ARASTIRMA 1

Deneysel hipertiroidinin erigkin sigcan testis dokusunda
olusturdugu histolojik degisiklikler
Meltem Ozgﬁner*, Altug Senol**, Mehmet Ural*, Mehmet Isler**

*Stileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji AD., Isparta
**Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Dahiliye AD., Isparta

Ozet

Amag: Eriskin siganlarda deneysel hipertiroidi olusturularak testis dokusundaki histolojik degisikliklerin 1s1k
mikroskopik diizeyde incelenmesi amaglandi. Materyal ve Metod: Agirliklar: 230-280 gr olan 30 adet eriskin
Wistar albino erkek sican kullanildi. Grup I'e (Kontrol grubu) 10 giin serum fizyolojik, Grup II'ye 10 giin ve
Grup III'e 20 giin , gtinde bir kez 250 mcg/kg L-tiroksin subkutan enjekte edildi. Tiroid fonksiyon testleri,
Advia Centaur otoanalizérde kemiliiminesans yontemi ile ¢alisildi. Histolojik inceleme i¢in rutin takip yon-
temleri uygulandiktan sonra elde edilen testis dokusu kesitlerinde her grup igin ayr1 ayr1 Johnsen testikiiler
biyopsi skoru hesapland:1 ve histolojik degerlendirme yapildi. Bulgular: Spermiyogenezin degerlendirildigi
Johnsen testikiiler biyopsi skoru agisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0.05).
Grup II ve Grup Ill'de germ hiicre sayisinin ve seminifer tiibiil histolojisinin degistigi ancak interstisiyel alan-
da bulunan hiicrelerin morfolojilerinin degismedigi saptandi. Sonug: Eriskin dénemde olusan hipertiroidinin,
sican testisinde spermiyogenetik aktiviteyi etkiledigi gozlendi. Bu degisikligin, tiroid hormonunun dogrudan
germ hiicrelerine etkisi ve/veya Leydig hiicreleri tizerinden dolayl etkisi olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Hipertiroidi, testis, sican

Abstract

Histologic changes of adult rat testis in experimental hyperthyroidism

Aim: It was aimed to investigate histologic changes of adult rat testis in experimental hyperthyroidism.
Materials and Methods: Thirty male Wistar albino rats, weighting 230-280 gr were used. Rats in group I
(Control group) were given daily s.c. injections of 0.025 N NaOH in saline, rats in group Il received daily s.c.
injections of 250 mcg/kg L-tiroksin for 10 days and rats in Group III received daily s.c. injections of 250
mcg/kg L-tiroksin for 20 days. Thyroid function tests were quantified by Advia Centaur autoanalyzer.
Histological analysis of testis tissue including Johnsen's testicular biopsy score was performed for each group
after practicing routine histologic procedures.

Results: Johnsen's testicular biopsy score of group Il and group III were significantly decreased when com-
pared to group I (p<0.05). Although germ cell morphology of group II and group III were effected, interstitial
cell morphology was not effected in hyperthyroidism.

Conclusion: We have observed that spermatogenetic activity of adult rat testis was effected in experimental
hyperthyroidism. This observation led us to conclude that it might be the result of direct effect of thyroid hor-
mones on germ cells and/or the result of indirect effect on germ cells via Leydig cells.
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Giris

Tiroid bezinden salgilanan triiyodotironin
(T3) ve tiroksin (T4) hormonlarinin viicudun
metabolik hizinm1 arttirmada onemli etkileri
vardir. Tiroid hormonlarinin artmasi, diger
endokrin bezlerin cogunda salgi hizini art-
tirir. Tiroid hormonlarmin gonadlara etkisi
o0zel bir isleve odaklanamaz, ancak
muhtemelen gonadlar {izerindeki direkt
metabolik etkileri ve seksiiel islevleri kontrol
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eden on hipofiz hormonlar: araciligiyla
calisan uyaric1 ve inhibe edici etkilerinin
ortaklasa ¢alismasinin sonucudur (1).

Testiste Leydig hiicrelerinin ve Sertoli
hiicrelerinin differansiyasyonu ve normal
gelisimi icin gonadotropinlere (LH ve FSH)
ihtiyac vardir (2,3). Gonadotropinlerden ayr1
olarak, tiroid hormonlarindaki degisiklikler
de testis gelisimini etkilemektedir (4).

Neonatal hipotiroidi Sertoli hiicre prolif-
erasyon siiresinde uzamaya sebep olup
Sertoli hticre differansiyasyonunu gecik-
tirmektedir ve bunun sonucu olarak eriskin
sicanda testis boyutunda ve sperm ftireti-
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minde yaklasik olarak %80 artis oldugu gos-
terilmistir (5-12).

Neonatal -prepubertal hipertiroidi ise
testiste hipotiroidinin etkilerine zit etkiler
gostermektedir. Tiroid hormonu T3'un ,
Sertoli hiicre differansiyasyonunu uyardig:
ve bunun sonucunda Sertoli hiicrelerinin
mitotik olarak aktif olduklar1 dénemin belir-
gin olarak azaldig1 gosterilmistir (11).
Neonatal hipertirodide, eriskin testisteki
Sertoli hiicre sayis1 yaklasik olarak %50
oraninda azaldig1 ve germinal hiicre sayisin-
daki azalisin da buna eslik ettigi ve testis
boyutu azaldig: belirlenmistir (11,13,14). Bu
durum Sertoli hticre sayisimi etkiledigi icin
testisin sperm tretim kapasitesini de etkile-
mektedir (6,15-17).

Tiroid hormonunun hiicresel etkilerine
steroid yapidaki reseptor ailesinin bir tiyesi
olan tiroid hormon reseptorii (TR) aracilik
etmektedir. Testiste immattir Sertoli
hiicrelerinin TR reseptorti icerdikleri ve
fonksiyonlarmin tiroid hormonu tarafindan
dtizenlenebildigi gosterilmistir (18,19).

Ik yapilan calismalarda, erigkin testis
dokusunda TR ekspresyonunun olmadig: ve
bu nedenle eriskin testis dokusunun tiroid
hormonuna cevap vermedigi ileri
strtlmusttir (20,21). Bu ongoriintin aksine
son zamanlarda yapilan c¢alismalarda,
eriskin testis dokusunda TR'nin varlig:
immunohistokimyasal verilerle kanitlanmig
ancak TR'min tam hiicresel lokalizasyonu
gosterilememistir (22,23).
Neonatal-prepubertal dénemde tiroid hor-
mon degisikliklerinin testis dokusu {izerine
etkileri hakkinda pek c¢ok calisma olmasina
ragmen eriskin donemde olusan hipertiroi-
dinin testis {izerine etkileri hakkinda yeterli
literattir bilgisi mevcut degildir. Bu nedenle,
bu calismada eriskin sicanlarda deneysel
hipertiroidi olusturularak testis dokusunda
olabilecek histolojik degisikliklerin 1s1k
mikroskopik diizeyde incelenmesi amagclan-
mastir.

Materyal ve Metod
Calismada, agirliklar1 230-280 gr arasinda
olan 30 adet eriskin Wistar albino sican kul-

lanildi. Sicanlar hava alan tel kafeslerde, 21-
22 °C oda 1s1sinda tutularak standart pellet
sican yemi ile beslendi. Dokular alinmadan
12 saat 6nce kat1 besinler ve 2 saat dnce su
diyetten ¢ikarilda.

Sicanlar her grupta 10 hayvan olacak sekilde
3 gruba ayrildy;, Grup I'e (Kontrol grubu) 10
giin stire ile serum fizyolojik (SF), Grup Il'ye
10 gtin ve Grup III'e 20 giin, gtinde bir kez
250 mcg/kg L-tiroksin subkutan enjekte
edildi. SF ve L-tiroksin tedavisi tamamlanan
sicanlarin eter anestezisi altinda 5 cc kan
alindiktan sonra testis dokular1 ¢ikarildi.
Tiroid fonksiyon testleri icin alinan kan
orneklerinin plazmalar1 ayrildi ve analiz
giintine kadar -80 °C'lik derin dondurucu da
saklandi. Tiroid fonksiyon testleri, Advia
Centaur otoanalizoriinde kemiltiminesans
yontemi ile calisildi.

Histolojik inceleme icin sicanlardan alinan
testis dokular1 %10'luk formalinde tespit
edildi. Rutin doku takip islemlerinin ardin-
dan, dokular parafine gomiildii ve elde
edilen parafin bloklardan Leica SM2000R
marka mikrotomda 5pm'lik kesitler alindu.
Alman kesitler hematoksilen eozin (H-E) ile
boyandi. Her 3 gruptan da rastgele 10 adet
S5pm'lik testis dokusu preparati incelendi.
Her grup icin ayr1 ayr1 100 adet tiibiil deger-
lendirilerek ortalama Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skoru (24) hesapland: (Tablo 1).
Ayrica, her grup icin seminifer tiibiller ve
interstisiyel alana ait hiicreler histolojik aci-

Tablo 1 : Johnsen testikiiler biyopsi skoru

Skor Histolojik Bulgular

10  Komplete spermatogenez, ¢ok sayida spermatozoa, diizgiin
ytikseklikte germinal epitel, normal capli tubular liimen

9 Cok sayida spermatozoa, disorganize germinal epitel,
oblitere tubular liimen

Tubular kesit basina 5+10'dan daha az spermatozoa

Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid, spermatosit ve

spermatogonia

6 Spermatozoa yok, 5+20 spermatid, cok sayida spermatosit ve
spermatogonia

5 Spermatozoa ve spermatid yok, cok sayida spermatosit ve
spermatogonia

4 Spermatozoa ve spermatid yok, spermatosit 5'den az, fakat
cok sayida spermatogonia

3 Sadece spermatogonia

2 Germinal hiicreler yok, sadece Sertoli hiicreleri var (Sertoli-

cell-only sendromu)
1 Tiibiillerde hig hiicre yok
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dan degerlendirildi. Interstisiyel alandaki
farkli hiicre tiplerinin degerlendirilmesi
lokalizasyonlarina gore ve Teerds ve
arkadaslarinin  tarifine dayandirilarak
yapildi (4).

Bu calismada istatistiksel degerlendirmel-
erde gruplar arasi karsilastirmalar igin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatistik-
sel olarak P<0.05 degeri anlaml kabul edildi.

Bulgular

Tiroid Fonksiyon Testleri

L-Tiroksin ile olusturulan deneysel hiper-
tiroidi modelinde 10. ve 20. gun tiroid
fonksiyon testlerinin sonuglar1 Tablo 2'de
toplu olarak gosterilmistir.

Tablo 2 : Grup I (Kontrol), Grup II ve III (L-tiroksin) uygulanan si-
canlarim tiroid fonksiyon testleri

Grup I Grup II Grup III
TSH (mIU/ml)  1.68+0.81  0.012 % 0.06 0.006 + 0.004
FT3 (pg/ml) 1.6+04 45+15 46£12
FT4 (pg/ml) 1.8+13 25+05 3.2+032

Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Johnsen Testikiiler Biyopsi skoru deger-
lendirmesinde Grup I'in ortalama skoru
9.20+0.75, Grup II'nin ortalama skoru
7.74+1.52 ve Grup III'tiin skoru 8.46+1.19
olarak hesaplandi. Grup II ve Grup III, Grup
I ile karsilastirildiginda skordaki azalis ista-
tistiksel olarak anlamli idi (p<0.05). Grup 1I
ve Grup III arasindaki biyopsi skoru fark: da
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05).

Isik Mikroskobik Bulgular

Rutin H-E ile boyanan Grup I'e (Kontrol
Grubu) ait kesitlerde seminifer tubul sinir-
larmin diizgiin oldugu, seminifer tiibtillerde
germ hiicrelerinin dtizenli dizildikleri ve
spermatogonyumlardan  spermiyumlara
kadar spermiyogenezin tiim evrelerindeki
germ hiicrelerinin varlig1 tespit edildi. Inter-
stisiyel aralikta mavi-eflatun boyanan sito-
plazmalar1 ile Leydig hiicrelerinin, pembe
boyanan sitoplazmalar1 ve daha kiictik
cekirdekleri ile makrofajlarin, damar duvari-
na yaslanan fuziform gekirdekli perisitlerin,
peritiibiiler myoid hiicrelerin ve mezensimal
hticrelerin, ve damarlarin normal histolojik
yapilarin1 koruduklar: tespit edildi.

Rutin H-E ile boyanan Grup Il'ye ait testis
kesitlerinde ise seminifer tiibtil sinirlar:
diizgtin olmasina ragmen germ hiicre dizili-
minin bozuldugu ve seminifer tibiillerde
spermiyogenezin  duraksadig goruldii.
Interstisiyel alanda ise Leydig hiicrelerin,
mezensimal hiicrelerin ve damar endotel
hiicrelerinin morfolojilerinin normal oldugu
gozlendi. Interstisiyel alanda hiicresel bir
degisiklik saptanmadi.

Grup Il'e ait kesitlerde ise seminifer tiibiil
yapilarmin Grup II'ye benzedigi ancak sper-
miyogenezin daha fazla seminifer tiibiilde
duraksadig: tespit edildi. Germ hiicrelerinin
olgunlasma evrelerindeki duraksama daha
belirgin olarak saptandi. Interstisiyel alanda
bulunan hiicrelerin histolojik yapilar ise nor-
mal gortiniimde idi.

Tartisma

Yapilan c¢alismanin sonuglar1 eriskin
donemde olusan hipertiroidinin testis
dokusunda spermatogenezi ve spermiyo-
genezi  etkiledigini  gosterdi. Germ
hiicrelerinde ve seminifer tiibiil yapisindaki
degisikliklere ragmen, Leydig hiicreleri
dahil, interstisiyel alanda  bulunan
hiicrelerin ise tiroid hormon degisiminden
histolojik agidan etkilenmedigi saptand.
Yapilan bazi ¢alismalarda, tiroid hormon
reseptorlerinin sadece immatiir testislerde
mevcut oldugu ve biiyiik oranda da semi-
nifer ttibtillerde smirh kaldig1 saptanmis ve
eriskin sicanlarin testis dokusunda ise sap-
tanamamuistir (25,26). Ancak, TR reseptor-
lerinin sican testis interstisiyumunda
mezensimal  hiticrelerde  bulundugunu
gosteren bir calismada, eriskin sican doku-
larmin gekirdeginde bulunan T3 reseptor-
lerinin immunohistokimyasal lokalizasyonu
incelenerek, testis dokusunda boyanmanin
az oldugu ancak spermatositlerin ve Leydig
hiicrelerinin gekirdeklerinde ve spermlerin
bas kisminda spesifik immun boyanma
oldugu gozlenmistir (22). Germ hiicrelerinde
TR ekspresyonunun bulunmasi tiroid hor-
monunun germ hiicre yasaminda bir diizen-
leyici gibi hareket edebilecegi fikrini ortaya
koymaktadir ve spermatogenezde de
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Resim 1. Grup I'e (Kontrol grubu) ait testis dokusu histolojik kesiti.
Tiibiil morfolojisinin ve spermiyogenezin normal oldugu
goriilmekte. (H-E, X20)

Resim 2. Grup II'ye (10 giin L-Tiroksin uygulanan) ait testis dokusu
histolojik kesiti. Spermiyogenezin bozuldugu, germ hiicre
sayisinin azaldig1 ancak interstisiyel alan histolojisinin nor-
mal oldugu goriilmekte. (H-E, X20)

Resim 3. Grup III'e (20 giin L-Tiroksin uygulanan) ait testis dokusu
histolojik kesiti. Spermiyogenezin tiim tiibtillerde etkilen-
digi ve duraksadig gozlenmekte. (H-E, X20)

muhtemelen rolii olabilecegini 6ngdrmekte-
dir (27).

Germ hiicrelerinde TR ekspresyonunun
olmas1 ancak erigkin si¢an testisinde spesifik
tiroid hormonu baglayic1 bolgelerin bulun-
mamast TR pozitif hiicrelerin bol miktarda
bulunan TR negatif hiicrelerce (round ve
elonge spermatidler ve Sertoli hiicreleri)
seyreltilmesine baglanabilmektedir. TRol'in

- , Neonatal-prepubertal

o (11).
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- gelisen ve erigkin testis dokusunda predom-

inant TR izoformu oldugu saptanmustir (27).
Insan calismalarinda ise alfa ve beta- izo-
formlarinin dagiliminin sican testisinden
farkli bir yol izledigi ve TR alfanin sper-
matogoniya c¢ekirdeginde belirgin eksprese
edildigi fakat spermatidlerde beta izoformu-
nun baskin oldugu, matiir spermatozoada
ise sadece TR betanin bulundugu saptan-
mistir (23). TRmin c¢ogalabilen Sertoli
hiicrelerinin c¢ekirdeklerinde bulunmasi,
Sertoli hiicre boltinmesindeki roli ile uyum-
lu gortilmektedir. Sicanlarda, deneysel olus-
turdugumuz hipertiroidinin sadece semi-
nifer tubtillerde degisiklik olusturmasi
eriskin donemde tiroid hormonunun sper-
miyogenezi etkiledigini gostermektedir.
Ancak spermatositlerin ¢ekirdeklerinde
reseptorlerin bulunmasi bozulan spermiyo-
genezi tek basina aciklayamamaktadir.

tiroid  hormon
seviyelerindeki  degisiklikler =~ Sertoli
hiicrelerinin differansiyasyonunu etkile-
mektedir. Tiroid hormon seviyesi azaldigin-
da, Sertoli hiicre differansiyasyonunun
geciktigi, bu hiicrelerin mitotik olarak aktif
olduklar1 dénemin uzadig1 gosterilmistir

1 (5,6,7). Bu durumun aksine, tiroid hormon

seviyesindeki artisin ise Sertoli hticre differ-
ansiyasyonunu  uyardigt ve  Sertoli
hticrelerinin mitotik olarak aktif olduklar:
donemin stiresini kisalttig1 belirlenmistir
Neonatal donemde (dogumdan
16.gtine kadar) ytiksek T3 seviyelerinin,
sican testisinde tiibiiler liimen olusumunu
daha erken baslattig1 (12.glinde, normal
16.giin) ve serum inhibin seviyelerini ytik-
selttigi gozlendigi icin, eriskin testis boyut-
larinin saptanmasinda T3'tin 6nemli oldugu
ve bu durumun T3'iin Sertoli hiicreleri
tizerindeki direkt etkisi sonucu olabilecegi
bildirilmistir (11).

T3'tin prepubertal (8 giinliik) ve midpuber-
tal (28 gtinliik) Sertoli hiicre kiiltiirlerine
eklenmesi sonucunda erken donemde
Sertoli hiicre proliferasyonunu ve differansi-
asyonunu -fonksiyonel maturasyonunu- etk-
iledigi ancak midpubertal donemde etk-
isinin olmadig1 dolayisiyle  T3'tin Sertoli

S.D.U. Tip Fak. Derg. 2004;11(3):1-6



Ozgiiner, Hipertiroidinin testis histolojisine etkisi 5

hticreleri tizerindeki etkisinin yasla bagimh
oldugu saptanmistir (14). Fetus ve
yenidogan sicanlarda Sertoli hiicrelerinde
TR'nin fazla eksprese oldugu ancak postpar-
tum 20. gline dogru azaldigr da tespit
edilmistir (27).

Erken dénemde uygulanan tiroid hormon
tedavisinin ise testis boyutunu ve germ
hiicre say1sin arttirdig1 ve bu artisin prepu-
bertal donemde T3 tedavisinin Sertoli
hticreleri tizerine dogrudan hormonal etki-
sine bagl oldugu tespit edilmistir (26).
Neonatal ve prepubertal donemde yapilan
calismalarin aksine, calismamizda eriskin
donemde artan tiroid hormon seviyesinin
spermiyogenezi olumsuz yonde etkiledigini
saptadik.

Neonatal hipotiroidinin testiste interstisiyel
hiicreler iizerine etkisini arastiran c¢alis-
malarin sonucunda, Leydig hiicre prolif-
erasyonunun arttig1 ve bu artisin hipotiroi-
dinin bu hiicreler tizerinde direkt etkisi ola-
bilecegi gibi Sertoli hiicresi kaynakh faktor-
ler araciligy ile dolayh olarak da uyarilabile-
cegi ya da her iki mekanizmanin ortak etkisi
oldugu fikri ©ne stirtilmustir (4,28).
Postnatal donemde, prepubertal sican
testisinde mezensimal hiicrelerin Leydig
hticrelerine differansiyasyonunda tiroid hor-
monunun gerekliligi ve dtizenleyici roli
gosterilmistir (29). Tiroid hormonu fetal tip
Leydig hiicresi atrofisini uyarip mezensimal
hiicrelerin erigkin tip Leydig hiticrelere dif-
feransiyasyonunu uyarmaktadir. Sicanlarda
eriskin tip Leydig hiicresinin postnatal 10.
glinde mezensimal o©ncii hiicrelerden
gelismeye baslayip, 21. gtinde belirgin bir
artisin ardindan ve 30. giinde maksimuma
ulastig1 belirlenmistir (4,25,26). Testosteron
tireten fetal Leydig hiicrelerinin aksine
eriskin tip Leydig hiicreleri 5o-rediikte
steroidler, dihidrotestosteron ve 3a-
androstenediol iiretirler. Bu durum, T3 ile
tedavi edilen hayvanlarda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda azalmis plazma testos-
teron seviyelerini agiklamaktadir. Bununla
birlikte, T3 seviyelerindeki artis fetal / eriskin
tip Leydig hiicrelerinde steroid sentezini
inhibe ettikleri bilinen biiytime faktorlerinin

lokal tiretimini arttirmaktadir (4). Calis-
mamizda Leydig hiicre morfolojisinde
degisiklik olmamasina ragmen spermiyo-
genez de saptanan duraksamanin lokal
inhibe edici faktorlere baghh oldugu
diistintildii. Bu nedenle, interstisiyel alanda
bulunan hiicrelerin fonksiyonlarindaki
degisimin arastirilmasi i¢in ayr1 bir ¢alisma
gerekmektedir. Ayrica, Leydig hiicrelerinin
TSH reseptorti icermedikleri saptanmistir
(4). Bunedenle, bu hiticrelerin TSH degisim-
lerinden etkilenmeyecekleri diistintilerek
calismamizda degisen TSH seviyelerindeki
degisiklikler  tartislmamistir.  Eriskin
donemde olusturdugumuz hipertiroidi
tablosunun sonucunda spermatogenezin
bozulmasi ve germ hiicre sayisindaki azal-
ma T3'tin germ hiicreleri tizerine direkt etk-
isi veya Leydig hticrelerinde steroid sentezi-
ni inhibe eden lokal inhibe edici faktorlerin
artisina bagli gortinmektedir, ¢linkti bu
evrede Sertoli hticrelerinde TR ekspresyonu
azalmaktadir.

Klinik calismalarda, tirotoksikozda hipotala-
mus-hipofiz-testis aksi incelemeleri sonu-
cunda hipertirodili hastalarda kismi Leydig
hiicre yetmezligi, spermatogenezde bozul-
ma ve E2 'min feedback etkisinde eksiklik
belirlenmesine ragmen testis hacmi ttim
hastalarda normal saptanmistir (30). Graves
hastas1 erkeklerde yapilan c¢alismalarin
sonucuna gore ise hipertiroidi normal serum
serbest testosteron konsantrasyonu, hCG
uyarimina azalmis testosteron cevabi ve
LH'in GnRH'ya artmis cevabu ile ortaya cik-
maktadir ve tiroid hormonunun 6énemli ¢ift
pituiter-gonadal etkisi mevcuttur (31) .
Sonug olarak, yaptigimiz ¢alismanin bulgu-
lar1 1s181nda deneysel olarak olusturulan
hipertiroidinin etkisiyle eriskin sican testis
dokusunda spermatogenezin ve spermiyo-
genezin duraksadigi saptandi. Ozellikle
germ hiicrelerinin sayisindaki azalisin, tiroid
hormonunun dogrudan bu hticreler {izerine
etkisi olabilecegi gibi eriskin tip Leydig
hiicre fonksiyonundaki inhibisyonun da
etkisi olabilecegi kanaatine varildi.
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