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1.GIRIS

1.1.Erkek Genital Sistem Anatomisi

Erkek genital organlari, i¢ ve dis genital organlar olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Dis genital organlar arkus pubis ile tirogenital diyafram’ in asagisinda
bulunur. D1s genital organlar penis ve skrotumdur. I¢ genital organlar ise, kismen
perineum’da bulunan, kismen de pelvis boslugunda bulunan testis, duktus deferens,
epididimis, seminal vezikiil, prostat ve bulboiiretral bezden olusturmaktadir (Arinci
ve Elhan 2006).

1.1.2. D1s Genital Organlar

Penis

Erkek ciftlesme organi penis normalde sert yapiya sahip degildir. (Gartner ve Hiatt,
2009)Normal durumda 8-10 cm uzunlugunda ve 3 cm ¢apindadir. Ereksiyon
durumunda 14-15 cm uzunlugunda ve 4 cm ¢apindadir. Penis korpus penis ve radiks
penis olmak iizere iki bolimden olusur. Penis ucundan pubis’e kadar olan boliime,
ciftlesmeye yariyan serbest boliime korpus penis, perineumda bulunan sabit kisma
radiks penis denilmektedir. Normal pozisyonda olan korpus penis’in 6n kismina
dorsum penis, arka kismina ise facies urethralis denilmektedir. Ereksiyon durumunda
peniste ise facies urethralis ise 6n ve asagiya dogru, dorsum penis arka ve yukari
bakar. Normal pozisyonda silindir seklinde olan penis, ereksiyon durumunda
kenarlar kiit olan {iggen prizma seklini alir. Bu liggen prizmanin bir yliziide, dorsum
penise uyar. Penis, deri fibroz doku ile sarisi ti¢ silindirik kitleden olusur (Armct ve
Elhan 2006). Erotik uyayanda olusan bu kitlelerin 2 si korpus kavernosum, biri
korpus spongiyozumdur. Ereksiyon durumunda bu kitleler kanla dolar. Erektil
dokudaki damar bosluklarinda kan basinci penisi biiyiiterek sert yap1 almasini saglar
(Gartner ve Hiatt, 2009) iki kissm hem korpus peniste hem de radiks penis de
bulunur (Arinci ve Elhan 2006).



Radiks penis, erkek ¢iftlesme organinin perineum’un alt yiiziine yapisan sabit
kismidir. Radiks penis, fasial bir aralik i¢inde bulunur. Tuber ischiadicum’un hemen
on tarafindan baslayarak krus penis, iskion-pubis boyunca symphysis pubicaya dogru
uzanir. symphysis pubicanin hemen 6n alt kisminda iki tarafin krus penisi bir araya
gelerek One ve asagiya dogru yon degistirir. Bundan sonraki boliimiine korpus
kovernosum penis denilir. Bu yap1 korpus spongiozum penis ile birlikte korpus penisi

olusturur (Armci ve Elhan 2006).

Penis derisi diger bolge derilerine gore daha koyu renkli ve incedir.
Derinindeki yapilara gevsek olarak baglandig: i¢in kolay kolay hareket ettirilebilir.
Derialti yag dokusu bulunmaz (Arincit ve Elhan 2006). Arteria pudenda externa
penis derisini beslemektedir (Ozan, 2014). Arka yiizde uzunlamasina seyreden
kaynagma ¢izgisine raphe penis denilir. Penis derisi kok kisminda mons pubis,
skrotum ve perineum derisi ile devam eder. Ug kisimda ise kendi tizerinde kivrilarak
stinnet deriside denilen preputium openis yapisini olusturur (Arinci ve Elhan 2006).
Glans penisi orten ince deride bez ve kil bulunmaz buna karsin duyu alan kiigiik
papillalar bulunur.

e Penis’in facialari: facia penis superficialis ve facia penis profunda olmak
tizere iki tanedir.

e Penis kaslari: Musculus (m.) ischiocavernosus, m. bulbospongiosus ve m.
transversus perinei profunuds.

e Penis arteleri: Arteria (a.) pudenda internanin dallar1 olan a. bulbi penis, a.
urethralkis, a. dorsalis penis ve a. profunda penis tarafindan beslenir (Arinci
ve Elhan 2006).

Skrotum

Funikulus spermatikus ile testisin alt kismini igine alan deridir. Testis funikulus
spermatikus ile skrotuma asili bir sekildedir (Moore ve Agur, 2006; Moore ve Dalley,
2007). Sol funikulus spermatikus saga gore uzundur. Bundan dolayi sol testis daha asagi
yerlesmistir (Yiicel, 2003; Snell, 2004; Usta, 2005; Hatipoglu, 2006; Yildirim, 2006).
Skrotum fibromuskuler yapida torbadir (Sancak ve Cumhur 2004). Skrotum yetiskin



bireylerde hareketli ve yumusaktir. Yasa bagl sekli ve biiytikligi degisir (Ozan,
2014). Erkek dis genital organlarinda penisin alt arka kismimda iki uyluk arasida,
symphysis pubica’nin altinda yer alir. Dis ylizii {izerinde goriilen deri tabakasi
skrotumu sol ve sag olmak iizere iki kisima ayirmaktadir. Bu ikiye ayiran deri

kismina raphe scroti ad1 verilmektedir (Sancak ve Cumhur 2004).

Skrotum dis kismindan i¢e dogru, deri, tunika dartos facia spermatica externa,
facia crematerica ve facia spermatica interna tabakalarindan olusmaktadir. Skrotum
viicudun diger kisimlarina gore daha koyu olan ¢ok ince bir deriye sahiptir (Sekil
1.1.). Skrotum derisi tizerinde ince killar bulunmaktadir. Skrotumda salgis1 6zel bir
kokuya sahip yag bezleri ve ter bezleri bulunur. Buradaki sinir sonlanmalar1 1s1

degisikliklerine ¢ok hassastir (Sancak ve Cumhur 2004).

Tunika dartos diiz kas liflerinden olusan derinin i¢ kisminda yer alan ince bir
tabakadir. Bu kas tabakasi deriye tutunmaktadir. Skrotum kasm kasilmasi igin
biiziisiir. Bu kasilma 1s1 regiilasyonu agisindan 6nemlidir. Tunika dartos, énde facia
sperficialis’in yiizeyel yapragi ile arkada ise facia perinei superficialis ile devam
eder. Septum scroti, tunika dartos’tan ayrilan igeriye dogru uzanan skrotumu testisleri

icine alan iki bogluga boler. Septum scroti’de deri disinda tiim tabakalar bulunur

(Sancak ve Cumhur 2004).

Facia spermatica externa, m. obliquus externus abdominis’i sarar. Facia
spermatica externanin altinda m. cremaster ve facia cremasterica bulunur. Facia
spermatica externayt M. transversus abdominis ile m. obliquus internus
abdomininden ayrilan skrotuma siiriiklenen kas lifleri olusturur. M. cremaster

kasilinca, testisler yukariya cekilir. Bu duruma cremaster refleksi denilmektedir
(Sancak ve Cumhur 2004).

Facia cremastericanin i¢ kisminda bulunan facia spermatica interna, karin 6n
duvarinda olan facia transversalisin skrotumdaki devamidir. Facia spermatica
internanin i¢i ylizii tunika vaginalis, testisin parietal yapragina gevsek sekilde tutunur
(Sancak ve Cumhur 2004).
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Sekil 1. 1. Erkek iireme organlar1 ve kanallarmin goriiniisii. (R0ss ve Pawlina, 2006)

1.1.3. Testis

1.1.3.1 Testis Anatomisi

Testis ovalimsi bir organ olup sagl sollu bir ¢ifttir ve skrotumun iginde funikulus
spermaticus’a asili halde bulunurlar. Testisler iri bir badem biiyiikliigiindedir. 4-5 cm
boyutlarinda olan testis, 2,5 cm genisliginde, kalinligi 3 cm ve her bir testis 20-25 gr
agirhigindadir (Armct ve Elhan 2006, Sahinoglu 2007). Aym biiyiikliikte olduklar
halde sol testis sag testise gore daha asagida bulunur. Ayrica, sag testis %10 daha agirdir
(Drake, Vogl ve Mitchell, 2007). Testisler sperm (spermatozoa) ve hormon (6zelikle

testosteron) tiretirler (Arinc1 ve Elhan 2006, Sahinoglu 2007).

Fetal donemde posterior abdominal duvarda gelismeye baslayan testisler,
dogumdan Once normalde asagi inerek anterior abdominal duvardaki canalis
inguinalis’ten geger ve skrotum’a iner. Testisler inis sirasinda esas bosalma kanallari

duktus deferens (vas deferens) gibi kendi damarlarini, lenfatiklerini ve sinirlerini



tasir. Testislerin lenf damarlar1 bundan dolay1 inguinal veya pelvik lenf nodlaria

degil para-aortik lenf nodlarina gider (Yildirim 2011).

Testis’in facies lateralis ve facies medialis olmak {izere iki yiizii bulunur.
Margo posterior ve margo anterior olmak tiizere iki kenar1 bulunan testisin, extremitas
inferior ve extremitas superior olmak tizere de iki ucu bulunur (Arinci ve Elhan
2006). Skrotum igerisindeki testislerin yonii diiz degildir, iist ucu disa ve One
dogrudur, alt ucu ise ige arkaya dogrudur. Konveks sekilli 6n kenar1 asagi disa dogru,
daha diiz goriilen arka kismi da, i¢e yukariya dogru bakar. Boylece uzun ekseni,
distan-i¢e, onden-arkaya ve yukaridan-asagiya dogru bir sekilde bulunur (Armnci ve
Elhan 2006, Sarsilmaz 2014).

Testis’in 6n kenarin iki yiizi ve uglari, arka kenarin ise sadece lateral kismi
visseral periton ile kaplidir. Peritonsuz medial boliimiine epididimis tutunur ve
buradan testisin damarlari, sinirleri ve kanallar1 gecer (Arinct ve Elhan 2006).
Testis’in yan ve On yiizleri asil olarak cavitas abdominis ile baglantili kapali bir
periton kesesi (tunika vaginalis)(Resim 1.1.) ile ortiiliidiir. Normalde testis indikten

sonra baglanti kapanir ve fibroz bir kalint1 kalir (Y1ldirim 2011).



Resim 1.1. Testis ve epididimis (Ross ve Pawlina, 2014).

Testis tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa olmak {izere ii¢
tabaka ile sarilmigtir. Fascia spermatica interna’nin igini, testis’in de disin1 saran
ser0z zar tunika vaginalisdir. Parietal periton embriyolojik donemde karin boslugunu
doser ayrica parietal peritonun Skrotum’a dogru cep seklinde ¢ikintist bulunur.
Saccus vaginalis denilen bu ¢ikinti, skrotum’un tabakalarindan en i¢te bulunan fascia
spermatica interna’ya gevsek bir sekilde yapisir. Testis, saccus vaginalis’e arka
tarafindan gomiilerek peritonla kaplanir,, Lamina visceralis (epiorchium) saccus
vaginalis’in bir testis’i orten kismidir. Lamina parietalis (periorchium) testisin fascia
spermatica interna’ya yapisan kismidir. Erigkinlerde bu iki yapraga tunika vaginalis
testis denilir. Saccus vaginalis’in testis’in iist ucundan baslayarak anulus inguinalis
profundus’a kadar olan bdliimii, kapanarak kordon seklini alir ve bdylece karin
boslugu ile baglantisi kesilir. Cavum serosum scroti iki yaprak arasinda kalan kilcal
araliktir ve iginde eklem sivisina benzer, kaygan bir sivi bulunur (Arinci ve Elhan

2006). Tunika vaginalis testis’in lamina visceralis’i, kaygan seffaf ser6z bir membran



olup testis’e, epididimis’e ve duktus deferens’in alt kismina sikica yapisiktir. Testis
ve epididimis’in arka kenarlarindan, lamina parietalis olarak fascia spermatica
interna’nin i¢ yiizline geger. Epididimis’in bas kismini testis’in tist ucuna baglayan
tunika vaginalis boliimiine ligament (lig.) epididimis superius, kuyruk kismini
testis’in alt ucuna baglayan tunika vaginalis bolimiine ise lig. epididimis inferius
denilir (Arinc1 ve Elhan 2006). Peritoneum’un fascia spermatica interna’yr déseyen
kismi1 lamina parietalistir. Funikulus spermatikus’un i¢ 6n kismindan yukariya dogru
uzar. Bu nedenle lamina visceralis’den lamina parietalis daha genistir. Lamina
parietalis’in i¢ yiizii mezotelle kapli ve diizdiir (Arinct ve Elhan 2006). Saccus
vaginalis’in oblitere olan iist bolimii, genellikle gevsek bag dokusu igerisinde bir

kordon seklinde goriiliir. Bazen zamanla kaybolur (Arinci ve Elhan 2006).

Tunika albuginea, testisleri orten, fibréz kalin bir tabakadir. Elastikiyeti ve
genigleme ozelligi yoktur. Tunika albuginea, arka kenardan testisin i¢ine sokulur ve
boylece vertikal bir bolme olusur (Sekil 1.2.). Bu bolme mediastinum testistir.
Mediastinum testis, extremitas superior’'undan baslayarak extramitas inferior
yakinina uzanir. Mediastinum testis’ten ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir.
Testis parankiminden gecen septula testis tunika albiginea’nin i¢ yiiziine ulasir,
testis’i koni bi¢iminde lobuluslara boler. Bu lobuluslara lobuli testis adi verilir.
Kivrimli seklinden dolayi tubuli seminiferi contorti adi verilen lobuli testis iginde
bulunan kanalciklar testis parankimini olusturur (Sancak ve Cumhur 2004). Her
testis kanalcigl, mediastinum testis yakinindaki tubuli seminiferi recti denilen diiz
kanalciga uzanir. Lobulus’lardan gelen kanallar mediastinum testise girer ve rete
testis ad1 verilen bir kanal agi olusturur (Aktiimsek, 2016). Lobuli testislerde yapilan
spermiumlar rete testis’ten duktuli efferentes testis ad1 verilen kanalciklar araciligi ile

epididimis’e gelir (Sancak ve Cumhur 2004).



p— epididimis bas duktuli eferent

deferens

seminifer
tabal
epididimis

govdesi Sepm

mec!iastinum tunika
testis albuginea
rete testis

tunika
vajinalis

tubuli rekti
(gizgili tubul)

epididimis kuyrugu

Sekil 1.2. Testis ve epididimis, sagittal kesit. (Ross ve Pawlina, 2006)

Tunika vaskulosa tunika albuginae’nin i¢ yiiziindeki damar agi tabakasidir.
Damarlar arasindaki araliklar gevsek bag dokusu doludur. Tunika vaskulosa tunika
albuginea’nin tiim bdlmelerin yiizlerini doser. Tunika vaskulosa, testis’in igindeki

lobuli testis’i de sarar. (Arinci ve Elhan 2006).

Tunika albuginea ve septula testisler arasindaki bosluklarda uzun tiiplerin
olusturdugu bez kiimeleri bulunur. Lobuli testis sayilar1 200-300 arasinda degisir, bez
kiimelerinin biiyiikliikleri bulunduklar1 yere goére farklidir. Testis’in ortasindakiler
uzun ve daha biyiiktiir. Lobuli testislerde piramit seklinde olanlarin tepe kisimlar
mediastinum testis’e, taban kisimlar1 ise perifere yonelmistir. Her lobcuk, kiigiik bir
veya daha fazla tiipler seklindeki bezden olusur. Kivrintili sekilli bu tiiplere tubuli

seminiferi contorti adi1 verilir. Tubuli seminiferi contorti, kor ugla baslar ve bu tiipler



arasinda bag dokusu bulunur. Bu tiiplerin sayilar1 yaklasik olarak 400-600,
uzunluklar1 ise 70-80 cm, ¢aplar1 da 0,1-0,3 mm’dir. Mediastinum testis’e bakan
lobcuklarin tepe kisimlarindaki borularin sekli gittikge diizlesir, birbirleriyle birlesir
ve sayilar1 20-30’a iner. Bu tiiplere tubuli seminiferi recti ad1 verilir, ¢caplar1 genisler
ve 0,5 mm olur. Mediastinum testis’in fibréz dokusu igine giren tubuli seminiferi
recti’ler arkasinda yukariya uzanir. Bu kanallarin seyrinde birbiriyle anastomoz
yaparak olusturdugu rete testis, mediastinum testis’in iist kisminda sayilar1 12 ile 15
arasinda olan kanallara donustir. Duktuli efferentes testis denilen bu kanallar, testis’in
arka kenarmin {stiinden tunika albuginea’yr deler ve buradan disar1 ¢ikar. Disari
cikan kanallar diiz uzanir, sonra kalinlasarak kivrintili bir seyirle lobcuklari
Olustururlar. Lobuli coni epididimis adi verilen lobcuklarin yiikseklikleri 1 cm
civarindadir. Bunlarin tepe kisimlar testis’e, taban kismi ise epididimis’e bakar. Her
lobcuk agildiginda boyu 15-20 cm olan kanaldan olusmustur. Duktuli efferentes
testisler caput epididimis’de duktus epididimis adi verilen Kanala acilir. iste caput
epididimis’i, sayilar1 12-15 arasinda olan lobuli coni epididimis ve duktus
epididimis’in baglangi¢c kismi olusturur. A¢ildigi zaman yaklasik 6 m uzunlugunda
olan duktus epididimis, testis’in arka kenarinda kiimeler olusturarak corpus
epididimis ve cauda epididimis’i olusturur. Epididimis’in kivrimlarin1 gevsek bag
dokusu birbirine baglar. Epididimis’de, spermiumlar depo edilir ve olgunlagmasinin

son safhasini tamamlar (Arinct ve Elhan 2006).

Ince ve uzun a. testicularis, aorta abdominalis’in 6n yan yiiziinden hemen a.
renalis’in altindan ¢ikar. Anulus inguinalis profundus’a ulagsmak i¢in a. testicularis
egik seyirde retroperitonel bolgeye gecerek ureter ve a. iliaca externa’nin alt kismini
caprazlar. A. testicularis anulus inguinalis profundus’dan kanala girer ve burada
ilerler. Anulus inguinalis superficialis’ler araciligiyla kanaldan ¢ikar ve funikulus
spermatikus’a testisleri beslemek igin girer. A. testicularis veya dallarindan olan a.

duktus defferentis ile anatomoz yapar (Sahinoglu 2007).

Vena testiculares, testis ile epididimis’ten cikar ve birlesirler. Bu birlesme
vendz ag olan plexus pampiniformis’i olusturmak i¢indir. 8 ila 12 venden olusan
plexus pampiniformis funikulus spermatikus i¢inde duktus deferens’in Oniinde a.

testicularis’t sarar. Plexus pampiniformis testis’in termoregiilatdr sisteminin bir



bolimii olarak bezi sabit 1sida tutar. Plexus pampiniformis’ten ¢ikan sol v. testicularis

sol v. renalis’e dokiiliir. (Sahinoglu, 2007).

Testis’in lenfatik drenaji, nodi lymphatici lumbales ve nodi lymphatici
preaortici’ye olur. Testis otonom sinirlerle inerve edilir. Sinirleri; Torakal 10-11
medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanan simpatik lifler, damarlariin
cevresindeki pleksuslar araciligi ile gelir. Parasempatik lifler 2-4 sakral spinal
segmentten ¢ikar ve plexus pelvicus’a gelir (Arinci ve Elhan 2006, Sancak ve
Cumhur 2004).

1.1.2.2 Testis Histolojisi

Karn boslugun arka duvarinda bulunan testisler, retroperitonal olarak gelisir.
Fetiisiin gelismesinde go¢ ederler ve skrotum iginde asili olarak spermatik
kordonlarin uglarinda bulunurlar. Skrotuma dogru gerceklestirilen go¢ nedeniyle
testis peritondan gelismis ser6z kese olan tunika vaginalis tasir. Tunika vaginalis
disinda parietal, i¢ kisminda ise visseral tabakadan olusur. Tunika vaginalis testisin
on ve yan kisimlari tunika albuginea’yr orter. Skrotum, testislerin karin iginden

diisiik 1s1da tutulmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Aytekin 2006).

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde tretilir (Sekil 1.3.). Her testiste 250-
1000 seminifer tiibiil bulunmaktadir. Karmagik yapida ¢ok katli epitelle doseli olan
seminifer tiibiller, takribi 150-250 pm ¢apmnda ve 30-70 c¢cm uzunlugundadir.
Testisteki tiibiillerin uzunlugu yaklasik olarak 250 metredir. Tiibiiller kivrimli bir
sekildedir ve baslangicta kor ucludur. Sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibtiller ya
da tubuli recti kisa segmentler seklinde devam etmektedir. Diiz tiibiiller, seminifer
tiibiillerin rete testise baglanmasini saglar. Rete testis kanallar1 anastomoz yapar,

takribi 10-20 duktuli efferentesle epididimis’in bas boliimiine baglanmustir.
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. Miyoid hiicreler
Tip Akoyu SC‘TOh. Tip A agk
spermatogonyum  hiicresi  spermatogonyum TpB

spermatogonyum

Sekil 1.3. Seminifer tiibiil ve ¢evresindeki dokunun goériiniisii. Seminifer epitel iki tip hiicreden olusmustur.
Spermatogenez serisine ait hiicreler ve destek ya da Sertoli hiicreleri (Ross ve Pawlina, 2011).

Tubuli seminiferi contorti’nin duvar yapisi (seminifer epitel), ve spermatogenik
seri hiicreleri ve sertoli (sustentakular) hiicreleri olmak {izere farkli iki tip hiicre
iceren germinal doku ile dosenmistir. Spermatogenik seri hiicreleri 4-8 sira seklinde
tabaka halinde bazal lamina ile tiibiil liimeni arasinda dizilmistir. Bu hiicre grubu
boliinmeler sonunda farklilagsan ve en sonunda olgun spermi olusturacak olan
spermatidleri igerir. Hiicre boliinmesiyle meydana gelen hiicrenin farklilagma siireci

spermatogenezdir (Govsa Gokmen 2003, Aytekin 2006).

Fibroz bag dokusu kilifindan olusan seminifer tiibiiller, bazal lamina ve
seminifer epitel ya da karmasik bir germinal dokudan olusur. Tunika propria
seminifer tiibiilii sarar, fibroz bir doku ile birkag fibroblast katmanindan olusur.
Bazal laminaya yapisik bir bicimde olan i¢ tabaka, yassilasmis miyoid hiicreler diiz
kas oOzellikleri gosterir (Aytekin 2006). Seminifer epitel bir bazal membran, kollajen

lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden bir duvarla g¢evrelenmistir.
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Hareketsiz olan spermleri miyoid hiicreler, rete testise ilerleten ritmik kasilmalardan
sorumludur. Epididimal kanaldan gecen spermler ileri motilite 6zelligi kazanir.
Seminifer tiibiiller arasindaki bosluklarda makrofajlar, kan damarlari, lenfatik
kanallar veya siniizoidler ve androjen iireten Leydig hiicre gruplariyla doludur
(Gartner ve Hiatt, 2007).

Sertoli Hiicreleri;

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiiller i¢cinde spermatosit serisinin degisik hiicreleri ile

siki1 sikiya bagli hiicrelerdir. Gorevleri,

. Gelisen spermatozoonlari desteklemek, korumak ve beslemek.

. Spermatidlerin olgunlasmasinda ortaya g¢ikan fazla sitoplazma pargalarini
fagozite etmek.

. Kan- testis bariyerini olusturmak.

. Fetal gelisim déneminde antimiillerian hormon sentez ve sekresyonu yaparak
erkek ozelliklerin belirmesini saglamak.

. Spermatogenik hiicreleri olgunlastirmak iizere demirin serum transferrininden
taginimini kolaylastirict protein olan testikiiler transferrini iiretir ve salgilamak.

= Seminifer tiibiillerden genital kanallar boyunca spermatazoonlarin
tasinmasini kolaylastiran ve besleyen fruktozca zengin olan salgiy1 liimene
salgilamak.

. FSH’nin etkisi altinda Androjen Baglayici Protein (ABP) sentezlerler. ABP ise
seminifer tiiblilde gerekli testesteron konsantrasyonunu saglayarak

spermatogenezin ilerlemesine yardimei olmak.

Onhipofiz tarafindan salgilanan FSH’ 1n sentezini ve salinimim durduran inhibin
hormonu salgilar. Ayn1 zamanda 6n hipofizden FSH hormonunu yiiksek miktarda

salgilatan aktivin sekresyonu yapmaktir. (Gartner ve Hiatt, 2016).

Spermatogenez, spermatogonyumlarin spermatozoon haline doniismesini

saglayan bir siirecdir. Bu siire¢ spermatogonyum adi verilen ilkel primitif germ
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hiicresi ile baslar. Spermatogonyum, 12 um c¢apindadir. Spermatogonyum bazal
laminanin ist kisminda bulunan kii¢iik bir hiicredir. Cinsel olarak olgunluk
doneminde spermatogonyum hiicreleri mitoz bdliinmeyle sayisini arttirir ve yeni
hiicreler olusur. Olusan yeni hiicreler iki sekilde birini izleyebilir: A tipi
spermatogonyumlar adi verilen kdok hiicre olarak bolinmeyi siirdiiriir ya da mitotik
sikluslar boyunca farklilasarak B tipi spermatogonyumlart olustururlar. B tipi
spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan onciil (progenitor) hiicrelerdir.
46 kromozom (44+XY) ve 4N DNA igeren primer spermatositler olusmalarindan
sonra bu hiicreler birinci mayoz bdlinme profaz safthasina gegerler. Boliinmenin
profaz sathasi 22 giin kadar siirdiigii igin kesitlerde Spermatositlerin ¢ogu bu sathada

goriilecektir.

Primer spermatositler spermatogenik serideki en biiyiik hiicreleridir ve
niikleuslarinda kangal olusturma siirecinin degisik sathalarinda kromozomlarin
bulunmasiyla taninir. Birinci mayoz boliinme bittikten sonra sekonder spermatositler
olusur. Sekonder spermatositler 23 kromozom (22+X veya 22+Y) igeren kiigiik
hiicrelerdir (Sekil 1.4.). Kromozomlardaki bu sayica azalmaya her hiicredeki DNA
miktarinin eksilmesi eslik eder. Kesitlerde sekonder spermatositlerin gozlenmesi ¢ok
zordur, ¢iinkii sekonder spermatositler interfazda ¢ok kisa siire kalmaktadir ve
cabucak ikinci mayoz boliinme gegiren kisa Omiirlii hiicrelerdir. Sekonder
spermatositin boliinmesi 23 kromozom igeren spermatidlerin olusumuyla sonuglanir.
Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz bdliinme arasinda S fazi (DNA sentezi)
goriilmez bu ylizden ikinci boliinme sonunda her hiicrede DNA miktart yariya iner.
Mayoz béliinme siirecinin sonunda haploid sayida kromozom igeren hiicreler olusur.

Dollenme ile normal diploid sayida kromozoma donerler (Aytekin 2006).
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Leydig Hiicreleri (Interstisyel Doku)

Seminifer tiibiillerin arasinda bulunan gevsek bag dokusunda ¢okgen ya da yuvarlak
sekilde, eozinofilik sitoplazmali, kiigiik lipit damlaciklar1 ve merkez disinda ¢ekirdek
bulunan hiicrelerdir. Cok sayida mikrovillus hiicre yiizeyinde bulunur (Ovalle ve
Nahirney, 2009). Leydig hiicreleri gorevleri, sayilart hormonal uyarilara bagh

degismektedir.

Leydig hiicreleri gebeligin 8. haftasinda, testosteron {retir. (Sadler, 2011).
Hamilelikte plasentadan tiretilen gonadotropik hormon, kan yoluyla anneden fetiise
ge¢mektedir. Androjenik hormonlar1 sentezleyen fetal testis intertisyel hiicreleri

etkinlestirir (Carlos, 2009). Ergenlikte belirginlesen leydig hiicreleri interstisyel
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dokudadir. Sekonder seks karakterlerinden sorumlu olan erkeklik hormonu
testosteronu leydig hiicresi iiretir (Junqueira ve Carneiro 2006). Leydig hiicrelerinin

testosteron tiretmesi yas artmasi ile azalir (Chen ve ark 1994).

1.1.2.3 Testis Fizyolojisi

Testisler sperm (spermatozoa) ve hormon (6zelikle testosteron) liretirler (Arinci ve
Elhan 2006). Testisteki dis salgi islevi, seminifer tiibiillerin aktif holokrin salgi tiriinii
olan spermatozoonlari iiretmesidir (Hassa, 2003). Testislerden giinliik ortalama 200
milyon spermatozoon iretilir. Testosteron, testislerde interstisyumda yerlesim
gosteren Leydig hiicrelerinden salgilanir. Sperm yapiminda testisin germinal
hiicrelerinin boliinme ve gelismeleri icin gereklidir. Luteinizan hormon (LH), 6n
hipofiz bezinden salgilanarak, Leydig hiicrelerini uyarir ve testosteron salgilanmasini
saglar (Guyton 1996). Testosteron, spermatogenezi, erkek aksesuar bezlerin (prostat
bezi ve vesikula seminalis) fonksiyonlarini siirdiirmektedir (Kierszenbaum 2006).
Leydig hiicreleri testosteron, dihidrotestosteron ve Ostradiol iiretirken LH,
somatotropin (STH), folikiil uyarict hormon (FSH), growth hormon (biiylime
hormonu, GH), prolaktin, &strojen, human chorionic gonadotropinin (HcG)’nin
etkileriyle uyarilir (Noyan 1993, Guyton 1996).

1.2. Erkek Genital Sistem Histolojisi

Erkek tireme sistemi testisler, yardimci bezler, penis ve genital kanallardan olusur.
Testisin 6nemli iki gérevi spermatozoon ve hormon iiretmektir. Testisite liretilmekte
olan hormon testosteron olmakla birlikte, erkek fizyolojisi hem testesteron hemde
metaboliti dehidrotestosteron gereklidir. Testosteron spermatogenezde, embriyonun
ve fetiisiin gelisimindeki cinsel farklilagmada ve gonadotropin salgi kontroliinde
onemli bir hormondur. Dihidotestosteron, ergenlik ve eriskinlik ¢aglarinda pek ¢ok

organ ve doku tlizerinde etkili olmaktadir.

Yardimci1 bezler ve genital kanallar, diiz kaslarin kasilmalarinin yardimiyla

spermatozoonlar1 disartya siirekleyen salgi iiretmektedir. Uretilen salgilar ayrica
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erkek lireme sistemi i¢indeki spermatozoonlara gereken besinleri saglamaktadir.
Spermatozoonlarla yardimci bezlerin ve genital kanallarin salgisi, semen’i

olusturmaktadir (Junqueira ve Carneiro 2006).

1.2.2. Erkek Genital Sistemin Tletici Kanallar1 Histolojik Yapilanmasi

Testiste liretilen spermatozoonlar1 penise dogru tasiyan kanallar duktus epididimis,
duktus deferens ve iretradir. Duktus epididimis 4-6 m uzunlugundaki kivrintili
kanaldir. Yuvarlak bazal hiicreler ve silindirik hiicrelerden olusan yalanci ve ¢ok kath
silindirik epitel ile doselidir. Bu hiicreler, peristaltik kasilmalariyla spermin kanallar
boyunca ilelemesine yardim eden diiz kas hiicreleri ve kapiller damarlardan zengin
bag dokusu ile cevrelenmis bir bazal lamina iizerine oturur. Epitel hiicrelerinin
yiizeyleri stereosilya adi verilen, uzun, dallanmis diizensiz mikrovilluslar ile
kaplanmistir. Duktus epididimis epiteli spermatogenez siiresince olusan artik

cisimciklerin ortadan kaldirilmasi ve sindirilmesine katilir (Junqueira ve Carneiro

2006)

Epididimisten duktus deferens adi verilen kalin muskiiler duvarli diiz kanal
devam ederek prostatik iiretraya agilir. Bu kanal tipik olarak dar bir liimeni ve kalin
bir diiz kas tabakas1 vardir. Mukozas1 uzunlamasina kivrimlar olusturur; ¢cogunlukla
stereosilyalara sahip yalanci ¢ok kath silindirik epitel ile kaplidir. Lamina propria
elastik liflerden zengin bir bag dokusu katmanidir. Kalin kas tabakasi, sirkiiler bir
katmanla ayrilan, icte ve dista yer alan uzunlamasina katmanlardan olusturulmustur.
Bu kalin diiz kas katmani, ejekiilasyon sirasinda spermatozoonlarin figkirtilmasini

saglayan gli¢lii peristaltik kasilmalar olustururur (Junqueira ve Carneiro 2006).

Duktus deferens, spermatik kordonun bir pargasini olusturur. Bu kordon
testikiiler arter, pampiniform pleksus ve sinirleri igerir. Duktus deferens prostata
girmeden Once genisler ve ampulla denilen bolimii olusturur. Bu alanda epitel
kalinlasir ve oldukga fazla kivrimlanir. Ampullanin son kisminda seminal vezikiiller
duktusa katilirlar. Bundan sonra duktus deferens prostata girer ve prostatik iiretraya

acilir. Prostata giren segmente ejakiilatuvar duktus denir. Duktus deferensin mukoza
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katmani ampulla boyunca ejakiilatuvar duktusun i¢ine kadar devam ederken, kas

katmani ampulladan sonra bitmektedir.

1.2.3.Yardimc1 Genital Bezler

Yardimci genital bezler, erkeklerde lireme islevinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli salgilari

tiretir. Bu bezler seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulbotiretral bezlerdir.

Seminal vezikiiller, uczunluklar1 15 cm olan iki adet olduk¢a kivrimli
kanaldir. Organdan kesitler alindiginda aymi kanal farkli yonlerde gozlenebilir.
Salgilayici graniillerden zengin, kiibik ya da yalanct ¢ok katli silindirik epitel ile
doseli kivrimli bir mukozasi vardir. Seminal vezikiillerin lamina proriasi elastik
liflerden zengindir ve ince bir diiz kas katmani ile ¢evrilidir. Bu seminal vezikiiller
spermatozoonlar i¢in depolanma yeri degildir. Seminal vezikiiller viskdz, sarimsi
renkte, sitral, inozol, prostaglandinler ve ¢esitli proteinler gibi spermatozoonlari
aktive eden madderleri iceren bir salg: iretir. Erkek lireme sistemi ile iliskili bu
bezler tarafindan tiretilen ve seminal siviya salinan karbonhidratlar, sperm hareketi
icin enerji kaynagini olustururlar. Friiktoz, bu karbonhidratlar i¢inde en fazla bulunan
monosakKarittir. Insan ejekiilatinin %70’ ini seminal vezikiillerden kaynaklanir.
Seminal vezikiillerdeki epitel hiicrelerinin boyutlart ve salgilama siireglerinin

islevsellik derecesi testosteron diizeylerine bagimlidir (Junqueira ve Carneiro 2006).

Prostat 30-35 adet dallanmis tiibiiloalveoler bezden olusur. Bu bezlerin
kanallar Uiretraya bosalir. Prostatta ti¢ ayr1 bolge bulunur. Birincisi merkezi bolgedir.
Bezin hacminin % 25’ ini kaplar. Yalanci ¢ok katl bir epiteli vardir. Geriye kalan
bezin %70 lik kismini periferik kisim olusturur. Bu bolge prostat kanserinin
basladig1 baslica bolgedir. Gegis bolgesi prostat hastaliklar: agisindan énemlidir. Bu
bolge prostat hiperplazilerinin biiyiik bir béliimiiniin kaynaklandig1 bolgedir.

Prostatin tuboalveoler bezleri kiibik ya da yalanci ¢ok katli silindirik epitel
igerir. Bezleri son derce zengin bir fibromiiskiiler stroma cevreler. Prostat bezi, diiz

kas liflerinden zengin bir fibroelastik kapsiil ile ortiiliidiir. Kapsiilden ¢ikan septumlar
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bezin igine dogru uzanirlar ve bezi bdlmelere ayirirlar; bu bolmeler erigkin erkekte
kolayca secilmez. Prostat sivisini prostat bezi iiretir ve ejekiilasyonda firlatma
giiclinii saglamak icin biriktirir. Seminal vezikiilde oldugu gibi, prostatin yapisi ve
islevi testosteron diizeyine baglidir. Prostat bezlerinin liimeninde siklikla 0,2-2 mm
capinda, glukoprotein yapisinda kiiresel kiigiik cisimler bulunur. Bunlar prostat
taslar1 olarak bilinmektedir. Onemi anlasilmamis olmakla birlikte, sayilari ilerleyen

yagsla birlikte artmaktadr.

Bulbuiiretral bezler, ¢caplari 3-5 mm olan ve {iretranin membrandz kisminin
proksimalinde yerleserek buraya bosalan bezlerdir. Bulbuiiretral bez, tek kath
silindirik epitelle doseli olan ve mukus salgilayan tiibiiloalveoler bezdir. Her bezi
loblara ayiran septumlarda iskelet ve diiz kas hiicreleri bulunur. Salgisi,

kayganlastirici islevi géren berrak bir mukustur (Junqueira ve Carneiro 2006).

1.2.4.Penis

Bagslica li¢ silindirik erektil doku kitlesi ve iiretray1 icermekte olup, distan deri ile
sartlmigtir. Bu silindirlerden ikisi penisin kovernozumlar1 olarak adlandirilir ve
dorsal olarak yerlesmistir. Uretranin korpus kovernozumu ya da korpus spongiyozum
olarak adlandirilan tigiinciisli ventral olarak yerlesmistir ve iiretray1 ¢cevreler. Bu yap1
en sonunda genisleyerek glans penisi olusturur. Penil {iretranin biiyiik boliimii yalanci
cok katli silindirik epitel ile doselidir; glans peniste bu, ¢ok katl silindirik epitele

dontisiir. Mukus salgilayan Littre bezleri penil iiretra boyunca bulunur.

Prepisyum, i¢inde diiz kas lifleri ile bag dokusu igeren geriye cekilebilir bir
deri katlantisidir. Glansi g¢evreleyen deride ve katlanti iginde yag bezleri bulunur.
Korpus kovernosumlar, tunika albuginea denilen ve bag dokusundan olusan
dayanikli bir katman ile ortlidiir. Penisin ve {iretranin korpus kovernozumlar: erektil
dokudan olusmustur. Erektil doku, endotel hiicreleri ile doseli ve bag dokusu lifleri
ile diiz kas hiicrelerinden olusan trabekiilalarla ayrilan ¢ok sayida vendz bosluklar

igerir.
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Penisin arteriyel kan akimi internal pudental arterlerden gelir, bunlardan da
penisin derin arterleri ve dorsal arterleri ¢ikar. Derin arterler, besleyici ve helisin
arterleri olusturmak iizere dallanir. Besleyici arterler trabekiilalara gerekli oksijen ve
besini saglarken, helisin arterler dogrudan kovernoz bosluklara agilir. Helisin arterler

ve derin dorsal venler arasinda arteriyovendz santlar vardir.

Penisin ereksiyonu hemodinamik bir olaydir ve penisteki vaskiiler bosluk
duvarindaki diiz kaslar ve arteriyel kaslarm aldigi Sinirsel uyarilarla kontrol
edilmektedir. Yumusak durumda iken peniste en az kan akimi vardir. Parasempatik
kaynakl1 vazodilatér uyarilar penil damarlarin ve kaverndz diiz kasin gevsemesini
sagladiginda, ereksiyon olusur. Vazodilatasyon, ayn1 zamanda penil dokuya gelen
sempatik vazokonstrikatér uyarilarin baskilanmasini saglar. Penil artelerde ve
kaverndz bosluklardaki genisleme, kan akiminda artisa yol acarak bu bosluklarin kan
dolmasimi ve sonugta penisin sertlesmesini saglar. Korpus kovernoszumlarin
kasilmas1 ve gevsemesi hiicre ici kalsiyum diizeyine baghdir ve bu da guanozin
monofosfataz tarafindan denetlenir (Junqueira ve Carneiro 2006). Ejekiilasyon ve
orgazmdan sonra parasempatik aktivite azalir ve penis 6nceki yumusak durumuna

doner.

1.3.Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyetine fertilizasyon sirasinda karar verilse de, gonadlar morfolojik
Ozelliklerini 7. haftaya kadar kazanmazlar. Genital sistemin gelisimi Y
kromozomunun tizerindeki SRY genine (Sex-determining region on Y) baghdir. Bu
bolge tarafindan kontrol edilen SRY proteini testis gelisimine yol agan ana

faktordiir. (Esrefoglu M., 2017)

Gonadlar yaklasik 5. haftada bir ¢ift uzunlamasina katlanti (genital veya
gonadal katlant1) olarak belirirler. Bu donemde gonad taslaginin kaderine karar
verilmis olsa da ovaryum veya testis dokusunu hatirlatacak bir 6zellik heniiz yoktur.
Genital katlantilar ¢dlom epitelinde proliferasyon ve mezensim kalinlasmasi seklinde

olup, zaten 6. haftaya kadar germ hiicresi igermezler. Primordiyal germ hiicreleri ilk
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olarak vitelliis kesesi duvarinda endoderm hiicreleri arasinda goriliirler. Buradan
yola ¢ikarak ameboid hareketle go¢ edip 5. haftada primitif gonad bdlgesine
ulagirlar. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara girisinin gonad gelisimini
indiikledigi bilinmektedir. Primordiyal germ hiicrelerinin genital katlantilara
girmesinden kisa bir siire dnce ve girisleri sirasinda genital katlantilarin epiteli
cogalip mezensgime ilerleyen diizensiz hiicre kordonlari olusturur. Her iki cinste
baslangigta yiizey epiteli ile baglantili bu kordonlara primitif seks kordonlar1 denir.

(Esrefoglu M., 2017)

Doéllenme yolu ile embriyonun cinsiyetinin belirli olmasina ragmen iKi
cinsiyette de 7. haftadan once genital sistem morfolojik olarak benzerdir. Genital

sistemin baslangi¢ periyodu farklilasmamis donem olarak adlandirilmaktadir (Sadler,

2005).

1.3.1.Gonadlarin Gelisimi

Karin arka duvarini doseyen mezotel, altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu) ve
ilkel cinsiyet hiicrelerinden 3 farkli kaynaktan koken alarak gelisir (Cosgun, 1998;
Moore ve Persaud, 2002).

3. haftada epiblast kokenli olan primordiyal germ hiicreleri vitellus kesesine
dogru go¢ eder. 4. haftanin baslarinda primordial germ hiicreleri vitellus kesesi
endoderminde ilk kez goriiliir. 5. haftanin sonuna dogru geldiginde embriyo katlanir
ve vitellis kesesinde bulunan primordiyal germ hiicreleri ameboid hareket ederek
arka barsagin dorsal mezenteri boyunca go¢ ederler. Mezonefrozun medialinde 5.
haftada ara mezoderm kokenli ilkel gonadlar bulunur. Ilkel gonadlara dogru
primordiyal germ hiicreleri go¢ eder. Gogle hem epitel hiicrelerinde hem de ilkel
gonaddaki mezensimde mitotik aktivite baglar. Parmak seklini alan epitel hiicreleri
mezensim igine girer ve sonra farklilagmamis gonadlar1 olusturur. Primordial germ

hiicreleri 6. haftada parmak seklindeki ilkel olan gonad kordonlarina ulagirlar. lkel
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gonad kordonlar1 sertoli hiicrelerini olusturur ve erkeklerde testis kordonlarini

gelistirir (Sekil 1.5.) (Moore ve Persaud, 2002; Dagdeviren ve Biricik, 2007).

Aorta Mezonerik kanal

Paramezonefrik kanal

Primordial germ hiicreleri

Barsak kanalt e
cinsiyet a
Prolifere sélom  kordonlar:
Dejenere olan Epsek
mezonefrik kanal Egididinnis
Mezonerik kanal

Geligen rete testis
Dejenere olan

paramezonefrik kanal
Duktuli eferentes
Rete testis
Paramezonefrik =
. kanal Seminifer
Seminifer kordonlar ~ 1Unka  p Septum  kordomlar €

albuginea

Sekil 1.5. Testis gelisiminin goriiniimii. (Ross ve Pawlina, 2006)

1.3.2.Testis Gelisimi

Testis belirleyici faktorii y kromozomu kodlar. Y kromozomunda bulunan SRY
geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kodonlart meduller kordonlari ya da testisi
meydana getirmek igin ¢ogalir. Primitif cinsiyet kodonlar1t medullanin derinliklerine
dogru ilerler. Kordonlar bezin hilusuna ilerler ve sonra rete testis tiibiillerini
olusturacak kiigiik hiicre siralar1 seklinde ag olusturacak bigimde dagilirlar. Tunika

albuginea, yiizey epitelinden testis kodonlarint ayirmaktadir (Sadler, 2005).

Dérdiincii ayda, rete testis kordonlari ile baglantili olan testis kordonlari at nalt
seklini alirlar. Bu donemde testis kordonlarinda yiizey epitelinden kaynaklanan
Sertoli hiicrelerinin yana sira primordiyal germ hiicreleri de bulunur. Testis

kordonlar1 rete testis araciligi ile mezonefroz tiibiillerinin arta kalan bir kism1 olan
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duktuli efferentesle birlesmistir. Buradan da mezonefrik kanaldan gelisen duktus
epididimis ve duktus deferense baglanirlar. Gonad katlantilarinin mezensiminden
koken alan Leydig hiicreleri testis kordonlarinin farklilagsmaya baslamasindan hemen
sonra kordonlar arasinda goriiliirler. Ilk 2 ay i¢inde Leydig hiicrelerinin taninmasi

miimkiin degildir. Bu hiicrelerden testosteron tiretimi 8. haftada baglar.

Ara mezodermdeki mezensim hiicrelerinden kan damarlari, bag doku ve leydig
hiicreleri geligir. Puberteye kadar medulla (testis) kordonlarinin igi testesterondan
zengin sivi ile doludur. Pubertede medullar kordonlardaki testosterondan zengin olan
stvi drene olur ve drene olan sivinin yeri liimen olarak kazanilir. Béylece medullar
kordonlar seminifer tiibiile doniisiir ve erkek bosaltim kanallarina agilir. Fibroz ve
kalin kapsiil olan tunika albuginea intrauterin yasamin 12. haftasinda gelisir. Tunika

albuginea’ nin gelisimiyle ylizey epiteliyle medulla kordonlari baglantis1 kesilir.

12. haftada kalin tunika albugineanin olusmasi testislerin gelistigini gosterir.
Testisin hilus bolgesine yakin olan kalin testis kordonlari incelir ve parcalanarak rete
testisi olusturur. Kalan testis kordonlar1 16. haftada birleserek at nali seklinde tubuli
rektileri olusturur. Testisin gelisimi tamamlanirken yiizey epiteli yassilasir ve
eriskinde testisin dis yiizii dosemekte olan tek katli mezotelyumu olusturur. Fetal
donemde biiyiiyen testis gerilemekte olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi

mezenteriyle asilir (Moore ve Persaud, 2002; Kayal1 ve ark., 1992).

Dis genital organlarin gelismesinde erkeklerde fetal testislerdeki Leydig
hiicrelerince salgilanan testosterona ve sertoli hiicrelerinden salgilanmakta olan MIS
(Miiller inhibe edici faktor)’e ihtiya¢ duyulur. Plasentadan salgilanmakta olan
HCG’nin etkisiyle leydig hiicrelerinden androstenedion ve testosteron salgilanir.
Testosteron ve androstenedion skrotum sigkinliklerinin birlegsmesini, penil iiretranin
gelismesini, penisin biiylimesini, seminal vezikiil, prostat ve bulboiiretral bezin

gelismesinde etkilidir. MIS ise Miiller kanalinin gelisimini baskilar.
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1.3.3.Genital Kanallarin Embriyonik Donemde Gelisimi

Duktuli Efferentesin Gelisimi;

Testislere yakin mezonefroz kanali geriler. Kalic1 epigenital tiibiilleri kalan
mezonefrik kanallar olusturmaktadir. Epigenital kanallar, duktuli efferentesleri

olusturur. Testis ile duktus epididimisi birbirine baglar. Yaklagik 10-12 tanedir.

Duktus Epididimisin Gelisimi;

Duktuli efferenteslerle dejenere olmadan kalan mezonefroz kanali birlesir ve bu
birlesim sonucu duktus epididimis olusur. Spermlerin hareket kazandigi ve
spermlerin depolandig: yer duktus epididimistir. Spermler bas ve kuyruk olmak tizere

iki kisimdan olusur.

Duktus Deferensin Gelisimi;

Seminal vezikiil tomurcugundan epididimis kuyruguna kadar kalin kas kilifina
biiriinen mezonefroz kanali duktus deferensi meydana getirir. Her bir duktus
deferensin kaudal ucundan yanlara ¢ikan tomurcuklar glandula vezikiiloza’y
(seminal vezikiilii) meydana getirir. Seminal vezikiiliin salgis1 yapiskandir ve hafif
alkali, sari, fruktozca zengin yapiya sahiptir. Salgi globulin, askorbik asit ve

prostaglandinleri igerir. Ayrica bu salgi spermlerin beslenmesi i¢in ¢ok 6nemlidir.
Duktus Ejakulatoriusun Geligimi;
Duktus ejakulatorius, iiretra ile seminal vezikiil arasinda bulunan mezonefroz kanal

pargasindan gelismektedir (Seftalioglu, 1998; Sadler, 2005; Tosun, 1998; Tekelioglu,
1995).
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1.3.4.Erkekte Dis Genital Organlarin Gelisimi

Gelisimin 3. haftas1 farklilasmamis evredir. Farklilagmamis evrede primitif ¢izgiden
gelisen mezensim hiicreleri go¢ ederek kloakal katlantiyr olusturur. Ayrica bu evrede
her cinsten dis genital organlar koken alir. Kkoakal membranin bas kisminda kloakal
katlantilar birlesir. Birlesen bu kloakal katlantilar genital tiiberkiilii olugturmaktadir.
Kloakal membran 6. haftada tirogenital ve anal membrana ayrilir. Kloakal katlant1 6n
kisimda tretral katlantilara, arka kisimda ise anal katlantilara boliiniir. Bu arada da
tiretral katlantinin her iki yaninda genital kabartilar olusur. Kabartilar erkekte skrotal
siskinligi olusturmaktadir (Petorak, 1986; Karateke, 2013).

Fetal testosteronun etkisi ile genital tiiberkiiller uzayip fallus adini alirlar
(Sekil 6.28). Fallus ftiretral kivrimlar iyice itip, iiretral olugun lateral duvarini
yapmalarini saglar. Bu oluk fallusun kaudal yiizii boyunca uzanir ama en distal uca
(glans) ulasmaz. Olugun endodermal epiteli iiretral plagi yapar. Ugiincii ayin
sonunda iki tretral kivrim tiretral plagin lizerini Ortiip kapali bir kanal olan penil
iiretray1 olusturur. Bu kanal 4. haftaya kadar fallusun tepesine ulagmaz. Bu
donemde glanstan ektodemal hiicreler iceri dogru goclip hiicre kordonlari
olustururlar. Kordonlar daha sonra liimen kazanarak distalde ekstemal diside labium
majorlar1 yapacaktir. Fetal testosteronun etkisi ile genital tiiberkiiller uzayip fallus
adin1 alirlar. Fallus tretral kivrimlar iyice itip, iretral olugun lateral duvarim
yapmalarini saglar. Bu oluk fallusun kaudal yiizii boyunca uzanir ama en distal uca
(glans) ulasmaz. Olugun endodermal epiteli iiretral plagi yapar. Ugiincii aymn
sonunda iki Uretral kivrim iretral plagin iizerini ortiip kapali bir kanal olan penil
iiretrayr olusturur. Bu kanal 4. haftaya kadar fallusun tepesine ulasmaz. Bu
donemde glanstan ektodemal hiicreler iceri dogru gocilip hiicre kordonlari
olustururlar. Kordonlar daha sonra liimen kazanarak distalde eksternal iiretral

meatusu yaparlar (Esrefoglu M., 2017).

Erkekte genital siskinlikler inguinal bolgede baslangigta yerlesmistir. Gelisimin

ileri doneminde kaudal yonde ilerleyen siskinlik kendi tarafindaki hemiskrotumu
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olusturur. Septum skrotum ile iki hemiskrotum birbirinden ayrilir (Sadler, 2005;
Karateke, 2013).

1.4. Sap (Aliiminyum Potasyum Siilfat )

Sap aliiminyum potasyum siilfat mineralidir., Yaygin olarak kullanilmakta olan sapin
kimyasal formiili KAI(SO4)2(OH)e seklindedir. Sicak suda hemen erir. Saf sapinn
rengi genelde beyazdir ama pembemsi veya gri olanlari da vardir (Resim 1.2.).

Kokusuzdurlar ve kristal toz olarak bulunurlar.

Resim 1.2. Sap (https://en.wikipedia.org/wiki/Ammonium_aluminium_sulfate) Erigim Tarihi: 24 Ocak 2020)

Onemli Diinya rezervlerinin bir kismu sirastyla Amerika Birlesik Devletleri,
Awvustralya, Tiirkiye Fransa, Kore, Cin, Italya, Rusya, Macaristan, Ispanya ve
Japonya’ da oldugu bilinmektedir. Tiirkiye’nin en biiyiik yataklar1 Yeni Foca (Izmir),
Sebinkarahisar (Giresun) ve Gediz (Kiitahya) yorelerinde bulunur. Mezopotamya
uygarligi doneminden beri, tipta ilag olarak kullanildig1 gibi deri, boya ve cam

sanayinde temizleme maddesi olarak kullanilmistir (Levey M, 1958).
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1.4.1. Sapin Tarihcesi

Ebers papirusunda kayitli olan sap, eski Cin'de kan durdurucu olarak bilinirdi
(Mettler, C.C., 1947). Dioskoridcs'in Matcria Mcdica'sinda madeni ilaglar arasinda
kayithdir. Islam tibbinda ise Ibni Sina sap1 yaniklarda kullanilmistir (Unver, A.S.,
1938). Sap XVI. yiizyilda Almanya'da kan durdurucu olarak, XVIIL. yiizyil
Avrupasinda ise sinir cerrahisinde uygulanmistir. Ayrica Diistur al-Edviye'de kayith
olan sap, Osmanlilar devrinde de hcmostatik olarak kullanilmistir (Asil, E., 1974).

Antik ¢aglarda kKuvars igeriginden dolay1 degirmen tasi olarak bilir.

1.7.2. Sapin Kullanim Alanlari

- Deri sanayii,

- Alliminyum iiretimi,

- Kagit sanayii,

- Eczacilik ve tip,

- Tesktil sanayii,

- Gilibre sanayii,

- Cimento sanayii,

- Koku ve renk giderici olarak,
- Su aritilmasinda,

- Yangin sondiirticiide katki maddesi olarak,
- Gida sanayiinde,

- Alg1 katki maddesi olarak,

- Vernik ve boya imalatinda kullanilmaktadir.

Sapin bircok ¢esidi vardir;
e Sodyum sapi, gidalardaki bir asitlestiriciye ek olarak kabartma tozu
imalatinda kullanilir.
e Amonyum sapi, su aritmada, vejetaryen tutkallarda, seramik ¢imentolarda,
deodorantlarda (potasyum sap ¢ok daha yaygin olarak kullanilir), bronzlagma,

boyamada kullanilir.
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e Potas sapi, dekapaj ve fermantasyon gibi ¢esitli gida hazirlama
prosediirlerinde bir biiziicli ve antisepsi olarak ve ayrica su aritimi igin bir
topaklastirict olarak kullanilir.

e Soda sapi, kabartma tozunun yaratilmasiyla birlikte gidanin asitligi i¢inde
kullanilr.

e Krom Sapi, deri sanayinde deri i¢inde kollojen liflerin ¢apraz baglanmasinda
kullanilmaktadir.

e Selenyum Sapi, antiseptikler i¢in kullanilacak gii¢lii oksitleyici ajanlardir.

e Aliiminyum siilfat, kagit yapimcisi sap1 olarak bilinir. Tuzlardan aliiminyum

stilfat yiizeysel sulardaki dogal organik maddelerin giderimini saglamaktadir.

Sap ayrica potasyum kaynagi olarak ¢ok degerlidir. Aliiminyum fosfat ve
aliminyum siilfat igeren giibre iiretiminde kullanilan hammaddelerin en 6nemlisidir.
Yiiksek AI>Ogz igerigi, sapin ayrica aliiminyum cevheri olarak deger kazanmasini
saglar. Dericilikte, kagit, tekstil sanayiinde, vernik iiretiminde, yangin sondiirme
aletlerinde, boya ve sehir sularinin aritilmasinda da saptan faydalanilir. insaat
sektoriinde beton su  yalittmi  ve betonun kurumasini hizlandirict  olarak
kullanilmaktadir. Alev geciktirici olarak kumas, ahsap ve kagit malzemeleri daha az

yanici hale getirmek i¢in kullanilmaktadir.

Su aritiminda kullanilan en yaygin pihtilastiricidir (koagiilant). Tarimda bahge
topraginin ph degerini azaltmak i¢in kullanilir. Gida sektdriinde seker iiretiminde, st
tiriinlerinde, tursularin ve konserve iirlinlerin gevrek kalmasi i¢in, asidik bilesen
olarak bazi kabartma tozlarinda kullanilmaktadir. Sap ila¢ sektoriinde antiseptik
etkilerden dolayr kanamayi durdurucu, sivilce kurutucu, hemoroid agrilarimi
gidermede, dis etlerini kuvvetlendirici, agiz yaralarinda antiseptik olarak da
kullanilabilir. Sap, antibakteriyel 6zellik tagir ve mikrop 6ldiiriicii 6zelligi de vardir.
Bundan dolayr sap deodorantlarin iginde de kullanilir. Tipta ise aliiminyum tuzlar
tedavi amact ile kullanilmaktadir. Zayif adjuvan olan Aliiminyum hidroksit ve
Aliminyum fosfat gibi aliiminyum tuzlari, humoral immiin yaniti uyarmaktadir ve
antijene verilen antikor cevabini artirmaktadir (Yurdakok K, 2008; Clapp T ve ark.,
2010).
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Son zamanlarda besin islemesinde kullanimi yan etkileri iizerine endise
duyulmasindan dolay1r yavas yavas kullanimi azaltilmistir. Ama tip ve saglik
hizmetinde yaralanma ve hastaliklar1 tedavi etmek igin sap malzemesi hala

kullanilmaktadir.

Sap yatil1 okul veya askeriye gibi toplu insan c¢alisma/barinma kurumlarinda
tuz amaciyla yemeklere konan bir bilesiktir. Ayrica tekstil, insaat, ilag ve tarim
endistrisinde kullanilan bu bilesige bagli uzun siire kullanimda erkeklerde cinsel
isteksizlik, ereksiyon sorunlar1 hatta infertilite oldugu/olabilecegi yoniinde halk
arasinda yaygin sikayetler ve inamislar bulunmaktadir. Calismamizin amaci sap’in
erkek rat testislerinde olusturabilecegi histomorfolojik, molekiiler ve hormonal

degisikliklerin degerlendirilmesidir.

Her ne kadar yemek katki maddelerinin yan etkileri bircok calisma ile
incelenmis olsa da bu calismada nispeten daha az ¢alisilmis bir konu incelenecektir.
Bu calismamizda diger ¢alismalardan farkli olmak iizere uygun olmayan kullanim
olmas1 durumunda sap’in rat testisleri iizerinde olusturabilecegi olasi etkiler hem
histomorfolojik, hem molekiiler ve hemde hormonal degisiklikleri ayn1 calisma
icinde yapmay1 planladik. Bu nedenle calismamiz diger ¢aligmalardan daha o6zel

niteliklere sahip oldugunu diisiinmekteyiz.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Etik Kurul

Calismamizda oncelikle Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu’ndan

(AKUHADYEK) 13.08.2018 tarihli 49533702/38 say1l1 etik kurul onay1 alindi.

2.2. Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan SAP (KAI(SO4)2(OH)e)

Primer antikorlar; CKIT (Sc-5535, Santa Cruz Biotechnology), Calretinin (1205A,
Thermo, USA), Cytokeratin 18 (CK18) (ab668, Abcam), Vaso (DDX) (ab13840,
Abcam)

Sekonder antikorlar; Large Volume HRP Polymer (RTU), (Thermo, USA)

Mayer’s Hematoxylin, (Thermo, USA)

Hydrogen Peroxide % 35, (Merck Millipore, Almanya)

Methanol, ( Merck, Almanya)

Large Volume UltrAb Diluent, ( Thermo, USA)

Hydrophobic PAP PEN, (Japonya)

Large Volume Vision Mount, (Thermo, USA)

AEC Single /Plus (Abcam, UK)

PBS (Sigma, USA)

PAS Kit (Merck Millipore, Almanya)

Masson Trichrome Stain Kit (Atom Scientific, UK)

Citrate buffer, pH 6.0 (Thermo, USA)

Su Bazl1 Kapatma Soliisyonu, (Thermo, USA)

Bouin Soliisyonu, (A.D.R., TR)

Hematoksilen (Sigma, USA)

Eozin (Thermo, USA)
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2.3. Deney Hayvanlari

Agirliklart 250-300 gr arasinda degigsmekte olan toplam 24 adet Wistar Albino tipi
eriskin erkek rat c¢alismamizda kullanilmistir. Hayvanlar Afyon Kocatepe
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde suya ve yiyecege serbest erisime sahip
standart kosullar altinda ve dogal giindiiz / gece dongiisii (12/12 saat) korunacak
sekilde % 45-55 nem olan ve 21£1°C sicakligindaki laboratuar ortaminda standart
plastik kafeslerde tutuldu biiyiitiildii ve beslendi.

2.4. Deney Gruplari

Hayvanlar her grupta 6 hayvan olacak sekilde asagidaki gosterildigi tizere 4 gruba
ayrilmistir (Tablo 2.1.);

Tablo 2.1. Gruplara 30 giin boyunca verilenler

Grup 1l Kontrol + Normal Gida + Su
Grup 2 250 mg/kg/giin Sap (1 ml ) + Normal Gida + Su
Grup 3 500 mg/kg/giin Sap (1 ml) + Normal Gida + Su

Grup4 1 g/kg/giin Sap (1 ml) + Normal Gida + Su

Grup 1’e 30 giin siireyle normal gida ve su verilmistir.

Grup 2’ye 30 giin siireyle normal gida ve su verilmistir. Buna ek olarak 1 |
suda 250 mg sap1 (FAO/WHO, 1989) ¢o6zerek hazirladigimiz karigim 30 giin
boyunca oral yoldan gavajla verilmistir.

Grup 3’e 30 giin siireyle normal gida ve su verilmistir. Buna ek olarak 1 1 suda
500 mg (FAO/WHO, 1989) sap1 ¢ozerek hazirladigimiz karisim 30 giin boyunca oral

yoldan gavajla verilmistir.
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Grup 4’e 30 giin siireyle normal gida ve su verilmistir. Buna ek olarak 1 1 suda
1 g sap1 (FAO/WHO, 1989) ¢6zerek hazirladigimiz karisim 30 giin boyunca oral

yoldan gavajla verilmistir.

2.5.Deneyin Yapihisi

Her giin oral yoldan gavajla su igerisinde ¢oziinmiis ilag uygulandi (Resim 2.1.).

Resim 2.1 Ratlara gavaj uygulanmasi

Cerrahi islemden 12 saat dncesinden a¢ birakilan hayvanlar, 5 mg/kg Xylazine
ve ketamin flakon 40 mg/kg intramuskuler (im) yoldan verilerek uyutuldu ve
hayvanlarin karin bolgesi agilarak testisleri ¢ikarildi ve fikasyonu saglamak amaciyla
bouin soliiyonu igerisine konuldu (Resim 2.2.). Ayrica sakrifikasyon Oncesi ratlarin
kalplerinden biyokimyasal degerlendirme icin kan ornekleri alindi ve hayvanlar
sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen hayvanlardan arta kalan viicut parcalar1 Deney
Hayvanlart Unitesinin rutin uygulamasi kapsaminda sakrifiye edildi ve &zel atik

posetleriyle Deney Hayvanlar1 Unitesine teslim edildi ve imha edilmeleri sagland.
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TESTIS

Resim 2.2 Ratlara diseksiyon agamasi

2.5.1. Histolojik Doku Takibi

Operasyon sonucu ¢ikarilan testislerin enjektor ucu ile uzun eksenlerine dik olacak
sekilde testislerin kapsiillerine karsilikli delikler agildi ve Bouin tespit soliisyonuna
konuldu. Bu sekilde 2 giin fikse edilen testisler daha sonra transvers eksende once
ortadan iki parcaya ve bu parcalar da daha sonra yeniden ikiye boliinerek kasetlendi ve
otomatik doku takip cihazinda (Leica TP1050) histolojik olarak takip edilerek parafin
bloklara goémiildii. Her bloktan 5 mikron kalinliginda seri kesitler alindi. Kesitler
hematoksilen eozin boyama i¢in normal lam iizerine, immiinohistokimyasal boyama

amaciyla polilizinli lamlar {izerine alind.
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2.5.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Deparafinizasyon;
o Dokular bir gece 65 °C lik etiivde parafinden temizlenmeleri icin
bekletildi.
o Preparatlarin temizlenmesi i¢in xylene soliisyonunda 2 saat bekletildi.
Rehidratasyon;
o Azalan alkol serilerinin her birinde 1 dk tutularak suyu alindi.
o Distile suda 5 dk bekletildi.
Boyama;
o Hematoksilen 3 dk bekletildi. (Bekletme sonrasinda akarsuda bolca
yikandzi.)
o Eozin 1,5 dk bekletildi.
Dehidratasyon;
o Artan alkol serisinde bekletilmeksizin yikama islemi yapildi.
o Xylene soliisyonunda bekletildi.
Entellan ile kapatildi.

2.5.2. Periyodik Asit Schiff Boyama

Deparafinizasyon;

o Dokular bir gece 65 °C lik etiivde parafinden temizlenmeleri igin

bekletildi.

o Preparatlarin temizlenmesi i¢in xylene soliisyonunda 2 saat bekletildi.
Rehidratasyon;

o Azalan alkol serilerinin her birinde 1 dk tutularak suyu alindi.

o Distile suda 5 dk bekletildi.
Boyama;

o 65 °C isitilmis bouin soliisyonunda 15 dk bekletildi.

o Akarsu altinda rengi a¢ilana kadar yikand.

o Periyodik Asit Soliisyonunda 5 dk bekletildi
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o Distile su ile yikandi.

o Schiff Reaktifinde 15 dk bekletildi. (Bekletme sonrasinda akarsuda 10
dk yikandi.)

o Hematoksilen Gill 3 ¢ozeltisinde 6 dk bekletildi. (Bekletme
sonrasinda akarsuda 10 dk yikandi.)

o Diferansiyasyon islemi i¢in Asit Alkol soliisyonunda 1-3 sn bekletildi.
(Bekletme sonrasinda akarsuda 10 dk yikandi.)

e Dehidratasyon;
o Artan alkol serisinde bekletilmeksizin yikama islemi yapildi.
o Xylene soliisyonunda bekletildi.

e Entellan ile kapatildi.

2.5.2. Masson Trikrom Boyama

e Deparafinizasyon;
o Dokular bir gece 65 °C lik etiivde parafinden temizlenmeleri igin
bekletildi.
o Preparatlarin temizlenmesi i¢in xylene soliisyonunda 2 saat bekletildi.
e Rehidratasyon;
o Azalan alkol serilerinin her birinde 1 dk tutularak suyu alindi.
o Distile suda 5 dk bekletildi.
e Boyama;
o Weighert” s calisgma soliisyonunda 10 dk (Bekletme sonrasinda
akarsuda 10 dk yikandi.)
o Biebrich Scarlet - Asit Fuksin’ de 15 dk bekletildi.
o Distile su ile yikand.
o Fosfomolibdik Asit - Fosfotungstik Asit icinde 15 dk bekletildi.
o Kesitler yikanmadan Anilin Mavisinde 5 dk bekletildi.
o Distile su ile yikandi.
o Asetik Asit ¢ozeltisinde 1 dk bekletildi.

o Distile su ile yikandi.
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Dehidratasyon;
o Artan alkol serisinde bekletilmeksizin yikama islemi yapildi.
o Xylene soliisyonunda bekletildi.

Entellan ile kapatildi.

2.5.3. Immunohistokimyasal Boyama

Deparafinizasyon;
o Dokular bir gece 65 °C lik etiivde parafinden temizlenmeleri icin
bekletildi.
o Preparatlarin temizlenmesi i¢in xylene soliisyonunda 2 saat bekletildi.
Rehidratasyon;
o Azalan alkol serilerinin her birinde 1 dk tutularak suyu alind1.
o Distile suda 5 dk bekletildi.
Antijen Retrieval;
o Antikor alinan firmalarin onerileri dogrultusunda boyama lamlarida
sitrat buffer (pH 6.0) ile 28 dk mikrodalgada kaynatildi.
o 20 dk disarida sitrat buffer i¢inde sogutuldu.
o 2kez TBSile yikandi.
Peroksidaz aktivitesinin kaldirilmasi i¢in %3 Metanol + Hidrojen peroksitte
12 dk bekletildi.
o 2 kez TBS ile yikandi.
o Dokularin ¢evresi hidrofobik kalem (PAP-PEN) ile ¢izildi.
Sekonder HRP kit i¢indeki, Protein blok damlatildi, 10 dk oda sicakliginda
bekletildi ve zemin boyamas1 giderildi.
o TBS ile yikandi.
Isaretleme;
o Her dort primer antikorda 1:50 oranda sulandirildi ve lamlarin {izerine
damlatildi.
o +4°C 1 gece inkiibe edildi.
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o Ertesi giin boyamaya devam etmeden Once preparatlar 10 dk oda
1s1sina alinarak bekletildi.
o 3kez TBS ile yikandi.
e Sekonder Antikor ile Boyama
o Kit icinde yer alan “Primary Antibody Enhancer” soliisyonu
damlatilip 10 dk oda sicakliginda bekletildi.
o 2 kez TBS ile yikandi.
o Kiticinde yer alan “HRP conjugate” damlatild1 ve oda sicakliginda 15
dk bekletildi.
o 4 kez TBS ile yikandi.
e Renklendirme;
o AEC single solisyon damlatildi ve 10-12 dk oda sicakliginda
bekletildi.
o 2kez TBS ile yikandi.
e Zit Boyama
o Mayers Hematoksilen’de 1,5 dk bekletilerek zit boyama yapildi.
o 2 Kkez distile su ile yikandi.
o Kapatma

o Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatilmas.

2.6. Goriintu Analizi

Boyamalar sonunda tiim kesitler 151k mikroskobu (Nikon Eclipse E600) altinda
degerlendirildi. Her bir hayvana ait kesitlerden Hematoksilen Eozin Boyamasi
yapilarak genel histolojik yapist goriintiilendi. Ayrica yine her kesitten 10 farkl tiibiil
secilerek Johnsen skorlamasi uyguland: (Tablo 2.1.). Olgiimler yapilirken Nikon NIS
Elements. 4.2 Goriintii Analiz programi kullanildi. Daha sonra elde edilen bu veriler

istatistiksel olarak karsilastirildi.

Gorlinti  Analizi  swrasinda  kesitlerdeki  testikiiler  yaralanma  ve

spermatogenezis, Johnsen'in ortalama testikiiler biyopsi skoru (MTBS) kriterleri

36



kullanilarak histopatolojik olarak degerlendirildi (S.G., Johnsen, 1970). Johnson
skorlamas1 spermatogenetik siirecin degerlendirilmesinde kullanilan giivenilirligi

yiiksek bir skorlamadir. Bu skorlamaya gore (Tablo 2.2.);

Tablo 2.2. Johnsen' in Ortalama Testikiiler Biyopsi Skoru (MTBS)
Skor Histolojik Bulgular

Tiibiillerde higbir hiicre yoktur.

Sadece Sertoli hiicreleri vardir.

Sadece spermatogonyumlar vardir.

Az sayida (5/tiibiil) spermatosit vardir.

Fazla sayida spermatosit mevcuttur.

Az sayida (5/tiibiil) spermatid mevcuttur.

Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida spermatid vardir.

Olgun spermatozoa olmaksizin ge¢ spermatidler mevcuttur.

© 00 N o o B~ WD -

Az sayida (5/tiibiil) spermatozoa vardir.

[EEN
o

Fazla sayida spermatozoanin goriildiigii tam spermatogenez
mevcuttur.

Immunohistokimyasal olarak yapilan boyamalar mikroskop altinda
degerlendirildi. . Her preparatda birbirinden bagimsiz rastgele 5 alanda x20 objektif
biiylitmede CKit, Calretinin, CK18 ve DDX immunopozitif hiicreler sayildi.
Hiicrelerin sayimi Isik Mikroskobu (Nikon E-600) altinda Nikon NIS 4.2 Image
Analysis Software araciligiyla yapildi.

2.7. Biyokimyasal Yontemler

2.7.1. Total ve Serbest Testosteron Ol¢iimii

Deneyin sonunda ratlardan alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek serumun ayrilmasi
saglandi. Serumda total testesteron diizeyleri, Afyon Saglik Bilimleri Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Biyokimya laboratuvarinda kemiluminesans
yontemi ile serbest testesteron diizeyleri ise, DiaMetra marka kit ile ELISA yontemi

ile ol¢iildii.
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2.8. istatiksel Analiz

Tiim veriler SPSS for Windows 21.0 ticari istatistik analiz yazilimi ile analiz edildi.
Gruplar aras1 farkliligin belirlenmesinde Kruskal Wallis testi uygulanmistir. Kruskal
Wallis testi sonucunda farklilig1 yaratan grup ya da gruplarin belirlenmesinde ise
coklu karsilastirma testlerinden Dunn testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hematoksilen Eosin Bulgular

Gruplara ait testis Orneklerinin hematoksilen boyamasinda genel testis yapisinin
bozulmadig1 ve seminifer tiibiillerin histolojik olarak varligi gozlendi (Resim 3.1.).
Tim gruplarda seminifer tiibiile ait hiicresel komponentlerin spermatogonialarin,
seminifer tiibiil ve sertoli hiicrelerinin disindaki intertiibiiler alanda bag dokusuna ait
hiicrelerin ve leydig hiicrelerinin varligi gozlendi. Kontrol grubu, grup 2 ve 3’te
seminifer tiibiillerin biyiik, yuvarlak veya oval sekilli oldugu, Tip A ve B
spermatogonialarin belirgin oldugu, sertoli hiicrelerinin sayilarinda bir degisim
yoktur ama zorlukla gézlenmekte ve tiibiil iginde bolca bulunduklar: tespit edildi.
Tiibiil igerisinde limen ¢evresinde spermatidlerin ve olgun spermlerin dizili olduklari
tespit edildi. Intertiibiiler alanda damarlar, bol bag dokusu lifleri ve ara madde i¢inde
Leydig hiicreleri oldugu gozlendi. 4. grupta ise seminifer tiibiillerin epitel yapisinda

bir miktar bozulma oldugu gézlenirken biitiinligiiniin korundugu izlendi.
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Hematoksilen Eosin Boyama

Resim 3.1 Gruplardan Alman Testis Dokularinin Histolojik Gortintiisi, X20, H-E

40



3.2.Periyodik Asit Schiff Bulgular

Periyodik asit schiff boyamasi yapilan ¢alisma 6rneklerinden kontrol grubuna ait
olan testisler PAS pozitif olarak boyanmist1 (Resim 3.2.). Tunika albuginea ile bazal
membran normal yapida ve PAS ile koyu mor-mavi renkte gozlendi. Grup 2, grup 3
ve 4’te ise seminifer tiibiillere ait bazal membran yapisinin aralikli olarak anormal

seyrettigi ve dejenerasyon oldugu goriildii.

Periyodik Asit Schiff Boyama
Resim 3.2. Gruplardan Alinan Testis Dokularinin Histolojik Goriintiisii, X20, PAS
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3.3.Masson Trikrom Bulgular

Masson trikrom boyamasi yapilan kesitlerde tunika albuginea ve kapilar damarlarin
genel yapist incelenmistir. Kapiller damarlarda kontrol grup ile diger deney gruplari
arasinda bir farklilik gézlenmezken, tunika albuginea yapisinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda grup 2, 3 ve 4’te kalinlastigi goriilmektedir (Resim 3.3.). Ayrica
diger gruplardan farkli olarak grup 4’te tunika albuginea yapisinin hiicre katmanlari

arasinda bosluklar olustugu ve genel yapisinin dejenerasyona ugradigi goriilmiistiir.

Grup 4

Masson Trikrom Boyama

Resim 3.3. Gruplardan Alinan Testis Dokularinin Histolojik Goriintiisii, X20, Masson Trikrom.
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3.4. Genel Histolojik Bulgular

Yapilan histolojik boyamalarin sonucunda Kontrol grubuna kiyaslandiginda grup 2
ve 3’ testis histolojik yapisinda herhangi bir farkliliga rastlanmazken grup 4 te genel
testis histolojik yapisinda bozulmalar oldugu saptanmistir. Seminifer tiibiil epitelinde
ve bazal membraninda yer yer dejenerasyon varligi ve ayrica tunika albuginea
yapisinda kalinlagmanin yani sira hiicre katmanlari arasinda bosluklarin olusmaya
basladig1 saptanmistir. Bunun yanida intertisyal alandaki leydig hiicrelerinin varlig
tiim gruplarda saptanmis ve bu alandaki bag doku yapis1 ve miktarinda radikal bir
degisiklik saptanmamustir. Gruplarin genel histolojik yapisinin normal olmasinin
yaninda kan damarlar1 ve sinir yapilarinin da normal seyrettigi ve gruplar arasinda

farklilik olmadig1 goriilmustiir.

3.5. Johnsen Skorlama Sonuglari

Testikiiler yaralanma ve spermatogenezis, Johnsen'in ortalama testikiiler biyopsi
skoru (MTBS) kriterleri kullanilarak histopatolojik olarak degerlendirildi (S.G.,
Johnsen, 1970). Her gruba ait ratlardan elde edilen kesitlerden her preparat igin 10
farkl1 tiibiil Johnsen skorlamasina dahil edildi. Bu puanlama sistemine gére incelenen
seminifer tiibiillere verilen puanlarin toplami, sayilan tiibiil sayisina boliinerek

ortalama puan hesaplanmistir (Ivan 1993).

Yapilan analiz sonucu kontrol grubunun ¢ogunda skor sonucu 7 olarak tespit
edildi (Tablo 3.1.). Kontrol grup ile diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit
edildi (Sekil 3.1.). 3 ve 4. gruplarda kontrol grubuna gore anlamli olarak artis tespit
edildi (p<0,05). Kontrol grubu ile 2. grup arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0,05). 4. grubun skorlamasinin 2. gruba gore anlamli olarak arttig
tespit edildi (p<0,05). 2. grup ile 3. grup arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(p>0,05). 3. grup ile 4. grup arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0,05).
4. grubun skorlamasi, diger tiim gruplardan yiiksek olarak degerlendirildi (p<0,05).
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Sekil 3.1. Johnsen Skoru

Tablo 3.1. Gruplarin Johnsen Skoru Degerleri (Degerler ortalamatstandart sapma degeri seklinde verilmistir.).

Grup Gl G2 G3 G4 P
(KONTROL)  (SAP250)  (SAP500)  (SAP1000)
Johnsen 6,53+2,715 7,32+1,996 7,97+1,746 8,35+1,560 <0,001
Skoru 7) 7) (8) (9)

3.6.Immiinohistokimyasal Bulgular

Yapilan immunohistokimyasal boyamalar degerlendirildiginde Calretinin
boyanma siddetinin (Resim 3.4.), kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2 ve 3.
gruplarda anlaml derecede yiiksek oldugu tespit edilmis 4. Grupta ise diger gruplara
gore boyanma siddetinin daha az oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 3.2.). Grup
2 ve 3 karsilastirildiginda 3’iin boyanma siddetinin grup 2’den anlamli derecede daha

yiiksek oldugu goriilmistiir (p<0,05). Calretinin immunohistokimyasal boyamasi

44



degerlendirildiginde kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik

tespit edilmistir (p<0,05) (Tablo 3.2.).

3

SR

Calretinin Immiinohistokimyasal Boyamalari

Resim 3.4 Gruplardan Alinan Testis Dokularinin immiinohistokimyasal Gériintiisii, X20, Calretinin.
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Sekil 3.2. Calretinin boyanma siddeti
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Cytokeratin 18 (CK18) immunohistokimyasal boyamas1 (Resim 3.5.) gruplar
arasinda karsilastirildiginda 2. grubun boyanma siddetinin kontrol grubuna gore
anlamli derecede az oldugu, 3. ve 4. grubun ise kontrol gruba goére boyanma
siddetinin anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil
3.3.). 3ve 4. gruplar arasinda CK 18 immunohistokimyasal boyamasinda anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir (p>0,05). Cytokeratin 18 (CK18) immunohistokimyasal
boyamasinda kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlaml bir farklilik tespit

edilmistir (p<0,05) (Tablo 3.2.).
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Cytokeratin 18 Immiinohistokimyasal Boyamasi

Resim 3.5 Gruplardan Alinan Testis Dokularmm Immiinohistokimyasal Goriintiisii, X20, Cytokeratin 18

;
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Grup
Error bars: 95% ClI
Sekil 3.3. Cytokeratin 18 boyanma siddeti
Ckit boyamasinda (Resim 3.6.) gruplar arasinda ile diger gruplar arasinda
anlaml bir farklilik tespit edilememistir. (p>0,05) (Sekil 3.4.) (Tablo 3.2.).
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CKIT immiinohistokimyasal Boyamasi

Resim 3.6. Gruplardan Alinan Testis Dokularmim Immiinohistokimyasal Gériintiisii, X20, Ckit..
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Sekil 3.4. CKIT boyanma siddeti
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DDX boyamasinda (Resim 3.7.) kontrol grubu ile 2. grup arasinda anlaml
bir farklilik tespit edilirken (p<0,05), 3 ve 4. gruplar ile arasinda anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (p>0,05) (Sekil 3.5.). Boyama siddetinin 2. grubun kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05). 3. Ve 4.
grubun 2. gruba gore boyama siddetinin anlamli olarak daha az oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). 3. grubun 4. grup ile arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilememistir (p>0,05) (Tablo 3.2.).
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Resim 3.7. Gruplardan Alman Testis Dokularimin Immiinohistokimyasal Gériintiisii, X20, DDX.
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Sekil 3.5. DDX boyanma siddeti

50

T
Sap1000




Tablo 3.2. Gruplarin Immiinohistokimya Degerleri (Degerler ortalamatstandart sapma degeri seklinde
verilmistir.)

Grup KONTROL G2 G3 G4 P
CAL 4,2+1,562 5,43+2,775 6,53+2,285 3,07+1,363 <0,001
CK18 13,77+6,431 7,843,671 18,87+8,799 17,5+10,554 <0,001
CKIT 12,034,701 11,73+7,390 8,63+3,439 11,03+5,474 0,066
DDX 60,97+26,674 72+19,019 61,83+17,386  57,67+13,780 0,016

3.7. Biyokimyasal Analiz

3.7.1. Testosteron Olciimleri

Gruplara ait ratlardan alinan kanlarin serumu ayrilarak total (Sekil 3.6.) ve serbest
testosteron (Sekil 3.7.) dlglimleri yapildi. Total ve serbest testosteron seviyelerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0,05)
(Tablo 3.3.).
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Sekil 3.6. Plazma total testosteron seviyesi
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Sekil 3.7. Plazma serbest testosteron seviyesi

Tablo 3.3. Gruplarin Total Testosteron, Serbest Testosteron Degerleri (Degerler ortalama+tstandart sapma degeri

Grup

TOTAL
TESTOSTERON

SERBEST
TESTOSTERON

seklinde verilmistir.).

KONT. G2 (SAP250)  G3 (SAP500) G4 (SAP1000) P

147,846667 175,951667 396,735000 114,155000 0,751
+ + + +
166,2968435 121,2868076 475,0189074 99,9612400
5,570300 3,545150 30,605300 3,085300 0,486
+ + + +
7,8339000 4,3681110 37,3305145 3,8825261
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4. TARTISMA

Erkek iireme sistemi, androjenleri salgilayan ve sperm iireten testislerden, erkek
genital duktuslarindan, erkek yardimci bezlerinden ve penisten olusur. Erkek iireme
sisteminin parcasi olan testisler, seks hiicreleri olan spermatozoonlarin devamli
tiretimi ve beslenmesi ile erkek seks hormonlarinin sentezi ve sekresyonundan

sorumlu bir ¢ift organdir (Kaya ve ark., 2006).

Erkek tireme sisteminin spermatozoonlarin yapisindan sorumlu kismi olan
testislerin  yapilarmin  ve fonksiyonlarinin  bilinmeyen yonlerinin  agiklaga
kavusturulmasia yonelik ¢alismalar yillar 6ncesinde baslamis ve halen de devam
etmektedir. insanlarda spermatozoon yapisinin pnémoni nedeniyle durmasinin fark
edilmesiyle arastirmacilar gesitli toksik ajanlarin testiste olusturdugu degisiklikleri
arastirmaya yonelmistir (Mills, 1919). Bu tosik ajanlar arasinda tarim ilaglari,
kemoterapotik tibbi ilaglar, cesitli hastaliklarin tedavisinde bilingsizce kullanilan
dogal maddeler, dogadan elde edilen kaya tuzlar1 ve bazi ¢oziinebilir elementler

bulunmaktadir.

Aliminyum (Al), toplam mineral bilesenlerinin yaklasik % 8'ini temsil eden,
diinya kabugunda en yaygin {igiincii element ve en bol metaldir. Bu element esas
olarak hem dogal kaynaklardan hem de aritma yontemlerinden elde edilen gida
tirlinlerinde ve igme suyunda goriliir (S. M. Rawi ve F. M. Seif Al Nassr. 2015).
Gida iiriinlerinde bulunmasinin yaninda aliiminyum potasyum siilfat ozellikle tip
alaninda ilaglar ve asilarda sik¢a kullanilmaktadir. Aluminyum asir1 miktarda
alinmasi, beyin, kaslar, mide ve lireme organlar1 gibi hedef organlarda birikmesine
yol acar. Insan ve hayvan asilarinda adjuvan olarak bircok ¢dziinmez aliiminyum
tuzu kullanilir, ancak 'sap' terimi sadece aliiminyum potasyum siilfat i¢in gegerlidir
(Alexander T.Glenny ve ark., 1926). Antijenin , 'potas alum' olarak bilinen ¢6ziinmez
alliminyum potasyum siilfat pargaciklari tizerine ¢okeltilmesinin, asilamadan once,
sadece c¢oziinebilir antijenden daha iyi antikor tepkileri lirettigini goriilmiistiir. Bu
kesfin ardindan, sirasiyla tetanoz ve difteri toksoidleri ile as1 preparasyonlarinda,

sirastyla C. tetani ve C. diphtheriae'ye kars1 korunmak igin aliminyum tuzlar
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kullanilmistir. Giinlimiizde klinik asilarda temel adjuvanlar olarak diinya c¢apinda
¢oziinmeyen alliminyum tuzlar1 kullanilmaktadir (Alexander T.Glenny ve ark.,
1926). Aliiminyum adjuvanlar, 1932'den beri yiiz milyonlarca insanda basariyla
kullanilmaktadir ve minimum toksisite ile morbidite ve mortaliteyi biiyiik dlgiide
azaltmaktadir (Marrack P., 2009). Aliminyum iceren adjuvanlar, gegmiste asilarda
immiino-gii¢lendirici olarak gorev yapmislardir ve en yaygm kullanilan klinik

adjuvanlar olmaya devam etmektedir (Naim, J.O ve ark., 1997).

Ast  ve ilaglarlar kullanilmasinin  yaninda sapin  immiin tepkinin
giiclendirilmesinde rolii oldugu bilinmektedir ve alum Tetanoz toksoidi (TT) dozlar
ile immiinizasyondan go6zlenenlerden iki ila {i¢ kat daha yiiksek antikor titresi
tiretmistir (Katare YK., 2006). Aliiminyum hidroksit ve aliiminyum fosfat adjuvanlari
onlarca yildir kullanilmaktadir ve rutin insan agilamasi ig¢in lisanslanan tek

adjuvanlardir.

Sapin  humoral bagisikligir indiikledigi yaygin bir bilgidir. Saglikli
popiilasyonlara milyonlarca doz aliiminyum iceren adjuvan verilmis olmasina
ragmen, bagisiklik sistemini giiclendirdikleri mekanizmalar konusunda fikir birligi
olmamas1 sasirticidir (Brewer, J.M. 2006). Bir dizi in vivo deney yoluyla, sap
adjuvaninin, endojenik tehlike sinyali iirik asidini serbest birakarak, enflamatuar
dendritik hiicrelerinin ige alinan monositlerin farklilasmasin1  indiikleyerek
uyarlanabilir bagisiklig1 destekledigini gostermistir ( Kool M. ve ark, 2008). Saglikli
popiilasyonlara milyonlarca doz aliiminyum iceren adjuvan verilmis olmasina
ragmen, bagisiklik sistemini gli¢lendirdikleri mekanizmalar konusunda fikir birligi
olmamas: sasirticidir (Brewer, J.M., 2006). Sapmn lizozomal dengesizlestirmeyi
iceren bir mekanizma ile bagisiklik hiicrelerini NALP3 iltihab1 yoluyla aktive ettigini
gosterilmistir (Hornung V ve ark., 2008). Sap, etki sekli belirsiz olmasina ragmen,
cesitli ag1 formiilasyonlarinda etkinligini kanitlamistir. Sapin, antikor {ireten plazma
hiicreleri ve nétrofiller (White RG ve ark, 1955) iceren graniilomlara neden oldugu
komplemani (Ramanathan ve ark, 1979) sabitledigi gosterilmistir (Li H ve ark,

2008).
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Aliiminyum potasyum siilfat ve tannik asit (ALTA), hemoroitlerin tedavisi
icin enjekte edilebilir bir sklerosanttir (Abe T., 2014). Hemoroid hastalarinda bir
hemoroidektomi kullanildiginda elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda, bir
hemoroidektomi ve Aliminyum potasyum siilfat ve tannik asit (ALTA)
enjeksiyonunun hibrid tedavisi kullanilirken elde edilenler postoperatif daha az agr1,
anal striktiir, daha az yara iyilesme siiresi ve normal yasama daha hizli geri doniis

gibi daha az komplikasyon igerdigi gosterilmistir ( Lim SW, 2012)

Sapmn bilinen pozitif etkilerinin yaninda yapilan baz1 caligmalarda
beklenmeyen ve olumsuz etkileride oldugundan bahsedilmistir. Sarikaya, (2011)
yaptig1 calismada, enjeksiyon yoluyla 1 ay boyunca verdigi 5mg/kg dozundaki
aluminyum siilfatin ince bagirsak dokusunda histolojik farkliliklar1 incelemis, ince
bagirsak epitel hiicrelerinde parcalanma, hiperplazi, vakuolizasyon, villus
biitiinliglinde bozulma ve kayip, mukozada nekrotik alan goézlemlenmistir (Sarikaya
G., 2011). Sindirim sisteminde neden oldugu histolojik bozukluklarin yaninda
hematopoietik hastaliklar, osteomalazi, demans, Alzheimer hastaligi ve Parkinson
gibi ¢esitli bozukluklarin etiyolojisinde viicut dokularindaki yiiksek Alumiyum
seviyeleri goriilmiistiir (Chen ve ark., 2010; Cyrill ve ark., 1999; Farina ve ark.,
2005; Poirier ve ark, 2011). Bunlarin yaninda birgok arastirmaci tarafindan yapilan
caligmalarda aliiminyumun dokularda birikmesinden kaynakli olarak reproduktif

organlarda da hasar sebep oldugu bildirilmistir.

Llobet ve arkadaglari (1995), aliiminyum nitrat ile tedavi edilen erkek
farelerle ¢iftlesen disi farelerin gebelik oraninin azaldigini gostermisler ayrica
spermatositlerin ve spermatidlerin nekroza ugradigini ve daha yiiksek dozlarda
aliminyum nitrata maruz kalan farelerde testis ve epididimal agirligin azaldigim
belirtmislerdir. Aliiminyum amonyum siilfatla muamele edilen siganlarda (0, 50 ve
500 ppm) kauda epididimisdeki sperm sayis1 ve morfolojik olarak anormal sperm
yiizdesi degismemistir (Hirata Koizumi M ve ark., 2011). Biz de yaptigimiz
calismada Llobet ve arkadaglarinin bulgulariyla uyumlu olarak, testis dokusunun
histopatolojik incelemesinde hematoksilen- eosin ve masson boyamalarinda,
aliminyum siilfat’in seminifer tiibiil duvar yapisinda diizensizlige sebep oldugu ve

bazal mebran biitiinliigiinii negatif etkiledigini saptadik. Seminifer tiibiil liimeninin
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morfometrik analizini gosteren Johensen skorlamasinin sonuglarina gore seminifer
tiibiil limeni kalinliginin, sap uygulanan gruplarda, uygulama miktar1 ile dogru
orantili olarak azaldigim1 tespit ettik. Sap uygulamasinin literatiirde yer alan
caligmalarla benzer sekilde spermatogenik seriye ait hiicre sayisinda azalmaya,
seminifer tiibiillerin duvarinda vakuolizasyona neden oldugu gordiik (Llobet ve ark.
1995). Fakat literatiirden farkli olarak bulgularimiz arasinda spermatogenik seriye ait
nekrozun histolojik gostergelerine rastlamadik. Hiicrelerde nekroz gostergesine
rastlanmamasinin sebebi verilen sap miktarinin literetiirden farkli olarak diisiik
dozlarda olmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Benzer bulgular daha
onceki ¢aligmalarda da gézlenmistir (Esparza J.L. ve ark., 2003, Pratico D. ve ark.,
2002, LuoY. ve ark., 2007).

Spermatogonial germ hiicre belirtegleri, testislerin embriyonik ve dogum
sonrast gelisiminde Onemli yol gosterici olarak onem arz etmektedir. Yapilan
calismalarda VASA, Stella, SMADI, Dazl, GCNFE, HSP90 a ve c-kit’in
spermatogonia ve spermatogonial germ hiicre belirtecleri i¢inde yer almaktadir
(Zhang ve ark.,, 2014). Calismamizin immunohistokimya basamaginda bu
belirteglerden ikisini kullanarak deney gruplarina ait spermatagonial kok hiicre
yapilarint degerlendirdik. c-kit ve VASA (AntiDDX) kullanildi ratlardaki normal
gelisimsel siirecte olusabilecek degisiklikler incelenmis ve literatiir bilgileriyle

karsilastirilmistir.

Spermatogenezis siirecinde etkin DDX proteininin incelendigi bir ¢alismada,
bu protein hem kadinlarda hem de erkeklerde fetal ve eriskin gonadal germ
hiicrelerinde bulundugu ve olgun oositlerde ve spermatositlerde bol miktarda oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen bulgular spermatogonial germ hiicresi belirteci olarak
DDX proteininin kullanilabilecegini ortaya koymustur (Castrillon ve ark., 2000).
Bagska bir ¢alismada, DDX protein ekspresyonunun aygirlarin testikiiler dokularinda
spermatosit, yuvarlak spermatidlerin ve spermatogonia’nin belirlenmesinde belirteg

olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (Kim ve ark., 2015).

Calismalarda bulunan bulgular ile giivenilirligi saglanmis olan DDX proteini

ile ilgili caligmamizda elde ettigimiz sonug 3. ve 4. grupta bulunan ratlarda az sayida
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ve hafif DDX ekspresyonlar1 goriilmektedir. 2. grupta oldukga belirgin
immunopozitivite gosteren spermatogonialar grup 3 ve 4’te uygulanan sap miktarinin
artisina bagli olarak hem sayica hem de boyanma siddeti bakimindan azalmistir.
Sonuglarimiza gore belirgin bir spermatogonial germ hiicre belirteci olan DDX ve
kontrol grubu ve grup 2’de siddetli boyanma gosterirken diger gruplarda azalmustir.
Fakat grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmamas: grup
3’te kullanilan sap miktarmin spermatagoniyal kok hiicreleri etkiledigi agikga
gorilmektedir. Sap uygulamasina bagli olarak spermatagoniyal kok hiicrelerin zarar
gormesi ve sayica azalmalari literatiir ile uyumlu sonuglar vermistir (Kim ve ark.,
2015; Castrillon ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2014). Mouro (2017) ve
arkadaslarinin yaptigr c¢alismada, Al’ye maruz birakilan sicanlarin testis doku
yapisinda, Sertoli hiicrelerinde, farkli gelisim asamalarindaki germ hiicrelerinde
(spermatogonia, spermatositler, erken ve ge¢ spermatidler) ve spermatozoa ile
seminifer tiibiil limeninde histolojik degisiklikler oldugunu goézlenmemislerdir
(Mouro GSV vd 2018). Bizim calismamizda da 6zellikle grup 3 ve grup 4 iin benzer
sekilde histolojik olarak anormal spermatogenik hiicrelere sahip olmasinin yaninda
DDX boyanma siddetinin de az oldugu ve dolayisiyla spermatagoniyal kok
hiicrelerin  yapisal olarak bozulmalart sap uygulamasinin getirisi oldugu

goriilmektedir.

Yapilan caligmalar C-kit’in farklilagmamis olan Tip A spermatogonialarin
farklilasmis Tip A spermatogonialara doniisiimiinde belirte¢ olarak kullanilmasinin
uygunlugu ileri siirmektedirler (Schrans-Stassen ve ark., 1999). Ayrica c-kit’in
farklilasmig Tip A spermatogonialarin yasamlarini devam ettirebilmeleri veya
cogalabilmeleri i¢in eksprese olmasi gerektigi ortaya koymus olmasina ragmen c-
kit’e spermatojenik kok hiicreler ve farklilasmamis Tip A sprematogonia i¢in ihtiyag
olmadig1 gosterilmistir (Yoshinaga ve ark., 1991). Dogum sonrasi donemde
spermatogenezis siirecinde c-kit’in olduk¢a Onemli etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Yapilan deneysel ¢alismada kan kokenli mezensimal kok hiicrelerin
testis transplanti uygulamasinda, i¢inde c-kit’inde oldugu VASA, Stella, SMADI,
Dazl, GCNF, HSP90 a gibi spermatogonia ve spermatogonial germ hiicre

belirteclerinde transplantasyon sonrasinda artisin meydana geldigi ortaya konmustur.
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Boylece transplante olan testis dokusunundaki dokuda yeni spermatogonialar
olusturdugu 6ngoriisii bulunmaktadir (Zhang ve ark., 2014). Elde edilen sonuglar ile
spermatogenezis siirecinde c-kit’in 6nemli reseptér oldugunu ortaya koymaktadir.
Dolayisyla eksikligi veya fazlaligina bagli olarak karsimiza Klinik tablolar hatta
infertilite karsimiza ¢ikabilir. Biz de ¢alismamizda spermatogonial tip A hiicrelerde
ileri farklilagma tizerine sapin herhangi etkisi olup olmadigini karsilastirma amagli
olarak C-kit belirtecini kullandik. Elde ettigimiz verilere gore c-kit ekspresyonunda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir. Grup 3 ve
grup 4’lin benzer sekilde histolojik olarak anormal spermatogenik hiicrelere sahip
olmasinin yaninda DDX boyanma siddetinin de az oldugu ve dolayisiyla
spermatagoniyal kok hiicrelerin yapisal olarak bozulmalar1 sap uygulamasinin

getirisi oldugu gortilmektedir.

Calretinin, kalsiyum bagimli yapida intraselliiler bir proteindir (King ve
Hasleton, 2001; Rogers,1987). Kalsiyum retinal protein 2 (calb2) olarak da
adlandirilan Calretinin, bir heksa-EF-el Ca? * baglayici proteindir (Camp AJ,, 2009).
Calretininin ana rolii, Ca? * asir1 yiiklenmesini nlemek igin kullanilan hiicre i¢i bir
Ca? * tamponu olarak islev gormektir (Schwaller B., 2010), ancak Ca? * reseptorii
olarak da islev gorebilir (Schwaller B., 2014, Rogers ve ark., 1990). Kalsiyum
baglayic1 proteinler hiicre i¢inde kalsiyum konsantrasyonundaki degisime baglh
yapisal, enzim ve kanal proteinlerin aktivitelerini diizenlerler (Ivanov ve ark., 2001).
Bu proteinlerin ¢ogu EF-el adinda ortak kalsiyum baglayici motife sahiptir. Kalsiyum
iyonu, tiremeden apoptozise kadar hiicresel fonksiyon kontroliinden sorumlu ikincil
habercidir (Bouschet ve Henley, 2005). Calretinin, hiicre canliliginin ve
proliferasyonunun diizenlenmesine katilir (Wendan Xu ve ark., 2017). Ilk kez santral
ve periferal noral dokularda bulunmus (Doglioni ve ark., 1996; Festch ve ark., Abati,
2001; Leers ve ark.1998). Daha sonra non-noral hiicreler, adipositler, bobrek
tubuluslari, Leydig ve Sertoli hiicreleri, ekrin bezler ve mezotelyal hiicrelerde de
bulunmustur (Dei Tos ve Doglioni, 1998; Doglioni ve ark., 1996). Calretinin leydig
hiicrelerinin canliligim1 ve proliferasyonunu muhtemelen arttirir ve muhtemelen
mitokondriyal iliskili apoptotik yolu inhibe ederek hiicre apoptozunu baskilar (Xu

W., 2017). Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda calretinin ekspresyonunu belirgin bir
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leyding belirteci olarak kullandik ve sapin leydig hiicrelerine etkisini Calretinin
acisindan degerlendirdik. Calismamizda kullandigimiz istatistiksel analiz sonuglarina
gore kontrol grubu ve diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu ve bu
anlamli farkliligin 6zellikle grup 3’te etkisinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Grup
3’teki boyama siddetinin en fazla olmasi, kullanilan doz miktarinin leydig
hiicrelerinin aktivitesini arttirici etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak grup 4
te boyanma siddetinin azalmasi ve anlamli bir azalis gOstermesi grup 4 igin
kullanilan dozun leydig hiicre aktivitesi agisindan negatif etki yaratmaya basladigini
diisiindiirmektedir. Benedict Falana ve arkadaglar1 2017 yilinda yaptiklari ¢calismada
39 giin boyunca ratlara 300mg/kg sap uygulamasi yapmislar ve sonugta hiperplazik
leydig  hiicrelerinin ~ varligimi ~ saptamislardir.  Kullandiklar1  doz  bizim
kullandigimizdan daha yiiksek olmasinin yaninda uygulama zamanida bizim
uygulamamizdan daha uzun tutulmustur. Bunun sonucu olarak yaptiklar
histopatolojik incelemede leydig hiicrelerinde anormal morfolojiye rastlamislardir.

Bu bulgular ¢alismamizin sonuglarini desteklemektedir.

Cytokeratin 18 pankreas asiner hiicresi gibi c¢esitli epitelyal dokulardan
sentezlenen hiicre iskeletini yapan ara flamentlerdir. Cytokeratin 18’in apoptozisle
alakali olarak serum seviyelerinin artmis oldugunu gosteren c¢esitli ¢alismalar
mevcuttur. Cummings ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada insan kolon ksenografti
tasiyan ratlarda, auro kinaz inhibitorii ile apoptotik hiicre 6liimiinii indiiklemislerdir.
M30 yontemi ile apoptotik degisiklikleri dlgmiislerdir ve cytokeratin 18 (M30’in)
ilagla indiiklenmis apoptotik hiicre 6limii i¢in 1yi bir biyomarker oldugunu ifade
etmislerdir (Cummings J. ve ark., 2008). Sentiirk ve arkadaslar1 baska bir ¢alismada
akut koroner sendromlu hastalarda, M30 antijen diizeylerinin hastaneye kabulde, 24
saat ve 48 saat sonra olacak sekilde seri 6l¢iimlerini yapip, akut miyokart infarktiisli
hastalarda bu cytokeratin 18 in, 24 saat sonraki dl¢iimlerde pik yaptigini ve koroner
hastaligin apoptozisle iliskisini gostermislerdir (Senturk T. ve ark., 2009). Kramer ve
arkadaslar1 ekstraselliiler alanda total ve kirilmis CK-18’in oranina bakilmasinin
hiicre 6lim seklinin nekroz, apoptozis acisindan degerlendirilmesinde uygun bir
metod oldugunu ifade etmislerdir (G.Kramer ve ark., 2004). Sertoli hiicrelerinin

farkli spermatojenik bozukluklara katilimi, olgunlasmamis Sertoli hiicreleri i¢in bir
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marker olarak cytokeratin 18 (CK-18) kullanilarak bir immiinohistomorfometrik
teknikle arastirilmistir. Calismamizda cytokeratin 18 hiicre i¢i belirtecini kullanarak,
sapin apopotatik olarak sertoli hiicrelerinde herhangi bir degisikligi sebep olup
olmadig1r konusunda degerlendirme yaptik. Elde ettigimiz sonuglara bakildiginda
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu, gruplarin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda boyama siddetinin 4. grupta yiiksek oldugu goriilmistiir.
Grup 4’teki bu yiikselise bagl olarak sap uygulamasinin sertoli hiicrelerinde 30 giin
sonunda arttig1 ve bu artigin sertoli hiicre iskeletinde bozulma oldugunun gostergesi
olarak kabul edilmistir ve literatiir ile uyumlu olarak, testis dokusunun sapa
sistemetik olarak uzun siireli maruziyetten etkilendigini ve sertoli hiicre yapisini

olumsuz etkiledigini diisiindlirmiis ve gostermistir.

Toksik etkilere bagli olarak semen kalitesindeki diisiis, erkek ilireme sisteminin
cevresel toksikantlar i¢in ana hedeflerden biri oldugunu gostermektedir. Bu da
cevresel kirleticiler gibi farkinda olmadan maruz kaldigimiz diisiik dozlardaki toksik
maddelerin bile erkek iireme sistemini etkiledigi anlamina gelmektedir (Nordkap L
ve ark., 2012). Al klorir ile muamele edilen siganlarda sperm sayisinin,
hareketliligin, canliligin, morfolojisinin, viicut ve testis agirliklarinin anlamli olarak
azaldig1 yapilan calismalarla saptanmistir. 112 glin boyunca Al’a maruz birakilmisg
siganlarin kontrol gruplarina gore diisiik parankima ve testis agirligr gozlemlenmistir
(Mouro GSV ve ark., 2017). Zhu YZ (2014) ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada,
AICl3 maruziyeti kontrol gruplari ile karsilastirildiginda testislerin ve epididimisin
agirhk ve katsayilarini 6nemli Ol¢iide baskilamis, bu da AIClz maruziyetinin
sicanlarda testis ve epididimisin biiylimesini engelledigini gostermektedir (Zhu YZ
ve ark., 2014). Sayed ve arkadaglarmi (2015) yaptig1 calismada, kontrol gruplari ile
karsilagtirildiginda, 50 mg/kg Al siilfat uygulanan siganlarda viicut agirhigr artisinda
ve testis agirliginda anlamli bir diisiis oldugunu goéstermislerdir (Khattab HAM ve
ark., 2010). Cinko siilfat ve E vitamini ayr1 ayr1 veya Al intoksikasyon ile
kombinasyon halinde muamele edilen siganlarin viicut agirhg kazanci ve testis
agirhiginda bir iyilesme gosteren ¢aligmalar da mevcuttur, bu ¢aligmada hem ¢inko
hem de Vit E’nin aliiminyum ile kombine etkisi daha giiglii bir iyilestirici etki

yaratmistir ancak bu sonuglara bakildiginda kullanilan aliiminyum miktarinin az
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olmasindan kaynakli olarak pozitif etki yarattigi disiiniilmektedir (Sayed MR, 2015).
Yang ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 ¢alismada, 2,4 ve 8 mg/kg dozunda verilen
kadmiyumun aliiminyuma benzer olarak testis agirliginda, spermatidler ve leydig
hiicre sayisinda azalma, Sertoli ve inflamatiir hiicre sayisinda artisa neden olmustur.
Vit E ile tedavi edilen sicanlarin testis agirliklarinda, nekroz ve inflamatuar hiicre
sayisinda diisiis gozlenmistir (Yang H ve ark., 2006). Ureme organlarindaki agirhigin
azalmasi, mevcut caligmada gozlemlenen testosteron diizeyindeki azalmaya bagh
olabilecegi gibi, sican testislerinde indiiklenen oksidatif hasara da bagl olabilir (El-
Ashmawy IM ve ark., 2007). Al bazi arastirmacilar tarafindan bildirildigi tizere hem
insan hem de hayvanlar iizerinde iireme toksisitesine sahiptir. Lobet ve arkadaslari,
daha once aliiminyum nitratla muamele edilen erkek fareler ile ciftlestirilen disi
farelerde gebelik oraninin azaldigini bulmuslardir. Ayrica, daha yiiksek dozlarda
aliminyum nitrata maruz kalan farelerin testislerinde spermatosit ve spermatidlerin
nekrozunu ve testis ve epididimal agirligin azaldigini gézlemlemisglerdir (Sayed M ve
ark., 2015). 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada, 8 haftalik bir periyodun son 3
giiniinde gavaj yolu ile verilen Al kloriir (100 mg/kg) diger gruplarla
karsilagtirildiginda testis agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (Ige SF ve ark., 2012). Tiim bu c¢alismalar ve sonuglarimiz birlikte
degerlendirildiginde aliiminyumun diisiik dozlarda uzun siireli kullanimi testis
dokusu ve hiicreleri agisindan pozitif etkiye sahiptir. Ancak kullanilan doz miktari
250mg/kg/giin’lin lizerine ¢iktiginda ve 30 gilinden daha uzun siireli maruziyetlerde
hem testis dokusunda histolojik bozukluklar ve agirlik azlig1 hemde 6zelligle leydig
ve sertoli hiicrelerinde hiicresel bozukluk hiicre iskeleti ve c¢ekirdeginde
anormallikler belirmeye baglamistir. Bunun da sonug olarak doéllenme yetenegini
azalttigt ve hatta sperm kalitesini digiirerek gebelik oranlarmi dahi olumsuz
etkileyecegi diisiinlilmektedir. Calismamizin sonuglar1 da bu diisiinceyi ve

dolayisiyla literatiirii destekleyici niteliktedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda testis dokusunun histopatolojik incelemesinde hematoksilen-
eosin ve masson boyamalarinda, aliiminyum siilfat’in seminifer tiibiil duvar
yapisinda diizensizlige sebep olmus ve bazal mebran bitiinliglinii negatif
etkilemistir. Sap uygulamasinin spermatogenik seriye ait hiicre sayisinda azalmaya,
seminifer tibiillerin duvarinda vakuolizasyona neden oldugu goriilmiistiir.
Bulgularimiz arasinda spermatogenik seriye ait nekrozun histolojik gostergelerine
rastlamadik. Hiicrelerde nekroza siiriikleyecek yeterli siire sap alimi olmadigindan
nekroz belirtisine rastlanmadigini diisiinmekteyiz.

Kullanilan doz miktar1 250mg/kg/giin’lin {izerine ¢iktiginda ve 30 giinden
daha uzun siireli maruziyetlerde hem testis dokusunda histolojik bozukluklar ve
agirlik azligi hemde 6zelligle leydig ve sertoli hiicrelerinde hiicresel bozukluk hiicre
iskeleti ve ¢ekirdeginde anormallikler belirmeye baslamistir. Sonug olarak déllenme
yetenegini azalttigi ve hatta sperm kalitesini diisiirerek gebelik oranlarini dahi
olumsuz etkileyecegi diisiiniilmektedir. Daha net bilgiler ortaya konmasi igin ileri
biyokimyasal, enzimatik, molekiiler ve immiinohistokimyasal diizeyde yapilacak
aragtirmalar ek kanitlar ve bilgiler saglayabilir. Bununla birlikte gbzlenen olumlu
etkinin genis katilimli ve Kklinik ¢alismalarda degerlendirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.
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OZET

Giinliik Yasantida Sik Olarak Gida Sektoriinde Kullanilan Aliiminyum
Potasyum Siilfatin (Sap) Rat Testisleri Uzerine Etkilerinin Histolojik Olarak

Arastirllmasi

Kullanilan bir¢ok gidanin fabrikadan halka ulastirilmasinda ¢ok degisik
kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Gidalarin kisilere sunulmasi siirecinde tercih
edilen tuz, biber vb. gidalarin kalitesi ve olasi yan etkileri halk sagligi problemlerine
neden olabilmektedir. Bunun yaninda normal yemek tuzu yerine erkeklerin yogun
olarak bulundugu yatili okullarda ve askeri yerlesim yerlerinde olasi asir1 cinsel
aktiviteyi azaltabilmek i¢in suda kolayca eriyebilen sap kullanildigi uzun yillardir
bilinmektedir. Calismamizin amaci sap’in erkek rat testislerinde olusturabilecegi

histomorfolojik, molekiiler ve hormonal degisikliklerin degerlendirilmesidir.

Calismamizda toplam 24 Wistar Albino cinsi erigkin erkek rat kullanild1 ve 4
grup olarak diizenlendi. Kontrol grubuna higbir madde verilmezken 2. gruptaki
hayvanlara 250/mg/kg suda ¢ozliinmiis sap verildi. 3. gruptaki hayvanlara 500 mg/kg
suda ¢oziinmiis sap verildi ve son olarak 4. gruptaki hayvanlara ise 1 g/kg suda
¢Ozlinmis sap verildi. Calisma 30 giin boyunca siirdiirdiiriildii. Calisma sonunda

ratlar sakrifiye edilip sol testisleri alindu.

Alman 6rnekler bouin soliisyonuna konulup histolojik olarak takip edilerek ve
parafine gomiildii. Bu orneklerden kesitler alindiktan sonra Hematoksilen eozin,
PAS, Masson Trikrom ve immunohistokimyasal olarak VASA, c-kit, Calretinin,
cytokeratin 18 ile boyandi. Hematoksilen eosin boyama Johensen skorlamada
kullanildi. Isik mikroskobu altinda degerlendirme sonunda elde edilen sonuglar
goriintii analiz programi ile incelendi. Biyokimyasal olarak total ve serbest
testosteron seviyelerin Olgiildii. Biyokimyasal incelemede kontrol grubu ile diger

gruplar arasinda anlamli bir farkliligin olmadig: tespit edilmistir.
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Histolojik incelemede hematoksilen eosin boyamada deney grubunda seminifer
tiibiil epitelinde bozulma gozlenmistir. PAS boyamada deney gruplarinda interstisyel
alanda aralik goOzlenmistir. Masson trikrom boyamasi yapilan kesitlerde deney
gruplarinda tunika albuginea kalinhi@inin arttigi gézlenmistir. Johensens scorlamada

cogunda skor sonucu 7 olarak tespit edildi.

Immiinohistokimyasal incelemede calretininin leyding hiicresinin, cytokeratin
18’in sertoli hiicresinin, Ckit’in spermatogonia, VASA’nin spermatogonial germ
hiicresi, spermatogonia, spermatosit ve yuvarlak spermatidlerin belirteci oldugu
kanitlanmigtir. Calretinin en yliksek leyding hiicrelerinin boyanma siddeti 3. grupta
en az 4. grupta goriilmektedir. Bu da bize 3. gruptaki testosteron seviyesindeki artigin
sebebini aciklamaktadir. Cytokeratin 18 boyama sertoli hiicrelerinin boyanma siddeti
en yiksek 4. grupta en az 2. grupta goriilmiistiir. Ckit boyamada gruplar arasinda
anlamli bir farklilik goriillmemistir. VASA boyamada spermatogonial germ hiicre ve

spermatogonialarin boyanma siddeti en fazla 2. grupta en az 4. grupta gorilmiistiir.

Kullanilan doz miktar1 250mg/kg/giin’iin lizerine ¢iktiginda ve 30 giinden daha
uzun siireli maruziyetlerde hem testis dokusunda histolojik bozukluklar ve agirlik
azlig1 hemde 6zellikle leydig ve sertoli hiicrelerinde hiicresel bozukluk hiicre iskeleti
ve cekirdeginde anormallikler belirmeye baglamistir. Bunun da sonu¢ olarak
dollenme yetenegini azalttig1 ve hatta sperm kalitesini diiglirerek gebelik oranlarini
dahi olumsuz etkileyecegi diisiiniilmektedir. Daha net bilgiler ortaya konmasinda
ileri enzimatik, molekiiler, biyokimyasal ve immiinohistokimyasal diizeyde yapilacak
aragtirmalar bu konuya ek kanitlar ve bilgiler saglayabilir. Gézlenen olumlu etkinin

genis katilimli ve Klinik ¢alismalarda degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aliiminyum potasyum siilfat, testis, infertilite, beslenme,

besin katkilari.
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SUMMARY

Histological Investigation Of The Effects Of Aluminum Potassium Sulphate
(Alum), Which Is Frequently Used In Food Sector In Daily Life, On Rat Testes.

Many different chemicals are used in the transportation of many foods from the
factory to the public. In the process of presenting the food to the people, preferred
salt, pepper and so on. The quality and possible side effects of foods can cause public
health problems. In addition, it has been known for many years that water-soluble
alum is used to reduce possible excessive sexual activity in boarding schools and
military settlements where men are densely replaced with normal food salt. The aim
of our study was to evaluate the histomorphologic, molecular and hormonal changes
that can be caused by alum in male rat testes.

A total of 24 adult male Wistar Albino rats were used in this study. While no
substance was given to the control group, animals in group 2 were given 250 / mg /
kg water-soluble alum. Group 3 animals were given 500 mg / kg water-soluble alum
and finally Group 4 animals were given 1 g / kg water-soluble alum. The study was
continued for 30 days. At the end of the study, rats were sacrificed and left testes

were removed.

The samples were placed in bouin solution, followed histologically and
embedded in paraffin. Hematoxylin eosin, PAS, Masson Trichrome and
immunohistochemically VASA, c-kit, Calretinin, cytokeratin 18 were stained.
Hematoxylin eosin staining was used for Johensen scoring. The results obtained
under the light microscope were evaluated with the image analysis program.
Biochemically, total and free testosterone levels were measured. Biochemical

analysis revealed no significant difference between the control and other groups.

Histological examination revealed hematoxylin eosin staining in the

experimental group. Interstitial interval was observed in PAS staining in
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experimental groups. Masson trichrome stained sections showed increased tunika
albuginea thickness in experimental groups. In most Johensens scoring scores, the

score was 7.

Immunohistochemical examination showed that calretinin is a marker of leyding cell,
cytokeratin 18's sertoli cell, Ckit's spermatogonia, VASA's spermatogonial germ cell,
spermatogonia, spermatocytes and round spermatids. The highest staining intensity
of calretin leyding cells is seen in group 3 and group 4. This explains the increase in
testosterone levels in group 3. Cytokeratin 18 staining was observed in at least the
second group in the 4th group with the highest staining intensity of sertoli cells.
There was no significant difference between groups in ckit staining. In VASA
staining, the staining intensity of spermatogonial germ cells and spermatogonials was

highest in group 2 and at least group 4.

When the dose used exceeds 250mg / kg / day and exposures lasting more than
30 days, both histological disorders in the testicular tissue and lack of weight and
especially cellular disorders in Leydig and Sertoli cells have started to show
abnormalities in the cell skeleton and nucleus. As a result, this is thought to decrease
fertilization ability and even adversely affect pregnancy rates by decreasing sperm
quality. Further research on advanced enzymatic, molecular, biochemical and
immunohistochemical levels may provide additional evidence and information on
this subject. The observed positive effect needs to be evaluated in large-scale and

clinical studies.

Key Words: Aluminum potassium sulphate, testes, infertility, feeding, food additive.
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