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OZET

Rat (Wistar albino) Testis ve Epididimisinin Postnatal Gelisimi ve Epidermal Biiyiime
Faktorii Reseptorii ile Ligandlarimin Gelisimsel ve Spermatogenik Siklusa Bagh
Ekspresyonlar1 Uzerinde Arastirmalar

Bu calisma, farkli postnatal gelisim asamalarindaki Wistar albino ratlarin testis ve epididimis
dokularinin gelisimini inceleyerek, epidermal biiyiime faktorii reseptorii EGFR (erbB1, HERI) ile
ligandlar1 olan amfiregulin (AREG), epidermal biiylime faktorii (EGF) ve doniistiiriicii biiyiime
faktorii alfa (TGF-a)’nin gelisimsel ve hiicreye 6zgili ekspresyonlarmi belirlemeyi amaglamistir.
Ayrica, spermatogenik siklus siiresince testisteki hiicre tiplerinin bu molekillerle iligkileri
degerlendirilmistir.

Calismada, dort farkli postnatal gelisim asamalarindaki Wistar albino ratin testis ve epididimis
dokular1 materyal olarak kullanilmistir. Her biri alt1 rattan olusan bu gruplar; neonatal (postnatal 5
giinliik, PND5), infantil (postnatal 20 giinliik, PND20), ge¢ pubertal (postnatal 50 giinliik, PND50) ve
olgun (postnatal 70 giinliikk, PND70) olarak diizenlenmistir. Testis ve epididimisin histomorfolojik
gelisimi Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Crossmon’un modifiye ii¢lii boyama yontemleriyle, ayrica
yart ince kesitlere uygulanan Toluidin mavisi boyasi ile degerlendirilmistir. Epididimisin baglangi¢
segmenti, kaput, korpus ve kauda bolgeleri ile testisin seminifer tubuluslarindan alinan kesitlerde
EGFR, AREG, EGF ve TGF-a’nin hiicresel ve segmental ekspresyonlarindaki yasa bagli degisimler,
Leydig hiicrelerine 6zgili steroidojenik bir enzim olan CYP11A1’in lokalizasyonu ile birlikte
aragtirlmigtir. Tim immunohistokimyasal boyamalar Streptavidin-Biotin Kompleks (Strept-ABC)
immunperoksidaz yontemi ile gerceklestirilmis; elde edilen wveriler semikantitatif olarak
degerlendirilmistir.  Istatistiksel ~analizler ~SPSS yazilmu  kullanilarak — gergeklestirilmistir.
Semikantitatif immunreaktivite skorlar1 medyan ve aralik (minimum-maksimum) degerleri ile
Ozetlenmistir. Postnatal donemler arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis testi ile; ayn1 yas grubundaki
epididimis segmentleri arasindaki kargilagtirmalar ise Friedman testiyle degerlendirilmistir.

Bulgular, EGFR ve ligandlarinin testis ve epididimis dokularinda hiicre tipi ve gelisim dénemine 6zgii
farkli ekspresyon paternleri sergiledigini gostermistir. Testiste EGFR 6zellikle Sertoli, peritubular
myoid ve damar diiz kas hiicrelerinde belirgin, Leydig hiicrelerinde ise daha zayif diizeyde
saptanmistir. EGF ve AREG giclii sekilde Leydig hiicrelerinde eksprese olurken, TGF-a
spermatidlerde evreye bagh pozitiflik gostermistir. Epididimiste EGFR bazal ve seffaf hiicrelerde
belirgin pozitiflik sergilemis; EGF ve TGF-a yalnizca ge¢ pubertal ve olgun donemlerde kaput
epitelinde ekspresyon gostermistir. AREG ise epididimis boyunca bazal ve seffaf hiicrelerde pozitiflik
gostermesine ragmen gelisim donemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
sergilememistir. Testiste EGF, EGFR, TGF-o ve AREG -ekspresyonlarinin donemsel
karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Epididimis dokusunda ise
yalmizca kaput segmentinde EGF ve TGF-o ekspresyonu ge¢ pubertal-olgun donemlerde anlamlh
diizeyde artmis (her ikisi i¢in p = 0,043) ve segment karsilagtirmalarinda kaputun diger segmentlere
kiyasla daha yiiksek pozitiflik gosterdigi belirlenmistir (her ikisi i¢in p = 0,01). EGFR a¢isindan
epididimis segmentleri ve gelisim donemleri arasinda anlamli bir fark izlenmemistir.

Sonug olarak, EGF ailesi iiyelerinin testis ve epididimis dokularinda hiicreler arasi etkilesimler ile
postnatal gelisimle ilgili bolgesel diizenleme siireglerinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Elde
edilen bulgular, &zellikle epididimis dokusundaki biiylime faktorlerinin segmental ve hiicresel
dagilimina iliskin literatiirdeki simirli bilgiyi genisletmekte ve EGF ailesi iiyelerinin postnatal erkek
genital sistemin gelisimindeki olas1 rollerine 151k tutmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii, Epididimis, Ligandlar, Rat, Testis



SUMMARY

Investigations on Postnatal Development of Testes and Epididymis of Rat (Wistar
albino) and Developmental and Spermatogenic Cycle-Related Expressions of
Epidermal Growth Factor Receptor and Ligands

This study aimed to investigate the development of testicular and epididymal tissues in Wistar albino
rats at different postnatal stages and to identify the developmental and cell-specific expression
patterns of the epidermal growth factor receptor EGFR (erbB1, HER1) and its ligands amphiregulin
(AREG), epidermal growth factor (EGF), and transforming growth factor-alpha (TGF-a). In addition,
the relationships of these molecules with the various testicular cell types throughout the
spermatogenic cycle were evaluated.

The study utilized testicular and epididymal tissues obtained from Wistar albino rats representing four
distinct postnatal developmental stages, with six rats in each group: neonatal (postnatal day 5, PND5),
infantile (postnatal day 20, PND20), postpubertal (postnatal day 50, PND50), and adult (postnatal day
70, PND70). The histomorphological development of the testis and epididymis was assessed using
Periodic Acid-Schiff (PAS) staining, Crossmon’s modified trichrome staining, and Toluidine blue
staining applied to semi-thin sections. Age-related changes in the cellular and segmental expression of
EGFR, AREG, EGF, and TGF-o were examined in sections taken from the seminiferous tubules and
from the initial segment, caput, corpus, and cauda of the epididymis, together with the localization of
CYP11Al, a steroidogenic enzyme specific to Leydig cells. All immunohistochemical procedures
were performed using the Streptavidin—Biotin Complex (Strept-ABC) immunoperoxidase method, and
the results were evaluated semi-quantitatively. Statistical analyses were conducted using SPSS
software. Semi-quantitative immunoreactivity scores were summarized as median and range
(minimum-maximum). Differences among postnatal periods were analyzed using the Kruskal-Wallis
test, while comparisons among epididymal segments within the same age group were assessed using
the Friedman test.

The findings demonstrated that EGFR and its ligands exhibit cell-type-specific and developmentally
regulated expression patterns in testicular and epididymal tissues. In the testis, EGFR was prominently
detected in Sertoli cells, peritubular myoid cells, and vascular smooth muscle cells, whereas weaker
expression was observed in Leydig cells. EGF and AREG showed strong expression in Leydig cells,
while TGF-a displayed stage-dependent positivity in spermatids. In the epididymis, EGFR showed
marked positivity in basal and clear cells. EGF and TGF-a were expressed in the caput epithelium
only during the postpubertal and adult periods. Although AREG was detected in basal and clear cells
throughout the epididymis, its expression did not differ significantly among developmental stages. In
the testis, no statistically significant differences were observed among postnatal periods in the
expression of EGF, EGFR, TGF-a, or AREG. However, in the epididymis, expression of EGF and
TGF-a in the caput segment increased significantly during the postpubertal and adult stages (both p =
0.043). Segmental comparisons also revealed that the caput exhibited higher positivity than the other
regions (p = 0.01 for both factors). No significant differences were detected for EGFR among
epididymal segments or developmental stages.

In conclusion, members of the EGF family may play roles in local regulatory processes and
intercellular interactions involved in the postnatal development of testicular and epididymal tissues.
The findings of this study expand the limited literature concerning the segmental and cellular
distribution of growth factors in the epididymis and shed light on the potential roles of EGF family
members in the postnatal development of the male reproductive system.

Keywords: Epidermal Growth Factor Receptor, Epididymis, Ligands, Rat, Testis
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ONSOZ

Testisler, erkek iireme sisteminin baslica islevsel organlari olup gametogenez ve
steroidogenezden sorumludur. Testislerde {iretilen spermatozoonlar, epididimis boyunca
gecirdikleri olgunlagma siireci sonucunda fertilizasyon yetenegi kazanir. Bu nedenle epididimis,
spermlerin depolanmasi, taginmasi ve fonksiyonel olgunlagsmasi igin 6nemlidir.

Biiyiime faktorleri, birgok dokuda oldugu gibi iireme sisteminde de hiicresel proliferasyon,
farklilasma ve doku homeostazisinde 6énemli roller iistlenmektedir. Bu faktorler arasinda epidermal
biiyiime faktorii (EGF) ile onun reseptorii EGFR ve iliskili ligandlar olan doniistiiriicii biiyiime
faktorii alfa (TGF-a) ve amfiregulin (AREG), reseptor tirozin kinaz aktivasyonu yoluyla hiicresel
iletisim ve doku morfogenezini yonlendiren temel bir sinyal ag1 olusturur. Ancak bu molekiillerin
testis ve epididimis dokularindaki gelisimsel rolleri, ozellikle postnatal donemler agisindan
yeterince aydinlatilamamustir.

Bu tez calismasinda Wistar albino erkek ratlarin farkli postnatal donemlerinde (neonatal,
infantil, ge¢ pubertal, olgun) testis ve epididimis dokularinin gelisimi incelenmis; EGFR
(erbB1/HER1) ile ligandlar1 AREG, EGF ve TGF-o’nin hiicresel ve segmental ekspresyon
paternleri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, bu molekiillerin testikiiler ve epididimal
gelisimdeki potansiyel rollerine 151k tutmaktadir.
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1. GiRiS
1.1. Erkek Genital Sistem

Erkek genital sistemi; spermatozoonlarin iretimi, olgunlasmasi ve taginmasinin yani
sira, cinsel gelisim ile endokrin fonksiyonlarin siirdiiriilmesi i¢in gerekli hormonlarin sentez
ve salgilanmasindan sorumlu organlardan olusur. Bu sistemin dis yapilarindan biri olan
penis, ciftlesmeyi saglamakla birlikte, idrar ve ejakulatin atiliminda gorevli iiretrayr da
barindirir. Skrotum ise testisleri ¢evreleyen deri ve kas katmanlarindan olusan bir kesedir

(Gadea vd., 2013; Gurung vd., 2023; Ross ve Pawlina, 2011).

Ureme sisteminin temel orgami olan testis, iki ana biyolojik islev yiiriitiir:
spermatogenez yoluyla spermatozoonlarin tiretimi ve steroidogenez araciligiyla basta
testosteron olmak iizere androjenlerin sentezi. Testosteron, embriyonik donemde erkek
fenotipinin olusumunda belirleyici rol oynarken (Ozer vd., 2007; Ross ve Pawlina, 2011),
pubertal donemdeki artist spermatogenezin baglamasini, genital kanallar ile yardime1
bezlerin fonksiyonel olgunlasmasini ve sekonder cinsiyet ozelliklerinin gelisimini uyarir.
Erigkin donemde ise testosteron hem sperm iiretiminin siirekliligi hem de erkek genital

sisteminin yapisal ve islevsel biitlinliigliniin korunmasi i¢in zorunludur (Ross ve Pawlina,
2011).

Spermatozoonlarin  olgunlagsmasi ve hareket yetenegi kazanmasi epididimiste
gergeklesir. Burada olgunlasan spermler, duktus deferens araciligiyla taginarak yardimci
genital bezlerin (seminal vezikiiller, prostat ve bulbouretral bezler) salgilariyla birlesir ve

ejakulati olusturur (Ergiin, 2010; Gadea vd., 2013; Ross ve Pawlina, 2011; Standring, 2021).
1.1.1. Testis Anatomisi

Embriyolojik gelisim siirecinde abdominal bdlgede bulunan testisler, ratlarda
dogumdan sonraki 4-6 hafta i¢inde skrotal bolgeye ulagir. Kemirgenlerde kanalis inguinalis
kapanmadigindan, testis ile karin boslugu arasinda siirekli bir gegis alan1 bulunur; bu nedenle
hayvanin cinsel olarak aktif olmadig1 donemlerde testisler gegici olarak abdominal bosluga
geri ¢ekilebilir (Chawla ve Jena, 2021; Knoblaugh vd., 2018). Spermatogenezin saglikli bir
sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in testislerin viicut sicakligindan birka¢ derece daha diisiik bir

ortamda bulunmasi gereklidir. Bu denge, m. kremaster kasi ile pleksus pampiniformis



araciligryla saglanir. Pleksus pampiniformis, testikiiler arter g¢evresinde yer alan genis bir
vendz ag yapisidir ve arteriyel kani testise ulasmadan 6nce sogutarak sicaklik homeostazina

onemli dlclide katkida bulunur (Esrefoglu, 2021; Ross ve Pawlina, 2011).

Testisin arka yiiziinde bulunan epididimis, bastan kuyruga dogru uzanan kivrimh bir
kanaldan olusur. Kemirgen epididimisi insandaki epididimise kiyasla daha uzun olup, testise
daha gevsek baglarla tutunmustur. Ratlarda 6zellikle kaput bolgesinin epididimal yag yastigi
ile ¢evrelendigi bildirilmistir (Knoblaugh vd., 2018). Epididimisin kauda kismi ise duktus
deferens ile devam eder (Chawla ve Jena, 2021; Ergiin, 2010; Knoblaugh vd., 2018; Ross ve
Pawlina, 2011).

Testislerin arteriyel beslenmesi, abdominal aortadan ayrilan testikiiler arterler
araciligryla saglanir. Venoz drenaj ise hem 1s1 degisimini diizenleyen hem de testikiiler
venlere acilan pampiniform pleksus iizerinden gergeklesir. Sag testikiiler ven vena cava
inferior’a, sol testikiiler ven ise sol renal vene drene olur. Organin lenfatik drenaji, para-
aortik lenf nodlarina yonelir ve bu yolla doku sivisi ile immun hiicrelerin taginimi saglanir.
Sinirsel innervasyon, sempatik ve parasempatik liflerden olusur; bu lifler kan akisimi ve

hormonal sekresyonu diizenler (Kotian vd., 2016).

1.1.2. Testis Histolojisi

Testisin dis ylizeyi, peritonun viseral tabakasindan tiireyen ve organi distan saran
tunika vaginalis ile ortiiliidiir. Bu zarin hemen altinda, testise seklini veren ve mekanik
dayaniklilik saglayan yogun fibroz yapidaki tunika albuginea bulunur. Albugineanin i¢
yiizeyi ise zengin damar ag1 igeren tunika vaskuloza tarafindan kaplanmistir (Junqueira ve
Carneiro, 2015; Ross ve Pawlina, 2011; Tiwana ve Leslie, 2023). Tunika albuginea arka
bolgede belirgin bicimde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur; damarlar, lenfatikler ve
genital kanal yapilari testise bu bolgeden girip ¢ikis yapar (Ergiin, 2010; Ross ve Pawlina,
2011) (Sekil 1.1.).

Kapsiilden igeriye dogru uzanan bag dokusu septalari, testis paransimini ¢ok sayida
kiiciik lopguga ayirir. Bu lopguklarin her biri, kivrimli tubulus seminiferus kontortuslar ile
bunlarin arasindaki interstisyel dokudan olusur. Seminifer tubuller mediastinuma yaklastik¢a
daralarak kisa ve diiz bir yapi1 olusturan tubulus rektuslara doniigiir. Tubulus rektuslar,

testisin merkezinde yer alan ve birbirleriyle baglantili kanalciklardan olusan rete testis agina



acilir. Rete testis, heniiz olgunlasmamig spermatozoonlarin epididimise dogru
yonlendirilmesinde gorev alan bir gegis bolgesidir (Bloom ve Fawcett, 1994; Mescher, 2016;

Ross ve Pawlina, 2011).

duktus duktulus eferentis’ler
deferens
tubulus
seminiferus
kontortus
korpus
epididimidis septum

mediyastinum @ = VAU tunika_
testis Y s : < albugineya

rete testis

tunika
vaginalis

kauda epididimidis

Sekil 1.1. Testisin yapisi (Ross ve Pawlina, 2011°dan uyarlanmistir)
1.1.2.1. Tubulus Seminiferus Kontortus

Spermatogenezin gerceklestigi seminifer tubuller (tubulus seminiferus kontortuslar),
testisin lopguklar1 igerisinde yer alan ve oldukca kivrimlanan kanalciklardir. Her lopgukta
birden fazla sayida seminifer tubul bulunur. Tubul duvarini olusturan seminifer epitel, Sertoli
hiicreleri ile farkli olgunlasma evrelerindeki esey hiicrelerinin birlikte olusturdugu c¢ok
katmanli bir yapiya sahiptir ve epitel distan bir bazal membran ile sinirlanir. Bazal
membranin disinda, diiz kas hiicrelerine benzer &zellikler gosteren peritubular miyoid

hiicreler yer alir; bu hiicreler aktin filamentleri araciligiyla tubul liimenindeki testis sivisinin



ve gelismekte olan spermatozoonlarin hareketine katkida bulunur (Junqueira vd., 2018; Ross

ve Pawlina, 2011).

Ayrica bu myoid hiicreler, ekstraseliiler matriks bilesenleri ile cesitli biiylime
faktorlerini salgilayarak testikiiler mikrogevrenin diizenlenmesine destek olur ve parakrin
mekanizmalar {izerinden spermatogenez ile testis gelisimini etkiler (Hoeben vd., 1995;
Maekawa vd., 1996). Seminifer tubuller arasindaki interstisyel alanda ise kan ve lenf
damarlarina ek olarak immun hiicreler (lenfositler, makrofajlar) ve testosteron sentezinden
sorumlu Leydig hiicreleri yer alir (Bloom ve Fawcett, 1994; Junqueira vd., 2018; Ross ve

Pawlina, 2011).

1.1.2.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, tubulus seminiferus kontortus’un bazal membranindan liimene kadar
uzanan ve spermatogenezin diizenlenmesinde O6nemli rol iistlenen somatik hiicrelerdir.
Apikal ve lateral uzantilar1 araciligiyla spermatogenik hiicrelerle genis temas yiizeyleri
olusturur ve bu hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli yapisal ve metabolik destegi saglarlar (Bartles

vd., 1996; Seidl vd., 1996; Skinner, 1991; Ulkay, 2005).

Bu hiicreler; esey hiicrelerinin beslenmesi, olgunlasan spermatozoonlarin liimene
salimmminin (spermiasyon) kolaylastirilmasi, artik sitoplazmik materyalin fagositozu ve kan-
testis bariyerinin olusturulmasi gibi testis mikrogevresini diizenleyen birgok islevi yerine

getirir (Skinner ve Griswold, 2005; Su ve Cheng, 2004; Ulkay, 2005).

Sertoli hiicreleri farklilagtiktan sonra boliinme yeteneklerini kaybeder ve puberte
sonrast donemde sayilart sabit kalir (Seidl vd., 1996; Skinner ve Griswold, 2005; Ulkay,
2005). Embriyonik dénemde Sertoli hiicrelerinin uygun sekilde farklilasmasi, testisin normal
gelisimi i¢in zorunlu olup gonadal taslagin testis yoniinde farklilagsmasinda belirleyici rol
oynar (Skinner ve Griswold, 2005). Puberte 6ncesinde hizla artan Sertoli hiicresi sayisi ise
erigkin dénemdeki spermatogenik kapasiteyi belirlemektedir (Merchant-Larios ve Moreno-
Mendoza, 1998; Orth, 1982).

Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan biiylime faktorleri ve hormonlar testisin sagliklt
gelisimi, spermatogenez ve erkek fertilitesinin devami igin hayati 6neme sahiptir. Bu

faktorler, hiicresel proliferasyon ve farklilasmayi reseptor aracili sinyal iletimi yoluyla



kontrol eder. Bu diizenleme hem otokrin hem de parakrin mekanizmalarla gergeklesir.
Sertoli hiicreleri, otokrin sinyaller ile kendi aktivitelerini diizenlerken, parakrin yollarla esey
hiicreleri, Leydig hiicreleri ve peritubular myoid hiicrelerin fonksiyonlarini etkiler (Skinner,
1991; Skinner ve Griswold, 2005). Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan biiytime faktorleri
arasinda kok hiicre faktori (kit ligand), insiilin benzeri bitytime faktorleri (IGF-1 ve IGF-2),
fibroblast biiyiime faktérii (FGF), glial hiicre kaynakli nérotrofik faktor, doniistiiriicii
biiylime faktorleri alfa ve beta, norotrofinler ve kemik morfogenetik protein 4 (BMP-4) yer
alir (Hofmann ve McBeath, 2022; Young ve Vogl, 2012).

Ayrica Ostrojen, aktivin, inhibin ve anti-Millerian hormon (AMH) gibi endokrin
molekiillerin yani sira (Von vd., 2020), silyer norotrofik faktdor (CNTF), eritropoietin ve
16semi inhibitor faktorii (LIF) gibi trofik faktorleri de iiretirler (Magnanti vd., 2001).
Hipofizden salgilanan FSH’nin etkisiyle androjen baglayici protein (ABP) sentezleyerek
testosteron ve dihidrotestosteronun seminifer tubul liimeninde optimal diizeyde tutulmasini
saglarlar. Bu mekanizma, spermatogenezin devamlili§i icin zorunludur (Skinner ve

Griswold, 2005; Von vd., 2020; Wong ve Cheng, 2005).

1.1.2.2.1. Kan-Testis Bariyeri

Sertoli hiicrelerinin bazal kutbunda yerlesen hiicresel baglant1 yapilari, bu hiicrelerin
birbirleriyle giiglii bir sekilde temas kurmasini saglayarak kan-testis bariyerini (Sertoli hiicre
bariyeri) olusturur. Memelilerde en segici bariyerlerden biri olarak kabul edilen bu yap,
gelismekte olan esey hiicrelerine 6zgiil bir mikrogevre saglamasinin yani sira seminifer
epitelin polaritesinin devamliligi agisindan da Onemlidir (Setchell, 2008; Skinner ve
Griswold, 2005).

Testiste kan-testis bariyerinin postnatal donemde tamamen gelistigi bildirilmistir (Mok
vd., 2012). Bariyerin olusmasiyla birlikte seminifer epitel iki ayr1 bdlgeye ayrilir: Bazal
kompartman, spermatogonyumlar ile preleptoten ve leptoten evresindeki primer
spermatositleri  barindirirken; adluminal kompartman, mayozun ileri evrelerindeki
spermatositleri, sekonder spermatositleri ve spermatidleri igerir. Preleptoten ve leptoten
spermatositlerinin adluminal bolgeye gecebilmesi, bariyer bilesenlerinin gecici olarak
diizenlenmesi ve yeniden yapilanmasimi gerektirir (Chojnacka vd., 2016; Ross ve Pawlina,

2011; Setchell, 2008; Skinner ve Griswold, 2005; Wong ve Cheng, 2005).



Kan-testis bariyeri yalnizca siki baglanti (tight junctions) komplekslerinden ibaret
degildir. Siki baglantilar, ektoplazmik &zellesmeler, dezmozomlar ve gap junctionlar ile
birlikte mayozun ilerleyebilmesi ve spermatidlerin olgun spermatozoonlara doniismesi i¢in
gerekli mikrogevrenin olusturulmasinda birlikte gorev alir (Cheng vd., 2011; Wang vd.,
2022; Zhixiang vd., 2022). Ektoplazmik o6zellesmeler, siki baglantilar ve gap junctionlar
aktin mikrofilamentlerine baglanirken (Mao vd., 2020; Young vd., 2009), dezmozomal
baglantilar ara filamentlerle iligkilidir (Delva vd., 2009; Lie vd., 2011). Bu hiicresel
baglantilar, epitel biitiinliigiiniin korunmasi ve metabolik etkilesimlerin diizenlenmesinde de

onemli rol oynar (Cheng vd., 2011; Mruk ve Cheng, 2015).

Bariyerin sagladig1 izolasyon, mayoz geciren spermatositlerin ve gelismekte olan
spermatidlerin bagigiklik sistemi hiicreleriyle temasini engelleyerek, bu hiicrelerde bulunan
Ozgiin antijenik yapilarin potansiyel bir immun yanit baglatma olasiligim biiylik 6lciide
sinirlar. Kan-testis bariyerinin yap1 veya islev agisindan zarar gormesi, esey hiicresi
gelisiminde aksamalara neden olarak spermatogenezin ilerleyisini sekteye ugratabilir (Ross

ve Pawlina, 2011; Skinner ve Griswold, 2005; Von vd., 2020; Wong ve Cheng, 2005).

1.1.2.3. Spermatogenezis

Memeli testislerinde seminifer tubuller boyunca ardisik olarak ilerleyen ve
spermatogonyumlardan baslayip olgun spermatozoonlarin olusumuyla sonuglanan hiicresel
doniisiim stireci spermatogenezis olarak tanimlanir. Gonadotropinlerin (6zellikle FSH ve
LH) yan sira testosteronun diizenleyici etkisi altinda ilerleyen bu siireg, Sertoli hiicreleri ile
gelismekte olan esey hiicreleri arasindaki etkilesimlerin yanmi sira, peritubular miyoid ve
Leydig hiicrelerinin olusturdugu mikrogevrenin de katkisiyla kontrol edilmektedir. Tiirler
arasinda bazi farkliliklar gosterebilse de genel olarak ii¢ ana asamada incelenmektedir:
spermatogonyumlarin ¢ogaldigi donem (spermatogonyal evre), mayozun gerceklestigi
donem (mayotik evre) ve spermatidlerin spermatozoonlara olgunlastigi son donem
(spermiyogenez) (Griswold, 2016; Hess ve Renato de Franca, 2008; Holdcraft vd., 2004;
Kierszenbaum, 2006; Ross ve Pawlina, 2011; Wald, 2005).

1. Spermatogonyal evre: Bu evrede spermatogonyumlar mitoz boliinmeler
gergeklestirerek primer spermatositlere doniisecek hiicre populasyonunu olustururlar

(Ross ve Pawlina, 2011).



Spermatogonyumlar, ¢ekirdek yapilar1 ve kromatin o6zelliklerine gore cesitli tiplere
ayrilir. Tip A koyu (Ad) spermatogonyumlar, bazofilik boyanma gostermeleri ve ince
graniillii kromatin iceren oval c¢ekirdek yapilariyla dikkat ceker ve seminifer
tubuluslarin kok hiicreleri olarak gorev yaparlar. Ad hiicreleri diizensiz araliklarla
boliinerek ya iki Ad (koyu) tipi ya da daha soluk kromatin yapisina sahip iki Ap
(soluk) tipi spermatogonyum olustururlar. Ap tipi spermatogonyumlar, ardisik
mitozlarla tip B spermatogonyumlara doniisiirler. Tip B spermatogonyumlar niikleolus
cevresinde yogunlagsmis kromatin adaciklar iceren yuvarlak ¢ekirdeklere sahiptir ve

daha sonra primer spermatositlere farklilagirlar (Ergiin, 2010; Ross ve Pawlina, 2011).

2. Mayotik evre: Primer spermatositlerin kromozomal igerigi yariya indirmek
amaciyla mayoz boliinmeye girmesiyle baslar. Ilk mayoz béliinme tamamlandiginda
sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositler DNA replikasyonu
gerceklestirmeden dogrudan ikinci mayoz evresine ilerler ve sonugta her birinden iki
adet haploid spermatid meydana gelir (Mescher, 2016; Ross ve Pawlina, 2011;
Segatelli vd., 2009; Swingen ve Koopman, 2013).

3. Spermiyogenez: Bu evre, sitoplazmik kopriilerle birbirine bagl spermatidlerin,
yapisal olarak farklilasarak olgun spermatozoonlara doniismesini igerir. Bu doniisiim
sirasinda akrozom olusumu, c¢ekirdekteki kromatinin yogunlagmasi, hareketliligi
saglayacak flagellumun gelismesi ve artik sitoplazmanin uzaklastirilmasi gibi temel
morfolojik degisiklikler meydana gelir. Siire¢ sonunda olgun spermatozoonlar
seminifer tubul liimenine salinir; bu olaya spermiasyon adi verilir (Esrefoglu, 2021;

Kierszenbaum, 2006; Mescher, 2016; Ross ve Pawlina, 2011).

Ratlarda spermiyogenezis 19 adimdan olusur ve bu adimlar Golgi, kep, akrozom ve

olgunlagma olmak {izere dort ana faz altinda siniflandirilir (Leblond ve Clermont, 1952b).

Golgi fazinda spermatidlerdeki Golgi kompleksi tarafindan glikoproteinden zengin
proakrozomal graniiller iiretilir ve bu graniiller birleserek akrozomal vezikiilii olusturur.
Akrozomal vezikiil, ¢ekirdegin 6n kutbuna yerleserek spermin bas bolgesini belirler. Ayni
donemde sentriyoller ¢ekirdegin arka kutbuna hareket eder ve ilerleyen agsamada flagellumu
(kuyruk) olusturacak mikrotubuler yapi1 sekillenmeye baglar (Esrefoglu, 2021; Liebich, 2019;

Swingen ve Koopman, 2013).



Kep fazinda akrozomal vezikiil ¢ekirdek ylizeyine yayilarak akrozomal kep (baslik)
halini alir. Bu dénemde ¢ekirdek yogunlasmaya baslar ve sitoplazmanin biiyiik bir kismu,
organeller de dahil olmak iizere, spermatidin distal kismina dogru gd¢ eder. Sentriol cifti ise

cekirdegin distal kutbunda bulunur (Liebich, 2019).

Akrozomal fazda spermatid ¢ekirdegi uzayarak yassilasir ve olgun c¢ekirdek yapisina
yaklasir. Cekirdek ¢evresinde mikrotubullerden olusan manset benzeri bir yapi ortaya ¢ikar
ve ¢ekirdegin son geklini kazanmasinda gorev alir. Bu donemde distal sentriolden kdken alan

flagellum gelisimini siirdiirerek uzar (Liebich, 2019; Swingen ve Koopman, 2013).

Olgunlagsma faz1 olarak adlandirilan son evrede spermatid, sitoplazmasinin biiyiik
boliimiinii kaybederek artik (reziduel) cisimler meydana getirir ve bu artik yapilar Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Spermatidler arasindaki sitoplazmik kopriiler de kaybolur
ve spermiasyon ile Sertoli hiicresinin apikal bolgesinden tubulus seminiferus liimenine

serbest birakilirlar (Liebich, 2019; Mescher, 2016; Ross ve Pawlina, 2011).

1.1.2.4. Spermatogenik Siklus

Isik mikroskobuyla yapilan incelemeler, rat testisindeki seminifer tubullerde bulunan
spermatogenik hiicrelerin rastgele bir dizilim gostermedigini; aksine, belirli bir diizen
icerisinde yerlestiklerini ortaya koymustur. Geng spermatidlerin gelisiminin ilk sekiz adimi
boyunca, seminifer epitel ayn1 zamanda bir 6nceki nesilden gelen daha olgun spermatidleri
de barindirmaktadir. Bu nedenle, gen¢ spermatidler sekizinci adima ulastiginda, bir 6nceki
nesle ait olgun hiicreler tubul liimenine salinmaktadir. Bu dongii devam ettikge, seminifer
epitelde belirgin bir yapisal diizen olugsmasina yol agmaktadir (Leblond ve Clermont, 1952a)
(Sekil 1.2.).

Spermatidlerdeki bu ardisik yapisal degisimler, spermatogenik siklus olarak bilinen
tekrarlayici bir diizenin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir. Rat testislerinde bu siklus, geng
spermatidlerin gelisimi siirecince ilerledigi 14 evreye ayrilmistir. Buna gore, siklusun I.
evresinde spermiyogenezin 1. adimindaki spermatidler diger hiicrelerle birlikte bulunurken,
II. evrede 2. adim spermatidleri yer almaktadir. Bu diizen, evre XIV’e kadar devam eder.
Ozellikle, 1-8. adim spermatidler, siklusun I-VIIIL. evrelerinde goriiliirken, aym evrelerde 15-
19. adim spermatidleri de es zamanli olarak bulunur. IX-XIV evrelerde ise yalnizca 9-14.

adim spermatidlerin varligi dikkat ¢eker (Creasy ve Chapin, 2018; Hess, 1990; Hess ve



Renato de Franca, 2008; Kierszenbaum, 2006; Leblond ve Clermont, 1952a; Xiao vd., 2014)
(Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. A. Rat testisinde 14 spermatogenez evresi, B. Rat seminifer tubul epitelinde spermatogenik
hiicrelerin gelisimsel evreleri (Xiao vd., 2014)

Ratlarda bir spermatogonyumun olgun spermatozoona doniismesi yaklasik sekiz hafta
siirmektedir. Bu periyod, her biri ortalama iki hafta devam eden dort spermatogenik siklusun
tamamlanmasiyla gerceklesir. Ornegin VII. evrede bulunan bir seminifer tubul kesitinde
gelisime baglayan A tipi bir spermatogonyum, iki hafta sonra ayni bolge tekrar VII. evreye
ulastiginda preleptoten spermatosite doniismiis olur. Bunu takip eden dongtilerde hiicre dnce
pakiten spermatosit, ardindan yuvarlak spermatid ve sonrasinda uzamis spermatid (19. adim)
formuna ulasir. Nihayetinde, olgun spermatidler liimenine birakilarak spermiasyon meydana
gelir (Creasy ve Chapin, 2018; Kierszenbaum, 2006; Xiao vd., 2014). Insanda ise bir
spermatogenik siklus yaklasik 16 giin siirmekte ve bir spermatogonyumdan olgun

spermiyum olusumu yaklasik 64 giin i¢cinde tamamlanmaktadir (Kierszenbaum, 2006).



1.1.2.5. Spermatogenik Siklus Evreleri

Rat testislerinde spermatogenik siklus evrelerinin tanimlanmasinda en sik kullanilan
yontemlerden Periyodik Asit Schiff (PAS) boyamasidir. Bu yontem, spermatid
cekirdeklerinin morfolojik gelisimi, akrozomal yapidaki degisimler ve mitotik figiirlerin
ayirt edilebilmesi gibi 6zelliklere dayali olarak evrelerin ayrimini miimkiin kilar (Creasy ve
Chapin, 2018; Hess, 1990). Bununla birlikte, hematoksilen-eozin ile boyanmis kesitlerde de
spermatidlerin morfolojisi ve seminifer tubul igerisindeki konumlar1 dikkate alinarak daha
pratik bir siniflandirma yapilabilmekte, spermatogenez dongiisii erken, orta ve ge¢ evreler
seklinde tanimlanabilmektedir (Creasy ve Chapin, 2018). Ayrica, Sertoli hiicrelerinde siklus
boyunca gozlenen morfolojik degisiklikler de evre ayriminda 6nemli gostergelerden biri

olarak kabul edilmektedir (Griswold, 2016).

Evre I: Spermatositlerin ikinci mayotik boliinmeyi tamamlamasiyla baglayan bu
evrede 1. adim spermatidler goriiliir. Bu geng spermatidler Golgi bolgesinde PAS ile orta
yogunlukta boyanan ve idiozom olarak adlandirilan kiiresel yapilara sahiptir. Seminifer
epitelin apikalinde ise olgunlagsmamis spermatozoa adi da verilen, yiizge¢ benzeri membran
yapilart olan 15. adim spermatidler bulunur. Sertoli hiicresi ¢ekirdekleri cogunlukla bazal
membrana yakin, hafif yassilasmis goriiniimdedir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016;
Hess, 1990).

Evre II: 2. adim spermatidlerin idiozom bdlgesinde proakrozomal graniiller
belirginlesir ve bu graniiller PAS ile orta yogunlukta boyanir. Bu evrede A tipi
spermatogonyumlarin yan1 sira B tipine farklilasmak iizere olan intermediyer
spermatogonyumlar dikkati ¢ceker. PAS boyamasi, 2. ve 16. adim spermatidlerin birbirinden
kolaylikla ayrilmasii saglar. Ayrica 15. adim spermatidlerdeki ylizge¢ benzeri membran
yapisi, 16. adimda diizlesir ve spermatidler seminifer epitelin daha derin tabakalarinda

demetler halinde gruplasir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre III: 3. adim spermatidlerde proakrozomal graniiller birleserek tek bir akrozomal
graniil olusturur. Bu dénemde A tipi spermatogonyum az, intermediyer tip ise daha fazladir.
Geng (3. adim) ve olgun (16. adim) spermatidler bir arada goriiliir. 16. adim spermatidlerden
olusan olgunlasmamis spermatozoa demetleri, bu evrenin yani sira IV, V ve VI evrelerde de
seminifer epitelin farkli katmanlarinda bulunur ve bas kisimlar1 Sertoli hiicre ¢ekirdeklerine

yakin konumlanir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).
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Evre IV: 4. adim spermatidlerde akrozomal vezikiil niikleer membrana yaslanir. Bu
evrede 17. adim spermatidler de ayirt edilmektedir. intermedier tip spermatogonyumlar
mitoz gegirerek niikleer membran boyunca kabuk benzeri kromatin birikimleriyle karakterize

B tipi spermatogonyumlara doniisiir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre V: 5. adim spermatidlerde akrozomal graniil, ¢ekirdegin iizerine yayilarak kep
seklini alir. 17. adim spermatidler seminifer epitelin daha derin tabakalarina dogru ilerler. Bu
evrede spermatogonyumlarin ¢ogunlugu B tipidir, az sayida A tipi spermatogonyum da

bulunur (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre VI: 6. adim spermatidlerde kep yapist genisleyerek ¢ekirdegin bir kutbunu 6rten
semsiye benzeri bir goriiniim kazanir. 18. adim spermatidler bazofilik graniiller igerir ve
Sertoli hiicre c¢ekirdeginden uzaklasip liimene dogru yonelir. Bazal membran yakininda az
sayida A tipi ve yogun B tipi spermatogonyum bulunur. Spermatositler gogunlukla pakiten
asamasindadir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre VII: 7. adim spermatidlerde kep yapisi maksimum boyutuna ulasir. Liimen
smmirindaki 19. adim spermatidlerde iri bazofilik graniiller ve belirgin g¢ekirdek egriligi
goriiliir; kuyruklart liimen ¢evresinde kivrilarak dizilir. Bu evrede A tipi spermatogonyum
nadiren goriiliir. Sertoli hiicresi g¢ekirdekleri tlicgen ya da dikdortgen bigiminde olup, dik
konumlanir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre VIII: 19. adim spermatidler spermiasyon Oncesinde tubul liimeninin kenarinda
hizalanir. Bir kismu epitelden ayrilirken, ¢ogunlugu hélen epitelde bulunur. Spermiasyonun
baslamasiyla birlikte seminifer epitelin kalinlig1 azalir ve tubul liimeni diger evrelere kiyasla
daha genis goriiniir. Ayrica bu evrede, dik konumlanmis Sertoli hiicresi ¢ekirdeklerinin

sayist maksimum diizeye ulasir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre IX: 19. adim spermatidler tamamen spermatozoona doniiserek liimene salinir.
Ayni zamanda 9. adim spermatidlerde akrozomal sistemin bazal membrana dogru uzandigi
gbzlenir. A tipi spermatogonyumlarin sayisi 6nceki evrelere gore azalir (Creasy ve Chapin,

2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).
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Evre X: 10. adim spermatid cekirdeginin sagital diizlemde V seklini almasiyla
belirginlesir. Aym tubul kesitinde gen¢ spermatositler leptoten, olgun spermatositler ise

pakiten asamasinda bulunur (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre XI: 11. adim spermatidlerde akrozomal kepin ¢ikintili ucunun yuvarlak bir tiip
goriiniimil kazanmasiyla baslar. Spermatogonyum ve spermatositlerde (leptoten ve pakiten)
onemli morfolojik degisiklik goriilmez. 11. adim spermatidlerin spermatositler arasinda
demetler olusturmasi bu evre igin tipiktir (Creasy ve Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess,
1990).

Evre XII: 12. adim spermatidlerin maksimum uzunluga ulasmasi ve akrozomal
yapinin iiggen kama seklini almasiyla tanimlanir. Spermatid ¢ekirdeginde uzama, daralma ve
diizlesme gibi degisimler belirginlesir. A tipi spermatogonyumlarin sayisi mitozla artar. Bu
hiicreler, leptoten agsamasindaki spermatositlerle iliskili bir tabaka olustururken; pakiten
asamasindaki spermatositler arasinda uzamig spermatid demetleri goézlenir (Creasy ve

Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre XIII: 13. adim spermatidler, yogun ve sivri uclu kavisli bir ¢ekirdege sahiptir.
Akrozomal sistem ventral yerlesimlidir ve ¢ekirdegin ventral yiizeyinde ¢ikint1 yapar. Bu
evrede diploten spermatositler tipik olarak goriiliir; bunlar pakiten evresindekilere gore daha
biiyiik ¢ekirdege, belirgin niikleolusa ve yogun kromatin kiimelerine sahiptirler (Creasy ve

Chapin, 2018; Griswold, 2016; Hess, 1990).

Evre XIV: 14. adim spermatidlerde cekirdek daralir ve uzunlugu onceki evrelere
kiyasla {igte ikiye iner. Bu evre, mitotik figiirlerin ve sekonder spermatositlerin varligi ile
ayirt edilir. Spermatositlerin ikinci olgunlagma boliinmesini tamamlamasiyla yeni
spermatidler olusur ve bdylece yeni bir spermatogenik siklus baslar (Creasy ve Chapin,

2018; Griswold, 2018; Hess, 1990).

Sonug olarak, spermatogenik siklus boyunca sadece spermatidler degil, ayn1 zamanda
spermatogonyum ve spermatositlerde de evreye 6zgii morfolojik degisiklikler izlenmektedir

(Creasy ve Chapin, 2018).
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1.1.3. Spermatozoonun Yapisi

Spermatozoon, tamamen olgunlagmis erkek esey hiicresidir ve yapisal olarak bas,
boyun ve kuyruk olmak ilizere iic ana boliimde incelenir. Bas bolgesi biiyiik Olciide
¢ekirdekten olusur; 6n kisminda yer alan lizozomal kdkenli akrozom ise dollenme siirecinde
gorev alan hiyaluronidaz, asit fosfataz ve akrozin gibi enzimleri igerir. Boyun kisminda 6n
ve arka sentriyoller bulunur; arka sentriyolden gelisen kamgi yapisi, kuyruk boliimiini
olusturur. Kuyruk; orta parca, ana parga ve son parca olmak iizere tige ayrilir (Ergiin, 2010;

Kim vd., 2013; Ross ve Pawlina, 2011; Tanyolag, 1999).

1.1.4. interstisyel Doku

Testiste seminifer tubuller arasinda yer alan interstisyel doku, Leydig hiicreleri,
fibroblastlar, lenf damarlari ve pencereli (fenestrali) kapillerlerden zengin gevsek bag dokusu

yapisindadir (Ross ve Pawlina, 2011).

1.1.4.1. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, graniilsiiz endoplazmik retikulum ve mitokondriyonlarinda bulunan
cesitli steroidojenik enzimler araciligiyla kolesterolden androjen, ozellikle testosteron,
sentezleyen iri ve eozinofilik Ozellikte hiicrelerdir. Testosteron, erkeklerde seksiiel
farklilagma, spermatogenez ve sekonder cinsiyet karakterlerinin siirdiiriilmesinde dnemli rol
oynar (Al-Agha ve Axiotis, 2007, Anni vd., 2019; Ergiin, 2010; Haider, 2004; Ross ve
Pawlina, 2011).

Erkeklerde androjen iiretimi, fotal ve eriskin donemler olmak {izere iki donemde
gerceklesir ve buna bagl olarak Leydig hiicreleri fotal (FLC) ve eriskin (ALC) olmak {izere
iki farkli tipe ayrilir. FLC’ler, fotal gonadlarin gelisimi ve maskulinizasyon i¢in gerekli
testosteronu iiretirken, ALC’ler postnatal donemde testosteron sentezini siirdiiriir
(Bhattacharya ve Dey, 2023; Keer ve Jorgensen, 2024; Skakkebaek vd., 2016). Embriyonik
donemde androjen iiretiminden sorumlu FLC’ler, testis interstisyumunda bazal lamina ile
cevrili kiimeler halinde organize olurlar. Buna karsin, eriskin Leydig hiicreleri bdyle bir

membranla ¢evrili degildir (Haider, 2004; Skakkebaek vd., 2016).
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FLC’lerin sayis1 dogumdan sonra azalir ve testosteron iiretimi bu donemde diiser.
Neonatal donemde interstisyel progenitor hiicrelerden ALC’ler gelismeye baslar ve
testosteron iiretimi giderek artar (Li ve Papadopoulos, 2018). Bu siirecte ALC onciilleri
mitotik aktivite gosterebilir; doniistiiriicii biiylime faktorii beta (TGF-B), insiilin benzeri
bliylime faktérii 1 (IGF1) ve sinir biiyiime faktorii (NGF) gibi parakrin sinyaller bu
proliferasyonu destekler (Teerds ve Huhtaniem, 2015). FLC’ler ise mitotik aktivite
gostermeyen hiicrelerdir (Keer ve Jorgensen, 2024). Kemirgenlerde, ozellikle ratlarda,
FLC’lerin sayist postnatal ilk haftalarda hizla azalir; ancak bazi tiir ve soy farkliliklarina
bagli olarak daha ileri dénemlere kadar varliklarimi siirdiirebildikleri bildirilmistir (Habert
vd., 2001; Haider, 2004; Kaftanovskaya vd., 2015). FLC’ler androjen iiretiminin yani sira
insiilin benzeri peptid 3 (INSL3) hormonu da salgilarlar. Testisin skrotuma inisi, hem FLC
kaynakli INSL3’e hem de androjenlere baglidir (Kothandapani vd., 2020; Zimmermann vd.,
1999).

Androjen biyosentezi, steroidojenik akut diizenleyici protein (STAR), sitokrom P450
ailesi 11 alt aile A tiyesi 1 (CYP11Al), sitokrom P450 ailesi 17 alt aile A {iyesi 1
(CYP17A1) ve 3B-HSD gibi steroidojenik enzimlerin islevleriyle gerceklesir (Keer ve
Jorgensen, 2024; Miller ve Auchus, 2011; Miyabayashi vd., 2017). Bu enzimlerden
CYP11A1, kolesterolii pregnenolona doniistiiren anahtar basamakta gorev yapar ve tiim
steroidojenik hiicrelerde bulunur (Culty vd., 2015; Li vd., 2018; Miller ve Auchus, 2011;
Shih vd., 2011; Shima vd., 2015). Eriskin Leydig hiicreleri testosteron iiretimi i¢in gerekli
tim enzimlere sahipken, FLC’lerde 17pB-hidroksisteroid dehidrogenaz (HSD17B3)
ekspresyonu diigiiktiir. Bu nedenle androstenedionun testosterona doniigiimii Sertoli

hiicrelerinin destegiyle gerceklesir (O'Shaughnessy vd., 2000; Shima vd., 2015).

Leydig hiicrelerinin androjen sentezi, gelisim donemine gore farkli mekanizmalarla
diizenlenir. Eriskinlerde siire¢ esas olarak hipofiz bezinden salgilanan LH araciligiyla kontrol
edilir (Zirkin ve Papadopoulos, 2018). Buna karsilik fotal testiste steroidogenez, hipotalamo-
hipofizer-gonadal aks tam aktiflesmeden Once basladigi i¢in LH’dan biiyik olglide
bagimsizdir (E1-Gehani vd., 1998; Zhang vd., 2001).

Fotal donemde steroidogenezin temel diizenleyicileri parakrin faktorlerdir. Sertoli
hiicrelerinden salinan Desert Hedgehog (DHH) proteini, FLC’lerin androjen sentezini
destekleyen en Onemli parakrin faktorlerden biridir (Inoue vd., 2016). Ayrica vazoaktif

bagirsak peptidi, atriyal natriliretik peptid, beyin natritiretik peptid ve C tipi natriiiretik
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peptid ile 6zellikle hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit (PACAP) gibi molekiillerin
de FLC steroidogenezinde rol oynayabilecegi belirtilmistir (E1-Gehani vd., 1998). PACAP
ve reseptOrlerinin fotal testisteki dagilimi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir; ancak
erigskin testiste Leydig hiicrelerinde PACAP immunreaktivitesi saptanmig, PACI
reseptoriiniin ise hem vaskiiler endotel hem de Leydig hiicrelerinde eksprese edildigi
gosterilmistir. Bu bulgular, endotel hiicrelerinin Leydig hiicre fonksiyonlarmin

diizenlenmesinde parakrin katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Prisco vd., 2020).

FLC’ler yalmizca gecici endokrin hiicreler olmayip, progenitor hiicre farklilasmasi
veya transdiferansiyasyon yoluyla ALC populasyonuna simirh  dlglide  katki
saglayabilecekleri de ileri siiriilmistiir (Barsoum vd., 2013). Bazi arastirmalar, peritubular
miyoid hiicrelerin ALC’ler igin alternatif bir onciil kaynak olabilecegini 6ne siirse de ¢cogu
calisma ALC’lerin esas olarak ayri interstisyel progenitor hiicrelerden tiiredigini ve
FLC’lerin postnatal dénemde biiyilk oranda kayboldugunu vurgulamaktadir (Li ve
Papadopoulos, 2018; Shima ve Morohashi, 2017). Ancak son bulgular, erigkin testiste kii¢iik
bir FLC subpopulasyonunun (%5-20) varligimi siirdiirebildigini ve ALC i¢in potansiyel
progenitor kaynagi olabilecegini gdstermektedir (Bhattacharya ve Dey, 2023).

1.1.5. Esey Hiicrelerini Ileten Kanalciklar

Esey hiicrelerini ileten kanalciklar; testis i¢cinde yer alan tubulus rektus ve rete testis
ile testis dis1 yerlesimli duktuli efferentes (eferent kanalciklar) olmak iizere ti¢ ana yapidan
olusur. Bu kanalciklar araciligiyla spermatozoonlar ve luminal sivi, seminifer tubullerden

epididimidis kanalina iletilir (Ross ve Pawlina, 2011).

1.1.5.1. Tubulus Rektus

Kivrimli seminifer tubuller, kisa ve diiz bir segment olan tubulus rektus ile sonlanir ve
bu yapi rete testise agilir. Diiz testikiiler tubuller genellikle kisa olup, domuz ve aygirda daha
uzundur. Kopek ve boga gibi tiirlerde, Sertoli hiicrelerinin olusturdugu kiimeler, kivrimli
tubullerden diiz tubullere gecis bolgesinde intratubuler ¢ikintilar (terminal segment) seklinde
gbzlenir. Bu yapilar fagositoza katkida bulunur ve tubuler sivinin geriye akisini onler

(Liebich, 2019; Ross ve Pawlina, 2011).
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Tubulus rektus, baslangicta modifiye Sertoli hiicrelerinden olusan, daha distal
kisimlarinda ise basit kiiboidal epitel ile doseli emici bir epiteldir (Liebich, 2019; Ross ve
Pawlina, 2011). Bu bolgedeki Sertoli hiicrelerinin, spermatozoa ve tubul sivisinin tek yonlii
akisinin saglanmasinda rol oynadigi diisliniilmektedir. Akisin ise yalnizca tubulus ic
basicinin rete testis ve efferent kanalciklardaki basinci agsmasi durumunda gergeklestigi

belirtilmektedir (Ross ve Pawlina, 2011).

1.1.5.2. Rete Testis

Tubulus rektuslar, seminifer tubullerin u¢ kisimlarindan baslayarak mediastinum testis
icerisinde yer alan rete testis adi verilen kanal agina acilir. Bu ag, damardan zengin bag
dokusu i¢inde konumlanmis olup, tek katli yassi ya da kiibik epitel hiicreleriyle doselidir

(Ergtin, 2010; Ross ve Pawlina, 2011).

Rete testis, seminifer tubuluslardan gelen sivinin ve bazi proteinlerin ilk kez geri
emildigi bolge olup, ayn1 zamanda spermatozoonlarin kisa siireli rezervuart olarak gorev
yapar. Bu bolgeden ¢ikan spermatozoonlar ve luminal sivi, tiirlere gore sayisi degismekle
birlikte yaklagik 4 ile 20 arasinda olan eferent kanalciklar (duktuli efferentes) araciligiyla

epididimise aktarilir (Nistal ve Paniagua, 1984).

1.1.5.3. Duktuli Efferentes

Rete testisten ayrilip tunika albugineay1 gecerek testis disina ¢ikan duktuli efferentes,
yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Epiteldeki silyumlar, spermatozoonlar ile
luminal sivinin epididimis kanalina dogru taginmasina yardimci olur (Ergiin, 2010; Liebich,
2019). Kanalciklart ¢evreleyen diiz kas tabakasi peristaltik kasilmalar olusturarak sperm
taginmasini destekler. Efferent kanalciklar ayrica tubuler sivinin biiylik boliimiiniin geri
emildigi, spermatozoonlara besin saglandigi ve dejeneratif spermlerin fagositozla

uzaklastirildigr bir bolgedir (Liebich, 2019; Ross ve Pawlina, 2011).
1.1.6. Epididimis
Epididimis, duktus epididimidis adi verilen tek ve son derece kivrimli bir kanaldan

olusan, spermatozoonlarin olgunlagsma, korunma ve depolanma siireclerinin gergeklestigi
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Ozellesmis bir organdir. Yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doseli olan duktus epididimidis,
baslangic segmenti, kaput, korpus ve kauda olmak iizere dort ana bdliimden olusur. Bu
segmentler, spermatozoonlarin fonksiyonel olgunlasmasini destekleyen 6zgiin mikrocevresel
kosullara sahiptir ve bu 06zellikler biiyiik olgiide androjenlerin diizenleyici etkileriyle

sekillenir (Breton vd., 2019; Cornwall, 2009; Picut vd., 2018; Sullivan vd., 2019).

Epididimal kanalin postnatal donemde {i¢ temel gelisim evresinden gectigi
bilinmektedir (Breton vd., 2016; Cornwall, 2009; Murashima vd., 2015; Shum vd., 2013;
Sullivan vd., 2019). Bu evreler sirasiyla farklilasmamis donem (PND 14’ e kadar),
farklilasma donemi (PND 16-44) ve olgunlasma donemi (PND 45-70) seklinde
siniflandirilmaktadir. Ilk evrede epitel hiicreleri mitotik aktivitenin yiiksek oldugu kolumnar
bir yapidadir ve segmentleri ayiran septalar olugsmaya baglar. Farklilasma déneminde bazal,
seffaf, apikal, kalem ve halo hiicreleri gibi farkli epitel hiicre tipleri tanimlanabilir hale gelir.
Olgunlagsma doneminde ise liimen ¢ap1 artar, sperm gegisi bagslar ve fibromuskuler tabakada
proliferasyon belirginlesir (Meng vd., 2020; Picut ve Remick, 2017; Robaire ve Hinton,
2015). Bu siireglerin diizenlenmesinde androjenler temel belirleyici faktor olmakla birlikte,
testisten epididimise efferent kanalciklar yoluyla tasinan Gstrojenler, retinoidler ve gesitli

biiylime faktorlerinin de katki sagladig1 gosterilmistir (Abe vd., 1984; Robaire vd., 2006).

Epididimisin segmental ¢esitliligi, her boliimde devreye giren 6zgiin gen ekspresyon
profilleri ve molekiiler diizenleyici mekanizmalarla iliskilidir. Segmentleri birbirinden ayiran
bag doku bdlmeleri yalnizca yapisal biitiinlik saglamaz, ayni zamanda gen ve protein
diizeyindeki farklilasmay1 destekleyerek her segmentin fonksiyonel olarak bagimsiz bir
birim gibi davranmasina katkida bulunur (Avellar vd., 2019; Cornwall, 2009; Domeniconi
vd., 2016; Kirchhoff, 1999; Turner vd., 2003). Bu diizenlemeler luminal igerigin segmentler
arasinda Dbelirgin bicimde farklilagmasina ve boylece spermatozoonlarin kademeli
olgunlagmasina uygun biyokimyasal mikrogevrelerin olusmasina zemin hazirlar (Belleannée
vd., 2012; Bjorkgren ve Sipild, 2019; Breton vd., 2019; Da Silva ve Barton, 2016; Gervasi ve
Visconti, 2017; James vd., 2020; Johnston vd., 2005; Kierszenbaum, 2006).

Spermatozoonlar testisten ¢iktiktan sonra epididimis boyunca ilerlerken fonksiyonel
olgunluklarim kazanirlar. Ozellikle baslangic segmenti ve kaput bolgesinden salgilanan
glikoproteinler ve ylizey proteinleri, motilite kazanimi ve fertilizasyon kapasitesi i¢in
belirleyici rol oynar. Olgunlasma siireci korpus segmentinde devam ederken, kauda bdlgesi

olgun spermatozoonlarin depolandigi ve ayni zamanda yapisal veya fonksiyonel kusur
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gosteren hiicrelerin elimine edildigi bir segment olarak iglev goriir (Akbarsha vd., 2015;
Axnér, 2006; Bedford, 2015; Cooper, 1998; Dacheux vd., 2005; Robaire ve Hermo, 1988;
Sullivan vd., 2019).

Epididimal epitel, spermatozoonlarla dogrudan temas halinde bulunan ve immun
dengenin siirdiiriilmesine katki saglayan ozellesmis bir mukozal yapidir (Battistone vd.,
2019b; Battistone vd., 2020; Mendelsohn vd., 2020; Wijayarathna vd., 2020). Epitel
hiicreleri salgilama ve endositoz gibi mekanizmalar1 kullanarak liimenin bilesimini siirekli
olarak diizenler ve spermatozoonlarin olgunlagma siirecinde rol oynayan c¢esitli proteinleri
iiretir (Breton vd., 2016; Hermo ve Robaire, 2002). Ayrica, sperm antijenlerine karsi immun
yanitlarin sinirlandirilmasi ve patojenlere yonelik lokal savunma yanitlarinin desteklenmesi,
epididimise immun agidan koruyucu bir mikrogevre 6zelligi kazandirir (Da Silva vd., 2011;

Smith vd., 2014; Wang vd., 2021).

Epididimal epitel; prinsipal, kalem (narrow), apikal, seffaf, halo ve bazal hiicreler gibi
farkli hiicre tiplerini icerir (Akbarsha vd., 2015; Avellar vd., 2019; Chen vd., 2021;
Cornwall, 2009). Bu hiicrelerin segmentlere gore degisen dagilimi, epididimis boyunca
gozlenen islevsel farklilagsmanin temelini olusturarak her segmentin kendine 6zgili gérevler

iistlenmesine olanak saglar (Breton vd., 2016; Sullivan vd., 2019).

1.1.6.1. Prinsipal Hiicreler

Epididimal kanal boyunca en biiylik hiicre populasyonunu olusturan prinsipal
hiicrelerin yapisal ve islevsel ozellikleri bulunduklar1 segmente gore farklilik gostermektedir
(Breton vd., 2019; Hermo vd., 1994; James vd., 2020). Metabolik olarak aktif olan bu
hiicreler hem salgilama hem de absorbsiyon siireclerinde gorev alir. Epididimis liimenine
salgiladiklar1 ¢ok sayida 6zellesmis protein; spermin olgunlagmasi, luminal ortamin asit-baz
dengesinin  korunmasi ve hiicreler arasi sinyal iletimi gibi birgok mekanizmanin

stirdiiriilmesini saglar (Rinaldi vd., 2020).

Prinsipal hiicreler seffaf hiicrelerle birlikte epididimal liimen pH’sinin ayarlanmasinda
o6nemli bir role sahiptir. Segmentlere 6zgli iyon tasinim mekanizmalar1 sayesinde, baslangi¢
segmentinde bikarbonat geri emilimi, kaudal segmentte ise proton ve bikarbonat sekresyonu
ile pH dengesi saglanir (Breton ve Brown, 2013; Jensen vd., 1999; Park vd., 2017). Ayrica

prinsipal hiicreler tarafindan salgilanan c¢esitli antimikrobiyal peptidler, spermin
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olgunlagmasia katki saglarken ayni zamanda epididimal mikrofloranin kontroliinde de

gorev alir (Bernal vd., 1980).

Bunlara ek olarak, bu hiicreler epididimozom adi verilen ekstraseliiler vezikiillerin
iiretiminde rol oynar. Epididimozomlar, protein, lipid ve niikleik asit gibi biyomolekiilleri
tastyarak sperm hiicrelerinin canliligini ve islevsel kapasitesini destekler (Martin-Deleon,
2015; Méar vd., 2024; Sullivan vd., 2007). igeriklerindeki glutatyon peroksidaz ve glutatyon
S-transferaz  gibi antioksidan enzimler, epididimal savunma sisteminin Snemli

bilesenlerindendir (Bjorkgren ve Sipild, 2019; Nixon vd., 2019; Taylor vd., 2013).

1.1.6.2. Kalem Hiicreleri

Kalem hiicreleri, yalmzca epididimisin baslangi¢c segmentinde bulunan, ince ve uzun
morfolojide, stereosilyumsuz hiicrelerdir. Bu hiicrelerin g¢ekirdekleri kiiciik ve yassilasmig
goriinimde olup, apikal sitoplazmalar1 ¢cok sayida mitokondri igerir (Adamali ve Hermo,
1996; Akbarsha vd., 2015; Serre ve Robaire 1999; Wang vd., 2024). Kalem hiicreleri, V-
ATPaz enzim kompleksinin olusturdugu proton pompalama mekanizmasi araciligiyla
luminal ortamin asidik karakterinin korunmasini saglar (Kujala vd., 2007; Shum vd., 2009).
Bu siirecte apikal kutupta biriken V-ATPaz zengin vezikiiller, gerektiginde apikal membrana
flizyon yaparak H" iyonlarinin liimene salinmasini saglar ve bdylece epididimal

mikrogevrenin pH diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Breton vd., 2019).

1.1.6.3. Apikal Hiicreler

Apikal hiicreler, epitelin apikal boliimiinde yer alan, yuvarlak veya dikdortgen
cekirdekleri ve kubbemsi luminal yiizeylerinde sinirli sayida bulunan stereosilyumlan ile
ayirt edilirler (Akbarsha vd., 2015; Robaire ve Hermo, 1988). Rat epididimisinde 6zellikle
baslangi¢ segmentinde yogun olarak bulunan bu hiicrelerin, sivi ve elektrolit taginimi ile
epididimal sivinin iyonik bilesiminin diizenlenmesinde rol aldigi bildirilmistir (Adamali ve
Hermo, 1996; Gao vd., 2025; Robaire ve Hinton, 2015). Ayrica apikal hiicrelerin, karbonik
anhidraz II aktivitesi ve iyon tasimim mekanizmalar1 aracilifiyla luminal ortamin
asidifikasyonuna dolayli bigimde katki sagladigi; boylece spermatozoonlarin olgunlasmasi
icin gerekli olan liimen pH’sinin korunmasina yardimci oldugu belirtilmektedir (Brown vd.,

1992; Kujala vd., 2007; Pietrement vd., 2006). Bunun yani sira apikal hiicreler, liimen
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iceriginde yer alan protein ve diger molekiillerin endositoz yoluyla geri alinmasinda gorev

alarak epididimal homeostazin siirdiiriilmesine katkida bulunur (Gregory vd., 2024).

1.1.6.4. Seffaf Hiicreler

Seffaf hiicreler, bircok memeli tiiriinde epididimisin kaput, korpus ve kauda
segmentlerinde bulunan ve aktif endositoz yapan hiicrelerdir (Breton vd., 2019; Robaire ve
Hermo, 1988; Robaire ve Hinton, 2015). Morfolojik olarak bu hiicrelerin apikal bolgelerinde
cok sayida vezikiil, endozom, multivezikiiler cisim bulunur; ayrica ¢ekirdeklerinin {izerinde

yogun graniiler yapilar dikkati ¢eker (Hermo vd., 1988).

Seffaf hiicreler, epididimal liimenin asidik pH diizeyinin korunmasinda 6nemli rol
oynar (Da Silva vd., 2007; Park vd., 2017). Luminal asitlesme, bikarbonatin geri emilimi ve
proton sekresyonu gibi birbirini tamamlayan iki mekanizmanin etkilesimiyle gergeklesir.
Proton sekresyonu, hiicrelerin apikal membraninda lokalize vakuolar H*-ATPaz (V-ATPaz)
enzim kompleksi araciligiyla saglanir (Adamali ve Hermo, 1996; Battistone vd., 2019a;
Belleannee vd., 2010; Roy vd., 2013; Shum vd., 2011). Bikarbonatin geri emilimi ise
ozellikle baslangi¢ segmentindeki prinsipal hiicreler tarafindan gergeklestirilir (Breton vd.,
2016; Pastor-Soler vd., 2003). Olusan bu asidik luminal ortam, spermatozoonlarin prematiir
aktivasyonunu (erken kapasitasyon ve motilite aktivasyonu) onleyerek depolama siiresince
fonksiyonel biitiinliiklerini korur (Breton ve Brown, 2013; Breton vd., 2016; Breton vd.,
2019). Ayrica optimum pH ortami, epididimozomal vezikiiller aracilifiyla gergeklesen
protein ve lipid transferinin etkinligi acisindan da 6neme sahiptir (Guyonnet vd., 2011; Zhou

vd., 2018).

Buna ek olarak seffaf hiicreler, epididimal epitelin immun mikrogevresinin
diizenlenmesine katkida bulunarak, spermatozoonlarin olgunlasmasi ve depolanmasi igin
gerekli kosullarin siirdiiriilmesine yardimci olurlar (Battistone vd., 2024; Da Silva vd., 2015;
Shum vd., 2011).

1.1.6.5. Halo Hiicreleri

Halo hiicreleri olarak adlandirilan intraepitelyal lenfositler ve makrofaj benzeri
hiicreler, epididimis epitelinin tiim segmentlerinde yer alan baglica bagisiklik hiicreleridir.

Bu hiicrelerin, epididimal dokuda bagisiklik yanitin1 diizenleyerek spermatozoonlarin immun
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sistem tarafindan hedef alinmasini sinirlandirdigr ileri siiriilmektedir (Da Silva ve Smith,
2015; Robaire ve Hermo, 1988; Robaire vd., 2006; Serre ve Robaire, 1999). Morfolojik
olarak dar sitoplazmali, kiigiik boyutlu hiicreler olup epitel boyunca yaygin bir dagilim
gosterirler (Flickinger vd., 1997).

1.1.6.6. Bazal Hiicreler

Bazal hiicreler, epididimis epitelinin tiim segmentlerinde bulunan ve sayica ikinci
biiyiik hiicre grubunu olusturan yapilardir. Yassi veya iiggen sekilli olan bu hiicreler, epitelin
bazal kisminda konumlanarak hiicresel bir ag yapist meydana getirirler (Cornwall, 2009;
Yeung vd., 1994). Hiicresel yenilenme siireclerinde 6nemli islevleri olan bu hiicrelerin (R0sS
ve Pawlina, 2011; Sharma vd., 1986), genellikle liimenle dogrudan temasi bulunmaz; ancak
eriskin ratlarda limene dogru ince sitoplazmik uzantilar gelistirdikleri gosterilmistir (Kim
vd., 2015; Shum vd., 2008; Shum vd., 2009; Shum vd., 2013). Bu uzantilarda bulunan
anjiyotensin II tip 2 reseptdrlerinin (AGTR2) luminal anjiyotensin II tarafindan aktive
edilmesi, komsu seffaf hiicrelerde proton (H") salinimini uyararak epididimal pH’ nin diisiik

seviyelerde tutulmasina katki saglar (Shum vd., 2013).

Bazal hiicreler ayrica prinsipal ve seffaf hiicrelerin aktivitelerini diizenleyerek luminal
mikrogevrenin homeostazini dolayli olarak etkileyebilir (Arrighi, 2014; Leung vd., 2004). In
vitro kosullarda farklilasabilmeleri ve epitel dokusunu yeniden olusturabilmeleri, bu
hiicrelerin kok hiicre benzeri bir potansiyel tasidigimi diisiindiirmektedir. Bunun yani sira
kan-epididimis bariyerinin yapisal biitlinligiiniin korunmasma katkida bulunduklar
bildirilmistir (Haucke ve Kozlov, 2018). Baz1 arastirmalar, bazal hiicrelerin bagisiklik
hiicresi benzeri islevler iistlenebilecegini; sperm otoantijenlerine yanit olarak sayilarinda
artig goriilmesinin ve makrofaj belirteglerinin ekspresyonunun bu olasilig1 destekledigini

ortaya koymaktadir (Robaire vd., 2006).

1.1.6.7. Kan-Epididimis Bariyeri

Epididimis, spermatozoonlarin bagisiklik sistemi tarafindan “yabanci” olarak
taninmasini engelleyerek otoimmun reaksiyonlarin geligmesini dnleyen karmagik savunma
mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar, spesifik proteinlerin yani sira antioksidanlarin
ve cesitli konjuge enzimlerin sentezi ile salgilanmasimi igeren bir koruma sistemidir.

Epididimisteki immun koruma mekanizmasiin merkezinde ise kan-epididimis bariyeri yer
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alir. Bitisik prinsipal hiicreler arasinda bulunan siki baglantilar (tight junctions)
spermatozoonlara ait antijenlerin bagisiklik sistemine maruz kalmasini engelleyerek bu
bariyerin temel yapisal bilesenini olusturur. Ozellikle baslangic segmentinde baglanti
komplekslerinin biiyiik boliimiinii siki baglantilarin olusturdugu, dezmozomlarin ise daha
sinirli oldugu bildirilmistir (Robaire ve Hermo, 1988; Robaire vd., 2006; Rowart vd., 2018).
Ayrica bazal hiicrelerin adezyon molekiilleri araciligiyla bu bariyerin yapisal biitiinligiinii
destekledigi gosterilmistir (Arrighi, 2014). Adherens ve gap baglantilari ise hiicreler arasi
iletisimi diizenleyerek epididimis fonksiyonunun siirekliligine katkida bulunur (Dube ve Cyr,
2013).

Bu siki baglantilar ve segmente 0zgii tasiyici proteinler tarafindan olusturulan 6zel
ortam, spermlerin olgunlagsmasi, korunmasi ve depolanmasi agisindan biiyiilk 6nem tasir
Boylece spermatozoalar, epididimisin her bir segmentinden gegerken gelisim asamalarina

uygun bir ortamla karsilagirlar (Hinton vd., 2011; Robaire vd., 2006; Turner, 1991).

1.1.7. Duktus Deferens

Duktus deferens (vas deferens), epididimis kaudasinin devami olarak baglar ve
spermatik kordon (funikulus spermatikus) igerisinde testikiiler arter, pleksus pampiniformis
(testikiiler venler), lenfatik damarlar, sinir lifleri ve m. kremaster kasi ile birlikte seyreder.
Inguinal kanaldan gegerek pelvik iiretraya ulasir (Chawla ve Jena, 2021; Ergiin, 2010;
Knoblaugh vd., 2018; Ross ve Pawlina, 2011).

Histolojik olarak epididimise benzer sekilde yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile
désenmistir. Ancak burada bulunan stereosilyumlar, epididimise kiyasla daha kisa olup distal
segmentlere dogru kademeli olarak kaybolur. Duktus deferensin en karakteristik 6zelligi,
onu saran kalin ti¢ katmanli kas tabakasidir. Bu tabakalar; icte ve dista longitudinal ve ortada
sirkiiler olarak diizenlenmistir. Bu giliclii kas yapisi, ejakulasyon sirasinda peristaltik
kasilmalar olusturarak epididimal igerigin ileriye tasinmasini saglar (Ergiin, 2010; Ross ve

Pawlina, 2011).

1.1.8. Testis ve Epididimisin Embriyolojik Gelisimi

Fonksiyonel bir {ireme sisteminin gelisimi, tiiriin devami agisindan biiyiik 6nem tasir.

Canlmin genetik mirasi, gelismekte olan gonadlarda bulunan esey hiicreleri araciligiyla
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sonraki nesillere aktarilir (Pask, 2016). Cinsel gelisim, iki temel siireci kapsar: cinsiyetin
belirlenmesi ve cinsiyetin farklilasmasi. Cinsiyetin belirlenmesi, embriyonik gelisim
sirasinda canlinin erkek ya da disi yoniinde gelismesini saglayan temel biyolojik siiregtir.
Cinsiyetin farklilagmasi ise farklilasmamis embriyonik yapilardan erkek ya da disi
fenotiplerin gelisimini saglayan bir siirectir. Bu siire¢ genellikle embriyonun kromozomal
cinsiyetiyle uyumlu ilerler ve kromozomal, gonadal, hormonal ve fenotipik diizeylerde

gerceklesir (She ve Yang, 2014).

Genetik diizeyde kromozomal cinsiyet, dollenme sonrasinda olusan kromozom seti
tarafindan belirlenir. XY kromozom dizilimi erkek cinsiyetini, XX dizilimi ise disi
cinsiyetini ifade eder. Bipotansiyel gonadlar, gelisimin erken evrelerinde morfolojik olarak
ayirt edilemeyen, ancak ilk farklilagsan yapilardir. Bu gonadlarin testis ya da ovaryum
yoniinde gelisimi, cinsiyet farklilasmasmin kritik bir asamasimi olusturur. Islevsel bir
gonadm gelisimi ve bu gonadin salgiladigi hormonlar, i¢ ve dis genital organlar ile sekonder

cinsiyet 6zelliklerinin olusumunu etkiler (Biason-Lauber, 2016; Makiyan, 2016).

Memelilerde gonadlar, lumbal bolgedeki intermediyer mezodermden kdken alan
iirogenital plakin farklilasmasiyla gelisir. Bu bdlgede, sdlom epiteli kaynakli bilateral
kabartilar meydana gelir ve krista genitalis olarak adlandirilan bu yapilar, testis ve
ovaryumun Onciil yapilarini olusturur. Ancak, bu asamada heniiz cinsiyet hiicreleri

icermezler (Hassa ve Ast1, 1997; Ozer vd., 2007).

Primordiyal esey hiicreleri (gonositler), vitellus kesesini c¢evreleyen viseral
mezodermde, endodermal epitele komsu bolgede ortaya g¢ikar. Embriyonun katlanmasi
sirasinda bu hiicreler, arka bagirsagin dorsal mezentere dogru aktif migrasyon gostererek
mezenkimal doku tizerinden krista genitalis’e ulasirlar (Sekil 1.3.). Bu bolgede solom epiteli
altina yerleserek ¢ogalirlar. Bu donemde krista genitalis ve buraya gelen primordiyal esey
hiicreleri heniiz farklilagsmamistir ve her iki cinsiyet i¢in de benzer yapidadir. Bu nedenle bu
yapilar “bipotansiyel gonad” olarak tanmimlanir. Embriyonun cinsiyeti genetik olarak
dollenme aninda belirlenmis olsa da erkek veya disi 6zelliklerin ortaya ¢ikisi, hayvan tiirline
bagl olarak gebeligin farkli donemlerinde gergeklesir (Skinner ve Griswold, 2005; Swain ve
Lovell-Badge, 1999). Bu siirecte cinsiyete 6zgili gonad gelisimi embriyonik donemde bagslasa
da islevsel olgunluk postnatal donemde tamamlanir. Nitekim erkek ratlarda cinsel olgunluk

yaklagik 10. haftada saglanir (Ojeda ve Skinner, 2006).
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On Arka
Bagirsak Bagirsak

Allantois Genital
Kabarti

Primordial
Kalp Genital
Kabarti
Kloak Mezonefroz

Vitelliis
A Kesesi B

Sekil 1.3. A. Vitellus kesesi duvarinda bulunan primordiyal esey hiicreleri B. Primordiyal esey
hiicrelerinin, arka bagirsak ve dorsal mezenter boyunca, krista genitalise (genital ¢ikinti) gocii (Sadler,
2021°den uyarlanmistir)

Bipotansiyel gonadin testis yoniinde farklilagmasinda ilk gézlenen morfolojik olay,
sOlom epitelinden Sertoli hiicrelerinin farklilasmasidir. Sertoli hiicreleri testiste farklilagan
ilk somatik hiicrelerdir (Karl ve Capel, 1998; Pawar ve Wrobel, 1991). Bu hiicreler,
primordiyal esey hiicreleriyle kiimeler olustururlar (Skinner ve Griswold, 1983; Smith vd.,
1987). Mezonefrozdan goc eden endotelyal ve preperitubular hiicrelerin (6ncii peritubular)
bu kiimeleri ¢evrelemesiyle primer seks kordonlari olusur. Bu kordonlar, ilerleyen gelisim
evrelerinde seminifer kordonlara farklilasir ve tubulus seminiferus kontortus, tubulus rektus
ile rete testisi meydana getirir (Merchant-Larios ve Moreno-Mendoza, 1998; Nishino vd.,
2001). Preperitubular hiicreler, her seminifer kordonu ceveleyen tek sirali bir tabaka

olusturarak yapisal biitiinliik ve mekanik destek saglar (Wang vd., 2002).

Seminifer kordonlarin olusumunu takiben, testis icindeki diger hiicre tipleri de
farklilagmaya baglar. Vitellus kesesinden go¢ eden primordiyal esey hiicreleri
spermatogonyumlara doniisiir (Ross ve Pawlina, 2011). Aym1 zamanda, interstisyel bolgede
FLC’ler gelisir. Bu hiicrelerin mezonefrik mezensim ve solomik epitel kokenli oldugu
bildirilmistir (Ademi vd., 2022; Garcia-Alonso vd., 2022; Wang vd., 2022). Sertoli hiicreleri,

Leydig hiicrelerinin farklilasmasinda diizenleyici rol oynar (Liu vd., 2016).
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Kemirgenlerde fotal androjen iiretiminin tek kaynagi FLC’lerdir. Buna karsilik
insanlarda, fotal testis temel androjen kaynagi olmakla birlikte, adrenal bezlerden de sinirl
miktarda androjen Onciilleri saglanir. Erkek {ireme sisteminin gelisimi biiyiikk oranda
androjenlere bagimli olmakla birlikte, testislerin skrotuma inisi hem FLC’lerden salgilanan
INSL3 hormonuna hem de androjenlere ihtiyag duyar (Keer ve Jorgensen, 2024;
Kothandapani vd., 2020; Zimmermann vd., 1999).

Testis gelisiminde belirleyici molekiillerden biri Y kromozomu iizerinde yer alan ve
testis belirleyici faktor (TDF) olarak bilinen SRY genidir. Embriyonik dénemin erken
safhalarinda eksprese olan bu gen, Sertoli hiicrelerinin farklilagmasini baslatarak embriyonun
erkek yoniinde gelisimini diizenler. Ayrica, testis gelisimini takiben diger erkek cinsiyet
organlarinin olusumunu saglayan genlerin ekspresyonuna da aracilik eder. SRY geninin
yoklugunda Sertoli hiicresi farklilagsmasi ve dolayisiyla testis morfogenezi gerceklesmez.
SRY’nin yan1 sira SOX9, SF-1 ve DAX-1 gibi genlerin de uygun diizeyde ve zamanlamayla
eksprese edilmesi testis gelisimi icin zorunludur. Ozellikle SOXO, testis gelisiminde kritik
bir rol oynar ve AMH geninin ekspresyonunu dogrudan diizenler (Agrawal vd., 2009; Capel,
2000; Lovell-Badge, 1993; Ross ve Pawlina, 2011; Tres vd., 1986, Yamamoto vd., 2000).
Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan AMH, Miiller kanalinin gerilemesine neden olarak disi
iireme organlariin olusumunu engeller (Josso, 1990; Yamamoto vd., 2000). Ayn1 zamanda
Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron, mezonefrik (Wolff) kanalin erkek
bosaltim sistemi yapilarina (epididimis, duktus deferens vb.) farklilagsmasini saglar (Habert
vd., 2001; Ross ve Pawlina, 2011). Bu siirecte, fotal Leydig hiicrelerinin testosteron iiretimi
baslangicta LH’dan bagimsiz gerceklesirken (Habert vd., 2001), ilerleyen evrelerde LH

reseptoril tagtyan hiicreler olusur ve hormonal kontrol baglar (Migrenne vd., 2001).

Testis gelisimi sirasinda, seminifer kordonlarin olusturdugu tubulus seminiferus
kontortuslar ile mezonefroz borucuklar1 arasinda gegici baglantilar kurulur. Bu baglantilar
daha sonra rete testisi olusturur. Mezonefroz borucuklar1 ise duktuli eferentese farklilasir.
Mezonefrik (Wolff) kanalin testise komsu proksimal bdlgesi zamanla kivrimli bir yapi
kazanarak duktus epididimidise doniigiir. Bu bolgedeki bazi mezonefrik tubuller gelisen
seminifer kordonlarla birleserek duktuli eferentesi olusturur ve boylece rete testis ile duktus
epididimidis arasinda baglant1 saglanmis olur. Mezonefrik kanalin distal kismi ise kalin bir
diiz kas tabakas1 gelistirerek duktus deferensi olusturur (Ozer vd., 2007; Rodriguez vd.,
2002; Tanyolag, 1999). Embriyogenezde mezonefrik kanal ve tubullerden kdken alan

epididimis, dogum sonrasinda morfolojik ve fonksiyonel olgunlagmasini siirdiiriir. Sonug
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olarak testis gelisimi; sdlom epiteli, primordiyal esey hiicreleri, Sertoli ve Leydig hiicreleri
arasindaki kompleks ve zamana duyarl etkilesimler sonucunda sekillenir. Bu siireg, erkek

iireme sisteminin temel yapilarinin olugsmasinda hayati rol oynar (Ross ve Pawlina, 2011).

1.2. Biiyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri, hiicrelerin proliferasyonu, farklilagsmasi, gocii ve doku gelisimi
gibi temel biyolojik siiregleri kontroliinde gorev alan, biyolojik olarak aktif sinyal
polipeptitleridir. Bu molekiiller yalnizca hiicre dongiislinii diizenlemekle kalmaz, aym
zamanda ¢esitli hiicresel islevlerin siirdiiriilmesinde de rol oynarlar (Litwack, 2022).
Genellikle hiicre olgunlasmasi ve farklilasmasini desteklemelerine ragmen, etkileri hem
biiyiime faktoriiniin tiiriine ve hem de hedef hiicreye gore degisiklik gosterebilir. Ozellikle
IGF ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi genis etki alanina sahip olanlar, birgok
epitelyal ve mezenkimal hiicre tipini uyarabilir. Hormonlar ise hiicresel fonksiyonlarin
stirdliriilmesinde Onemli olmakla birlikte, biiylime faktorlerinden farkli olarak hiicre
proliferasyonunu genellikle dogrudan etkilemezler (Skinner, 1991; Skinner ve Griswold,
2005).

Memeli testisinde IGF, FGF, donistiiriicii biiytime faktorleri (TGF-a ve TGF-B) ve
EGF gibi ¢ok sayida biiylime faktorii tanimlanmistir. Bu ailelerin ¢ogu birden fazla iiyeye
sahiptir. Ozellikle EGF ailesi, gii¢lii mitojenik etkileri ve hiicre gogii, farklilasma, apoptoz ve
hiicresel hareketlilik gibi ¢ok sayida biyolojik siireci diizenlemesiyle dikkat ¢eker. Bu
faktorler, ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunu destekleyerek doku biiyiimesini ve onarimini
da uyarirlar (Berasain ve Avila, 2014; Carpenter ve Wahl, 1992; Massagué ve Pandielle,
1993; Pan vd., 2014; Prigent and Lemoine, 1992). Ayrica, EGF ailesinin erkek tireme sistemi
fizyolojisindeki Oonemli diizenleyicilerden biri oldugu cesitli calismalarda vurgulanmistir

(Oliva-Hernandez ve Perez-Gutierrez, 2008).

Cok hiicreli organizmalarda hiicreler arasi iletisim; farklilagma, bagisiklik yanitlariin
diizenlenmesi, hiicre hareketliligi ve madde taginimi gibi siireglerin kontroliinde esastir. Bu
iletisim, hedef hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak hiicre i¢i sinyallesmeyi baslatan
ekstraseliiler sinyal molekiilleri araciligiyla saglanir. Sinyallesme bi¢imi, hedef hiicrelerin
konumuna gore endokrin, parakrin, otokrin veya jukstakrin olarak siniflandirilir. Endokrin
sinyallesmede sinyal molekiilleri dolasim sistemiyle uzak hiicrelere tasinirken, parakrin

sinyallesmede komsu hiicreler etkilenir. Otokrin sinyallesmede sinyal, {iretici hiicreyi
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etkilerken; jukstakrin iletisimde hiicreler dogrudan temas kurar. Ayrica testis ve epididimis
arasinda, seminifer tubul limeni yoluyla gerceklesen ve ‘lumikrin sinyal’ olarak tanimlanan
0zel bir iletisim bi¢iminin oldugu gosterilmis olup, bu mekanizmanin epididimis
fizyolojisinin diizenlenmesinde onemli rol oynadigi bildirilmistir (Hinton vd., 1998; Hinton

vd., 2003; Turner ve Miller, 1997).

Biiyiime faktorleri bu sinyal mekanizmalar1 araciligiyla etki gdsterir ve ¢ogunlukla
tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptdrler {izerinden hiicre i¢i sinyal iletimini baslatir.
Ligand-reseptor etkilesimi sonucunda hiicre igi sinyal yollart aktive olur, gen ekspresyonu
diizenlenir ve bunun sonucunda mitojenik aktivite ortaya ¢ikar (Burges, 2022; Schlessinger,
2000; Sharma vd., 2018). Bu etkilesim, reseptorlerin dimerlesmesine ve sitoplazmik tirozin
kalintilarinin otofosforilasyonuna yol agar. Ortaya ¢ikan bu fosforilasyon, mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolunu baslatir. MAPK ailesi, ekstraseliiler sinyalle
diizenlenen kinazlar (ERK), c-Jun amino terminal kinazlar (JNK) ve p38 MAPK’lar olmak
iizere li¢ ana alt gruptan olusur (Johnson ve Lapadat, 2002). EGF gibi biiyiime faktorleri
cogunlukla ERK yolunu aktive ederken, JNK ve p38 yollar1 daha cok hiicresel stres
kosullarinda devreye girer. Fosforillenmis ERK'ler cesitli hedef proteinleri aktive ederek
proliferasyon, farklilasma ve hiicre hareketliligi gibi spesifik hiicresel yanitlar1 tetikler
(Tomsig ve Turner, 2006). MAPK sinyal yolunun, testis biiylimesi, esey hiicre
proliferasyonu ve farklilasma, apoptoz ve testosteron sekresyonunda énemli bir diizenleyici

oldugu bildirilmistir (Luo vd., 2022).

Biiyiime faktorlerinin ¢ogu suda ¢oziiniir peptit ya da protein yapisindadir ve yiiksek
afiniteyle plazma membranindaki 6zgiil reseptorlerine baglanarak hiicre igi sinyal iletimini
baglatir. Bu baglanma, reseptorlerin tirozin kinaz aktivitesini tetikleyerek hedef proteinlerin
fosforilasyonunu ve buna bagli gen ekspresyonu degisikliklerini indiikler. Ancak bazi istisna
gruplarda, 6rnegin TGF-P ailesinde, reseptorler tirozin yerine serin veya treonin kalintilarini

fosforile eder (Saito vd., 2018).

Bununla birlikte, bazi biiyiime faktorleri sitokin yapisinda kiigiik peptitlerdir.
Sitokinler genel olarak hiicreler arasi iletisimi diizenlerken, yalnizca hiicre biiyiimesi veya
farklilagmasm etkileyenler biiyiime faktdrii olarak smiflandirilir. Ornegin, graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), kok hiicrelerden beyaz kan hiicrelerinin gelisimini

destekledigi icin sitokin kokenli bir biiylime faktoriidiir. Protein yapisindaki biiyiime
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faktorlerine ise vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli biiylime
faktorii (PDGF) ve 6zellikle EGF 6rnek verilebilir (Stone vd., 2023).

Son yillarda yapilan aragtirmalar, testis gelisimi ve fonksiyonunun yalnizca
gonadotropinler (FSH ve LH) ve testosteron gibi endokrin hormonlarla degil, ayn1 zamanda
testis i¢inde lokal olarak iiretilen biiylime faktorleriyle de diizenlendigini gostermistir. Bu
lokal faktorler hem fotal hem de postnatal donemde spermatogenez, steroidogenez ve doku
farklilasmasi siireclerinde onemli roller iistlenmektedir. Testis dokusunda bu faktorlerin
ekspresyon diizeyleri ve hiicresel lokalizasyonlarinin belirlenmesi, onlarin hiicre
proliferasyonunu destekledigini, doku farklilagsmasim1 diizenledigini ve organogenez
stire¢lerini modiile ettigini ortaya koymustur (Abd-Elmaksoud ve Sinowatz, 2005; Huleihel
ve Lunenfeld, 2004; Skinner, 1991).

1.2.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)

Epidermal biiyiime faktori reseptorii (EGFR), tirozin kinaz aktivitesine sahip
transmembran bir glikoprotein olup hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hayatta kalma gibi
cesitli hiicresel siiregleri diizenleyen bir sinyal reseptoridiir (Herbst, 2004). Gelisim
biyolojisi, doku homeostazisi ve kanser biyolojisi alanlarinda en kapsamli bi¢imde arastirilan
reseptorlerden biridir (Ceresa ve Peterson, 2014; Yarden ve Sliwkowski, 2001). Yapisal
olarak ekstraseliiler, transmembran ve intraseliiler segmentlerden olusur. Ekstraseliiler
bolgede iki ligand baglayici alan ve bu bdlgeler arasinda yer alan sistein agisindan zengin iki
bélge bulunur. Intraseliiler kisimda yaklasik 250 amino asit uzunlugunda bir tirozin kinaz
alan1 ile karboksi-terminal ugta yer alan, yedisi fosforillenebilir 6zellikte olan tirozin
kalintilart bulunur. Bu fosfotirosin bdlgeler, ¢esitli sinyal iletim proteinlerinin baglanmasina
olanak taniyarak asagi akish (downstream) sinyal yollarin1 aktive eder (Ceresa ve Peterson,

2014; Lemmon ve Schlessinger, 2010; Yarden ve Sliwkowski, 2001).

EGFR aracili sinyal iletimi dort basamakta gerceklesir: (1) 6zgiil ligandin reseptdre
baglanmasi, (2) reseptor dimerizasyonu, (3) dimer igindeki tirozin kalintilarinin karsilikli
fosforilasyonu (transfosforilasyon) ve (4) fosforillenmis reseptor bolgelerine sinyal iletim
proteinlerinin baglanmasi. Bu olaylar, hiicre i¢inde proliferasyon, farklilasma, migrasyon ve
hiicre sag kalimi gibi ¢ok sayida fizyolojik yaniti baglatir (Lax vd., 1988; Lemmon ve
Schlessinger, 2010; Yarden ve Sliwkowski, 2001).
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EGFR’yi aktive edebilen endojen ligandlar arasinda EGF, TGF-a, betaselliilin, heparin
baglayict EGF benzeri biiytime faktoric (HB-EGF), amfiregulin (AREG), epigen ve
epiregulin bulunur. Bu ligandlarin EGFR’ye olan baglanma afiniteleri, dokuya o&zgii
dagilimlar1 ve ekspresyon profilleri farklilik gosterir (Derynck vd., 1984; Higashiyama vd.,
1991; Jacobs vd., 2009; Shing vd., 1993; Shoyab vd., 1988; Strachan vd., 2001; Toyoda vd.,
1995; Yarden ve Sliwkowski, 2001). Bu farkliliklar, EGFR aktivasyonunun siiresi,

yogunlugu ve hiicre i¢i lokalizasyonu iizerinde belirleyici rol oynar (Roepstorff vd., 2009).

EGF veya TGF-a gibi ligandlarin baglanmasi, EGFR’de konformasyonel
degisikliklere yol agarak reseptoriin dimerizasyonunu baglatir. EGF ve TGF-o0, EGFR
iizerinde hem homodimerlerin hem de ErbB ailesinin diger iiyeleriyle heterodimerlerin
olusumunu tetikleyebilir (Lim vd., 1997). Dimerizasyon sirasinda reseptdrlerden birinin
tirozin kinaz alani, karsi reseptordeki tirozin kalintilarimi fosforile eder. Bu kargilikli
fosforilasyon (transfosforilasyon), sinyal iletimine aracilik eden proteinlerin baglanabilecegi
fosfotirosin bdlgelerinin olusumuna neden olur (Lemmon ve Schlessinger, 2010; Qian vd.,
1994; Yarden ve Sliwkowski, 2001). Fosforillenmis tirozin kalintilar1, 6zgiil hiicre i¢i sinyal
proteinlerinin baglanma bdlgelerini olusturarak MAPK, PI3K/Akt ve JAK/STAT gibi sinyal
iletim yolaklarini aktive eder (Ferguson, 2008; Litwack, 2022).

ErbB reseptor ailesi dort iiyeden olusur: ErbB1 (EGFR), ErbB2 (HER2), ErbB3
(HER3) ve ErbB4 (HER4) (Arteaga ve Engelman, 2014). Bu reseptorler, benzer yapisal
organizasyona sahiptir ve hiicresel proliferasyon ile farklilasmay1 diizenleyen fosforilasyon
kaskadlarini baslatir (Herbst, 2004; Kleiman vd., 2011). ErbB2’nin bilinen dogal bir ligand:
bulunmamakla birlikte, ligand bagli diger iiyelerle heterodimerleserek aktive olabilir.
Bununla birlikte, baz1 kanser tiirlerinde ErbB2’nin asir1 ekspresyonu, ligand olmaksizin

homodimerlesme yoluyla sinyal aktivasyonuna neden olur (Yarden ve Sliwkowski, 2001).

ErbB3, zayif ya da islevsiz tirozin kinaz aktivitesine sahip oldugundan "psddokinaz"
olarak smiflandirilir; ancak genetik delesyonunun ndropatik fenotiplerle sonuclanmasi,
sinyal iletiminde dolayl1 bir rolii oldugunu gostermektedir (Jura vd., 2009; Riethmacher vd.,
1997). ErbB4 ise membran iizerinden veya proteolitik par¢alanma sonrasi cekirdege
translokasyon yoluyla sinyal iletimini gerceklestirebilme kapasitesiyle dikkat ¢eker (Linggi
ve Carpenter, 2006).
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Ayrica, EGFR'nin hiicre ¢ekirdegine transloke olabildigi ve burada proliferasyon,
DNA replikasyonu, DNA onarimi ve transkripsiyon gibi temel siirecleri diizenleyebildigi
bildirilmistir (Wang ve Hung, 2012). Bu niikleer lokalizasyon yalmizca EGFR’ye ozgii
olmayip, diger ErbB ailesi liyelerinde de tanimlanmistir (Xie ve Hung, 1994).

1.2.2. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

EGF, ayni reseptorii paylasan TGF-a, AREG, heparin-baglayict EGF (HB-EGF) ve
betasellulin gibi ¢esitli ligandlar1 igeren EGF ailesinin bir tiyesidir (Berasain ve Avila, 2014;
Carpenter ve Wahl, 1992; Massagué ve Pandiella, 1993). EGF ailesi iiyeleri, plazma
membranina yonlendirilmesini saglayan bir sinyal dizisi igeren proproteinler seklinde
sentezlenir. Her bir proteinin tek bir membran gecisli bolgesi, molekiilii hiicre zaria
baglayarak bir N-terminal ekstraselliiler bolge ile bir sitoplazmik kuyruk olusturur. Aktif ve
¢Oziiniir formun serbest birakilmasi, ADAM (disintegrin iceren ve metalloproteinaz
aktivitesi olan protein ailesi) tarafindan gerceklestirilen ekstraselliiler bdlgenin proteolitik
kesilmesiyle saglanir. Ornegin, ADAMI17, HB-EGF, TGF-a ve amfiregulin’in ¢oziiniir
forma doniismesinden sorumluyken; ADAMI10, betasellulin’in salinmasini katalizler. Bu
proteolitik siireg, hiicre ici sinyal yollar1 tarafindan siki bicimde diizenlenir; ancak bu

diizenleme mekanizmalarinin ayrintilari heniiz tam olarak acikliga kavusmamustir (Litwack,

2022).

EGF, hiicre proliferasyonu, doku farklilagmasi ve organogenez gibi temel biyolojik
siireglerde rol oynayan 6nemli bir biiyiime faktoriidiir. En yogun olarak submandibular bezde
sentezlense de testis, bobrek proksimal tubul epiteli, prostat, seminal vezikiil, 6n hipofiz ve
mide gibi bir¢ok dokuda da varligi gosterilmistir. Testiste baglica kaynak Leydig hiicreleridir
(Boonstra vd., 1995; Yan vd., 1998).

EGF, testosteron biyosentezinde gorevli enzimlerin aktivitesini diizenleyerek ve
kolesteroliin mitokondriye taginimini artirarak gonadotropinlerin etkisini gliclendirir. Ayrica,
otokrin ve/veya parakrin mekanizmalar araciliiyla spermatogenezi diizenledigi, esey
hiicrelerinin ~ farklilasmasin1  tesvik  ederken  spermatogonyal proliferasyonu da
baskilayabildigi bildirilmistir (Wald, 2005). Bu bulgular, EGF-EGFR sisteminin testis
geligimi, spermatogenez ve steroid hormon sentezinde 6nemli bir diizenleyici rol oynadigini

ortaya koymaktadir (Tsutsumi vd., 1986; Wong vd., 2000).
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1.2.3. Amfiregulin (AREG)

AREG, EGF ailesine ait bir ligandir ve basta EGFR (ErbB1) olmak iizere ErbB2,
ErbB3 ve ErbB4 reseptorleriyle etkilesim kurabilir (Roepstorff vd., 2009; Singh vd., 2022;
Shoyab vd., 1988). AREG, EGFR’nin aktivasyonu araciligiyla hiicre proliferasyonunu ve
farklilagsmay1 diizenleyen sinyal yolaklarini uyarir (Berasain ve Avila, 2014). Yaklasik 1,4 kb
uzunlugunda bir mRNA tarafindan kodlanmakta olup, 252 amino asitlik bir énciil protein
(Pro-AREG) seklinde sentezlenir. Pro-AREG, proteolitik olarak hiicre disina salinarak
biyolojik olarak aktif AREG formuna doniisiir; bu aktif form EGFR’ye baglanarak hiicresel
yanitlar1 baglatir (Fukuda vd., 2012; Levano ve Kenny, 2012).

AREG’in EGFR’ye baglanmasi, reseptoriin aktivasyonuna ve EGFR’nin ErbB
ailesinin diger tuyeleri (ErbB2, ErbB3 ve ErbB4) ile dimerlesmesine yol acar. Bu
dimerizasyon, hiicre i¢i sinyal iletim yollarini (6rnegin MAPK, PI3K/Akt ve JAK/STAT)
aktive eder (Citri ve Yarden, 2006).

AREG, bagisiklik yaniti, inflamasyon ve doku onarimi gibi bir¢ok fizyolojik ve
patolojik siirecte rol alan 6nemli bir biiyliime faktoriidiir. Dogal ve adaptif immun hiicrelerde,
farkli fizyolojik ya da inflamatuvar uyarilar altinda AREG ekspresyonunun arttigi
bildirilmistir (Zaiss vd., 2013). Ayrica, {riner, solunum, sindirim ve tireme sistemleri gibi

birgok normal dokuda da AREG varlig1 tespit edilmistir (Chao vd., 2024).

AREG’in temel islevi, EGFR araciligtyla hiicre proliferasyonu, doku onarimmi ve
rejenerasyonu tesvik etmektir. Bunun yaninda, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ve
inflamatuar yanitlarin kontrolii iizerinde de etkili oldugu gosterilmistir. Bu c¢ok yonlii
biyolojik roller, amfiregulini yara iyilesmesi, immun homeostazin siirdiiriilmesi ve kanser ile
kronik inflamasyon gibi hastalik siire¢lerinde potansiyel olarak onemli bir diizenleyici

molekiil haline getirmektedir (Shao ve Sheng, 2010).

1.2.4. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii Alfa (TGF-a)

TGF-a, EGF ailesine ait bir ligand olup EGFR’ye baglanarak hiicre proliferasyonunu
tetikler. EGF ile ayni reseptorii kullanmasina ragmen biyolojik etkileri, etki giicii ve doku

dagilimlar1 bakimindan farkliliklar gostermektedir (Derynck, 1992; Josso, 1990). Normal
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hiicrelerde belirgin proliferatif etki olusturdugu ve bazi calismalarda EGF’ye kiyasla daha
giiclii bir mitojen oldugu bildirilmistir (Roepstorff vd., 2009; Spadaro vd., 2012).

TGF-a, embriyonik gelisim sirasinda bazi fotal ve komsu maternal dokularda gecici
olarak eksprese edilirken, eriskin dénemde de deri, bobrek, karaciger, meme bezi gibi birgok
dokuda bulunur (Derynck, 1992; Madtes vd., 1988; Salomon vd., 1990). Bu genis dagilim,
TGF-a’nin doku homeostazi, hiicre biiylimesi ve rejenerasyon siireglerinde parakrin ve

otokrin diizenleyici olarak 6nemli rol oynadigini gostermektedir (Dickson vd., 1995).

Testis dokusunda ise TGF-o’nin baglica iretim kaynaklari Sertoli hiicreleri,
peritubular miyoid hiicreler ve Leydig hiicreleridir (Skinner vd., 1989; Teerds vd., 1990).
Sertoli hiicrelerinde TGF-a, laktat, transferrin ve Ostrojen iiretimi gibi cesitli metabolik
stirecleri diizenleyerek esey hiicrelerinin gelisimini dolayli bicimde destekler (Mallea vd.,
1986; Onoda ve Suarez-Quian, 1994). Benzer sekilde, EGF de Sertoli hiicrelerinde inhibin,
ABP ve transferrin sentezini arttirarak testikiiler fonksiyonlarin siirdiiriilmesine katki saglar.
Bu etkilerin diizeyi, testisin gelisim evresine bagl olarak degiskenlik gosterebilir (Skinner ve

Griswold, 2005).

Sonug olarak, TGF-o hem embriyonik hem de postnatal siiregte testikiiler bilylime ve
farklilagmanin diizenlenmesinde 6nemli bir otokrin/parakrin faktor olarak gorev yapmaktadir

(Levine vd., 2000; Plowman vd., 1990).

Bu ¢aligmanin amaci, Wistar albino erkek ratlarda neonatal, infantil, ge¢ pubertal ve
olgun donemleri kapsayan postnatal siire¢ boyunca testis ve epididimis dokularmin
gelisimini incelemek ve bu gelisimle iligkili olarak epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR/erbB1/HER1) ile ligandlart EGF, TGF-o. ve AREG’in hiicresel ve segmental
diizeydeki ekspresyon paternlerini ortaya koymaktir. Bu dogrultuda, s6z konusu
molekiillerin farkli spermatogenik evrelerdeki esey hiicreleri ile epididimisin tiim
segmentlerinde sergiledigi lokalizasyon ozellikleri ve donemsel degisimlerin belirlenmesi
hedeflenmistir. Elde edilen bulgularin, EGFR ve iliskili ligandlarinin testis ve epididimis
gelisimindeki potansiyel diizenleyici rollerine 151k tutarak erkek iireme sisteminin postnatal

olgunlagmasina iliskin mevcut bilgi birikimine katki saglamasi amaglanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu tez calismasi, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Bagkanligi' nin 21.06.2023 tarihli ve 2023-12-108 sayili onayu ile yiiriitiildii (Ek-1).

Calismada materyal olarak kullanilan Wistar albino 1rki erkek ratlar, Ankara
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvari’ndan saglandi. Tiim bakim
ve beslenme iglemleri, kurum standartlarina uygun sekilde yiiriitildii. Ratlar, 20-24°C
sicaklik araliginda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda, standart pelet yem ve gesme
suyu verilerek ad libitum olarak beslendi. Postnatal gelisimin farklt evrelerini
degerlendirmek amaciyla toplam 24 hayvan, her biri alt1 rat igeren dort deney grubuna
ayrildi. Gruplar; neonatal (5 giinlilk, PND5), infantil (20 giinlik, PND20), ge¢ pubertal (50
giinliik, PND50) ve olgun (70 giinliik, PND70) donemleri kapsamaktaydi. Her gruptaki alt1
rat, ksilazin-ketamin anestezisi altinda Gtenazi edildi; testis ve epididimis dokularindan
ornekler alind1 (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Calisma gruplarina ait testisler. A. Neonatal dénem, B. Infantil dénem, C. Geg pubertal
doénem, D. Olgun dénem. Testis (0k)
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2.2. Histokimyasal Incelemeler

Testis ve epididimis ornekleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda Bouin soliisyonu ile tespit edildikten sonra rutin
histolojik islem basamaklarindan gegirilerek paraplast icine gémiildii ve bloklar hazirlandi.
Bu bloklardan 5 mikrometre (um) kalinliginda kesitler alinarak normal lamlara yerlestirildi.
Histokimyasal degerlendirme amaciyla Crossmon’un modifiye {iglii boyasi ile Periyodik

Asit-Schiff (PAS) yontemi (Bancroft ve Gamble, 2002; Crossmon, 1937) kullanildi.

2.3. Yar1 ince Kesitlerin Elde Edilmesi ve incelenmesi

Doku ornekleri, Karnovsky (1965) protokoliine uygun olarak, pH 7,4’te hazirlanmig
glutaraldehid-paraformaldehid karisimi ile fikse edildi. Ardindan, %1 ozmik asit ¢ozeltisinde
iki saat slireyle ikinci fiksasyon yapildi. Sonraki asamada, %1’lik uranil asetatta iki saat
bekletildi, dereceli alkoller ve propilen oksitten gegirilerek Araldit M’ye gomiildii. Elde

edilen bloklardan 1 pm kalinliginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile boyanda.

2.4. immunohistokimyasal incelemeler

Immunohistokimyasal incelemeler igin Streptavidin Biotin Kompleks (Strept-ABC)
immunperoksidaz yontemi (Bancroft ve Gamble, 2002) uygulandi. Paraplast bloklardan
poly-L-lysine ile kapli lamlara aliman 5 pm kalimhigindaki kesitler, deparafinizasyon ve
dehidrasyon asamalarinin ardindan fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Endojen
peroksidaz aktivitesini baskilamak amaciyla kesitler, %3 hidrojen peroksit (H20:) igeren
%70 methanol/PBS ¢6zeltisinde 20-30 dakika bekletildi.

PBS yikamasin takiben antijenlerin yeniden ortaya ¢ikarilmasi i¢in (antijen retrieval),
kesitler sitrat tamponunda mikrodalga ile 20 dakika sitildi ve ayni ¢ozeltide 20 dakika
sogutuldu. Bu islemle antijen ile tespit sollisyonu arasindaki baglar ¢oziilerek epitop
bolgeleri agiga ¢ikti. Sonrasinda PBS ile yikamanin ardindan, non-spesifik baglanmalarin
engellenmesi i¢in kesitler %10 normal ke¢i serumu (Ultra V block- Epredia TP-125-HL) ile
5-10 dakika muamele edildi. Blokaj adimimin ardindan, kesitler uygun diliisyonda
hazirlanmig primer antikorlarla (Cizelge 2.1.) 4°C’de bir gece boyunca inkubasyona

birakildi. Primer antikor uygulamasiin ardindan kesitler PBS ile dort kez yikandi. Daha

34



sonra, biotin ile konjuge edilmis sekonder antikor (Biotinli anti rabbit/mouse sekonder
antikor, Epredia TP-125-HL) 20 dakika oda sicakliginda uygulandi. Ardindan ii¢ kez PBS
yikamasini takiben, HRP enzim konjugatli streptavidin (Streptavidin-horseradish peroksidaz-
Epredia TP-125-HL) ¢ozeltisinde 20 dakika bekletildi. Streptavidin adimini izleyen PBS
yikamalarindan sonra, kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) kromojen soliisyonunda (Ultra
vision detect system/AEC Epredia TA-125-HA) 5-20 dakika inkiibe edildi ve renk gelisimi
mikroskop altinda izlenerek uygun siirede sonlandirildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
kesitler distile su ile yikanip Gill’s hematoksilen ile 3 dakika karsi boyama islemi
gergeklestirildi. Niikleer yapilarin mavilesmesinin ardindan, kesitlere su bazli yapistiric

(Aqueous mounting medium) damlatilarak lamelle kapatildi.

Tiim boyama islemleri nem kontrollii kosullarda gergeklestirildi. Her protokolde
pozitif ve negatif kontroller kullanildi. Negatif kontrolde primer antikor eklenmeden yalnizca
normal serum uygulandi ve diger adimlar standart sekilde stirdiiriildii. Pozitif kontrollerde
EGF icin beyin, EGFR i¢in ovaryum, AREG i¢in karaciger, TGF-a i¢in bobrek ve CYP11A1
icin adrenal bez dokusu tercih edildi. Preparatlar Leica DM 2500 arastirma mikroskobunda

incelenerek goriintiilendi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primer antikorlar ve 6zellikleri

Primer Antikor Uriin Kodu Klon Sulandirma Orani Uretici

Epidermal NBP1-84814 Poliklonal 1/300 Novus Biologicals
Biiyiime Faktorii

Reseptorii
(EGFR)

Epidermal PA579188 Poliklonal 1/500 Thermo Fisher
Biiylime Faktorii
(EGF)

Amfiregulin PA5102501 Poliklonal 1/100 Thermo Fisher
(AREG)

Déniistiiriict NBP1-87501 Poliklonal 1/100 Novus Biologicals
Biiylime Faktorii
Alfa (TGF- o)

CYP11A1 NBP2-92879 Poliklonal 1/100 Novus Biologicals
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2.5. Immunohistokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi

Elde edilen kesitlerde boyanmalar, her hayvan i¢in ii¢ kesit ve her kesitte en az bes
farkli alan incelenerek, bagimsiz iki arastirmaci tarafindan semikantitatif olarak
degerlendirildi. Degerlendirme, immun reaksiyon yogunlugunu temel alan “Yogunluk skoru
(IS)” sistemine gore yapildi. Testis ve epididimis (dort segment) kesitlerinde boyanma

yogunlugu su sekilde siniflandirildi.

0= Negatif boyanma: Boyanmanin yiiksek biiylitmede (40x) dahi goriilememesi.

+ = Zay1f boyanma: Boyanmanin yalnizca yiiksek biiyiitmede (40x) secilebilmesi.

++ = Orta boyanma: Boyanmanin diisiik biiyiitmede (10x) bile izlenebilmesi.

+++ = Kuvvetli boyanma: Boyanmanin diisiik biiylitmede (10x) belirgin sekilde

goriilebilmesi.

Elde edilen veriler ordinal ol¢ekte (0-3) olup, tanimlayici istatistikler "Medyan
(Minimum-Maksimum)" degerleri ile sunuldu. Testis ve epididimisten elde edilen verilerin
gruplar arasindaki farkliliklarinin incelenmesinde Kruskal-Wallis testi kullanildi. Ayni
epididimis dokusunun farkli segmentlerinden elde edilen verilerin grup i¢i karsilastirmalari
icin ise Friedman testi uygulandi. Anlaml farklilik tespit edilen durumlarda ileri analiz
amaciyla Dunn's Bonferroni post-hoc testi yapildi. Tiim istatistiksel degerlendirmelerde
anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi. Analizler SPSS 21,0 paket programi
kullanilarak gerceklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Testisin Yapisal Ozellikleri

3.1.1. Neonatal donem

Bu déneme ait histolojik bulgular, Crossmon’un modifiye {i¢lii boyama yontemi ile
hazirlanmis kesitler (Sekil 3.1. A) ve toluidin mavisiyle boyanmis yari ince kesitlerden

(Sekil 3.1. B) elde edildi.

Seminifer tubullerde, gonositler (prespermatogonyal hiicreler) ile olgunlagmamis
Sertoli hiicrelerinin bulundugu goézlendi. Bazal membran boyunca siralanan Sertoli hiicreleri
oval ya da uzamis morfolojide ¢ekirdeklere sahipken (Sekil 3.1. A ve B, ok basi), gonositler
tubul merkezinde yerlesmis olup iri ¢cekirdekleri ve belirgin niikleoluslariyla (Sekil 3.1. A ve

B, ok) ayirt edildi. Bu donemde seminifer tubullerde heniiz liimen olusumu izlenmedi.

Interstisyel bolgede hem FLC’ler (Sekil 3.1. A, sar1 ok) hem de ALC’lere benzer
hiicreler (ALC onciilleri) (Sekil 3.1. A, kirmiz1 ok) birlikte izlendi. FLC’lerin bazal lamina

ile gevrili kiimeler seklinde organize oldugu goriildii.

Sekil 3.1. Neonatal doneme ait testis kesitleri. A. Seminifer tubullerde bazal membran boyunca
dizilmis olgunlagsmamis Sertoli hiicreleri (ok basi) ve tubul merkezinde yerlesmis gonositler (ok)
goriilmektedir. Interstisyel alanda FLC (sar1 ok) ile ALC’lere benzer morfoloji gdsteren hiicreler
(ALC onciilleri) (kirmiz1 ok) birlikte izlenmektedir. Crossmon’un modifiye ti¢lii boyama yontemi.
Bar: 50 ym. B. Yar ince kesitte gonositler (ok) ve Sertoli hiicrelerinin g¢ekirdekleri (ok basi)
secilmektedir. Toluidin mavisi. Bar: 50 pm.
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3.1.2. infantil déonem

Rat testislerinin infantil donemine ait histolojik incelemede, seminifer tubullerin
organizasyonunun neonatal déneme kiyasla daha gelismis oldugu ve liimen olusumunun
basladig1 izlendi (Sekil 3.2. A,*). Gonositlerin biiyiikk ¢ogunlugunun bazal membrana go¢
ettigi, burada ¢ogalarak tip A spermatogonyumlara farklilastig1 belirlendi (Sekil 3.2. B,
0k).

Spermatogenez siireci baglamis olmakla birlikte heniiz ileri evrelere ulagmamusti;
bu nedenle tubul liimenlerinde spermiyumlara rastlanmadi. Leptoten/zigoten evresindeki
spermatositler (Sekil 3.2. A, ok bas1) yogun kromatin yapilartyla tanimlanirken, pakiten
evresindeki spermatositler (Sekil 3.2. A, P) daha biiyiik, yuvarlak ¢ekirdekleri ve gevsek
kromatin organizasyonlar1 ile karakterize edildi. Ozellikle ¢ok sayida iri pakiten
spermatositin  varligi, bu donemin ayirt edici histolojik o6zelliklerinden biri olarak

degerlendirildi.

Sertoli hiicreleri, belirgin niikleolus igeren oval ya da liggen bi¢imli ¢ekirdekleriyle
spermatogonyumlardan ayirt edildi (Sekil 3.2. B, ok bas1). Tip A spermatogonyumlar ince
ve dagimik kromatinli biiyiilk yuvarlak c¢ekirdekleriyle (Sekil 3.2. B, ok), tip B
spermatogonyumlar ise daha kiigiik, periferal yerlesimli ve yogun kromatinli

cekirdekleriyle tanimlandi (Sekil 3.2. B, kirmizi ok).

Bu bulgular, infantil donemde rat testisinde seminifer tubul gelisiminin ve erken
spermatogenez siirecinin basladigini, ancak siirecin heniiz tamamlanmadigim ortaya

koydu.

Sekil 3.2. Infantil déneme ait testis kesitleri. A. Seminifer tubullerde liimen olusumu (*) baslamis
olup, leptoten/zigoten evresindeki spermatositler (ok basi) ve pakiten evresindeki spermatositler (P)
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izlenmektedir. Crossmon’un modifiye Giclii boyama y6ntemi. Bar: 50 um. B. Yar1 ince kesitte bazal
membran boyunca dizilmis tip A spermatogonyumlar (ok), tip B spermatogonyumlar (kirmizi ok) ve
belirgin niikleolus igeren Sertoli hiicre ¢ekirdekleri (ok basi) goriilmektedir. Toluidin mavisi boyama.
Bar: 20 pm.

3.1.3. Geg¢ Pubertal donem

Geg pubertal donem, pubertal siirecin baslangicini temsil eden gelisim evresidir. Bu
doneme ait testis kesitlerinde, seminifer tubullerde spermatogenezin farkli evrelerine ait

hiicrelerin bulundugu izlendi (Sekil 3.3. A ve B).

Tubul epiteli tip A spermatogonyumlar (Sekil 3.3. B, ok basi) ve tip B
spermatogonyumlar (Sekil 3.3. B, ok), primer spermatositler (Sekil 3.3. A, sar1 ok), sekonder
spermatositler (Sekil 3.3. A, kirmuzi ok), spermatidler (Sekil 3.3. A*) ve
spermatozoonlardan olusan ¢ok katmanli bir yapi sergilemekteydi. Sertoli hiicreleri (Sekil
3.3. A, siyah ok), bazal membran boyunca konumlanmis olup, belirgin niikleolus igeren

cekirdek morfolojileriyle ayirt edildi.

Yetiskin testislere kiyasla seminifer tubullerde hiicre yogunlugu daha diisiik,

elongasyona ugramis spermatid sayisi ise daha azdi.

Sekil 3.3. Geg pubertal doneme ait testis kesitleri. A. Seminifer tubullerde spermatogenezin farkli
evrelerine ait hiicreler izlenmektedir. Sertoli hiicreleri (ok), primer spermatositler (sar1 ok), sekonder
spermatositler (kirmizi ok), spermatidler (*) ve spermatozoonlar ¢ok katmanli bir epitel yapisi
olugturmaktadir. Crossmon’un modifiye ii¢lii boyama yontemi. Bar: 50 pm. B. Yar1 ince kesitte bazal
membran boyunca dizilmis tip A spermatogonyumlar (ok bas1), tip B spermatogonyumlar (ok), primer
spermatosit (sar1 ok). Toluidin mavisi boyama. Bar: 50 um.
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3.1.4. Olgun donem

Olgun rat testislerinin histolojik incelemesinde, seminifer tubullerin tam gelismis bir
morfolojik yapiya ulastig1 ve diizenli bir spermatogenez siireci sergiledigi izlendi. Tubullerde
tip A ve B spermatogonyumlardan baslayarak spermatidler ile olgun spermatozoonlara kadar
tiim esey hiicre serilerinin eksiksiz olarak yer aldigi saptandi (Sekil 3.4. A ve B). Ayrica
tubul caplarinin  belirgin bigimde arttigt ve liimenlerin yogun sekilde olgun

spermatozoonlarla doldugu dikkati ¢ekti.

Bu bulgular, 70 giinlik rat testisinde spermatogenezin tam fonksiyonel diizeye

ulagtigin ve testisin cinsel olgunluk evresine eristigini ortaya koymaktadir.

Sekil 3.4. Olgun doneme ait testis kesitleri. A. Seminifer tubullerde spermatogenezin farkli evrelerine
ait hiicreler izlenmektedir. Tip A spermatogonyumlar (ok), tip B spermatogonyumlar (ok basi), primer
spermatositler (sart ok), sekonder spermatositler (kirmizi ok), spermatidler (mavi ok) ve
spermatozoonlar ¢ok katmanli bir epitel yapisi olusturmaktadir. Crossmon’un modifiye tiglii boyama
yontemi. Bar: 50 um. B. Yari ince kesitte bazal membran boyunca yerlesmis Sertoli hiicreleri (ok) ve
farklilagsma evresindeki esey hiicreleri goriilmektedir. Toluidin mavisi boyama. Bar: 50 pm.

3.2. Epididimis

3.2.1. Neonatal Donem

Farklilasmamis evre olarak tanimlanan bu donemde, epididimis tubullerinde epitel
hiicrelerinin farklilagmasinin heniiz baglamadigi goriildii. Tiim segmentlerde tek sirali
kiiboidal ya da kisa kolumnar hiicrelerden olusan bir epitel tabakasi mevcuttu. Hiicreler arasi
siirlar belirgin degildi ve stereosilyum olusumu izlenmedi. Epitelin altinda ince bir bag

dokusu tabakasi olarak lamina propriya yer almaktaydi (Sekil 3.5. A: baslangi¢ segmenti, B:
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kaput, C: korpus, D: kauda, E: yar1 ince kesit). Liimen icerisinde spermatozoona rastlanmadi.
Bu histolojik ozellikler, neonatal donemde epididimis yapisinin hem morfolojik hem de

fonksiyonel agidan farklilagmamis durumda oldugunu ortaya koymaktadir.

Sekil 3.5. Neonatal doneme ait epididimis kesitleri. A. Baglangi¢ segmenti: Tek sirali kisa kolumnar
epitel hiicrelerinden olusan farklilagmamis yap1. B. Kaput epididimis: Kiiboidal epitel hiicreleri; hiicre
sinirlart belirgin degildir, stereosilyum izlenmedi. C. Korpus epididimis: Tek sirali epitel goriiniimii
korunmakta olup farklilasmanin erken evresindedir. D. Kauda epididimis: Genis liimenli, ince bag
dokusu ile gevrili epitel tabaka. Crossmon’un modifiye iiglii boyama yontemi. Bar: 50 pm. E. Yan
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ince kesit: Epididimal tubul epitelini olusturan hiicrelerin morfolojisi ve epitel altinda lamina propria
tabakasi izlenmektedir. Toluidin mavisi boyama. Bar: 50 pm.

3.2.2. infantil Donem

Farklilasma evresi olarak tanimlanan bu donemde, epididimis epitelinde belirgin
morfolojik degisiklikler goriildii. Epitel, 6zellikle korpus ve kaudada yalanci c¢ok kath
prizmatik yapiya doniistii ve basta prinsipal hiicreler olmak tizere cesitli hiicre tipleri ayirt
edildi. Baz1 hiicrelerde stereosilyum benzeri apikal uzantilar belirginlesirken, hiicreler arasi

sinirlar daha belirgin hale geldi (Sekil 3.6. A ve B).

Baglangi¢ segmentinde, prinsipal hiicrelerin yani sira kalem hiicreleri (Sekil 3.6. A, B,
ok) ve apikal hiicreler (Sekil 3.6. A, B, ok basi) bulundu. Kalem hiicreleri dar
sitoplazmalartyla prinsipal hiicrelerden ayirt edildi. Apikal hiicreler yalnizca baslangig
segmentinde degil, kaput (Sekil 3.6. C, ok; D, ok basi), korpus (Sekil 3.6. E, oklar; F, ok
basi) ve kauda (Sekil 3.6. G, ok; H, ok bas1) bolgelerinde de gortildii.

Ayrica bu dénemde tiim segmentlerde halo hiicreleri (Sekil 3.6. B, D, F, H, kirmiz
ok) ve epitelin bazalinde bazal hiicreler (Sekil 3.6. B, D, F, H, sar1 ok) saptandu.

42



Sekil 3.6. infantil doneme ait epididimis kesitleri. A. Baslangic segmentinde yalanci ¢ok kath
prizmatik epitel yapisi: Kalem hiicresi (ok), apikal hiicre (ok basi). Crossmon’un modifiye iglii
boyama yontemi. Bar: 50 um. B: Kalem hiicresi (ok), apikal hiicre (ok bas1), halo hiicresi (kirmizi ok),
bazal hiicre (sar1 ok). Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 pm C. Kaput bdlgesinde yalanci gok katli
prizmatik epitel yapisi: Apikal hiicre (oklar). Crossmon’un modifiye {iclii boyama yontemi. Bar: 50
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um. D. Apikal hiicre (ok basi), halo hiicresi (kirmizi ok), bazal hiicre (sar1 ok). Toluidin mavisi
boyama. Bar: 20 um. E. Korpus bolgesinde yalanci ¢ok katli prizmatik epitel yapisi: Apikal hiicre
(oklar). Crossmon’un modifiye {iglii boyama yontemi. Bar: 50 um. F. Apikal hiicre (ok bast), halo
hiicresi (kirmizi ok), bazal hiicre (sar1 ok). Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 pm. G. Kauda bdlgesinde
yalanci ¢ok kath prizmatik epitel yapisi: Apikal hiicre (ok). Crossmon’un modifiye liclii boyama
yontemi. Bar: 50 pm. H. Apikal hiicre (ok basi), halo hiicresi (kirmizi ok), bazal hiicre (sar1 ok).
Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 um.

3.2.3. Ge¢ Pubertal Donem

Olgunlagsma evresi olarak tanimlanan bu donemde, epididimis eriskin morfolojisine
olduk¢a yakindi. Epitelin yalanct ¢ok kath prizmatik yapisi korunmus olmakla birlikte,
baslangic segmenti, kaput, korpus ve kauda arasinda epitel yliksekligi ve hiicre tiplerinin
dagiliminda farkliliklar dikkati ¢ekti. Stereosilyumlar belirginleserek liimene dogru uzandi.
Liimen icerisindeki spermatozoon yogunlugunun artisi, epididimal gecisin aktiflestigini ve
mikrogevrenin sperm maturasyonuna uygun hale geldigini diisiindiirdii. Ayrica peritubular
diiz kas tabakasimin kalinlagmasi, sperm tagimimini saglayan peristaltik hareketlerin

gelistigini gosterdi.

Baglangic segmentinde epitel yalanci ¢ok katli prizmatik yapida olup, ozellikle
prinsipal hiicrelerin yiiksekligi belirgin sekilde artmistir. Bu segmente 6zgii kalem hiicreleri
yaygin olarak gozlendi. Koyu boyanan sitoplazmalar1 ve apikal ya da orta yerlesimli oval
cekirdekleriyle ayirt edilen bu hiicreler, bazi kesitlerde bazal membrana ulagsmazken
bazilarinda sarap kadehi bi¢cimli bir morfolojiyle (Sekil 3.7. A, B, ok) bazal membrana
ulastyordu. Ayrica bu segmentte bazal (Sekil 3.7. B, sar1 ok), apikal (Sekil 3.7. A, ok baslar)
ve halo hiicreleri (Sekil 3.7. B, kirmiz1 ok) de gézlendi.

Kaput bolgesinde, prinsipal hiicrelerin boylarinin arttigi dikkati ¢ekti. Bu segmentte
apikal (Sekil 3.7. C, oklar; D, ok), bazal (Sekil 3.7. C, D, sar1 ok) ve halo (Sekil 3.7. D,
kirmiz1 ok) hiicreleri saptandi. Korpus segmentinde epitel yiiksekligi kaputa kiyasla azalmig
olsa da hiicresel yap1 benzer sekilde korundu. Burada baglica hiicre tipi yine prinsipal
hiicrelerdi; apikal (Sekil 3.7. E, F, ok), bazal (Sekil 3.7. E, F, sar1 ok) ve halo hiicreleri (Sekil
3.7. F, kirmizi ok) gozlendi.

Kauda segmentinde ise epitel daha kisa yapida olup, limen g¢apt belirgin sekilde
artmistt. Bu bdlgede spermatozoonlarin yogun birikimi, kaudanin depo islevini {istlenmeye

basladigini ortaya koydu. Apikal hiicreler bu segmentte izlenmezken, bazal ve halo hiicreleri
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mevcuttu. Ayrica ge¢ pubertal donemde ilk kez kaudada seffaf hiicreler goriildii. Uclii
boyamada acik sitoplazmalar1 ve belirgin ¢ekirdekleriyle (Sekil 3.7. G, oklar) tanimlanda.
Yar ince kesitlerde apikal kisimlarinda vakuoller, ¢ekirdek iizerinde graniiler yapilar (Sekil
3.7. H, oklar) izlendi. PAS boyasiyla bu graniillerin pozitif reaksiyon verdigi belirlendi
(Sekil 3.7. 1, ok). Bu hiicrelerin gec¢ pubertal donemde kaudada ortaya ¢ikisi, epididimis

segmentlerinin fonksiyonel olgunlagsma siirecine girdiginin dnemli bir gostergesi oldu.

Tiim bu bulgular, ge¢ pubertal donemde rat epididimisinin hem yapisal hem de
islevsel olarak olgunlagma siirecine girdigini ve sperm fonksiyonlarim destekleyen fizyolojik

kosullarin olustugunu ortaya koydu.

45



46



Sekil 3.7. Ge¢ pubertal doneme ait epididimis kesitleri. A. Baslangi¢c segmentinde yalanci ¢ok katl
prizmatik epitel yapisi: Kalem hiicresi (ok), apikal hiicre (ok baslari), bazal hiicre (sar1 ok).
Crossmon’un modifiye ti¢lii boyama yontemi. Bar: 50 um. B. Kalem hiicresi (ok), apikal hiicre (ok
bas1), bazal hiicre (sar1 ok), halo hiicresi (kirmizi ok). Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 um. C. Kaput
bolgesinde yalanci ¢ok katli prizmatik epitel yapisi: Apikal hiicre (oklar), bazal hiicre (sar1 ok).
Crossmon’un modifiye tiglii boyama yontemi. Bar: 50 um. D. Apikal hiicre (ok), bazal hiicre (sar1 ok),
halo hiicresi (kirmizi ok). Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 pm. E. Korpus bdlgesinde yalanci ¢ok
katl prizmatik epitel yapisi: Apikal hiicre (ok), bazal hiicre (sart ok). Crossmon’un modifiye tgli
boyama yontemi. Bar: 50 um. F. Apikal hiicre (ok), bazal hiicre (sar1 ok), halo hiicresi (kirmizi ok).
Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 um. G. Kauda bolgesinde yalanci ¢ok katli prizmatik epitel yapisi:
Seffaf hiicre (oklar). Crossmon’un modifiye Gigli boyama yontemi. Bar: 50 pm. H. Seffaf hiicre
(oklar). Apikalinde vakuoller, ¢ekirdek lizerinde graniiler yapilar izlenmektedir. Toluidin mavisi
boyama. Bar: 20 um. I. Seffaf hiicre (ok). Apikal sitoplazmada kiiciik vezikiiller ve orta kisimda koyu
boyanan graniiller gériilmektedir. PAS boyasi. Bar: 20 pm.

3.2.4. Olgun Donem

Bu donemde rat epididimisi morfolojik olarak tam olgunlasmis bir yapiya ulagmist1.
Tiim segmentlerde epitel yalanci ¢ok katli prizmatik yapidaydi. Liimende yogun miktarda

olgun spermatozoon birikimi gozlendi.

Baglangi¢ segmentinde 6zellikle prinsipal hiicrelerin yiiksekliginin maksimum diizeye
ulastig1 dikkat ¢ekti. Bu segmentte prinsipal hiicrelerin yani sira kalem hiicreleri (Sekil 3.8.
A, B, siyah ok), apikal hiicreler (Sekil 3.8. A, ok baslari; B, ok basi), bazal hiicreler (Sekil
3.8. A, B, sar1 ok) ve halo hiicreleri tespit edildi.
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Kaput ve korpus segmentlerinde apikal (Sekil 3.8. C-F, siyah ok), bazal (Sekil 3.8. C-
F, sar1 ok) ve halo hiicreleri belirlendi. Prinsipal hiicrelerin stereosilyumlarinin liimene dogru

belirgin sekilde uzandig1 gozlendi.

Kauda segmentinde ise epitel yliksekligi diger segmentlere kiyasla azalmis, limen
capt belirgin sekilde genislemisti. Bu bolgede yogun miktarda olgun spermatozoon
depolandig1 izlendi. Ayrica agik boyanan sitoplazmalariyla dikkat ¢eken seffaf hiicreler
goriildii (Sekil 3.8. G, oklar). Bu hiicrelerin apikal sitoplazmalarinda vakuoller, ¢ekirdek
cevresinde graniiller izlendi (Sekil 3.8. H, oklar) ve graniillerin PAS pozitif reaksiyon verdigi

belirlendi. Kauda segmentinde ayrica halo hiicreleri de gézlendi.

Tim bu bulgular, olgun rat epididimisinde segmental farklilasmanin tamamlandiginm

ve epididimal fonksiyonlarin fizyolojik agidan etkin bigimde siirdiiriildiigiinii ortaya koydu.
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Sekil 3.8. Olgun doneme ait epididimis kesitleri. A. Baglangi¢ segmentinde yalanct ¢ok katli
prizmatik epitel yapisi: Kalem hiicresi (ok), apikal hiicre (ok baslar1), bazal hiicre (sar1 ok).
Crossmon’un modifiye ii¢lii boyama yontemi. Bar: 50 um. B. Kalem hiicresi (ok), apikal hiicre (ok
bast), bazal hiicre (sar1 ok). Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 um. C. Kaput bolgesinde yalanci ¢ok
katl prizmatik epitel yapisi: Apikal hiicre (ok), bazal hiicre (sart ok). Crossmon’un modifiye tgli
boyama yontemi. Bar: 50 um. D. Apikal hiicre (ok), bazal hiicre (sar1 ok). Toluidin mavisi boyama.
Bar: 20 um. E. Korpus bdlgesinde yalanci ¢ok katli prizmatik epitel yapisi: Apikal hiicre (oklar), bazal
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hiicre (sar1 ok). Crossmon’un modifiye {iglii boyama yontemi. Bar: 50 um. F. Apikal hiicre (ok), bazal
hiicre (sar1 ok). Toluidin mavisi boyama. Bar: 20 pm. G. Kauda bdlgesinde kisa epitel yapist ve yogun
spermatozoon birikimi: Seffaf hiicre (oklar). Crossmon’un modifiye ii¢li boyama yontemi. Bar: 50
um. H. Seffaf hiicre (oklar). Apikalde vakuoller, ¢ekirdek ¢evresinde graniiler yapilar. Toluidin mavisi
boyama. Bar: 20 um.

3.3. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri androjen sentezinden sorumlu olup, fotal (FLC) ve eriskin (ALC)
olmak {tizere iki farkli populasyondan olusur. Calismamizda neonatal ve infantil dénem rat
testisi kesitlerinde interstisyel bolgede FLC ve ALC onciil hiicreleri ayirt edilebildi. Geg
pubertal donemde de FLC ve ALC’lerin birlikte bulundugu goézlendi. Bu dénemde FLC
sayist azalirken, ALC populasyonu giderek daha belirgin hale geldi. Olgun dénemde ise
yalnizca ALC’ler saptandi, FLC populasyonu izlenmedi.

Toluidin mavisi ile boyanmis yar1 ince kesitlerde FLC’ler; yogun bazofilik
sitoplazmalari, belirgin niikleoluslu ¢ekirdekleri ve sitoplazmalarindaki lipid damlaciklariyla
karakterize edildi (Sekil 3.9. A, ok). Bu hiicrelerin kiimeler halinde bulunma egiliminde
olduklar1 ve bu kiimelerin fibroblast benzeri hiicreler tarafindan kusatildigi hem yar1 ince
kesitlerde (Sekil 3.9. A, sar1 ok) hem de Crossmon’un modifiye tiglii boyama yontemiyle
hazirlanan kesitlerde (Sekil 3.9. B, sar1 ok) izlendi. Ayrica, PAS boyasi ile hazirlanmis
kesitlerde FLC’leri ¢evreleyen bazal laminanin pozitif boyandigi dikkati ¢ekti (Sekil 3.9. C,
0k).

FLC’lerin aksine, ALC’ler (6nciil) interstisyel bolgede daha daginik bir yerlesim
gosterdi (Sekil 3.9. A, ok basi). Infantil (Sekil 3.10. A, ok) ve ge¢ pubertal (Sekil 3.10 B, ok)
donemlerde FLC varligi dogrulanirken, olgun dénemde yalmizca ALC’ler gozlendi (Sekil
3.10. C, oklar). Bu bulgu, FLC’lerin yalnmizca fotal donemde bulunmadigini, postnatal erken

donemde de varliklarini siirdiirdiigiinii ortaya koydu.

Steroidogenezde gorev alan CYP11Al enzimi i¢in yapilan immunohistokimyasal
boyamalarda hem FLC hem de ALC’lerde pozitif immunreaktivite saptandi (Sekil 3.9. D, ok
ve ok bagsi). Pozitif ve negatif kontrol kesitleri ise sirasiyla Sekil 3.9. E ve 3.9. F’de
gosterildi. Sonug olarak, bulgularimiz FLC’lerin postnatal erken dénemde de varligini
korudugunu, ancak giderek azaldigini ve olgun dénemde yalmizca ALC populasyonunun

kaldigini ortaya koydu.
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Sekil 3.9. Neonatal donem rat testisinde Leydig hiicrelerinin morfolojik ve immunohistokimyasal
ozellikleri. A. Yar1 ince kesitte kiimeler halinde izlenen bazofilik sitoplazmali ve belirgin niikleoluslu
FLC (siyah ok), FLC’yi ¢evreleyen fibroblast benzeri hiicre (sar1 ok) ve interstisyel alanda daha
daginik yerlesimli ALC (6nciil) (ok basi). Toluidin mavisi boyama. Bar: 20um. B. FLC’yi kusatan
fibroblast benzeri hiicre (sar1 ok) ve ALC (6nciil) (ok basi). Crossmon’un modifiye iglii boyama
yontemi. Bar: 50um. C. FLC’leri ¢evreleyen bazal laminada pozitif boyanma (ok). PAS boyasi. Bar:
50pm. D. CYP11Al immunohistokimyasal boyamasinda hem FLC (ok) hem de ALC (6nciil) (ok
bas1) sitoplazmasinda pozitif immunreaktivite. Bar: 50um. E. CYP11A1 igin kullanilan pozitif kontrol
kesiti (olgun rat adrenal dokusu). Bar: 100 pm. F. Negatif kontrol kesiti. Bar: 50 um.
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Sekil 3.10. Farkli gelisim dénemlerine ait rat testislerinde Leydig hiicrelerinin dagilimi. A. Infantil
donemde interstisyel bolgede FLC (ok) gozlendi. B. Geg pubertal donemde interstisyel bolgede FLC

(ok) varliginin devam ettigi belirlendi C. Olgun donemde yalnizca ALC’ler (oklar) goriildi.
Crossmon’un modifiye {iglii boyama yontemi. Bar: 50 pm.

3.4. Spermatogenik Siklus Evreleri

PAS boyasi ile boyanmis testis kesitlerinin histolojik incelemesinde, spermatogenik
siklus evreleri; spermatid ¢ekirdeklerinin morfolojik 6zellikleri, akrozom gelisim
basamaklar1 ve spermatogonyal hiicrelerin mitotik aktiviteleri dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Rat testisinde seminifer tubul epitelinin hiicresel organizasyonuna bagl
olarak tanimlanan 14 evre, genel bilgiler bolimiinde ayrintili olarak aciklanmigtir. Bu
calismada ise, so6z konusu evrelerin morfolojik 6zellikleri Sekil 3.11°de gorsel olarak

sunulmustur.
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Sekil 3.11. Rat testisinde seminifer tubul epitelinde tanimlanan spermatogenik siklusun 14 evresine ait
mikroskobik goriintiiler. Her evre; spermatidlerin gelisim basamaklari (1-19. adim), akrozomal
yapilarin morfolojik 6zellikleri, spermatositlerin mayotik evrelerine (leptoten, zigoten, pakiten,
diploten vb.) gore ayirt edilmistir. S: Sertoli hiicresi, Sar1 ok: Idiozom, Ok bas1: Yiizgec benzeri yapi,
P: Pakiten, BG: Bazofilik graniil, L: Leptoten, D: Diploten, SII: Sekonder spermatosit, M: Mitotik
figiir. PAS boyasi. Bar: 20 pm.

3.5. Immunohistokimyasal Bulgular

3.5.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) Ekspresyonu

EGFR’nin testis ve epididimiste postnatal gelisimsel siirecindeki ekspresyon diizeyleri

immunohistokimyasal yontemle analiz edildi. Boyamalarin 6zgilliigii pozitif (Sekil 3.12. A)
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ve negatif kontrol kesitleri (Sekil 3.12. B) ile dogrulandi. Pozitif kontrol olarak EGFR
ekspresyonu bilinen ovaryum dokusu, negatif kontrol olarak ise primer antikor yerine PBS
uygulanmis testis dokusu kullanildi. Negatif kontrol kesitlerinde spesifik boyanma

izlenmedi.

Sekil 3.12. EGFR immunohistokimyasal boyamasina ait kontrol kesitleri. A. Pozitif kontrol: Ovaryum
dokusunda EGFR ekspresyonuna karsi pozitif immunreaktivite izlenmektedir. B. Negatif kontrol:
Primer antikor yerine PBS uygulanmis testis dokusunda herhangi bir spesifik boyanma
saptanmamuigstir. Bar: 50 pm.

3.5.1.1.Testis

Neonatal dénemde peritubular miyoid hiicrelerde (Sekil 3.13. A, siyah ok) ve damar
duvan diiz kas hiicrelerinde (Sekil 3.13. A, ok basi) orta diizeyde (++) boyanma saptandi.
Fotal Leydig hiicrelerinde ekspresyon izlenmezken (Sekil 3.13. A, kirmiz1 ok), erigkin tip
Leydig hiicrelerinde (ALC) zayif-orta (+/++) diizeyde pozitiflik belirlendi.

Infantil donemde Sertoli hiicrelerinde giiglii (+++) ekspresyon gozlendi (Sekil 3.13. B,
sar1 ok). Leydig hiicrelerinde zayif-orta (+/++) diizeyde (Sekil 3.13. B, siyah oklar) pozitiflik
devam ederken, peritubular miyoid (Sekil 3.13. B, yesil ok) ve damar diiz kas hiicrelerindeki

orta diizey (++) ekspresyon neonatal doneme benzer sekilde siirdii.

Geg pubertal ve olgun donemlerde Sertoli hiicrelerindeki gii¢lii (+++) boyanma (Sekil
3.13. C-D, sar1 ok) korunmus, Leydig hiicrelerinde ise zayif-orta (+/++) diizeyde ekspresyon
devam etmistir (Sekil 3.13. C-D, siyah oklar). Esey hiicre (spermatogonyum, spermatosit,
spermatid) boyanma izlenmemistir. Peritubular miyoid ve damar diiz kas hiicrelerinde

gdzlenen orta diizey (++) ekspresyon tiim donemlerde sabit kalmistir.

55



Sekil 3.13. Farkli postnatal donemlerde rat testisinde EGFR immunohistokimyasal boyamasi. A.
Neonatal donemde peritubular miyoid hiicrelerde (siyah ok) ve damar duvari diiz kas hiicrelerinde (ok
bas1) pozitif reaksiyon izlenmektedir. Fotal Leydig hiicrelerinde (kirmizi ok) boyanma
goriilmemektedir. B. Infantil donemde peritubular miyoid hiicrelerde (yesil ok), damar diiz kas
hiicrelerinde ve Sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) pozitif boyanma saptanmistir. Leydig hiicrelerinde de
pozitiflik izlenmektedir (siyah oklar). C. Geg pubertal dénemde peritubular miyoid hiicreler ve Sertoli
hiicrelerinde (sar1 ok) pozitif reaksiyon devam etmektedir. Leydig hiicrelerinde de pozitiflik
goriilmektedir (siyah oklar). D. Olgun donemde peritubular miyoid hiicreler, damar diiz kas hiicreleri
ve Sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) pozitiflik siirmektedir. Leydig hiicrelerinde de ekspresyon devam
etmektedir (siyah oklar). Esey hiicrelerinde (spermatogonyum, spermatosit, spermatid) boyanma
izlenmemistir. Bar: 50 pm.

3.5.1.2. Epididimis

Neonatal donemde kanal ¢evresindeki diiz kas hiicrelerinde zayif (+) boyanma izlendi

(Sekil 3.14. A-D, oklar). Epitel hiicrelerinde ekspresyon belirlenmedi.
Infantil donemde diiz kas hiicrelerindeki zay1f (+) (Sekil 3.15. A-D, ok) boyanmaya ek
olarak, tiim segmentlerde bazal hiicrelerde orta diizey (++) ekspresyon belirlendi (Sekil 3.15.

A-D, ok bas1). Diger epitel hiicrelerinde boyanma saptanmadi.

Geg pubertal donemde diiz kas hiicrelerinde zayif (+) boyanma siirerken, bazal

hiicrelerde baslangi¢ segmenti ve kaputta orta (++), korpus ve kaudada giiclii (+++) (Sekil
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3.16. A-D, ok) ekspresyon izlendi. Ayrica kauda seffaf hiicre graniillerinde giiglii (+++)
boyanma (Sekil 3.16. D, ok bas1) gézlendi.

Olgun donemde diiz kas hiicrelerinde zay1f (+) ekspresyon korundu. Bazal hiicrelerde
baslangi¢c segmenti ve kaputta orta (++), korpus ve kaudada giiclii (+++) ekspresyon devam
etti (Sekil 3.17. A-D, ok). Kauda seffaf hiicre graniillerinde de gii¢lii (+++) boyanma
belirlendi (Sekil 3.17. D, ok bas1). Diger epitel hiicre tiplerinde ekspresyon izlenmedi.

Sekil 3.14. Neonatal doneme ait epididimis bolgelerinde EGFR immunohistokimyasal boyamasi.
Baslangi¢ segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bolgelerinin tiimiinde yalnizca kanal
cevresindeki diiz kas hiicrelerinde (oklar) pozitif immunreaktivite izlenmektedir. Bar: 50pum.
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Sekil 3.15. Infantil déneme ait epididimis bolgelerinde EGFR immunohistokimyasal boyamas.
Baslangi¢ segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bolgelerinde diiz kas hiicreleri (ok)
ile bazal hiicrelerin sitoplazmasinda (ok basi) pozitif immunreaktivite izlenmektedir. Bar: 50 pm.

Sekil 3.16. Ge¢ pubertal doneme ait epididimis bolgelerinde EGFR immunohistokimyasal
boyamasi. Baslangi¢ segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bolgelerinde diiz kas
hiicreleri ile bazal hiicrelerin sitoplazmasinda (ok) EGFR pozitif immunreaktivite izlenmektedir.
Ayrica, kauda epididimiste seffaf hiicre graniillerinde (ok basi) giiglii pozitif immunreaktivite
goriilmektedir. Bar: 50 pm.
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Sekil 3.17. Olgun doneme ait epididimis bolgelerinde EGFR immunohistokimyasal boyamasi.
Baslangi¢ segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bélgelerinde diiz kas hiicreleri ile bazal
hiicrelerin sitoplazmasinda (ok) pozitif immunreaktivite izlenmektedir. Kauda epididimiste seffaf
hiicre graniillerinde de (ok basi) giiglii EGFR pozitifligi gozlenmektedir. Bar: 50 um.

Istatistiksel Degerlendirme:

Testiste EGFR  ekspresyonuna ait  semikantitatif  skorlarm  donemsel
karsilastirilmasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p
=0,805). (Sekil 3.18.). Epididimis dokusunda ise segmentler, her bir gelisim donemi i¢inde
karsilastirilmis (Sekil 3.19.) ve her segment i¢cin donemsel skorlar ayrica analiz edilmis olup
her iki degerlendirmede de istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p > 0,05)
(Sekil 3.19. ve Sekil 3.20.).

Hiicresel diizeydeki boyanma farkliliklar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Testis ve epididimiste EGFR ekspresyonunun postnatal gelisim donemlerine gore
hiicresel ve segmental dagilimmnin semikantitatif degerlendirmesi

Doku Neonatal Infantil Geg pubertal | Olgun
Hiicre tipi
Spermatogonyum 0 0 0 0
(Gonosit)

Spermatosit/spermatid - 0 0 0
Testis

Sertoli hiicreleri 0 +++ +++ +++

Leydig hiicreleri FLC (0) ALC ALC ALC

ALC (+/++) +/++ +/++ +/++

Peritubular ~ myoid ++ ++ ++ ++

hiicreler

Damar duvari kasi ++ ++ ++ ++
Epididimis

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0
Baslangic Kalem }.1Iiicreleri - 0 0 0

Bazal hiicreler - ++ ++ ++
segmenti Apikal hiicreler - 0 0 0

Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki + + + +

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - ++ ++ ++

Apikal hiicreler - 0 0 0
Kaput
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki + + + +

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - ++ +++ +++
Korpus Apikal hiicreler - 0 0 0
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki + + + +

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - ++ +++ +++
Kauda Apikal hiicreler - 0 - -
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Seffaf hiicreler - - +++ +++

Kanal duvarindaki + + + +

kas katmani

0 (boyanma yok), + (zayif boyanma), ++ (orta boyanma), +++ (giiclii boyanma), - (hiicre tipi farklilagmamis veya
yoktur).
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Sekil 3.18. Testiste EGFR ekspresyonuna ait donemsel karsilastirma grafigi (p = 0,805)
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Sekil 3.19. Her bir gelisim donemi i¢inde epididimis segmentlerine ait EGFR immunreaktivite
yogunluklarinin karsilagtirilma grafigi (p > 0,05)
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Sekil 3.20. Epididimis segmentlerinde postnatal gelisim dénemlerine ait EGFR immunreaktivite
yogunluklariin karsilastirilma grafigi (p > 0,05)

3.5.2. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) Ekspresyonu

EGF’nin testis ve epididimis dokularindaki postnatal gelisimsel ekspresyonu
immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi. Her donem igin pozitif (Sekil 3.21. A) ve
negatif kontrol kesitleri (Sekil 3.21. B) kullanilarak boyamalarin 6zgiilliigii dogrulandi.
Pozitif kontrol olarak EGF ekspresyonu bilinen beyin dokusu, negatif kontrolde ise primer
antikor yerine PBS uygulanmus testis dokusu kullanildi. Negatif kontrol kesitlerinde herhangi
bir spesifik boyanma izlenmedi.

Sekil 3.21. EGF immunohistokimyasal boyamasina ait kontrol kesitleri. (A) Pozitif kontrol: Beyin
(pleksus koroideus) dokusunda EGF ekspresyonuna karst giiclii immunreaktivite izlenmektedir. (B)
Negatif kontrol: Primer antikor yerine PBS uygulanmis testis dokusunda herhangi bir spesifik
boyanma saptanmamistir. Bar: 50 um.
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3.5.2.1.Testis

Neonatal, infantil, ge¢ pubertal ve olgun donemlerde EGF ekspresyonu yalnizca
Leydig hiicrelerinde gii¢lii (+++) diizeyde saptandi. Neonatal, infantil ve ge¢ pubertal
donemlerde hem FLC’lerde (Sekil 3.22. A-C, ok) hem de ALC’lerde (Sekil 3.22. A-C, ok
bas1) belirgin pozitif reaksiyon izlenirken, olgun dénemde gii¢lii boyanma ALC’lerde (Sekil
3.22. D, ok) devam etti. Sertoli hiicreleri, peritubular miyoid hiicreler, damar duvarn diiz kas
hiicreleri ve esey hiicrelerinde (spermatogonyum, spermatosit ve spermatid) ekspresyon
belirlenmedi. Bu bulgular, EGF’nin testiste hiicre tipine 6zgii bir dagilim sergiledigini ve
muhtemelen Leydig hiicresi olgunlagmast ile steroidogenez siireglerinde rol oynayabilecegini

diisiindiirmektedir.

Sekil 3.22. Farkli postnatal donemlerde rat testisinde EGF immunohistokimyasal boyamasi. A.
Neonatal donemde FLC (ok) ve ALC’lerde (ALC onciilleri) (ok basi) pozitif reaksiyon izlenmektedir.
B. Infantil donemde FLC (ok) ve ALC’lerde (ALC onciilleri) (ok basi) benzer sekilde pozitif
reaksiyon gozlenmektedir. C. Geg¢ pubertal donemde FLC (ok) ve ALC’lerde (ok basi) pozitif
reaksiyon devam etmektedir. D. Olgun dénemde ise yalnizca ALC’lerde (ok) pozitif reaksiyon
saptanmaktadir. Sertoli hiicreleri, peritubular miyoid hiicreler, damar diiz kas hiicreleri ve esey
hiicrelerinde (spermatogonyum, spermatosit, spermatid) boyanma izlenmemistir. Bar: 50 um.
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3.5.2.2. Epididimis

Epididimiste EGF ekspresyonu testise kiyasla daha simirlt ve segmental bir dagilim
gosterdi. Neonatal (Sekil 3.23. A-D) ve infantil donemlerde (Sekil 3.24. A-D) baslangig
segmenti, kaput, korpus ve kauda bdolgelerinde boyanma saptanmadi. Geg pubertal (Sekil
3.25. B) ve olgun donemde (Sekil 3.26. B) ise yalnizca kaput epididimisteki prinsipal, apikal
ve bazal hiicrelerde zayif (+) diizeyde ekspresyon belirlendi. Diger segmentlerde (baslangig

segmenti, korpus ve kauda) tiim hiicre tipleri negatifti.

Sekil 3.23. Neonatal donemde rat epididimisinde EGF immunohistokimyasal boyamasi. Baslangi¢
segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bolgelerinde pozitif immunreaktivite
izlenmemektedir. Bar: 50 pm.
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Sekil 3.24. Infantil dénemde rat epididimisinde EGF immunohistokimyasal boyamasi. Baslangi¢
segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bolgelerinde pozitif immunreaktivite
izlenmemektedir. Bar: 50 pm.

Sekil 3.25. Geg¢ pubertal donemde rat epididimisinde EGF immunohistokimyasal boyamasi. (A)
Baslangi¢ segmenti, (C) korpus ve (D) kauda bolgelerinde EGF ekspresyonu izlenmemektedir. (B)
Kaput bolgesindeki epitel hiicrelerinde zayif diizeyde pozitif reaksiyon saptanmaktadir. Bar: 50 pm.

65



Sekil 3.26. Olgun dénemde rat epididimisinde EGF immunohistokimyasal boyamasi (A). Baslangi¢
segmenti, (C) korpus ve (D) kauda bolgelerinde EGF ekspresyonu izlenmemektedir. (B) Kaput
bolgesindeki epitel hiicrelerinde zay1f diizeyde pozitif reaksiyon saptanmaktadir. Bar: 50 pm.

Istatistiksel Degerlendirme:

Testiste EGF  ekspresyonuna  ait  semikantitatif  skorlarin  donemsel
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p = 1,000). (Sekil
3.27.). Epididimis dokusunda ise EGF ekspresyonunun semikantitatif skorlarinin donemsel
karsilastirilmasinda yalnizca kaput segmentinde anlamli fark saptanmistir (p = 0,043).
Coklu karsilastirma analizine gére neonatal ve infantil donemler benzer diizeyde boyanma
gosterirken (b), gec pubertal ve olgun donemlerde ekspresyon anlamli olarak artmistir (a).
(Sekil 3.28.). Geg¢ pubertal ve olgun donemlerde yapilan segment karsilastirmalarinda
kaput segmentinin diger segmentlere gore anlamli diizeyde daha yiiksek EGF ekspresyonu

gosterdigi belirlenmistir (p = 0,01) (Sekil 3.29.).

Hiicresel diizeydeki boyanma farkliliklar Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Testis ve epididimiste EGF ekspresyonunun postnatal gelisim donemlerine gore
hiicresel ve segmental dagilimmnin semikantitatif degerlendirmesi

kas katmani

Doku Neonatal Infantil Geg pubertal Olgun
Hiicre tipi
Spermatogonyum 0 0 0 0
(Gonosit)

Spermatosit/spermatid - 0 0 0
Testis

Sertoli hiicreleri 0 0 0 0

Leydig hiicreleri +++ +++ +++ +++

Peritubular  myoid 0 0 0 0

hiicreler

Damar duvar kasi 0 0 0 0
Epididimis

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Kalem hiicreleri - 0 0 0
Baslangi¢ Bazal hiicreler - 0 0 0
segmenti Apikal hiicreler - 0 0 0

Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki 0 0 0 0

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 + +

Bazal hiicreler - 0 + +

Apikal hiicreler - 0 + +
Kaput
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki 0 0 0 0

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 0 0
Korpus Apikal hiicreler - 0 0 0
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki 0 0 0 0

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 0 0
Kauda Apikal hiicreler - 0 - -
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Seffaf hiicreler - - 0 0

Kanal duvarindaki 0 0 0 0

0 (boyanma yok), + (zayif boyanma), ++ (orta boyanma), +++ (giiclii boyanma), - (hiicre tipi farklilagmamis veya

yoktur).
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Sekil 3.27. Testiste EGF ekspresyonuna ait donemsel karsilastirma grafigi (p = 1,000)
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Sekil 3.28. Kaput segmentinde EGF ekspresyonunun postnatal gelisim donemleri arasinda kargilagtiriima
grafigi (p = 0,043)
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Sekil 3.29. Geg pubertal ve olgun déonemlerde epididimis segmentleri arasinda EGF ekspresyonunun
kargilastirilma grafigi (p = 0,01)

3.5.3. Amfiregulin (AREG) Ekspresyonu

AREG’in testis ve epididimis dokularindaki postnatal gelisimsel ekspresyonu
immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi. Boyamalarin 6zgiilliigii pozitif (Sekil 3.30.
A) ve negatif kontrol kesitleriyle (Sekil 3.30. B) dogrulandi. Pozitif kontrolde karaciger
dokusunda giicli AREG immunreaktivitesi izlendi; negatif kontrol kesitlerinde ise primer

antikor yerine PBS uyguland: ve spesifik boyanma gozlenmedi.

Sekil 3.30. AREG immunohistokimyasal boyasimna ait kontrol kesitleri. A. Pozitif kontrol: Karaciger
dokusunda AREG ekspresyonuna karsi giiclii immunreaktivite izlenmektedir. B. Negatif kontrol:
Primer antikor yerine PBS uygulanmis testis dokusunda herhangi bir spesifik boyanma
saptanmamigtir. Bar: 50 pum.
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3.5.3.1. Testis

Tiim postnatal donemlerde AREG ekspresyonu baslica Leydig hiicrelerinde giiglii
(+++) diizeyde saptandi (Sekil 3.31. A-D, ok). Bununla birlikte damar duvari diiz kas
hiicrelerinde zayif (+) boyanma da izlendi (Sekil 3.31. C, ok basi). Sertoli hiicreleri,
peritubular miyoid hiicreler ve esey hiicrelerinde (spermatogonyum, spermatosit, spermatid)

pozitiflik izlenmedi.

Sekil 3.31. Farkli postnatal donemlerde rat testisinde AREG immunohistokimyasal boyamasi. A.
Neonatal (A), infantil (B), ge¢ pubertal (C) ve olgun (D) donemlerde tiim Leydig hiicrelerinde (ok) ve
damar duvari diiz kas hiicrelerinde (C, ok basi) pozitiflik izlenmektedir. Sertoli hiicreleri, peritubular
miyoid hiicreler ve esey hiicrelerinde (spermatogonyum, spermatosit, spermatid) boyanma
saptanmamistir. Bar: 50 pm.

3.5.3.2. Epididimis

Epididimis dokusunda AREG ekspresyonu sinirli hiicre populasyonlariyla kisitl kaldi
ve gelisim evrelerine bagli olarak farkli siddetlerde izlendi. Neonatal donemde yalnizca
kanal duvar diiz kas hiicrelerinde zay1f (+) pozitiflik saptand1 (Sekil 3.32. A-D, ok). Infantil
doénemde diiz kas hiicrelerindeki zayif (+) boyanma devam etti (Sekil 3.33. A-D, ok).

70



Geg pubertal donemde bazal hiicrelerde baglangic segmenti ve kaputta orta (++),
korpus ve kaudada gii¢lii (+++) diizeyde boyanma belirlendi (Sekil 3.34. A-D, ok). Ayrica
kauda epididimiste seffaf hiicrelerde gii¢lii (+++) ekspresyon gozlendi (Sekil 3.34. D, ok

bas1). Diiz kas hiicrelerinde ise zayif pozitiflik (+) tiim donemlerde sabit kaldu.

Olgun donemde bazal hiicrelerdeki AREG pozitifligi ge¢ pubertal doneme benzer
sekilde siirdii; baslangig segmenti ve kaputta orta (++), korpus ve kaudada gicli (+++)
ekspresyon devam etti (Sekil 3.35. A-D, ok). Kauda seffaf hiicrelerinde (Sekil 3.35. D, ok
bas1) gozlenen giicli (+++) boyanma da korundu. Kanal duvarindaki diiz kas hiicrelerinde

tiim gelisim evrelerinde oldugu gibi zayif (+) ekspresyon devam etti.

Sekil 3.32. Neonatal donemde rat epididimisinde AREG immunohistokimyasal boyamasi. Baslangi¢
segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bolgelerinde yalnizca kanal duvarindaki diiz kas
hiicrelerinde (ok) pozitif reaksiyon izlenmektedir. Epitel hiicrelerinde herhangi bir boyanma
saptanmamistir. Bar: 50 pm.
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Sekil 3.33. Infantil donemde rat epididimisinde epididimis AREG imunohistokimyasal boyamast.
Baslangi¢ segmenti (A), kaput (B), korpus (C) ve kauda (D) bolgelerinde kanal duvarmdaki diiz
kas hiicrelerinde (ok) pozitif reaksiyon devam etmektedir. Epitel hiicrelerinde herhangi bir
boyanma saptanmamistir. Bar: 50 pm.

Sekil 3.34. Geg¢ pubertal donemde rat epididimisinde AREG immunohistokimyasal boyamasi.
Baglangi¢ segmenti (A) ve kaputta (B) bazal hiicrelerde (ok) pozitif reaksiyon izlenmektedir.
Korpus (C) ve kaudada (D) bolgelerinde bazal hiicrelerde (ok) daha giiclii pozitiflik saptanmistir.
Kauda epididimiste ayrica seffaf hiicrelerde (ok basi) pozitif reaksiyon gozlenmektedir. Tim
segmentlerde kanal duvarindaki diiz kas hiicrelerinde boyanma devam etmektedir. Bar: 50 um.
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Sekil 3.35. Olgun donemde rat epididimisinde AREG immunohistokimyasal boyamasi. Baslangi¢
segmenti (A) ve kaput (B) bolgelerinde bazal hiicrelerde (ok) pozitif reaksiyon izlenmektedir. Korpus
(C) ve kauda (D) bolgelerinde bazal hiicrelerde (ok) pozitif reaksiyon saptanmustir. Kauda
epididimiste ayrica seffaf hiicrelerde (ok basi) giiclii boyanma gozlenmektedir. Tiim segmentlerde
kanal duvarindaki diiz kas hiicrelerinde immunreaktivite devam etmektedir. Bar: 50 pm.

[statistiksel Degerlendirme:

Testistet AREG  ekspresyonuna ait  semikantitatif  skorlarin  dénemsel
karsilastirilmasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p =
1,000). (Sekil 3.36.). Epididimis dokusunda yapilan analizlerde ise, gerek donemsel
karsilastirmalarda (Sekil 3.37.) gerekse donem igi segment karsilastirmalarinda (Sekil 3.38.)
anlamhi bir fark belirlenmemistir (p>0,05). Bu bulgular, AREG ekspresyonunun tiim

segmentlerde ve tiim gelisim donemlerinde benzer diizeylerde seyrettigini gostermektedir.

Hiicresel diizeydeki boyanma farkliliklar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Testis ve epididimiste AREG ekspresyonunun postnatal gelisim donemlerine gore
hiicresel ve segmental dagilimmnin semikantitatif degerlendirmesi

kas katmani

Doku Neonatal Infantil Geg Olgun
pubertal
Hiicre tipi
Spermatogonyum 0 0 0 0
(Gonosit)

Spermatosit/spermatid - 0 0 0
Testis

Sertoli hiicreleri 0 0 0 0

Leydig hiicreleri +++ +++ +++ +++

Peritubular  myoid 0 0 0 0

hiicreler

Damar duvari kast + + + +
Epididimis

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0
Baslangic Kalem hiicreleri - 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 ++ ++
segmenti Apikal hiicreler - 0 0 0

Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarmdaki + + + +

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 ++ ++
Kaput Apikal hiicreler ¥ 0 0 0
epididimis

Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki + + + +

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 +++ +++
Korpus Apikal hiicreler - 0 0 0
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarmdaki + + + +

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 +++ +++
Kauda Apikal hiicreler - 0 - -
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Seffaf hiicreler - - +++ +++

Kanal duvarindaki + + + +

0 (boyanma yok), + (zayif boyanma), ++ (orta boyanma), +++ (gli¢lii boyanma), - (hiicre tipi farklilagmamis veya

yoktur).
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Sekil 3.36. Testiste AREG ekspresyonunun donemsel karsilastirilma grafigi (p = 1,000)

34 . -
R
24 . .
= Donem
£ & Neonatal
2 & Infantil
;8_’ & Peripubertal
& olgun
1 . . . - - . . — . .
04 — — — — — — — PRR—
Baglangic out pus Kauda
P= 0,768 0937 guge 0737 0,289

Sekil 3.37. Epididimis segmentlerinde AREG ekspresyonunun postnatal gelisim donemleri arasinda
kargilagtirilma grafigi (p > 0,05)
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Sekil 3.38. Her bir postnatal donemde epididimis segmentleri arasinda AREG ekspresyonunun
kargilagtirilma grafigi (p > 0,05)

3.5.4. Déniistiiriicii Biiyiime Faktorii Alfa (TGF-a) Ekspresyonu

TGF-a’nin testis ve epididimis dokularindaki postnatal gelisimsel ekspresyonu
immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi. Her donem i¢in pozitif (Sekil 3.39. A) ve
negatif kontrol kesitleri (Sekil 3.39. B) kullanilarak boyamalarin 6zgiilliigii dogrulandi.
Pozitif kontrol olarak TGF-a ekspresyonunun bilindigi bobrek dokusu, negatif kontrolde ise
primer antikor yerine PBS uygulanmis testis dokusu kullanildi. Negatif kontrol kesitlerinde
herhangi bir spesifik boyanma izlenmedi.

Sekil 3.39. TGF-o immunohistokimyasal boyamasina ait kontrol kesitleri. A. Pozitif kontrol: Bobrek
dokusunda TGF-o ekspresyonuna karsi giicli immunreaktivite izlenmektedir. B. Negatif kontrol:
Primer antikor yerine PBS uygulanmis testis dokusunda herhangi bir spesifik boyanma
saptanmamistir. Bar: 50 pm.
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3.5.4.1. Testis

TGF-a proteininin ekspresyonu, postnatal gelisim evreleri (neonatal, infantil, geg
pubertal, olgun) boyunca farkliliklar gosterdi. Neonatal donemde seminifer tubullerde
gonositler, Sertoli hiicreleri, peritubular miyoid ve damar diiz kas hiicrelerinde pozitiflik
izlenmezken, yalnizca Leydig hiicrelerinde zayif-orta (+/++) diizeyde boyanma saptandi

(Sekil 3.40. A, ok).

Infantil dénemde Leydig hiicrelerindeki pozitiflik zayif-orta (+/++) diizeyde devam
etti (Sekil 3.40. B, ok) Ayrica pakiten spermatositlerin periniikleer bdlgesinde orta (++)
ekspresyon gozlendi (Sekil 3.40. B, ok basi).

Geg pubertal donemde seminifer epitel evrelerine gore yapilan incelemede, evre I-
VIII’deki erken (1-8. adim) ve ge¢ (15-19. adim) spermatidlerde zayif (+), evre IX-XIV’teki
orta (9-14. adim) spermatidlerde ise orta (++) pozitiflik belirlendi (Sekil 34). Primer
spermatositlerin periniikleer bolgesinde (Sekil 3.41. kirmizi ok) orta (++) boyanma
izlenirken, Leydig hiicrelerinde orta ile giiglii (++/+++) arasinda degisen ekspresyon dikkati
cekti (Sekil 3.41. ok basi).

Olgun doénemde primer spermatositlerde periniikleer ekspresyon orta (++) diizeyde
korundu. Evre 1-VIII’deki erken ve ge¢ spermatidlerde orta (++), evre IX-XIV‘teki orta
spermatidlerde ise giiglii (+++) pozitiflik saptandi (Sekil 3.42.). Leydig hiicrelerinde de giiclii
(+++) ekspresyon gozlendi (Sekil 3.42. ok bagi).

Sekil 3.40. Neonatal ve infantil doneme ait testis dokusunda TGF-o immunohistokimyasal boyamasi.
A. Neonatal donemde yalnizca Leydig hiicrelerinde (ok) pozitif reaksiyon izlenmektedir. B. Infantil
donemde Leydig hiicrelerinde (ok) pozitiflik devam etmekte olup, ayrica pakiten spermatositlerin
periniikleer bolgesinde (ok bast) pozitif boyanma saptanmaktadir. Bar: 50 pm.
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Sekil 3.41. Geg pubertal doneme ait testis dokusunda TGF-o immunohistokimyasal boyamasi. Evre I-
VIII’de erken (1-8. adim) ve ge¢ (15-19. adim) spermatidlerde zayif, evre, IX-XIV’te ise orta (9-14.
adim) spermatidlerde orta diizeyde pozitif reaksiyon izlenmektedir. Boyanma spermatidlerin
sitoplazmasinda lokalizedir. Ayrica primer spermatositlerin periniikleer bélgesinde (kirmizi ok) pozitif
reaksiyon saptanmaktadir. Leydig hiicrelerinde (ok basi) ise orta-giiclii diizeyde pozitif reaksiyon
goriilmektedir Bar: 50 pm.
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Sekil 3.42. Olgun doneme ait testis dokusunda TGF-o immunohistokimyasal boyamasi. Primer
spermatositlerin periniikleer bdlgesinde (kirmizi ok) pozitif reaksiyon izlenmektedir. Evre 1-VIII’de
erken (1-8. adim) ve ge¢ (15-19. adim) spermatidlerde orta, evre IX-XIV’te ise orta (9-14. adim)
spermatidlerde giicli boyanma saptanmaktadir. Leydig hiicrelerinde (ok basi) belirgin pozitif
reaksiyon dikkati gekmektedir. M: Mitoz, D: Diploten. Bar: 50 pm.
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3.5.4.2. Epididimis

Neonatal ve infantil donemlerde baslangic segmenti, kaput, korpus, kauda ve kanal
duvarindaki diiz kas tabakasi dahil olmak iizere tiim segmentlerde TGF-a ekspresyonu
negatiftir (Sekil 3.43. ve 3.44. A-D). Geg pubertal ve olgun donemlerde ise yalnizca kaput
bolgesinde prinsipal, apikal ve bazal hiicrelerde orta (++) diizeyde pozitiflik saptandi (Sekil
3.45.-3.46. B). Diger segmentlerde ve kanal duvari diiz kas tabakasinda ekspresyon

izlenmedi.

Sekil 3.43. Neonatal donemde rat epididimisinde TGF-a. immunohistokimyasal boyamasi. (A—D)
Epididimal farklilasma heniiz tamamlanmamis olup baslangi¢ segmenti, kaput, korpus ve kauda
bolgelerinde herhangi bir pozitif reaksiyon saptanmamustir. Bar: S0um.
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Sekil 3.44. infantil donemde rat epididimisinde TGF-o. immunohistokimyasal boyamasi. (A-D)
Baslangig¢ segmenti, kaput, korpus ve kauda bolgelerinde herhangi bir pozitif reaksiyon
saptanmamigtir. Bar: 50 pm.

Sekil 3.45. Geg pubertal donemde rat epididimisinde TGF-o immunohistokimyasal boyamasi. (B)
Kaput bolgesindeki epitel hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlenmektedir. Diger epididimal bdlgelerde
(A, C ve D) herhangi bir boyanma saptanmamustir. Bar: 50 pm.
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Sekil 3.46. Olgun donemde rat epididimisinde TGF-o immunohistokimyasal boyamasi. (B) Kaput
bolgesindeki epitel hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlenmektedir. Diger epididimal bolgelerde (A, C ve
D) herhangi bir boyanma saptanmamuigtir. Bar: 50 pm.

[statistiksel Degerlendirme:

Testiste TGF-o  ekspresyonuna  ait  semikantitatif — skorlarin  donemsel
karsilastirilmasinda, neonatal déonemden olgun doneme dogru artis egilimi goriilmesine
ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,863) (Sekil
3.47.). Epididimis dokusunda yapilan donemsel karsilastirmalarda ise yalmizca kaput
segmentinde anlamli bir fark belirlenmistir (p = 0,043). Coklu karsilagtirma sonuglarina gore
neonatal ve infantil donemler benzer ekspresyon diizeylerinde seyretmis (b), ge¢ pubertal ve
olgun donemlerde ise TGF-a ekspresyonu anlamli sekilde artmistir (a) (Sekil 3.48.). Geg
pubertal ve olgun donemlerde gergeklestirilen segment karsilastirmalarinda kaput
segmentinin diger segmentlere kiyasla anlamli derecede daha yiiksek TGF-a pozitifligi
gosterdigi saptanmistir (p = 0,01) (Sekil 3.49.). Buna karsilik baslangi¢, korpus ve kauda
segmentlerinde donemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik izlenmemistir (p
> 0,05).

Hiicresel diizeydeki boyanma farkliliklar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Testis ve epididimiste TGF-a ekspresyonunun postnatal gelisim dénemlerine gore

hiicresel ve segmental dagilimmnin semikantitatif degerlendirmesi. (Spermatidler evrelere

smiflandirilmigtir: erken = adim 1-8, orta = adim 9-14, ge¢ = adim 15-19)

gore

kas katmani

Doku Neonatal Infantil Geg pubertal Olgun
Hiicre tipi
Spermatogonyum 0 0 0 0
(Gonosit)

Spermatosit - Pakiten Pakiten Pakiten

Testis spermatosit spermatosit spermatosit
periniikleer periniikleer perintikleer
++ ++ ++

Spermatid (erken, - - + ++

adim 1-8; evre I-

VIII)

Spermatid  (orta, - - ++ +++

adim 9-14; evre

IX-X1V)

Spermatid  (geg, - - + ++

adim 15-19; evre

1-VI11)

Sertoli hiicreleri 0 0 0 0

Leydig hiicreleri +++ +++ ++[+++ +++

Peritubular miyoid 0 0 0 0

hiicreler

Damar duvari kasi 0 0 0 0
Epididimis

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Kalem hiicreleri - 0 0 0
Baslangig Bazal hiicreler - 0 0 0
segmenti Apikal hiicreler - 0 0 0

Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki 0 0 0 0

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 ++ ++

Bazal hiicreler - 0 ++ ++

Apikal hiicreler - 0 ++ ++
Kaput Halo hiicreleri - 0 0 0
epididimis

Kanal duvarmdaki 0 0 0 0

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 0 0
Korpus Apikal hiicreler - 0 0 0
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Kanal duvarindaki 0 0 0 0

kas katmani

Prinsipal hiicreler 0 0 0 0

Bazal hiicreler - 0 0 0
Kauda Apikal hiicreler - 0 - -
epididimis Halo hiicreleri - 0 0 0

Seffaf hiicreler - - 0 0

Kanal duvarmdaki 0 0 0 0

0 (boyanma yok), + (zayif boyanma), ++ (orta boyanma), +++ (gii¢lii boyanma), - (hiicre tipi farklilagmamis veya

yoktur).
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Sekil 3.47. Testiste TGF-a ekspresyonunun donemsel karsilastiriima grafigi (p = 0,863)
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Sekil 3.48. Epididimis kaput segmentinde postnatal gelisim donemleri arasinda TGF-a ekspresyonunun
kargilagtirilma grafigi (p = 0,043)
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Sekil 3.49. Geg pubertal ve olgun déonemlerde epididimis segmentleri arasinda TGF-o
ekspresyonunun kargilastirilma grafigi (p = 0,01)
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4. TARTISMA

Postnatal donemde testis ve epididimis gelisimi, birbirini tamamlayan hiicresel ve
molekiiler mekanizmalarin koordinasyonuyla gerceklesmektedir. Bu siiregte hormonlar,
bliylime faktorleri, sitokinler ve parakrin etkili sinyal molekiilleri, hiicre c¢ogalmasi,
farklilasma, organogenez ve fonksiyonel olgunlasmay1 diizenleyen baslica etmenlerdir (He
vd., 2009). Biiyiime faktorlerinin testikiiler fonksiyonlarda, ozellikle spermatogenez ve
steroidogenezde, tek basina ya da hormonal ve sitokin aracili sinyallerle birlikte etkili
olabildigi bildirilmistir (Abd-Elmaksoud ve Sinowatz, 2005; Gnessi vd., 1997; Huleihel ve
Lunenfeld, 2004). Ayrica bu etkilerin ¢ogunun otokrin veya parakrin mekanizmalar
araciligryla gerceklestigi ve lokal sinyal aglarinin hiicre proliferasyonu, farklilasma ve

fonksiyonel olgunlasmada nemli rol oynadig belirtilmektedir (Wald, 2005).

Onceki calismalar genellikle embriyonik veya eriskin dénemlere odaklanmakta olup,
postnatal donemin farkli evrelerine iligskin hiicresel lokalizasyon ve ekspresyon verileri
olduk¢a smirlidir. Caligmamizda, Wistar albino ratlarin testis ve epididimis dokularinin
postnatal gelisimsel oOzellikleri ile birlikte EGFR, EGF, TGF-o ve AREG’in donemsel,
hiicresel ve spermatogenik  siklus asamalarina gdére ekspresyon paternleri
immunohistokimyasal olarak incelenmistir; ayrica Leydig hiicre populasyonlarinin (FLC ve

ALC) postnatal dagilim ve farklilagsma 6zellikleri de degerlendirilmistir.

Epididimis dokusu hem postnatal gelisimdeki morfolojik farklilasmalar hem de
segmental Ozellikleri agisindan Onem tasimaktadir. Spermatozoonlarin taginmasi,
depolanmasi ve fonksiyonel olgunlagsmasinda merkezi role sahiptir. Epididimise 06zgii
proteinler ve bunlara ait mRNA’larin tanimlanmasina yonelik ¢aligsmalar, birgok molekiiliin
epididimisin farkli segmentlerinde segici olarak eksprese edildigini ve bu segmental
dagilimin organin bolgesel fizyolojik islevlerinin diizenlenmesinde Onemli oldugunu
gostermistir (Dacheux vd., 2005; Robaire ve Hinton, 2015). Bununla birlikte biiyiime
faktorlerinin epididimis segmentlerindeki 6zgiil islevleri héalen tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Dolayisiyla bu molekiillerin  segmental ve hiicresel diizeyde
karakterizasyonunun, epididimis fizyolojisi ve spermatozoa olgunlagmasini diizenleyen

mekanizmalarin daha iyi anlagilmasina 6nemli katkilar saglayabilecegi diisliniilmektedir.

Farkl tiirlerde gerceklestirilen aragtirmalar, EGF ve EGFR’nin testis fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigmm ve hiicresel lokalizasyonlarinin tiirler arasinda
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degisiklik gosterebildigini ortaya koymustur. EGFR’yi aktive eden diger ligandlarin da doku
dagilimlar1 ve ekspresyon paternlerinin tiirler arasinda farklilhik sergileyebildigi
bildirilmektedir (Abd-Elmaksoud ve Sinowatz, 2005; He vd., 2009; Huleihel ve Lunenfeld,
2004; Kassab vd, 2007; Radhakrishnan vd., 1992; Tomsig ve Turner, 2006; Yan vd., 1998).

Transmembran bir glikoprotein olan EGFR, ligand baglanmasinin ardindan aktive
ettigi sinyal yollar1 araciligiyla hiicresel iletisim, proliferasyon, farklilasma, gé¢ ve membran
trafigi gibi ¢ok sayida biyolojik siireci diizenler (Ceresa ve Peterson, 2014; Hynes ve Lane,
2005; Yarden ve Sliwkowski, 2001). Calismamizda EGFR ekspresyonunun esas olarak
somatik hiicrelerle sinirli oldugu belirlenmis; Sertoli hiicrelerinde gii¢lii, peritubular miyoid
ve damar diiz kas hiicrelerinde orta, Leydig hiicrelerinde ise zayif-orta diizeyde pozitiflik
gozlenmistir. Esey hiicrelerinde ekspresyon saptanmamigtir. Donemsel Kkarsilastirma
analizinde testis dokusunda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p =0,805).
Ozellikle neonatal donemden itibaren tiim postnatal evrelerde peritubular miyoid hiicrelerde
izlenen EGFR pozitifligi, bu hiicrelerin yalnizca yapisal destek saglayan kontraktil hiicreler
olmadigini, erken gelisim evrelerinden itibaren EGFR aracili sinyal yolaklar1 {izerinden
testikiiler ¢evrenin homeostazi ile parakrin etkilesimlerin diizenlenmesine katki
saglayabilecegini disiindiirmektedir. He vd. (2009) alpakada, Pan vd. (2014) ise Tibet sigir
testisinde peritubular miyoid hiicrelerde EGF/EGFR pozitifligini yalnizca postpubertal
donemde bildirmistir. Bu bulgular, baz1 tiirlerde EGF/EGFR sisteminin puberte sonrasi

aktive oldugunu gostermektedir.

Farkli tiirlerde yapilan ¢alismalar, EGFR’nin testiste hiicre tipi ve gelisim donemine
0zgl dagilimlar sergiledigini gostermektedir. Caussanel vd. (1996) domuz testisinde
EGFR’nin hem somatik hem de esey hiicrelerinde bulundugunu; somatik hiicrelerde (Leydig
ve Sertoli) immunreaktivitenin daha zayif, buna karsin esey hiicrelerinde seminifer epitel
dongiisiine bagh olarak daha yogun oldugunu bildirmistir. Ozellikle pakiten spermatositler,
sekonder spermatositler ve evre I[V’teki spermatidler belirgin pozitiflik gdstermis;
elongasyon agamasindaki spermatidler ile olgun spermatozoonlarda boyanma yogunlugunun
arttig belirtilmistir. Arastirmacilar, EGFR’nin bu ¢ok yonlii dagiliminin testikiiler gelisim
stirecinde farkli hiicrelerin EGF ve TGF-a aracili sinyallere potansiyel hedef olusturdugunu;
ayrica reseptorin mayoz ve spermiyogenez sirasinda lokal diizenleyici bir islev

iistlenebilecegini ileri siirmiislerdir.

Kassab vd. (2007) boga testisinde EGFR ekspresyonunun esas olarak esey
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hiicrelerinde yogunlastigini, somatik hiicrelerde ise belirgin bir boyanma olmadigini rapor
etmis; 6zellikle evre I, II ve V-VII’de tip A spermatogonyumlar, spermatositler ve yuvarlak
spermatidlerde giiclii pozitiflik bildirmistir. Kopek testisinde Tamada vd. (2016) EGFR’nin
mRNA diizeyinde eksprese edildigini, protein diizeyinde ise ozellikle Leydig hiicrelerinde
giiclii, seminifer epitel ve Sertoli hiicrelerinde zayif immunreaktivite bulundugunu
belirtmiglerdir. Bu yoniiyle c¢alismamizda Sertoli hiicrelerinde saptanan giiclii pozitiflik,
Tamada vd. (2016)’nin bildirdigi zayif ekspresyonla farklilik géstermektedir. He vd. (2009)
alpaka testisinde prepubertal (12 ay) donemde EGFR’nin yalnizca Leydig hiicrelerinde
bulundugunu; postpubertal (24 ay) donemde ise Leydig, peritubular miyoid ve Sertoli
hiicrelerinin yan1 sira bazal kompartmandaki spermatogonyumlarda giiglii, adluminal
bolgede yer alan esey hiicrelerinde ise zayif pozitiflik tespit ettiklerini bildirmistir. Bu
sonuglar, EGFR’nin puberteyle birlikte seminifer epitelin farkli hiicrelerinde etkin hale
geldigini gostermektedir. Pan vd. (2014) Tibet sigirinda puberte oncesinde EGFR
ekspresyonunun sinirli oldugunu, postpubertal donemde belirgin sekilde arttigini; Leydig,
Sertoli, peritubular miyoid ve bazi esey hiicrelerinde ekspresyon bulundugunu ve
boyanmanin 0&zellikle bazal bolgede yogunlastigini vurgulamiglardir. Benzer sekilde,
Radhakrishnan ve Suarez-Quian (1992) maymun testisinde Leydig, Sertoli ve peritubular

hiicrelerde EGFR immunpozitifligi bildirmistir.

EGEFR yalnizca EGF tarafindan degil, ayn1 zamanda TGF-a, AREG ve HB-EGF gibi
farkli ligandlar tarafindan da aktive edilir (Miyamoto vd., 2006; Wee ve Wang, 2017;
Yarden ve Sliwkowski, 2001). Bu durum, testisteki sinyal aglarmin ¢esitliligini ve EGFR
aracilt mekanizmalarin ¢ok yonliiliigiinii ortaya koymaktadir. Bulgularimiz, EGFR’nin hem
yapisal hem de kontraktil hiicrelerde eksprese edilmesinin testikiiler mikrogevrenin
organizasyonunda ¢ok yonlii bir rol istlenebilecegini gostermektedir. Sertoli hiicrelerinde
gozlenen giicli EGFR pozitifligi, Tamada vd. (2016)’nin bildirdigi zayif ekspresyonla
farklilik ~ gostermektedir. Ayrica fare testisinde de Sertoli hiicrelerinde EGFR
immunpozitifligi rapor edilmistir (Sudrez-Quian ve Niklinski, 1990). Sertoli hiicre
cekirdeklerinde izlenen immunreaktivitenin, kullandigimiz sitoplazmik epitopa 6zgiil primer
nedeniyle dogrudan EGFR varligindan ziyade, membran kaynakli EGFR sinyalinin
¢ekirdege tasinmasina bagli bir boyanmay1 yansitiyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim
EGFR aracihi MAPK, PI3K/Akt ve STAT yolaklarinin c¢ekirdege iletilerek gen
ekspresyonunu diizenledigi ve hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ile apoptoz gibi siirecleri
kontrol ettigi bilinmektedir (Ceresa ve Peterson, 2014; Hynes ve Lane, 2005; Yarden ve
Sliwkowski, 2001).
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Sonug olarak, bulgularimiz EGFR ’nin testiste hiicre tipi ve gelisim donemine 6zgii bir
dagilim sergiledigini gostermektedir. Sertoli ve peritubular miyoid hiicrelerdeki yogun
ekspresyon, bu reseptdriin spermatogenezin siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli mikrogevrenin
diizenlenmesinde rol alabilecegine isaret etmektedir. Leydig hiicrelerinde gozlenen daha
zayif pozitiflik ise EGFR’nin steroidogenezdeki olasi katkisinin tiirler arasinda farklilik
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim insan testisinde de Leydig hiicrelerinde EGFR
ekspresyonu rapor edilmistir (Nakazumi vd., 1996). Bu gozlemler, Leydig hiicrelerindeki
ekspresyonun tiirler arasinda degiskenlik gdsterebilecegini desteklemektedir. Esey
hiicrelerinde ekspresyon saptanmamis olmasi ise, domuz (Caussanel vd., 1996), boga
(Kassab vd., 2007), alpaka (He vd., 2009) ve Tibet sigir1 (Pan vd., 2014) gibi tiirlerde
bildirilen bulgularla farklilik géstermektedir.

Epididimis dokusu ac¢isindan degerlendirildiginde, ¢calismamizda EGFR ekspresyonu
bazal hiicreler, seffaf hiicreler ve kanal ¢evresindeki diiz kas tabakasi ile sinirlt bulunmustur.
Segmentler ve gelisim donemleri arasinda gozlemsel bazi farkliliklar izlenmis olmakla
birlikte, bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmadigi belirlenmistir
(p>0,05). Bazal hiicrelerde infantil donemle baslayan pozitifligin, 6zellikle korpus ve kauda
segmentlerinde ge¢ pubertal ve olgun donemlerde daha belirgin hale geldigi gortilmiistiir.
Kauda segmentinde seffaf hiicrelerde ge¢ pubertal ve olgun evrelerde giiclii EGFR pozitifligi
dikkati ¢cekmis; diiz kas hiicrelerinde ise tiim segmentlerde zayif immunreaktivite izlenmistir.
Domuz epididimisinde EGFR'nin kolumnar ve bazal hiicrelerde yaygin bicimde eksprese
edildigi bildirilmistir (Oliva-Hernandez ve Perez-Gutierrez, 2008). Radhakrishnan vd. (1992)
primatlarda EGFR’nin yalnizca testiste degil, epididimis boyunca da dagildigini belirtmistir.
Shum vd. (2009) ve Shum vd. (2011) ise CsH farelerinde EGFR dagiliminin segmentler
arasinda farklilik gosterdigini ve hiicre i¢i lokalizasyonunun degiskenlik sergiledigini ortaya
koymustur. Fare epididimisinde 6zellikle seffaf hiicrelerde yogun EGFR immunreaktivitesi
tespit edilmesi, kauda segmentinde gozledigimiz giiglii pozitiflik ile uyumludur. Sonug
olarak, EGFR’nin rat epididimisinde hiicre tipi ve segmente 6zgli bir dagilim gosterdigi
goriilmektedir. Bazal hiicreler ile kauda segmentindeki seffaf hiicrelerde izlenen belirgin
pozitiflik, bu hiicrelerin epitel fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve epididimal mikrogevrenin

sekillendirilmesinde EGFR aracili sinyallere yanit verebilecegini diisiindiirmektedir.

EGF ilk olarak erigkin fare submandibular bezinden izole edilmis, 53 amino asit igeren
ve yaklasik 6 kDa molekiiler agirliga sahip bir proteindir (Carpenter ve Cohen, 1990).

Tsutsumi vd. (1986) submandibular bezin ¢ikarilmasiyla (sialoadenektomi) dolasimdaki
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EGF diizeylerinin azaldigini, bunun spermatogenezin mayotik fazini inhibe ettiini ve
disaridan EGF uygulanmasiyla bu etkinin ortadan kalktigini bildirmistir. Bu bulgular,
EGF’nin 6zellikle spermatogenezin mayotik evresinde diizenleyici bir rol iistlenebilecegine
isaret etmektedir. Calismamizda testis dokusunda EGF ekspresyonunun postnatal gelisim
boyunca yalnizca Leydig hiicreleriyle sinirli oldugu ve tiim dénemlerde giiclii diizeyde
pozitiflik gdsterdigi belirlenmistir. Sertoli, peritubular miyoid, damar diiz kas ve esey
hiicrelerinde boyanma saptanmamistir. Bu bulgu, EGF’nin testiste oncelikle steroidogenez
ve Leydig hiicresi fonksiyonlariyla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Donemler
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamasi (p=1,000), EGF ekspresyonunun
gelisimsel dalgalanmalardan bagimsiz olarak benzer diizeylerde seyrettigini gostermektedir.
Esey hiicrelerinde ekspresyon izlenmemis olmakla birlikte, EGF’nin spermatogenez
iizerindeki etkilerinin sistemik kaynakli ya da Leydig hiicrelerinden salinan parakrin
faktorler araciligiyla, EGFR pozitif Sertoli hiicreleri iizerinden dolayli olarak

gergeklesebilecegi diigiiniilmektedir.

Tiirler arast karsilastirmalar, EGF’nin testisteki hiicresel dagiliminda belirgin
farkliliklar oldugunu ortaya koymaktadir. Caussanel vd. (1996) domuz testisinde EGF’nin
perinatal donemde Sertoli hiicrelerinde yogun, Leydig hiicrelerinde zayif ve
spermatogonyumlarda hafif diizeyde pozitiflik gosterdigini; eriskin donemde ise Sertoli
hiicrelerinde orta-giiclii, Leydig hiicrelerinde zayif ve spermatogonyumlarda zayif
immunreaktivitenin siirdiigiinii, buna karsin spermatosit ve spermatidlerde anlamli boyanma
olmadigim bildirmistir. Arastirmacilar, Sertoli hiicrelerindeki yogun pozitifligin EGF’nin
seminifer epitelde parakrin mekanizmalar araciligiyla hiicre proliferasyonu ve farklilagmayi
diizenleyebilecegine isaret ettigini vurgulamistir. Kassab vd. (2007) eriskin boga testisinde
EGF ekspresyonunun esas olarak esey hiicrelerine 6zgii oldugunu, somatik hiicrelerde
(Leydig, Sertoli ve miyofibroblastlar) belirgin immunreaktivite saptanmadigini bildirmis;
ayrica, EGF pozitifliginin seminifer epitel dongiisiiniin evrelerine gore degiskenlik
gosterdigini  belirtmistir. Buna goére, dongiinin ilk yarisinda (evre I-1V) tip A
spermatogonyumlarin ¢ekirdeklerinde orta diizeyde, adluminal bolgedeki yuvarlak spermatid
¢ekirdeklerinde giiglii EGF pozitifligi izlenmis; evre II-1V’te pozitiflik leptoten, zigoten ve
pakiten evresindeki spermatositlerle sinirli kalmis, déngiiniin ikinci yarisinda (evre V-VIII)
ise tip A spermatogonyumlar, pakiten spermatositler ve yuvarlak spermatidlerde devam
etmis; elongasyon asamasindaki ve olgun spermatidlerde boyanma saptanmamuistir.
Arastirmacilar,  spermatogonyumlarda ~ EGF  lokalizasyonunun  bu  hiicrelerin

proliferasyonunun EGF aracilifiyla diizenlenebilecegini; in vitro ortamda EGF’nin
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spermatogonyum mitozunu uyardigini gosteren Wahab-Wahlgren vd. (2003) bulgularinin bu
goriisii destekledigini ifade etmistir. EGF/EGFR sisteminin yalnizca mitotik degil, mayotik
fazda da etkin olabilecegi ve spermatogenez siirecinde potansiyel bir parakrin/otokrin
diizenleyici olarak islev gorebilecegi one siiriilmiistiir. Benzer bigimde, Radhakrishnan vd.
(1992) fare testisinde spermatosit ve spermatidlerde EGF pozitifligi bildirmis; bu biiylime
faktoriintin testiste olasi bir immun baskilayici islev istlenebilecegini ve ozellikle kan-testis
bariyerinin bozuldugu durumlarda lokal immun yanitlar1 sekillendirebilecegini ileri
stirmiislerdir. Buna karsilik Tamada vd. (2016) kopek testisinde EGF’nin agirlikli olarak
Leydig hiicrelerinde lokalize oldugunu, seminifer epitel ve Sertoli hiicrelerinde ise
immunreaktivitenin olduk¢a zayif oldugunu bildirmistir. Calismada ayrica EGF’nin
spermatogenezi dogrudan etkilemekten c¢ok, Leydig hiicreleri araciligiyla testikiiler

mikrogevrenin diizenlenmesinde rol oynadigi vurgulanmistir.

He vd. (2009) alpaka testisinde prepubertal donemde (12 ay) EGF immunreaktivitesi
saptamazken, postpubertal donemde (24 ay) Leydig, Sertoli, peritubular miyoid ve esey
hiicrelerinde pozitiflik bildirmis; 6zellikle adluminal kompartmandaki esey hiicrelerinde
giiclii, bazal kompartmandaki spermatogonyumlarda ise zayif boyanma oldugunu
belirtmistir. Bu bulgular, puberte ile birlikte EGF’nin testiste lokal olarak eksprese edilmeye
baslandigini ve spermatogenez siirecinde dogrudan rol iistlenebilecegini diislindiirmektedir.
Bununla birlikte, puberte 6ncesi donemde lokal EGF ekspresyonunun saptanmamasinin, bu
molekiilin islevsiz oldugu anlamina gelmedigi; sistemik kaynakli EGF’nin testiste
diizenleyici etkiler gosterebilecegi ortaya konmustur. Ayrica EGF ailesine ait diger
ligandlarin da bu siirecte etkili olabilecegi g6z oniinde bulundurulmalidir (Tsutsumi vd.,

1986; Wong vd., 2000; Xian, 2007).

Calismamizda ise Sertoli ve esey hiicrelerinde pozitiflik izlenmemistir; bu durum He
vd. (2009) tarafindan bildirilen postpubertal alpaka bulgularindan farklilik géstermektedir.
Pan vd. (2014) Tibet sigirinda puberte oncesinde EGF’nin yalnizca Leydig hiicrelerinde
bulundugunu; postpubertal donemde ise Leydig hiicreleri basta olmak tizere peritubular
miyoid, Sertoli ve esey hiicrelerinde de pozitiflik saptandigini, ayrica seminifer tubuluslarda
EGF’nin adluminal bélgede yogunlastigini belirtmistir. Zhang vd. (1997) fare testisinde EGF
gen ekspresyonunun testikiiler olgunlagsma ve Leydig hiicre proliferasyonu ile paralellik
gosterdigini; Verhoeven ve Cailleau (1986) ise in vitro kosullarda EGF’nin Leydig
hiicrelerinde steroidogenezi uyardi@in1  gostermistir. Bu c¢aligmalar, EGF’nin testis

dokusundaki hiicresel lokalizasyonunun tiirler arasinda degiskenlik gosterdigini ortaya
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koymaktadir. Literatiirde bazi tlirlerde Sertoli ve esey hiicrelerinde pozitiflik bildirilmis olsa
da calismamizda bu hiicrelerde ekspresyon saptanmamis; EGF’ nin Leydig hiicrelerine 6zgii
bir dagilim gosterdigi belirlenmistir. Bu farklilik, tiirler arasi biyolojik cesitlilik ya da
yontemsel ayrimlardan kaynaklanabilir. Bulgularimiz, képek (Tamada vd., 2016) ve fare
(Zhang vd., 1997) testislerinde bildirilen Leydig hiicre odakli ekspresyonla uyumludur;
ayrica insan testisinde EGF’nin esas olarak Leydig hiicrelerinde lokalize oldugunu bildiren

verilerle de ortiismektedir (Nakazumi vd., 1996).

Genel olarak degerlendirildiginde, ¢alismamizda EGF’nin Leydig hiicrelerinde giiglii
ve slreklilik gosteren lokalizasyonu, bu biiyiime faktoriiniin testiste steroidogenez odakli
parakrin ya da otokrin bir diizenleyici olarak rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Sertoli ve
esey hiicrelerinde ekspresyonun saptanmamis olmasi ise EGF’nin bu hiicreler iizerindeki
olast etkilerinin dogrudan degil, Leydig hiicrelerinden salinan sinyaller araciligiyla dolayl
sekilde gerceklesebilecegine isaret etmektedir. Ayrica EGF'nin kemirgen, domuz ve insan
testislerinde Leydig hiicrelerinde steroidogenezi uyarici etkisi in vitro olarak da

gosterilmistir (Sordoillet vd., 1991; Syed vd., 1991; Verhoeven ve Cailleau, 1986).

Epididimis agisindan  degerlendirildiginde, Wistar albino ratlarda EGF
ekspresyonunun postnatal gelisim boyunca segmental sinirlilik sergiledigi goriilmiistiir.
Neonatal ve infantil donemlerde baslangic segmenti, kaput, korpus ve kauda dahil tiim
segmentlerde boyanma izlenmezken, ge¢ pubertal ve olgun dénemlerde yalnizca kaput
segmentindeki prinsipal, apikal ve bazal hiicrelerde zayif diizeyde pozitiflik ortaya ¢ikmugtir.
Kaput segmentinde gergeklestirilen donemsel karsilastirmalarda, ge¢ pubertal ve olgun
donemlerdeki EGF ekspresyonunun neonatal ve infantil donemlere gore anlamli sekilde
arttigi saptanmistir (p=0,043). Ayrica bu donemlerde yapilan segment karsilagtirmalarinda,
kaput segmentinin diger segmentlere kiyasla anlamli derecede yiiksek EGF pozitifligi

gosterdigi ortaya konmustur (p=0,01).

Domuz epididimisi lizerine yapilan bir ¢aligmada, EGF’ nin prinsipal hiicrelerin apikal
sitoplazmasinda yogun sekilde lokalize oldugu, bazal hiicrelerde ise boyanmanin
saptanmadig@1 bildirilmistir (Oliva-Hernandez ve Perez-Gutierrez, 2008). Ancak bu ¢alismada
segmentler diizeyinde bir degerlendirme yapilmamistir. Kaput segmenti, iyon tasinimu,
protein sekresyonu ve epididimal epitelde gerceklesen parakrin etkilesimler yoluyla
spermatozoonlarin fonksiyonel olgunlagsmasini destekleyen bir mikrogevre olusturur (Breton

vd., 2019; Shum vd., 2008). Calismamizda bu segmentte diisiik diizeyde saptanan EGF
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pozitifligi ise epididimal mikrogevrenin diizenlenmesine sinirl bir katki saglayabilecegini

diistindiirmektedir.

AREG, EGF ailesine ait bir ligand olup EGFR’yi aktive ederek MAPK ve PI3K/Akt
yolaklarin1 uyarmaktadir (Hynes ve Lane, 2005; Wee ve Wang, 2017). Calismamizda AREG
ekspresyonunun testis dokusunda yalmizca Leydig hiicreleriyle smirli oldugu ve tiim
postnatal gelisim evrelerinde giiglii diizeyde pozitiflik gosterdigi belirlenmistir. Damar
duvarindaki diiz kas hiicrelerinde zayif diizeyde boyanma izlenmis olup, bu bulgu AREG’in
vaskiiler mikrogevrede olast parakrin etkilerine isaret etmektedir. Sertoli hiicreleri,
peritubular miyoid hiicreler ve esey hiicrelerinde (spermatogonyum, spermatosit, spermatid)
ise ekspresyon saptanmamigstir. Testiste AREG ekspresyonunun donemsel olarak anlamli bir
degisiklik gostermemesi (p=1,000), bu ligandin gelisim siireci boyunca dalgalanmalar
gostermedigini diisiindiirmektedir. Leydig hiicrelerinde gozlenen giiclii pozitiflik, AREG’in
testikiiler mikrogevrede Leydig hiicre islevleriyle iliskili olabilecek siireglerde yer
alabilecegine isaret etmektedir. Literatirde AREG’in testis fizyolojisindeki roliine iliskin
verilerin sinirli olmasi, elde ettigimiz bulgularin mevcut bilgi birikimine 6zgiin katkilar

sagladigin1 gostermektedir.

Epididimis dokusunda AREG ekspresyonunun segment ve hiicre tipine 6zgl bir
dagilim sergiledigi belirlenmigtir. Neonatal ve infantil donemlerde epitel hiicrelerinde
pozitiflik izlenmezken, kanal duvarindaki diiz kas tabakasinda zayif boyanma saptanmistir.
Geg pubertal ve olgun donemlerde ise ekspresyonda belirgin bir artis gozlenmis; baslangig
segmenti ve kaput bazal hiicrelerinde orta, korpus ve kauda bazal hiicrelerinde ise giiglii
pozitiflik ortaya ¢ikmistir. Ayrica kauda seffaf hiicrelerinde gii¢lii ekspresyon dikkati
¢cekmistir. Bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Bazal ve seffaf
hiicrelerde yogunlasan ekspresyon, AREG’in epididimal mikrogevrenin diizenlenmesine
yonelik hiicreler arasi iletisim siireclerinde yer alabilecegine isaret etmektedir. Diiz kas
tabakasinda tiim donemlerde gozlenen zayif fakat devamli pozitiflik ise, bu biiyiime
faktoriiniin epididimal kontraktilite ve sperm tasimmina dolayli katki saglayabilecegi
olasiligint diislindiirmektedir. Sonu¢ olarak, AREG’in epididimis dokusunda geligimsel
donem, segment ve hiicre tipine 0zgli bir ekspresyon paterni sergiledigi; oOzellikle
postpubertal donemde bazal ve seffaf hiicrelerde gdzlenen belirgin pozitifligin, bu biiyiime
faktoriiniin epididimal fonksiyonlarin diizenlenmesinde olas1 bir role sahip olabilecegine

isaret ettigi goriilmiistiir.
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TGFa, EGF ile ayni reseptorii (EGFR) aktive etmesine ragmen biyolojik etkileri ve
dokuya 6zgii dagilimi1 bakimindan farklilik gésteren bir EGF ailesi iiyesidir (Derynck, 1988;
Josso, 1990). Calismamizda TGF-a ekspresyonu, Leydig hiicrelerinde neonatal donemden
itibaren giderek artmis ve 6zellikle gec pubertal ile olgun donemlerde belirginlesmistir. Geg
pubertal donemde evre I-VIII’deki erken (1-8. adim) ve ge¢ (15-19. adim) spermatidlerde
zayif; evre IX-XIV’teki orta (9-14. adim) spermatidlerde ise orta diizeyde pozitiflik
izlenmistir. Olgun donemde evre I-VIII’deki erken ve ge¢ spermatidlerde orta, evre IX—
XIV’teki orta spermatidlerde ise giiclii diizeyde pozitiflik saptanmistir. Sertoli hiicrelerinde
herhangi bir boyanma izlenmemistir. Bu bulgular, TGF-a ekspresyonunun spermatogenik
siklus evreleri ve spermatid farklilasma adimlariyla iliskili belirgin bir hiicresel dagilim
gosterdigine isaret etmektedir. Bununla birlikte semikantitatif skorlarin  dénemsel
karsilagtirmasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (p=

0,863).

Esey hiicrelerinde EGFR pozitifligi saptanmamis olmakla birlikte, Leydig
hiicrelerindeki TGF-a ve zayif EGFR ekspresyonu, bu ligandin testiste esas olarak parakrin
mekanizmalarla islev gorebilecegini diistindiirmektedir. Geg pubertal ve olgun donemlerde
spermatidlerde tespit edilen TGF-a pozitifligi ise, spermatidlerin bu molekiil i¢in potansiyel
bir kaynak olabilecegine isaret etmektedir. Bu TGF-o’nin, EGFR-pozitif Sertoli, peritubular
miyoid ve damar diiz kas hiicreleri iizerinde parakrin etki gdstererek seminifer epitelin
yapisal biitiinliigii ile esey hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi
degerlendirilmektedir. Bu sonuclarla, TGF-o’'nin yalmzca steroidogenezde degil, aym
zamanda spermatid maturasyonu ve spermatogenik siklusun diizenlenmesinde de rol

oynayabilecegi One siiriilebilir.

Onceki calismalar, TGF-o’nin tiirler ve gelisim evreleri arasinda farkliliklar
sergiledigini ortaya koymustur. Caussanel vd. (1996) domuz testisinde TGF-o’nin perinatal
donemde fotal Leydig hiicrelerinde yogun, eriskin dénemde ise Sertoli hiicrelerinde belirgin
immunreaktivite gosterdigini; buna karsilik esey hiicrelerinde boyanma saptanmadigini
bildirmistir. Bulgularimiz, Leydig hiicrelerindeki ekspresyon agisindan Caussanel vd. (1996)
ile uyumlu olmakla birlikte Sertoli hiicrelerinde pozitiflik gézlenmemesi ve spermatidlerde
belirgin TGF-a ekspresyonu izlenmesi bakimindan s6z konusu caligmadan ayrilmaktadir.
Tamada vd. (2016) kopek testisinde TGF-o’nin mRNA diizeyinde eksprese oldugunu,
protein diizeyinde ise Ozellikle Leydig hiicrelerinde yogunlastigini; seminifer epitelde ve

Sertoli hiicrelerinde zayif immunreaktivite saptandigini ve boyanmanin spermatogenez
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evrelerine 6zgii bir dagilim gdstermedigini bildirmistir. Petersen vd. (2001) ise in vitro
kosullarda TGF-a’nin Sertoli hiicrelerinde proliferatif etki olusturdugunu gostermistir. Bu
nedenle calismamizda Sertoli hiicrelerinde ekspresyon saptanmamis olsa da bu hiicrelerin
TGF-a’ya reseptor aracili ya da dolayli parakrin mekanizmalar iizerinden yanit verebilme

olasilig1 goz ardi edilmemelidir.

Epididimis dokusunda TGF-a ekspresyonu belirgin bir segmental ve donemsel
sinirlilik sergilemigtir. Neonatal ve infantil donemlerde tiim segmentlerde epitel hiicreleri ile
kanal duvarindaki diiz kas tabakasi negatif bulunmus; ge¢ pubertal ve olgun donemlerde ise
yalnizca kaput segmenti epitelinde orta diizeyde pozitiflik saptanmistir. Epididimiste TGF-
a’ya iligkin bilgiler sinirli olmakla birlikte, Oliva-Hernandez ve Perez-Gutierrez (2008)
domuz epididimisinde prinsipal ve bazal hiicrelerde TGF-a pozitifligi bildirmis ve ayni
hiicrelerde EGFR varligin1 gostererek intrakrin/otokrin iletisim mekanizmalarinin miimkiin
olabilecegini ileri stirmiistiir. Calismamizda kaput segmentindeki TGF-a pozitifligi ile ayn
bolgede bazal hiicrelerde gozlenen EGFR pozitifliginin ortiismesi, bu segmentte TGF-o—
EGFR iliskisine dayali lokal parakrin siireclerin olasiligini desteklemektedir. Genel olarak
degerlendirildiginde, TGF-a ekspresyonunun yalnizca kaput segmentinde ve gelisimin geg
pubertal-olgun donemlerinde anlamli diizeyde artis gostermesi (p=0,043), bu biiylime
faktoriiniin epididimal mikrogevrenin bolgesel diizenlenmesinde déneme 6zgii bir rol
iistlenebilecegini desteklemektedir. Literatiirdeki sinirh verilerle birlikte
degerlendirildiginde, bu bulgular TGF-o’nin epididimal gelisim ve spermatozoonlarin

fonksiyonel olgunlasmasindaki potansiyel rollerine yonelik anlamli katkilar sunmaktadir.

Calismamizin bir diger 6nemli boyutunu, steroid hormon sentezindeki rolleri
nedeniyle testisin gelisim ve fonksiyonlarmmin merkezinde yer alan Leydig hiicreleri
olusturmaktadir. Bu nedenle hem embriyolojik kdkenleri hem de erigkin doneme kadar
gecirdikleri farklilagma siiregleri, testis biyolojisinin anlagilmasi agisindan énem tasimaktadir
(Haider, 2004; Skakkebaek vd., 2016). Dogum sonrast FLC’lerin tamamen ortadan kalkip
kalkmadig: tartigmahidir. Bazi aragtirmalar, erigkin testiste diisiik sayida FLC’nin varligin
stirdiirebildigini, ancak steroidogeneze anlaml katki saglamadigini bildirmektedir (Barsoum
vd., 2013; Habert vd., 2001; Shima ve Morohashi, 2017; Zirkin ve Papadopoulos, 2018).
Sprague-Dawley ratlarda FLC’lerin 90. giine kadar korundugu ve dejenerasyona ugramadigi
rapor edilmistir (Ariyaratne ve Mendis-Handagama, 2000; Kerr ve Knell, 1988). Wistar
Albino ratlarda yaptigimiz ¢alismada FLC’ler neonatal donemde belirgin, infantil ve geg

pubertal donemlerde azalmistir. Olgun donemde ise yalmizca ALC’den olusan bir
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populasyon goézlenmis, FLC morfolojisine sahip hiicrelere rastlanmamistir. Bu durum,
Wistar soyundaki FLC’lerin Sprague-Dawley soyuna kiyasla daha erken kayboldugunu ve

soylar arasindaki biyolojik farkliliklarin belirleyici olabilecegini diisiindiirmektedir.

Fonksiyonel agidan degerlendirildiginde, caligmamizda hem FLC hem de ALC
benzeri hiicrelerde CYP11Al pozitifligi saptanmistir. Kolesteroliin  pregnenolona
donisiimiini katalizleyen ilk basamak enzim olan CYP11A1’in varligi, bu hiicrelerin
steroidogenik kapasiteye sahip oldugunu géstermektedir (Culty vd., 2015; Shih vd., 2011).
Neonatal ve infantil donemlerde hem FLC hem de ALC benzeri hiicrelerde saptanan
CYP11A1 pozitifligi, bu donemlerde farkl: iki steroidogenik populasyonun eszamanli olarak
varlik gosterdigini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, Ariyaratne ve Mendis-Handagama
(2000)’nin postnatal 1-7. gilinlerde FLC’lerin tek steroidogenik populasyon oldugunu
bildiren verileriyle tam olarak ortiismemektedir; ¢iinkii caligmamizda ayni donemlerde ALC
benzeri hiicrelerde de CYP11A1 pozitifligi gézlenmistir. Ayrica bazi ¢aligmalarda ALC
populasyonunun dogum sonrasi yaklagik 10. giinden itibaren belirginlestigi bildirilmektedir
(Mendis-Handagama vd., 1987; Mendis-Handagama vd., 1998). Buna karsin verilerimiz,
onciil ALC gelisiminin daha erken, hatta neonatal donemde baglayabilecegine isaret

etmektedir.

Son yillarda elde edilen bulgular, FLC-ALC iligkilerinin sanilandan daha karmagik
oldugunu ve Leydig hiicre gelisiminin ¢oklu progenitor kaynaklar1 icerebilecegini
gostermektedir (Barsoum vd., 2013; Kumar ve DeFalco, 2018). FLC’lerin yalnizca tek bir
hiicre hattindan degil; s6lomik epitel, noral krest hiicreleri, Notch sinyal yolunun aktif
oldugu Nestin-pozitif perivaskiiler hiicreler ve steroidogenik faktor 1 (SF1) pozitif
progenitorlerden kdken alabilecegi bildirilmistir (Bhattacharya ve Dey, 2023; Kumar ve
DeFalco, 2018). FLC populasyonunun postnatal donemde hizla azalmasina ragmen, eriskin
testiste kiicilk bir subpopulasyonun (%5-20) varligimi sirdiirerek ALC gelisimi i¢in
potansiyel progenitor kaynagi olusturabilecegi one siirilmektedir (Bhattacharya ve Dey,
2023; Shima ve Morohashi, 2017). Calismamizda postnatal 20 ve 50. giinlerde FLC ve
ALC’lerde gozlenen CYP11A1 pozitifligi bu goriisle uyumlu olmakla birlikte, bu bulgunun

hiicresel koken iliskilerine dogrudan kanit olusturmadigi géz 6niinde bulundurulmalidir.

Farkli tiirlerde yapilan arastirmalar da bu gesitliligi dogrulamaktadir. Ornegin
farelerde FLC sayisinin postnatal 7. giinden itibaren hizla azaldigi bildirilmistir (Hazra vd.,

2013; Wen vd., 2016). Ayrica FLC’lerin tiir ve soy Ozelliklerine bagli olarak postnatal
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donemde daha uzun siire kalabildigi de rapor edilmistir (Habert vd., 2001; Haider, 2004).
Wistar ratlarda elde ettigimiz bulgular, FLC’lerin ge¢ pubertal doneme kadar izlenebildigini,
olgun donemde ise ortadan kalktigin1 gostermektedir. Her ne kadar bazi ¢alismalarda eriskin
testiste kiiciik bir FLC subpopulasyonunun varligini siirdiirebildigi bildirilmis olsa da
(Bhattacharya ve Dey, 2023; Shima ve Morohashi, 2017), verilerimiz bu durumu
desteklememektedir. Bununla birlikte bulgularimiz, FLC’lerin dejenerasyona ugramak
yerine kismen ALC populasyonuna farklilagarak katkida bulunabilecegi yoniindeki hipotezle
(Kumar ve DeFalco, 2018; Shima ve Morohashi, 2017) uyumlu gériinmektedir. Sonug
olarak, calismamiz Wistar albino ratlarda FLC’lerin puberte donemine kadar varligim
stirdiirdiigiinii, bu doénemden sonrasinda ise FLC morfolojisine sahip hiicrelerin ortadan
kalktigim1  gostermektedir. Ayrica bulgularimiz, ALC  gelisiminin  daha erken
baslayabilecegini ve bu siirecin tiir ve soy farkliliklarina bagli olarak degisebilecegini

desteklemektedir.

Epididimis dokusunun postnatal morfolojik olgunlasmasi, erkek iireme
fonksiyonlarinin = siirdiiriilmesi acgisindan o6nemlidir. Epididimis, memelilerde iireme
stratejilerindeki ¢esitlili§e uyum saglayacak bicimde yapisal ve fonksiyonel olarak
ozellesmis bir organdir (Sullivan vd., 2019). Epididimal segmentlerin gelisiminde meydana
gelen bozukluklarin infertiliteyle sonuglanabilecegi bildirilmistir (Kierszenbaum, 2006). Bu
gelisim siireci postnatal donemde ii¢c evrede incelenmektedir: farklilagmamis donem (1-15.
giin), farklilasma donemi (16—44. giin) ve olgunlasma donemi (44. giinden yetiskinlige
kadar) (Breton vd., 2016; Cornwall, 2009; Meng vd., 2020; Murashima vd., 2015; Picut ve
Remick, 2017; Robaire ve Hinton, 2015; Shum vd., 2013). Farklilasmamig donemde epitel
hiicreleri heniiz belirgin bir morfolojik ayrisma gostermemekte, tubulus g¢aplart 6zellikle
kaput bolgesinde daha genis izlenmektedir. Farklilasma ddneminde epitel tabakasinda
prinsipal, kalem, apikal, bazal, seffaf ve halo hiicrelerine 6zgii morfolojik 6zellikler ayirt
edilmektedir (Picut ve Remick, 2017). Olgunlagma déneminde tubuluslar hacim kazanmakta,
liimenleri spermatozoalarla dolmakta ve epitel yiiksekligi segmentler arasinda farklilik
gostermektedir (Picut vd., 2018; Prevot, 2015). Calismamizda gbzlenen yapisal ozellikler,

postnatal gelisim evrelerini tanimlayan bu morfolojik kriterlerle biiyiik 6l¢tide uyumludur.

Segmental morfolojik olgunlagsmanin yani sira, dzellikle seffaf ve apikal hiicrelerin
tiirler arast dagilim o6zellikleri de dikkat c¢ekicidir. Seffaf hiicrelerin segmental dagilimi ve

morfolojik oOzellikleri tilirler arasinda farkliliklar gostermektedir. Domuz ve yarasa
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epididimisinde seffaf hiicreler ¢anak bigimli iken, farede kaput ve korpus segmentlerinde
canak, kauda bolgesinde ise kiibik morfoloji bildirilmistir (Castro vd., 2017; Park vd., 2020;
Shum vd., 2009, 2011). Domuzda bu hiicrelerin yalnizca kaput segmentiyle sinirli oldugu,
yarasada ise tiim segmentlerde dagildigi rapor edilmistir (Castro vd., 2017; Park vd., 2020).
Calismamizda seffaf hiicreler yalnizca kauda segmentinde, kiiboidal morfolojiye benzer bir
goriinimde saptanmistir. Bu durum, diger tiirlerde bildirilen segmental dagilim
paternlerinden farklilik gostermektedir. Ayrica calismamizda apikal hiicreler, baslangic
segmenti, kaput, korpus ve infantil donemde kauda bolgelerinde belirlenmistir. Bu bulgu,
Zhou vd. (2018)’nin apikal hiicrelerin esas olarak baslangic segmentinde yogunlastigini
bildiren sonug¢larindan farklilik gostermektedir. Calismamizda gozlenen segmental ve
hiicresel farkliliklar, epididimis gelisiminde hem donemsel degisimlerin hem de tiirler arasi

farkliliklarin belirleyici oldugunu gostermektedir.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, testis ve epididimis dokularinda EGF ailesi
biiylime faktorleri ile reseptorii EGFR’nin postnatal doneme, hiicre tipi ve segmente 6zgii bir
dagilim sergiledigi goriilmistir. Bu dagilim, EGF ailesi tyelerinin 6zellikle testiste
steroidogenez ve spermatogenez, epididimiste ise mikrogevresel diizenleme ve segmental
fonksiyonlarla iliskili olabilecegini gostermektedir. Ayrica FLC—ALC farklilagmasi ile
epididimisin segmental morfolojik olgunlagsmasina iligkin verilerimiz, tir ve soy
farkliliklarina bagli gelisimsel ¢esitliligi vurgulamakta ve mevcut literatiire 6zgiin katkilar

sunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, Wistar albino ratlarin testis ve epididimis dokularinda EGF ailesi tiyeleri
(EGF, TGF-a, AREG) ile reseptorii EGFR’nin postnatal gelisim siireci boyunca hiicre tipi ve
segmentlere 6zgli ekspresyon paternleri sergiledigini ortaya koymustur. Elde edilen bulgular,
bu molekiillerin erkek iireme sisteminin gelisimsel siireglerinde hiicreler arasi etkilesimlerin

diizenlenmesinde rol alabilecegini gdstermektedir.

Testiste EGFR’nin 6zellikle Sertoli, peritubular miyoid ve damar diiz kas hiicrelerinde
eksprese edilmesi, bu reseptoriin spermatogenezi destekleyen somatik mikrogevrede rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. EGF’in yalnizca Leydig hiicrelerinde tespit edilmesi, bu
ligandin  steroidogenezde otokrin veya parakrin diizeyde etkili olabilecegini
desteklemektedir. AREG’in Leydig hiicrelerinde gii¢lii, damar diiz kas hiicrelerinde ise zayif
diizeyde ekspresyonu hem steroidogenez hem de testisin vaskiiler mikroortami iizerinde
etkili olabilecegine isaret etmektedir. TGF-o’nin Leydig hiicrelerinde giderek artan
ekspresyonu, steroidogenezle iliskili olabilecegini; spermatidlerde evreye bagl pozitifligi
ise, bu faktoriin spermatid maturasyonuyla iliskili stireclerde gorev alabilecegini

gostermektedir.

Epididimiste EGFR ekspresyonu bazal ve seffaf hiicrelerde donemsel artig gostermis,
ozellikle kauda segmentindeki seffaf hiicrelerde belirgin pozitiflik saptanmistir. EGF
ekspresyonunun diisiik diizeyde ve kaput segmentiyle siirli olmasi, bu faktoriin epididimal
mikrogevrenin  belirli asamalarinda simirhi bir  diizenleyici rol iistlenebilecegini
gostermektedir. TGF-a’nin yine kaput segmentinde orta diizeyde pozitiflik sergilemesi, bu
bolgeye 6zgii lokal etkilesimlerin varligina isaret etmektedir. AREG’in geg¢ pubertal ve olgun
donemlerde epididimal bazal ve seffaf hiicrelerde giiclii ekspresyonu ise, bu ligandin
epididimal fonksiyonlarin diizenlenmesinde Onemli bir role sahip olabilecegini

diisiindiirmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, EGF ailesi ligandlar1 ve EGFR’nin testis ve
epididimis dokularinda hiicre tipi, segment ve gelisim donemine bagli olarak degisken
ekspresyon paternleri sergiledigi belirlenmistir. Bulgular, bu molekiillerin otokrin ve/veya
parakrin etkilesimlerle iliskili olabilecegini destekleyici niteliktedir. Ozellikle Leydig
hiicrelerinde tespit edilen giiclii EGF ve AREG pozitifligi, bu faktorlerin steroidogenezdeki
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diizenleyici rollerini vurgulamaktadir. Epididimiste AREG’in bazal ve seffaf hiicrelerdeki
belirgin ekspresyonu ise spermatozoa olgunlagsmasi ve epididimal mikrogevrenin dinamik

diizenlenmesi siire¢lerinde olas1 katkilarina isaret etmektedir.

Bu calisma, testis ve ozellikle epididimis dokusunda EGF ailesi biiylime faktorlerinin
hiicresel ve segmental dagilimina iligkin literatlire katki saglayabilecek nitelikte veriler
sunmaktadir. Elde edilen bulgular, erkek infertilitesinin molekiiler temellerinin anlasilmasina
yonelik gelecek arastirmalar igin yararli bir referans niteligindedir. Farkli tiirlerde ve
deneysel modeller iizerinde yiiriitilecek karsilagtirmali c¢alismalarin, EGF ailesine ait
biiyiime faktdrlerinin fizyolojik ve patolojik kosullardaki rollerini daha kapsamli bi¢imde

ortaya koyacagi ongoriilmektedir.
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