T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
MORFOLOJIi ANABILIiM DALI
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJI BiLiM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

Tez Y Oneticisi
Prof. Dr. Mehmet KANTER

SKROTAL HIPERTERMi UYGULANAN SICANLARIN
LEYDIG HUCRELERININ MORFOLOJIK OLARAK
INCELENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Cevat AKTAS

EDIRNE - 2007



T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
MORFOLOJi ANABILIiM DALI
HISTOLOJi VE EMBRIYOLOJI BiLiM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

Tez Y Oneticisi
Prof. Dr. Mehmet KANTER

SKROTAL HIPERTERMIi UYGULANAN SICANLARIN
LEYDIG HUCRELERININ MORFOLOJIK OLARAK
INCELENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Cevat AKTAS

Tez No :

EDIRNE - 2007



T.C.

TRAKYA UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitii Miidiirligii

ONAY

Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
ylksek lisans programi ¢ercevesinde ve Prof. Dr. Mehmet KANTER danismanliginda yiiksek
lisans Ogrencisi Cevat AKTAS tarafindan tez bashgi “Skrotal Hipertermi Uygulanan
Siganlarm Leydig Hiicrelerinin Morfolojik Olarak incelenmesi” olarak teslim edilen bu tezin
tez savunma sinavi 19/07/2007 tarihinde yapilarak asagidaki jiiri iiyeleri tarafindan “Yiiksek
Lisans Tezi” olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Mehmet KANTER

JURI BASKANI

Yrd. Dog. Dr. Enis ULUCAM Yrd. Dog. Dr. Nurettin AYDOGDU
UYE UYE

Yukaridaki imzalarin ad1 gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. ismet DOKMECI
Enstiti Midiru



TESEKKUR

Egitimim siiresince, yetismemde biiyiik emegi olan ve benden
hicbir fedakarligi esirgemeyen sevgili aileme minnettarim. Yiiksek
Lisans egitimim boyunca beni yetistiren, bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim, ¢alisgmam sirasinda bilimsel katkilari ve yardimlarini
esirgemeyen, tez danigman hocam saym Prof. Dr. Mehmet
KANTER’e, elektron kesitlerinin alinmasinda ki yardimlarindan
dolay1 biyolog Tolga MERCANTEPE’ ye, arastirmam siiresince bilgi
ve deneyimlerinden yararlandigim saymn hocalarim Yrd. Dog. Dr.
Giilnur KIZILAY, Yrd. Dog. Dr. Yesim Hiilya UZ ve Ogr. Gér. Dr.
Meryem AKPOLAT’ a en icten tesekkiirlerimi sunarim. Calismam
esnasinda yardimlarini esirgemeyen sevgili arkadaglarim, Aras. Gor.
Yeter T. TARLADACALISIR, Aras. Gor. Melike SAPMAZ ve Aras.
Gor. Dr. Bilkay SEREZ’ e tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

Sayfa No
GIRIS VE AM A C 1-2
GENEL BILGILER 3-9
HIPERTERMI VE FERTILITE 3
TESTISIN HISTOLOJ ST 3-4
LEYDIG HUCRELERININ GELISIMI_ 4-5
LEYDIG HUCRELERININ HISTOLOJISI 5-6
LEYDIG HUCRELERINDE STREOIDOGENEZIS . . 6-9
GEREC VE YONTEMLER 10-13
ISIK MIKSROSKOBIK INCELEME 11
IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME 11-12
ELEKTRON MiKROSKOBIK INCELEME_ 12-13
BULGULAR 14-37
AGIRLIK TAKIBI SONUCLARL 14-15
KONTROL GRUBUNA AIT MORFOLOJIK BULGULAR . 15-18
HIPERTERMI SONRASI 1. GUN GRUBUNA AIT MORFOLOJIK BULGULAR 19-21
HiPERTERMi SONRASI 14. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJIK BULGULAR 22-24
HIPERTERMI SONRASI 35. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJIK BULGULAR 25-27
HIPERTERMI SONRASI 70. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJiK BULGULAR 28-30

HIPERTERMI SONRASI 105. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJIK BULGULAR 31-33

HIPERTERMI SONRASI 140. GUN GRUBUNA AIT MORFOLOJIK BULGULAR 34-37

TARTISM A 38-42
SONUG 43

Oz 44-45
SUMMARY 46-47
KAYNAKLAR 48-55
RESIMLER LISTESL 56-57
OZGECMIS 58

EK 1ETiK KURUL KARARI 59



SEMBOL VE KISALTMALAR LIiSTESI

A°’: Armstrong

ATP: Adenozin trifosfat

c¢AMP: Siklik adenozin monofosfat
cm: Santimetre

DER : Diiz endoplazmik retikulum
DHEA: Dehidroepiandrosteron

DHT: Dihidro-testosteron

dk: Dakika

EDS : Ethan dimethan sulphonat

ER: Ostrojen reseptor

FSH : Folikiil stimiilan hormon

H+E: Hematoksilen+Eosin

HSD : Hidroksisteroid dehidrogenaz
LH: Luteinizan hormon

nm: Nanometre

0s04: Osmium tetraoksit

P450arom: P450 aromataz

PBR : Peripheral-Type Benzodiazepine Reseptor
PBS : Fosfat Buffer Solusyonu

PK-A : Protein Kinaz A

StAR: Steroidogenik akut regiilator protein
TGF-B: Transforming Growth Factor 3
a: Alfa

B: Beta

pm: Mikrometre

pm’: Mikrometrekare



GIRIS VE AMAC

Bircok memeli tiiriinde testisler skrotum iginde, viicut disinda bulunur ve
fonksiyonlarini normal viicut 1sisindan birka¢ derece daha diisiik 1s1da gerceklestirirler. Viicut
1sisinin altindaki bu sicaklik spermatogenezis i¢in gereklidir (1-3). Normal viicut 1sisinda (37
°C) spermatogenezisin bozuldugu bilinmektedir (2, 4). Hafif bir 1s1 artisi, olgun sperm
hiicrelerinin hizli bir sekilde kaybi ile sonuglanir (5).

Spermatogenezis, bir¢ok hiicresel faktorlerin eslik etmesi ile gerceklesen kompleks bir
olay olmakla birlikte kimyasal ajanlara ve cevresel faktorlere karsi cok hassastir. Son
zamanlarda bazi yasam tarzi Ozellikleri artmis skrotal 1siya neden olarak erkek iireme
fonksiyonunu etkilemektedir. insanlarda skrotal 1s1nin artis1 mesleki maruziyet, yasam tarzi ve
klinik vakalardan (6rnegin kriptorsidizm) kaynaklanir (3).

Skrotal 1sinin yiikselmesi ratlarda (6), farede (7) ve insanlarda (3) testis agirliginin
azalmasina, spermlerin morfolojilerinin, hareketliliginin bozulmasina ve canliliginin
azalmasma sebep olur. Germ hiicrelerinin kaybi fertiliteyi azaltir. Normal testikiiler
fonksiyonun devamui bir seri kompleks endokrin ve mekanik etkilesime baghdir (8).

Sperm iiretiminin baglamasi ve gelisiminin devami i¢in Leydig hiicrelerinden
testosteronun sentezlenmesi gerekmektedir (9).

Leydig hiicreleri sicaklik stresine hassastir. Leydig hiicrelerinin fizyolojik fonksiyonu
olan erkek sekstiel streoidleri iiretme, sicaklikla birlikte azalmaktadir (10). Ratlarda yapilan
caligmalarda testosteron eksikliginde testislerde apoptozisin gerceklestigi goriilmiistiir (11).
Erkek infertilisinde, Leydig hiicrelerinin fonksiyonlarinin zarar gérmesi 6nemli bir sebeptir.

Insanlar tedavi veya tatil amagh su sicaklig1 oldukca yiiksek olan termal kaplicalara

gidebilmektedirler. Spermatogenezisi etkileyen stres faktorlerinden biride termal strestir (12).
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Sauna veya sicak banyolarin sebep oldugu testikiiler 1s1 artisida spermatogenezisi
bozabilmektedir (13).

Ulkemizde olduk¢a yaygm alternatif tip yontemlerinden biri olan kaplica
tedavilerinde, ¢agdas bilimsel aragtirmalara ve ¢agdas bilimsel degerlendirmelere gereksinim
vardir. Viicut 1sisindan ¢ok daha yiiksek derecedeki su sicakliginin, testisler iizerine etkileri
ayrica 1sinin, sperm iretimi ve olgunlagmasi i¢in gerekli olan testosteronu iireten Leydig
hiicrelerinin morfolojilerine etkileri, bilimsel ilgi alan1 olmay1 siirdiirmektedir.

Bu ¢alismada; skrotal hipertermi uygulanmis si¢anlarin, spermatogenezis icin gerekli
olan testosteronu iireten Leydig hiicrelerinde, kisa ve uzun dénemde gozlenen morfolojik

degisiklikleri 151k ve elektron mikroskobik olarak ortaya koymay1 amacladik.



GENEL BIiLGILER

HIiPERTERMI VE FERTILITE

Hipertermi viicut sicaklifinin anormal derecede yiikselmesi olarak adlandirilir.
Insanlardaki normal viicut sicakli1 37 °C dir. Bu degerin 38.9 °C derecenin istiine ¢tkmasi ve
belirli bir siire bu degerde kalmasi fertilite acisindan cesitli sorunlara neden olabilir.
Hipertermi enfeksiyonlar, sicak banyolar, egzersiz, sauna gibi nedenlere bagli olarak
gelisebilir (14). Testikiiler fonksiyon 1siya bagimhidir ve viicut 1sisindan birka¢ daha
asagidadir (1-3). Yapilan calismalarda hiperterminin spermatogenezis iizerine yaptigi etkiler
gosterilmistir. Genel, skrotal ve testikiiler 1sinin arttirilmasi ile sperm sayisinda, morfolojik ve
hareketlilikleri agisindan spermatazoonlarin yiizdesinde azalma tespit edilmistir (15).
Hipertermi testislerde germ hiicre kayiplarina neden olur. Testislerdeki germ hiicre kaybi

fertiliteyi diistirtir (16).

TESTISIN HISTOLOJiSI

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten olusur.
Testisin baslica iki gorevi hormon ve spermatazoon liretmektir. Testiste iiretilen baslica
hormon testosterondur. Testosteron spermatogenez, embriyo ve fetiisiin gelisimi sirasinda
cinsel farklilasma ve gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in 6nemlidir (17).

Testisler semen iireten parensimli organlardir. Funiculus spermaticus’la asili olarak
skrotum i¢inde bulunurlar. Fetal hayatta testisler karin boslugu i¢indedirler. Dogumdan sonra

canalis inguinalis’ten gegerek (descensus testis) skrotuma inerler (18).
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Testisler, lobuli testis denilen lobiillere ayrilirlar. Bu lobiiller konik sekillidir.
Mediastinuma dogru daralirlar, 400 tanedirler. Mediastinum, damarlar1 ve ductuslari
destekler. Her lobiilde bir veya birkag¢ kivrilmis tubuli seminiferi contorti bulunur. Bunlar 60
cm uzunlugunda ve 150-250 mikrometre ¢apindadir. Bu tubuliler mediastinuma girerken
birleserek tubuli rectileri yaparlar. Sayilar1 20-30 tanedir. Onlarda birleserek rete testis denilen
plexus’u yaparlar (18).

Rete testisten ¢ikan 10-12 duktuli efferentesten tunica albugineay1 delerek kaput
epididimise girer. Testisin arka kenarma funikulus tutunmustur. Arka kenarin yan kismina
baglanmis olarak epididimis bulunur (18).

Seminifer tiibiil fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir
germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibrz tunika propria birkag
fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman, diiz kas
ozellikleri de gosteren yassilasmis miyoid hiicreler icerir. Seminifer epitelde iki tip hiicre
vardir. Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenetik seriyi olusturan hiicreler.
Spermatogenik seri hiicreler 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir; islevleri spermatazoonlari
tiretmektir. Spermatazoon iiretimi spermatogenez olarak adlandirilir. Bu siire¢, mitoz ve
mayoz hiicre boliinmeleri igerir ve hiicreler sonunda spermatozoonlara farklilasir; bu agsama
spermiyogenez olarak adlandirilir (17).

Testisin interstisyel dokusu, androjen firetimi acisindan Onemlidir. Testisler de
seminifer tlibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kan ve lenf damarlariyla
doldurulmustur. Bag dokusu c¢esitli tipte hiicre igerir, bunlar arasinda fibroblastlar,
farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Ergenlikte
islevsel olarak belirgin hale gelen Leydig hiicreleri interstisyel dokuda bulunur. Bu hiicreler,
sekonder seks karakterlerinin gerceklesmesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu

tiretirler (17).

LEYDiIG HUCRELERININ GELIiSiMi

Interstisyel Leydig hiicreleri, gonadal kabarikligin orijinal mezensiminden koken
alirlar (19-21). Memelilerdeki Leydig hiicreleri en az iki farkl tip igerirler. Fetal tip Leydig
hiicreleri, fetal ve neonatal yasam boyunca erkege ait primer seks karakterlerinin
olusmasindan sorumludur. Bunlar1 pubertal erkege ait 6zelliklerden sorumlu yetiskin tip

Leydig hiicrelerinin olusmasi takip eder (22).



Fetal Leydig Hiicrelerinin Gelisimi; ilk fetal Leydig hiicreleri, testisin sekillenmesini
takiben nispeten daha ge¢ farklilasirlar. Erkek gonadlardan ilk olarak agik bir sekilde
tanimlanabilecek olan yapi histolojik kesitlerden de goriilebilen seminifer tiibiillerdir. Ilk
Leydig hiicreleri fetal testisin bu gelisim basamagindan sonra goriiliir (23).

Ratlarda seminifer tiibiiller 13. gilinde sekillenir. Ayni zamanda germ hiicrelerinin
etrafinda ve onlar1 ¢evreleyen biiylik yeni tip hiicreler (sertoli hiicre onciilleri) ortaya ¢ikar
(23, 24). Bu, gonadin anterior bolgesinde baslar ve gonadin i¢ine girinceye kadar genisleyerek
devam eder ve 24 saatte sonuclanir. Ayni zamanda bazal membran spermatik kordlarin
etrafinda kademe kademe sekillenir. Daha sonra Leydig hiicreleri mezensimal hiicrelerden
farklilasarak interstisyal alanda 15.5 giinde goriiliirler. Bu hiicreler steroid iireten hiicrelerin
ultrastriiktiirel yapisinit gbsteren; tiibiiler krsitali biiyiik mitokondriler, lipit damlaciklar1 ve
diiz endoplazmik retikulum (DER) icerirler (24). Fetal rat testisleri testosteron iiretmeye in
vivo ve in vitro her iki durumda da 15.5 giinde baslar (25). Fetal rat testislerinin gelisebilmesi
luteinizan hormonun (LH) baglanmasi ile olur ve bu hormona cevap 14.5 giin ile 15.5 giin
arasinda olur. Ayn1 zamanda testosteron sekresyonuda baglar (26).

Fetal Leydig hiicreleri dogumdan sonraki ilk ve ikinci postnatal hafta boyunca azalir
(27). Fetal Leydig hiicrelerine postnatal 2. haftadan sonra ne oldugu net olarak
bilinmemektedir. Histolojik ve ultrastriiktiirel gézlemlerden bunlarin dejenere olarak yetiskin
tip Leydig hiicrelerine doniistiigii (28) veya postnatal yasam boyunca 6zel bir grup olarak
kaldigz ileri siiriilmektedir (29).

Yetiskin Leydig Hiicrelerinin Geligimi; ratlarda, yetiskin tip Leydig hiicreleri postnatal
10. giin dolaylarinda goriiliirler ve 15. glinden itibaren pubertenin sonuna kadar (56.giin)
artmaya devam ederler. Leydig hiicreleri mezensimal hiicrelerden sekillenirler fakat bunlar bir
once meydana gelen Leydig hiicrelerinden farklidirlar (30). Leydig hiicrelerinin sayica artisi

LH ve folikiil stimiilan hormon (FSH) kontrolii altindadir (31).

LEYDiIiG HUCRELERININ HiSTOLOJiSI

Memelilerde Leydig hiicreleri interstisyel alanda diizensiz sekilde seminifer kordlarin
etrafinda bulunurlar. Burada kan damarlari, lenfatik, ¢esitli hiicresel elementler ve makrofajlar
bulunur. Leydig hiicreleri kan veya lenf damarlarinin etrafinda kiimeler olustururlar (22, 32).

Leydig hiicreleri poligonal sekilli ve yaklasik olarak 15 um capinda olan hiicrelerdir.
Bunlar tek nukleus ve 1-2 nukleolus igerirler. Insanlarmn interstisyel hiicrelerine spesifik

olarak, sitoplazmalarinda Reinke kristalleri olarak adlandirilan proteinler bulunur (33).
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Genellikle komsu Leydig hiicreleri arasinda 150-200 A° kalinliginda plazma membrani
bulunur. Bununla beraber sik sik interselliiler alanda 20 A° kalinhigindaki darliklarda gap
junctionlar gozlenir (22). Birgok steroid iireten hiicre gibi, Leydig hiicreleri lipit damlaciklari,
karakteristik tiibiiler kristali mitokondriyonlar ve iyi gelismis diiz endoplzmik retikulum
igerirler.

Puberteden sonra, bir siklik adenozin monofosfat (cAMP)-aracili mekanizma
tarafindan LH ile uyarilmanin ardindan, Leydig hiicreleri, S5o-rediiktaz enzimi ile
dihidritestosteron’a dontistiiriilebilen, testosteron iretirler (34). Hiicreler sentezledikleri
testosteron hormonunu, birlikte bulunduklari1 kan veya lenf kapillerlerine bosaltarak endokrin
sekresyon yaparlar (35). Serumda bulunan testosteronun yaklasik %95°1 (seks hormon-
baglayict globulin, SHBG ve diger proteinlere tutunmus halde) Leydig hiicreleri tarafindan
sentezlenir; kalan testosteron adrenal korteks tarafindan tretilir.

Leydig hiicre topluluklari, tiibiiller aras1 alanda, kan damarlar1 ve lenfatik sinozoidlerle
yakin iliskide bulunmaktadir. Steroid iireten tiim hiicreler gibi, Leydig hiicreleri bolca; lipit
damlaciklari, DER, tiibiiler kristali mitokondriyonlara sahiptir.

Steroidogenik akut regiilatér protein (StAR) dis mitokondriyal membrandan ig
mitokondriyal membrana kolesterolii tagiyarak steroid sentezini ayarlar. Adrenal ve gonadal
steroidlerin sentezinin bozuk oldugu (lipoid konjenital adrenal hiperplazi) kisilerde, StAR"1
kodlayan gende bir mutasyon belirlenmistir.

Leydig hiicre fonksiyonu 6n hipofizin iki hormonu ile ayarlanir: LH, testosteron iiretimini
uyarirken, prolaktin LH reseptor ekspresyonunu baglatir.

Testosteron, spermatogenezi, erkek libidosunu ve erkek aksesuar bezlerinin (prostat ve

seminal vezikiil) fonksiyonlarin1 siirdiiriir (34).

LEYDiIG HUCRELERINDE STEROIDOGENEZIS

Testosteron Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunan lipit damlaciklarindaki
kolesterolden sentezlenir. Steroid iireten hiicrelerde bol miktarda bulunan peroksizomlar,
kolesteroliin biyosentezinde ve metabolizmasinda kullanilir (36). Leydig hiicrelerinden
testosteron iiretimi peroksizomlarla pozitif korelasyon gosterir (37).

Biitiin steroid hormonlar i¢in kolesterol substrat 6zelligi tasir ve hiicresel stoklardan
(6rnegin lipit damlaciklar1 veya plazma membrani gibi) Protein Kinaz A (PK-A) aracilig1 ile

mitokondrinin dis zarma tasinir. Kolesteroliin mitokondirinin dig zarindan i¢ zarina



tasinmasinda 2 tasiyici protein vardir: 1- StAR, 2- Periferal-Tip Benzodiazepine Reseptor
(PBR) (38).

Steroidogenik akut regiilator protein (StAR) sigan, fare, ko¢ ve insanlarin gonad ve
adrenal bezlerinde akut steroid iiretiminin diizenlenmesinden sorumludur (38). StAR steroid
yapidaki hormonlarin sentezindeki ilk basamakta kolesteroliin mitokondrinin dis zarindan i¢
zarma taginmasinda gereklidir (39). StAR geninin diizenlenmesi nuklear reseptor
steroidogenik faktore baghdir. StAR genindeki bir mutasyon lipoid konjenital adrenal
hiperplaziye sebep olur ki bu da hastalarin steroid tiretememeleri ile sonuglanir (39).

Periferal-Tip Benzodiazepine Reseptor (PBR) kolesteroliin mitokondrinin dis zarindan
i¢ zarma taginmasini saglayan mitokondirial bir proteindir. PBR’iinlin molekiiler isleyisinde
kolesterol i¢in bir kanal gérevi gordiigii ileri siiriiliir. PBR geninin hasar gérmesi kolesteroliin
taginamamasina sebep olur (40).

Steroidogenezis kolesteroliin enzimatik aktivite ile pregnenolana ¢evrilmesi ile baglar.
Bu reaksiyon, kolesteroliin yan zincirinin kirilmasi, mitokondri i¢ zarinin matriksinde bulunan
P-450,. enzim sistemi ile katalize edilir. Pregnenolan daha sonra DER zarina taginir. DER
pregnenolanun testosterona c¢evrilmesinde gerekli olan bircok ¢esit hidroksisteroid
dehidrogenaz (HSD) enzimleri igerir (36).

Hidroksisteroid dehidrogenaz (HSD) Leydig hiicrelerinde steroidogenezis i¢in gerekli
olan enzimlerdendir (41). 3B-HSD, 170 hidroksilaz ve 17B-HSD steroid sentezi igin
gereklidirler. 113-HSD, 30-HSD, 5a rediiktaz steroid sentezinin i¢inde yer alirlar.

3B-hidroksisteroid dehidrogenaz, Leydig hiicrelerinde testosteron iiretiminde gerekli
olan anahtar enzimdir (42). 11B-HSD, postnatal donemde Leydig hiicrelerinin sayica
artisinda, testis agirliginin artisinda, intraselliiler membran ylizeylerinin artisinda ve Leydig
hiicrelerindeki testosteron salinimi ile korelasyon gosterir (43).

Leydig hiicrelerinde steroidogenezis; LH ‘in LH reseptoriine baglanmasi ile adenozin
trifosfat (ATP)’tan cAMP sentezini uyarir. Kolesteroliin sitoplazmadan mitokondriye
tasinmasinda gerekli olan PK-A’yt cAMP aktiflestirir. StAR ve PBR kolesterolii
mitokondrinin dig zarindan i¢zarina, P450.. enzim sisteminin bulundugu yere tasir. StAR’1n
N ucu mitokondrinin dis zarina baglanir. PBR’ nin fonksiyonu kolesterol i¢in bir kanal gorevi
gormektir. P450,. kolesterolii pregnenolona gevirir ve pregnenolon hemen testosteronun
sentezinin meydana gelecegi DER’a tasinir (DHEA, Dehidroepiandrosteron; DHT, Dihidro-
testosteron. Reaksiyon 1, 3f-HSD; Reaksiyon 2, sitokrom P450 17a hidroksilaz; Reaksiyon 3,
17B8-HSD; Reaksiyon 4, sitokrom P450 aromataz; Reaksiyon 5, Sa-rediiktaz), (Sekil 1).
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Sekil 1. Leydig hiicrelerinde steroidogenezis (39, 44).

Yetigkin Leydig hiicreleri androjen iiretirler. Androjenler yetiskin Leydig hiicrelerinin
otokrin kontroliine katilirlar. Shan ve ark. (45) androjen reseptorlerinin 6zellikle prepubertal
donemde Leydig hiicrelerinde nukleus i¢inde lokalize olduklarini rapor etmislerdir. Shan ve
ark. (45) gore Leydig hiicreleri puberte boyunca androjene maksimum hassastir. Shan ve ark.
(46) gore androjenler immatur yetiskin Leydig hiicrelerde androjen reseptor seviyelerini
maksimum diizeyde uyarirken matur yetiskin Leydig hiicrelerinde c¢ok etkili degildirler.
Androjenlerin yetiskin Leydig hiicrelerinin farklilasmasinin baslamasi i¢in gerekli olduguna
dair bircok giiclii kanit vardir (47). Antiandrojen ile tedavi sonucunda yetiskin Leydig
hiicrelerinde hipertrofi, golgi aparatinin genislemesi, mitokondri sayisinda artig ve mitokondri

dejenerasyonu goriiliir (48).



Erkek gonadlar1 androjenleri Gstrojenlere gevirebilirler. Geriye doniisiin olmadigi bu
cevrilmeden sorumlu olan enzime sitokrom P450 aromataz (P450arom) adi verilir (49). Bu
enzim omurgalilarda steroid {ireten hiicrelerin endoplazmik retikulumunda bulunur. P450arom
ratlarda olgun ve olgun olmayan Leydig hiicrelerinin yanisira sertoli hiicrelerinde de bulunur.
Domuz, ko¢ ve insanlarda ise bu enzimler Leydig hiicrelerinde bulunur (49). Leydig
hiicrelerinin fonksiyonlarmin diizenlenmesinde ostrojenlerin rolleri olduguna dair bir ¢ok
calisma vardir. Carreau ve ark. (50) P450arom enziminin Leydig hiicrelerinde ve
spermatidlerde lokalize olduklarini bildirmislerdir. Yetiskin Leydig hiicrelerinde P450arom
enziminin diizenlenmesi ve aktivitesi, LH ve steroid kontrolii altindadir. Seminifer tiibiildeki
bazi parakrin faktorlerde bunlarin i¢inde yer alir, germ hiicreleri leydig hiicrelerinden
P450arom enziminin lretilmesinde rol alirlar (51). Leydig hiicrelerinin iki tane Ostrojen
reseptorii altiinitesi (ER) vardir. Bunlar ERa ve ER[ olarak adlandirilirlar. Bunlarin
testosteronu 17B-estradiole c¢evirme kapasiteleri vardir. Leydig hiicreleri Gstrojene maruz
kalirlar. Bu maddeler, ¢evresel ajanlarda dahil, Leydig hiicrelerinin gelisimine ve
fonksiyonlarina zit etkiye, fertiliteyi bozmaya sebep olurlar (41).

Anti-Miillerian Hormon (AMH), Transforming Growth Faktor B (TGF-P) ailesinden
bir glikoproteindir. AMH, fetal ve prepubertal donemler boyunca Leydig hiicrelerinde
steroidogenezise etki eder. TGF-p ailesinin diger iiyeleri gibi AMH’ inda fetal ve prepubertal
donemler boyunca testikiiler steroidogenik fonksiyon {izerine otokrin/parakrin etkiye sahip
oldugu goriiliir (52). Steroidogenezis iizerindeki bu etkilerden Leydig hiicrelerindeki AMH
reseptorleri sorumludurlar (53).

Tiroit hormonu mezensimal hiicre Onciillerinin proliferasyonuna sebep olur ve onlarin
Leydig hiicre onciillerine farklilasmasini hizlandirirlar. Bu farklilasmay1 hizlandirirlarken ayni
zamanda yeni Leydig hiicrelerin sekillenmesini artirirlar. Tiroit bezinin hipofonksiyonunda

veya hiperfonksiyonunda Leydig hiicre proliferasyonu etkilenir (54).



GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde iiretilen, 3
aylik, agirliklar1 290-360 gr arasinda degisen 49 adet Wistar albino erkek si¢an kullanildi.
Ayn1 biyolojik ve fizyolojik Ozelliklere sahip deneklerimizden, her biri 7 sigcan igeren, 1’1
kontrol 6’s1 deney grubu olmak iizere toplam 7 grup olusturuldu. Deney siiresi boyunca, tim
deneklerimiz, optimum laboratuvar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda)
altinda, giinliik igme suyu ve %21 ham protein igceren pelet yemlerle (Purina) beslendi.

Calismamizda deneklerin skrotumuna sicak su uygulanmasi amaci ile deney grubu i¢in
sicaklig 43 °C ye ayarlanmis ve kontrol grubu i¢in ise sicakligi 22 °C ye ayarlanmis benmari
kullanildi. Gruplar Tablo 1 de goriildiigi gibi olusturuldu. Skrotal hipertermi olusturmak
amaci ile deney grubuna ait ratlarin skrotumlar, 43 “C ye ayarlanmis benmaride 6 giin
boyunca her giin 30 dakika, kontrol grubuna ait ratlarin skrotumlari ise 22 “C ye ayarlanmus
benmari i¢inde 6 giin boyunca her giin 30 dakika siire ile tutuldu. (56, 57).

Deneyde kullanilan tiim deneklerin baslangic ve bitis viicut agirliklart c¢alisma

sirasinda tartildi (Tablo 2).
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Tablo 1. Deney gruplari.

Gruplar Uygulama Siiresi
Kontrol (n=7) 22 °C /6 Giin/ 30 dk
Hipertermi sonrasi 1. giin (n=7) 43 °C /6 Giin / 30 dk
Hipertermi sonrasi 14. giin (n=7) 43 °C /6 Giin / 30 dk
Hipertermi sonrasi 35. giin (n=7) 43 °C/ 6 Giin/ 30 dk
Hipertermi sonrasi 70. giin (n=7) 43 °C /6 Giin/ 30 dk
Hipertermi sonrasi 105. giin (n=7) 43 °C /6 Giin / 30 dk
Hipertermi sonrasi 140. giin (n=7) 43 °C /6 Giin / 30 dk

Biitiin deneklerin sakrifikasyon zamanlar1 ayni giine denk getirilerek 50 mg/kg
ketamin-xylazine anestezisi altinda, her iki testis biyopsi materyali olarak alindi. Alinan
testilerin agirliklar1 tartildi (Tablo 2) ve bu materyaller 151tk ve elektron mikroskobik

gbzlemlerimiz i¢in islemlendirildi.

ISIK MiKSROSKOBIK INCELEME

Istk mikroskobik incelemeler igin testis materyalleri, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskopi Laboratuvar’inda islemlendirildi. Bu
amagla testis dokular1 Bouin fiksatoriinde 4 giin fikse edildikten sonra yikama islemine
gecildi. Dokular 2 giin %70’lik alkolde yikanarak, dehidratasyon islemine gecildi. Dokular
artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) 1’er saat tutuldu. Dehidratasyon asamasindan sonra
saydamlastirma basamagi i¢in dokular 3 seri 15’er dakika toluol ile muamele edildi. Gomme
isleminden 6nce dokular yumusak parafinde 1 gece tutuldu. Bir sonraki giin testis dokulari
yumusak parafinden alinarak 1 saat sivi sert parafinde tutularak, bloklandi. Bu bloklardan
alman 6pm kalinhigindaki kesitlere Hematoksilen+Eosin (H+E) boyas: uygulandi. Isik
mikroskobunda (Olympus CX31-Japan) Leydig hiicrelerinin fotograflari ¢ekildi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL iNCELEME

Immunohistokimyasal boyama igin Kus ve ark. (58) 1n kullandig1 yontem uygulandi.
Bu amagla testis dokusundan 6 pm kalinliginda kesitler alindi ve deparafinizasyon islemini

takiben kesitler suya indirildi. Daha sonra Fosfat Buffer Solusyonuna (PBS; pH 7.6) alinan
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kesitler, antijen retrival iginde mikrodalga firinda 15 dakika kaynatildi. Bu asamadan sonra
hidrojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in %3’liikk hidrojen peroksit ile 5 dakika
muamele edildi. Distile su ic¢inde g¢alkalanarak kesitler PBS ile yikandi. Spesifik olmayan
boyamanin Oniine gecmek amactyla oncelikle kesitler %1 preimmiin rabbit serum ile inkiibe
edildi. Daha sonra kesitler 23 °C de nemli chamber iginde testosteron monoklonal antikoru
(Bio-Genex, San Ramon CA, USA) ile 1 saat siire ile inkiibe edildi. Antikorun baglanabilmesi
icin biotin-streptavidin yontemi (Bio-Genex, San Ramon CA, USA) ile 3-amino 9 etil
karbazol (AEC), (Dako carpinteria CA, USA) kromojen olarak kullanildi. Kesitlere Mayer’s
Hematoksilen ile zit boyama uygulandi.

Sitoplazmalarinda testosteron bulunan Leydig hiicreleri, immiinohistokimyasal
yontemlerle boyandi. Leydig hiicrelerinin sayimi i¢in; Olympus marka BX 51 model
mikroskoba uyumlu 100 kare okiiler mikrometre kullanildi. Interstisyel alanlardan, rasgele
belirlenen 10 alanda 40’lik objektif biiyiitmesinde, 100 kare icerisine diisen birim alandaki
immiin pozitif olan hiicreler sayildi (59). Her grup i¢in seri kesitlerin sayilmasi ile elde edilen
rakamlarin aritmetik ortalamasi alindi. Boylece 100 kare okiiler mikrometrenin kapsadigi
alandaki ortalama Leydig hiicre sayist saptandi. Mikrometrik lam yardimi ile 40’lik objektif
biiylitmesi i¢in 100 kare okiiler mikrometrenin alani belirlendi. Bu hesaplama sonucunda grup
basina 625 pm*’deki ortalama Leydig hiicre sayisi tespit edildi. Sayilan hiicreler Tablo 3 de
gosterildi.

Calismamizda verilen istatiksel analizleri, Leydig hiicre sayimi ve agirhik takip
sonuglar1 Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Anlamli fark bulunan gruplar
arasindaki karsilagtirmalar i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanildi. Fark, P<0.05 oldugunda
anlamli kabul edildi.

ELEKTRON MiKROSKOBIiK iINCELEME

Elektron mikroskobik incelemeler i¢in;

1. Glutaraldehit (pH’s1 7.3, % 2.5’luk ) 1.5 saat Prefiksasyon

2. Fosfat tamponu 1 gece
3. 0sO4 (% 1°lik) 1 saat Postfiksasyon
4. Fosfat tamponu 15 dakika (dk) Yikama
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5. Dehidratasyon

% 50 10 dk
% 70 10 dk
% 90 10 dk
% 96 10 dk
% 100 20 dk
% 100 20 dk
% 100 20 dk
6. Propilen oksit (Saydamlastirma)
Propilen oksit I 20 dk
Propilen oksit II 20 dk
Propilen oksit I11 20 dk

7. Propilen oksit + araldit (Inkliizyon)

3 hacim Propilen oksit + 1 hacim Araldit 1 saat

1 hacim Propilen oksit + 1 hacim Araldit 1 saat

1 hacim Propilen oksit + 3 hacim Araldit 1 gece
8. Saf aralditte bekletme 1 saat
9. Kapsiile gomme, etiketleme
10. 45 C’lik etlivde 1giin, 60 C’lik etiivde 2 giin bekletme.

Bloklarin kesim bolgelerini belirlemek amaciyla, yar1 ince kesitler alinarak (RMC-

MTX Ultramikrotom-Amerikan), azur mavisiyle boyandi. Belirlenen bdlgelerden 40-60 nm
kalinliginda ince kesitler alinip, kesitler uranil asetat ve kontrasti artirmak amaci ile
Reynold’un kursun sitrat boyalar1 ile boyandi. Bu kesitler Jeol 1010 elektron mikroskobunda

incelenerek, bulgular fotograflandirildi.
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BULGULAR

AGIRLIK TAKiBi SONUCLARI

Kontrol ve deney gruplarina ait deneklerin baslangi¢ ve bitis viicut agirliklar ile testis
agirliklarinin kargilastirmasi Tablo 2 de gdsterilmistir. Viicut baslangi¢ ve bitis agirliklar
degerlendirildiginde hipertermi sonrasi 1. giin disindaki diger gruplarda ki deneklerin
agirliklarinin kontrole oranla arttig1 goriildii (P<0.05).

Kontrole gore kiyaslandiginda, tim deney gruplarinda testis agirliklarinda azalma
oldugu, en az azalmanin hipertermi sonrasi 1.giin grubunda oldugu goriiliirken (P < 0.05), en
yuksek diisiisiin hipertermi sonrast 105. giin grubunda oldugu goriildi (P < 0.0001).
Hipertermi sonras1 35, 70 ve 140. giin gruplarinda ise testis agirliklarinin kontrole oranla ayni1

oranlarda azaldig: tespit edildi (P<0.001).
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Tablo 2. Kontrol ve deney gruplarina ait viicut ve testis agirhklari.

Baslangic Bitis

Gruplar Viicut Agirhigi (g, Viicut Agirhigi Tek T(estiszAglrhgl
n=7) (g, n=7) g n=7)
Kontrol 312+13 314+14 1.874+0.10
Hipertermi sonrasi 1. glin 328+15 335+18 1.757+0.09"
Hipertermi sonrasi 14. giin 320+16 360+21° 1. 315+0.07*
Hipertermi sonrasi 35. giin 315+13 345+19° 0.786+0.06°
Hipertermi sonrasi 70. giin 340+18 368+22" 0.779+0.05°
Hipertermi sonrast 105. giin 330+17 355420° 0.696+0.04'
Hipertermi sonrasi 140. giin 333+17 345+19° 0.767+0.05°

"p<0.05 kontrolle kiyaslandiginda.
'p<0.05 kontrolle kiyaslandiginda.
ip<0.01 kontrolle kiyaslandiginda.
¥p<0.001 kontrolle kiyaslandiginda.
'p<0.0001 kontrolle kiyaslandiginda

KONTROL GRUBUNA AIT MORFOLOJIK BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait deneklerden alinan ve rutin H+E ile boyanan testis doku kesitleri
incelendiginde, seminifer tiibil sinirlarmin  diizgiin oldugu, seminifer tiibiillerde germ
hiicrelerinin diizenli dizildikleri tespit edildi. Interstisyel doku ve bu alandaki Leydig
hiicrelerinin normal histolojik yapida olduklar1 goriildii. Cogunlukla poligonal sekilli olan
Leydig hiicreleri, diizglin yuvarlaga yakin oval big¢imli ¢ekirdegi ve normal sinirlar iginde
eozinofilik boyanan sitoplazmasi ile ayirt edildi (Resim 1).

Kontrol ve deney gruplarinin testis kesitlerine uygulanan immiinohistokimyasal
boyama sonucunda testosteron pozitif Leydig hiicreleri degerlendirildi (Tablo 3). Immiin
pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin sayiminda en yiiksek degerin kontrol grubunda
oldugu goriildii. Kontrol grubuna ait Leydig hiicrelerinin kuvvetli immiin reaksiyon verdigi

goriildii (Resim 2).
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Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu deneklerde yapilan incelemede; Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda
tiibiiler kristali mitokondriler ve aktif DER sisternalar1 normal yapilar1 ile ayirt edildi.
Okromatin yapidaki nukleusun olduk¢a diizenli, yuvarlaga yakin oval bigimli oldugu,

kromatin materyalinin ise homojen dagildigi izlendi (Resim 3).
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Resim 1. Smirlar diizgiin seminifer tibiillerde, diizenli dizilim gdsteren germ hiicreleri (*) goriilmekte.
Interstisyel sahada yerlesmis olan poligonal sekilli Leydig hiicrelerinin (—) oval bigimli niikleusu ve eozinofilik

boyanan sitoplazmasi dikkati gekmekte. H+E, X400.

R
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Resim 2. Interstisyel sahada kuvvetli immiinreaktivite gosteren testosteron pozitif Leydig hiicreleri (—) ve
seminifer tiibiillerde diizenli dizilim gdsteren germ hiicreleri (*) gériilmekte. immiinoperoksidaz, hematoksilen

z1t boyamasi, X400.
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Resim 3. Okromatin yapida, oval niikleuslu (N) Leydig hiicresinin sitoplazmasinda tiibiiler kristal1 mitokondriler

(Mi) ve aktif haldeki DER sisternalar1 (DER) dikkati gekmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X6000.
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HiPERTERMI SONRASI 1. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJIK
BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

6 giin hipertermi uygulamasini takiben 1 giin sonra alinan ve rutin H+E ile boyanan
testis doku kesitleri incelendiginde, seminifer tiibiil smirlar1 diizglin olmasina ragmen,
tiibiillerde sertoli hiicrelerinin uzantillar1 arasinda germ hiicre diziliminin bozuldugu ve
spermatogenik seriye ait birkac hiicrenin mevcudiyeti dikkati cekti. Interstisyel alandaki
Leydig hiicrelerinin normal histolojik yapilarinin bozuldugu, sitoplazmalarinda kayiplarin ve
cekirdek yapilarinda ise diizensizliklerin oldugu izlendi (Resim 4).

Hipertermi sonras1 1. giin grubunda immiin pozitif hiicrelerin sayisinin oldukca
azaldigi ve immiinohistokimyasal olarak boyanan birka¢ Leydig hiicresinin de kontrol

grubuna oranla ¢ok zayif immiin reaksiyon verdigi izlendi (P<0.0001), (Resim 5).

Elektron Mikroskobik Bulgular

6 giinliik hipertermi uygulamasindan sonraki 1. giinde yapilan elektron mikroskobik
incelemede, Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinin belli bolgelerine lokalize olmus, yogun
yerlesimli cogunlukla yuvarlak ya da oval sekilli, tiibiiler krista yapisinda yer yer
diizensizliklere sahip mitokondrilere rastlandi. DER sisternalarinin gekillerinde diizensizlesme
ile birlikte belirgin dilatasyon dikkat ¢ekici boyutta izlendi. Bunlarin yam sira hiicrelerin oval
sekilli, okromatin yapida nukleusa sahip olmalarina ragmen, nukleuslarda yer yer derin

invaginasyonlar ve kii¢iik ¢entikler i¢erdigi gozlendi (Resim 6, 7).
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Resim 4. Simirlan diizgiin seminifer tiibiillerde, sertoli hiicrelerinin uzantilar1 arasinda germ hiicre diziliminin
bozuldugu (*) goriilmekte. Leydig hiicrelerinin (—) sitoplazmalarindaki kayip ve c¢ekirdek yapilarindaki

diizensizlikler dikkati cekmekte. H+E, X400.

Resim 5. interstisyumda sayilari oldukga azalmus, ¢ok zayif immiin pozitif reaksiyon gosteren Leydig hiicreleri
(—) dikkati ¢ekmekte. Seminifer tiibiillerde germ hiicre diziliminin bozuldugu (*) goriilmekte.

Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 6. Bir kapilerin (K) komsulugunda yerlesmis, oval sekilli 6kromatin yapidaki niikleusun (N) yer yer derin
invaginasyonlar ve kiiciik ¢entikler icerdigi gozlendi. Leydig hiicrelerinin (LH) sitoplazmalarinda yogun
yerlesimli mitokondriler (Mi) ve yer yer dilate olmus diizensiz sekilli DER sisternalar1 (DER) dikkati gekmekte.
Uranil asetat-Kursun sitrat, X2500.
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Resim 7. Okromatin yaplda niikleusa (N) sahip Leydig hiicresinde dilate olmus ve diizensiz sekllh DER
sisternalar1 (DER) ve tiibiiler krista yapis1 bozulmus mitokondriler (Mi) goriilmekte. Komsu Leydig hiicresinde
de benzer bozukluklarin oldugu dikkati cekmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X20000.
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HiPERTERMiI SONRASI 14. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJIK
BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

Hipertermi uygulamasini takiben 14 giin sonra alinan ve rutin H+E ile boyanan testis
doku kesitleri incelendiginde, seminifer tiibiillerde yer yer hafif diizensizliklere ragmen, tiibiil
yapilarinin biiyiik 0Ol¢lide korundugu goriildii. Seminifer tiibiillerde germ epiteline ait
hiicrelerin ve spermiyogenezin kayboldugu; tiibiillerin bazal kismina yakin olarak yerlesmis
bulunan ve dejenere olmus sertoli hiicrelerinin yer yer genis vakuoller olusturmakla birlikte
liimene dogru uzanan sitoplazmik uzantilarinin varlig: tespit edildi. Hipertermi sonrasi 1. giin
grubuyla kiyaslandiginda, interstisyel alandaki artigla birlikte Leydig hiicrelerinin de
proliferasyonu dikkat cekiciydi. Az sayida normal goriiniimlii Leydig hiicrelerinin yani sira,
cogunlukla poligonal yapilar1 bozulmus ve sitoplazma kaybi sonucu biiziiserek ig seklini
almis diizensiz Leydig hiicrelerine de rastlandi (Resim 8).

Hipertermi sonrasi 14. giin grubunda immiin reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin
sayisinda hipertermi sonrasi 1. giin grubuna oranla artis oldugu gozlendi. Immiin pozitif
reaksiyon veren az sayida Leydig hiicrelerinin interstisyel alanin periferinde lokalize olduklar1
ve yukarida adi1 gecen diizensiz 1§ seklindeki hiicrelerin ise immiin reaktivite gostermedikleri

tespit edildi (Resim 9).

Elektron Mikroskobik Bulgular

6 giinliik hipertermi uygulamasindan sonraki 14. giinde yapilan elektron mikroskobik
incelemede, Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda yogun yerlesmis DER sisternalarinda
cogunlukla belirgin bir dilatasyonla birlikte, yer yer normal goriiniimde sisternalara da
rastlandi. Sitoplazma icerisindeki seyrek yerlesmis mitokondrilerin sekillerinde ve tiibiiler
krista yapilarinda bozukluklar dikkat ¢ekiciydi. Eksentrik yerlesmis niikleolusa sahip
Okromatin yapidaki hiicrenin niikleusunda kromatin materyalin yer yer niikleer lamina altinda
hafif kondanse oldugu goriildii. Bazi bolgelerde niikleer lamina membranlar1 arasinda
ayrilmalar izlenmekteydi. Bunlarin yani sira sitoplazma i¢inde ¢ok az sayida lipid

damlaciklarina da rastlandi (Resim 10, 11).
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Resim 8. Seminifer tiibiillerde yer yer hafif diizensizlikler, germinal seri hiicrelerinde kayiplar, tiibiillerin bazal
kisimlarinda sertoli hiicrelerinin dejenerasyonundan kaynaklanan genis vakuoller (*) goriilmekte. Interstisyel
alandaki artigla birlikte Leydig hiicrelerinin proliferasyonu ve ¢ogunlukla poligonal yapilari bozulmus ve

sitoplazma kayb1 sonucu biiziiserek ig seklini almis diizensiz Leydig hiicreleri dikkati ¢gekmekte. H+E, X400.

Resim 9. Immiin pozitif reaksiyon veren az sayida Leydig hiicresinin interstisyel alanin periferinde lokalize
oldugu (—) ve diizensiz ig seklindeki hiicrelerin immiin reaktivite gostermedikleri dikkati cekmekte. Seminifer
tibiillerin bazal kisimlarinda sertoli hiicrelerinin dejenerasyonundan kaynaklanan genis vakuoller (¥*)

goriilmekte. Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 10. Eksentrik yerlesimli niikleolus iceren (Nu) 6kromatin yapidaki niikleusun (N) niikleer laminasi

altinda kromatin materyalin yer yer kondanse oldugu goriilmekte. Hiicrenin sitoplazmasinda belirgin sekilde
dilate olmus yaygin yerlesime sahip DER sistenalar1 (DER), sekilleri bozulmus, tiibiiler krista yapilar1 diizensiz
mitokondriler (Mi) ve lipid damlacig: (L) dikkati cekmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X6000.

Resim 11. Niikleer lamina membranlart arasinda ayrilmalar (»), DER sisternalarinda (DER) dilatasyon ve
mitokondri (Mi) yapisinda bozukluklar dikkati gekmekte. Niikleusun hemen altinda yerlesmis lipid damlacig: (L)
goriilmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X15000.

24



HiPERTERMI SONRASI 35. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJIK
BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

Hipertermi uygulamasini takiben 35 giin sonra alinan ve rutin H+E ile boyanan testis
doku kesitleri incelendiginde, seminifer tiibiil duvarinda sertoli uzantilarinin olusturdugu
vakuollerde artis oldugu, ayrica tiibiil ¢aplarinin azalmasina bagli olarak interstisyel alandaki
bosluklarin arttig1 gézlendi. Hipertermi sonrasi 14. giin grubuyla kiyaslandiginda, interstisyel
alandaki artis ile birlikte Leydig hiicre proliferasyonunun devam ettigi tespit edildi. Pek ¢ok
sayida eozinofilik boyanan sitoplazmaya sahip normal goriiniimlii Leydig hiicrelerinin yani
sira, cogunlukla poligonal yapilar: bozulmus ve sitoplazma kaybi sonucu biiziiserek ig seklini
almig diizensiz Leydig hiicrelerine de rastlandi. (Resim 12).

Hipertermi sonrasi 35. giin grubundaki immiinohistokimyasal reaksiyon veren Leydig
hiicrelerin de artisin devam ettigi goriildii. Immiin pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin
interstisyel alanin periferinde lokalize olduklar1 ve interstisyel alanin merkezinde yer alan

dejeneratif hiicrelerin ise immiin reaktivite gostermedikleri tespit edildi (Resim 13).

Elektron Mikroskobik Bulgular

6 giinliik hipertermi uygulamasindan sonraki 35. giinde yapilan elektron mikroskobik
incelemede, Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda normal yapidaki DER sisternalar1 arasinda
yer yer dilate olmus DER sisternalarina da rastlandi. Tiibiiler kristali mitokondrilerin ve Golgi
kompleksinin genel olarak yapilarim1 koruduklar1 gézlendi. Hipertermi sonrasi 1 ve 14. giin
gruplarina nazaran, bu grup deneklerde hiicre sitoplazmasi igerisinde daginik yerlesmis lipit
damlaciklar1 daha belirgin izlendi. Hafif ¢entikli niikleusa sahip hiicrenin 6kromatin yapidaki
materyalinin yer yer niikleer lamina altinda hafif kondanse oldugu, ayrica baz1 bolgelerde
niikleer lamina membranlar1 arasinda ayrilmalarin devam ettigi saptandi (Resim 14). Bunlarin
yani sira, interstisyumda hipertermi sonucu agir dejenerasyona ugramis, poligonal yapilar
bozulmus ve sitoplazma ile birlikte hiicre organallerinin kayb1 sonucu biiziiserek ig seklini
almis diizensiz ve kondanse Leydig hiicrelerine de rastlandi. Leydig hiicrelerinin

komsulugunda yer alan makrofajlar dikkat ¢ekmekteydi (Resim 15).
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Resim 12. Seminifer tiibiillerin duvarindaki vakuollerin sayisinda artis oldugu, ayrica tiibiil g¢aplarinin
azalmasima bagli olarak interstisyel alandaki bosluklarin da arttig1 (*) gdzlenmekte. interstisyumda ¢ok sayida
eozinofilik sitoplazmaya sahip normal goériiniimlii Leydig hiicrelerinin (—) yan1 sira, biiziiserek ig seklini almig

diizensiz hiicreler de dikkati gekmekte. H+E, X400.
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Resim 13. Immiin pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin interstisyel alanin periferinde lokalize olduklar
(—) ve merkezde yer alan dejeneratif hiicrelerin ise immiin reaktivite gostermedikleri dikkati gekmekte. Caplart

azalmis seminifer tiibiiller (*) goriilmekte Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 14. Centikli yapida niikleusa (N) sahip bir Leydig hiicresinde, kromatin materyalin daha ¢ok niikleer
lamina altinda kondanse oldugu ve bazi bdlgelerde niikleer lamina membranlar arasinda ayrilmalarin devam
ettigi (») goriilmekte. Sitoplazmada normal yapidaki DER sisternalarinin (DER) arasinda dilate olmus ve sekli
bozulmus olanlar dikkati ¢gekmekte. Ayrica tiibiiler kristali mitokondriler (Mi), normal yapida Golgi kompleksi
(G) ve bir kag lipid damlacigi (L) ayirt edilmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X12000.

Resim 15. Centikli niikleusa (N) sahip, sitoplazmasinda ¢ok sayida lizozom (Li) bulunduran bir makrofajin (M)

komsulugunda yerlesmis, agir dejenerasyona ugramis Leydig hiicreleri (LH) dikkati ¢ekmekte. Uranil asetat-
Kursun sitrat, X6000.
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HiPERTERMI SONRASI 70. GUN GRUBUNA AiT MORFOLOJIK
BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

Hipertermi uygulamasini takiben 70 giin sonra alinan ve rutin H+E ile boyanan testis
doku kesitleri hipertermi sonrasit 35. giin grubuyla kiyaslandiginda, interstisyel alandaki
benzerliklere ragmen, seminifer tiibiillerde biiziismelerin arttig1 gozlendi. (Resim 16).

Hipertermi sonrasi 70. giin grubunda ki immiinohistokimyasal reaksiyon veren Leydig
hiicrelerinin sayisal ve lokalizasyon olarak 35. giin grubuyla benzerlik gosterdigi belirlendi

(Resim 17).

Elektron Mikroskobik Bulgular

6 giinliik hipertermi uygulamasindan sonraki 70. giinde yapilan elektron mikroskobik
incelemede, Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda yogun olarak yerlesmis olan mitokondrilerin
sekillerini ve tlibiiler krista yapilarimi koruduklart goriildii. Yer yer dilate olmus DER
sisternalar1 dikkat c¢ekmekteydi. Kromatin materyalin daha ¢ok niikleer lamina altinda
yogunlastigt ve niikleus seklinin hafif diizensizlestigi aywirt edildi. Az sayida lipit
damlaciklarina rastlandi (Resim 18). Interstisyumda yer yer kapiler etrafinda yerlesen agir
hasara ugramis kondanse goriiniimde dejeneratif Leydig hiicreleri bu grupta da goriildi

(Resim 19).
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Resim 16. Seminifer tiibiillerde biiziismelerin ve vakuolizasyonun arttigi (*) goriilmekte. Interstisyumun
yogunlugundaki artisla birlikte, ¢ok sayida eozinofilik sitoplazmaya sahip normal goriiniimlii Leydig hiicreleri
(—) ve yer yer ig seklini almig diizensiz hiicreler de dikkati gekmekte. H+E, X400.
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Resim 17. Immiin pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin interstisyel alanin periferinde lokalize olduklar
(—) ve merkezde yer alan dejeneratif hiicrelerin ise immiin reaktivite gostermedikleri dikkati ¢ekmekte.
Duvarinda biizismeler olan ve ¢ok sayida vakuol igeren dejenere olmus seminifer tiibiiller (*) goriilmekte.

Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 18. Niikleus (N) seklinde hafif diizensizlesme ile birlikte niikleer lamina altinda kondanse olmus kromatin
materyal (*) dikkati ¢ekmekte. Yuvarlak sekilli mitokondrilerin (Mi) tiibiiler krista yapilarin1 koruduklari, yer
yer dilate olmus DER sisternalart (DER) goriilmekte. Niikleusun komsulugunda bir lipid damlacigi ayirt
edilmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X20000.

& . :
Resim 19. Bir kapiler (K) komsulugunda yerlesmis hasara ugramis, kondanse goriiniimde dejeneratif Leydig

hiicreleri (LH) dikkati ¢gekmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X4000.
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HiPERTERMI SONRASI 105. GUN GRUBUNA AIT MORFOLOJIK
BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

Hipertermi uygulamasini takiben 105 giin sonra alinan ve rutin H+E ile boyanan testis
doku kesitleri hipertermi sonrast 70. giin grubuyla kiyaslandiginda, interstisyel alandaki
benzerliklere ragmen, seminifer tiibiillerde biiziigmelerin iyice arttig1 gézlendi (Resim 20).

Hipertermi sonras1t 105. giin grubunda ki immiinohistokimyasal reaksiyon veren
Leydig hiicrelerinin sayisal ve lokalizasyon olarak 35 ve 70. giin gruplariyla benzerlik

gosterdigi belirlendi (Resim 21).

Elektron Mikroskobik Bulgular

6 glinliik hipertermi uygulamasindan sonraki 105. giinde yapilan elektron mikroskobik
incelemede, Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda normal yapidaki DER sisternalar1 arasinda
yer yer dilatasyona ugramig DER sisternalarina rastlandi. Genel olarak yuvarlak sekle sahip
tiibiiler kristal1 mitokondrilerin yapilarin1 koruduklar1 goriildii. Oval sekle sahip genel olarak
Okromatin yapidaki hiicre niikleusunda kromatin materyalin niikleer lamina altinda hafif
diizeyde kondanse oldugu gozlendi. Ayrica niikleer membranlar arasinda ayrilmalar dikkat
cekmekteydi (Resim 22). Interstisyel alanda makrofaj komsulugunda yerlesmis,

dejenerasyona ugramis kondanse Leydig hiicreler ayirt edildi (Resim 23).
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Resim 20. Agir dejenerasyona ugramus, asir1 diizeyde biiziilmeye ugramis seminifer tiibiiller (*) dikkati
cekmekte. Interstisyel alanda yogunluk artisi, ok sayida eozinofilik sitoplazmaya sahip normal gériiniimlii

Leydig hiicresi (—) ve yer yer ig seklini almis diizensiz sekilli hiicreler izlenmekte. H+E, X400.

Resim 21. Immiin pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin interstisyel alanin periferinde lokalize olduklar
(—) ve merkezde yer alan dejeneratif hiicrelerin ise immiin reaktivite gdstermedikleri dikkati ¢ekmekte.

Seminifer tiibiillerde artan biiziisme ve sekil bozukluklar1 (*) dikkati ¢ekmekte. Immiinoperoksidaz,

hematoksilen zit boyamasi, X400.
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hafif diizeyde kondanse oldugu, niikleer membranlar arasinda ayrilmalar oldugu (P ) goriilmekte. Sitoplazmada

belirgin sekilde dilate olmug DER sisternalart (DER) arasinda normal yapidaki sisternalar ve yuvarlak sekilli

mitokondriler (Mi) dikkati gekmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X12000.
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Resim 23. Hafif ¢entikli niikleusa (N) sahip, sitoplazmasinda ¢ok sayida lizozom (Li) igeren bir makrofaj (M)
komsulugunda yerlesmis, dejenerasyona ugramis kondanse goriiniimde bir Leydig hiicresi (LH) dikkati

¢ekmekte. Uranil asetat-Kursun sitrat, X5000.
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HiPERTERMI SONRASI 140. GUN GRUBUNA AIT MORFOLOJIK
BULGULAR

Isik Mikroskobik Bulgular

Hipertermi uygulamasini takiben 140 giin sonra alinan ve rutin H+E ile boyanan testis
doku kesitleri incelendiginde, seminifer tiibiillerin genel histolojik goriiniimii germ epitelinin
olmamasi, tiibiil i¢inde genis ve ¢ok sayida vakuollerin olmasi ile diger gruplara benzerlik
gosterdigi, ancak tiibiil yapilarinda goriilen biiziismelerin 6zellikle hipertermi sonrast 105. giin
grubuna gore cogunlukla kayboldugu goriildii. Hipertermi sonras1 105. giin grubuyla
kiyaslandiginda, interstisyel alandaki artis ile birlikte Leydig hiicre proliferasyonunun devam
ettigi tespit edildi. Pek ¢ok sayida eozinofilik boyanan sitoplazmaya sahip normal goriiniimlii
Leydig hiicrelerinin yani sira, dejeneratif Leydig hiicrelerinin azaldig: tespit edildi (Resim
24).

Hipertermi sonrast 140. giin grubundaki immiinohistokimyasal reaksiyon veren
Leydig hiicre sayisinda, diger deney gruplarina oranla daha fazla artisin oldugu ve immiin
pozitif hiicrelerin interstisyel alanin sadece periferinde degil, diger kisimlarinda da lokalize
oldugu gorildii. Ayrica, interstisyel alandaki immiin reaksiyon vermeyen dejeneratif

hiicrelerin sayisinda belirgin bir azalmanin oldugu tespit edildi (Resim 25).

Elektron Mikroskobik Bulgular

6 glinliik hipertermi uygulamasindan sonraki 140. giinde yapilan elektron mikroskobik
incelemede, Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda genel olarak normal, oval sekilli tiibiiler
krista yapist belirgin mitokondrilere rastlandi. DER sisternalarinda hafif diizeyde
dilatasyonlar dikkat ¢ekiciydi. Niikleolusu eksentrik yerlesmis oval sekilli 6kromatin yapidaki
niikleus, normal yapisi ile izlendi. Hipertermi sonrast 14, 35 ve 105. giinlerde gozlenen

niikleer membranlar arasindaki dilatasyonlara bu grupta rastlanmadi (Resim 26).
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Tablo 3. Immiinohistokimyasal olarak testosteron pozitif hiicre sayilari.

Leydig Hiicre Say1s1

Gruplar 5
Adet/625 pm
Kontrol (n=7) 21.6+4.1
Hipertermi sonrasi 1. giin (n=7) 6.4+0.4"
Hipertermi sonras1 14. giin (n=7) 9.5£1.2°
Hipertermi sonrasi 35. giin (n=7) 12.342.6
Hipertermi sonrasi 70. giin (n=7) 12.7+2.4¢
Hipertermi sonras1 105. giin (n=7) 12.842.2¢
Hipertermi sonrasi 140. giin (n=7) 16.6+3.1°

"p<0.0001 kontrolle kiyaslandiginda.
p<0.001 kontrolle kiyaslandiginda.
ip<0.01 kontrolle kiyaslandiginda.
¥%<0.05 kontrolle kiyaslandiginda.
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Resim 24. interstisyel alandaki artis ile birlikte Leydig hiicre proliferasyonunun devam ettigi, pek ¢ok sayida
eozinofilik boyanan sitoplazmaya sahip normal goriiniimlii Leydig hiicrelerinin yani sira, dejeneratif Leydig
hiicrelerinin azaldig1 izlenmekte. Seminifer tibiillerin duvarlarinda daha hafif biiziisme olmasina ragmen, hala
germinal seri hiicrelerinde asir1 kayip ve diizensizligin devam etigi, sertoli hiicrelerinin dejenerasyonuna bagl

olarak biiyiik vakuollerin ortaya ¢iktigi (*) goriillmekte. H+E, X400.

Resim 25. Hafif diizeyde biiziismiis hasarlanmis seminifer tiibiiller (*) arasinda yer alan interstisyumda, immiin
pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin (—) interstisyel alanin sadece periferinde degil, diger kisimlarinda
da lokalize oldugu; ayrica, interstisyel alandaki immiin reaksiyon vermeyen dejeneratif hiicrelerin sayisinda

belirgin bir azalmanin oldugu izlenmekte. iImmiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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niikleusa sahip Leydig hiicresinin sitoplazmasinda, genel olarak normal yapida, tiibiiler krista yapisi belirgin

mitokondriler (Mi) ve hafif diizeyde dilate olmus DER sisternalar1 (DER) dikkati ¢ekmekte. Uranil asetat-
Kursun sitrat, X6000.
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TARTISMA

Testisin, sperm iiretimi ve testosteron sekresyonu olmak iizere iki 6nemli fonksiyonu
vardir. Bu fonksiyonlarina bagl olarak testisin anatomik olarak iki yapist 6n plana ¢ikar.
Bunlar sirastyla seminifer tiibiiller ve Leydig hiicreleridir. Testisin yapisal olarak kisimlara
ayrilmasi, fonksiyonel olarak da ayrilmaya bir sebep olur. LH kontrolii altinda Leydig
hiicrelerinden testosteron sekresyonu ve testosterona FSH’mn eslik etmesi ile testiste
spermatogenezisin kontrolii saglanir. Andersson ve arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 bir ¢aligmada
spermatogenik disfonksiyonun genelde Leydig hiicrelerinin disfonksiyonu ile baglantili
oldugunu bildirmislerdir (60).

Spermatogenik bozukluklari olan insanlarla ilgili yapilan birgok ¢alismada, testosteron
seviyesinin acik olarak ¢ok diisiik oldugu veya normal sinirlarin en alt limitinde oldugu ve
buna yiiksek seviyede LH 1n eslik ettigi saptanmustir (61, 62).

Leydig hiicrelerinin disfonksiyonunun spermatogenetik disfonksiyona sebep oldugu
rodentler lizerinde yapilan g¢alismalarla gosterilmistir (63, 64). Bu calismalarda normal
ratlarda spermatogenik hasar, radyasyona maruz birakilma, vit A eksikligi, kriptorsidizm veya
hidroksitire gibi kemoterapotik ajanlarin kullanilmasi ile olusturulmustur. Bu caligmalarda
diisiik testosteron konsantrasyonu ile eslik eden yiiksek LH seviyeleri bulgular1 da tespit
edilmistir (63, 64).

Spermatogenik disfonksiyonu etkileyen diger bir faktor termal strestir. Ayrica sauna
veya sicak banyolarin sebep oldugu testikiiler 1s1 artig1 da spermatogenezisi bozabilmektedir

(12, 13). Bu ¢alismada; skrotal hipertermi uygulanarak Leydig hiicrelerinin viicut sicakliginin
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iistiinde bir sicaklik derecesine maruz kalmasi nedeniyle bu hiicrelerde ¢esitli hasarlar
olusmustur.

Yapilan bir calismada tek doz hipertermi uygulamasinin ardindan testislerde ortaya
cikan hasarda geriye doniisiin ancak 40 giin sonra basladigi ve 60. giin ve sonrasina kadar
stirebildigi tespit edilmistir (65). Testise uygulanan tekrarli hipertermi uygulamalarinda testis
agirh@indaki kaybin aylarca geriye donmeyebilecegi bildirilmistir (66). Calismamiz
hipertermi sonrasinda tiim deney gruplarindaki testis agirliklarinin kontrole oranla azaldig: ve
hipertermi sonras1 140. giine ragmen agirlik artisinda herhangi bir geri doniisiin olmadig1 goz
oniine alindiginda Setchell (65)’in ¢alismasiyla zitlik, Bowler (66)’in ¢alismasiyla benzerlik
gostermektedir. Calismamizda testis agirliklarinin  geriye donemeyisinin sebebi olarak,
hipertermi uygulamamizin tek doz degil tekrarli uygulamalardan kaynaklandigi
kanaatindeyiz.

Ko¢ ve domuzlar tlizerinde yapilan kriptorsidizm c¢alismalarinda total Leydig hiicre
sayilarinda azalma oldugu tespit edilmistir (67, 68). Yapilan ¢alismalarda deneysel olarak
olusturulan kriptorsidizmde Leydig hiicrelerinin bozuldugu gosterilmistir (69, 70). Leydig
hiicreleri sicaklik stresine karst ¢cok hassastir. Leydig hiicrelerinin sekstiel steroidleri iiretme
fonksiyonlart sicaklik etkisi ile birlikte gegici olarak fakat ani olarak azalir (10, 71).

Lue ve arkadaslar1 (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada, ratlarin skrotumlarina 43 derecede
15 dk tek doz hipertermi uygulamislardir ve ¢alismalarinin sonucunda serum testosteron
seviyesinde anlamli bir degisiklik olmamakla birlikte, intratestikiiler testosteron seviyesinde
anlamli bir sekilde azalma oldugunu bildirmislerdir. Intratestikiiler testosteron seviyesinin
hipertermi uygulamasindan 2 giin sonra azaldigini, testosteron seviyesinin hipertermi sonrast
9. giinden itibaren diizelmeye basladigini gostermislerdir (55).

Ren ve arkadaslar1 (2006) deneysel olarak ratlarda olusturduklari kriptorsidizm sonrasi
plazma testosteron seviyesini degerlendirmek icin olusturduklari 4 gruptaki ratlari cerrahi
girisim sonras1 1, 3, 5 ve 7.glinlerde sakrifiye ederek testosteron seviyelerine bakmislardir.
Operasyon sonrast 1. ve 3. giinlerde plazma testosteron konsantrasyonunda anlamli sekilde
azalma oldugunu ve operasyondan sonraki 5. gilinde sakrifiye edilen ratlarda ise plazma
testosteron seviyesinin diizeldigini bildirmislerdir (72).

Lue ve arkadaslar1 (2002) maymunlar iizerinde yaptiklar1 bir calismada, deneklerin
skrotumlarin1 6 giin boyunca, giinde 30 dk 43 derece sicak su banyosunda tutmuslardir.
Calisma sonunda gegici olarak azalan serum testosteron seviyesinin 2. haftadan sonra geriye

dondigiinii bildirmislerdir (73). Lue ve arkadaglar1 (1999) ratlar iizerinde yaptiklar1 farkli bir
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calismada tek doz hipertermi uygulamasi sonunda ayni bulgular1 elde ettiklerini rapor
etmislerdir (55).

Calismamizda hipertermi uygulamasi sonrast akut ve kronik donemde yapmis
oldugumuz incelemelerde, Leydig hiicrelerinin hasara ugradigini ve dolayisiyla testosteron
pozitif reaksiyon veren hiicrelerin sayisinda 6nemli birsekilde azalmanin oldugunu tespit ettik.
Elde ettigimiz bulgular yukarida ad1 gecen arastiriclarin elde ettigi bulgular ile uyusmaktadir.
Yapilan hipertermi Leydig hiicresi c¢aligmalarinda, testosteronun immiinohistokimyasal
yontemle boyanarak gosterilmesine dair calismalara rastlanilmamistir. Biz c¢aligmamizda
Leydig hiicrelerini hipertermi sonrasi akut ve kronik donemde testosteron {iretimi agisindan
incelemek amaci ile immiinohistokimyasal boyama yontemini kullandik. Akut doénemde
testosteronun pozitif reaksiyon veren hiicre sayisinin kontrole oranla oldukca azaldigi, kronik
donemde ise akut doneme ait gruplara oranla testosteron pozitif hiicre sayisinda artig
oldugunu gozlemledik.

Damber ve arkadaglari (1980) 43 derecede 30 dakika tek doz hipertermi
uygulamasindan sonra yaptiklar1 elektron mikroskobik incelemeler sonucunda deney
grubundaki ratlarin Leydig hiicrelerinde lipit damlaciklarinin arttigini bildirmislerdir (74).

Ezesoar (1985), skrotal ve abdominal testisleri karsilastirarak yaptigi elektron
mikroskobik bir calismada, abdominal testiste skrotal testise oranla hiicre sitoplazmasinda ¢ok
sayida lipit damlaciklarinin oldugunu gdstermistir (75).

Bizim yaptigimiz elektron mikroskobik incelemelerde hipertermi uygulamasi sonucu
gruplarda lipit damlaciklarimin arttifina yonelik herhangi bir bulguya rastlanmadi.

Ezasoar (1985), abdominal testisin elektron mikroskobik incelemelerinde, Golgi
aygitinin sitoplazma icinde az yer kapladigini, daha kisa ve dar sisternalar igerdigini
bildirmigtir. Tibiler kristali mitokondrilerin de abdominal testiste sitoplazmanin belli
bolgelerinde lokalize oldugunu ve kristalarinin matriks iginde diizensizlestigini ve
dilatasyonlarin olustugunu bildirmistir (75). Calismamizda yaptigimiz elektron mikroskobik
incelemeler sonucunda kontrol grubunda normal yapida goriilen tiibiiler kristali mitokondriler,
DER sisternalari, okromatin yapidaki nukleusun deney gruplarinda hasara ugradiklarim
gordiik. Hipertermi sonrast 1 ve 14. giin gruplarinda agir dejenerasyona ugramis hiicrelerde,
mitokondrilerde tilibiiler krista yapilariin kismen bozuldugunu, DER sisternalarinin
diizensizlestigi ve bu sisternalarda genis dilatasyonlarin oldugunu goézlemledik. Hipertermi
sonrast 35, 70 ve 105. giin gruplarinda ise bu hasarlarin 1 ve 14. giinlere oranla daha hafif

oldugunu saptadik. Hipertermi sonrasi 140. giin grubunda hasarlarin daha da azaldigi
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belirlendi. Elde ettigimiz bulgularin yukarida adi gecen arastiricilarin bulgular ile paralellik
gosterdigi tespit edildi.

Teerds (1999) yaptig1 bir calismada tek doz 75-100 mg/kg ethan dimethan siilfonat
(EDS) enjeksiyonu ile Leydig hiicrelerinin 12 saat i¢inde tahrip oldugunu ve bu tahribatin 72
saat i¢inde tamamlandigini bildirmistir. Bu esnada Leydig hiicrelerinde gergeklesen
degisiklikleri sOyle tarif etmistir; DER dilatasyonu, Golgi aygitinda hipertrofi, kondanse
olmus niikleer kromatin ve interstisyel alandaki makrofajlarin fagositik aktivasyonu (76).
Biitiin bu isaretler Leydig hiicrelerinin apoptozise gittigini gostermektedir (36).

Kriptorsid ratlarda yapilan incelemelerde makrofajlarin arttigi tespit edilmistir (77).
Gaytan’in (1994) yaptig1 bir seri caligmada interstisyel alandaki makrofajlarin Leydig hiicre
farklilagmasi icin gerekli oldugu bildirilmistir. Yaptiklar1 caligmada intratestikiiler enjeksiyon
yolu ile kullandiklar1 kimyasal ajanla sag testiste makrofajlarin sayisinda azalma saglamislar,
uygulanan EDS ile her iki testisteki Leydig hiicrelerinin rejenerasyonunu incelemislerdir.
Makrofaj sayisinin azaldigi sag testiste rejenere olan Leydig hiicre sayisinin daha az oldugunu
gostermiglerdir (78). Arastiricilar Leydig hiicrelerinin  farklilanmasinda makrofajlara
gereksinim duyuldugunu bildirmislerdir (36).

Gaytan’in (1995) yaptig1 bir diger ¢alismada EDS’nin sebep oldugu Leydig hiicre
Olimiinde makrofajlarin islevleri ile ilgili olmustur. EDS enjeksiyonunu takip eden ilk 2
giinde sham ve hipofizektomi gruplarinda makrofaj sayisinda artis oldugunu gostermistir.
Hipofizektomi grubundaki makrofaj sayisinin artisinin daha yavas gergeklestigini gézlemistir.
Bu grupta 6zellikle hipofizektomiden uzun zaman sonra makrofajlarin fagositik aktivitesinin
azaldigimi bildirmistir. Arastirmact makrofajlarin EDS’nin sebep oldugu, Leydig hiicre
Oliimlerinde aktif olarak rol aldiklarini ortaya koymustur (79).

Calismamizda yaptigimiz elektron mikroskobik incelmelerde deney gruplarimizda agir
dejenerasyona ugramigs Leydig hiicrelerinin  komsulugunda makrofajlarin  oldugunu
gozlemledik. Bu makrofajlarin genelde koyu boyanan kondanse olmus, hiicre icerigi net
olarak belli olmayan dejeneratif ig seklindeki Leydig hiicrelerinin arasinda lokalize
olduklarini tespit ettik. Caligmamizda hipertermi sonrasinda akut donemde azalan Leydig
hiicre sayisinda, kronik dénemde az da olsa bir artigin oldugunu tespit ettik. Interstisyel
alanda yogun olarak gozlemledigimiz makrofajlarin apoptozise gittiklerini diisiindiiglimiiz,
koyu boyanan Leydig hiicrelerinin fagositozunda ve yeni Leydig hiicrelerinin gelisiminde

gerekli oldugunu diisiindiik.
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Murphy ve arkadaslar1 (2001) kriptorsid testisinde yaptiklar1 ¢aligmalarda androjen
biyosentezinde kullanilan enzimlerin aktivitesinin azalmasi ve buna bagli olarak serum
testosteron seviyesinin azalmasi ile ilgili sonuglar bildirmislerdir (10).

Ren ve arkadaglarinin (2006) deneysel olarak olusturduklar1 kriptorsidizmde Leydig
hiicrelerinde testosteron sentezinin inhibe oldugunu bildirmislerdir. Sicaklik stresinin Leydig
hiicrelerinin fonksiyonlarini inhibe ettigini tespit etmislerdir (72). Ayrica yapilan bir diger
calismada normal skrotal i1simnin altindaki ve {lstiindeki 1silarda testis dokusunda protein
sentezi inhibisyonu ile birlikte steroid sentezinin de azaldigini ortaya koymuslardir (80).
Hipertermiye maruz birakilan testislerdeki Leydig hiicrelerinde steroid sentezi sirasinda
kullanilan enzimlerin aktivitesi 1s1 ile birlikte anlamli bir sekilde azalmaktadir (81).

Ratlarin testislerinde kolesterol taginmasi ve testosteronun sentezi igin direk olarak
SR-B1, StAR, 33-HSD ve 17B3-HSD proteinleri gereklidir (82).

Shi ve arkadaglar1 (2007) yaptiklar1 bir ¢aligmada ratlara oral yolla
perfluorododekanoik asit vermislerdir. Uygulamanin ardindan deneklerde, kolesteroliin
taginmasi ve streoidogenezis i¢in gerekli olan enzimlerin bozuldugunu tespit etmislerdir (83).

Yaptigimiz calisma sonucunda hiperterminin Leydig hiicrelerinde hasara sebep
oldugunu ve deney gruplarinda testosteron iireten Leydig hiicre sayisinda azalmaya yol
actigimi tespit ettik. Daha Once yapilmis ¢alismalar 1s18inda, calismamizda uyguladigimiz
skrotal hiperterminin testosteron sentezi sirasinda kullanilan enzimlerin inhibisyonuna yol
actigini, protein yapisindaki enzimlerin artan sicaklikla birlikte denatiire oldugunu ve bunun
da Leydig hiicrelerinde testosteron iiretiminin bozulmasina sebep oldugunu diisiinmekteyiz.

Bu calismada uygulanan hipertermi neticesinde akut ve kronik dénemde Leydig
hiicrelerinin hasara ugrayarak sayica azaldiginmi tespit ettik, buna bagli olarak testosteron
diizeylerinin azalacagin1 ve meydana gelen bu hasarlarin spermatogenezi ve dolayist ile

fertiliteyi olumsuz etkileyebilecegini diistinmekteyiz.
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SONUC

Tedavi veya tatil amaclh su sicaklig1 yiliksek olan termal kaplicalara giden insanlarin
testislerindeki Leydig hiicrelerinin yiiksek 1sidan nasil etkilendigini arastirmak amaci ile
planladigimiz ¢calismamizda, uygulanan skrotal hipertermi sonrasinda Leydig hiicrelerinin 151k
ve elektron mikroskobik incelemesinde hiicrelerin hasara ugradiklarini gézlemledik. Elde
ettigimiz bulgular sonucunda 1siya bagl olarak akut ve kronik donemde, kontrole kiyasla
immiin pozitif reaksiyon veren Leydig hiicrelerinin sayisinda azalma oldugunu tespit ettik.

Sonug olarak veriler g6z oniinde bulunduruldugunda, viicut sicakligindan daha yiiksek
sicaklik saglayan sauna, banyo ve kaplica gibi ortamlarin Leydig hiicrelerinde hasar

olusturarak infertiliteye sebep olabilecegi kanisina vardik.
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OZET

SKROTAL HIPERTERMI UYGULANAN SICANLARIN LEYDIG

HUCRELERININ MORFOLOJIK OLARAK INCELENMESI
Cevat AKTAS

Memelilerde testikiiler sicaklik viicut sicakligindan daha distktiir. Testikiiler
fonksiyon 1s1ya bagimli olarak degisir. Skrotal 1sinin artmasi diisiik kalitede sperm tiretimine
ve infertiliteye neden olur. Spermatogenik disfonksiyon ¢ogu zaman Leydig hiicrelerinin
disfonksiyonu ile iligkilidir. Testosteron normal spermatogenezisin siirdiiriilmesi ve fertilite
i¢in gerekli onemli bir faktordiir.

Bu calismada; skrotal hipertermi ile olusturulan testikiiler hasarda, Leydig
hiicrelerinde kisa ve uzun donemde gozlenen morfolojik degisiklikler 151k ve elektron
mikroskobik diizeyde incelenmistir. Bu amagla ¢alismamizda 49 adet Wistar-albino erkek rat
kullanilmigtir. Her biri 7 denek igeren 1’1 konrol, 6’s1 deney olmak iizere 7 grup
olusturulmugtur. Skrotal hipertermi olusturmak amaci ile deney grubuna ait ratlarin
skrotumlar1, 43 °C ye ayarlanmis benmaride 6 giin boyunca her giin 30 dakika, kontrol
grubuna ait ratlarin skrotumlari ise 22 °C ye ayarlanmis benmari iginde 6 giin boyunca her
giin 30 dakika siire ile tutulmustur. Hipertermi uygulanan denekler; uygulamadan 1, 14, 35,
70, 105 ve 140 giin sonra 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda sakrifiye edilerek, 151k ve
elektron mikroskobik incelemeler icin, testise ait biyopsi materyalleri alinmistir. Alinan
materyaller yapilacak incelemelere gore islemlendirilmistir.

Calismamizda uyguladigimiz hipertermi sonucunda, skrotal hiperterminin Leydig

hiicrelerinde hasara neden oldugunu goézlemledik. Isik mikroskobik incelemelerde, akut
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donemde interstisyel alanda ¢ok sayida Leydig hiicrelerinin hasara ugradigini ve testosteron
pozitif reaksiyon veren hiicrelerin sayica azaldigini; kronik donemde ise haifif bir iyilesmenin
oldugunu tespit ettik. Leydig hiicrelerinin elektron mikroskobik incelemelerinde ise, tiibiiler
kristali mitokondrilerde diizensizlikler, diiz endoplazmik retikulum sisternalarinda belirgin
dilatasyonlar dikkat ¢ekiciydi.

Sonug olarak, viicut sicaklifindan daha ytiksek sicakliklarin Leydig hiicrelerinde hasar

olusturarak infertiliteye sebep olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Leydig hiicresi, skrotal hipertermi, testosteron, infertilite, sican.
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SUMMARY

A MORPHOLOGICAL STUDY ON LEYDIG CELLS OF SCROTAL

HYPERTHERMIA APPLIED RATS
Cevat AKTAS

Testicular temperature is lower than body temperature in mammals. Testicular
function varies depending on temperature. Increase in scrotal temperature causes low quality
sperm production and infertility. Spermatogenic dysfunction is mostly associated with
dysfunction of Leydig cells. Testosterone is a crucial factor needed for the maintenance of
spermatogenesis and fertility.

In this study, morphological changes observed in Leydig cells in short and long term
were examined at light and electron microscopic level in testicular damage done by scrotal
hyperthermia. For this purpose, 49 Wistar-albino male rats were used in our study. 7 groups, 1
control and 6 test, were formed each with 7 subjects. In order to form scrotal hyperthermia,
scrotums of rats in test groups were kept in double boiler at 43 “C for 30 minutes each day for
6 days, and scrotums of control rats were kept at 22 “C for 30 minutes each day for 6 days.
Hyperthermia applied rats were sacrificed under 50 mg/kg ketamine anesthesia after 1, 14, 35,
70, 105 and 140 days, and biopsy materials of testis were collected for light and electron
microscopic examinations. The collected materials were processed according to examinations
to be done.

As a result of hyperthermia that we applied in our study, we observed damage on

Leydig cells caused by scrotal hyperthermia. Light microscopic examinations indicated
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damage of several Leydig cells in interstitial area in the acute period, decrease in number of
testosterone positive Leydig cells, but little improvement in the chronic period. It was
interesting to note deformation of tubular crystal mitochondria and distinct dilatations in
endoplasmic reticulum cisterna in electron microscopic examinations of Leydig cells.

As a conclusion, we claim that temperatures higher than the body temperature may

cause infertility by damaging Leydig cells.

Key Words: Leydig cell, scrotal hyperthermia, testosterone, infertility, rat
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RESIMLEMELER LISTESI

Sayfa No
Resim 1: Kontrol, HHE, X400 17
Resim 2: Kontrol, Iimmiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamas, X400 17
Resim 3: Kontrol, Uranil asetat-Kursun sitrat, X6000 18
Resim 4: Hipertermi sonras1 1.giin, H+E, X400 20
Resim 5: Hipertermi sonrasi 1.giin, Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400 20
Resim 6: Hipertermi sonrasi 1.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X2500 21
Resim 7: Hipertermi sonrasi 1.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X20000_______ 21
Resim 8: Hipertermi sonrasi1 14.giin, H+E, X400 23
Resim 9: Hipertermi sonrasi 14.giin, Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamas1,X400. 23
Resim 10: Hipertermi sonrasi 14.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X6000_ 24
Resim 11: Hipertermi sonrasi 14.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X15000_ 24
Resim 12: Hipertermi sonras1 35.giin, H+E, X400 26
Resim 13: Hipertermi sonrasi 35.giin,immiinoperoksidaz,hematoksilen zit boyamas1,X400_ 26
Resim 14: Hipertermi sonrasi 35.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X12000_____ 27
Resim 15: Hipertermi sonrasi 35.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X6000_ 27
Resim 16: Hipertermi sonras1 70.glin, H+E, X400 29
Resim 17: Hipertermi sonras1 70.giin, Immiinoperoksidaz,hematoksilen zit boyamas1, X400 29
Resim 18: Hipertermi sonras1 70.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X20000 30
Resim 19: Hipertermi sonrasi 70.gilin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X4000 30
Resim 20: Hipertermi sonrasi 105.giin, H+E, X400 32

Resim 21: Hipertermi sonrasi 105.giin,immiinoperoksidaz,hematoksilen zit boyamas1, X400 32

Resim 22: Hipertermi sonrasi 105.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X12000 33
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Resim 23: Hipertermi sonrast 105.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X5000 33

Resim 24: Hipertermi sonras1 140.giin, H+E, X400 36

Resim 25: Hipertermi sonras1 140.giin,immiinoperoksidaz,hematoksilen zit boyamas1,X40036

Resim 26: Hipertermi sonrasi 140.giin, Uranil asetat-Kursun sitrat, X6000 37
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bitirdikten sonra 1996 yilinda Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nde lisans
egitimine bagladi. 2000 yilinda Biyolog iinvani alarak mezun oldu. 2000 yilinda Anadolu
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Ana Bilim Dali, Molekiiler Biyoloji Bilim
Dali’nda yiiksek lisans egitimine basladi. 2003 yilinda “Benzenin Hemopoietik Dokular
Uzerine Etkilerinin In Vivo Incelenmesi” baslikl1 tez ¢alismasi ile uzman iinvanini aldi. 2003
yilinda Anadolu Universitesi Egitim Bilimleri Enstitiisii Orta Ogretim alan Ogretmenligi
Bilim Dali Biyoloji Ogretmenligi béliimiinde Tezsis Yiiksek Lisans Egitimine basladi. 2004
yilinda Biyoloji Ogretmeni iinvam ile Tezsis Yiiksek Lisans Egitimini tamamladi. 2004
yilinda askere giderek, 2005 yilinda vatani gorevini tamamladi. 2005 yilinda Trakya
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Lisans egitimine basladi. Halen Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali’nda egitimini slirdiirmektedir.
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