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Ratlarda Postnatal Donemde Testis Dokusu ile Kan Testis Bariyerinin
Gelisiminin Histomorfometrik ve immunohistokimyasal
Degerlendirilmesi
Histomorphometric and immunohistochemical evaluation of the testes and blood-testis

barrier in postnatal period in rats.
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Amag: Erkek tireme sisteminin temel gorevi sperm (re-
tip, olusturdugu bu spermleri disi vajinasina iletmeye
yardimci olmaktir. Bu siirecte, testisler, sperm ve primer
erkek cinsiyet hormonu olan testosteronu Uretirken; yar-
dimar kanallar, testislerdeki ya da yardimci bezlerdeki
salgilart depolayip penise tasirlar. Calismamizin amac;
testislerin histomorfolojik olarak dogum sonrasi donem-
deki farkh gelisim zamanlarinda incelenmesini saglamak
ve Sertoli hiicrelerinin olusturdugu kan-testis bariyerinin
gelisimin hangi doneminde olustugunu saptamaktir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda postnatal donemde bu-
lunan 14., 30., 60. ve 90. glinlerde Sprague-Dawley tiri
24 erkek rat kullanildi. Elde edilen testis kesitleri hemo-
toksilen-eozin ile Cadherin ve Claudin immun boyalari
ile boyanarak kan-testis bariyerinin gelisimi ve histolojik
yapilanmasi degerlendirildi. Ayrica testislerin diger bile-
senleri olan spermatogoniumlarin, Sertoli hiicrelerinin ve
Leydig hiicrelerinin gelisimi ile organizasyonu degerlen-
dirildikten sonra gelisimsel siirecte seminifer tlbdllerin
histomorfolojik anlamda gecirmis oldugu degisiklikler
belirlendi.

Bulgular: Elde edilen sonuclara gore ratlarda sperm ure-
tim slirecinin intrauterin hayatta baslamadigl ve hatta
dogum sonrasi 14. glinde bile mevcut olmadigi goriil-
mustur.

Sonug: 30. glinden kisa stire 6nce basladigini disiindi-
glimiz spermatogenetik siirecin yasa bagiml bir paralel-
lik gosterdigi ortaya konmus olup kan-testis bariyerinin
varligi ile birlikte fonksiyonel anlamda testis yapilanma-
sinin 60 gunliik ratlarda mevcut oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte elde edilen bu yapilanma bulgularinin
ilerleyen glinlerde fazla degisiklik gostermedigi de belir-
lenmistir.

Anahtar kelimeler: Morfometri; Kan-testis bariyeri; im-
munohistokimya; Sertoli hiicreleri; Spermatogenezis
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ABSTRACT

Objective: The main function of male reproductive sys-
tem is not only to produce sperms but also to transfer
these sperms to female vajina. While testes produce
sperm and testosterone, the primary male sex hormone,
accessories ducts store the secretions located in testes or
accessories glands and they transport these secretions to
penis. The aim of our study is to examine the testes histo-
morphologicaly at different developmental stages after
the post natal period and also to determine the period in
which the development of blood-testis barrier formed by
Sertoli cells was accomplished.

Material and Methods: 24 Sprague-Dawley types of
male rats which are during the postnatal period in the
14th, 30th, 60th and 90 days were used in this study. The
development and histological structure of blood-testis
barrier were investigated by labeling the obtained testes
sections using hematoxylin-eosin dyes and also cadherin
and claudin primary antibodies. Furthermore, after the
examination of the development and organization of the
other components of testis which are spermatogoniums,
sertoli and Leydig cells, the changes were histomorpho-
logically determined in the seminiferous tubeles at the
developmental stages.

Results: According to the obtained results on rats, the
sperm production process do not start in utero life and
even the sperm production do not take place at 14 th day
after the birth.

Conclusion: We thought that spermatogenetic process
started less than 30 days ago and it depends on the age.
On the other hand, the existence of blood-testis barrier
enable us to detect the functional testis settlement in 60
days rats. Besides, the obtained settlement findings did
not show significant difference in the upcoming days.

Key Words: Morphometry; Blood-testis barrier; Immuno-
histochemistry; Sertoli cells; Spermatogenesis.
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GIRiS

Yuzyillardir insanoglu gerek kendi ve gerekse
cevresindeki canlilarin yasam doéngdilerini in-
celerken bunlarin iginde genital sistemin ince-
lenmesi her zaman diger sistemlerden ayri bir
yerde tutulmus ve daha detayli olarak calisil-
mistir. insanoglu canli bedeninin nasil olustugu
sorusuna her dénem cevap ararken Ureme igin
gerekli hicrelerin buyuklikleri, sekilleri gibi ya-
pisal ozellikleri yaninda bu hiicrelerin kolayca,
hatta bazi canlilarda makroskopik diizeyde elde
edilebilmesi ve bu hiicreler Gzerinde manip-
lasyon yapilabilme esnekliginin fazla olmasi bu
konulara ilgiyi daha ¢ok arttirmistir. Diger yan-
dan toplumsal ve etik sinirlamalardan dolayi bu
konularda yapilan calismalar halen istenildigi
dizeyde degildir. Literatiirdeki mikroskobik
veya makroskobik calismalarin ¢cogu insan disi
canlilara ait oldugu icin elde edilen veriler cogu
kez insanlar icin uyarlanarak belli hipotezler
olusturabilmeyi saglama, bunlarn destekleme
veya curitme Otesinde amaglara hizmet ede-
memektedir. Bununla birlikte diinya Uzerinde
az sayida olsa da oldukca gelismis fetis kolek-
siyonuna sahip merkezlerde insana yonelik ca-
hsmalar belli bir diizeyde devam etmektedir.
Hatta son yillarda gelistirilen degisik immuno-
histokimyasal boyama, PCR ve Western blotting
gibi molekdler teknikler tek bir embriyo veya
fetusta es zamanli ve ¢cok sayida degisimler hak-
kinda guvenilir bilgiler vermektedir. Bu bilgile-
rin ginumuzde sadece bilimsel anlamda veriler
olmasi yaninda embiriyolojik gelisim surecinde
gorulen hastaliklarin erken tanisi, teratolojik
ajanlarin etkilerinin belirlenmesi gibi 6nemli
klinik hizmetlere yardimci olmaktadir.

Erkek ratlarda spermatogenezis, puberte do-
neminde goriilen fizyolojik degisikliklerden bir
tanesidir. Her ne kadar seminifer tiibullerde tek
bir somatik hiicre olarak Sertoli hiicreleri olsa
da farkli tipte germ hiicre serilerinin olmasi ol-
dukc¢a 6nemlidir (1). Bu hiicreler icinde uzamis
veya yuvarlak spermatidler, pakiten veya pre-
leptoten spermatositler ile A ve B tipi sperma-
togoniumlar bulunur. Puberteye kadar sadece
seminifer tubdllerin bazal membranlarinda
mayoz bolinmeye girmeden bekleyen A tipi
spermatogonialar bu dénemde testosteron sal-
gilanmasinda gorilen artig ile uyarilarak bolin-
melerine baslarlar ve B tipi spermatogonialara

donusurler spermiyogenez siireci icinde ma-
yoz bolinmelerini tamamlayarak ergin sperm
haline gelirler. Epididimis icinde olgunlasan ve
fertile hale gelen spermatozoalar oositi dolle-
me yetenedine sahip olurlar. Bu surecte tim
spermatozoalarda ¢ok sayida hormonal, yapisal
ve ayrica sitoplazmik ve molekiler degisiklikler
goralar (2).

Testislerin histomorfolojik ozellikleri genel 151k
mikroskobik incelemelerde daha ¢ok sperma-
togenezisin degerlendirilmesinde kullanilirken,
fonksiyonel anlamda, ¢ok bilgi verici degildir.
Bununla birlikte, molekiler diizeyde yapilan
incelemelerde tubdl icinin apayri bir yapilanma
gosterdigi ve tim testisi olusturan tibullerin
arasinda bile farkliliklar oldugu tespit edilmistir
(3). Bu yapilanmalar icinde belki de en 6nemli
organizasyon tubul icinde yer alan Sertoli hiic-
releri ile spermatogonialar arasinda olusturulan
kan-testis bariyeridir. Bu bariyer oldukca antije-
nik karakterde olan spermatogonialarin kan ile
irtibatini kesmek suretiyle immun sistem icinde
spermatogonialara karsi bir antikor olusumu-
nu yani otoimmun cevabi engeller (4,5). Ancak
kan-testis bariyeri tam anlamiyla fonksiyonel
bir bariyer degildir ve fonksiyonel kan-testis ba-
riyerinin Sprague-Dawley cinsi ratlarda dogum
sonrasl 20. gline kadar kurulamadigi gosteril-
mistir (6).

Calismamizin amaci erkek genital sisteminin te-
mel 6gelerinden biri olan testislerin histomor-
folojik olarak dogum sonrasi donemde farkl
periyodlarda gelisimlerini ve kan testis bariye-
rinin olusumu belirlemek ve degerlendirmektir.
Bu amacla dogum sonrasi 14 guinliik, 30 guinlik,
60 gunluk ve 90 gunluk ratlarda testislerin ya-
pisini olusturan seminifer tibul gelisimi, sper-
matogonialarin gelisimi ve farkhlasmasi, Leydig
ve Sertoli hiicrelerinin varligi ve dagilimi ve kan
testis bariyerinin olusumu histokimyasal ve im-
munohistokimyasal olarak boyandiktan sonra
1stk mikroskobunda incelenip degerlendirilmis-
tir.
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Deney Hayvanlan ve Deney Gruplari; Calisma-
mizda toplam 24 adet Sprague-Dawley tipi
erkek ratlar kullanilmis olup bu hayvanlar 6n-
celikle yas gruplarina gore 4 gruba ayrilmistir.
Hayvanlar asagidaki sekilde gruplanmistir;

Grup 1. Prepubertal donemdeki (14 giinlik)
ratlar

Grup 2. Erken Pubertal donemdeki (30 glinlik)
ratlar

Grup 3. Geg Pubertal donemdeki (60 gtinliik)
ratlar

Grup 4. Ergin (90 gunlik) ratlar

Deney; Cerrahi islemden 12 saat dnceden iti-
baren a¢ birakilan ratlar, 21+1 °C sicaklik ve %
45-55 nem olan ortamda 12/12 saat isik siklusu
g6z onlinde bulundurulacak sekilde polikar-
bonat kaplarda Afyon Kocatepe Universitesi
Deney hayvanlari tnitesinde buyutilda ve bes-
lendi ayrica operasyon oncesi 6zel odaya alin-
di. Burada 2 saat kadar ortama adaptasyon i¢gin
beklendikten sonra herhangi bir kimyasal ajan
verilmeksizin hayvanlara anestezi uyguland.
Anestezi icin ksilazin 87 mg/kg im ve ketamin
13 mg/kg im uygulandi. Anesteziyi takiben,
sicanlar olasi ani hareketleri ile sterilizasyonu
bozmamasi icin ekstremitelerinden ameliyat
masasina baglandi. Batin tiras edilip, povido-
ne-iodine sollisyonu ile silindikten sonra steril
kosullarda, median laparatomiile agildi, Aneste-
zi sonrasinda sirtiisti yatirilan ratlarin alt abdo-
minal bolgesine kesi uygulanarak bu bélgeden
her iki testis ¢ikartildi. Eksizyonla alinan dokular
histolojik doku takibi sirasinda fiksasyon sagla-
mak i¢in Bouin sollisyonu icine konuldu. Bagka-
ca bir islem uygulanmayan hayvanlar eksizyon
sonrasi sakrifiye edilerek 6zel atik posetleri ile
deney hayvanlari tnitesine teslim edilerek yok
edilmeleri saglandi.

Histolojik Degerlendirme; Alinan testisler Bouin
fiksatifi icine konduktan sonra dokunun buyuk-
[Ggune paralel olacak sekilde 3-5 gin fikse edil-
di. Fiksasyon sonrasi rutin histolojik doku takip
metodu ile testisler parafin bloklara gémdulda.
Bu bloklardan 5u kalinhginda kesitler histo-
kimyasal boyama icin klasik lam Gstline, immu-
nohistokimyasal boyama icin polilizinli lamlar
Uzerine alindi. Alinan o6rnekler deparafinize
edildikten sonra histokimyasal olarak Hema-
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toksilen-Eozin ve immunohistokimyasal olarak
Pan-Cadherin (Thermo Scientific, Fremont, CA,
USA) Labvision, ve Claudin 1 (Thermo Scien-
tific, Fremont, CA, USA) ile boyandi. Histokim-
yasal olarak dokularin degerlendirilmesi Nikon
E600-Japan 1stk mikroskobu altinda ve Nikon
Digital Sight-DS-L1 Image Analysis software
kullaniimak suretiyle yapildi. immunohistokim-
yasal inceleme sirasinda immunopozitif alanlar
ayni 1sik mikroskobu ile incelenerek Kan Testis
bariyerinin gelisimi ile ilgili degerlendirmeler
yapildi. Bu incelemeler ile ilgili detaylar asagida
verilmistir.

Goriintii Analizi; Yapilan histokimyasal boya-
malarda boyanan testis dokularinda mevcut
seminifer tubdllerin caplan Nikon Digital Si-
ght-DS-L1 Image Analysis software ile dlculd.
Olclim sirasinda her bir rata ait testis dokusun-
dan alinan kesitlerden, x20 objektif buyttmede,
farkli alanlardan 20’ser olmak lizere toplam 120
seminifer tubil capr dlcildi. Olciim sirasinda
kesit duzlemi yuvarlak veya hafif oval olan tu-
billerin caplan 6l¢lldi. Elde edilen degerler is-
tatistiksel analiz icin kullanild.

Istatistiksel Analiz; Image Analysis Software ile
Olcllen seminifer tibul caplarina ait veriler,
SPSS for Windows 16.0 paket istatistik progra-
minda analiz edildi. Analiz icin Oneway ANOVA
metodu kullanildi. PostHoc testi olarak Tukey
HSD testi kullanildi. P degeri 0.05'den kiguk
olan degerler istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi.

BULGULAR

Yapilan histolojik degerlendirmelerde 4 gruba
ait testislerin incelemelerinde seminifer tibul-
lerin caplari, iclerindeki hiicrelerin varligi ve da-
gilmi yaninda kan-testis bariyerinin varligi ve
yapilanmasi yorumlanmis ve bu verilere gore
asagidaki bulgular elde edilmistir.

Seminifer tubdllerin histolojik degerlendirilme-
si; Yapilan degerlendirmelerde tim yas grup-
larindaki ratlarin testislerinde seminifer tibdle
ait histolojik komponentlerin yani spermatogo-
nialarin, Sertoli hlicrelerinin ve seminifer tibdl
disindaki intertiibiler alanda Leydig hticreleri-
nin ve bag dokusu hiicrelerinin mevcut oldugu
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tespit edildi. Bununla birlikte, 14 glinliik ratlara
ait testislerden alinan kesitler mikroskobik ola-
rak incelendiginde soluk renkli sitoplazmalariy-
la Sertoli hiicrelerinin daha yogunlukta oldugu
spermatogonia sayisinin az oldugu ve hig sper-
matid olmadigi gozlendi. Ayrica tibullerin bu-
yuk kisminda limenin sekillenmemis oldugu
goruldu. Intertlibiler alanda ise seyrek de olsa
Leydig hticreleri goriilmekteydi (Resim:1A).

Diger yandan 30 guinluk ratlara ait testislerden
alinan kesitlerin mikroskobik incelenmesinde
seminifer tubdllerin organizasyonunun gelis-
mis oldugu tlbul caplarinin arttigi, tibil icinde

t@ g : D, ; P e R
Resim 1: A. 14 gunliik rat testislerinin genel histolojik
gorinima (Hematoksilen-eozin, x40). B. 30 gunlik rat
testislerinin genel histolojik goriinimi (Hematoksilen-e-
ozin, x40). C. 60 glnlik rat testislerinin genel histolojik
gorinimua (Hematoksilen-eozin, x40). D. 90 ginliik rat
testislerinin genel histolojik gorinimi (Hematoksilen-E-
ozin, x60).

A ve B tipi spermatogonialarin belirgin derece-
de arttig ve Sertoli hiicrelerinin ayriminin guic-
lestigi tespit edildi. Bununla birlikte oldukca az
sayida spermatid oldugu limene yakin bélgede
tip B spermatogonialarin daha yogun oldugu
go6zlendi. intertiibiler alanda ise Leydig hiicre
sayisinda artis dikkati cekmekteydi. Ayrica tu-
nica albuginea’nin siki bag dokusu 6zelliginde
yapilandigi dikkati cekti (Resim:1B).

Altmis glnlak ratlarin testislerinin incelenme-
sinde ise testislerin tam organize bir yapilanma
icinde oldugu, seminifer tibdllerin bol miktar-
da spermatogonialar ve spermatidlerle dolu
oldugu tespit edildi. Sertoli hiicrelerinin secil-
mesinin oldukca zorlastigi belirlendi. Tibul ¢ap-
larinin oldukga artmis oldugu ve limenlerinde
belirgin derecede genislemis oldugu tespit
edildi. Interttbuler alanda Leydig hiicre sayisi-

nin belirgin derecede arttigi ve bag dokusunun
gelismis oldugu tespit edildi (Resim:1C).

Doksan glinlik ratlarin testislerinin inceleme-
sinde ise histolojik organizasyonun 60 guinlik
rat testislerine benzer oldugu gorildi. Sper-
matogonialarin sayisinin oldukga fazla oldugu
limen ¢apinin iyice genislemis oldugu, Sertoli
hicrelerinin iyice secilemez hale geldigi ve lU-
menin i¢ kismina kadar spermatidlerin bolca
dagilmis halde oldugu gozlendi. intertiibiiler
alanda Leydig hicre sayisinin bol oldugu ve
bag dokusunun gelismis oldugu gézlendi (Re-
sim: 1D).

Tubdllerin ¢aplarinin gelisimi ile ilgili yapilan
morfometrik 6l¢iimlerde tlbil ¢aplarinin yasa
bagh olarak giderek arttigi ancak 60 glinden
sonra artisin yatay bir seyir gosterdigi goraldu
(Resim:2). Seminifer tlibdl caplarinin 6l¢iimiin-
de elde edilen degerler Tablo:1'de verilmistir.
Diger yandan tubul caplarinin gruplar arasin-
daki degisimi istatistiksel olarak degerlendiril-
diginde tlbul caplarindaki artisin 60. giin rat
testisleriyle 90. glin rat testislerinde istatistiksel
olarak anlamli olmadigi (p=0.681), bunun disin-
da diger tim gruplar arasinda degisimin istatis-
tiksel olarak anlamli oldugu (hepsiicin p<0.001)
tespit edildi.

Deney gruplari icindeki hayvanlarin seminifer
tabdulleri icinde bulunan kan-testis bariyerinin
immunohistokimyasal incelenmesinde ise asa-
gida belirtilen bulgular elde edildi.

Claudin 1 molekdli tight junctionlarda yer alan

Tablo I: Seminifer tiibil caplarinin tanimlayici degerleri (um).
Tibil gap!

Olgiim

sayisi Ortalama  [Std. hata |Minimum |Maximum
14 giin |120 81,86 ,93845  |55,03 106,90
30gin |120 154,07 1,79737 (110,70  |217,80
60 giin  |120 226,98 2,29416 (167,50  |296,90
90 glin  |120 230,38 3,04771  |157,30 324,70
Total 480 173,32 2,98665 |55,03 324,70

bir protein olup doku entegrasyonunda énem-
li rol oynar. immunohistokimyasal isaretleme
sonras! yapilan isik mikroskobik incelemelerde



Seminifer tiibiil gaplarinin Deney gruplarina gore degisimi
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Resim 2: Seminifer tubil caplarinin deney gruplarina
gore degisimi.

Resim 3: A. 14 glinllk rat testisinde Klaudin primer anti-
koru ile boyanma sonucu ekspresyon goriilmemektedir.
(Anti-Klaudin. x40). B. 30 ginlik rat testisinde Klaudin

ekspresyonu (kiremit kirmizi boyanma gorilen hicre
zarlari). (Anti-Klaudin. x60). C. 60 ginlik rat testisinde
Klaudin ekspresyonu (kiremit kirmizi boyanma gorilen
hiicre zarlar). (Anti-Klaudin. x60). D. 90 glinliik rat testi-
sinde Klaudin ekspresyonu (kiremit kirmizi boyanma go-
rilen hiicre zarlan). (Anti-Klaudin. x40).

Claudin 1 ekspresyonunun 14 ve 30 gunlik rat
testislerinde seminifer tubdiller icinde olmadi-
g1 gozlendi (Resim: 3A ve 3B). Ancak 60 ve 90
glinlik donemde olan ratlarda bilhassa tiibiille-
rin orta kisimlarda belirgin olmak lzere ve sper-
matogenetik evre 7 {izeri tibullerde Claudin 1
ekspresyonu oldugu tespit edildi (Resim: 3C ve
3D).

Cadherin molekili ise hiicre yapisma molekdil-
leri icinde yeralan ve hiicreler arasi entegras-
yonu saglamak suretiyle solid dokularin orga-
nizasyonunu saglayan bir molekuldir. Yapilan
immunohistokimyasal boyama sonrasi 151tk mik-
roskobik incelemelerde Cadherin ekspresyonu-
nun 14 glinluk rat testis seminifer tubdullerinde
olmadigi 30 glinlik ratlarda bilhassa limene

Resim 4: A. 14 glinliik rat testisinde Kaderin primer anti-
koru ile boyanma sonucu ekspresyon goriilmemektedir
(Anti-Kaderin. x40). B. 30 glinlik rat testisinde Kaderin
ekspresyonu (kiremit kirmizi boyanma goriilen hiicre zar-
lar) (Anti-Kaderin. x60). C. 60 guinliik rat testisinde Kade-
rin ekspresyonu (kiremit kirmizi boyanma gortlen hiicre
zarlar) (Anti-Kaderin. x60). D. 90 giinlik rat testisinde
Kaderin ekspresyonu (kiremit kirmizi boyanma goriilen
hicre zarlari) (Anti-Kaderin. x40).

yakin bolgelerde ortaya ¢ikmaya basladigi go-
rildi (Resim: 4A ve 4B). 60 ve 90 gunluk rat-
larda ise bilhassa seminifer tiiblil bazalindeki
spermatogonialar arasinda ve limene yakin
spermatidlerin ¢evresinde mevcut oldugu goz-
lendi (Resim: 4C ve 4D).

TARTISMA

Spermatogonialarin gelisim sireci icinde sper-
matogonialar bazal membrandan liimene dog-
ru hareket gosterirler. Bu slrecte hiicrelerin
boyutu daha kigculir ve spermatid asamasinda
ince uzun kuyruklari belirgin hale gelir ve bas
kismi fuziform bir hal alir. Limene dokiilmeden
once bas ve boyun kisimlari iyice belirginle-
sir ve kuyruk hareketi baslar. Bununla birlikte,
[imene gecen spermatozoa henliz oositi dol-
leme yetenegine sahip degildir. Gerekli hare-
ketin kazanilmasi ve hiicrenin yapisinin olgun-
lagsmasi icin epididim icinde uzun bir yolculuk
gerekir. Bu donemde epididim epitelinde yer
alan stereosilyalar spermatozoalarin olgunlas-
masinda fiziksel ve metabolik destek saglar-
lar (2,3). Ratlar Gzerinde yapilan bir calismada
spermlerin Uretiminin ilk defa dogum sonrasi
45. glinde gorildigi ancak optimum Uretimin
75. glinden itibaren gerceklestigi gosterilmistir
(7). Ancak bu dénem icinde spermatogonialar
limen icinde yerlesik haldedir ve bazilari sper-
matogenezis slrecini gecirmeye baslar. Bahse-
dilen sireler ilk olgun spermin olustugu zaman
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olarak tanimlanabilir. Ayni sekilde ratlardaki pu-
berteye girme yasinin, kardes sayisi, hormonal
durum ve beslenme gibi faktorlerden dolayi
degisebildigi ve sekslel olgunluk dénemlerinin
dogum sonrasi 65.-110. guinler arasinda oldugu
bildirilmistir (8). Yapilan degisik calismalarda
spermatogenetik slire¢ morfolojik anlamda ol-
dukga iyi anlasilmis olmasina karsin molekdiler
dizeyde gorulen degisikliklerle ilgili veriler her
glin gelismekte ve giincellenmektedir. Yapilan
baska bir calismada spermatogenezis sirasinda
gelismekte olan germ hiicrelerinin bazal kisim-
dan seminifer epitelin adluminal kompartma-
nina dogru gog ederek ilerledigi ve bu slrecte
spermatogonialar ve Sertoli hiicreleri arasinda
hicre-hlicre araylzunin yeniden yapilandigi-
ni gostermislerdir (9). Yaptigimiz calismada da
genel olarak yaptigimiz degerlendirmede sper-
matogonialardan spermatozoalara dontsiimde
daha Once yapilan calismalara benzer sekilde
gelisen haftalar icerisinde bazal membrandan
[imene dogru bir ilerlemenin oldugu ve bu su-
recte spermatogonialar ile Sertoli hiicreleri ile
aralarinda yer alan baglanti komplekslerinde
yapisal degisim ve olgunlasma oldugu gozlen-
mistir.

Yapilan degisik anatomik, morfolojik ve
morfometrikcalismalardatestisleringelisiminde
ilerleyen aylara bagli parallel bir artis oldugu
ancak ozellikle puberte doénemi civarinda
gerek seminifer tlbul caplarinda, gerek hiicre
sayisi ve cesitliliginde ve gerekse organizasyon
hizli  bir gelisimin hizlandigi  gozlenmistir
(10,11,12). Bizim calismamizda da 14 guinlik
ratlarin seminifer tlbdullerinin incelenmesinde
tibullerin caplarinin oldukg¢a dar, limenlerin
olusmamis ve bazal kisimda yerlesik ¢cok sayida
spermatogonia oldugu gorilmustir. Hatta
normal histolojik incelemelerde tanimlanmasi
zor olan Sertoli hicrelerinin limen icinde
soluk cekirdekleri ve saydam sitoplazmalarina
ragmen ¢ok belirgin bir sekilde ayirt
edilebildigi gozlendi ve bu siirecte herhangi
bir spermatid olusumu s6z konusu olmadigi
icin spermatogenezin baslamamis oldugu
kabul edildi. Diger yandan Leydig hticrelerinin
sayisinin interttubuler alanda az sayida oldugu
ve bu doénem icerisinde spermatogenetik

evrelendirmelerin  incelenmesi  sonucunda
hicbir spermatogenetik aktivasyon olmadigi
gozlendi.

Otuz gunlik ratlarin testislerinin incelenmesin-
de ise seminifer tibul ¢aplarinin 14 gunlik rat
testis tubdllerine gore anlamh sekilde arttig
go6zlendi. Seminifer tibdllerin histolojik ince-
lemesinde spermatogonia sayisinda artis ve B
tipi spermatogonialarin belirginlestigi gortldu.
Bununla birlikte, Sertoli hiicrelerinin tibul igin-
de daha secilemez hale geldigi ve sayilarinin
spermatogonialarin sayisina goére, 14 gunlik
rat testisleriyle karsilastinldiginda, azaldigi g6z-
lendi. Bu azalmanin daha 6nce bahsettigimiz
gibi artan spermatogonia sayisina baglh olarak
Sertoli hiicre sayisinin tlbil ici toplam hicre
sayisina oranindaki azalmayla iliskili oldugu
seklinde yorumlandi. Limenin incelenmesinde
henliz bircok tubilde limen sekillenmesinin
olmadigi g6zlendi. Bunun yaninda bazi tubdil-
lerin [imene yaklasik bolgelerinde oldukga az
sayida spermatidin mevcut oldugu gozlendi. 30
gunlik ratlarin testislerinde intertiibuler alanda
yapilan degerlendirmede, bu bdlgedeki Leydig
hicrelerinin sayisinda ve bag dokusu hacminde
artis oldugu ve bag dokusunun daha organize
goriinimdde oldugu goézlendi. Bu doneme ait
spermatogenetik evrelendirme evre 1-3 arasin-
da oldugu gozlendi (1,3) .

Altmis gunlik ratlarin testislerinin histolojik
incelenmesinde ise tibdullerin histolojik orga-
nizasyonlarini tamamladiklari, bazal membran
uzerinde acik renkli sitoplazmalaryla iri A tipi
spermatogonialar ve onlarin daha i¢ kesimin-
de kromatin agi belirgin hiperkromatik cekir-
dekleriyle B tipi spermatogonialar ve limene
yakin yerlerde ¢ok sayida yuvarlak ve fuziform
spermatidler oldugu ve spermatidlerin kuy-
ruklarinin limene dogru adeta at kuyrugu gibi
sarkmis halde oldugu gorildi. Bununla birlikte
bu ylksek evreli tibullerin yaninda duisik evreli
tibullerin de mevcut oldugu, buralarda sper-
matid sayisinin daha az oldugu gozlendi. Ser-
toli hiicrelerinin hemen hemen hig secilemedi-
gi ancak dikkatle bakildiginda hiicre zarlarinin
uzantilarinin oldugu dikkat cekiyordu. Sertoli
hicre sayisinin tibul icin tiim genel hiicre po-



pulasyonuna gore belirgin derecede azalmis ol-
dugu goruldi. Tabdllerin ¢caplarinin 30 gtinlik
rat testis tUbdullerine gore anlamli sekilde arttig
tespit edildi. intertiibiler alanda Leydig hiicre-
leri sayisi artmis ve bag dokusu iyi yapilanmis
durumdaydi. Calismamizin evrelendirmeleri in-
celendiginde ise bu dénemde tim tlbdllerde
spermatojenik aktivasyonun oldugu, her evre-
ye ait cok sayida tubul oldugu ve tubul iclerinin
degisik evrelerde bulunan germ hicreleri ile
dolu olduklari goralda.

Doksan gunlik olan ergin ratlarin testislerinin
incelenmesinde ise tubul caplarinin 60 glinliik
rat testislerine gore istatistiksel anlamda anlaml
olmayacak sekilde arttigi, tubdl ici ve disindaki
hicre dagilimi ve organizasyonunun 60 giinlik
ratlarin hemen hemen hepsinde tamamen ayni
oldugu sadece evresi yiksek tubul sayisinin
biraz daha fazla oldugu goruldi. Diger yandan
intertibuller alandaki histolojik 6zelliklerinde ve
evrelendirme degerlendirmesinde 60 guinlik
ratlar ile ayni oldugu belirlendi.

Kan-testis bariyerinin rutin histolojik ornekler-
de gorilebilmesi mimkin degilken bu bari-
yeri olusturan molekuler komponentlerin isa-
retlenmesi ile yapisi hakkinda énemli bilgiler
edinilmektedir. Bu amacla kullanilan en yaygin
isaretleme metodlarinin basinda immunohis-
tokimyasal boyamalar gelmektedir. Yapilan ileri
analizler ve elektron mikroskobik incelemeler
sonrasl kan-testis bariyerini olusturan kom-
ponentlerin hiicreler arasinda baglanti komp-
leksleri ve hiicre yapisma molekdlleri oldugu
anlasiimistir. Bu yapilar hucreleri birbirine ve
bazal membrana tutundurmak icin bazolate-
ral ylizlerde bulunur. Hiicre yapisma (adezyon)
molekilleri Ca2+ bagimh molekdller olan Cad-
herinler ve selektinlerin dahil oldugu proteinler,
Ca2+ bagimsiz molekiiller olan immunglobulin
stiper ailesi ve integrinlerdir. integrinler temel
olarak huicre-hiicrelerarasi matriks etkilesimin-
de onemlidir. Cadherinler ve integrinler hiicre
iskeleti ile diger hiicrede yer alan Cadherin-
lerle ya da hiicre disi matriks (integrinler) ile
baglanti kurar. Hiicreler arasindaki baglantilar
karsihkli iki hiicrede yerlesmis simetrik yapilar-
dir (2,5). Kan-beyin bariyeri, kan-retina bariyeri
gibi apikal bolgedeki kilcal endotel hiicreleri

58

arasindaki tight junction’lar tarafindan olustu-
rulan kan-doku bariyerlerinin aksine, kan-testis
bariyeri bazal membran yakininda bulunan se-
minifer epitelyumdaki Sertoli hiicreleri tarafin-
dan olusturulur (14,15). Tight junction hcreler
arasindaki bosluklar araciligiyla molekdllerin
polaritesini tanimlayan bir sinir olusturarak bir
epitel ya da endotel bariyer teskil eden tek 6r-
nektir (3). Tight junctionlarda Claudin grubu
molekdller ve Occludin molekiilleri bulunur ve
bunlarimmun isaretleme yontemleriyle gortile-
bilir duruma getirilir (4). Tight junctionlarin tes-
tislerde olusturduklari baglantilar sonucu olu-
san kan-testis bariyerinin gelisiminde onemli
bir molekil olan Claudin grubundan giinima-
ze dek en cok Uizerinde calisilan Claudin 11'dir
(13-16). Bununla birlikte calismamizda diger
calismalardan farkh olarak Claudin 1 ¢alisilmis
olup, bu proteinle ilgili daha 6nce kan-testis
bariyerinde yeri ve 6nemi ile ilgili kaynaga rast-
lanmamasi calismamizin literatiire 6nemli kat-
kilarindan biri olacaktir. Diger yandan hicre ya-
pisma molekdlleri icinde yer alan Cadherinlerin
spermatogonial stirecteki etkileri de oldukca az
cahisilan bir konu olup daha cok kateninle etki-
lesimi incelenmistir. Calismamiz bu nedenle Ca-
dherinlerin ekspresyonunun spermatogenetik
surecte incelendigi ilk calismalardandir. Cahs-
mamizda bu proteinler 30, 60 ve 90 gunlik rat
gruplarinda ortaya konmakla birlikte 15 giin-
lik ratlara ait testislerde kan-testis bariyerinin
yapilanmadigini tespit edilmistir. Bu bakimdan
kan-testis bariyeri olusumunun intrauterin do-
nemde tamamlanan bir siire¢ olmadigi, dogum
sonrasi donemde tam olarak sekillenmeye bas-
ladigini distinmekteyiz.

Elde edilen sonuclar ratlarda spermatogene-
tik slirecin intrauterin hayatta baslamadigi ve
hatta dogum sonrasi 14. glinde bile mevcut ol-
madigini gostermektedir. 30. glinden kisa siire
once basladigini distindigiimiz spermatoge-
netik slrecin yasa bagimli bir paralellik goster-
digi ortaya konmus olup fonksiyonel anlamda
testis yapilanmasinin 60 giinlik ratlarda mev-
cut oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
elde edilen bu yapilanma bulgularinin ilerleyen
glnlerde fazla degisiklik gostermedigi de belir-
lenmistir.
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Diger yandan kan-testis bariyerinin de incelen-
digi calismamizda kan-testis bariyerinin 14 glin-
lUk rat testislerinde heniiz olusmadigi, 30. giin-
de yavas yavas belirginlesmeye basladigi ve 60.
gln ile sonrasi ratlarda yapilanmanin tamam-
landigi tespit edilmistir. Calismamizda diger
cahismalardan farkh olarak tizerinde az ¢alisiimis
olmasi nedeniyle Claudin 1'inde testislerin ge-
lisimsel stirecinde etkin 6nemli faktorler icinde
oldugu belirlenmistir.
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