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OZET
RATLARDA POSTNATAL GELISIM SURECINDE TESTiS MORFOLOJISININ
STEREOLOJIK YONTEMLE iNCELENMESI

Memelilerde gelisim siireci, sadece prenatal donemde degil biiyiikk oranda postnatal donemde
de devam etmektedir. Fonksiyonel olarak iireme, biitiin canlilarin biyolojik bir gereksinimi
olup yasamin temel pargasidir. Bu ¢aligmanin amact ise stereolojik, morfolojik, ve histolojik
olarak, testislerin postnatal gelisim periyodunu belirleyebilmektir.

Bu calisma, her grupta 7 erkek rat olacak sekilde 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150, 180 giinliik
ratlardan olusan 9 grup iizerinde yapildi. Ratlar dekapite edildikten hemen sonra testisleri
alindi. Formaldehit ile fikse edilen testislerin hacimleri iki farkli yontem ile belirlendi.
Testisler dnce suya daldirma metoduyla, daha sonra da fraksiyon bigagi ile 2 mm araliklarla
kesilerek stereolojik yontemle hacimleri hesaplandi. Histolojik olarak ise Hematoksilen-Eosin
ile boyanmug Kesitlerde Johnsen skorlamasi kullanilarak germ hiicrelerinin periyodik niteliksel
gelisim siireci izlendi.

Noktali alan Ol¢lim cetveline gore testis hacimleri gruplar arasinda yasa paralel artis
gosterirken, hacim sonuglarinin karsilastirilmasinda stereolojik yontemin daha hassas ve
literatiirle daha yakin sonug gosterdigi goriildii. Histolojik olarak da 7 giinliik ratlarda germ
hiicresi olarak sadece spermatogoniumlar, 30 giinliiklerde spermatositler, 60 giinliikten
itibaren ise komplet spermatogenez ve ¢ok sayida spermatozoa’lar goriilmeye baslandi.

insanlarda oldugu gibi ratlarda da testisler dnce abdominal kavitede gelisim gdstermektedir.
Ancak, insanlardan farkl olarak ratlarda testislerin skrotum kesesine girmesi yaklasik olarak
postnatal 30-50. giinlere denk geldigi sonuglarimizda gosterilmis olup literatiirle paralellik
gostermektedir. Memelilerde germ hiicrelerinin erken embriyo doneminde ortaya ¢ikan
primordial germ hiicrelerinden koken aldigi ve dogum sonrasi prospermatogoniumlarin
seminifer tiibiill bazal membranina go¢ ederek spermatogonial kok hiicreye farklandiklari
diistintldiigiinde testis gelisiminin ne derece 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Zira, hala
klinik alanda matiirasyon duraklamasinin oldugu evrelerde spermatogenezis’i indiikleyerek
spermatozoa elde etmek miimkiin olamamistir. Yapilan bu c¢alismanm, postnatal testis
gelisimini ve spermatogenezi anlama siirecine katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Rat, Testis, Stereoloji, Johnsen skorlamasi

Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi
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Danisman: Dog. Dr. Harun CIRALIK
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SUMMARY
INVESTIGATION OF DEVELOPMENT OF THE TESTIS IN THE POSTNATAL
PERIOD OF RATS WITH STEREOLOGICAL METHOD

The developmental process in mammals does not remain only in the prenatal period but keeps
going on largely in the postnatal period. Functionally, reproduction, an essential part of life
for all living things is a biological requirement. The aim of this study was ,to identify the
period of postnatal development of the testicles stereologically, morphologically and
histologically. This study was performed on 9 groups of rats of 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120,
150, 180 days each of the groups containing 7 male rats. Testicles were removed immediately
after the rats weredecapitated. Formaldehyde-fixed testicular volume was determined by two
different methods. Testicular volumes were calculated firstly by water dipping method, and
then the testicles were cut at 2 mm intervals with a shiny knife; and testicular volumes were
calculated again by stereological method. In hematoxylin-eosin stained sections, periodic
qualitative development scoring of the germ cells was followed by using Johnsen scoring
histologically.

According to the dotted area measuring scale; testicular volumes increased parallel with age
among the groups. In comparison of the volume results, stereological method was seen to
show more accurate and closer results with the literature. Histologically, in 7-day rats only
germ cell was spermatogonia, in 30-day rats spermatocytes were also seen and in 60 days or
older rats complete spermatogenesis and a lot of spermatozoa were started to be seen.
As in humans, the testicles in rats were firstly developed in the abdominal cavity. However,
different from humans, the descent of testicles in rats into the scrotum was shown to take
place approximately on 30-50th postnatal days which is parallel to the literature.
In mammals, as we think that the postnatal stem cells take origin from the primordial germ
cells during early embryo development and prospermatogonia migrate to the basement
membrane of the seminifery tubules of the testes to differentiate to spermatogonial stem cells;
the importance of the development of the testicles is understood thoroughly. In fact, it is still
not possible to obtain spermatozoa in the clinical area by inducing the spermatogenesis at the
lag phase of maturation. We think that this study will contribute to the understanding of
spermatogenesis as well as the postnatal testicular development.

Key words: Rat, Testis, Stereology, Johnsen score
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1. GIRIS

Biyolojik ¢esitlilik gosteren tiim canlilar, hayatlarmi devam ettirme siirecinde birgok
fizyolojik gereksinime ihtiyac duyar. Bu gereksinimlerden en 6nemlisi beslenme ve {iremedir.
Her canlinin siirekliliginin en 6énemli unsuru olan iireme, tiir ve cinsiyetler arasinda farkliliklar
sergilemektedir. Ureme sisteminde en basit canlidan, en gelismis biyolojik donamima sahip
insana kadar olan bu farkliliklar, biyoloji ve tip alaninin da temelini olusturmaktadir.
Giiniimiizde erkek iireme sistemi ile ilgili bir dal olan iiroloji alanindaki ilk girisimler,
milattan 6nce ilk ¢aglara dayanmaktadir. Ilk ¢aglarda doénemin inang ve sartlarma gore
Erasitaras, Heraphilos, Hippocrat, Celsus, Galen, Alibasus, Paul Von Acqina ¢aligmalar
yapmuglardir [1]. Milattan sonraki ilk dénemlere bakildiginda Theophilos, Bellini, Decker,
Mathias Dobson, Gruihank ve Ibni Sina isimleri ile karsilagmaktayiz [2,3,4]. 16. yiizyil
Eustanius, Malpighi, Pare, Bertini, Estienne, Litree adli bilim adamlar1 bu konudaki
calismalara onemli katkilarda bulunmuslardir [4].

Teknolojik alanda gelismelerin basladigi 19. yiizyilda Astley Cooper, Bright, Civial, Benique,
Mercier, Reylart, Maisonnueve tarafindan irolojide alet kulaniminda rastlanan ilk isimler
olarak goriilmektedir [2,3].

Urolojinin diger tip alanlarmdan bagimsiz olarak ortaya ¢ikist da 19. yiizyilin ikinci yarismda
Avrupa’dadir [4]. 1896 yilinda ilk tiroloji dernegi Fransa’da kurulmus, akabinde her ulustan
gelen hekimler 1907°de Paris’te Uluslararast Uroloji Birligi’ni olusturmuslardir [5]. 19.
yiizyilin sonlarinda Uroloji’de hormonal ilaglarm kullanilmaya baslanmas ile 20. yiizyilin
baslarinda bogalardan testis hormonlar1 elde edilerek, testis hormon eksikliklerinde
kullantlmstir [3,4]. 20. ve 21. yiizy1l, her alanda gergeklesen gelismelere paralel olarak tip ve
iiroloji alanindaki yaklasimlar1 da ¢ok degistirmistir.

Ulkemizde Uroloji klinigi kavrami 20. yiizyila kadar mevcut olmayip, dahiliye branst
igerisinde genito-iiriner hastaliklar olarak yer almaktaydi [5]. 1909°da ilk kez ayr1 bir {iroloji
klinigi olarak askeri ve sivil tip fakiiltelerinin birlesmesiyle goriilmeye baslanmistir. Andon
Nafilyan Pasa, Alexander Pappas, Deucomont, Behget Sabit Erduran, Fuat Kamil Beksan,
Kemal Sarev Urolojinin {ilkemizdeki ilk dénemlerinde gelisiminde énem arz eden hekimlerdir
[3,4]. Uroloji, iiroonkoloji, pediatrik iiroloji, tas hastaliklari, néroiiroloji, endoiiroloji,
androloji ve infertilite gibi alt branslar1 biinyesinde bulundurmaktadir [2,3,4].

Giiniimiizde ¢agin gerekleri ve yasam kosullariin zor olmasi, besin zincirlerinin bozulmasi,
stres, manyetik alan maruziyeti gibi g¢evresel faktorler fertilite iizerine olumsuz etkiler

olusturmaktadir. Ozellikle erkek esas iireme organlari olan testisler postnatal gelisim
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agamasinda 1s1, stres, beslenme gibi c¢evresel kosullardan olumlu ve olumsuz
etkilenebilmektedirler. Bu sebeple de erkek iireme organlarmm ve testislerin postnatal
gelisimi ile ilgili bilgiler iireme biyolojisi agisindan biiyiik 6nem arz eder. Postnatal gelisim
asamalarinda meydana gelebilecek herhangi bir aksaklik nesillerin devamliligini etkileyecek
onemli bir faktordiir. Saglikli bir toplum olusumunda 6nemli adimlar atilmasi yoniinde iireme
biyolojisine dair elde edilen bilgilerin bu alana katki saglayacagini diginmekteyiz [15].

Erkek genital sisteminde i¢ ve dis genital organlarin smirmi diapragma iirogenitale ile
symphysis pubis belirlemektedir. I¢ genital organlar1 testis, epididymis, ductus deferens,
funiculus spermaticus, prostata, vesicula seminalis, glandula bulbourethralis, dis genital
organlari ise penis, scrotum ve urethra masculina olugturmaktadir.

1.1. Testislerde Embriyonal Siire¢

Embriyonik genital yapilar1 olusturan taslaklarin bir¢ogu diger sistemlerden devralinmistir.
Geg¢ evrede meydana gelen genital fonksiyonlarm yeniden uyum saglamalar1 gelismeyle
dogru orantilidir.

Embriyolar baslangic asamasinda morfolojik agidan her iki cinse ait gerekli yapilari
icermektedir [6]. Memelilerde farklanmamig gonadlarin testis ya da overlere donisiimii
genetik olarak belirlenir. Gonadal cinsiyete gore gelisen i¢ ve dig genital organlar, farklanan
gonadin hormonal fonksiyonuna gore belirlenir. Normal olarak erkek ve disi fenotipleri,
gelismekte olan embriyoda cesitli gen aktivasyonlari ile hormon uyarilarinin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikar [7]. Bir cinsiyete ait primordial hiicrelerin gelismesi diger cinsiyet hiicrelerinin
atrofiye olmasiyla birlikte gonadlarin cinsel gelisim siireci baslar. Cinsel yonden
farklanmamis gonadlar karmasik yapidadir. Primordial cinsiyet bezleri ilk olarak gelisimin 5.
ve 6. haftalarimda primordial nefrik ve genital hiicreleri igeren bir yogunluk gosterir. 7.
haftada gonad testis ya da over olarak karakteristik Ozellikler gostermeye baslar.
Testisleroverlere gore daha once farklanmaya baslarlar. Gonadin testis olarak gelismeye
devam edecegi durumlarda ise bez 6nce biiyiimeye baslar, daha sonra kisalarak kaudal alana
yerlesir [6].

Mezonefroz ile testis arasindaki genis baglanti mezorsiyum adli gonadal mezentere doniisiir.
Germinal epitelyum hiicreleri alt kisimda yerleserek mezenkim tabaka i¢ine dogru biiyiir ve
kordal olusumlar meydana getirir. Bu olusumlar 1smsal diizen igerisinde siralanirlar ve rete
testis’in primordial hiicreleri olarak olusan yogun bir blastem kitlesinin bulundugu
mezorsiyuma dogru birbirlerine yaklasip birlesirler. Kisa siire i¢inde testisin kordonlar1 ile

devam eden ipliksi ag olusur. Testis kordonlar1 3 ila 4 adet benzer kordona bdliinerek,



spermatozoalarin {retildigi seminifer tiibiillere farklanirlar. Rete testis mezonefrik
komponentlerle birleserek erkekte genital kanallar1 olusturur [6].

Testislerin gelisim asamalarinda erken kaudal gb¢ sonrasinda abdomenden baslayarak
skrotuma kadar uzanan bir hareket soz konusudur [8]. Testikiiler inis, tiirler arasinda
anatomik, endokrinolojik ve kronolojik acidan degisiklikler gosterir. Kemirgenler ve
kopeklerde postnatal donemde gerceklesen testikiiler inis, at, domuz, koyun ve insanda
prenatal dénemde gerceklesmektedir [7,9]. insanda fetal doénemde 3. ayda testisler
retroperitoneal alanda yalanct pelvis bolgesine yerlesirler. Testisin alt kismidan gelen
gubernakulum adli fibromiiskiiler bant, gelismekte olan karin duvarindaki kaslar arasindan
gecerek skrotal kabarikligin derialtt bolgesinde sonlanir. Periton testisin alt kutbunun asagi
kisminda gubernakulum’un 6n yiizeyi boyunca divertikiil seklinde fitiklasir. Daha sonra 6n
karin kaslar1 arasindan processus vaginalis’e ulagir [Sekil 1.1]. 7. aya kadar testis inguinal
kanalin abdominal ucunda yer alir [Sekil 1.2]. 7. ayin sonunda processus Vvaginalis’in
arkasindan [processus vaginalis’i ice dogru siiriikleyerek] inguinal kanala girer [Sekil 1.3]. 8.

ayin sonunda da skrotal keseye ulasir [6][Sekil 1.4].
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Sekil 1.1. Testisin abdominal pozisyonu Sekil 1.2.Testisin inguinal kanala girisi
1.Gubernakulum 2.Penis 3. Canalis inguinalis 4.Testis 5.Peritoneum 6. Ductus

deferens

M

Sekil 1.3.Testisin inguinal kanaldaki yerlesimi Sekil 1.4. Testisin skrotuma ulagmasi
(biologycorner.com)
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Sekil 1.5. Testisin Embriyolojik Asamalar1 (World of Histology, Anonim)

1.2. Testislerin Anatomisi

Testisler, erkek genital sisteminin gonadal yapisini olusturan unsurlar olup disideki
ovarium’larin 6zdesidir. Endokrin ve ekzokrin 6zellik tasiyan testisler arka dis yanda siki bir
sekilde epididimis’in alt ve tist kutbuna baglidir [6].

Insanda yaklasik 4x2.5x3 cm boyutlarinda, 15 gr agirhigimda olan testisler ratlarda 1,5-2 cm
boyunda, 3-5 gr agirliginda, funiculus spermaticus’a bagli, sag ve sol olmak iizere bir ¢ift
olarak scrotum igerisinde bulunurlar. Ancak testisin zarlar1 karin boslugu ile iligki
icerisindedir. Gelisimin baslangi¢ asamalarinda abdominal kavitede bulunan testisler daha
sonraki asamalarda skrotuma inerler. Ratlarda skrotal keseye inis genellikle postnatal 30-50.
giinler arasinda gergeklesmektedir [15]. Viicut agirligr ile testis agirligi arasinda bir oran

oldugu gozlenmistir. insanlarda 1/1500 olan bu oran ratlarda 1/100°diir.
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Testisler tunica albuginea isimli kalin bir fasiyal ortiiye sahiptirler. Tunica albuginea arka
kisimda testis dokusu icerisine bir miktar sokularak mediastinum testisi olusturur. Fibroz
dokudan olusan bu bolme testis igine septalar gondererek yaklasik olarak testisi 200-250
lobiile boler [6][Sekil 1.6]. Rodentlerde ise septalar yoktur [15].

| Caput epididymidis

Funiculus — -
spermaticus

— Lobuli
A testis

— Septula
) testis

— Tunica
/ albuginea
Cauda ——"
epididymidis

Sekil 1.6. Testis ve epididimis kesiti (Sobotta Insan Anatomisi Atlasi, Cilt 2,1990)

Testisin 6n ylizii ve dis yan1 ser6z tunica vaginalis’in visseral yaprag ile kaplidir. Daha sonra
bu yaprak testisi skrotal duvardan ayiran paryetal yaprak ile devam eder. Testisin st
kutbunda kolayca pargalanabilen kiiglik sapli, epididim apandiksine benzeyen bir apandiks

testis bulunur.

Her testis oval bi¢imde olup, yanlardan basiktir. Testislerin dig ve i¢ yiizii [Facies medialis ve
lateralis], 6n ve arka iki kenar1 [margo anterior ve margo posterior], iist ve alt olmak tizere iki
ucu [extremitas superior ve extremitas inferior] vardir.

Funiculus spermatius margo posterior’a tutunur. Epididimis margo posterior’un dig kismi

boyunca yer alir. Testisin arka dis yliziine yapismistir.



Testisin ortiileri digtan i¢e dogru soyle siralanmaktadir:

1.
2.

© o >~ w

Scrotum
Tunica dartos: Bu katmani genel viicut ortiistine gore isimlendirebilmek i¢in m.dartos ve
fascia superficialis membran6z tabakasi [Colles fasyasi] olarak iki tabakaya ayiranlar
vardir.
Fascia spermatica externa
Fascia cremasterica ve m. cremaster
Fascia spermatica interna
Tunica vaginalis testis
a) Lamina parietalis [periorchium]
b) Lamina visceralis [epiorchium]
I.  Tunica albuginea

Il.  Tunica vasculosa

Fascia cremasterica; -—
M. cremaster

_Fascia spermatica interna

Tunica vaginalis testis, ——
Lamina parietalis

P Appendix testis
Lig. epididymidis ~__

superius _~(Appendix

epididymidis)

——- Extremitas

Sinus ~—_ !
superior

epididymidis

A —- Facies laterali

Margo -~
posterior
Lig. epididymidis -~ == Margo
inferius anterior

Cauda epididymidis =~

‘Extremitas inferior

Sekil 1.7. Testisin Ortiileri (Sobotta Insan Anatomisi Atlasi, Cilt 2,1990)



Testisler aorta abdominalis’in dali olan a.testicularis’den beslenir. Vendz drenaj ise oncelikle
funiculus spermaticusu saran plexus pampiniformis, daha sonra venlerin birbiriyle
birlesmesiyle olusan V.testicularis ile gerceklesir. V.testicularis’ler sag tarafta v.cava

inferior’a, solda ise v.renalis sinistra’ya a¢ilmaktadir [10] [Sekil 1.8].

A. cremasterica —— ~~ A.; V. testicularis

\
.~—— Plexus pampiniformis

-~~—~ Caput epididymidis

Cauda = W\
epididymidis

Sekil 1.8. Testis damar yapis1 (Sobotta insan Anatomisi Atlast, Cilt 2,1990)

1.3. Testislerin Fizyolojisi

Testisler endokrin ve ekzokrin 6zellige sahiptirler. Endokrin olarak erkeklik hormonu olan
testosteronu salgilarken, ekzokrin olarak temel islevi olan spermatogenezde aktif rol alirlar.
Puberte ile birlikte baglayan fertilite siirecinde sperm hiicreleri testislerde iiretilmeye baslar.
Testisler aktif olarak insanda 12-15 yaslarda, ratlarda ise 42-50. giinlerde sperm iiretmeye
baglarlar. Sperm iiretimi yasam boyu azalarak devam eder [15].

Spermatogenesis:

Fetal donemde testislerde mevcut olan primordial germ hiicreleri postnatal periyotta
spermatik kord icerisinde destek hiicreleri tarafindan sarilmig sekilde, biiylik soluk renkli
hiicreler olarak goriiliirler. Primordiyal germ hiicreleri farklanip spermatogoniumlari
olustururlar. Ancak postnatal periyottan piiberte evresine kadar testislerdeki
spermatogoniumlarda herhangi bir gelisme olmaz.

Piiberte doneminde spermatogoniumlar ardarda mitoz boliinmeler gecirir ve bu yolla

sayilarint arttirirlar. Spermatogoniumlarm A ve B olmak iizere iki gesitleri vardir. A tip



spermatogoniumlar, yedek hiicrelerdir, boliiniip yine A tip spermatogoniumlari verirler. Diger
bir grup A tip spermatogoniumlar ise B tip spermatogoniumlar1 verirler. B tip
spermatogoniumlar, boliiniip primer spermatositleri olustururlar. Primer spermatositler mayoz
bolinme ile sekonder spermatositleri, bunlar da diger bir mayoz bdoliinme ile spermatidleri
olustururlar. Spermatidler ilk olustuklarinda, kii¢iik ve oval sekilli hiicrelerdir ve bunlar da
farklilasarak spermlere doniisiirler. Spermlerin sertoli hiicreleriyle ¢ok yakin iliskileri vardir.
Bu nedenle sertoli hiicrelerine besleyici hiicreler de denir. Sertoli hiicreleri ile iligkilerini
kaybedip serbest kalan spermler, seminifer tiibiillerinin liimenlerinde birikirler. Bu evredeki
spermler, aktif hareket yeteneklerini kazanmamislardir ve ayni zamanda fertilizasyon
yetenekleri heniiz yoktur. Olgunlasip déllenme yeteneklerini kazanmalari, tastyict kanallardan
gecmeleri esnasinda meydana gelir.

Erkeklik hormonu olan testosteron ise testisin intersitisyel hiicreleri [Leydig] tarafindan
salgilanir. Hipofizin &n lobundan salgilanan LH tarafindan stimiile edilerek,
spermatogoniumlar: etkileyerek spermatogenezisin devamliligini saglar. Testisin gelisim ve
fonksiyonlarin1 yerine getirmesi i¢in FSH ile birlikte etki etmesi gerekmektedir. FSH
spermatogenezin baslamasi, LH ve testosteron ise devamlilig1 i¢in gereklidir [15].

Sekonder erkek karakterlerinin gelisiminde de etkin olan testosteron, lokal olarak testislerde
seminifer tiibiillerde sperm {iretimini uyarir. Bu nedenle testosteron yoklugunda

spermatogenesis olmamaktadir [15].

1.4. Testislerin Histolojisi

Testislerde her bir lobiilde 1-4 tane yaklagik 60 cm uzunlugunda, toplamda 250 metre
uzunlugunda olan seminifer tiibiiller bulunmaktadir. Seminifer tiibiillerin her birinin ¢ap1 150-
200 mikrometredir. Tim tiibiiller mediastinum testis seviyesinde birbirine yaklasarak
epididimis igerisine agilan kanallarla birlesirler [6,11].

Seminifer tiibiillerde elastik ve bag dokudan olusan ve seminifer hiicrelere destek saglayan
bazal membran mevcuttur. Bu hiicreler sertoli ve spermatogenetik olarak iki sekilde goriiliir.
Tibiiller igerisinde intersitisyel leydig hiicrelerini iceren bag dokusu da bulunur [6]. Seminifer

tibiiller ayn1 zamanda spermatogenezin meydana geldigi yerdir [Sekil 1.9] [11].
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Sekil 1.9. Seminifer Tiibiillerin Enine Kesiti (Ureme Endokrinolojisi.ppt, Anonim)

Seminifer tlibiiller histolojik olarak icten disa dogru seminifer epitel, lamina bazalis ve lamina

propria’dan olusur [11].

1.5. Suya Daldirma Metodu (SDM)

Suya daldirma metodu Archimedes prensipleri temeline dayanan bir yontemdir. Archimedes
prensibi, “siv1 igine daldirilmis bir katinin, sivi iginde askidaki kuvvetinin, daldirma sirasinda
yer degistirmesine sebep oldugu sivinin hacmine esit oldugunu” kabul eder. Buna gore
ilgilenilen ve hacmi hesaplanmak istenilen yap1 6rnegin; karaciger, akciger veya dalak gibi
cevresindeki diger organ veya yapilardan izole edilebilecek makroskopik bir yapilanmaya
sahipse, bunun hacmi hesaplanmak yerine dogrudan o6lgiilebilir. Bu gibi durumlarda sik
kullanilan bir yontem, olusumu i¢i su ile dolu dereceli silindir igine atarak, artan su miktarmni1
Olgmektir. Bilinen hacme sahip bir sivinin igine atilan herhangi bir olusum, sahip oldugu
hacim kadar sivinin yer degistirmesine neden oldugu i¢in bu sekilde, izole bir nesnenin hacmi
rahatlikla ve dogrudan 6lgiilebilir [12] [sekil 1.10]. Ancak canli dokular yapilari nedeniyle
biiziilme-suyu emme gibi 6zelliklere sahip olduklarindan kesin ve dogru neticeler alinmasi her
zaman miimkiin olmaz. Boyle dokularin hacmi SDM ile kolaylikla hesaplanabilir. Fakat testis
gibi etrafindaki dokulardan ayrilmasi zor yapilarin hacmi 6lgiilmek istendiginde daha objektif

ve hassas yontemlerin uygulanmasi gerektigi belirtilmistir.
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Sekil 1. 10. Suya Daldirma Metodu ile hacim 6l¢iimii (Canan ve ark, 2002)

1.6. Stereoloji

Morfometrinin énemli konulari arasinda bir organ ya da yapinin hacmi, yiizey alan1 hesaplamast,
yap1 icerisindeki degisik bilesenlerin hacimleri, uzunluklari, alanlar1 ve yogunluklarini
hesaplanmasi, yapi igerisinde yer alan hiicre sayisinin meydana ¢ikarilmasi gibi ¢caligmalar yer
almaktadir [12,13].

Organ veya yapilarin toplam hacimlerini veya bilesenlerinin hacimlerini hesaplamak igin bir
dizi degisik yontem kullanilmaktadir. Onemli olan bu yontemlerden en giivenilir ve tarafsiz
sonuclarm elde edilmesini saglamaktir. Stereolojik yontemler bu tanima uyan en uygun
metoddur.

Stereoloji metodu, ii¢ boyutlu biyolojik yapilarimn iki boyutlu kesitlerinden elde edilen verilere
dayanarak, oOrneklerin gercekte {i¢ boyutlu ozellikleri ile alakali yorumlar yapilmasini
saglamaktadir [13].

Cavalieri prensibi stereolojik yontemlerde en sik kullanilan hacim hesaplama yontemidir.
Cavalieri hacim hesaplama yontemi igin ilk asama, incelenen bdlgenin izdiigiimlerinin
alanlarin1 hesaplamaktir. Stereolojide en sik kullanilan izdiisiim alani hesaplanma yolu,
noktal1 alan 6lgiim cetvelleri (NAOC) *dir. Alan 6l¢iim cetvelleri birbirinden esit araliklarla
ayrilmig noktalardan (sekil artilarin kollarmnin kesigim yeri) olugan sistematik nokta dizgeleri
olup asetath kagit iizerine basilmistir. Bu asetat, alan1 hesaplanmasi hedeflenen yapinin
iizerine rastgele olarak atilir ve hesaplanmasi planlanan yapimin alani iizerindeki asetatin
noktalar1 sayilarak toplanir. Elde edilen kesit goriintilerinin kesit yiizey alanlari
hesaplandiktan sonra her bir kesitin ya da dilimin hacmi hesaplanir ve en sonunda dilimlerin

hacimleri toplanarak yapinimn tiim hacmi hesaplanir.
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V=t x (al+a2+......... +an) cm?

Formiildeki ( al+a2+......... +an) n sayidaki kesitlerin kesit yiizey alanlarmm cm? cinsinden, t
ise n sayidaki ardisik kesitlerin cm cinsinden kesit kalinligini ifade etmektedir. Bu yontemle

sinirlart belirlenen yapilarin hacimleri hesaplanabilir.

+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + o+
+ + + taF + + + + o+
P(a)
+ + + + + + + + o+ o+
+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + o+

Sekil 1.11. Noktal1 alan 6l¢iim cetveli.

Cetvelde art1 isaretlerinin merkezleri ile simgelenen her bir nokta P[a] ile gosterilen bir birim
alani temsil eder. Dolayisiyla, boyle bir cetvel rastgele olarak bir kesit yiizeyine atilirsa, kesit
yiizeyi igerisine isabet eden noktalarin sayisi, o yiizeyin kag birim kare alana sahip oldugunu

gosterecektir.

Bu yontemle, makroskobik ve mikroskobik olarak etrafindaki yapilarla iliskilerine
bakilmaksizin, smirlart yeterli kesinlikle belirlenebilen her tiirlii yapmin hacmi rahatlikla

hesaplanabilir.

Bu sekilde gergeklestirilebilecek bir alan 6l¢iimii hem uygulamada oldukga basit, hem de
istatistiksel olarak ¢ok giivenilir sonuglar veren bir ¢oziimdiir. Noktali alan 6l¢glim cetvelleri
ile yapilan alan hesaplamalarmin, uygun siklikta noktalar iceren cetveller kullanildig: taktirde,
goriintii analiz sistemleriyle yapilan hesaplamalar kadar giivenilir ve dogru sonuglar verdigi

ortaya konmustur. Uygulamadaki basitlik de bu yontemin bir bagka ¢ekici yoniinii olusturur.
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Kesitlerde ilgilenilen bdlgenin izdiisiimlerinin toplam alanini hesapladiktan sonra, toplam
hacmi elde etmek igin, bu toplam alan degerini, dilimleri veya kesitleri elde ederken
kullanilan ortalama kesit kalinlig1 degeriyle carpmak yeterli olacaktir. Bu sekilde yapinin

toplam hacminin tarafsiz bir hesaplamasi elde edilebilir.

Sekil 1.12. Testisin 2 mm’lik horizontal kesitleri

13



1.7. Johnsen Skorlamasi
Erkeklerde infertilitenin teshis asamasinda muayene, laboratuvar tetkikleri sonrasinda testis
biyopsisi onem arz etmektedir. Ik kez infertilitede testis biyopsisinin énemi Charney
tarafindan ortaya atilmistir [14].
Testis biyopsisinin histopatolojik inceleme agamasinda spermatogenezin kalitatif ve kantitatif
degerlendirilmesinin 6nemini Johnsen ortaya koymustur. Johnsen gelistirdigi yontem ile germ
hiicrelerini niteliksel olarak da incelemis ve klinikte uygulanan skorlama yontemini
olusturmustur. Johnsen’den sonra benzer sekilde bagka skorlama yontemleri de
gelistirilmistir.
Johnsen gelistirdigi skorlama yontemiyle tubuluslarin durumunu derecelendirmistir. Johnsen
skorlamasina gore 1-10 arasindaki kriterler su sekilde degerlendirildi:

e Tubulus i¢inde hig hiicre yok [oblitere tubulus],

e Germ hiicresi yok, sadece sertoli hiicreleri var,

e Germ hiicresi olarak sadece spermatogonia var,

e Spermatozoa, spermatid yok, 5'den az sayida spermatosit var,

e Spermatozoa, spermatid yok, 5'den fazla sayida spermatosit var,

e Az sayida spermatid var, spermatozoa yok,

e (Cok sayida spermatid var, spermatozoa yok,

o Germinal epitel kalin ancak spermatozoa sayica 10'dan az,

e Spermatogenez tam ancak epitelde disorganizasyon ve lumene dokiilme var,

o Komplet spermatogenez, germinal epitel kalin ve ¢ok sayida spermatozoa izleniyor

[14].
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2. ONCEKI CALISMALAR

Kerr ve ark. [1988], ratlarda postnatal gelisim esnasinda fetal leydig hiicrelerinin morfolojik
ozelliklerini arastirmiglardir.

Straten ve ark. [1997], domuzlarda postpartum donemde testikiiller morfogenez ve
histomorfometrik goriiniisii ile ilgili ¢alismalar yaparak, 25. haftada testis gelisiminin
tamamlandigini ifade etmislerdir.

Akkus ve ark. [1997], insanlarda testis biyopsilerinin Johnsen skorlamasi ile
degerlendirilmesinin énemini agiklamislardir.

Malas ve ark. [1999], insanda fetal donemde testis gelisimini ve yerlesimini arastirmislar,
27 haftaya kadar testislerin abdominal boslukta olduklarini, 33-40. haftalik dénemde
skrotuma indiklerini belirtmislerdir.

Malas ve ark. [1999], 27-40 haftalik 14 insan fetiis kadavrasi {izerinde stereolojik olarak
Cavalieri hacim hesaplanmasi yontemiyle, fetal donemde testislerin hacmini hesaplamiglardir.
Aydin ve Yilmaz [2000], tavsan testisinde postnatal dénemde morfolojik gelisimi
incelemislerdir.

Kalkan [2001], siganlarda testisin postnatal gelisimi iizerine histolojik ve histogimik
calismalar yapmistir. 60 adet wistar albino tiirli ilizerinde yaptigi caligmasini {i¢ grupta
[prepuberte, puberte ve eriskin] toplayarak crossmon ve PAS ile boyayarak histolojik olarak
incelemistir.

Toprak [2002], cep telefonlarmin yaydigi radyasyonun insan testisi iizerine etkilerinin
elektron mikroskobu ile degerlendirmesini yapmuslardir.

Oztiirk ve ark. [2002], deneysel diyabetin sigan testisinde meydana getirdigi histolojik
degisiklikleri incelemislerdir.

Franca ve ark. [2005], Neonatal ve yetiskin rat modellerinde monosodyum L-glutamat
kullanarak gelisim siirecini ve testislerin yapisini ¢aligmiglardir.

Yagi ve ark. [2006], erken postnatal donemde apopitotik hiicre 6liimiinde sertoli hiicrelerinin
sayilarini ve tiplerini in situ ortamda tiinel metoduyla degerlendirmislerdir.

Ohyama ve ark. [2006], erkek ratlarda prenatal donemde genital organlari Styrene kullanarak
incelemislerdir.

Karan ve ark. [2006], eriskin sincaplarda testislerin 151k mikroskobik yapisini incelemislerdir.

Yiice ve Aksakal [2007], ratlarda karaciger ve testis dokusundaki antioksidan aktivite {izerine
nar suyunun etkisini aragtirmiglardir.

Aktag [2007], skrotal hipertermi uygulanan siganlarin leydig hiicrelerini morfolojik olarak

incelemislerdir.
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Giiles [2007], ratlarda ksilol ve formalin inhalasyonunun testis dokusundaki etkisini
aragtirmistir.

Cacciola ve ark. [2008], ratlarda postnatal testis gelisgimini CNRs expresyonu yaparak yetigkin
ratlarda leydig hiicre farklanmasini ortaya koymaya caligmiglardir.

Themaat ve ark. [2010], farelerde fotal donemde seminifer tiibillerin yapisini ve testis
gelisimini incelemiglerdir.

Karan ve ark. [2010], yetiskin porsuk testisi {lizerinde 151k ve elektron mikroskobu ile
incelemelerde bulunmuslardir.

Favorito ve ark. [2010], insanda fetal donemde testislerin pozisyonu ve testislerin agirliklarini
hesaplamislardir.

Canillioglu ve Ercan [2010], in utero etanol uygulamasinin sigan testis morfolojisi {izerine
etkilerini arastirmislardir.

Zararsiz ve ark. [2011], Omega-3 yag asitlerinin sigan testis dokusu iizerine koruyucu etkisini
incelemislerdir.

Nation ve ark. [2011], normal ratlarda inen testis ve genitofemoral sinir ve cremaster kasini
inceleyerek histolojik olarak gelisim periyodunu ortaya koymuslardir.

Agras [2012], inmemis testisde embriyoloji ve testislerin inis mekanizmalar: ile ilgili
calismalar yapmuistir.

Usta ve ark. [2012], leptinin yenidogan sican testis germ hiicreleri iizerine olan etkisini 1g1k
mikroskobu diizeyinde incelemislerdir.

Ince ve ark. [2012], kivircik koglarda testis hacmini stereolojik ydntem kullanarak
incelemislerdir.

Tosun [2006], insan gonadlarmimn gelisiminin histolojik degerlendirmesini yapmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismamn Yapildig: Yer

Bu calisma Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi, Deneysel Arastirma

Merkezi, Anatomi Ana Bilim Dali, Patoloji Ana Bilim Dal1 laboratuvarinda yapildi.

3.1.2. Denek Secimi

Bu calisma, Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligmm 11.01.2011 tarihli ve 1. oturumunda ‘4’ nolu
karar1 ile onayi ile gercgeklestirildi.

Caligmada, Sprague Dawley cinsi 63 adet rat kullanildi. Hayvanlarin bakim ve beslenme
ortamlar1 224+3°C oda sicakligr ile % 55-60 nemlilik oraninda tutularak, 12 saat aydinlik 12
saat karanlik olarak ayarlandi. Tiim gruplardaki ratlara ad libitum, sinirsiz yem ve ¢esme suyu

tiiketme olanag1 sagland.

3.1.3. Deneysel Prosediir

4 adet erkek 16 adet digi rat 7 gilinliikk adaptasyon siirecine tabi tutuldu. Daha sonra ayri
kafeslere birakilarak bir haftalik siirecte g¢iftlesmeleri saglandi. Vaginal smear’de
spermatozoon goriilmesi gebeligin dngodriilmesi yoniinde ¢ok iyi bir tani aract olarak kabul
edilmistir. Abdominal palpasyon yontemi ile de fetuslar gebeligin 10. giiniinden itibaren
saptanabilir ancak 12. giinden itibaren daha kesin sonu¢ verdigi bildirilmistir. Ratlardan alinan
vajinal smear ile spermatozoid belirlenen disi ratlarm gebeligi kabul edildi. Gebe ratlar
doguma kadar diger ratlardan ayrilarak, normal sartlarda beslenme ve bakimlarina devam
edildi. Dogum sonu yavru ratlardan erkek olanlar alinarak diger tiim ratlar deney disi
birakildi. Arastirma i¢in ayrilan ratlar 1., 7., 14., 30., 60., 90., 120., 150., 180. giinlerde
calismak tlizere 9 gruba ayrildi.

GRUP I: Bir giinliik erkek ratlarin dnce viicut agirliklar tartildiktan sonra, 60 mg/kg Ketalar
[ketamine HCI] ve 5 mg/kg Rompun [xylazin HCI] anestezisi ile sakrifiye edildi. Notral
formalin ile tesbitleri saglandi. Ilioinguinal ve scrotal insizyon yapilarak testisler, epididim ile
birlikte diseke edildi. Diseksiyon sonrasi fiksasyonlar1 igin ayni soliisyona 24 saat daha
birakildi. Fikse edilen testisler {izerinde bulunan epididimis bolimleri uzaklagtirildi. Suya
daldirma metodu kullanilarak testislerin agirliklari, 0,01 mm hassasiyetinde kumpas ile

vertikal ve transvers eksendeki uzunluklari alindi. Daha sonra 0,02 mm kalinliginda mikrotom
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bigag1 ile transvers diizlemde kesitler alindiktan sonra, stereoloji yontemi ile hacim

hesaplamalar1 yapildi. Histopatolojik inceleme i¢in kesitler Patoloji laboratuvarina birakild1.

Diger gruplar da aym isleme tabi tutuldu.

3.2. METOD
3.2.1. Testislerin Cikarilmasi

60 mg/kg Ketalar (ketamine HCI), ve 5 mg/kg Rompun (xylazin HCI), ile anestezi uygulanan { Bigimlendirilmis: Turkge

ratlara ilioinguinal ve skrotal insizyon sonrasinda sirasiyla tunica vaginalis, tunica albuginea [ Bigimiendiriimis: Turkce

[ Bicimlendirilmis: Tirkce

ve testislere ulagildi. Testisler epididimis ile birlikte dikkatli bir sekilde gikarildiktan sonra . Bigimlendirilmis: Tirkce

o e J

fiksasyon icin 24 saat siireyle % 10 formaldehit soliisyonuna birakildu. f Bigimlendirilmis: Tirkge

ot _ g -— L 5 |

Sekil 3.1. Erkek Rat Ureme Sistemi [Ureme Endokrinolojisi.ppt, Anonim]

3.2.2. Suya Daldirma Metodu
% 10 formaldehit soliisyonundan ¢ikarilan testisler iizerinden epididimis uzaklastirildi. Suya
daldirma metodu ile hassas terazi ile olgiilemeyen testislerin hacimleri, 10 ml’lik erlen ile

testisin tasirdig1 su miktarina bakilarak 6l¢iildii.
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3.2.3. Stereoloji

Testislerin hacimlerinin hesaplanmasi igin stereolojide kullanilan bir yontem olan Cavalieri
metodu uygulandi. Testisler mikrotom bicag:i ile transvers diizlemde 2 mm kalinliginda
kesitlere ayrildi. Ortalama olarak;

1 giinliik ratlarda 2,

7 giinliik ratlarda 2-3,

14 giinliik ratlarda 3,

30 giinliik ratlarda 5,

60 giinliik ratlarda 7-8,

90 giinliik ratlarda 7-8,

120 giinliik ratlarda 8,

150 giinliik ratlarda 9-10,

180 giinliik ratlarda ise 9-10 kesit elde edildi.

Kesitler tizerine noktali alan 6l¢lim cetveli koyularak her kesitdeki noktalar sayildi. Tim
gruplardaki testislerin nokta sayilar1 Cavalieri prensibi formiiliine gére her bireyde ayri ayri

hesaplandu.

3.2.4. Histolojik islemler

Her grupta bulunan bireylerin testislerinden alinan kesitler histolojik olarak incelenmek tizere
alkol ile dehidrate edildikten sonra parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklarinda 5-6
mikronluk kesitler alinarak hematoksilen-eozin ile boyandi. Kesitler 11tk mikroskobu ile

incelendi.

3.2.5. Istatiksel Degerlendirme

Deneylerden elde edilen sonuglar “SPSS 15.0 for Windows” istatistik paket programi
kullanilarak yapildi. Verilerin analizinde “Kruskal-Wallis Varyans Analizi, “Mann-Whitney
U Testi“ ve “Paired Sample T Testi“ kullanildi. Istatiksel anlamhilik degerlendirilmesi igin
yanilma olasiligi ( P degeri) 0,05 olarak segildi. Test sonuglar1 P<0,05 ise anlamli kabul
edildi. Parametreler arasindaki iliskiyi analiz etmek i¢in Spearman Korelasyon Katsayisi

kullanildi. Tiim degerler Ortalama + Standart Sapma seklinde gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Stereolojik bulgular

Bu tez calismasinda yenidogan 1 giinliik ile postnatal 7., 14., 30., 60., 90., 120., 150. ve 180
giinliik ratlarm testis hacimleri degerlendirildi. Yeni dogan 1 giinliikk, 7, 14 ve 30 giinliik
ratlarin ortalama testis hacimleri sirasi ile sag taraf; 0.036 Cm3, 0.036 Cm3, 0.054 Cms, 0.32
cm?, 0.91 cm®, 1.23 cm®, 1.28 cm®, 1.30 cm® ve 1.46 cm?® olarak bulundu. Sol taraf ise; 0.036
cm?®, 0.036 cm®, 0.054 ¢cm®, 0.23 cm®, 0.90 cm®, 1.22 cm®, 1.26 cm®, 1.41 cm®, 1.57 cm® idi
[Cizelge 4.6].

ik bir ay boyunca testis hacimleri hesaplanan ratlarin, testis hacimlerinin Kruskal Wallis
varyans analizine gore karsilastirilmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi
goriildii.

Ozellikle ilk 1 ve 7 giinliik olan iki gruptaki testis hacminde belirgin bir artis olmayip 30
giinden sonra giderek arttigi gozlenmistir. Sag ve sol testislerin gelisiminde ise farklilik
oldugu tesbit edilmistir.

Yine suya daldirma metoduna gore ise 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarin
ortalama testis hacimleri sagda; 0.02 cm® 0.013 cm®, 0.02 cm®, 0.1 cm?®, 0.9 cm?®, 1.12 cm?,
1.3 cm®, 1.32 cm®, 1.51 cm® olarak, solda ise 0.014 cm®, 0.013 cm®, 0.02 cm®, 0.1 cm®, 0.8
Cm3, 1.12 Cms, 1.3 Cms, 1.2 Cm3, 1.4 ¢cm® olgiildii [Cizelge 4.6]. Sag ve sol taraf arasi
karsilagtirmada sol taraf testisin sag tarafa oranla daha az gelistigi ancak tiim gruplarda
diizenli artis gosterdigi saptandi.

Ratlarda prepubertal donemde yer alan 1, 7, 14 ve 30 giinler arasindaki gruplarda testisin
gelisimi oldukca yavas seyrederken, piiberte ile birlikte olduk¢a hizl bir gelisim gosterdigi

calismamizla da ortaya konmustur.

Cizelge 4.1. Postnatal 1, 7, 14 ve 30 giinliik ratlarin Cavalieri metoduna gore testis hacimleri

04

0,3 A
S 02 - 0,23
E /
®
£ 01 /
0
1 7 14 30 giin
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1, 7, 14, 30 giinliik ratlarin testis uzunluklar ise sag tarafta sirasiyla; 3.3 mm, 3.3 mm, 6.4
mm, 10 mm iken solda; 3.2 mm, 3.2 mm, 6.47 mm, 9.8 mm olarak 06l¢iildii. Yine ayn1
gruplarda testisleri genisligi ise sirasiyla sagda; 1.35 mm, 1.35 mm, 3.47 mm, 5.64 mm, solda;

1.32 mm, 1.32 mm, 3.38 mm, 5.4 mm olarak o6l¢iildii [Cizelge 4.2 ].

Cizelge 4.2. Postnatal 1, 7, 14 ve 30 giinliik ratlarin testis uzunluk ve genislikleri

18
16

14 /
12
10 /

\\

7
giin
1 7 14 30
= geniglik 1,35 1,32 1,35 1,32 3,47 3,38 5,64 5,37
e uzunluk 32 33 3,2 33 6,47 6,4 9,8 10

Yine 60, 90, 120, 150, 180 giinlerde testis uzunlugu sirasiyla sag tarafta; 16.3 mm, 18.24
mm, 19 mm, 19.52 mm, 19.96 mm solda; 16 mm, 17.87 mm, 19,15 mm, 19.31 mm ve 19.56
mm O6l¢iildi. Ayn1 gruplarda testis genigligi ise sagda; 9.57 mm, 10.68 mm, 11 mm, 11.07

mm, 11.85 mm solda; 9.1 mm, 10.5 mm, 10.92 mm, 11.27 mm, 11.77 mm olarak o6l¢iildii.

37. giinden sonra baglayan piiberte donemine rastlayan 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik
ratlarda testis hem hacim hem de boyutlar1 itibari ile de gelisimini hizlandirdig1 gézlenmistir.
Hacim itibariyle ptberte ile 3 kati, boyutlar1 itibariyle de 2 kat1 bir atithm gosterdigi, daha

sonra da diizenli bir artigla eriskinlige gectigi saptandi.
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Cizelge 4.3. Postnatal 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarin Cavalieri metoduna gore testis
hacimleri

18

1,6

1,4 A /\v; 1,46
1,2
: /

0,8
0,6
0,4
0,2

hacim cm?

60 90 120 150 180 gun

Bu gruplarmn testis hacimlerinin Kruskal Wallis varyans analizine gére karsilagtirilmalarinda

ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildii (p=0.00).

Biitiin gruplar toplu olarak degerlendirildiginde hem sag hem de sol 30 giinden sonraki
ratlarda belirgin bir artisin oldugu ve bu gruplarin testis hacimlerinin ve boyutlarinin Kruskal
Wallis varyans analizine gore karsilagtirilmalarinda istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1
goriildi (p=0.00).

Cizelge 4.4. Postnatal 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarin Cavalieri metoduna

gore testis hacimleri

2
15 A
£ /_/—/\/
(8]
E 1
® /
i -

. —/\/

1 7 14 30 60 90 120 150 180 giin

22



Suya daldirma metodunda ise testis hacimlerinin diizenli olarak arttif1 ve sagdaki testis
hacimlerinin soldakinden daha yiiksek oldugu goriildii [Cizelge 4.5]. Sag ve sol taraflardaki
artisin  birbirine paralel oldugu goriildii. Bu gruplarin suya daldirma metodu ile testis
hacimlerinin Kruskal Wallis varyans analizine gore karsilastirilmalarinda istatistiksel olarak

anlamli bir gekilde artis oldugu goriildi (p=0.00).

Cizelge 4.5. Postnatal 1, 7, 14, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliikk ratlarin Suya daldirma

Metoduna gore testis hacimleri

SDM
1,6

14 /———_\/\
1,2

04

0,2 /

1 7 14 30 60 90 120 150 180 giin

Cavalieri prensibi ve suya daldirma metoduna gore sag taraf testis hacimlerinin sol taraf testis
hacimlerinden yiiksek ve testis hacim artiginin her iki yontemde de birbirine paralel oldugu
goriildii. Fakat Cavalieri Metodunda Ol¢limiin daha hassas olmasi ve ilgilenilen yapinin
hesaplanmasi esnasinda araya baska yapilarin girmemesinden dolayr Cavalieri Metodu ile

hesaplanan hacim gergek hacme en yakin deger olarak kabul edilmektedir [Cizelge 4.6].
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Cizelge 4.6. Biitiin gruplarin Cavalieri ve suya daldirma metoduna gore testis hacimleri ve

karsilastirmalar:

0,02 +0,01

0,013 +0,01

0,02 +0,02

ooson
————
————

1,23 0,03 112 =+0,01

1,3 +0,02

1,32 +0,01

1,51 =£0,02

Ortalama + Standart Sapma N: Gruptaki birey sayisi

Boy, kilo ve testis agirligi tizerinde yapilan diger morfometrik 6l¢timlerde de yasla birlikte bir
artisin meydana geldigi ve her 6lgiim igin bireylerin boy, kilo ve testis hacimlerinin sag tarafta
daha yiiksek oldugu bulundu. ilk 4 grupta (1, 7, 14 ve 30 Giinliik) testis hacimlerinde genel
olarak bir artis s6z konusu degilken, sadece 30 giinden sonraki gruplarda bir artmanin oldugu,
daha sonraki biitiin gruplarda diizenli ama ilk gruplara gore daha hizli bir bilyiimenin oldugu

goriildii.

Istatistiksel olarak yapilan hem ikili karsilastirmalarda hem de gruplararasi karsilastirmalarda

testis agirliklarinda anlamli iligki oldugu goriildii (p=0.00) .
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Cizelge 4.7. Paired sample test ile testis Olglimlerinin korelasyon ve p degerleri Paired

Samples Correlations

N Correlation  Sig.
Pair  Suya daldrma & @ 126 ,991 ,000
1 Cavalieri prensibi
Pair | Tuzunluk & 126 ,993 ,000
2 Tgenislik
Pair Yas & Cavalieri 126 ,948 ,000
3 prensibi
Pair  Yas & Suya 126 ,940 ,000
4 daldirma

Cizelge 4.8. Mann- Whitney U testi ile Yas, Kilo, Testis agirliklari, Suya daldirma metodu ve
Cavalieri prensiblerinin p degerleri

Test Statistics [a]

Yas Suya Cavalieri | Kilo T T
daldirma prensibi uzunluk  genislik
Mann- 1984,500 1965,000 1943,000 | 1966,0 1885,00 | 1943,50
Whitney U 00 0 0
Wilcoxon W 4000,500 3981,000 3959,000 3982,0 3901,00 3959,50
00 0 0
z ,000 -,096 -,204 -,091 | -,486 -,200
Asymp. Sig. 1,000 ,924 ,839 ,928 627 ,841

[2-tailed]

a Grouping Variable: taraf

Postnatal donemde viicudun gelisimi ile birlikte devam eden testis gelisiminin viicut agirlig

ile de iliskili oldugu gozlendi.
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4.2. Histolojik bulgular

Stereolojik metod sonrasi patoloji laboratuvarina getirilen dokular parafin bloklara gémiildii.

5-6 mikrometrelik kesitler alindiktan sonra Hematoksilen-Eozin ile boyanan preparatlar 11k

mikroskobu ile incelendi. Histolojik olarak incelenen testis kesitleri Johnsen skorlama

yontemiyle degerlendirildi [Tablo 4.9].

Cizelge 4.9. Gruplarmn Johnsen Skorlamasina Gore Dagilimi

GRUPLAR
1 GUNLUK

7 GUNLUK
14 GUNLUK

30 GUNLUK
60 GUNLUK

90 GUNLUK
120 GUNLUK
150 GUNLUK

180 GUNLUK

Sonuglar [Johnsen Skorlama Y 6ntemi(1-10)]
2,2,2,3,2,3,2

3,3333,33
4,5/4,4,4,4,5

54,575,545
10, 10, 10, 10, 10, 10,10

10, 10, 10, 10, 10, 10,10
10, 10, 10, 10, 10, 10,10
10, 10, 10, 10, 10, 10,10

10, 10, 10, 10, 10, 10,10
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Postnatal 1 ve7 giinliik:

Postnatal 1 giinliik bireylerde Johnsen kritelerine gore 2. skor verisi olan germ hiicresine
rastlanmazken sertoli hiicrelerinin varligi gézlendi. Postnatal 7 giinliik bireylerde ise 3. skor

kriterine gore germ hiicresi olarak sadece spermatogonialara rastland.

Sekil 4.1. Postnatal 7 glinliige ait histolojik goriintii (x10)

TS: Tiibiiliis seminiferi L: Liimen I: intersitisyel aralik
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Postnatal 14 ve 30 giinliik:

Bazi dokularda spermatozoa ve spermatit yok, 5’ten az sayida spermatosit varken diger

dokularda ise yine spermatozoa ve spermatite rastlanmayip 5’ten fazla sayida spermatosit

varlig1 gozlendi.

il TRk

Sekil 4.2. Postnatal 14 giinliige ait histolojik goriintii (x10)
TS: Tubilis seminiferi; L: Lumen; K:Kapiller

Sekil 4.3. Postnatal 30 giinliige ait histolojik goriintii (x10)

TS: Tubiiliis seminiferi; L:Liimen
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Postnatal 60, 90, 120, 150, 180 giinliik:

Bu gruplarda spermatogenezin basladigi, epitelin kalinlastigi ve ¢ok sayida spermatozoa

gozlendi.

Sekil 4.4. Postnatal 60 ginliige ait histolojik goriintii [x4]
K: Kapiller

Sekil 4.5. Postnatal 180 giinliige ait histolojik goriintii (x20)
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Testisin morfolojisi ve gelisimi ile ilgili olarak yapilan diger ¢caligmalar gibi, bu arastirmanin
amaci da ratlarda postnatal donemde testisin morfolojik ve morfometrik agidan gelisiminin
anlasilmasina katki saglamaktir. S6z konusu ¢alismada, rat testislerinin hacimsel gelisiminin
suya daldirma ve stereolojik metodlara ek olarak 151k mikroskobik diizeyde histolojik olarak

incelenmesi ve arastirilmasi hedeflenmistir.

Kalkan [2001]’a gore ratlarda prepuberte donemi 0-37. giin, piiberte donemi 42-75 giin,
eriskinlik donemi ise 90-365. giinlere rastlamaktadir. Bu ¢alismada da 37. giinden sonra
baslayan piiberte donemine rastlayan 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarda testis hem hacim
hem de boyutlari itibariyle de gelisimini hizlandirdig1 goriilmistiir. Bu konudaki verilerimiz

180 giine kadar olan rat gruplarinda Kalkan [2001]’mn verileri ile paralellik gostermistir.

Tirelli ve ark. [2003] ise adolesan donemi postnatal 21-34. giinler aras1 prepuberte/erken
adolesan, postnatal 34-46. giine kadar olan donem orta-adolesan ve postnatal 46-59. giinler
arasint da ge¢ addlesan olarak ii¢ déneme ayirmislardir. Siganlar {ireme fonksiyonlarmin
gerceklesmesiyle dogumdan sonraki 60. giinden itibaren erigkin kabul edilmislerdir. Bizim
caligmamizda da 60, 90, 120, 150 ve 180 giinliik ratlarda hacim itibariyle piiberte ile 3 kati,
boyutlari itibariyle de 2 kat1 bir gelisim gosterdigi, daha sonra da diizenli bir artisla erigkinlige
gectigi saptanmustir. Lee ve ark. [1975] ise ratlarin piiberte doneminin yaklagik olarak 50.
giinde bagladigini ifade etmislerdir. Bu ¢alismada Lee ve ark. [1975] ile farkli bulgulara

ulasilmustir.

Ozkaral [1990], 10 giinliik, 60 giinliik ve 5 aylik ratlar iizerine yaptig1 ¢alismada elde ettigi
histolojik bulgular arasinda, seminifer tiibiillerin prepubertel ve pubertel donemde gegirdigi
degisiklikler, spermatogenez ve spermiogenez asamalart agisindan bizim ¢alismamiz ile

benzerlikler goriilmiistiir.

Straten ve ark. [1976] domuz testislerinde prenatal ve postnatal olarak yaptiklar1 ¢aligmada,
domuz testislerinin prenatal donemde hizli bir agirlik artisi gosterdigi, postnatal 4-7.
haftalarda [30-60. giinlerde] gelisimin azalmaya basladigini, 10-25. haftalarda [70-180.
giinlerde] tekrar artmaya bagladigini belirtmislerdir. Bazi ¢alismalarda belirtilenlerin aksine
bizim ¢alismamizda rat testislerinin postnatal dénemde gelisimlerini devam ettirdikleri,

domuz testis gelisiminden tamamen farkli oldugu tesbit edilmistir.
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Hacimsel olarak yapilan c¢alismalarda bir¢ok farkli metot ve yontemler kullanilmakta,
bunlarin kendi aralarinda birbirlerine {istiinliikleri olup olmadig1 tartigtlmaktadir. ilk
zamanlarda ‘suya daldirma metodu’ kullaniliyor iken, son 10-15 yildir biyolojik yapilarin
morfometrik yonden degerlendirilmesinde stereolojik metotlar olarak bilinen 6zel yeni
yaklagimlar kullanilmaktadir. Histolojik materyallerden elde edilen iki boyutlu kesit
goriintiilerinin, degisik yontem ve metotlar kullanilarak, onlarin gergekteki {i¢ boyutlu yapisal
ozellikleri ile ilgili bilgilerin ve yorumlarinin elde edilmesini saglayan stereolojik metotlar
sayesinde hacim, ylizey alani, sayi, uzunluk gibi sayisal morfolojik degerler arastirilarak

istenilen doku hakkinda biiyiik dl¢iide fikir elde edilebilmektedir.

Altunkaynak ve Altunkaynak [2006], farkl fiksasyon islemlerinin karaciger dokusu iizerine
olan etkilerini arastirdiklar1 galigmalarinda bizim c¢alismamizdaki gibi SDM ile stereolojik
metodu karsilagtirmislardir. Sonug olarak SDM’de karaciger hacimlerini daha yiiksek olarak

bulmuslardir.

Bizim buldugumuz sonuglarda ise rat testis hacminin [ozellikle 60 giinliik olan gruba kadar]
¢ok kiiglik olmasi nedeniyle suya daldirma metodu ile 6l¢timlerde zorluk yasandi, sonuglar da
Cavalieri Metodu’na gore daha diisiik bulundu. Suya daldirma metodu dlgiimlerinde dokularin
ayrintili bélimlerinin dlgiilmesi ¢ok zor oldugu icin daha sonraki ¢alismalarda daha hassas

ol¢tim aleti kullanilmasi gerektigini diisiiniilmstiir.

ince ve ark. [2012], kivircik koglarda yaptiklar stereolojik calismada, Arsimed ve Cavalieri
metodlar1 kullanarak yaptiklar1 hacim &lglimlerinde sag ve sol testis hacim degerleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark g6zlenmedigini belirtmisler (p> 0.05) . Bu ¢aligmada ise ratlarda
sag ve sol testislerin gelisimi esnasinda yapilan hacim degerleri ol¢iimleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark tespit edilmistir (p< 0.05).

Cavalieri prensibinin temelinde bulunan kesit kalinligi ne kadar ince olursa alinacak
sonuglar o derece hassas oldugu ve hata katsayisini da o oranda diisiirecegi kuramini gz
onilinde tuttugumuz igin ¢aligmamiz 2 mm’lik kesitler iizerinde yapildi. Degerlendirmemizin
bahsi gecen calismadan farkli olmasinin sebeplerden birinin Ince ve ark. [2012]’nin

calismalarinda 6 mm’lik kesitler kullanmig olmalarindan kaynaklandigini diistiniilmiistiir.

Franca ve ark. [2006], nongenetik hiperadipose rat modelinde 30. ve 120. giinlerde
(prepubertal ve yetigkin) yaptiklari testis ¢calismalarinda, kontrol grubunda yaptiklari viicut ve
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testis agirhigi Olglimlerinde bulduklar1 ortalama degerlerin, bizim ¢alismamizla viicut

agirliklar farkly, testis agirliklari ise yakin oldugu goriildi.

Kerr ve ark. [1988] yaptiklar1 postnatal rat testis gelisimi ile ilgili ¢aligmada 1, 7, 14, 30 ve
100 giinliik gruplarda elde edilen testis agirlik degerleri 1, 7, 14, 30. giinlerde gelisimin bizim
calismamiza yakin degerlerde seyrettigi, 100. giinde biraz daha hizli bir gelisim gosterdigi

goriildii.

Testislerin agirhigi ile viicut agirligi arasinda bir oran oldugu belirtilmistir [24]. Bu oran;
tavsanlarda 1/1700, insanlarda 1/1500, koglarda 1/1200, ratlarda ise 1/100 olarak tesbit
edilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise 30. giine kadar bu oranmn 1/350, 30 giinden 180 giine kadar

olan sonraki dénemde ise 1/170 civarinda oldugu tesbit edildi.

Usta ve ark. [2012] postnatal dénemde ilk 14 giinliik siireyle leptin proteini uygulayarak
testisin erken gelisiminde katkisi olup olmadigini incelemislerdir. 15, 25, 35 ve 45. giinlerde
kontrol grubu ile leptin grubu arasinda belirgin bir farklilik izlenmedigini, leptinin testis
gelisiminde piiberteyi normal dénemden Onceye ¢ekemeyecegini diisiindiiklerini
belirtmislerdir.

Oztiirk ve ark. [2002], ratlara intraperitoneal olarak streptozotosin ve oral fruktoz uygulayarak
tip I ve tip II diabet olusturmuslar ve testisler {izerindeki -etkisini incelemiglerdir.
Streptozotosin grubundaki Tip I diabetli ratlarda testikiiler atrofinin, fruktoz grubundaki tip II
diabetli ratlara gore daha fazla oldugunu, insiilin seviyesindeki diismenin testosteron
seviyesini baskilamasina bagli olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica streptozotosin grubunda
kan glukoz diizeyinin fruktoz grubundan daha yiiksek olmasinin atrofiyi arttirabilecegini 6ne
siirmiiglerdir. Oztiirk ve ark. [2002], testis gelisiminde tip I diabetin 6nemini ortaya
koymuslardir.

Zararsiz ve ark. [2011], ratlar {izerinde yaptiklar1 deneysel ¢alismada, omega-3 yag asitlerinin
sigan testis dokusunda koruyucu etkilerinin oldugunu tesbit etmigler ve klinikte infertilite
tedavisi goren hastalara, kullandiklar1 tedaviye ilaveten omega-3 yag asidi preparatlar1 veya

omega-3 igeren diyet uygulanmasimin faydali olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Malas ve ark. [1999] insan fetiis testislerinde yaptiklari ¢alismalarda sag ve sol testisler ile
gruplar arasinda yaptiklar1 dlglimlerinde istatistiki agidan anlamli bir fark bulunamadigini

belirtmislerdir [ p>0.05].
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Mitwoch ve ark. [1980] insan fetal gonadlarinda yaptiklari calismada sag testislerin

agirliklarinin sol tarafa gore daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

Bizim ¢alismamiz,si¢anlarin postnatal gelisim siirecinde de sag testis ortalama agirliginimn sol
testise gore daha fazla oldugunu ortaya koymustur, boylece Mitwoch ve ark. [1980]’nmn
bulgulariyla paralellik [p<0.01], Malas ve ark. [1999]'nin ¢aligmalari ile farklilik

gostermektedir.

Favorito ve ark. [2010] insan fetiisleri iizerine yaptiklar1 bir ¢aligmada testislerin pozisyonu
ile fetal agirlik arasinda bir iliski oldugunu, hatta fetal donemde ultrasound degerlendirmeleri
ile testikiiler pozisyonun belirlenebilecegi ve fetal agirlik tahminlerine bir alternatif

olabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Ozgiiner ve ark. [2004], deneysel hipertroidi olusturduklari ratlarda testis dokusunda olusan
degisiklikleri arastirmislar, tiroid hormonunun germ hiicrelerinin azalmasma neden olarak,
Leydig hiicrelerinde ise inhibe edici rol oynayarak olumsuz etkisi oldugu kanaatine

varmiglardir.

Karan ve ark. [2006]’nin erigkin sincap ve porsuk testisinde yaptiklari 151k mikroskobu
caligmalarinda sincap ve porsuk testisinin diger rodentlerin testis yapist ile benzerlik

gosterdigini bildirmislerdir.

Gelecekte bu konuyla ilgili yapilacak olan ¢alismalarda immunohistokimyasal ya da floresan
boya gibi tekniklerin kullanilmasiyla daha anlamli ve kiymetli histolojik verilerin elde

edilebilecegini disiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, ratlarda postnatal donemde testislerin gelisimini siirdiirdiigii, o6zellikle
60,90,120,150 ve 180 giinliik rat gruplarmnda hem hiicresel diizeyde hem de anatomik olarak
testis gelisiminin belirgin derecede hizlandigi tespit edildi. Testis boyutlarinin 6l¢iilmesinde
stereolojik yontemin suya daldirma metoduna gore daha hassas sonuglar verdigi

belirlenmistir.
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