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Yavru ve Yetiskin Kedi Testisinde Kemik Matriks Proteinlerinin

Immunohistokimyasal Lokalizasyonu

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Abdullah Said TEKIN

Damsmanin Ad1 ve Soyadi: Dog. Dr. Ugur TOPALOGLU

Anabilim Dali: Veteriner Histoloji ve Embriyoloji

Ozet

Amag: Bu ¢alisma, osteokalsin, osteonektin ve osteopontin proteinlerinin; a) olgunluk
donemlerine gore kedi testislerindeki lokalizasyon ve dagilimlarindaki farkliliklar
immunohistokimyasal yontemle belirlemek, b) testisin yapisal bilesenlerine katilip
katilmadiklarini ortaya koymak ve c) erkek kedi tireme fizyolojisindeki olasi rollerini
saptamak amaci ile tasarlanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Sunulan calismada, Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Poliklinigine ve Diyarbakir’da bulunan bazi 6zel veteriner kliniklerine kisirlagtirma
amaciyla getirilen, yaslar1 ve irklar farkli olan saglikli erkek kedilerden elde edilen
toplam 30 adet testis dokusu kullanildi. Dokular, %10’luk nétral tamponlu formalin
sollisyonu ile tespit edildi ve daha sonra rutin histolojik asamalardan gecirilerek
parafin bloklar1 haline getirildi. Parafin bloklarindan 5 mikrometre kalinliginda seri
kesitler alindi. Alinan kesitlerin bir kismi1 Crossman’in {i¢lii boyamasi ile diger bir
kismi ise immunohistokimya yontemi ile boyandi.

Bulgular: Calismadan elde edilen immunohistokimyasal bulgular sonucunda;
osteokalsin, osteonektin ve osteopontin proteinlerinin yavru ve yetiskin testiste
bulunan hiicrelerde farkli yogunluklarda lokalize ve dagilim gosterdigi tespit edildi.
Osteokalsin, osteonektin ve osteopontin proteinlerinin; yavrulardaki sertoli, leydig ve
bazi germ hiicrelerinde giiclli, duktus deferenslerde ise zayif yogunlukta bir
immunreaksiyon gosterdigi belirlendi. Bununla birlikte osteopontin immunreaktivitesi
epididimis epitel hiicrelerinde zayiftan orta seviyeye dogru iken, bag doku
hiicrelerinde negatif oldugu gozlendi. Yetiskin testisteki spermatositlerde osteonektin
ve osteopontin immunreaksiyon yogunlugunun giiclii, osteokalsinin ise orta
seviyelerde oldugu saptandi. Sertoli ve leydig hiicrelerinde ise ostekalsinin orta
seviyelerde immunreaktivite sekillendirirken, osteonektin ve osteopontinin yok
denecek kadar zayif oldugu belirlendi. Ayrica ostokalsin immunreaktivitesinin,

epididimis epitel hiicrelerinde giiclii seviyede sekillendigi gozlenirken, duktus



deferensin epitel hiicrelerinde osteonektin ile birlikte orta seviyede oldugu tespit
edildi.

Sonu¢: Osteokalsin, osteonektin ve osteopontin proteinin; yavru ve yetiskin
kedilerdeki testis, epididimis ve deferens kanallarinda farkli yogunluklarda ekspresse
oldugu gozlenmistir. Gozlemlenen ekspresyonun boyama yogunlugu ve dagilimi
acisindan kedi 1rklart arasinda herhangi bir farkliligin  bulunmadigr ortaya
konulmustur. Elde edilen bulgulara bakildiginda osteokalsin, osteonektin ve
osteopontinin; germ hiicrelerinin farklilasip ¢ogalmasinda, leydig hiicrelerinde
dogrudan testosteron saliniminin diizenlenmesinde ve seminifer tubiil duvarindaki
hiicrelerin metabolik ve mitotik aktivitelerinde olasi islevlere sahip olabilecegini akla
getirmistir.

Anahtar Kelimeler: Osteokalsin, Osteonektin, Osteopontin, Testis,

Immunohistokimya



Immunohistochemical Localization of Bone Matrix Proteins in the Testes of

Immature and Mature Cats

Student Surname and Name: TEKIN Abdullah Said

Advisor of Thesis: Doc. Dr. Ugur TOPALOGLU

Department: Veterinary Histology and Embryology

Abstract

Aim: This study was designed to a) determine the differences in the localization and
distribution of osteocalcin, osteonectin and osteopontin proteins in cat testes according
to maturity stages by immunohistochemical method, b) reveal whether they participate
in the structural components of the testis and c) determine their possible roles in the
reproductive physiology of the male cat.

Materials and Methods: In the presented study, a total of 30 testicular ttissue samples
were obtained from healthy male cats of different ages and breeds, brought for
castration to the Dicle University Veterinary Faculty Polyclinic and some private
veterinary clinics in Diyarbakir, were used. The tissues were fixed with 10% neutral
buffered formalin solution and then processed into paraffin blocks by routine
histological stages. Serial sections of 5 micrometer thickness were taken from the
paraffin blocks. Some of the sections were stained with Crossman's triple staining and
the other part with immunohistochemistry.

Results: As a result of the immunohistochemical findings obtained from the study, it
was determined that osteocalcin, osteonectin and osteopontin proteins were localized
and distributed in different densities in the cells of the immature and mature testes. It
was determined that osteocalcin, osteonectin and osteopontin proteins showed a strong
immunoreaction in Sertoli, Leydig and some germ cells in the immature, and a weak
immunoreaction in the ductus deferens. However, osteopontin immunoreactivity was
weak to moderate in epididymis epithelial cells, while it was negative in connective
tissue cells. In spermatocytes of adult testes, osteonectin and osteopontin
immunoreaction intensity was found to be strong, while osteocalcin was at moderate
levels. In Sertoli and Leydig cells, osteocalcin formed a moderate immunoreaction,
while osteonectin and osteopontin were determined to be almost nonexistent. In

addition, osteocalcin immunoreactivity was observed to be strong in epididymis



epithelial cells, while it was found to be at a moderate level together with osteonectin
in ductus deferens epithelial cells.

Conclusion: It was observed that osteocalcin, osteonectin and osteopontin proteins
were expressed in different densities in the testis, epididymis and deferens ducts of
kittens and adult cats. It was revealed that there was no difference between cat breeds
in terms of staining intensity and distribution of the observed expression. When the
findings were examined, it was suggested that osteocalcin, osteonectin and osteopontin
may have possible functions in the differentiation and proliferation of germ cells, in
the regulation of direct testosterone secretion in Leydig cells and in the metabolic and
mitotic activities of cells in the seminiferous tubule wall.

Key words: Osteocalcin, Osteonectin, Osteopontin, Testis, Immunohistochemistry



1. GIRIS VE AMAC

Erkek iireme sisteminin Ozellesmis organi olan testis, spermatozoa ve erkek
cinsiyet hormonlarinin iiretimi ve salinimimi gergeklestirerek tiiriin devamliligini
saglar (1, 2). Testis spermatogenezis ve steroidogenezis olaylarinin sekillendigi
seminifer tubiiller ve onlar1 saran interstisyel bdliimlerinden olusur. Gevsek
bagdokudan olusan interstisyel boliim ise testosteron hormonunu iireten leydig
hiicreleri, fibroblastlar, bagisiklik hiicreleri, kan ve lenf damarlari ile sinirleri igerir (3,
4). Spermatogenezisin ardindan spermiyumlar morfolojik olarak olgunlasir ancak ileri
hareketlilik ve dollenme yetenegine sahip degildir. Spermiyumlar olduk¢a kivrimli bir
kanal olan epididimiste molekiiler ve fizyolojik degisiklige ugrayarak olgunlasirlar (5,
6). Daha sonra, olgun spermiyumlar eklenik genital bezlerin salgilari ile birlikte
epididimis ve duktus deferens araciligi ile disar1 atilir (7). Bu siireclerin ger¢eklesmesi
icin bazi molekiiler ve hormonal faktorlere gerek vardir. Kemik doku organik ve
inorganik maddelerden olusan, kemik iligi ve bunlar c¢evreleyen bir bag dokuya
(periosteum) sahip sinir yoniinden olduk¢a zengindir (8, 9). Kemik doku; ilk olarak
viicudun hareketini saglamak ve vital organlarin korunmasi gibi O&nemli
fonksiyonlarinin yani sira kan hiicrelerinin olusumu (hematopoesis), bu hiicrelerin
sistemik dolasima salinmasi, yaygin organ disfonksiyonlarinda asit- baz dengesini
ayarlamast ve kalsiyum, fosfor, sitokinler, biiylime faktorleri gibi maddelerin
depolanmast olmak iizere bircok gdreve sahiptir (10). Kemik, hiicreler ve
ekstraselliiler matriksten olusan bir doku olup, ekstraselliiler matriks de Tip-I kolajen,
proteoglikanlar, glikoproteinler ve sialoproteinler gibi ¢ok sayida matriks
proteinlerinden meydana gelir. Bu matriks proteinlerinin bir kismi, osteokalsin,
osteonektin ve osteopontindir. Bu proteinlerin bircok hiicre ve dokularda farkli
metabolik ve biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir. Erkek iireme
sisteminde basta testislerin farkli hiicrelerini etkileyerek hem hormonal mekanizmanin
devam etmesini hem de lireme i¢in gerekli olan hiicrelerin olusumuna, bdliinmesine,

gelismesine ve farklilasmasina katkida bulunurlar.

Bu tez ¢alismasi, immunohistokimya yontemine gore osteokalsin, osteonektin
ve osteopontin proteinlerinin; 1) kedilerin yavru ve yetiskin donemlerine gore

lokalizasyonlarinda ve dagilimlarinda farkliliklar gosterip gostermeyecegini, ii) testis,



duktus epididimis ve duktus deferensin yapisal bilesenlerine katilip katilmayacaklarini
ve iii) testisteki olasi fizyolojik etkilerinin aydinlatilmasina yonelik bilgilerin ortaya

koyulmasi amaci ile tasarlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testisin Gelisimi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositin déllenmesinde
gorev alan spermiyumun tiiriine bagl olarak fertilizasyon asamasinda belirlenir (11).
Primordiyal gonadin mezenkimal bdliimii, insan embriyosunun 10-12. dorsaldeki
kisimlarinda biiylimeye devam ederken, gelisimin 3. haftasinda primordiyal germ
hiicreleri, allantoisin baslangi¢ yerine yakin bir konumda, yolk kesesi duvarinda ve
endoderm hiicreleri arasinda ortaya c¢ikar (12). Bu ilkel germ hiicreleri, besinci
haftanin baslarinda amfibimsi hareketlerle son bagirsak mezenterinin dorsal
yiizeyinden ilerleyerek primitif gonadlara ulasir. Altinci haftada genital kivrimlara
tamamen yerleserek, heniiz farklilasmamis olan f6tal gonadin olusumunu tamamlarlar
(13). Her iki cinsiyete ait farklilasmamis gonadlar, gebeligin yedinci haftasina kadar
benzer yapiya sahiptir ancak yedinci haftayla birlikte, gonadlar XX veya XY
kromozom yapisina bagli olarak erkek ya da disi yoniinde farklilasmaya baglar (11).
Bu haftanin baginda, genetik olarak XY kromozomlarina sahip embriyoda, primitif
germ kordonlar1 Y kromozomu {iizerindeki testis belirleyici faktoriin (SRY) etkisiyle
hizlica ¢cogalir. Gonadin medulla bolgesini dolduran bu kordonlar, testis veya meduller
kordonlar olarak adlandirilir. Bu yapilar zamanla gonadin hilusunda daha ince
kordonlara ayrilarak ag benzeri bir yapiya doniisiir ve “rete testis”i meydana getirir
(12). Gelisim ilerledikge testis kordonlari, testis ylizeyindeki fibroz yapidaki tunika
albuginea sayesinde ylizey epiteliyle olan baglantilarim1 kaybederler (13). Bu
kordonlar puberteye kadar kapali kalir. Puberte doneminde ise i¢lerinde liimen
(bosluk) olusur ve bu sayede seminifer tiibiiller sekillenir. Bu tiibiiller, rete testis
liimeniyle baglant1 kurarak duktuli efferentes aracilifiyla Wolf kanalina agilir ve
boylece duktus deferensi olustururlar. Gebeligin 8-18. haftalar1 arasinda, testisin
interstisyel dokusunda bulunan mezenkimal hiicrelerin hizli doniisiimiiyle birlikte
Leydig hiicreleri gelismeye baslar. Bu donemde leydig hiicreleri testis hacminin
yaklasik %50’sini olustururken, gebeligin ortalarindan itibaren ve doguma yaklastikca
sayilarinda azalma goriiliir (14). Baslangicta bel (lumbal) bolgesinde yer alan testisler,
liclincii fotal aydan itibaren skrotuma dogru inige gegerler. Bu inisin gelistirilen bazi

hipotezlere gore (15), iki evrede gergeklesir: i1k olarak, transabdominal evre yer alir.



Bu evre, androjenden bagimsiz olup anti-Miillerian hormonun etkisiyle testisin
karm arka duvar1 boyunca asagiya dogru hareket ettigi donemdir. Testis bu siiregte,
gebeligin 17. haftasinda i¢ inguinal halka hizasina ulasir ve yaklasik 28. haftaya kadar
burada kalir. Ardindan gelen inguinoskrotal evrede ise testis, inguinal kanaldan
gecerek karm On duvarii asar ve skrotuma iner. Gebeligin yedinci aymndan sonra
inguinal kanaldan ge¢mis olan testis, dogumdan hemen once nihai yerine ulasarak

gelisimini tamamlamis olur (14).
2.2 Testis Anatomisi

Erkek ilireme sistemi, spermatozoon iiretimi ve olgunlagmasinin yani sira bu
hiicrelerin taginmasi ve disi genital sistemine aktarilmasindan sorumlu olan, birbiriyle
iligkili i¢ ve dis genital yapilardan meydana gelir. Bu yapilari; skrotum, testisler,

epididimis, duktus deferens, iiretra, aksesuar bezler ve penis olusturur (16).
2.2.1. Skrotum

Skrotum, testisleri ¢evreleyen ve viicut disina sarkan deri ve deri alt1 dokulardan
olusan bir kesedir. Anatomik olarak aniisiin ventralinde, prepusyumun dorsalinde yer
alir ve kuyruk yukari kaldirildiginda gézlemlenebilir. Kedilerde scrotum, tiiylerle kapl
olup ince ve elastik bir yapiya sahiptir. Testisleri dis ¢evre kosullarina gore daha diisiik
sicaklikta tutarak spermatogenezis igin gerekli olan fizyolojik 1sinin ayarlanmasina
olanak tanir. Bu 1s1 diizenlenmesi, skrotumun yiizeysel venoz ag1 (6zellikle plexus

pampiniformis) ile birlikte saglanir (16).
2.2.2. Testis
2.2.2.1. Embriyolojik Gelisim ve Yerlesim

Testisler, embriyolojik olarak gonadal primordiumdan koken alir ve fotal gelisim
sirasinda karin boslugundaki bel hizasindan scrotum igine dogru goc¢ ederler
(descensus testis). Bu goclin gerceklesmesini saglayan ve testisleri skrotuma
yonlendiren de fibroz yap1 olan gubernakulum testistir. Kedilerde testisler 12-14
haftalarda skrotum icine inerek kalici pozisyonlari alir. Bununla birlikte testisler
dogumdan pubertaya kadar ki siirede inguinal kanal boyunca hareketli olabilirler (16,

17).



2.2.2.2. Morfoloji ve Bilyiime

Erigkin erkek kedilerde testisler yaklagik olarak 1.5 x 1 x 1 cm boyutlarinda, 2- 4
gram agirligindadir. Dogumda yaklasik 20 mg olan testis agirligi, puberta ile birlikte
500 mg’a kadar ¢ikabilir. Yap1 olarak kiire-oval formda olan testisler, tunika vaginalis
ad1 verilen ¢ift katmanli bag dokusu ile sarilmistir. Bu zar, peritondan koken alir ve
testisin skrotum icerisindeki serdz ortiisiinii olusturur. Testis parankimi biiyiik oranda
seminifer tubiillerden olusur. Spermatozoon iiretimi bu tubiiller igerisinde ve ortalma
45 giin icerisinde gergeklesir. Seminifer tubiil somatik Sertoli hiicreleri ve germ
hiicrelerinden olusan siitunlu bir epitel ile kaplanmistir. Destek hiicresi olarak gorev
yapan Sertoli hiicreleri, spermatogenezi diizenleyici hormonal sinyalleri alir ve
spermatozoonlarin gelisimini destekler. Bununla birlikte seminifer tubiil bazal
membrant icerisinde spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidleri icerir (18),
(19). Ardindan seminifer tiibiiller, medullaya dogru diizleserek tubuli rektiyi meydana
getirir ve rete testis ile devam eder. Rete testis, spermatozoonlar1 duktuli efferentes
araciligiyla epididimise tasir. Testis interstisyel dokusunda ise Leydig hiicreleri yer
alir ve bu hiicreler hipofizden salgilanan LH (Luteinize edici hormon) etkisiyle
testosteron TUretir. Testosteron, ikincil cinsiyet karakterlerinin olusumu ve

spermatogenezin siirdiiriilmesi i¢in oldukca énemldir (16, 17).
2.2.3. Duktus Epididimis

Epididimis, testislerin dorsolateralinde yer alir ve testisin proksimal ucundan
distaline kadar uzanan tekil ve kivrimli bir kanaldan olusur. Epididimis; kaput
(baslangig), korpus (orta) ve kauda (son) olacak sekilde ii¢ anatomik bolmeye ayrilir.
Kedilerde duktus epididimis yaklasik 4-6 metre uzunlugunda olup, baslangic ve orta
kisimlarinda spermatozoonlarin olgunlagsmasi, son kisimda ise depolanmasi saglanir

(16, 17).
2.2.4. Duktus Deferens

Kauda epididimisten baglayan duktus deferens, spermiyumlar1 epididimisten
iretraya tastyan ¢ift yonlii, diiz ve kasli bir kanaldir. Bu kanalin duvarindaki dairesel
ve longitudinal diiz kas tabakalari, ejakulasyon sirasinda peristaltik kasilmalarla

spermiyumlarin taginmasini saglar. Kedilerde duktus deferens, diger bazi tiirlerde



oldugu gibi iiretra ile birlesmeden 6nce ampulla adi verilen genislemeyi olusturmaz

(16).
2.2.5. Testislerin Damar, Lenf ve Sinir Ag1

Arteria testikularis, aorta abdominalis’ten dogrudan c¢ikar ve testise plika
vaskulosa igerisinde ulasir. Bu arterin ¢evresinde gelisen plexus pampiniformis, vendz
doniis sirasinda 1sinin uzaklasgtirilmasina yardimcei olarak testis sicakligini diizenler.
Vena testikularis, plexus pampiniformis’in birlesmesiyle olusur ve vena kava
kaudalis’e dokiiliir. Sag testikiiler vena direkt vena kava kaudalis’e agilirken, sol
testikiiler vena ise vena renalis sinistraya acilir. Bunlarla birlikte lenfatik damarlar,
hormon tagima ve immun savunma agisindan énemlidir. Sinirsel innervasyon sempatik
(plexus testikularis) ve parasempatik (n. pelvikus) sinir lifleriyle saglanir. Bu sinirler,

vaskiiler tonusun diizenlenmesinde ve ejakulasyon stirecinde gorev alir (17).
2.3. Testisin Histolojisi

Bir ¢ift olarak bulunan testisler, spermatozoalarin iiretiminden ve erkek cinsiyet
hormonlarinin sentezinden sorumludur. Yapisal ve islevsel 6zelliklerine dayanilarak
testis igerisindeki dokular stroma ve parankima olacak sekilde siniflandirilir. Stroma;
Tunika vaginalis, Tunika albuginea, Septula testi, Mediastinum testis, Lobuli testis,
Interstisyel bag dokusu (intestinum testis) ile Leydig hiicrelerinden meydana gelir.
Parankima; Kivrimli seminifer tiibiiller (Tubiili seminiferi kontorti), Diiz seminifer
tiibiiller (Tubiili seminiferi recti), Rete testis, Duktulus efferentes testis kisimlardan

olusur (20).
2.3.1. Stroma

Kolajenden zengin olan bu bag doku katmani yaklasik 1-2 mm kalinliginda ki
tunika albuginea ile ¢evrilidir. Tunika albuginea, tunika vaginalisin viseral tabakasinin
hemen igerisinde yer alir. Arterler ve venler tunika albuginea i¢inde dallanir ve burada
damar tabakasi olarak adlandirilan bir bolgeyi (tunika vaskiiloza) olusturur. Bag
dokusu septalari (septula testis) albugineadan baslayip organin i¢ kismina dogru ilerler
ve orta kisitmda mediastinum testisi (mediyastinum testis) olustururlar. Septula testis,

sayida piramidal lobiile (lobuli testis) ayirir (20).
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2.3.2. interstisyel Hiicreler (Leydig hiicreleri)

Leydig hiicreleri, kiimeler veya kordonlar halinde bulunup, sayilar1 yasa ve tiire
gore farklilik gosterir. Birbirlerine gap juntctionlar ile baglh olan leydig hiicreleri,
genellikle kapiller damarlara bitisik sekilde bulunurlar. Histolojik olarak ortaya
konulmasinda asidik boyalar kullanilir. Kiiresel sekilli ve Okromatik olan
cekirdeklerinde belirgin bir ¢ekirdekgik goriiliirken, sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipit
vakuolii, lizozom, peroksizom ve yaygin graniilsiiz ER yer alir. Graniilsiiz ER,
androstenedionun testosterona doniisiimiinii katalize eden 17-R-hidroksisteroid
dehidrojenaz igerir. Androjenlerin (testosteron) interstisyel hiicreler tarafindan
tiretimi, hipofiz tarafindan iiretilen luteinize edici hormon (LH) tarafindan uyarilmasi
ile gergeklesir. Bununla birlikte erkeklerde testosteronun %90'indan fazlasi bu
interstisyel hiicreler tarafindan iretildigi ifade edilmistir (21). Testosteron;
spermatogenezi (FSH birlikte), cinsel davranmiglari, eklenik genital bezlerin
fonksiyonlarmi, ikincil cinsiyet Ozelliklerin gelisimini ve anabolizmanin
diizenlenmesinde rol alir. Testosteron salgilanmasi, hipotalamus ve hipofizi igceren
negatif geri bildirim mekanizmalarina tabidir. Interstisyel hiicreler ayrica parakrin
veya otokrin (protein metabolizmasinin diizenlenmesi) olarak etki gosteren cesitli

peptitlerin sentezlenmesinden sorumludurlar (20, 21).
2.3.3. Kivrimli Seminifer Tiibiiller (Tubulus seminiferous kontortus)

Seminifer tiibiiller bir lamina propriya ile ¢evrilidir. Lamina propriyanin en igteki
tabakasi, seminifer tiibiillerin bazal laminasi ile temas halindedir. Kolajen ve elastik
lifler peritiibiiler hiicreleri (miyoid) cevreleyen ince bir tabaka olusturmak iizere
yogunlasir. Bu hiicreler aktin demetleri igerir ve miyofibroblastlar gibi seminifer
tiibiillerin kasilmasini saglar. Bu kasilma, spermiasyonu (spermlerin tiibiiler liimene
salinmasin1) ve spermiyumlarin tiibiiller boyunca tasinmasini kolaylastirir. Erkek
gametlerin olusumu, tiibiillerin duvarinmi kaplayan spermatogonik hiicreler ve sertoli
hiicrelerinden olusan epitelde gergeklesir (20, 21). Seminifer epitelin spermatogenik
hiicreleri, embriyonik gelisim sirasinda gonadlara go¢ eden primordiyal germ
hiicrelerinin farklilagmasi sonucu olusurlar. Bunlarla birlikte yer alan Sertoli hiicreleri,

spermatogenik hiierelerinin ¢ogalmasina ve farklilasmasina ¢esitli sekillerde katkida
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bulunur. Bu katkilar; yapisal destek ve beslenme, fagositoz, proteinlerin sentezi ve
salgilanmasi, spermatogenik hiicrelerinin epitel i¢i gociinii ve spermiyumun tiibiiler
liimene salinmasini (spermiasyon) kolaylastirma, kan-testis bariyeri olusumu seklinde

siralanmaktadir (20).
2.3.4. Duktus Epididimis

Morfolojik 6zelliklerine dayanarak, duktus epididimis, her biri farkli islevlere
sahip olan kaput, korpus ve kauda kisimlara ayrilmaktadir. Epididimis kanali histolojik
olarak bakildiginda; yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile kaplidir. Distale dogru epitel
yiiksekliginin azaldig1 ve epitelin kuyrukta belirgin sekilde kalinlasan diiz kas ile
cevrili oldugu gosterilmistir. Kanal duvarina bitigik olarak bulunan gevsek bag dokusu
bol miktarda damar ve sinir agina sahip olup, igerisinde makrofajlar ve l6kositler
bulunur. Ayrica duktus epididimisin; spermlerin olgunlasmasi, depolanmasi ve duktus
deferense iletilmesi, sperm sivilarinin emilimi ve metabolik olarak aktif maddelerin

salgilanmas gibi birg¢ok isleve sahiptir (20, 21).
2.3.5. Duktus Deferens

Duktus deferens; epididimal kanaldan pelvik iiretraya kadar uzanmis olup,
baslangi¢c kismi1 hafif¢e kivrilarak testisin medial tarafinda yer alir. Duktus deferens,
testikiiler arter, testikiiler ven, lenfatik damarlar ve sempatik sinirlerle birlikte
spermatik kordon i¢inden geger. Diger canlilardan farkli olarak aygir, boga ve kopekte
bir genisleme (ampulla duktus deferentes) olusturur. Histolojik olarak duktus deferens,
acike¢a ayirt edilebilen katmanlardan olusur. Bu katmanlar; mukoza (tunika mukoza)
belirgin uzunlamasina kivrimlara (plika mukoza) sahiptir. Baslangigta yalanci ¢ok
katli prizmatik olan epitel, kanalin sonuna dogru tek katli prizmatik hale gelir. Epitel
yiizeyinde bazen kisa stereosilyumlar goriiliir ve dar bir lamina propriya mukozanin
disina dogru uzanir. Pars glandularise kadar uzanan lamina propriyada genis elastik
lifler bulunurken, bezlere rastlanmaz. En dista oldukca kalin olan ve diiz kaslardan

olusan tunika muskularis yer alir (21, 22).
2.4. Testis Fizyolojisi

Evcil disi kediler mevsime bagl iireme 6zelligi gosterirken, erkek kedilerde
iireme faaliyetlerinin y1l boyu devam ettigi belirtilmektedir. Ancak erkek kediler ile

ilgili goriisler celiskilidir (23-25). Mevsimsel degisimler evcil erkek kedilerde sperm
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miktar1 ve hormon iiretimini orta diizeyde etkiledigi, sperm fonksiyonunda da ihmal
edilemeyecek degisimler oldugu kaydedilmistir (24). [Erkek kedilerin
spermatogenezisinde diger hayvanlarda oldugu gibi testesteron, FSH, LH ve Androjen
Baglayici Protein (ABP) etkilidir. Ayrica yetersiz beslenme, ¢evre 1s1s1, sik ¢iftlesme
ve giinliik 151k miktar1 gibi faktorler de sperm iiretimi iizerine etki etmektedir (26).
Spermatogenezis erkek kedilerde ortalama 20 haftalik yasta baslar, 30°cu hafta
civarinda spermatidler testisler i¢cinde belirgin olarak goriliirler. Erkek kedilerde
spermatogenez  fonksiyonu  8-10 aylikken olgunlasir.  Spermatogenezis,
hipotalamustan salgilanan GnRH’in etkisiyle hipofizde olusan gonadotropik
hormonlarin denetimi altindadir. LH testisin interstisyel dokusunda bulunan Leydig
hiicrelerini uyararak testosteron salinimini saglar. Kan ve lenf yoluyla tubuluslarin
lumenine gelen testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenler, FSH’nin etkisiyle
Sertoli hiicrelerinden salgilanan Androjen Binding Protein (ABP) ile birlesir ve bu
sayede spermatogenezis baglar. Androjenler hipotalamus ve hipofize yaptiklari
uyarimlarla LH salinimini kontrol ederler. Spermatogenezisin gerceklesebilmesi igin
ortalama olarak 62 giin gerekmektedir (27). Bunlarla birlikte erkek kedilerde
reprodiiktif aktivitenin yaklasik 14 yil kadar siirdiigii ve optimum doél verimi yasinin
4-6 yas civarinda oldugu bildirilmektedir (28). Kemik doku; organik ve inorganik
maddelerden olusan ve kemik iligi ile bunlar1 ¢cevreleyen bir bag dokuya (periosteum)
sahip olup, sinir yoniinden olduk¢a zengindir (8, 9). Kemikler, dncelikle viicudun
hareket sistemini saglamak ve hayati 6neme sahip organlarin korunmasi gibi 6nemli
fonksiyonlara sahiptir. Daha sonra yapilan ¢alismlar sonucunda kemiklerin; kan hiicre
olusumu (hematopoesis), bu hiicrelerin sistemik dolasima salinmasi, yaygin organ
disfonksiyonlarinda asit-baz dengesini ayarlamak ayrica kalsiyum, fosfor, sitokinler,
biiyiime faktorleri gibi maddeleri depolamak gibi bir¢ok isleve sahip oldugu ortaya
konulmustur (10). Kemik, kemik doku hiicreleri ve ekstraselliiller matriksten
olugsmaktadir. Ekstra selliler matriks de; Tip-1 kolajen, proteoglikanlar,
glikoproteinler, sialoproteinler ve osteokalsin (OC), osteopontin (OPN) ve osteonektin

(SPARC, ON) basta olmak iizere ¢cok sayida matriks proteininden meydana gelir (8).
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2.5. Osteokalsin

Kemik, uzun siire boyunca sadece koruma ve destek rolii iistlenen, fosfat ve
kalsiyum homeostazisini diizenleyen statik bir organ olarak diisliniilmiistiir. Fakat son
yillarda yapilan giincel calismalar sonucunda ise kemigin g¢esitli hormonlari
salgilayarak bazi fizyolojik yollarin kontrol edilmesinde rol alan bir endokrin organ
olarak da kabul edilmistir. Kemik, osteoblastlar, osteoklastlar ve osteosit
hiicrelerinden destek alarak viicut i¢in gerekli destegi saglamaktadir. Osteoblast ve
osteoklastlar kemigin yikimlanmasi ve yeniden olusturulmasi siirecinde gorev
almaktadir. Ayrica osteoblastlar, hiicre dis1 matriksi sentezleme ve koruma, Tip-I
kolajenin sentezlenmesinden ve osteoklastlarin farklilagsmasinda da rol iistlenmektedir
(29). Bunlarla birlikte; kemik dokunun endokrin roliinii istlenen osteoblastlar, sahip
olduklart kemik GLA proteini (B-GLAP) tarafindan sentezlenen, non-kollajendz
osteokalsin ile bu rolii gergeklestirirler (30). Osteokalsin, osteoblastlar tarafindan
salgilanmakla birlikte kemik mineralizasyonu iizerinde yalnizca kiiciik bir etkiye
sahiptir. Ancak burada Onemli olan, osteokalsinin kemik mineralizasyonu ve
farklilasma silirecinin son asamalarinda, yani olgun osteoblastlar tarafindan
sentezlenmesidir. Bu da osteokalsini kemik formasyonunun bir markir1 yapmaktadir.
Her ne kadar osteokalsin osteospesifik bir {iriin olsa da son yapilan g¢alismalarda
megakaryositler ve adipoz hiicrelerinden de salgilandig: rapor edilmistir (31). Kemik
gama glutamik asit proteini (B-GLAP) olarak adlandirilan ve oncelikle osteoblastlar
tarafindan tretilen osteokalsin, 46-50 amino asitli ve alfa-heliks konformasyonel
diizeninde olan 5.6 kDa agirliginda bir glikoproteindir. Osteokalsin kemik dokunun
endokrin islevini Ustlenmesinin yani sira, glikoz metabolizmasinin diizenlenmesi,
iireme, infertilit ve biligsel siireclerin kontrolii gibi bir¢ok role sahiptir. Osteokalsin,
beyinde norotransmitter Uretimini artirmak, pankreas vasitasi ile enerji
metabolizmasini diizenlemek ve insiilin seviyesini kontrol ederek hiicrelerin islevsel

fizyolojisine etki ettigi gosterilmistir (32, Sekil 1).
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Sekil 1. Osteokalsin'in tiim viicut metabolizmasi iizerindeki hormonal etkileri.
Osteokalsin; Pankreasta insiilin {iretimi, yag dokusunda insiilin duyarliligi,
beyinde noérotransmitter iretimi, testislerde testosteron {iiretimine etki

ettiginin sematik goriintiisii (32).

Osteokalsin, ¢esitli biiylime faktorleri, hormonlar (parathormon, dstrojen vb.),
sitokinler ve vitaminlerin (D3, K Vit. vb.) uyarisiyla sentezlenir. D vitamini; B-GLAP
geninde bulunan kendine o6zgii bolge (Vitamin D Response Element- VDRE)
aracilifiyla osteokalsin trasnkripsiyonunu direkt stimiile ederken, K vitamini ise
osteokalsini karboksile etmede rol oynar. BGLAP geni, osteoblast proliferasyonunda
inaktif rol alirken, osteoblastlarin farklilagmasi esnasinda aktif hale ge¢cmektedir.
Preproosteokalsin transkripsiyonu D vitamininin stimiilasyonu ile gerceklesir.
Ardindan proteoliz siireci baglayarak prepeptid ve proosteokalsin olusur (9, 33).
Bunlar karboksillenme seviyelerine gore; proteolitik siire¢ ile karboksile osteokalsin
(cOC) ve ankarboksile osteokalsin (ucOC) formudur. Her iki formunda olusumu
kalsiyuma bagli olup, cOC kalsiyuma ve hidroksiapetite baglanir ve kemik
matriksinde OC birikimi saglar. ucOC ise hidroksiapetite diisiik afiniteye sahip oldugu
i¢in sistemik dolasima gecer. cOC biyolojik olarak inaktif iken, ucOC aktif olup
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hormon karakterindedir (30). cOC kemik mineralizasyonunu desteklenmesi ve kemik
giiciiniin artirllmasinda rol alir iken, ucOC ise pankreas, gonadlar ve yag dokusunu
hedef alan ve c¢esitli fonksiyonlari olan endokrinolojik formdur. ucOC formunun
pankreasta GPRC6A reseptoriine baglanarak beta-hiicre c¢ogalmasini ve insiilin
tiretilmesini destekler. Bu osteokalsinin pankreas ile kemik arasinda pozitif feedback
sagladigin1  gbstermistir. Ayrica ucOC formu, yag dokusundan adinopektin
salgilanmasini, iskelet kas kapasitesinin artirilmasini ve testislerde testosteron
salgisinin artirilmasin1 da saglar. Bagirsakta ise glukagon benzeri peptid (GLP-1)
ekspresyonunu artirarak beyindeki biligsel islevleri aktive eder (34). Bunlarla birlikte
Aurora Patti ve arkadaslar1 (33) osteokalsinin; insiilin metabolizmasi, obezite,
testosteron sentezinde ve kas kiitlesinin kontroliinde kritik rollere sahip oldugunu ifade
etmislerdir (33). Osteokalsin; kemik olusumunu ve mineralizasyonda, vaskiiler diiz
kas hiicrelerinin kalsifikasyonunda, biligsel algida, kan beyin bariyerini kolayca astig1,
o0grenme ve hafiza merkezlerinin olusumunu destekleyerek dopamin, serotonin ve
epinefrin gibi ndrotransmitterler sentezlenmesinde gorev aldig belirtilmistir (29, 32,
35, 36, 37). Ozet olarak osteokalsin, kemikten salgilanarak gesitli formlari araciligiyla
viicudun bir¢ok yerinde ve bir¢ok mekanizmasinda aktif olarak gérev almaktadir. Bazi
organlarda direk hormon olarak gorev yaparken bazi organ ve dokularda ise

hormonlara ve hiicreler arasi iletisimin diizenlenmesine katki saglamaktadir.
2.6. Osteokalsinin Genital Sistemdeki Rolii

Osteokalsin; oncelikle iskelet sitemi, kas dokusu, yag dokusu, karaciger ve
pankreas gibi organlara etki ederek bir¢ok fizyolojik isleve sahiptir. Daha sonra
yapilan caligmalarda osteokalsinin, erkek genital sistem iizerinde de rollere sahip
oldugu gosterilmistir. Ozellikle steroid hormonlarinin sentez ve diizenlenmesinde rol
alarak; testis, epididimis ve seminal vezikiil, leydig hiicre yapisi, testosteron ve sperm
miktar1 lizerinde dogrudan bir etkisi oldugu belirtilmistir. Ayrica osteokalsinin; disi
iireme sisteminde basta uterus yapisi, ovaryumlarin hacmi, follikiil sayis1 ve hormon
seviyelerinin kontroliinde etkin bir role sahip oldugu da bilenmektedir (30).
Embriyonal donemde osteokalsinin, steroidojenik faktor 1 (SF1) i¢in pozitif bir
diizenleyici ve adrenal bez gelisiminin kontroliinii saglayan 6nemli bir hormon oldugu
gosterilmistir. Yani gelismekte olan adrenal korteks hiicrelerinde GPR 158 reseptorii

aracilifiyla adrenal korteksin olusumu saglanir ve yasam boyunca adrenal
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steroidogenezin bir belirleyicisi olur (36). Bunlarla birlikte osteokalsinin testisler igin,
leydig hiicrelerine ait olan 6zel reseptor GPCR6 ile (G-Protein Coupled Receptor)
etkilesime girerek fonksiyonel Ozellik kazandigi bildirilmistir. Osteokalsin, LH
reseptoriinii pas gecip, GPRC6A’ya baglanarak cAMP’y1 arttirir. Bdylece artan
cAMP, testosteron biyosentezini regiile eder ve transkripsiyonel faktér CREB’i uyarir.
CREB aktivasyonu ile steroidojenik enzim proteinlerinin ekspresyonu uyarilir ve

sonug olarak testosteron sentezi baslamis olur (30).
2.7. Osteonektin

Osteonektin diger bir ismi ile SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in
Cysteine), kollajen baglayici, ¢ok islevli ve matriselliiler yapida olup 32 kDa
agirhiginda bir glikoproteindir (38). SPARC’1n {i¢ domaini bulunur: Asidik domain:
Kalsiyuma baglanma afinitesi diisiik olan ve SPARC ailesi proteinleri arasinda
farklilig1 olusturan boliimdiir. Ekstraselliiler matriks {iretimini, hiicre yayilmasini ve
kemotaksisi engelledigi tespit edilmistir. Sisteince zengin domain: Follistatin benzeri
olan bu domain bakir (Cu** ) baglanma bélgesine sahip olup hiicre proliferasyonunu
engelleyebilir. Ekstraselliiler Ca** baglanma domaini: Osteonektinin karboksi ucunda
bulunurak hiicre ve kollajen tiplerine baglanma 6zelligi kazandirir. Kemik dokuda
kalsiyum iyonuna baglanarak mineralizasyona katkida bulunmasi ve kemik
matriksinde en yaygin non-kolajen protein olmasi SPARC’in en 1iyi bilinen
ozelliklerindendir. Ayrica SPARC hiicre adezyonu, hiicre sirkiilasyonu ve belirli
biiyiime faktorlerine dokunun verdigi yaniti engellemekle taninmaktadir. Bunlarla
birlikte SPARC ekstraselliiler matriks ve matriks metaloproteinazlarinin sentezini
diizenleyerek anjiyogenez, tiimoérogenez, kataraktogenez ve yara iyilesmesinde aktif
rol oynar. Kalsiyum iyonuna baglanma afinitesinden dolay1, kalsiyum iyonlarinin
seviyesi osteonektin Uretimini kontrol eder. SPARC platelet kaynakli biiyiime
faktoriine (Platelet derived growth factor- PDGF) baglanarak bu biiylime faktoriiniin
fibroblastlarda bulunan reseptorlere baglanmasini engeller. Boylece SPARC’1n PDGF,
VEGF gibi biiylime faktorlerine baglanmasi ve hiicre proliferasyonunu engellemesi
osteonektinin anjiyogenezde etkin rol oynagini gdsterir. Bununla birlikte osteonektinin
bag doku sekillenmesi ve ekstraselliiler matriks protein salgilanmasinda 6nemli olan
TGFp ile sinerji igerisinde oldugu da bildirilmistir (37). SPARC’in dokularin

yenilenmesi ve yeniden sekillenmesi ile birlikte embriyonik gelisim ve hiicrelerin
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birbiri arasindaki farkli etkilesimleri kontrol eden olaylarda rol aldig1 gosterilmistir.
Ozellikle embriyonal gelisim esnasinda kalp primordialarinda, kikirdak, kemik,
bagirsak epiteli, deri ve kan damarlarinda goézlendigi, anjiyogenez ile maksimum
diizeyde iliskili oldugu bildirilmistir (38). Bunlarla beraber gelismekte olan kemik ve
dislerde aktive olmus trombosit ve megakaryositlerde SAPRC’mn var oldugu
gosterilmistir (40). Genel olarak bakildiginda osteonektin; dokularin yeniden
sekillenmesi, yara onarimi, hiicre gogili, hiicre adezyonlarinin kontrolii, kollajen
liflerinin morfolojik ve fizyolojik fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi bircok role

sahiptir (39, 41, 42).
2.8. Osteonektinin Genital Sistemdeki Rolii

Erkek genital sitemi ile ilgili olarak osteonektinin; testislerde 6zellikle sertoli
hiicreleri, peritiibiiler hiicreler ve leydig hiicreleri tarafindan salgilandigi, germ
hiicrelerinin olgunlagmasinda rol aldig1 belirtilmistir. Ayrica salgilanan osteonektinin
dogrudan gelismekte olan germ hiicreleriyle etkilesime girdigi ve sermatogenezis ile
testisin somatik hiicrelerinin otokrin veya parakrin davranislarini kontrol edebiledigi
ifade edilmistir. Bununla birlikte leydig ve sertoli hiicrelerinin morfolojisini

etkileyerek biyolojik islevlerini diizenleyebildigi de diistintilmiistiir (43).
2.9. Osteopontin

Osteopontin; 44 kDa agirliginda, arginin, glisin ve aspartat i¢eren asidik yapili,
non-kolajen yapida olan bir glikoproteindir. Bir¢ok dokuda bulan osteopontin (OPN),
kiiciik integrin baglayici ligandli N-bagli glikoprotein (SIBLING) ailesine ait,
glikozile olmus asidik bir fosfoproteindir. Ilk olarak sigir kemiginin mineralize
olmamis matriksinde tanimlanan OPN (1986), daha sonra bircok doku ve sivida
tanimlanmistir. OPN; glutamik asit, aspartik asit ve serin kalintilar1 agisindan zengin
bir protein olup, hidroksiapatit ve kalsiyum iyonlarina baglanabilmesini saglayan bir
poliaspartik asit motifine ve hiicrelerin integrinlere baglanmasin1 destekleyen RGD
(Arg-Gly-Asp) amino asit dizisine sahiptir. OPN bir ekstraselliiler matrix proteini olup
hiicre adezyonu, anjiyoegenez, tiimdr metastazi ve dokularin yeniden sekillenmesi gibi
birgok gorevde rol alir. Ayrica kemik sekillenmesi ve kemik matriksinin mineral

yapisina osteoklastlar ile katilarak kemik biitlinliigliniin korunmasi ve sekillenmesinde
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onemli bir gorev alir. Bununla birlikte OPN Tip-1 yardimer hiicre sitokinlerin
tiretiminin diizenlenmesi, immun yanitin olusumasi, dogal ve kazanilmig immun

sistemlerin aktivasyonunda rol alir. Ayrica OPN baslica osteoblastlardan ve
hemopoetik organlardan sentezlense de notrofillerden, dentrik hiicrelerden, NK (dogal
Oldiiriici) hiicrelerden, T ve B hiicreleri, beyin, diiz kas dokusu, digler, meme
bezlerinin endotel hiicreleri, pankreas, safra kesesi, plasenta, erkek ve disi genital
yollar1 olmak {izere viicudun bir¢ok yerinden salgilanmaktadir (44). Bununla birlikte
kan, idrar, safra, siit bagta olmak lizere bashedilen organlarin salgilarinda da OPN
varligindan bahsedilmektedir (45). OPN; hiicresel adhezyon ve migrasyonu
kolaylastirmak, endotel, mezenkimal, epitel ve inflamatuar hiicrelerin yapigsmasi ve
gbclinii diizenlemek gibi baglica fonksiyonlarda goérev alir. OPN, hiicre yiizeyinde ki
integrin reseptorlerine baglanarak hiicre-hiicre baglanmasini ve hiicre yayilmasini da
tesvik eder (46). Bir diger ifadeye gore OPN hiicre adhezyon ve migrasyonun yani
sira, anjiyojenik Ozelliklerinin de oldugu belirtilmistir. Ayrica OPN, monosit
diizenleyici olarak rol alarak, yara iyilesmesi ve inflamasyon da belirgin bir artis
gosterdigi tespit edilmistir (47). Son olarak embriyonun implantasyonu sirasinda, OPN
endometriyum hiicre yiizeyinde ki integrin 8 reseptorlerine baglanarak implantasyonu

destekledigi de ifade edilmistir (44).
2.10. Osteopontinin Genital Sistemdeki Rolii

Erkek genital sistem ile ilgili olarak OPN’nin; testis germ hiicreleri basta olmak
lizere spermatogonyumlar ve spermatositlerin yapisinda var oldugu belirtilmistir.
Spermatogonyum ve spermatositlerin bir yandan bazal membran ile bir yandan da
sertoli hiicreleri ile temas kurdugundan, OPN erken germ hiicrelerinin farklilagsmasini
saglayarak, hiicre yiizeyine baglama yetenekleri yoluyla hem hiicre dis1 matris
bilesenlerine hem de sertoli hiicrelerine baglayabilir (48). OPN ozellikle testis
farklilasmasinin erken asamalarinda, embriyonik testis gelisimi sirasinda sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasinda tespit edildi. Bunun nedeni olarak sertoli hiicrelerinde
germ hiicrelerini ¢evrelemek ve beslemek i¢in kordonlara dogru uzanan sitoplazmik
siire¢ olusumu gosterilmistir. Ayrica, osteopontinin gelismekte olan testis
kordonlarinin sertoli hiicreleri tarafindan, her iki cinsiyetin mezonefrik tiibiillerinde ve
gecici olarak her iki cinsiyetin miillerian kanallarinda sentezlendigi belirlenmistir (49).

Bunlarla birlikte OPN’nin epididimiste hiicresel ve bolgesel alanlarin yami sira,

19



efferent kanallarindaki silyasiz hiicrelerde de ekspresse oldugu ve fonksiyonel roller
iistlendigi ifade edilmistir (48, 50). Yapilan ¢aligsmalarda aritilmis sigir OPN’sine

(anti-OPN) kars1 iiretilmis bir poliklonal tavsan antikoru ile sperm zarlarinda, testis
homojenantlarinda ve kauda epididimal sivida OPN bahsedilmistir. OPN’nin sperm
kapasitasyonunu indiikledigi ve sperm canliligmma pozitif yonde etki ettigi
sOylenmistir. OPN’inin disilerdeki tireme sistemindeki islevi ile ilgili; enzimler,
bliylime faktorleri, sitokinler, lenfokinler, hormonlar, tasima proteinleri ve diger
maddeleri iceren endometriyal bez sekresyonlarinin nemli bir bileseni oldugu ve gebe
hayvanlarin uterusunda varliginda artis meydana geldigi belirtilmistir (51). OPN,
implantasyon ve  plasentasyonu  kolaylastirmak i¢in  trofektoderm  ve
endometriyumdaki integrinlere baglanan bir ligand olarak gorev almaktadir. Ayrica
burda OPN’nin, CD44 gibi bir¢ok antijene baglanarak hiicre gocii, hiicreler arasi
baglanti, kalsifikasyonun inhibisyonunu sagladigi belirtilmistir. Boylece OPN’nin
transkripsiyonel olarak progesteron sentezini ve folikiiler anjiyogenezi artirdigi da

ortaya koyulmustur (47).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Doku Ornekleri Temini

Bu tezde kullanilan testis ornekleri; Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Poliklinigine ve Diyarbakir’da bulunan bazi 6zel veteriner kliniklerine kisirlagtirma
amactyla getirilen yaslari ve irklar1 farkli olan saglikli erkek kedilerden elde edilmistir
(Sekil 2). Elde edilen 30 cift testis ornegi hasta sahiplerinin beyan ettigi ve kedi
kimliklerinin dikkate alinmas1 sonucunda, yavru (6 aydan kiiciik 15 kedi) 15 adet c¢ift
testis ve yetiskin (1 yasindan biiyiikk 15 kedi) 15 adet ¢ift testis olacak sekilde
gruplandirildi. Calismada kullanilan doku oOrnekleri; 15.02.2014 tarihli Resmi
Gazetede ilan edilen Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina
Dair Yonetmeligi'nin K bendinde belirtildigi katagoriler icerisinde olup HADYEK

iznine tabi degildir.

Sekil 2. Kisirlagtirma islemi sonucu elde edilen testis gdsterimi.

21



3.2. Rutin Histolojik Doku Takibi ve Kesit Alma

Cerrahi operasyon ile alinan doku ornekleri hemen tespit soliisyonuna alindi.
Tespit soliisyonunun dokulara daha iyi niifuz etmesi amaciyla, dokular tespit
soliisyonuna alindiktan kisa bir siire sonra dokuda hissedilen hafif sertlik sonucunda
tam ortadan olacak sekilde iki parcaya ayrildi. Sonrasinda her iki gruptaki testis
dokular1 24 saat boyunca %10'luk nétral tamponlu formalin sollisyonunda tespit edildi.
Ardindan dokulardaki tespit soliisyonunu uzaklastirmak amaci ile dokular bir gece
boyunca ¢esme suyu altinda yikamaya birakildi. Yikama isleminin sonrasinda doku
ornekleri sirasiyla %70’lik, %80°lik, %96’lik, Absolut I, Absolut II ve Absolut III
alkol serilerinde 1'er saat tutuldu. Bunu takiben 48 saat siiresince metilbenzoatta
bekletildi ve sonrasinda her birinde 45 dakika olacak sekilde benzol I ve benzol II
serilerinden gecirildi. Hemen arkasinda dokularin parafine alismasi icin 15 dakika
stiresince benzol-paraplastta bekletildi. Daha sonra doku 6rnekleri ez az 3 saat olacak
sekilde siv1 parafin igerisinde tutuldu ve sonrasinda parafine gomiilerek blok sekline
getirildi. Ardindan elde edilen parafin bloklardan rotary mikrotomunda (Leica RM-
2125, Germany) 5 pm kalinliginda seri kesitler alindi.

3.3. Yontem

Kesitler, yavru ve yetiskin donemlerdeki testislerin yapisal 6zellikleklerini ortaya
koymak amaciyla Crossman’in ii¢lii boyama teknigi ile boyandi. Adezivli lamlara
aliman diger kesitler de ¢aligmada belirtilen faktorlere 6zgii antikorlar kullanilarak

immunohistokimyasal yontem ile boyandi.
3.4. Histolojik Boyama

Kesitler, deparafinizasyon amaciyla her birinde 5 dakika siiresince ksilol 1 ve
ksilol II’de tutuldu. Daha sonra kesitlerin rehidrasyonu i¢in derecesi azalan alkol
serilerinin (%100, %96, %80 ve 70 alkol) her birinde sirasiyla 3'er dakika bekletildi.
Bu islemin ardindan kesitler distile suya alinarak yikandi ve sonrasinda cekirdek
boyamasi icin Weigert hemotoksilen soliisyonunda 8 dakika siiresince reaksiyona
birakildi. Siire sonunda dokular hematoksilen soliisyonundan alinarak ¢esme suyu

altinda yikamaya alind1 ve su berraklagincaya kadar yaklasik 5 dakika siireyle yikama
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islemi devam etti. Yikamadan alinan dokular Metil karbonatta 1 dakika siiresince
calkalandi ve sonrasinda ¢esme suyu i¢inde 4 dakika, distile suyunda 3 dakika boyunca
yikamaya birakildi. Kesitler bu kez sitoplazma boyamasi igin asit fuksin'de 1 dakika
tutuldu ardinda su berraklasincaya kadar distile suda yikandi. Ardindan dokular 6nce
6 dakika fosfotungustik asit I, daha sonra 8 dakika fosfotungustik asit II'de bekletilerek
boyanin dokuya daha iyi niifuz etmesi saglandi. Arkasinda 5 dakika siiresince distile
suda yitkanmaya birakildi. Dokulardaki bag dokunun boyamasi i¢in kesitler; 1 dakika
stiresince Anilin blue'da reaksiyona birakildi ve sonrasinda su berraklasincaya kadar
yaklagik 5 dakika boyunca distile suda yikandi. Ardindan kesitler sirastyla %2'lik
asetik asitte 7-8 kez g¢alkaland1, %96 alkolde ¢alkalayarak hizlica geg¢irildi, Absolut
alkol I'de 2 dakika, Absolut alkol II'de 3 dakika tutuldu ve daha sonra 15 dakika Ksilol
I'de, ardindan 30 dakika Ksilol II'de bekletilip entellan ile kapatildi.

3.5. Immunohistokimyasal Boyama

Immunohistokimyasal boyama, streptavidin-biyotin-peroksidaz  kompleks
yontemi kullanilarak yapildi. Immunohistokimya boyamasi icin adesivli lamlara
alian seri kesitlerin deparafinizasyon ve dehidrasyon islemleri uyguland: ve distile
suya alindi. Daha sonra, dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in
metanolde hazirlanmis %3'liikk H>O»'de 20 dakika inkiibe edildi ve arkasinda phosphate
buffer saline (PBS) ile 2x5 yikandi. Yikamayi takiben kesitler antijen retrieval islemi
i¢in hazirlanan sitrat buffer tamponunda (0.01 M, pH 6), 95 °C’de 15-20 dakika
stiresince kaynatilma iglemine tabi tutuldu ve bu islemden sonra sogumaya birakildu.
Normal oda sicakliginda olacak sekilde soguyan kesitler 0.01M phosphate buffer
saline (PBS)’de 3X5 kez yikandi. Sonrasinda kesitler spesifik olmayan boyanmay1
Onlemek tizere protein blocking ¢6zeltisi (Ultra V Blok, Thermo Fisher Scientific, Lab
Vision Corporation) ile oda sicakliginda 10 dakika stiresince inkiibasyona birakildi.
Bu islemin ardindan kesitler Tablo-1’deki primer antikorlarla +4°C'de 18 saat
siiresince inkiibasyona birakildi. Boyanma tekniginin dogrulugunu kanitlama
acisindan negatif kontroller (antikor yerine PBS ile inkiibasyona birakildi) kullanildi.
Inkiibasyon sonunda kesitler 0.01M PBS’de 3X5 dk. yikandi ve ardindan primer
antikora baglanma saglamak amaci ile oda sicakliginda 20 dk boyunca biotinlenmis
sekonder antikora (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) maruz birakildi. Bu islemden

sonra preperatlar 0.01M PBS’de her biri bes dakikadan {i¢ kez yikanmasi saglandi.
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Dokularda sekillenmis olan antijen-antikor reaksiyonlarin1 géstermek amaciyla
da kromojen olarak 3,3'-diaminobenzidine hydrochloride (DAB) substrate ile 5-10
dakika (mikroskopta gozlenen renk olusumuna gore) inkiibe edildi ve
immunoreaksiyonun meydana gelmesine gore preperatlar distile suya aktarilarak
reaksiyon olusumuna son verildi. Ardindan zemin boyamas1 i¢in preparatlar 2-3 dk
stiresince Mayer’s hematoksilenine maruz birakild1 ve sonrasinda preperatlar mavi
renk alana kadar akan ¢esme suyu altinda yikandi. Son olarak distile suda ¢alkalama
islemi yapilip aliman preperatlar sirasiyla alkol ve ksilol serilerinden gecirildi ve
entallan ile kapatildi. Bu igslemler sonucunda preparatlardaki immunohistokimyasal
boyanmalar, dijital bir kamera (Nikon Coolpix 4500) ile donatilmig arastirma

mikroskobu (Nikon Eclipse E400, Tokyo, Japonya) ile fotografland: ve kayit edildi.

Tablo 1. Kullanilan Antikorlar.

Antikorlar Antikor Tiirii Elde Edildigi Sulandirma Katalog Numarasi
Hayvan Oram

Osteokalsin Polyclonal, IgG Tavsan 17200 Santa Cruz, katalog no: sc-30044

Osteonektin ~ Polyclonal, IgG Tavsan 1/200 Santa Cruz, katalog no: sc-25574

Osteopontin  Monoclonal, IgG Fare 17200 Santa Cruz, katalog no: sc-21742
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3.6. Yar1 Kantitatif Degerlendirme

Immiinohistokimyasal boyanma analizleri, boyanma yogunlugu esas alinarak
yapilan yogunluk skoru (intensity score) iizerinden degerlendirildi. Osteokalsin,
osteonektin ve osteopontin'in immiinohistokimyasal ekspresyonlari, pozitif reaksiyon
gosteren hiicreler baz alinarak nitel (kalitatif) olarak incelendi. Pozitif boyanma
gosteren hiicreler, boyanma siddetine gore dort dereceli bir skalada siniflandirildi: (-)
negatif, (+) zayif, (++) orta ve (+++) giiclii (52). Bu degerlendirmeler, bagimsiz iki
uzman arastirmaci (U.T. ve M.E.A.) tarafindan ayr1 ayr1 gerceklestirildi ve elde edilen
skorlarin ortalamalar1 alindi. Testis kesitlerinde osteokalsin, osteonektin ve
osteopontin ekspresyonlari sirastyla X40, X100 ve X400 biiyiitmelerde ve her kesitten
rastgele secilen bes alanda incelendi. Bulgular; germ hiicreleri, Sertoli ve Leydig
hiicreleri, spermatid, spermatosit, spermatogonyum, epididimis epiteli, bag dokusu
hiicreleri, duktus deferens epiteli ve kas tabakasindaki hiicreler olmak iizere her hiicre

tipi ayr1 ayr1 analiz edilerek degerlendirildi (Tablo 2).

Tablo 2. Osteokalsin, osteonektin ve osteopontinin; yavru ve yetiskin kedilerin testis, epididimis ve
deferens kanallarindaki immunohistokimyasal ekspresyon yogunlugunun semi-kantitatif
olarak degerlendirilmesi.

Doénemler Organ Hiicreler Immunohistokimyasal Parametreler
Kisimlan Osteokalsin Osteonektin Osteopontin
Germ ++/+++ +++ ++/+++
Testis Sertoli +++ +++ +H/+++
Leydig +++ +++ ++/+++
Epitel +++ +++ +++
YAVRU Epididimis Bagdoku Hiicreleri +++ +++ -
Epitel + -/+ +
D.Deferens Kas Katmam1 + +++ -
Hiicreleri
Spermatogoniyum + + -
Spermatositler ++ ++/+++ +++
Testis Spermatid + - -
Sertoli ++ - -
Leydig ++ + -
YETISKIN Epitel -t + +

Epididimis Bagdoku Hiicreleri + - -

Epitel ++ ++ +
D.Deferens Kas Katmanm1i + - -/+
Hiicreleri
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Yavru ve yetiskin kedilere ait testis dokularindan elde edilen seri kesitler,
gelisimsel evrelere gore testisin morfolojik 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla
Crosman’n {iglii boyama yontemi kullanilarak boyanmis ve 151k mikroskobu altinda
analiz edilmistir. Histolojik degerlendirmelerde; tubulus seminiferus’larin konturlari,
liimen olusumu, seminifer epitel tabakasinin organizasyonu, Sertoli hiicreleri, Leydig
hiicreleri ve kapiller damar ag1 dikkate alinmistir. Hem yavru hem de yetiskin kedilere
ait testis dokularmin yogun fibroz bag dokusundan olusan tunika albuginea ile
cevrelendigi ve bu bag dokusunun testis parankimini septalar araciligiyla lobiillere
ayirdigr belirlenmistir (Sekil 1). Yavru testisine ait parankimde bulunan seminifer
tiibiillerin limensiz oldugu; bu tiibiillerin olgunlasmamis germ hiicreleri ile Sertoli
hiicrelerini igerdigi gozlemlenmistir. Ayrica, interstisyel bag doku igerisinde
epididimal kanal ve duktus deferens’e ait erken gelisim evrelerine 6zgii yapilarin
farklilasma gdsterdigi saptanmistir (Sekil 1A, B, C). Yetiskin testisinde ise seminifer
tiibiillerde liimen olusumunun tamamlandig1 ve gesitli evrelerdeki spermatojenik hiicre
serilerinin ayirt edilebilir hale geldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, epididimis ve
duktus deferens kanallarinin daha genis ve belirgin bir yapiya ulastigi goézlenmistir

(Sekil 1D, E, F).
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TESTIS DUKTUS EPIDIDIMIS DUKTUS DEFERENS

YETISKIN

Sekil 3. Yavru ve yetiskin kedi testis, duktus epididimis ve duktus deferens’in
morfolojik degerlendirilmesi. TA: Tunika Albuginea, ST: Seminifer Tubiil,
EE: Epididimis Epiteli, BH: Bagdoku Hiicreleri, DE: Deferens Epiteli, KK:
Kas Katmani, KD: Kan Damar1, Sar1 ok: Leydig Hiicreleri Bar: 50 pm (A,
C, D, E, F), 100 pum (B).

4.2. Immunohistokimyasal Bulgular
4.2.1. Osteokalsin

Yapilan boyamada osteokalsinin yavru kedi testisindeki bazi sertoli ve leydig
hiicrelerinde giiglii, germ hiicrelerinde ise orta ve ortadan giicliiye dogru yogunlukta
bir immunreaksiyon sekillendirdigi gézlendi (Sekil 2A). Bununla birlikte epididimis
epitel hiicreleri ve baz1 bag doku hiicrelerinin yan1 sira bazi kan damari duvarindaki
hiicrelerde de giiclii seviyede meydana gelen immunreaksiyonun niikleer ve
sitoplazmik sekillendigi belirlendi (Sekil 2B). Ancak immunreaksiyonun duktus
deferensin epitel hiicrelerinde ve kas katmanindaki hiicrelerde zayif, kan damari
duvarinda ise orta seviyede oldugu goriildii (Sekil 2C). Yetiskin kedi testisinin
seminifer tubiil duvarinda yer alan sertoli ve spermatosit hiicrelerinde orta seviyede

gbzlenen immunreaksiyonun spermatogonyumlarda ve spermatidlerde zayif diizeyde
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oldugu goriildii. Intertisyel alanda bulunan leydig hiicrelerinde ise immunreaksiyon
yogunlugunun orta seviyelerde sekillendigi tespit edildi (Sekil 2D)

Epididimis epitel hiicrlerinde giiglii gozlenen immunreaksiyonun bag doku
hiicrelerinde zayif oldugu saptandi (Sekil 2E). Duktus deferens epitel hiicrelerinde ise
immunreaksiyon yogunlugunun orta seviyelerde sekillendigi gozlenirken kas

katmanindaki hiicrelerde ise zayif oldugu goriildi (Sekil 2F).

DUKTUS EPIDIDIMIS

OSTEOKALSIN

Sekil 4. Yavru ve yetigskin kedi testis, duktus epididimis ve duktus deferensteki
osteokalsinin immunohistokimyasal ekspresyonu. ST: Seminifer Tubiil, EE:
Epididimis Epiteli, BH: Bagdoku Hiicreleri, DE: Deferens Epiteli, KK: Kas
Katmani, KD: Kan Damar1, Sar1 ok: Leydig Hiicreleri, Kirmiz1 ok: Germ
hiicreleri, Siyah ok: Sertoli hiicreleri, Sar1 ok basi: Spermatid, Siyah ok basi:
Spermatosit, Kirmiz1 ok basi: Spermatogonyum, Mavi ok basi: Sertoli
hiicresi, Yesil ok bast: Leydig hiicresi. Bar: 50 um (B, C, D, E, F), 25um
(A, d).

4.2.2. Osteonektin
Yavru kedi testisinde bulunan bazi germ, sertoli ve leydig hiicrelerinde sekillenen
immunreaksiyonun giiclii seviyede oldugu belirlendi (Sekil 3A). Buna paralel sekilde

immunreaksiyonun epididimisin epitel ve bazi bag doku hiicrelerinde de giiclii

seviyede oldugu goriildi (Sekil 3B). Ancak sekillenen immunreaksiyonun duktus
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deferensin epitel hiicrelerinde yok denecek kadar zayif oldugu goézlenirken, kas
katmanindaki baz1 hiicrelerde ise giicli sekillendigi saptandi (Sekil 3C).

Yetigkin testisteki osteonektin immunreaktivitesinin; sertoli hiicrelerinde ve
spermatidlerde negatif oldugu goriildii. Bununla birlikte immunreaksiyonun
spermatogonyumlarda ve leydig hiicrelerinde zayif, spermatositlerde ise ortadan
giicliiye dogru bir diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 3D). Ayrica immunreaksiyon
yogunlugu; epididimis epitel hiicrelerinde zayif, deferens epitel hiicrelerinde orta
seviyede gozlenirken, bag doku ve kas katmanindaki hiicrelerde ise negatif oldugu

saptandi (Sekil 3E, F).

TESTIS DUKTUS EPIDIDIMIS DUKTUS DEFERENS
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OSTEONEKTIN

Sekil 5. Yavru ve yetiskin kedi testis, duktus epididimis ve duktus deferensteki
osteonektinin immunohistokimyasal ekspresyonu. ST: Seminifer Tubiil,
EE: Epididimis Epiteli, BH: Bagdoku Hiicreleri, DE: Deferens Epiteli, KK:
Kas Katmani, KD: Kan Damari, Sar1 Ok: Leydig hiicreleri, Kirmiz1 ok:
Germ hiicreleri, Siyah ok: Sertoli hiicreleri, Sar1 ok basi: Spermatid, Siyah
ok basi: Spermatosit, Kirmizi ok basi: Spermatogonyum, Mavi ok bast:
Sertoli Hiicresi, Yesil Ok Basi: Leydig Hiicresi. Bar: Bar: 50 um (B, C, D,
E, F), 25um (A, d).
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4.2.3. Osteopontin

Yavru kedi testisinde gézlemlenen immunreaksiyonun bazi sertoli, germ ve leydig
hiicrelerinde orta ve giiclii seviyede oldugu goriildii (Sekil 4A). Fakat immunreaksiyon
epididimisin epitel hiicrelerinde zayiftan ortaya dogru, duktus deferensin epitel
hiicrelerinde zayif seviyede sekillenirken, epididimisin bag doku hiicrelerinde ve
deferensin kas katmanindaki hiicrelerinde ise negatif oldugu belirlendi (Sekil 4B, C).
Yetigskin kedi testisinin seminifer tubiilunda yer alan sertoli, spermatogonyumlar,
spermatidlerin yani sira leydig hiicrelerinde de osteopontin immunreaktivitesinin
negatif oldugu goriildi. Ancak spermatositlerde ise immunreaktivitenin giiglii
seviyede sekillendigi gozlendi (Sekil 4D). Bunlarla birlikte immunreaksiyonun
epididimis ve deferens epitel hiicrelerinde oldugu gibi kan damaruinda ve kas katmani

hiicrelerinde zayif seviyede meydana geldigi saptandi. (Sekil 4E, F).

TESTIS DUKTUS EPIDIDIMIS DUKTUS DEFERENS

OSTEOPONTIN

Sekil 6. Yavru ve yetiskin kedi testis, duktus epididimis ve duktus deferensteki
osteopontinin immunohistokimyasal ekspresyonu ST: Seminifer Tubiil, EE:
Epididimis Epiteli, BH: Bagdoku Hiicreleri, DE: Deferens Epiteli, KK: Kas
Katmani, KD: Kan Damari, Sar1 ok: Leydig hiicreleri, Kirmiz1 ok: Germ
hiicreleri, Siyah ok: Sertoli hiicreleri, Sar1 ok basi: Spermatid, Siyah ok bas:
Spermatosit, Kirmizi ok basi: Spermatogonyum, Mavi ok basi: Sertoli
hiicresi, Yesil ok basi: Leydig hiicresi. Bar: 50 um (A, B, C, D, E, F), 25um
(a, d).
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Elde edilen verilerin dogrulugunu ve immunohistokimya yonteminin
spesifikligini teyit etmek amaciyla, uygulanan boyama protokoliine kars1 her {i¢
antikor i¢inde herhangi bir immiinreaksiyonun gozlenmedigini gésteren negatif
kontroller(Sekil5).

NEGATIF KONTROLLER
OSTEOKALSIN OSTEONEKTIN OSTEOPONTIN
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Sekil 7. Osteokalsin, osteonektin ve osteopontin proteinleri i¢in negatif kontrol
immiinoreaktivitesinin gosterimi. Bar: 100 um (A), 25 pm (B, C).
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5. TARTISMA

Erkek iireme sistemi; testisler, epididimis kanali, deferens kanali ve eklenti bezleri
gibi yapilardan olugmaktadir. Bu yapilar, iireme i¢in elzem olan spermlerin;
olusumunu, dollenme yetenegini kazanmasini, depolanmasini ve bosalmasini
saglamak ve erkek gelisimi i¢in 6nemli androjenler tiretmek gibi birgok dnemli isleve
sahiptir (53). Androjenler; testislerdeki leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testesteron
ve Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen inhibin B ve Miillerian inhibitér madde (MIS)
hormonlaridir. Bu hormonlarin kontrolii 6n hipofiz bezinden salgilanan ve
hipotalamus tarafindan iiretilen gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) tarafindan
diizenlenen folikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinize edici hormonudur (LH). Bu
hormonlar vasitasiyla erkek cinsel gelisimi ve islevin siirdiiriilmektedir (54). Erkek
tireme sisteminin bu dinamik yapisinin korunmasi ve devamlilig1 i¢in bir¢ok hormonal
ve molekiiler faktoriin etkili oldugu bilinmektedir. Bu faktorlerden bir kisminin
osteokalsin, osteonektin ve osteopontin proteinleri oldugu ifade edilmistir (35, 55, 56).
Ancak yapilan literatiir taramasinda bu proteinlerin erkek iireme sistemindeki rolleri
ve etkileri hala tam olarak agiklia kavusmamistir. Bu nedenle sunulan ¢alisma;
literatiire yeni katkilar sunmasi ve kedi testisi ile ilgili ilk ¢calisma olmasi bakimindan
Onem arz etmektedir.

Osteokalsin; kemikte en bol bulunan proteinlerden biri olup sadece osteoblastlar
tarafindan iiretilmektedir. Baslangi¢ta kemik mineralizasyonunun bir inhibitorii
oldugu disiiniilen osteokalsinin tiim viicut metabolizmast ve {iremenin
diizenlenmesine kadar uzanan daha genis bir rolii oldugu 6ne siirlilmiistiir. Bununla
birlikte osteokalsinin insiilin mekanizmasina etki ederek iskelet ve yag dokunun
fizyolojisine katki saglayabildigi ve ayrica testislerdeki leydig hiicrelerdinde ifade
edilerek testosteron iiretiminin uyarilmasina aracilik ettigi bildirilmistir (32). Haspolat
ve ark. yaptig1 calismada osteokalsinin basta kas, yag doku, karaciger vb. organ ve
dokulara etki ettigi ve bununla birlikte genital sistemde de 6nemli bir rol oynadigi ileri
stiriilmiistiir (57). Bir diger calismada osteokalsinin 6zellikle steroid hormonlarin
sentez ve diizenlenmesinde etkin rol oynadig: belirtilmistir (30). Insanlarda yapilan
deneysel calismada Osteokalsinin testosteron iiretiminin diizenleyicisi olarak islev

aldig1 gosterilmistir. Buna paralel olarak Osteokalsinin ve kemik doniisiimiiniin genel
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popiilasyonda ve kemik bozukluklar1 olan hastalarda testosteron dolagim seviyeleriyle
sinerjik bir iliski i¢inde oldugu gosterilmistir (58). Ayrica erkeklerde ergenligin
ortasinda serum osteokalsini ve testosteron seviyeleri arasinda 6nemli bir iliski
olduguna dikkat ¢ekilmistir (59). Bununla birlikte insanlarda osteokalsin ve reseptorii
olan Gprc6a'nin birincil testis yetmezliginin gelisimi ile dogrudan iligkili olabilecegi
de One siirtilmiistiir (60). Farelerde yapilan ¢alismada osteokalsinin; direkt leydig
hiicrelerini etkileyerek testesteron salmiminmi arttirdigi, dogurganhigit ve canli
bliylimegi dogrudan etkiledigi hatta testis boyutu ve agirligina da olumlu yonde etki
ettigi ifade edilmistir. Bununla birlikte OC eksikligi olan farelerde epididim ve seminal
vezikiil agirliklarinda azalma meydana gelmesinin yan1 sira spermiyum sayisinda ve
hareketinde azalma sekillendigi bildirilmistir. Bunlar sonucunda da osteokalsinin direk
dogurganliga pozitif yonden katki sagladigina ve germ hiicrelerde apoptozusu
engelledigine kanaat getirmiglerdir (61). Karsenty’in, (2023); yaptigi calismada
osteokalsinin erkek lireme islevinin bir diizenleyicisi oldugu ve 6zellikle testesteron
biyosentezinde rol aldigimi belirtmistir. Bunula birlikte osteokalsinin, Gprcba
araciligiyla leydig hiicrelerine etki ettigi ve bunlarin c¢ogalmasini saglayarak
testosteron iiretimini ve erkek dogurganlik testosteronunu artirdigi ifade edilmistir (36,
62). Bir baska calismada, osteokalsin seviyelerinin erkeklerde testosteron seviyeleriyle
iligkili oldugunu ve osteokalsin'nin testosteron tlretimini desteklerken testosteronun
osteoblastlardan osteokalsin salinimini etkiledigi ve potansiyel bir diizenleyici geri
bildirim dongiisii oldugunu gostermektedir (63). Bu c¢alismalarin yan1 sira
osteokalsinin kas dokunun gelisimi ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde rol
aldig1 ve 6zellikle osteoporoz, paget hastaligi, prostat kanseri, meme kanseri ve kemik
tiimorlerinde hiicrelerin cogalip farklilagmasini etkiledigi ve bu hastaliklarin tanisinda
kullanilan 6nemli bir klinik belirte¢ oldugu gosterilmistir (64-68). Sunulan ¢aligmada;
insan (32, 36) ve fare (61) ¢alismalarinda oldugu gibi osteokalsinin yavru ve yetiskin
testislerin leydig hiicrelerinde de lokalize oldugu gézlenmistir. Lokalizasyonun yavru
leydig ve sertoli hiicrelerinde daha yogun gozlenmesi, ostekalsinin bu donemdeki
hiicrelerin gelisimi ve fizyolojik etkileri tizerinde dogrudan bir etkisi olabilecegini akla
getirmistir. Ayni sekilde yavru testisin germ hiicrelerinde, yetiskin testisin spermatosit
ve sertoli hiicrelerinde orta ve giigliiye dogru bir lokalizasyonun gozlendigi ve

bununda osteokalsinin bu hiicrelerin boliinmesine, ¢gogalip ve farklilasmasina etki

33



ederek cinsel aktiviteyle dogrudan pozitif bir iliskisi olabilecegi diistiniilmiistiir. Yavru
ve yetiskin epididimiste immunreaksiyonun giiclii seviyede gozlenmesi; ostekalsinin
yavrularda epididimisin hiicresel yapisina katilarak gelisiminde ve biiylimesinde rol
oynayabilecegi, yetiskinlerde ise spermiyumlarin olgunlagsmasi ve depolanmasi gibi
fizyolojik fonksiyonlarina katki saglayabilecegi kanaatine varilmistir. Bunlarla birlikte
osteokalsin immunreaksiyon yogunlugu yavru duktus deferenste yok denecek kadar
zayif iken yetiskin deferens epitelinde ise orta seviyelerde gozlenmesi, osteokalsinin
yetiskin donemdeki deferensin fizyolojik rollerinin yerine getirilmesinde ve
hiicrelerinin ¢ogalip farklilasmasinda etkili bir role sahip olabilecegi diisiincesindeyiz.
Ayrica bazi damarlarda immunreaksiyonun gozlenmesi, osteokalsinin endotel
hiicrelerin ¢ogalmasinda etkili olabilecegi kanaatine varilmistir.

Osteonektin; hiicrelere ve hiicre disi matris (ECM) bilesenlerine baglanan
biyolojik olarak aktif glikoprotein ailesinin bir prototipidir. Embriyogenezis, doku
yeniden sekillenmesi ve onarimi sirasinda mekansal ve zamansal olarak ifade edildigi
bildirilmistir. Ayrica osteonektinin; hiicrelerin yapismasi, ¢ogalmasi, goclinii ve
farklilasmasini modiile ettigine dikkat ¢ekilmistir. Bununla birlikte osteonektinin testis
gelisiminin regiilasyonunda kritik bir rol alarak leydig ve sertoli hiicrelerinde ifade
edildigi belirtilmistir (69, 56). Yapilan calismada osteonektinin dogrudan gelismekte
olan germ hiicreleriyle etkilesime girdigi, spermatogenezi uyarigi, testis somatik
hiicrelerinin otokrin veya parakrin aglar aracilifiyla davraniglarini diizenleyebildigi
belirtilmistir. Ayrica bu glikoproteinin, Leydig ve Sertoli hiicrelerinin morfolojisini
etkileyerek islevlerini diizenleyebilecegi de diisiiniilmektedir (43). Wilson ve ark.
(2006) farelerde yapmis olduklar1 immiinohistokimyasal tespit calismasinda Anti-
SPARC antikorunun, Sertoli ve germ hiicrelerinin sitoplazmasinda ve testis
kordlarinin i¢inde pozitif oldugu gézlemlemistir. Bununla birlikte SPARC'in Sertoli,
Leydig ve germ hiicrelerinin yapisinda goriilmesi, SPARC’1n fotal testis gelisimi
sirasinda bu hiicreler icin hiicre i¢i diizenleyicisi olarak bir rol oynadigim
bildirmislerdir. Ozellikle, fotal testiste SPARC ekspresyonunda artis oldugunu ve
Sertoli ile Leydig hiicrelerinde yogun bir sekilde bulundugunu gostermektedir. Ayrica
SPARC’1n testis germ hiicrelerinin farklilagmasina testis gelisimine ve dogurganligin
kontroliinde kritik rollere sahip olabilecegi ifade edilmistir (56). Farelerde yapilan bir
baska arastirmada da SPARC’1n yetiskin testisinin leydig hiicrelerinde ekspresse
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oldugu bildirilmistir (70). Holland ve ark. (1987) yapmis olduklar1 deneysel ¢alismada
yetiskin ve olgunlasmamis iki haftalik farelerin testislerinde SPARC ekspresyon
yogunlugunun, seminifer tiibiillerde (Sertoli hiicreleri ve gelisen spermatogoniyumlar)
diisiik seviyelerde iken, interstisyel hiicrelerde (leydig), endotel hiicrelerinde ve
kapsiilde yiiksek seviyelerde oldugu gosterilmistir (71). Osteonektin ile yapilan
calismalarin ¢ogunda, osteonektinin hiicre yapismasi, ¢ogalmasi, gocii ve dokularin
yeniden sekillenmesinin diizenlenmesinde rol oynadigi ve yara iyilesmesi ile timor
ilerlemesi gibi hiicre dis1 matris yenilenmesini gerektiren gelisim siireglerinde
ekspresse oldugu da bildirilmistir (72-74). Yapilan literatiir taramasinda Osteonektinin
erkek tireme sistemi ile ilgili ¢calismalarin oldukga kisitli olmast ¢alismamizi degerli
ve giincel kilmistir. Calismamizda yavru testisteki bazi germ, sertoli ve leydig
hiicrelerinde giiclii seviyede immunreaksiyon oldugu ve bununda yapilan ¢aligmalar
(43, 56, 70, 71) destekler nitelikte oldugu belirlenmistir. Ancak yetiskin kedi testisi
icin Holland ve ark. (71) ifade etmis olduklarinin aksine leydig hiicrelerinde
immunreaksiyon negatif gozlenirken, yetiskin sertoli hiicreleri i¢in ise paralel bulgular
oldugu goriilmistiir. Leydig hiicrelerindeki bu degisimin de tiirler arasindaki
farkliliktan kaynaklanabilecegi 6n goriilmistiir. Bununla birlikte spermatositlerdeki
immunreaksiyonun gliclii seviyeye yakin olarak gozlenmesi, osteonektinin bu
hiicrelerin direk yapisina katilabilecegi ve olgunlasmasinda rol alabilecegini
diistindiirdii. Bununla birlikte osteonektinin yavru epididimiste, yetiskine oranla daha
giiclii seviyede olmasi osteonektinin epididimisin gelisim ve farklilasmasini dogrudan
etkileyebildigi ve buna bagli olarak gelisim ilerledikge mitojenik aktivitenin
azalmasina paralel olacak sekilde ekspresyonda azalma oldugu diisiincesindeyiz.
Osteonektin ekpsresyon yogunlugunun yavru duktus deferensin kas katmanindaki diiz
kas hiicrelerinde giiclii gdzlenmesi, osteonektinin dogrudan bu hiicrelerin
farklilasmasina, ¢ogalmasina ve bdliinmesine etki edebilecegi ve yapisina
katilabildigini diislindiirdii. Yetiskin deferensin epitel hiicrelerinde ekspresyounun
yavrulardakine oranla daha giiclii ve orta seviyelerde gézlenmesi, osteonektinin belli
bir bliylimeye ve gelisimden sonra deferens epiteline etki ettigi ve seksiiel olgunluga

ulagmakla paralel olabilecegi diigtintilmiistiir.
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Osteopontin, baglangigta sigir diafiz kemiginin mineralize matrisinden izole
edilen oldukca asidik bir glikoprotein olarak bilinir. Daha sonra yapilan arastirmalarda
OPN’nin bobrek, beyin ve erkek seminal sivilar1 dahil olmak iizere ¢esitli dokularda
var oldugu da bildirilmistir (55). OPN'nin islevi, ekspresse oldugu hiicre tipine baglh
olsa da, baslica rollerinin hiicrelerin yapigsmasi, hiicre i¢i sinyallerin iiretimine yol agan
hiicre aktivasyonu ve ¢ogalmasi olabilecegi ifade edilmistir (75, 76). insanlarda
yapilan deneysel ¢alismalarda OPN’nin spermlerde var oldugu ve kisir erkeklerde
OPN seviyesinin normal dogurgan erkeklere oranla belirgin bir seviyede diistiigii ifade
edilmistir. Bununla birlikte ¢calismada OPN’nin spermlerin hareketi, konsantrasyonu
ve kalitesi lizerinde pozitif etkiye sahip olabilecegi ve kisirlik tedavisinin molekiiler
mekanizmasinda rol alabilecegine dikkat c¢ekilmistir (77). Luedtke ve ark. ratlarda
yaptiklar1 ¢alismada osteopontinin sprematosit ve spermatogonyumlarda, efferent
kanallari ile epididimiste ekspresse oldugu bildirilmistir. Ozellikle OPN reaktivitesinin
epididmis hiicrelerinin apikal bdlgesinde goriilmesinin, OPN’nin epididim
limeninden kalsiyumu uzaklastirmaya ve bdylece mineral birikimini ve buna bagl
sperm dogurganligindaki azalmayi 6nlemeye hizmet edebilecegini 6ne stirmiistiir (48).
Ratlarda yapilan bir bagka calismada Luedtke ve ark. paralel sekilde osteopontinin
testis, ve epididimal spermatozoalarda pozitif bir immun reaksiyon meydana
getirirken, epididimisin epitel hiicrelerinde negatif oldugu bildirilmistir. Bu calismada
OPN immunlokalizasyonun seminifer tubiiliin bazal ve adluminal bdlgesinde
goriilmesi ile osteopontinin bir Sertoli hiicre iirlinli olabilecegini diislindiirmiistiir.
Ayrica epididimal olgunlagma sirasinda testis hiicrelerinin yapismasinda rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (78). Bogalarda yapilan ¢aligmada OPN’nin testiste
spermatositlerde, sperm zarlarinda, epididimiste ve epididimal sivilarda tespit edildigi
ve buna bagli olarak da OPN’nin d6llenme siirecinde dogrudan bir rol alabilecegi ifade
edilmistir (51). Kopek, boga ve domuzda yapilan caligmalarda OPN varligi ve
seviyesinin sperm hareketliligi ve dogurganlik arasinda bir iligski olup olmadiginin
ortaya konulmasi amaglanmistir. Bunlar sonucunda osteopontinin sperm kalitesini ve
hacmine etki ederek dogurganlikta kritik bir rol alabilecegini bildirmislerdir (79-83).
Farkli olarak (55), OPN'nin farkli gelisim asamalarinda domuz testisinde esas olarak

spermatosit, sertoli hiicreleri ve leyding hiicrelerinde ifade edildigini bulmuslardir.
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Koyun erkek iireme sistemi ile ilgili yapilan c¢alismada OPN
immunreaksiyonunun yasa ve dokuya Ozgl farkliliklar gosterdigi belirtilmistir.
Puberta 6ncesi koyunlardaki immunreaksiyonun testisin interstisyel alaninda pozitif
oldugu gozlenirken, cinsel olgunluga wulasan testiste seminifer tubiillerdeki
spermatidlerde pozitif sekillendigi gosterilmistir. Epididimisin caput ve corpus
kisimlarinda, OPN immiinoreaktivitesi puberta Oncesi koyunlarda gevsek bag
dokusunda ve diiz kaslarda pozitif iken cinsel olgunluga ulasanlarda ise OPN'nin
epitelde yogun bir immiinoreaktivite meydana getirdigi belirtilmistir. Ayrica OPN
immunreaktivitesinin puberta Oncesi duktus deferens epitelinde negatif iken yasin
ilerlemesine bagli ve puberta sonrasi pozitif oldugu gosterilmistir. Bu sonuglarinda,
OPN ekspresyonunun Hu koyunlarinda spermatogenez ve spermatozoa fonksiyonu ile
yakindan iligkili olabilecegi ifade edilmistir (84). Bu caligmalarin yami sira
osteopontinin; beyin, meme, akciger, mide, karaciger, pankreas ve goz kanserinin
gelisimi ve yayilmasinda rol oynadigi, farkli reseptorlerle etkilesime girerek cesitli
kanser sinyal yollarini baslattig1 ve kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini, yayilmasini,
gbclinil ve istilasini artirdigi da bildirilmistir (85). Sunulan bu tez ¢calismasi, Siiteri ve
ark., 1995 (78), Kim ve Shin, 2007 (55), Zhang ve ark. 2016 (77) yapmis olduklari
calismalara paralel olacak sekilde yavru kedi testisinde yer alan germ, sertoli ve leydig
hiicrelerinde osteopontin immunolikalizasyonu giiclii seviyede goriildii. Ozellikle
giiclii gdzlenen bu ekspresyon ile osteopontinin bu hiicrelerin farklilasip gelismesinde
ve testesteron salinim mekanizmasinin kontroliinde rol alabilecegini diisiindiirdii.
Koyunlarda (84) elde edilen bulgularda oldugu gibi bu tezde de osteopontin
immunreaksiyonunun deferens kanalinin epitel hiicrelerinde yavrularda ¢ok zayif,
yetiskin kedilerde ise daha yogun oldugu goriildii. Ancak koyunlarda ifade edilenin
aksine yavru kedilerin epididimis epitelindeki ekspresyon yogunlugunun
yetiskinlerinkine kiyasla daha giiclii oldugu belirlendi. Boylece osteopontinin deferens
ve epididimisteki baz1 hiicrelerin boliinmesine ve farklilasmasina katki saglayabilecegi
kanaatine varildi. Ayrica Erikson ve ark. (51) bulgularinda oldugu gibi ¢calismamizda
da yetiskin testis hiicrelerinde sadece spermatositlerde giiclii reaksiyonun gozlendigi
ve bununda osteopontinin olas1 olarak bu hiicrelerin yapisina katilabildigi ve bu

hiicrelerin metabolik ile fizyolojik fonksiyonlarinda rol oynadigini akla getirmistir.
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Bununla birlikte; bizim tez sonug¢larimiz ile yukarda bahsettigimiz ¢aligsmalarin
sonuclar1 kiyaslandiginda, OPN'nin ekspresyon yogunlugunun farkli tiirlerin veya
dokularin karakteristik Ozelliklerine gore OPN'nin farkli biyolojik islevlere sahip

olabilecegini diistindiirmiistiir.
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6. SONUC

Bir¢ok metabolik ve biyolojik fonksiyona sahip olan ostaokalsin, osteonektin ve
osteopontin proteinlerinin yavru ve yetiskin kedi testisindeki varliklari ilk olarak bu
calisma ile ortaya konulmustur. Her ii¢ proteinin yavru ve yetiskin kedilerdeki testis,
epididimis ve deferens kanallarinda farklt yogunluklarda ekspresse oldugu
gozlenmistir. Gozlemlenen ekspresyonun boyama yogunlugu ve dagilimi agisindan
kedi wrklar1 arasinda herhangi bir farkliligin bulunmadigi ortaya konulmustur. Elde
edilen sonuclara bakildiginda osteokalsin, osteonektin ve osteopontinin; germ
hiicrelerinin farklilasip c¢ogalmasinda, leydig hiicrelerinde dogrudan testesteron
saliniminin diizenlenmesinde ve seminifer tubiil duvarindaki hiicrelerin metabolik ve
mitotik aktivitelerinde olasi islevlere sahip olabilecekleri akla getirilmistir. Boylece
osteokalsin, osteonektin ve osteopontinin spermlerin; liretimi, hareketliligi tasinmasi
ve depolanmasinda kritik islevler {stlenerek dogurganlik igin kritik roller
alabilecekleri kanaatine varilmistir. Sonug olarak; elde edilen immunohistokimyasal
bulgular ile basta kediler olmak iizere birgok memeli hayvanin erkek lireme sistemi ve
dogurganlik ile ilgili galigmalara kaynaklik edebilecegi, nesli tiikkenme tehlikesi altinda
olan canlilar ile ilgili arastirmalara katki saglayabilecegi diisliniilmiistiir. Ayrica erkek
genital sisteme ait basta kisirlik olmak iizere ¢ok sayida kalitsal ve patolojik
problemlerin ¢oziilmesi ve tedavi edilmesi icin yeni yontemlerin ortaya ¢ikmasina

katki saglayabilecegini kanaatindeyiz.
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EKLER
EK-1. Etik Kurul Karar Belgesi

15 Subat 2014 CUMARTESI Resmi Gazete Sayi : 28914

YONETMELIK

Orman ve Su isleri Bakanhigindan:
HAYVAN DENEYLERI ETiK KURULLARININ CALISMA USUL VE
ESASLARINA DAIR YONETMELIK
BIRINCI BOLUM
Amagc, Kapsam, Dayanak, Tanimlar ve Kisaltmalar
Amac

MADDE 1- (1) Bu Yonetmeligin amaci, deney hayvanlar ile yapilacak olan bilimsel
arastirma, test, egitim, 6gretim gibi temel etkinliklerde kullanilan yéntem ve materyaller ile ilgili
kabul edilebilir etik standartlarin belirlenmesine, hayvan deneyleri merkezi etik kurulu ve hayvan
deneyleri yerel etik kurullarimin kurulus ve ¢alismalarina, yapilmasi planlanan iglemlerin
sunulmasina, arastirma ve ¢alisma onerilerinin incelenmesi ve izin verilmesine, uygulamalarin
izlenmesine, deney hayvanlari tizerinde yapilan biitiin prosediirlerin kayit alina alinmalarina ve
bu prosediirlerin aninda ya da geriye dogru izlenebilmelerine, biitiin iglemlerin
denetlenebilirliginin saglanmasina ve ilgili islemlerin gerektiginde sonlandirilmalarina iliskin
esaslari belirlemektir.

h) HADYEK uyelerine ait bagvurular gorigiliurken ilgili kurul tyesi gorugsmelere katilamaz
ve oy kullanamaz.

1) Hakkinda “Diizeltilmesi gerekir” karar verilen projeler, diizeltildikten sonra tekrar
degerlendirilir. “Sarth olarak uygun™ karar verilen projeler, HADYEK tarafindan belirlenecek bir
siire boyunca, hayvan refalhi birimi tarafindan izlenip, istenen sartlarn yerine getirilip
getirilmedigi degerlendirildikten sonra uygun ya da uygun degildir seklinde karara baglanmr ve
proje ile ilgili HADYEK'e rapor verilir.

i) Izin verilen projelerde hayvan refahim olumsuz etkileyecek herhangi bir degisiklik olup
olmadig: yerel etik kurulu tarafindan denetlenir. Yerel etik kurulu, onaylanan projeye uyulmamasi
durumunda, verilen izni iptal eder. Iznin iptal edilmesi durumunda; hayvan refahi birimi

tarafindan, projede kullanilan veya kullanilmas: dngoriilen hayvanlarin refahinin olumsuz yonde
etkilenmemesi saglanir.

i) HADYEK onayl alindiktan sonra projedeki ve calismaya katilacak kisilerdeki degisiklikler
proje yuriitiiciisii tarafindan HADYEK e yvazihi olarak bildirilir ve onay: alinir.

k) Asagdaki miudahaleler HADYEK iznine tabi degildir:

1) Teghis ve tedavi amacgh klinik uygulamalar.

2) Olit hayvan veya dokusu, mezbaha materyalleri, auk fetuslar ile yapilan prosediirler.
3) Sut sagma.

4) Diska veya althk drnegi toplama.

5) Surantia ile ornek alma.

1) Tir tanumlama ile ilgili dogadan yaban hayvan kullamlmasinda Genel Mudtirlikten
alman izin, HADYEK izni yerine geger.

m) Saha arastirmalarinin birden fazla ilde yiuritiilmesi halinde sadece bir yerin HADYEK
onayimn alinmasi yeterlidir.

n) Kayitlar HADMEK ve Bakanhifin denetimine agik tutulur. HADYEK, gerektifinde

konusunda deneyimli uzmanlarim yazih goriislerini alabilir veya HADYEK toplantisina davet
ederek sozlii veya yazil1 gorus isteyebilir.
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