-45 ve 75 giinliik gruplarda yogun siddette immun reaksiyon gozlendi. Bu
caligma sonunda sigcan testisinde ghrelin miktarinin yasa gore artis gosterdigi deneysel
ve istatistiksel olarak gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Ghrelin, Testis, Sican.
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AN ANALYSIS OF GHRELIN IMMUNOHISTOCHEMISTRY IN RAT TESTIS
OF POSTNATAL DEVELOPMENTAL PERIOD

ABSTRACT
Testises are compound tubular glands with endocrine and exocrine functions to affect
embryonic development, sexual maturity and reproduction functions. Ghrelin is a
peptide hormone produced by gastrointestinal system to regulate eating behavior and
body weight. Ghrelin was defined first in 1999 in rat stomach. It is also added to the
cardiovascular system after being produced in small quantities in intestines, kidneys,
pituitary gland, placenta, testicles and hypothalamus.
The aim of this study is to present the ghrelin immunolocalization in male rat testicles
from different age groups.
70 male Wistar-albino rats from different age groups were used in this study. Rats were
placed in seven groups containing ten, each. Rats were decapitated under ketamine
anesthesia. Testises were cut out on day 1,5,20,30,45,75. Testicles were immersed in
paraffin blocks and ghrelin immunohistochemically stained by avidin-biotin-preksidaz
method.
It was observed that rats in 1-5 day group showed very slight, 15-20 day group showed
moderate, 30-45 and 75 day group showed intense immune reaction. The results of the
study reveal clinically and statistically that the amount of ghrelin in rat testicles shows

an increase with respect to age.

Keywords: Ghrelin, Testis, Rat.
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1.GIRIS VE AMAC

Ghrelin, gastrointestinal sistem tarafindan tretilen, santral etkiyle yeme davranisi ve
viicut agirh@inin diizenlenmesinde gorev alan bir peptit hormondur. Ghrelin ilk kez
1999 yilinda Kojima ve ark tarafindan farelerin midesinde tanimlanmistir (1). Ghrelin
midenin oksintik mukozasinda yer alan, endokrin fonksiyonlara sahip X/A hiicreleri
tarafindan iretilmekte ve 28 amino asit icermektedir (2,3). Daha az miktarda ise
bagirsak, bobrek, hipofiz bezi, plasenta ve hipotalamus tarafindan da iiretilip dolasima

verilmektedir (4-7).

Enerji homeostazisi iizerine olan etkileri, iiretim yerinden bagimsiz olup, santral sinir
sisteminde (SSS) hipotalamus diizeyinde ortaya cikmaktadir (8). Hipofiz bezindeki
biiylime hormonu (GH) salgilatic1 etkisinden bagimsiz olarak ghrelinin kemiricilerde
intra serebro ventrikiiler (icv) ve intra peritoneal (ip) uygulamalarmdan sonra besin
alimmasin1 potansiyel olarak uyaran bir bagirsak-beyin peptidi gibi hareket ettigi

gosterilmistir (9-12).

Uzun siireli uygulamalar ile fareler ve sicanlarda ghrelin’in viicut agirhgr ve
yaglanmay1 artirdig1 gosterilmistir (10,11). Insanlarda intra vendz (iv) ghrelin
uygulanmas1 kendi basina alinan dgiinlerdeki besin aliminda %28’lere kadar yiikselen

bir istah artisina yol acabilmektedir (11). Ghrelin’in istah agici etkisi; kemiricilerde
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periferik uygulanmasina bagh olarak hipotalamik bdlgedeki c-Fos noronlarin anlamli
bir artisina bakilarak hipotalamik arkuat nukleuslarin (ARC) uyarilmasi sonucunda
muhtemelen ortaya ¢ikmaktadir (13,14). Spiegelmer NOX-B11, daha Onceleri yapilan
caligmalarda ghrelin’i bagladig1 gosterilen sentetik bir L-oligoniiklotittir. Bu maddenin
uygulanmasiyla ghrelin’in yol agtig1 besin alimi1 ve siganlardaki arkuat nukleuslardaki c-

Fos etkisinin baskilandig1 gosterilmistir (9).

Biiyiime hormonu salgilatict hormonun salmmimini uyaran ghrelin hemen hemen her
hiicre tizerinde direkt olmasa da dolayli olarak etkilidir. Somatotrop hormon,
somatotropin gibi isimlerde verilen biiylime hormonu, ©6n hipofizin somatotrop
hiicrelerinden salgilanir. Basta kemik, kikirdak ve iskelet kasi olmak iizere viicudun
biiylime yeteneginde olan hemen biitiin doku hiicrelerine etki eder. Hiicrelerin hem
biiylimesini hem de mitoz bolinme ile ¢ogalmasini artirarak cok sayida hiicrenin
gelisimini saglar. Ghrelinin biiylime hormonu salgilatict etkileri hem in vitro olarak,

hem de si¢anlarda yapilan icv ve ip ¢caligmalarda gosterilmistir (15,16).

Ghrelin’in GH ve insiilin eksenindeki rolii degerlendirildiginde sadece insiilin benzeri
biiytime faktorii-1 (IGF-1) ile ghrelin arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (17). Aynen
ghrelin diizeylerinde oldugu gibi IGF-1 diizeyleri de eriskin doneme yaklastikca
azalmakta, GH’dan bagimsiz olarak niitrisyonel durumdan etkilenmekte ve ayrica intra
uterin (iu) bilyiime geriliginde diizeyleri artmaktadir (18,19). Ostrojen, GH ve IGF-1 ile
ilgili yapilan pek ¢ok calismada bu hormonlarin dogrusal (lineer) bir biiyiime ile yakin
iliski gosterdikleri ifade edilmektedir. GHRH, somatostatin ve ghrelin; GH ekseninde
yer almakla birlikte, seks steroid hormonlarinin ve 6zellikle de dstrojen’in bu konudaki
Onemi iyi bilinmektedir (20,21). Ciinkii GH salinimint diizenlemektedirler ve insan
hayatinin belirli donemlerinde her iki cinsiyette de GH salimimmi baskilamaktadirlar.
Kanda dolasan GH diizeyleri yasa bagli olarak degisiklikler gosterir; plazma GH
konsantrasyonu puberte doneminde belirgin bir sekilde artarken, yasin ilerlemesiyle
birlikte ve seks steroidlerinin de etkisiyle bu degisiklikler belirgin hale gelir (20-22).
Ustelik GH salinimu eriskin siganda dimorfizm gosterir ve bu seks steroidleri GH
salmimi lizerinde 6nemli bir rol oynarlar (23). Hatta eriskin erkek sicanlarin kastre
edilmesi (testislerinin c¢ikarilmasi); hipotalamik GHRH ve somatostatin’in mRNA

miktarlarinda anlamli bir sekilde azalma ortaya c¢ikartir (20,24). Bu durum, seks
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steroidlerinin GH eksenini diizenleyen GHRH ve somatostatin ile ilgili ndronlariin

etkilendiginin bir isaretidir (25).

Ghrelin ekpresyonu (ifadesi) tipki GH’a benzer bir sekilde yasla ilgili degisiklikler ve
seksiiel dimorfizm gosterir. Bu konuda Liu ve ark (26), Norhtern blot yontemiyle
yaptiklar1 calismada ghrelin’e ait mRNA’y1 farkli yaslardaki farelerin midelerinde
incelemisler ve ghrelin diizeylerinin embriyonik 18,5. giinde diisiik diizeydeyken;
dogumdan sonra hizla arttigin1 ve sonra kademeli bir sekilde tekrar azaldigini
gostermislerdir. Matsubara ve ark (25) yeni dogan doneminden eriskin doneme kadar
olan sicanlarda ghrelin immiino pozitifligini ve bunu gosteren hiicrelerin sayilarini
incelemislerdir. Yaptiklar1 bu calismada ghrelin salgilayan hiicrelerin seksiiel olarak
dimorfik bir yap1 gosterdiklerini ve farkl bir sekilde ortaya c¢iktiklarini gézlemislerdir.
Ayrica Barkan ve ark (27) siklusun geg follikiiler evresinde bulunan kadinlarda, plazma
ghrelin konsantrasyonlariin erkeklerdeki diizeylerine gore daha yiiksek oldugunu iddia
etmektedirler. Bu bulgular seks steroidlerinin GH’a benzer bir sekilde ghrelin
sallniminin diizenlenmesinde bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ratlarda
Leydig hiicrelerinde (28), insanlarda Leydig ve Sertoli hiicrelerinde (29), koyunlarda ise
bu hiicrelere ilave olarak 6zellikle seminifer tubuller igerisinde, germ hiicrelerinde (30)
ghrelin ekspresyonu goriilmiistiir. Bu ¢aligmalar, ghrelinin reprodiiktif sistem lizerinde,
ozellikle Leydig hiicrelerinden testosteron sentezinin ayarlanmasinda, bir regiilator

olarak gorev alabilecegini gostermektedir.

Gonadal fonksiyonlar iizerinde son yillarda ghrelin’in giderek artan Onemine dair
caligmalar yapilmaktadir (31-36). Bu noktalar1 acikliga kavusturabilmek ve literatiire
katkida bulunabilmek amaciyla degisik yas gruplarindaki erkek sicanlarin testislerinde

ghrelin immiinolokalizasyonunun arastirilmas: amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TESTIS
2.1.1.Testisin Embriyolojisi

IIkel cinsiyet hiicreleri biiyiik, yuvarlak hiicrelerdir ve 4. haftamin baginda vitelliis
kesesinin endoderm hiicreleri arasinda bulunurlar. Embriyonun katlanmasi sirasinda
ilkel cinsiyet hiicreleri arka bagirsagin arka mezenteri boyunca gonad kabartilarina goc

ederler (37) (sekil 2.1) .

Genital

sislik .“f‘"'

Allantois

Primordial
Y\ germ \
A hilcreleri \ LR ‘ Mezonefroz

& Kloaka
Yolk kesesi

Sekil 2.1. Primordial germ hiicrelerinin primitif gonadlara gocii (37).
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Altinct haftada ilkel cinsiyet hiicreleri embriyonel bag dokuya girer ve primitif cinsiyet
kordonlarina ulasir. Burada germ kordonlar1 gelisir ve artik farklilasmamis evre sona
erer. Erkek ve disi iireme organlarinin yapisal farklagmasi embriyonun 7. haftasma
kadar baslamaz ve bu donem gonadlarin “farklagmamis evresi” olarak bilinir. Testisler
ve yumurtaliklar; mezoderm epiteli, embriyonel bag dokusu ve ilkel germ hiicreleri
olmak {iizere 3 kaynaktan gelisirler. Gonad gelisiminin ilk belirtileri s6lom epitelinin
cogalmasi ve embriyonel bag dokusunun yogunlagmasi ile meydana gelir. Insanda 5.
haftada ortaya cikan bu yapi genital kabarti olarak bilinir (Sekil 2.2). Parmaga benzer
sekilde alt mezenkime dogru inen epitelsi kordonlar birincil cinsiyet kordonlarmi
andirirlar. Farklilasmamis gonad yapisinda dista korteks, i¢c kisimda ise medulla
bulunur. Embriyo XY cinsiyet kromozomlarina sahipse medulla testise doniisiir, korteks

bir takim kalintilar1 disinda dejenere olur (37).

Aort Mezonefnk kanal
{Wolff)

Primordial
germ hicreleri

Paramezonefrik kanal
Seks knrdonlars {MU"QH

Prolifere olan
kélom epiteli

Sekil 2.2. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadal kabartiya yerlesmesi (37).

Testislerin gelisimi, birlikte calisan bir takim genler ile saglanir. Y kromozomunun kisa
kolu iizerindeki testis belirleyici etkenler i¢cin SRY geni, farklilasmamis gonadin testis
olarak gelisiminde oldukca onemlidir. Testis belirleyici etken (TDF) primitif cinsiyet
kordonlarint uyarir ve farklilagmamis gonadin medullasinin derinlerine dogru
uzamasina neden olur. Kordonlar burada dallanir ve anastomoz yaparlar. Boylece ags1
yapidaki rete testis gelisir. Cinsiyet kordonlarinin (seminifer kordonlarin) kalin bir

fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra, yiizey epiteli ile olan baglantilari
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kaybolur. 12. haftada yogun tunika albuginea’nin gelisimi testis gelisimi i¢in oldukca
belirleyicidir.

Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklilasirlar.
Seminifer tiibiiller, intersitisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezenkimden
ayrilirlar. 8. haftadan bagslayarak Leydig hiicreleri, androjen hormonlarini (testosteron
ve androstenediyon) salgilamaya baslarlar, bu hormonlar dis iireme organlarinin erkek
yoniinde farklasmasini uyarmaktadir. Insan koryon gonadotropin hormonu (hCG)

testosteron iiretimini uyarir.

Testosteron hormonunun miktar1 8-12 haftalik donemde en yiiksek degerine ulasir.
Testosterona ek olarak fotal testisler glikoprotein yapisinda bir hormon olan
antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan inhibitér madde (MIF) ad1 verilen bir
hormonu da salgilamaktadir. Seminifer tiibiillerin, ergenlige kadar olan donem boyunca
limenleri bulunmaz. Ergenlikten baslayarak liimen gelisir ve seminifer tiibiilleri

olustururlar (37) .
2.1.2. Anatomi ve Fizyolojisi

Insanda bir ¢ift testisin her biri yaklasik 10-15 gr agirlikta, 4.5 cm boyunda ve 2.5 cm
capindadir. Testisler skrotum (scrotum) icerisinde korunmaya alinmistir. Spermi iireten
testisler icin gerekli sicaklik, viicut agirhgmdan 2-3 °C daha diisiiktiir. Optimum
sicaklik 34 °C’dir. Skrotum sicakta gevseyerek sarkar ve viicuttan uzaklasir. Sogukta ise
biiziilerek toplanir ve viicuda yaklasarak testislerin optimum sicaklikta tutulmasi
saglanir. Bu hareketleri skrotumun kremaster (cremaster) kasi gergeklestirir. Testis

1s1s1in korunmasinda ter bezlerinin de rolii vardir (38,39).

Her bir testis 800-1000 kadar seminifer tiibiillerden (tiipgiiklerden) meydana gelmistir.
Bu seminifer tiibiiller sperm yapim yeridir. Bu tiibiillerden genellikle 1-3 tanesi, sayisi
200-300 arasinda degisen her bir lobiil (lobcuk) icerisinde bulunur. Tiibiillerin her biri
yaklasik 8 cm kadardir ve testis icerisine kivrilmig yapidadir.

Seminifer tiibiillerin duvar1 germinal doku ile kaplhidir. Bu germinal dokuda
spermatojenik hiicreler ve destek hiicreleri (Sertoli hiicreleri) olmak iizere farkh

hiicreler bulunmaktadir.
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Spermatojenik hiicreler: Spermatogonia, spermatosit ve spermatiddir. Destek hiicreleri
germinal spermin olgunlasmasimi saglayan besleyici hiicrelerdir. Bu destekleyici,
besleyici Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda androjen baglayici protein ve inhibin hormonu
salgilar. Inhibin hipofizden salgilanan folikiil stimiilan hormon (FSH) nu kontrol altinda

tutar (38).

Spermler seminifer tiibiillerden, yaklasik 6m boyunda bir baska kivrimli tiipe iner ki bu
yap1 epididimdir. Epididim vas deferense acilir. Vas deferens prostat bezine girmeden
vas deferens ampullast denen bir genisleme gosterir. Prostatin her iki tarafinda yer alan
seminal vezikiiller ampullanin prostat girisine acilirlar ve hem ampullanin hem de
seminal vezikiiliin icerikleri ortak bir ejakiilator kanalla prostat govdesinden gecerek,
internal iretraya bosalirlar. Prostat bezinden c¢ikan prostat kanalciklar1 da ejakulator

kanala acilmaktadir. Testisleri viicut disina baglayan zincirin son boliimii tiretradir (40).

Seminifer tiibiillerin arasinda intertisyel endokrinositler veya Leydig hiicreleri adi
verilen androjenleri salgilayan endokrin faaliyet goOsteren hiicreler bulunur.

Androjenlerin en 6nemlisi testosterondur.

Testisler abdominal aortadan cikan testikiiler arterle kanlanir. Testislerin vendz kani
sagda V. Cava inferiore, solda V. Cava renalise dokiiliir. Testislerin innervasyonu
otonom sinirlerle gerceklestirilir. Testislerin skrotuma inisleri dogumdan 3-4 hafta 6nce
tamamlanir. Bazi1 nedenlerden otiirii bu inis gerceklesmez ve genellikle sag testisler
inguinal kanalda kalir. Bu durum kriptorsidizm olarak adlandirilir. Abdominal boslukta
kalan testisler sperm olusturma yetenegini kaybeder. Bunda en onemli etkenlerden biri
spermler i¢cin gerekenin iizerindeki 1sidir. Cocuk kiiciikken iki yasma kadar uygulanan
testisleri asag1 indirme operasyonlar1 cocugun ilerde kisir olmasini engeller. Operasyon

5 yasindan sonraya kalirsa spermatogenez zarar goriir (38).
2.1.3. Histolojisi

Erkek genital sistemi iki gonaddan (testisler), genital kanallar ile bu yollara acilan
yardimci bezler ve penisten olusur. Genital kanal sistemi, tubuli rekti, rete testis, duktuli
efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejeculatorius ve hem genital hem
de idrar bosaltim yolu olarak kullanilan iiretradan olusur. Yardimci bezler ise, vesikula

seminalis, prostat ve glandula bulboiirethralistir (39,41).



2.1.3.1. Testisler

Testisler embriyonik gelisimi, seksiiel olgunlagsmayi1 ve lireme fonksiyonlarmi etkileyen
endokrin ve ekzokrin fonksiyonlu bilesik tiibiiler bir ¢ift bezdir (41,42). Bir ¢ift testisin
her biri yaklasik 10-15 gr agirlikta, 4.5-5 cm boyunda ve 2.5 cm capindadir. Testisler
skrotum denen deri ve fibromiikiiler kesemsi bir yapi i¢inde asili durumdadir. Skrotum
icindeki testisler ii¢ tabakali kalin bir kapsiille kusatilmistir. Kapsiiliin dis tabakasi
tunika vajinalis, orta tabakasi tunika albuginea ve i¢ tabakasi tunika vaskiiloza olarak
isimlendirilir. Tunika vajinalis iki yapraklidir; parietal ve visseral yapraklar. Visseral
yaprak tunika albugineaya yapisir, parietal yaprak ise skrotum i¢ yiiziine dayanir. Tek
kathh mezotel hiicrelerden olusan tunika vajinalis genelde preparatlarda izlenemez.
Kapsiiliin en kalin ve belirgin tabakasi1 yogun bir fibro elastik bag dokusu olan tunika
albugineadir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi
olusturur. Burada bezin i¢ine giren fibroz septalar bu yapiy: testikiiler lobiiller denen
yaklasik 250 adet primidal bolmeye ayirirlar. Her testis lobiilii kan damarlarini, sinirleri
ve intertisyel hiicreleri iceren gevsek bag dokusu ile sarili seminifer tiibiillerden olusur

(39,41,42) (Sekil 2.3).

duktus deferens epididimis duktuli efferentes

epididimis septum

tunika
albuginea

mediastinum testis

rete testis

tunika
vaginalis

tubuli rekti
epididimis

Sekil 2.3. Testisin Kisimlari (43).
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2.1.3.1.1.Tiibiili Seminiferi Kontortiler (Seminifer Tiibiiller)
30-70 cm uzunlugunda, 150-200 mikron genisliginde cok kivrintili kanalciklardir. Her
iki testiste yaklasik 500 kadar seminifer tiibiil bulunur (Sekil 2.4).

Kivriml tiibiiller lobiiliin apeksine dogru kivrimlarini kaybederek diiz tiip bi¢cimi alir.
Bunlar tubuli rekti olarak adlandirilirlar. Tubuli rektiler bosaltici duktuslarin ilkidir.
Diiz tiibiiller mediastinumda bulunan anostomozlasan kanallar olan rete testis ile devam
eder. Rete testis, duktus deferens ile epididimisin bas kismina baglanmistir (38,39).
Seminifer tiibiiller bir fibr6z bag dokusu kilifi, iyi bir bazal lamina ve kompleks bir
germinal veya seminifer epitelden olusur. Seminifer epitelde yer alan hiicre gurubundan

biri germ hiicreleri olan spermatogenik hiicrelerdir.

Sekil 2.4. Testiste Seminifer Tiibiiller. A: Genel

Goriiniim; B: Bir Semininfer Tiibiiliin Enine kesiti (43).

Diger hiicreler ise germ hiicrelerine destek olan ve onlar1 besleyen Sertoli hiicreleridir.
Sertoli hiicreleri bazal membrandan tiibiil limenine kadar uzanan prizmatik hiicrelerdir.

Spermatogenetik hiicreler ise birbiri iizerine swralanmig farkli gelisim asamasinda olan
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hiicrelerdir. Bunlardan bazal membrana en yakin olani spermatogonyumlardir. Liimene
en yakin bulunan, daha olgun hiicreler ise spermatidlerdir. Liimende spermiyumlar
izlenir. Spermatogenik hiicrelerin bi¢cimleri farkli oldugundan tiibiil liimeni diizensiz
goriinimlidiir (39,41).

2.1.3.1.2. Sertoli Hiicreleri

Bazal laminadan limene dogru uzanan ¢ok yonlii hiicrelerdir. Yan yiizleri tohum
hiicrelerine uyum saglayacak sekilde girintili ¢ikintilidir. Enine kesitlerde zor secilirler.
Eozinofilik sitoplazmalari, bazale yerlesmis bir iki centikli oval cekirdekleri vardir,
cekirdekcik belirgindir (Sekil 2.5). Sertoli hiicreleri iyi bir hiicre iskeletine sahiptir ve
tohum hiicrelerine gore daha dayanikhidirlar. Sertoli hiicrelerinin mitotik aktiviteleri
yoktur, bu nedenle cogalamazlar. Komsu Sertoli hiicrelerinin uzantilari birbirlerine siki
baglantilarla baglanmustir. Bu baglantilar kan-testis bariyerini olustururken epitel
tabakay1 bolmelere (kompartman) ayirir. Sertoli hiicreleri bu baglantilarla immiinolojik
koruma saglar, tohum hiicrelerinin beslenmesinde gorev alir ve mekanik destek vererek
hiicrelerin liimene dogru hareketine aktif olarak katilirlar. Ayrica spermiyogenez
sirasida ortaya ¢ikan sitoplazma artiklarmi fagosite ederler. Androjen baglayici protein
(ABP) iiretimini ve salgilanmasmi saglarlar. Embriyogenez swrasinda Anti-Miillerian
hormonunu iiretirler. Inhibinin iiretiminde ve salgilanmasinda gorevlidirler. Testikiiler
transferrin Uretimi ve salgilanmasi yaparlar. Fruktozdan zengin, spermatozoonlari

besleyici ve taginmasini kolaylastirict salgiy: tiretirler.



Sekil 2.5. Seminifer Tiibiilde Gelismekte Olan Spermatojenik Hiicreler Sertoli Hiicreleri (43).

Androjen baglayict hormon Sertoli  hiicreleri tarafindan salgilanir.Leydig
hiicrelerinden salgilanan testosteronu baglayarak seminifer tiibiil liimenine oradan da

epididimise iletilmesine yardimci olur.

Anti-miillerian hormon Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir. Miiller kanalinin
olusumunu baskilar ve boylece embriyo gelisimi erkek olarak tayin edilir (43).

2.1.3.1.3. Spermatogenez

Primitif erkek germ hiicreleri olan spermatogoniumlar seksiiel olgunluga ulagsmamis
erkeklerin gonatlarinda nadiren bulunurlar. Puberteden sonra olgun erkek germ
hiicrelerinin olugmasi spermatogenez olarak bilinir. Spermatogoniumdan spermatozoon
olusumuna kadar erkek tohum hiicrelerinin gosterdigi histolojik siire¢ spermatogenez
olarak adlandirilir. Spermatositlerin ard:r ardina iki boliinme gecirerek kromozom
sayillarin1t ve DNA miktarmi yariya diisiirerek spermatidleri olusturdugu evre mayoz
adin1 alir. Primer spermatosit birinci mayoz boliinmesi ile iki adet sekonder
spermatosite boliiniir. Bu boliinme ile primer spermatositin diploid kromozom sayisi

haploide inmis olur. Sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmesi sonucunda ise
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spermatidler olusur. Bu hiicreler haploid kromozom ve DNA igerigine sahiptirler.
Spermatidlerin  farklilagarak hareketli spermatozoonlara (sperm) doniismesine

spermiyogenez denir (41).

Insanlarda spermatogenez ve spermiyogenez yaklasik 9 haftalik bir siirede tamamlanr.
Tiibiil bazal membraninin hemen iizerinde yer alan spermatogoniumlar mitoz bdliinme
ile diger spermatogenik hiicreleri olusturan ana hiicrelerdir (41). Bunlar ¢ekirdegin

biiyiikliigii, kromatin dagilimi ve histokimyasal 6zelliklerine gore iki tipdir (42).

1. Tip A (Stem cell): seminifer tiibiiliin bazal laminasi {izerine oturmus yassi
cekirdekli hiicrelerdir. Kromatin igerigine gore koyu ve acik olarak ayrilmakta
ve koyu olanlar rezerv hiicreler olarak kabul edilmektedir. Mitozla ¢ogalinca
yarist Tip A olarak kalir, yaris1 biiyliyerek Tip B ‘ye doniisiir. Yani Tip A,

spermatogoniumlarm kaynagidir.

2. Tip B: ana spermatogoniumlardan daha biiyiik hiicrelerdir. Cekirdegi c¢ok
yuvarlaktir, koyu boyanir. Tip B’nin mitozla cogalmasiyla olusan hiicrelerin
hepsi farklilasarak spermatosit 1°i yapar. Spermatosit 1 bazal laminadan

uzaklagir, hacmi artar (42).

Spermatosit 1 (primer spermatosit): seminifer epitelin orta boliimiinde bulunan, kiire
ya da oval bi¢imli hacmi en biiyiik olan hiicredir. Olusur olusmaz 1. mayoz boliinmeye

ugrar.

Spermatosit 2(sekonder spermatosit): spermatosit 1’in mayoz bdlilnmesi sonucu
olusan haploid kromozomlu kii¢iik hiicrelerdir. Hemen 2. mayoz boliinmeyi gecirerek

spermatidleri olustururlar (42).

Spermatid

Haploid kromozomludur. Primer, sekonder spermatosit ve spermatidlerin aralarindaki
sitoplazmik kopriiler spermatogenezisin diizenlenmesinde rol oynarlar. Spermatogenez
tamamlaninca bu kopriiler kaybolur ve hiicreler serbestlesir. Spermatid boliinmez , sekil
degisikligi ile spermiuma doniisiir. Spermatogoniumdan spermium olusumuna kadar iki
evre bulunur; spermatogoniumdan spermatid olusmasi; spermatositogenezis,

spermatidin sekil degistirerek spermiumu olusturmasi; spermiogenezistir (42).

Spermiyogenezde seminifer tiibiillerde yer alan Sertoli hiicreleri onemli rol oynar.

Degisim siiresince spermatidler Sertoli hiicre membranina bagh kalirlar.
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Spermiyogenezde hiicrelerin yeni Ozellikler kazanarak degismesi dort donemde

incelenir (41):

A- Golgi Faz1: Golgi bolgesindeki PAS+ proakrozomal graniillerin birlesmesiyle
tek biiytik bir graniil olusur. Glikoproteinden zengin igerikli bu pro akrozomal
graniiller niiklear kilif yakinindaki membranla smirli akrozomal vezikiillerle
birlesirler (39,41,42). Akrozomal vezikiillerin bulundugu bdlge gelisen spermin
on kutbunu belirler. Bu donemde sentrioller de arka kutba dogru goc¢ eder.
Burada sperm kuyrugunun aksonemini olusturacak olan mikrotiibiiller

sentriolden baslayarak yapilanirlar (41).

B- Bashk (Cap) Donemi: Akrozomal vezikiil niikleusun 6n boliimiinii kaplayacak
sekilde genisleyip sapka gibi bu boliimii kusatir (akrozomal kep). Niiklear kilifin
buraya bakan boliimiiniin porlar1 kaybolur, kilif kalinlagir, niikleus yogunlasir

(41).

C- Akrozom Donemi: Bu donemde belirgin bir sekil degisikligi yasanir. Sperm
bast Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinin  derinlerine  gOmiiliir. Kuyruk
flagellumu 1iyice wuzayarak liimende belirgin olarak goriilmeye baslar.
Yogunlasmis niikleus yassilasip uzar. Akrozom apikal plazma membranina iyice
yaklasir. Sitoplazmik mirotiibiiller akrozomun arka yiiziinden spermatidin arka
kutbuna uzanan silindirik bir kilif seklinde organize olurlar (41). Akrozomal
vezikiil ¢ekirdege dogru ilerleyerek c¢ekirdek dis zarma yapisir. Akrozomal
vezikiiliin icerdigi sivi resorbe olunca, biiziiliir ve ¢ekirdegi kep gibi saran iki
yaprakli bir kese durumuna geger. Akrozomda bir¢ok hidrolitik enzim bulunur.
Bu nedenle akrozom 6zel tip lizozom olarak yorumlanabilir. Bu enzimlerin
hiicreleri korona radiatadan ayirdig1 ve zona pellusiday: sindirdigi bilinmektedir

(39.,42).

D- Ogunlasma Donemi: Sitoplazma miktarinin azaldigr son donemdir. Fazla
sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir.
Spermatidler birbirleri ile olan baglantilarin1 kaybederler, Sertoli hiicrelerinden

ayrilarak limene diiserler (41).

Liimene birakilan spermiumlar morfolojik olarak matiir, fakat fonksiyonel olarak

immatiirdiir. Hareketsizdir ve ovumu dolleme yetenegi smirlidir. Olgunlasmanin son
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kism1 olan kapasitasyon ejakiilasyondan sonra kadin organizmas: i¢inde, dollenmeden
kisa bir siire once spermde goriilen enzimatik degisikliktir. Spermiumlar seminifer tiibiil
ve bosaltic1 duktus sistemi i¢indeyken hareketli degildir (42).

Spermatozoon

Yaklasik 60 mikrometre kadar boyda ve en kalin yerinde 1 mikron c¢apinda olan

spermde ii¢ bolge ayirt edilir.

Bas kismi; DNA ile akrozom denilen lizozom benzeri bir yapiyi ihtiva eder. Akrozom
hiyaluronidaz ve proteinaz gibi enzimleri ile spermin sekonder oosit icerisine

girebilmesine yardim eder.

Boyun kisminda; spermin hareketleri i¢in gerekli olan enerjiyi saglayan ¢ok sayida

mitokondri bulunur.

Spermin hareketini saglayan kuyruk kismi ise; 55 mikron ile en uzun kisimdir. Esas ve
distal parca olamak iizere iki kisma ayrilir. Baslangic kisminda flagellum, flagellumun
cevresinde fibroz kilif, ince bir sitoplazma ve plazmalemma goriiliir. Kuyrugun son
kisminda fibréz kilif bulunmaz. Bu kuyruk sayesinde sperm dakikada yaklasik 4 mm
yol alir (38).

Interstisyel Doku

Seminifer tiibiillerin arasinda yer alan interstisyel bag dokusu, kollajen lifler, kan ve
lenfatik damarlar, sinirlerden zengin gevsek bag dokusudur (41,44). Bu dokuda
fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve farklilagmamis mezensimal hiicreler
bulunur (44). Leydig hiicreleri veya interstisyel hiicreler olarak adlandirilan yuvarlak
veya poligonal sekilli, yuvarlak niikleuslu, asidofil sitoplazmali hiicreler bag dokusu
icerisinde tek tek veya gruplar seklinde goriiliirler. Bu hiicreler testisleri meydana
getiren lobiiller arasindaki bag dokusu bdlmelerinde bulunurlar (45). Leydig hiicreleri
testosteron hormonu iiretimi ve salgilanmasindan ve ikincil cinsiyet karakterlerinin
gelismesinden sorumludur (46-49). Bu hiicreler salgiladiklar1 testosteron hormonu
(toplam testosteronun % 95’ini iiretir, geri kalan %35 surrenal kortekste iiretilir) ile

spermatogenezi devam ettirir (48, 50).

Steroid sentezleyen hiicre 6zelligi gosteren bu hiicrelerin sitoplazmalarinin en tipik
ozelligi cok sayida lipit damlasinin bulunmasidir. Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda

yaygin agraniiler endoplazmik retikulum bulunur. Sitoplazmada ayrica ¢ok miktarda
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mitokondri, lipofuksin pigmenti, cubuk seklinde bir inkliizyon olan Reinke Kristalleri
goriliir. Yasla birlikte Reinke kristalleri ve lipokrom pigmentinin miktarlar1 ¢cogalir
(41). Bu kristaller genel histolojik boyalarla boyanmazlar ve 151k mikroskobunda
goriilmezler. Elektron mikroskobu ile yapilar1 ayrintili olarak goriilebilir (44).

Leydig hiicreleri, diger i¢ salgi bezleri gibi bir epitel yiizeyinden degil, mezenkim
kaynakli stromadan gelisen, iyi damarlanma gosteren bir i¢ salgi bezi meydana getirir.
Testislerin i¢ salgi islevi Leydig hiicreleri tarafindan yiiriitiilir (51,52). Androjen
bagimli olan testiste hormon salgilanmasi Leydig hiicrelerinin sayica ¢ogalmasi, yapisal
degisim gecirmeleri ve testosteron {liretebilme yetenegini kazanmalarma baghdir.
Burada LH, Leydig hiicre islevlerinde diizenleyici bir anahtar gibidir ve bu hiicrelerinin

farklilagsma ve ¢ogalmasi i¢in vazgecilmez bir hormondur (53).

Leydig hiicreleri sentezledikleri testosteron hormonunu birlikte bulunduklar1 kan veya
lenf kapillerlerine bosaltarak endokrin sekresyon yaparlar. Leydig hiicrelerinin hem
etkinlikleri ve hem de miktarlar1 hormon uyarimlarina baghdir. Insanda gebelik
sirasinda Uretilen plasenta gonadotrop hormonu anne kanindan fetiise gecerek bol

miktardaki androjen hormonunu iireten farklilasmamis Leydig hiicrelerini uyarir.

Hormonlarin bulunmasi embriyonel farklilagmada erkek genital organlarinin gelismesi
icin gereklidir. Farklilasmamis Leydig hiicreleri gebeligin 4 %2 aymna kadar tamamen
farklilasmis olarak kalirlar; bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile
birlikte gerilerler. Daha sonra bu hiicreler gebelik boyunca hipofizden salman LH
uyarisi ile testosteron sentezini yeniden yapmaya baslayacaklar1 ergenlik 6ncesi doneme
kadar dinlenmede kalirlar (45). Testosteron ve diger androjenler, embriyoda erkek
fetusun gonatlarinin gelismesi i¢in esastir. Pubertede sperm iiretiminin ve aksesuar
bezlerin sekresyonunun baslamasi ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi icin
gereklidir. FErigkinlerde ise spermatogenezin, bezlerin sekretuar aktivitelerinin ve

sekonder seks karakterlerinin devam etmesi i¢in gereklidirler (41).

Olgun Leydig hiicreleri dogumdan sonraki birka¢ hafta digsinda, normal olarak cocuk
testisinde 10 yasina kadar bulunmaz. Leydig hiicrelerinin sayilar1 ergenlikle cogalirken

ileri yasta azalir.

20 yasmdaki bir erkekteki Leydig hiicre sayis1 60 yasindaki bir erkekteki Leydig hiicre
sayisinin 2 katindan fazdir (54).
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2.2.GHRELIN

Ghrelin, gastrointestinal sistem tarafindan tretilen, santral etkiyle yeme davranisi ve
viicut agirh@inin diizenlenmesinde gorev alan bir peptit hormondur. Ghrelin ilk kez
1999 yilinda Kojima ve ark (1) tarafindan farelerin midesinde tanimlanmistir. Ghrelin
ismi, Hint-Avrupa dilleri ailesindeki gelisim anlamina gelen “grow”sozciigiiniin kokii
olan “ghre” ile salgilatma anlamina gelen “relin” sozciikleri birlestirilerek tiiretilmistir.
Ghrelin, in vivo ve in vitro olarak GH (biiylime hormonu) salinimini uyaran GHRH
(bliyiime hormonu salgilatici reseptor) icin spesifik endojen bir ligandir. Ghrelin
midenin oksintik mukozasinda yer alan, endokrin fonksiyonlara sahip X/A hiicreleri
tarafindan tiretilmekte ve 28 amino asit icermektedir (2,3) (Sekil 2.6). Midenin yam sira
daha az miktarda bagirsak, bobrek, hipofiz bezi, plasenta, testis ve hipotalamus
tarafindan da tretilip dolagima verilmektedir (4-7). Memelilerde ghrelin homologlari
insan, sican (1), kopek, koyun, domuz, sigir, rhesus maymunu (55) ve farelerde de
tanimlanmistir (56). Molekiiler agirligi yaklasik 3300 Dalton olan memeli ghrelinleri
birbirine tamamen benzer degildir. Fare ve sican ghrelini de ayni yapiya sahiptir ve

insanda oldugu gibi 117 amino asitten olusur (1).

Ghrelin Onciilii olan preproghrelin 117 aminoasitden olusur. Salinmadan Once
sitoplazmada enzimatik bir islemden gecer, liciincii pozisyonundaki serin'e n-octanoyl
eklenir bu da ghrelin'in GH salgilatic1 etkinligini aktive etmek i¢in gereklidir. Bu post
translasyonel degisim, ghrelin molekiiliine kazandirdigir hidrofobik o6zelligiyle kan-
beyin bariyerini kolayca gecer. Ozel olarak da hipotalamus ve hipofize gecisine imkan
saglamaktadir. Hiicre biyolojisinde ilk defa, salinan bir proteinde acil baglanmasi islemi
gozlenmistir. Bu orijinal sentezin sonunda olgun ghrelin olusur. Acil grubu tagimayan
ghrelin formu olan des-octanoyl-ghrelin'in hipotalamik ve hipofizer reseptorlere
baglanamadiginin goriilmesi, n-octanoyl grubunun molekiile kazandirdigr hidrofobik
ozelligin, ghrelin'in GHRH ile baglanmasinda da ¢ok onemli bir faktor olabilecegini
diisiindiirtmektedir (57). Bu arada testise spesifik ghrelin kokenli bir transkript (GGDT)
bulunmustur. Bu molekiil 12 aminoasit biiyiikliigiindedir (58) (Sekil 2.7, 2.8).



17

Ghrelin R

Matilin R (GPR3&)
Meurotensin R1

Meurotensin R2

GPRIg

Meuromedin U - R1 (GPREE)
—O Meuromedin Ul - R2

o8 ® 009

Sekil 2.6. Ghrelin Reseptorii (1)

insan sican K

NH~G /S SIF/LIFPIHQR
e
TKIEXS) KK P PAKLG@(PI(R)=COOH

Il
O

L
i

I
T

I
I

I A
T-0-0-0-0-0-0-0-0-0-

BE
S g 2

L
I

N-oktanoik asit

Sekil 2.7. Acillenmis Ghrelinin insan Ve Sicandaki Aminoasit Dizilimi (1).



18

Kromozom 3p25-26

|nson gre"ﬂ ger“ Ekson 1 ﬂ I 4 5
H Sinval pepit I Grein
l Transkripsiyon
Grein mRNA “—H i
l Splicing
Transkript-A
Olgun grelin mRNA

e —— [10NSKIO1-B

l Grelin sentezi

nz
Grelin 6nest | |i @é"ﬁﬂ ‘

l Salgilanma ve agil baglanmasi

Acillenmis grelin

Sekil 2.8. Ghrelin Sentezi (1).

2.2.1.Ghrelin Hormonunun Dokulardaki Dagilinm

Viicutta ghrelin iiretimi ile iligkili iki hiicresel alan bulunmaktadir. Birincisi oksintik bez
(midenin asit salgilayan parcasi); ikincisi ise noronal hiicre gruplarmin sinaptik ileti ile
ghrelin salmimi yaptig1 santral sinir sistemi. Ghrelin ¢cogunlukla mide fundus mukozasi
oksintik bezleri igerisindeki X/A-benzeri hiicreler tarafindan iiretilir (1). Ghrelin
mRNA'sinin ekspresyonu revers transkripsiyonu polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemiyle az miktarda da testis (32), prostat (58), plasenta, hipofiz, ince barsak, beyin
(59), bobrek (60), pankreas (61) ve diger bircok organda gosterilmis olmasi, onun
bircok biyolojik aktivitede diizenleyici rol oynayan bir peptid oldugunu gostermektedir .

Dolasimda bulunan grelinin biiylik miktar1 mideden salgilanir. Yiizde otuz kadari
gastrointestinal kaynaklidir (62). Bagirsakta duodenumdan kolona indik¢e ghrelin
konsantrasyonu azalir. Santral sinir sisteminde ghrelin mRNA ve immunoreaktif peptid
diizeyleri ¢ok diisiiktiir. Hipotalamusta ghrelin peptidi ekspresyonu oldugu gosteril-
mistir. ARC'de sentezlenir, ancak ghrelin-pozitif noronlarin sayist diisiiktiir (1,63). Kalp
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ventrikiillerinde bulunan GHRH reseptorii  ghrelinin  kardiovaskiiler etkileri

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Noroendokrin tiimorler tiroid ve mediiller tiroid karsinomalar:1 ve akciger tiimorleri gibi

degisik tiimor dokularinda da ghrelin saptanmustir.

Ghrelinin kan-beyin bariyerini gegebilecegi hayvan caligmalar: ile gosterilmistir. Fare
ghrelini insan ghrelininden 2 aminoasit farkli oldugundan beyinden kana gecebilir

ancak kandan beyine gecis ¢cok azdir; insan ghrelini ise her iki yone de gegebilir.

Ghrelin 6nemli miktarda bobrek dokularinda da tespit edilen bir hormondur. Sicanlarin
bobrek dokularinda pre-proghrelin gen ekspresyonu belirlenmistir (64). Ters faz yiiksek
performanshi sivi kromotografisi ve Radyo Immuno Assay (RIA) yontemi ile fare
bobreginin ghrelin iirettigi tespit edilmistir. Sigan mezengial hiicre ve fare podosit hiicre

kiiltiirtinde pre-proghrelin gen ekspresyonu da belirlenmistir (6).

Meme dokusunun ghrelin sentezledigi bildirilmistir. Anne siitiindeki miktarlar1 RIA ile
saptanmustir (65,66). Laktasyonun farkli asamalarindaki (kolostrum) anne siitiinde

ghrelin konsantrasyonunun da farklhilik gosterdigine isaret edilmektedir (65).

Ghrelin hormonunun, reproduktif sistemde de bulundugu bildirilmistir. Uremenin
kontroliinii, tireme ile ilgili hormonlarin salinimina etki ederek yaptigi diistiniilmektedir
(36,67). Bazi1 calismalarda, ghrelin hormonu farkli deney modellerinde LH’nin
salgilanmasmi, GnRH‘y1 inhibe ederek engelledigi belirtilmektedir. Ayni zamanda
FSH’da artirmaktadir (68). Gonadektomize yapilmis disi ve erkek sicanlardaki ghrelin
seviyelerinde herhangi bir degisiklige rastlanmamustir (34,69).

Ghrelin ayn1 zamanda testisin Leydig hiicrelerinde de eksprese edilmektedir. Ghrelinin
fonksiyonel reseptorii olan GHRH 1a da testislerdeki Sertoli ve Leydig hiicrelerinde
tespit edilmistir (35). Ghrelin, LH ile uyarilmis testosteron ile inhibe edilmektedir (27).
Merkezi olarak ghrelin uygulanmasi LH/FSH seviyelerini degistirmemektedir (4).
Hipogonadal erkeklerde eslestirilmis kontrollere gore ghrelin diizeyleri diisiik
bulunmugstur ve testosteron idame tedavisi ile eski diizeylerine geldigi gosterilmistir

(70).

Bilindigi gibi LH 6n hipofizdeki gonadotrop hiicrelerden salinarak, erkeklerde de
Leydig hiicrelerini etkileyerek bu hiicrelerde testosteron olusumunu ve salinimini uyarir

(71). Bu bilgiler 15181nda ghrelinin spermatogenezis iizerinde dolayli ve hipofiz ilizerinde
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de LH salimmmnm ayarlanmasi acismmdan da dogrudan etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Sicanlarda, Leydig hiicrelerinde (28), insanlarda Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde (29), koyunlarda ise bu hiicrelere ek olarak 6zellikle seminifer tiibiiller
icerisindeki germ hiicrelerinde ghrelin ekspresyonu goriilmiistiir (30). Tim bu
caligmalar, ghrelinin reproduktif sistem iizerinde, Ozellikle Leydig hiicrelerinde ve
testosteron sentezinin ayarlanmasinda diizenleyici olarak gorev aldigini gostermektedir

(72).

Ghrelinin endometriyumda ekspresyonu ve plasentada da sentezlendigi gosterilmistir.
Gebelik boyunca sican overinde ghrelin mRNA ekspresyonu oldugu goriilmiis ve
gebeligin erken doneminde ge¢ doneme gore daha fazla ghrelin bulundugu tespit
edilmis. Ghrelin verilen siganlarin yavrularinin daha biiyiik olmasindan dolay: fotal
biiylimede ghrelinin rolii olabilecegi distiniilmistiir (7,73,74). Embriyonik
implantasyon konusunda da ghrelin ve GHRH® lerin muhtemel otokrin ve parakrin

rolleri olabilecegi iizerinde durulmaktadir (4).
2.2.2. Ghrelin Sekresyon Mekanizmasi

Ghrelin pozitif hiicreler kapillerlere yakm yerlesimlidir ve oksintik bez liimeni ile
irtibat1 yoktur. Bu da salinimin gastrointestinal kanala degil, gastrik damarlara oldugunu

gostermektedir. Boylelikle de tiim viicudu dolasir (75).

Gastrik ghrelin sekresyonu lokal veya merkezi uyarim ile diizenlenebilir. Bu da
mekanik uyari, mide liimenindeki sindirim iiriinlerinin hareketi, sistemik dolagimdaki
maddeler ve merkezi sinir sisteminden gelen uyarilar1 kapsar. Ghrelin hipotalamusda
lateral, arkuat (besin aliniminin diizenlendigi merkez), ventromedial, dorsomedial ve
paraventrikiiler hipotalamik cekirdekler arasmnda bulunan bir takim noronlardan da

salinir.

Ghrelin'in yar1 omrii 60 dakikadan kisadir (76) ciinkii plazma esterazi tarafindan
kolayca yikilir ve des-octanoyl-ghrelin'e doniisiir ki bu molekiil inaktiftir (59). Plazma
konsantrasyonu 200-600 ng/L'dir fakat %80t deamide ghrelindir, yani biyolojik
aktiviteden yoksundur.

2.2.3.Ghrelinin Etkileri
Ghrelinin organizmada ¢ok cesitli sistemler tizerinde etkili oldugu gosterilmistir

1.Yemek yeme ve uyku iizerine etkisi
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2.Hiicre proliferasyonu iizerine etkisi

3.Kardiovaskuler etkiler

4.Karbonhidrat metabolizmasi ve enerji metabolizmasi tizerine etkileri

5.Pankreatik ekzokrin ve endokrin fonksiyonu iizerine etkisi

6.Gastrointestinal sistem iizerine etkisi

7.Diger endokrin etkiler

Enerji homeostazisi iizerine olan etkileri, iiretim yerinden bagimsiz olup, santral sinir
sisteminde (SSS) hipotalamus diizeyinde ortaya cikmaktadir (8). Hipofiz bezindeki
biiylime hormonu (GH) salgilayici etkisinden bagimsiz olarak ghrelin’in kemiricilerde
icv ve ip uygulamalarindan sonra besin almmasini potansiyel olarak uyaran bir

bagirsak-beyin peptidi gibi hareket ettigi gosterilmistir (9-12).

Uzun siireli uygulamalar ile fareler ve sicanlarda ghrelin’in viicut agirlig ve yaglanmayi
artirdig1 gosterilmistir (10,11). Insanlarda iv ghrelin uygulanmas: kendi basma alinan
Ogiinlerdeki besin aliminda %?28’lere kadar yiikselen bir istah artisina yol
acabilmektedir (11). Ghrelin’in istah agici etkisi; kemiricilerde periferik uygulanmasina
bagl olarak hipotalamik bdlgedeki c-Fos noronlarin anlamli bir artisina bakilarak
hipotalamik arkuat nukleuslarm uyarilmas: sonucunda muhtemelen ortaya ¢ikmaktadir
(13,14). Spiegelmer NOX-B11, daha onceleri yapilan ¢aligmalarda ghrelin’i bagladigi
gosterilen sentetik bir L-oligoniiklotittir. Bu maddenin uygulanmasiyla ghrelin’in yol
acti@1 besin alimi ve sicanlardaki arkuat nukleuslardaki c-Fos etkisinin baskilandigi

gosterilmistir (9).

Ghrelin’in GH ve insiilin eksenindeki rolii degerlendirildiginde sadece insiilin benzeri
biiylime faktorii-1 (IGF-1) ile ghrelin arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (15). Aynen
ghrelin diizeylerinde oldugu gibi IGF-1 diizeyleri de eriskin doneme yaklastikca
azalmakta, GH’dan bagimsiz olarak niitrisyonel durumdan etkilenmekte ve ayrica iu
biiyiime geriliginde diizeyleri artmaktadir (16,17). Ostrojen, GH ve IGF-1 ile ilgili
yapilan pek ¢ok ¢alismada bu hormonlarin dogrusal (lineer) bir biiytime ile yakin iliski
gosterdikleri ifade edilmektedir. GHRH, somatostatin ve ghrelin; GH ekseninde yer
almakla birlikte, seks steroid hormonlarinin ve 6zellikle de Ostrojen’in bu konudaki
Onemi iyi bilinmektedir (18,19). Ciinkii GH salinimint diizenlemektedirler ve insan
hayatinin belirli donemlerinde her iki cinsiyette de GH salimimimi baskilamaktadirlar.

Kanda dolasan GH diizeyleri yasa bagh olarak degisiklikler gosterir;plazma GH
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konsantrasyonu puberte doneminde belirgin bir sekilde artarken, yasin ilerlemesiyle
birlikte ve seks steroidlerinin de etkisiyle bu degisiklikler belirgin hale gelir (18-20).
Ustelik GH salinimu eriskin siganda dimorfizm gosterir ve bu seks steroidleri GH
salmim1 lizerinde 6nemli bir rol oynarlar (21). Hatta eriskin erkek sicanlarin kastre
edilmesi (testislerinin c¢ikarilmasi); hipotalamik GHRH ve somatostatin’in mRNA
miktarlarinda anlamli bir sekilde azalma ortaya c¢ikartir (18,22). Bu durum, seks
steroidlerinin GH eksenini diizenleyen GHRH ve somatostatin ile ilgili ndronlariin

etkilendiginin bir isaretidir (23).

Ghrelinin merkezi sinir sistemi aracilig1 ile reproduktif sistemin kontrol edilmesinde de
rol oynadig1 disiiniilmektedir. Organizmanin gelisiminde ve viicut agirhgnin
korunmasinda anahtar rol oynayan bir¢ok faktoriin (GHRH, leptin, IGF gibi) testikiiler
fonksiyonlarin ayarlanmasinda da etkin oldugu gosterilmistir (35). Insan, sican ve
koyunlarda yapilan calismalar, ghrelinin ve reseptoriiniin erkek gonadlarinda 6zellikle
Leydig hiicrelerinde, Sertoli hiicrelerinde ve tiibiiller icindeki spermatogenik seriyi

olusturan hiicrelerde eksprese edildigini gostermektedir (29, 30).

Ayrica ghrelin ve onun fonksiyonel reseptorii (GHRH tipla) sican ve insanda
immunreaktif olarak ve gen ekspresyonu sonucunda, reproduktif sistemin kontroliinde
Oonemli yeri olan hipotalamus bolgesinde bulunmustur (1,4,77). Disi sicanlarda merkezi
sinir sistemine (MSS) icv olarak uygulanan ghrelin, LH sekresyonunu baskilamistir
(36,67). Bir baska caligmada, erkek prepubertal sicanlarda kanda hormon diizeylerine
bakildiginda, iv uygulanan ghrelinin LH sekresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
Prepubertal sicanlara icv olarak verilen ghrelinin LH salinimmi belirgin derecede
azalttigini, FSH salinmmini ise etkilemedigi bildirilmistir. Ayrica doku Kkiiltiirti
calismalarinda in vitro uygulanan ghrelinin her iki gonadotrop hormonun salinimini

artirdig1 agiklanmustir (71).



3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda, yerel etik kurulu onayr alindiktan sonra Erciyes Universitesi Hakan
Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde iiretilmis olan Wistar albino cinsi
erkek sicanlar kullamildi. Sicanlar icin Onerilen uygun cevresel kosullar ayni merkez
tarafindan saglandi ve siganlar 1siklandirmasi 12 saat aydinlik-12 saat karanlik (19:00-
7:00 saatleri arasi1 karanlik), havalandirmasi (%60-70 nem), oda 1s1s1 (20-24 °C) kontrol

edilen bir odaya yerlestirildi.
3.1. DENEY PLANI

Sicanlar seksiiel gelisimlerini diizenlemede, 1 (neonatal), 5 (infantile), 15 (prepubertal),
20 (prepubertal), 30 (pubertal-early adult), 45 (pubertal-early adult) ve 75 (adult)
giinliik olmak {iizere yedi guruba ayrildi. Yeni doganlar 1 giinliik olarak hesaba katild1.
Her gurupda n:10 olmak iizere 70 hayvan kullanildi. Grup ve deneklerin dagilimi Tablo
3.1’de gosterilmektedir. Bu yedi grup hayvana hicbir islem uygulanmadi. Deney
grupundaki her hayvan deneyde planlanan doneme geldiginde ketamin + xylazin
uygulanarak sakrifiye edildi. Sicanlarin testisleri hizlica cikarilarak %10’luk nétral
formalin soliisyonunda bir gece fikse edildi. Tiim gruplara ait fare testislerinde genel
prosediire uygun histolojik takip yapildi ve parafin bloklara gémiildii (tablo 3.2). Parafin

bloklardan 4-5p’luk kesitler almdi ve normal histolojik yapimin incelenmesi igin
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Hematoksilen- Eozin ile boyand: (Tablo 3.3). Yine parafin bloklardan alman 4-5p’luk

kesitlere immunohistokimya boyama (Tablo 3.4) yapilarak incelendi.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan si¢canlarin gruplara gore dagilimi

Grup N Gelisim Basamag
Grup I 10 1 Giinliik (Neonatal)
Grup II 10 5 Giinliik (Infantil)
Grup III 10 15 Giinliik (Prepubertal)
Grup IV 10 20 Giinliik(Prepubertal)
Grup V 10 30 Giinliik(Pupertal)
Grup VI 10 45 Giinliik(Pupertal)
Grup VII 10 75 Giinlik(Adult)

Tablo 3.2. Parafin doku takip yontemi asamalar1

Sira Yapilan islem Siire
1 %10’ luk notral formalin 1 gece
2 Akarsu 1 saat
3 % 50’lik etil alkol 2 saat
4 % T01ik etil alkol 2 saat
5 % 90’lik etil alkol 2 saat
6 % 96’lik etil alkol-I 2 saat
7 % 96’lik etil alkol-II 2 saat
8 Absolu alkol-I 2 saat
9 Absolu alkol-II 2 saat
10 Ksilen 2 saat
11 57 0C’de etiivde eriyik parafin 1 gece
12 GOmme




Tablo 3.3. Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi
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Sira Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) Bir saat
2 Ksilen-I 20 dak
3 Ksilen-II 20 dak
4 Ksilen-III 20 dak
5 Absolu alkol-I 20 dak
6 Absolu alkol-1T 20 dak
7 % 96 Alkol 20 dak
8 % 80 Alkol 20 dak
9 % 70 Alkol 20 dak
10 % 50 Alkol 20 dak
11 Akarsu 5 dak

12 Hematoksilen 7-8 dak
13 Akarsu 5 dak

14 Eozin 4-5 dak
15 Akarsu 5 dak

16 % 50 Alkol 10 dak
17 % 70 Alkol 10 dak
18 % 80 Alkol 10 dak
19 % 96 Alkol 10 dak
20 Absolu alkol-I 10 dak
21 Absolu alkol-1T 10 dak
22 Ksilen-I 10 dak
23 Ksilen-II 10 dak
24 Kapatma
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3.2. IMMUNOHISTOKIMYA

Testis dokusunda ghrelin immunohistokimyasal reaktivitesinin belirlenmesi icin
Avidin-Biotin-Peroksidaz yontemi kullanildi. Boyama metodu tablo 3.4 ’de ayrintili
olarak verilmistir. Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alman kesitler polilizinli
lamlara alindi. 60 °C’lik etiivde bir saat deparafinize edilen dokular dereceli alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesini
onlemek i¢cin H,O; ile muamele edildi. Zemin boyasi engellemek i¢in %1,5’lik normal
tavsan serumuyla muameleden sonra primer antikor (Ghrelin goat poliklonal IgG, Santa
Cruz Biotechnology, California, U.S.A) ile oda 1sisinda 1saat inkiibe edildi. Sekonder
antikor (goat-rabbit 1gG, Santa Cruz Biotechnology, California, U.S.A), strepavidin
HRP (Horse Radish Peroksidaz) ve DAB (Diaminobenzidine) kromojeni uygulandiktan
sonra Gill hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif kontrol i¢in hazirlanan dokularda
primer antikor yerine PBS (phosphate buffer saline) kullanildi, diger basamaklar ayni
sekilde uygulandi.

Alkol ve xylol’den gecirilen dokular entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar

arastirma mikroskobunda (Olympus BX51) incelenerek fotograflandi.

Tablo 3.4. Iimmunohistokimyasal Boyama Basamaklari

Sira Yapilan islem Siire
1 Xylol 15 Dk
2 %100 Alkol 5 Dk
3 %90 Alkol 5 Dk
4 %70 Alkol 5 Dk
5 Distile Su 5dk
6 EDTA Buffer 20 dk
7 Distile Su 5dk

8 H,0, 10 dk
9 PBS 10 dk
10 Primer Antikor (Ghrelin) 1 sa (oda 1s151)
11 PBS 10 dk
12 Sekonder Antikor 10 dk
13 PBS 10 dk




27

Tablo 3.4. Immunohistokimyasal Boyama Basamaklar1 (devam)

Sira Yapilan islem Siire
14 Strepavidin HRP 10 dk
15 PBS 10 dk
16 DAB Kromojen 10 dk
17 Distile Su 10 dk
18 Gill Hematoksilen 2-3 dk
19 Distile Su 5dk
20 % 70 Alkol 5dk
21 % 96 Alkol 5dk
22 % 100 Alkol 5dk
23 Xylol 15 dk
24 Kapatma




4. BULGULAR

Calismadaki testis dokularinin yapisinin incelenmesi icin Hematoksilen-Eozin (H-E)
boyama yapildi. Yapilan boyama sonucunda dokularda herhangi bir histopatolojik

bulguya rastlanmada.

Ghrelin antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyama sonucunda, her donemde
(neonatal, infantil, prepuberte, puberte ve eriskin) ve tiim gruplarda (1,5,15,20,30,45,75
giinlik) immunohistokimyasal reaksiyon 0©zellikle intersitisyel alanlarda Leydig
hiicrelerinde eksprese edilmistir. Seminifer tiibiiller i¢indeki Sertoli hiicrelerinde ve
spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerde reaksiyona rastlanmamistir. Calismamizda
sadece 45 giinliikk grupta Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda immunohistokimyasal
reaksiyona rastlanmistir. Diger gruplarin Sertoli hiicreleri immunohistokimyasal

reaksiyon bakimimdan negatiftir.

Leydig hiicrelerinde tespit edilen boyanmanin tamamen hiicre sitoplazmasinda ve
graniiler tarzda oldugu goriilmiistiir. Hiicre ¢ekirdegi immunohistokimyasal boyanma

acisindan negatif reaksiyon vermistir.

Testis dokusunda bulunan Leydig hiicreleri immunohistokimyasal boyanma
yogunluguna gore bir skala kullanilarak negatif (-), cok hafif/eser (+-), az yogun (+),
orta siddette (++), yogun siddette (+++) boyanma seklinde skorlandi. Degerlendirme iki

uzman histolog tarafindan yapildi.
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Boyanma siddetlerinin yasa gore dagilimi Sekil 4.1 ‘de gosterilmistir.

H-E boyama yapilan bir giinliik sigan testisi i¢inde bulunan seminifer tiibiillerin
liimenlerinin belirgin olmadigi, etrafinda tek kathh mekik sekilli myoid hiicre tabakasi
bulundugu gozlendi. seminifer tiibiil igcindeki spermatojenik seriye ait ¢ok kath epitel
goriintiisii burada izlenmedi. Dokularda tek kath kiibik epitel goriintiisii vardi. Tiibiiller
icindeki hiicrelerin, Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlardan ibaret oldugu goriildii.
Seminifer tiibiil arasinda bulunan gevsek bag dokusunun fazla miktarda bulundugu,
intertisyal alan i¢inde kiiciik kapillerlerin, olgun veya olgunlasmamis Leydig

hiicrelerinin yer aldig1 gozlendi (Sekil 4.2).

Bir giinlik (neonatal) gruptan boyanan Leydig hiicrelerinde c¢ok hafif siddette
immunohistokimyasal reaksiyon (+-) goriilmiistiir (Sekil 4.3). Boyanan 1 giinliik gruba
ait preparatlarmm %60’1 Leydig hiicrelerinde ¢ok hafif immunohistokimyasal reaksiyon
verirken % 30’u immun negatif reaksiyon vermistir (Tablo 4.1). Bunun sebebi olarak
dokunun Kkiiciikliigi ve buna bagl olarak reaksiyon beklenen Leydig hiicrelerinin tam
gelismemesi veya Leydig hiicrelerinin hormon salgilama faaliyetlerinin tam baslamamus

olmasi diisiiniilebilir.

Bes giinlik grupta bulunan sican testisi kesitlerinin H-E boyama goriintiisiindeki
bulgular 1 giinliik gruptaki H-E boyama goriintiilerine benzer 6zellik gosterdi. Farkli
olarak 1 giinliik gruptaki seminifer tiibiil icinde gozlenen tek kath kiibik epitel
goriintiisiinden prizmatik epitele gecis gozlendi (Sekil 4.4).

Bes giinlik (infantil) gruptan boyanan Leydig hiicrelerinde hafif siddette
immunohistokimyasal reaksiyon (+) goriilmiistiir (Sekil 4.5). Boyanan 5 giinliik gruba
ait preparatlarin %40’1 Leydig hiicrelerinde ¢ok hafif siddette immunohistokimyasal
reaksiyon verirken % 40’u hafif siddette immunohistokimyasal reaksiyon vermistir.

Negatif immunohistokimyasal reaksiyon orani ise %20 dir (Tablo 4.1).

H-E boyama yapilan On bes giinlikk grupta bulunan testis kesitlerinde seminifer
tiibiillerin caplarmin artmasiyla birlikte lumenlerinin de genisledigi goriildii. Seminifer
tiibiillerin ~ duvarlarindaki Sertoli hiicreleri arasmnda bulunan spermatogonyumlarin
cogalmasiyla birlikte spermatositlerin de goriildiigli ve bazal membrandan itibaren
liimene dogru hiicre tabakasi sayisinin arttigr gézlendi. Seminifer tiibiillerin arasinda
bulunan gevsek bag dokusunun azaldigi, Leydig hiicrelerinin olgun bi¢imlerini

kazanmaya bagladiklar1 goriildii (Sekil 4.6).
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On bes giinliik (prepuberte) gruptan boyanan Leydig hiicrelerinde orta siddette
immunohistokimyasal reaksiyon (++) goriilmiistiir (Sekil 4.7, Sekil 4.8 ). Boyanan 15
giinlik gruba ait preparatlarin  %60’1 Leydig hiicrelerinde orta siddette
immunohistokimyasal reaksiyon verirken % 30’u yogun siddette, %10’u hafif siddette
immunohistokimyasal reaksiyon vermistir. Negatif immunohistokimyasal reaksiyon

goriilmemistir. (Tablo 4.1).

Yirmi giinlik grupta bulunan sigan testisi kesitlerinin H-E boyama goriintiisiindeki
bulgular 15 giinliik gruptaki H-E boyama goriintiilerine benzer 6zellik gosterdi. Ek
olarak intertisyel alandaki Leydig hiicrelerinin c¢ekirdekleri daha yuvarlak ve
heterokromatin bir yap1 kazandig1 gozlendi (Sekil 4.9)

Yirmi giinliik (prepuberte) gruptan boyanan Leydig hiicrelerinde orta siddette
immunohistokimyasal reaksiyon (++) goriilmiistiir (Sekil 4.10, Sekil 4.11). Boyanan 20
giinlik gruba ait preparatlarimn  %60°1 Leydig hiicrelerinde orta siddette
immunohistokimyasal reaksiyon verirken % 20’si yogun siddette, %20’si hafif siddette
immunohistokimyasal reaksiyon vermistir. Negatif immunohistokimyasal reaksiyon

goriilmemistir. (Tablo 4.1).

H-E boyama yapilan 30 giinliik testis kesitlerinde seminifer tiibiillerin caplarinin
artmastyla birlikte lumenlerinin de genisledigi goriildii. Seminifer tiibiillerin peritubuler
duvarinda bulunan myoid hiicrelerin iyice yassilasarak mekik seklini aldigi tespit
edildi. Ayrica, bazal membran iizerinde fazla sayida bulunan spermatogonyumlarin
disinda, bu hiicrelerin farkhilagmasiyla primer ve sekonder spermatositler gozlendi.

Liimene dogru spermatidlerin geng¢ ve erken tipleri goriildii (Sekil 4.12).

Otuz giinliik (puberte) gruptan boyanan Leydig hiicrelerinde yogun siddette
immunohistokimyasal reaksiyon (+++) goriilmiistiir (Sekil 4.13, Sekil 4.14). Boyanan
30 giinliik gruba ait preparatlarin %60’1 Leydig hiicrelerinde yogun siddette
immunohistokimyasal reaksiyon verirken %40’1 orta siddette immunohistokimyasal
reaksiyon vermistir. Negatif immunohistokimyasal reaksiyon goriilmemistir. (Tablo

4.1).

H-E boyama yapilan 45 bes giinlik sican testis kesitlerinde seminifer tiibiillerin
spermatojenik seriyi olusturan hiicre tabakalarinin arttig1 gdzlendi. Seminifer tiibiillerin
liimenlerinde spermiyumlarin sayisinin 30 giinliik gruba oranla arttigi, fakat liimende

yeterli miktara ulagsmadig1 goriildii (Sekil 4.15).
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Kirk bes giinliik (puberte) gruptan boyanan Leydig hiicrelerinde yogun siddette
immunohistokimyasal reaksiyon (+++) goriilmiistiir (Sekil 4.16, Sekil 4.17). Boyanan
45 giinlik gruba ait preparatlarm %70’1 Leydig hiicrelerinde yogun siddette
immunohistokimyasal reaksiyon verirken %20’si orta, % 10’u hafif siddette
immunohistokimyasal reaksiyon vermistir. Negatif immunohistokimyasal reaksiyon
goriilmemistir. (Tablo 4.1). Ayrica diger gruplarda goriilmemesine ragmen 45 giinliikk
gruba ait testis preparatlar1 seminifer tiibiil i¢indeki Sertoli hiicrelerinde

immunohistokimyasal reaksiyon gozlenmistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).

H-E boyama yapilan 75 giinliik kesitlerde spermatojenik seriyi olusturan hiicreler tam
olarak belirgindi. Kuyruklu yapilariyla liimene atilmig spermatozoonlar goriildii.
Intertisyel alandaki Leydig hiicreleri ve diger yapilar eriskin forma kavusmus olarak

gozlendi (Sekil 4.20).

Yetmis bes giinlik (adult) gruptan boyanan Leydig hiicrelerinde yogun siddette
immunohistokimyasal reaksiyon (+++) goriilmiistiir (Sekil 4.21, Sekil 4.22). Boyanan
75 giinlik gruba ait preparatlarin %100’4 Leydig hiicrelerinde yogun siddette
immunohistokimyasal reaksiyon vermistir. Negatif immunohistokimyasal reaksiyon

goriilmemistir. (Tablo 4.1).

Yapilan istatistiksel ¢calismada (Chi Square) boyanma siddetine gore gruplar arasinda

istatistiksel bir anlam vardir p<0,05.
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Sekil 4.1. Yasa Gore Leydig Hiicrelerinin immunohistokimyasal Boyanma Siddeti

Tablo 4.1. Gruplarin Yasa Gore Leydig Hiicrelerinin Boyanma Siddetleri

Boyanma 1 giin 5 giin 15 giin 20 giin
Siddeti (neonatal) (infantil) (prepuberte) (prepuberte)
ayt 3 2 0 0
Negatif :fdzzfia“ma 60,0% 40,0% 0,0% 0,0%
% srup 30,0% 20,0% 0,0% 0,0%
ayt 6 4 0 0
Cok Hafif :fdzzfia“ma 60,0% 40,0% 0,0% 0,0%
% srup 60,0% 40,0% 0,0% 0,0%
ayt 1 4 1 2
Hafif ;?dz‘;fia“ma 6,7% 26,7% 6,7% 13,3%
% arup 10,0% 40,0% 10,0% 20,0%
ayt 0 0 6 6
Orta ;?dz‘;fia“ma 0,0% 0,0% 33,3% 33,3%
% srup 0,0% 0,0% 60,0% 60,0%
ayt 0 0 3 2
Yogun ;?dz‘;fia“ma 0.0% 0.0% 13,6% 9,1%
% grup 0,0% 0,0% 30,0% 20,0%
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Tablo 4.1. Gruplarin Yasa Gore Leydig Hiicrelerinin Boyanma Siddetleri (Devam)

% grup

. . 30 giin 45 giin 75 giin
Boyanma Siddeti (puberte) (puberte) (adult)
0 0 0
say1
Negatif % boyanma siddeti 0,0% 0,0% 0,0%
0,0% 0,0% 0,0%
% grup
0 0 0
say1
Cok Hafif % boyanma siddeti 0,0% 0,0% 0,0%
0,0% 0,0% 0,0%
% grup
0 1 0
say1
Hafif % boyanma giddeti 0.0% 4,5% 0.0%
0,0% 10,0% 0,0%
% grup
4 2 0
say1
Orta % boyanma siddeti 22,2% 11,1% 0,0%
40,0% 20,0% 0,0%
% grup
6 7 10
say1
Yogun % boyanma siddeti 27,3% 46,7% 45,5%
60,0% 70,0% 100,0%
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Y
Sekil 4.2. 1 giinliik testis dokusu. Sertoli hiicreleri (ince ok), spermatogonium (kalin ok)
myoid hiicreler (yildiz), kapillerler (beyaz ok). H-E (x100)

.
pe L)
-

Sekil 4.3. 1 giinliik testis dokusu. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (+-) immunohistokimya (x100)
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Sekil 4.4. 5 giinliik testis dokusu. Sertoli hiicreleri (ince ok), spermatogonium (kalin ok)
myoid hiicreler (yildiz), Leydig hiicreleri (beyaz ok). H-E (x100)

» "L .‘& . ot B | Pt '-.;g»‘ el .?:\ . 11 ~ ‘,
Sekil 4.5. 5 giinliik testis dokusu. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (+) immunohistokimya (x100)



Sekil 4.6. 15 giinliik testis dokusu. spermatogonium (kalin ok) spermatosit (ince ok), myoid
hiicreler (y1ldiz), Leydig hiicreleri (beyaz ok). H-E (x100)

¥ DRSSy

Sekil 4.7. 15 giinliik testis dokusu. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (++) immunohistokimya (x40)



Sekil 4.8. 15 giinliik testis dokusu. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (++) immunohistokimya (x100)

Sekil 4.9. 20 giinliik testis dokusu. Spermatogonium (kalin ok) spermatosit (ince ok), Leydig
hiicreleri (beyaz ok) H-E (x100)



(kalin ok) (++) immunohistokimya (x40)

Sekil 4.11. 20 giinliik testis dokusu. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (++) immunohistokimya (x100)



Sel 4.2. 30 giinliik testis dokusu. Spermatogonium (kalin ok), primer spermatsit (beyaz
ok), sekonder spermatosit (ince ok) H-E (x100)

Sekil 4.13. 30 giinliik testis. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu (kalin
ok) (+++) immunohistokimya (x40)



Sekil 4.14. 30 giinliik testis dokusu. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (+++) immunohistokimya (x100)

Sekil 4.15. 45 giinliik testis dokusu. Spermatogonium (kalin ok), primer spermatosit (beyaz
ok), spermatid (yi1ldiz), spermiyum (ince ok). H-E (x40)
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Sekil 4.16. 45 giinliik testis dokusu. Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (+++) immunohistokimya (x40)

Sekil 4.17. 45 giinliik testis dokusu Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu
(kalin ok) (+++) immunohistokimya (x100)
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Sekil 4.18. 45 giinliik testis dokusu seminifer tiibiil Sertoli hiicreleri immunohistokimyasal
reaksiyonu (beyaz ok) immunohistokimya (x40)

Sekil 4.19. 45 giinliik testis dokusu seminifer tiibiil Sertoli hiicreleri immunohistokimyasal
reaksiyonu (beyaz ok) immunohistokimya (x100)



Sekil 4.20. 75 giinliik testis dokusu. Spermatogonium (kalin ok), spermatosit (beyaz ok),
spermatazoon (ince ok), Leydig hiicreleri (yildiz). H-E (x40)

S _&:‘“g_
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Sekil 4.21. 75 giinliik testis dokusu dokusu Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal
reaksiyonu (kalin ok) (+++) immunohistokimya (x40)



Sekil 4.22. 75 giinliik testis dokusu dokusu Leydig hiicrelerinde ghrelin immunohistokimyasal
reaksiyonu (kalin ok) (+++) immunohistokimya (x100)



5. TARTISMA VE SONUC

Testisler embriyonik gelisimi, seksiiel olgunlagsmay1 ve iireme fonksiyonlarim etkileyen
endokrin ve ekzokrin fonksiyonlu bilesik tiibiiler bir cift bezdir (41,42). Her testis
lobiilii kan damarlarini, sinirleri ve intertisyel hiicreleri iceren gevsek bag dokusu ile

sarili seminifer tiibiillerden olusur (39,41,42).

Franca ve ark. (78) yaptiklar1 calismada domuz testisindeki Sertoli hiicrelerinin
gelisimini iki periyotta incelemisler. Birinci periyot dogumdan bir aylik doneme kadar,
ikinci periyot liciincii ve dordiincii aylar arasindaki donemi kapsamistir. Dogumdan bir
aylik doneme kadar gecen siirede her testisteki Sertoli hiicre sayisinin alt1 misli arttigini
gozlemlemisler. Uciincii ve dordiincii aylar arasindaki periyotta ise Sertoli hiicrelerinde
%80 artis oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni ¢aligmada arastirmacilar Leydig hiicre
gelisimini {ic donemde incelemisler; neonatal, puberte, adult. Testikiiler gelisimin
baslangicinda Leydig hiicre parametrelerinde biiyiik bir varyasyon oldugunu
bildirmislerdir. Dogumla iki aylik donem arasinda testisdeki Leydig hiicre orant %30-
%40’ lardayken, bu oranin ikinci aydan sonra diistii§ii ve besinci ayda yaklasik %7
oldugunu gozlemlemislerdir. Atinci aydan on altinci aya kadar olan donemde ise bu
oranmn Yyaklasik %10-%15’lerde kaldigin1 bildirmislerdir. Bu caliymada da tesis

dokusunu incelenmesi i¢in yapilan H-E boyama sonucunda testis doku orneklerindeki
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Sertoli ve Leydig hiicre sayismin gelisim donemlerine gore farklihk gosterdigi
gozlemlendi. Bu bulgular 15181nda yapilan ¢alisma Franca ve ark. ¢aligmasiyla benzerlik

gostermistir.

Kalkan’in 2001 yilinda yaptig1 caligmada (79) prepuberte doneminden baslamak iizere
puberte ve eriskin doneme dogru intersitisyel bag dokusu igerisinde yer yer kapilarlar
cevresinde iri, toparlak, daha ¢ok eozin alan, sitoplazmasi vakuollu ve heterokromatin
yapida cekirdege sahip hiicrelerin bulundugu, ancak puberte ve eriskin donemlerde ise
cekirdegin Okromatin bir yapida oldugu, eriskin donemdeki bu hiicrelerin sayisinin
prepuberte ve puberte donemine gore daha fazla sayida oldugu bulgulari arastirmaci
tarafindan bildirilmistir. Arastirmaci calismada prepuberte (15 giinliik) doneminde
seminifer tiibiillerin ¢aplarmin artmasiyla birlikte liimenlerinin de genisledigi,seminifer
tiibiillerin duvarlarindaki Sertoli hiicreleri arasinda bulunan spermatogonyumlarin
cogalmasiyla birlikte spermatositlerin de goriildiigli ve bazal membrandan itibaren
limene dogru c¢ok katli epitel yapismmin olustugunu bildirmistir. Bu c¢aligmada
prebuberte donemine ait sican testis dokular1 H-E boyama sonucunda elde edilen
bulgular Kalka’nin bulgular1 ile benzerlik gostermektedir. Yine ayni c¢alismada,
puberleye gecisin 42. giinden itibaren basladigi, bu donemde, normal ¢ap ve lumen
yapisina sahip seminifer tiibiil duvarinin spermatogenezis'in farkli mitotik figiirlerini
iceren hiicrelerin  yaminda Sertoli  hiicrelerinin  apikal kisimlarma  gomiilii
spermiyogenezisin degisik donemlerinde bulunan farkh tipte spermatidlerle birlikte
maturasyon fazindaki ge¢ spermatidlerinde ilk kez bu donemde goriildiigii tespit
edilmis. Ayrica, tiibiil liimeninde az sayida sekillenmekte olan spermiyumlarin
bulundugu saptanmis. Puberte doneminin 45. giiniinde seminifer tiibiil duvarmnin
spermatogenezisin farkli mitotik figiirlerini igeren hiicrelerden zengin oldugu, bu
hiicrelerin ¢ogunlugunun akrozomal vezikiile sahip bagkalasim geciren farkli tipte
spermatidlerden olustugu belirlenmis. Puberte doneminin 60. giiniinde bazi seminifer
tiibiil lumenlerinde spermiyumlarin 45. giine oranla daha fazla oldugu ancak bazilarinin
lumenlerinin farkli asamadaki spermatidlerle birlikte bas kismi ¢engel seklinde olan ve
uzun bir kuyruk yapisina sahip olgun spermiyumlarla dolu oldugu gozlenmis. Yapilan
bu calismada 45 giinliikk gruba ait doku oOrneklerinde eriskin doneme ait bulgular

gozlense de asil eriskin donem bulgular1 75 giinliik grupta gézlenmistir.
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Sicanlarda yapilan bir ¢alismada, prepuberte (10 giinliik) doneminde dar ve ince yapil
seminifer tiibiillerin tek veya cift katmandan olusan duvarindaki Sertoli hiicreleri
arasinda spermatogonyumlar ve tiibiil limeninde tek tiikk dagilmis spermatosite
rastlandig1 ifade edilmistir. Ayni calismada, puberte doneminde (60 giinliik) gittikce
kalinlasan tubulus duvarin1 doseyen spermatogenik hiicrelerden bazal membrana yakin
boliimlerde bulunan spermatogonyumlarin arasinda Sertoli hiicreleri ile limene dogru
spermatosit ve spermatidler yaninda sekillenmekte olan spermiyumlarin kolaylikla
izlendigi bildirilmistir (80). Bu ¢alismada elde edilen prebuberte ve puberte donemine

ait bulgular bizim caligmamizla benzerlik gostermektedir.

GHS-R icin endojen ligant olan ghrelinin tanimlanmasindan sonra yapilan genis
caligmalar bu yeni molekiilin sadece GH sekresyonunda rolii olmadigi; es zamanlh
beslenme ve ndroendokrin kontrol gibi cesitli ek biyolojik fonksiyonlarda rolii oldugunu

gostermistir (10,11,32,67).

Testis i¢cinde 50’den fazla biiyiime faktorii ve peptit belirlendi. Ancak sadece birkacinin
fonksiyonu tam olarak ac¢iklanabildi. Bununla birlikte ghrelinin bir ¢cok sistemde tespit
edilmesinden sonra testisteki fonksiyonu da arastirilmaya bagslandi. Yapilan ¢aligsmalar
sonucunda ghrelinin testisteki fonksiyonu aciga ¢ikmaya basladi. Testesteron tiretimi ve
spermatogenezin tamamlanmasi i¢in kritik Oneme sahip olan Leydig hiicrelerinin
gelismesi ve farklilasmasinda ghrelinin biiyiik 6nem tasidig1 yapilan caligmalarla ortaya

konmugtur (81-83 ).

Ghrelin ekpresyonu tipki GH’a benzer bir sekilde yasla ilgili degisiklikler ve seksiiel
dimorfizm gosterir. Bu konuda Liu ve ark. (26), Norhtern blot yontemiyle yaptiklari
caligmada ghrelin’e ait m RNA’y1 farkli yaslardaki farelerin midelerinde incelemisler ve
ghrelin diizeylerinin embriyonik 18,5. giinde diisiik diizeydeyken; dogumdan sonra hizla

arttigin1 ve sonra kademeli bir sekilde tekrar azaldigimi gostermislerdir.

Matsubara ve ark. (25) yeni dogan doneminden erigkin doneme kadar olan sicanlarda
ghrelin  immiino  pozitifligini ve bunu  goOsteren  hiicrelerin  sayilarii
incelemislerdir.Yaptiklar1 bu calismada ghrelin salgilayan hiicrelerin seksiiel olarak

dimorfik bir yap1 gosterdiklerini ve farkl bir sekilde ortaya ¢iktiklarini gézlemislerdir.
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Ayrica Barkan ve ark. (27) siklusun gec¢ follikiiler evresinde bulunan kadmlarda,
plazma ghrelin konsantrasyonlarmin erkeklerdeki diizeylerine gore daha yiiksek
oldugunu iddia etmektedirler. Bu bulgular seks steroidlerinin GH’a benzer bir sekilde

ghrelin saliniminin diizenlenmesinde bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Miller ve ark. (30) Sican testis dokusundaki ghrelinin ekspresyonu, ozellikle eriskin
sicanlarda (60-90 giinliik) en yiiksek diizeyde, infantil-prepubertal sicanlarda ise diisiik
diizeylerde saptamistir. Bu ¢alismada da infantil donemdeki sicanlarda hafif siddette
immunohistokimyasal reaksiyon goriiliirken, prepubertal donemde orta siddette, erigskin
donemde ise yogun siddette ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonu gozlemlenmis

olup calismamiz Miller ve ark’nin ¢aligmasi ile benzerlik gostermistir.

Gaytan ve ark. (29) yaptig1 bir calismada immun reaktif ghrelin hiicreleri, sican, koyun,
insan gibi cesitli tiirlerin, testis dokusunda Leydig hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinde

tanimlanmuistir.

Tena-Sempere ve ark. (31) 2002 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Sigcanlarda sadece Leydig
hiicrelerinde  ghrelin  ekspresyonun bulundugu, Sertoli hiicrelerinde ghrelin
immunohistokimyasal reaksiyonun negatif oldugunu bildirilmistir. Ancak daha sonraki
yillarda Arakawa ve arkadaslar’'nin (84) farelerde yaptigi caliymada, Sertoli
hiicrelerinde de ghrelin iiretiminin ve salinimmin oldugu Radyo immuno Assay (RIA)
yontemi kullanilarak gosterilmistir. Bu aragtirmada da bag dokusu alanlarindaki Leydig
hiicrelerinde yogun siddette immiin reaksiyon veren eriskin donem testis dokusu
preparatlarinda  seminifer  tiibiill  icerisindeki  Sertoli  hiicrelerinde  ghrelin
immunohistokimyasal reaksyonu goézlenmedi. Leydig hiicrelerinde yogun siddette
immunohistokimyasal reaksiyon veren pubertal donem (45 giinliik) testis dokusu
seminifer tiibiil Sertoli hiicrelerinde immunohistokimyasal reaksiyon gozlenmistir. Bu
yonden Arakawa ve arkadaslariin yaptigi ¢calisma bizim calismamizla benzer bir sonug

icermektedir.

Insanlarda yapilan bir bagka cahismada ise Leydig hiicrelerine ek olarak seminifer tubul
icerisinde Sertoli hiicrelerinde de immunohistokimyasal reaksiyonun oldugu bildirilmis,
spermatogenezisin herhangi bir asamasindaki germ hiicrelerinde ise immun pozitif

hiicreye rastlanmadig: belirtilmistir (29).

fukaszyk ve ark. (85) yaptiklar1 immunohistokimyasal ve hibridositokimyasal

calismada in situ hybridisation yontemi kullanarak seminifer tiibiil i¢indeki germ
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hiicrelerinde spermatogenezisin transkripsiyonel evresinde ghrelin ve GHRH

salgilandigini bildirmislerdir.

Ishikawa ve ark. (86) ghrelin ekspresyonunun serum testosteron diizeyine etkileri ile
ilgili yaptiklar1 caligmada Leydig hiicrelerinden salgilanan ghrelin ile serum testosteron
seviyesinde ters bir korelasyon oldugunu ve ghrelinin spermatogenezi dolayli olarak
etkiledigini bildirmislerdir.

Barreiro ve ark. (33) ghrelinin Leydig hiicreleri tizerinde diizenleyici rol oynadigini ve
bu roliin antiproliferatif olarak ortaya ciktigini bildirmislerdir. Sigcanlara disaridan
ghrelin verilmesi, immatiir Leydig hiicrelerinin proliferasyonunda dikkate deger bir
azalmaya neden oldugunu, bu etkisini gosterirken, intersitisyumdaki diger mezengimal

kokenli hiicreleri (bag dokusu hiicreleri gibi) etkilemedigini aciklamislardir.

Barreiro ve ark’nim (32) yaptig1 diger bir calismada Ghrelin peptidinin sican testisinde
spesifik ekspresyonu; sicanlara toksikan Etilen Dimetan Siilfonat (EDS)
uygulanmasiyla olgun Leydig hiicrelerinin selektif eleminasyonundan sonra
immunohistokimyasal yontemlerle dogrulanmistir. Sicanlara EDS uygulanmasindan 5
giin sonra testistikiiler interstitumda ghrelin immiin boyanmasi gozlenemez hale gelir,
bu zaman testis dokusunda olgun Leydig hiicrelerinin tamamen yok olmasiyla ayni
zamandir. Gergekten sitotoksik bilesik uygulandiktan sonraki erken zamanlarda
prolifere olan Leydig hiicre prekursorlerinde ve makrofajlar gibi diger intertisyel tip
hiicrelerde hi¢ ghrelin sinyali tespit edilemez. EDS uygulanmasindan 15 giin sonra o
testikiiler dokudaki intertisyel aralikta immunohistokimyasal boyama gozlenir. Bu da

testisdeki ghrelinin primer olarak Leydig hiicrelerinden salgilandiginin gostergesidir.

Arastirmamizda da intersitisyel alandaki Leydig hiicrelerinde immunohistokimyasal
reaksiyon gozlenmistir, ancak spermatogenik serideki hiicrelerde ghrelin pozitif
reaksiyona rastlanmamistir. Reaksiyon Leydig hiicrelerinde 6zellikle prepubertal donem
sonrasinda kuvvetli olup, Leydig hiicrelerinde lokalizasyon hiicre sitoplazmasinda

graniiler tarzda dagilim gostermistir.

Gonadal fonksiyonlar iizerinde son yillarda ghrelin’in giderek artan Onemine dair
calismalar yapilmaktadir (27,29,31-35).Bu noktalar1 acikliga kavusturabilmek ve
literatiire katkida bulunabilmek amaciyla degisik yas gruplarindaki erkek sicanlarin
testislerinde ghrelin immiinolokalizasyonunu arastirdik. Degisik yas gruplarinda

yaptigimiz caligmada litaratiir bilgilerine benzer sonuclar elde ettik. Yeni dogandan
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eriskine kadar olan yas gruplarinda yaptigimiz calismada testisdeki Leydig hiicrelerinin
immunohistokimyasal reaksiyonunda anlamli bir artig tespit ettik. Leydig hiicreleri
testesteron salgilayan, ikincil cinsiyet Ozelliklerinin gelismesinden sorumlu olan ve
salgiladig1 testosteronla spermatogenezin devaminda Onemli rol oynayan hiicrelerdir.
Bir cok sistemden salgilanan ghrelin hormonu leydig hiicrelerinin gelismesi ve
farklilasmasinda da onemli rolii vardir. Yas gruplarina gore yaptigimiz bu caligmada
leydig hiicrelerinde bulunan ghrelin immunohistokimyasal reaksiyonunun anlaml artig

gostermesi bu 6zel hormonun fertilite tizerinde de etkileri oldugunu gostermistir.

Giincelligini koruyan bu konu ile ilgili olarak, yeni bilgilere sahip olunmasi i¢in daha
fazla ve detayl olarak yapilacak calismalar bize ghrelinin testis iizerindeki etkileri ile

ilgili daha fazla bilgi verecektir.
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