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Amag: Testisin inis mekanizmasi ve inmemis testisin nedenleri konusunda farkli teoriler ileri siiriilmekle
birlikte etyopatogenezi net olarak agiklanamamistir. En popliler teorilerden biri ¢ogunlukla hayvan
deneylerine dayanan genitofemoral sinir, calcitonin gene-related peptide (CGRP) ve kremaster kasi ige-
ren hipotezdir. Bu hipotezin insana uyarlanabilirliligi tartismalidir. Calismamizda inmemis testisi olan ve
olmayan ¢ocuklarin kremaster kasinda CGRP reseptdr varligini analiz ederek CGRP’nin inmemis testiste-
ki olasi roliinii degerlendirmeyi amagladik.

Yéntem: Bu klinik prospektif calismaya inmemis testisi olan 15 erkek, inguinal hernisi olan 15 kiz ve 15
erkek ¢ocuk dahil edildi. Operasyonlar esnasinda kremaster kas érnekleri alindi. CGRP reseptér varligi,
CGRP antikoru kullanilarak gésterildi.

Bulgular: Gruplara gére yas dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Her bir
erkek cocuk grubunda CGRP reseptérii saptanirken, kiz cocuk grubunda ise saptanmadi. inmemis testis
grubunda, testisi inmis gruba gére daha yiiksek oranda reseptér saptandi (sirasiyla; %64,7 ve %35,3),
iki grup arasinda istatistiklsel fark ise anlamlilik sinirindaydi (p=0,05).

Sonug: Kremaster kasinda CGRP reseptérlerinin kiz coguklarinda bulunmayip sadece erkek ¢ocuklarinda
bulunmasi CGRP’nin testis inisinde rolii olabilecegini diisiindiirmistiir. Ancak hem inmemis testis, hem
de inmis testisi olan gruplarda, reseptér bulunan ve bulunmayan olgularin birlikte olmasi bu konuda net
bir ¢ikarim yapmayi kisitlamistir. Kremaster kasi ve CGRP ile birlikte androjenlerin etkilerini ve guberna-
kiilumu da icerecek sekilde yapilacak kombine ¢alismalara ihtiyag oldugunu disiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: inmemis testis, calcitonin gene-related peptide (CGRP), kremaster kasi, cocuk
ABSTRACT

Objective: Although different theories have been proposed about the descending mechanism of the
testis and the causes of undescended testis (UDT), its etiopathogenesis hasn’t been clearly explained.
One of the most popular theories is the hypothesis that includes the genitofemoral nerve, CGRP and
cremaster muscle (CM), which are mostly based on animal experiments. The adaptability of this hypot-
hesis to human is controversial. In this study, we aimed to evaluate the possible role of CGRP in UDT by
analyzing the CGRP receptor in the CM of children with and without UDT.

Method: This clinical prospective study included 15 boys with UDT, 15 girls with inguinal hernia (IH) and
15 boys with IH. CM samples were taken during the operations. The CGRP receptors were demonstrated
using the CGRP antibody.

Results: No statistically significant difference was found between the groups in terms of age distributi-
on. While CGRP receptor was detected in each boy group, it wasn’t detected in the girl group. In the UDT
group, there was a higher rate of receptors than the children with normal testis (64.7% and 35.3%,
respectively), statistical difference between the groups was within the limit of significance (p=0.05).
Conclusion: CGRP receptors in the CM weren’t found in girls but only in boys, suggesting that CGRP may
play a role in testicular descent. However, the fact that both the UDT and the descended testis group
consisted of patients with and without receptors, restricted making a clear conclusion about this matter.
We think that combined studies, including the effects of androgens and gubernaculum together with
CM and CGRP are needed.

Keywords: Undescended testis, cremaster muscle (CM), Calcitonin gene-related peptide (CGRP), child-
ren
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Giris

inmemis testis, testisin normal gé¢ yolu {izerinde bir
yerde kalmis olmasini ifade eder ve pediatrik cerra-
hide erkek cocuklarda inguinal herni ile beraber en
fazla tespit edilen durumdur ). insidansi miadinda
dogan bebeklerde %3-5 arasinda bildirilmektedir 4,
Bu oran genelde (¢ ayin sonunda %1-2’ye, 6-12 ay
arasinda ise %1’e kadar diismektedir (59, Testisin inis
mekanizmasi ve inmemis testisin neden oldugu ko-
nusunda ¢ok cesitli teoriler mevcut olmakla birlikte
inmemis testisin etyolojisi ile ilgili tartismalar halen
strmektedir 79, Bu konuda mevcut literatiirde (¢
onemli teori 6ne ¢ikmaktadir.

Birincisi Tanyel tarafindan gelistirilen, testisin seksel
dimorfik olan otonom sinir sisteminin etkisiyle indigi,
inmemis testiste sorunun otonom innervasyonda to-
nus dizensizligi ve persistan sempatik tonus artisinin
oldugu teorisidir #*+'2_ Hadziselimovic tarafindan ile-
risirlilen teoride ise testisin inisindeki mekanizmanin
hipotalamo-hipofizo-gonadal aks etkisiyle intratesti-
kiiler testesteron artmasi oldugu ve amacin testisin
degil epididimin inisi oldugu belirtilmistir :3-16),

Hutson ise Hadziselimovic’in aksine hipotalamo-
hipofizo-gonadal aksin ve androjenin inmemis
testisin temel nedeni olmadigini ve tam androjen
duyarsizliklarinda bile testisin bir miktar indigini
belirtmistir 1), Hutson ve arkadasalari yaptiklari
randomize, kontrolli calismalarda, gonadotropin-
ler ve/veya gonadotropin salgilatict hormonlar ile
yapilan tedavilerin, testikiiler iniste plasebodan
minimal daha iyi oldugunu tespit etmisler ve bu
sonucun sebebinin de inmemis testis etyolojisinin
androjen eksikliginden ziyade ¢ok daha karmasik bir
sire¢ olmasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir
®18) Hutson testisin inisini aciklamak icin de Gnlu
Calcitonin gene related peptid (CGRP) deneylerini
kullanmis ve inguinal inisin CGRP sayesinde oldugu
hipotezini kurmustur %2, Hutson’in bu konuda gu-
bernakulum, kremaster kasi ve CGRP’yi iceren ¢a-
lismalari cogunlukla hayvan deneylerindeki gbzlem-
lere dayanmaktadir ve insanlara uyarlanabilecegi
konusu da tartismalidir.

Mevcut ¢alismada kiz ve erkek ¢ocuklarinda kremas-
ter kasindaki CGRP reseptor varligini arastirmayi ve
sonrasinda inmis ve inmemis testisi olan ¢ocuklarin

kremaster kasinda CGRP reseptdr bulunma oranlarini
karsilastirmayi amacladik.

Gereg ve Yontem

Bu klinik prospektif calisma Universitemizin lo-
kal etik kurulundan onay alindiktan sonra (karar
no:11.04.2010-71) 2010 ile 2011 yillari arasinda ger-
ceklestirilmistir. Calismaya dahil edilen tim ¢ocukla-
rin ailelerinden yazili onam alinmistir.

Cocuk Cerrahisi poliklinigine basvuran ve palpe edile-
bilen inmemis testis veya inguinal herni tanisi konu-
larak ameliyat planlanan hastalar ¢alisma gruplarini
olusturmustur. Calismada 3 grup olusturulmustur.
Birinci grupta inmemis tstisi olan 15 gocuk, ikinci
grupta inguinal hernisi (testisi inmis) olan 15 erkek
cocuk ve Uglincl grupta ise inguinal hernisi olan 15
kiz cocuk yer almistir. Ektopik, retraktil, palpe edile-
meyen testisi olanlar ile niiks vakalar ve daha dnce
inguinoskrotal patoloji nedeniyle cerrahi islem gecir-
mis gocuklar ¢alismaya dahil edilmemistir.

Kremaster kas lif 6rnekleri klinikte ¢alisan, inmemis
testis ve inguinal herni ameliyatlarini yapan ¢ocuk
cerrahlari (lg kisi) tarafindan yapilan operasyonlar
esnasinda yaklasik 1 mm kiip olacak sekilde alinmis-
tir. Her 6rnege bir numara verilmis ve érnekler ayni
patolog tarafindan degerlendirilmistir. Patolog taniya
ve hastanin yer aldigi gruba kor olarak degerlendirme
yapmistir.

immunhistokimyasal degerlendirme; Bloklara asagi-
da belirtilen islemler sira ile uygulandi.

- “Poly-I-lysine” ile kaplanmis lam Uzerinde 3 mikron
kalinhginda kesitler alindi.

- Fiziksel deparafinizasyon icin kesitler bir gece
37°C’de etiivde bekletildi.

- Kimyasal deparafinizasyon:3x10 dk. ksilen + 3x10
dk. % 96’lik alkol ile gergeklestirildi.

- Lamlar deiyonize distile su icinde 5 dk. bekletildi.

- Endojen enzim blokaji: lamlar % 3’lik H,0, solusyo-
nunda 20 dk. bekletildi.

- Lamlar deiyonize distile su iginde 5 dk. bekletildi.
-Antijen retrieval: sitrat buffer (ph:6) mikrodalga fi-
rinda kaynatildi. Sicak distile su i¢cinde bekletilen lam-
lar sitrat buffer (ph:6) solusyonuna alindi. Mikrodalga
firinda 800 Watt’a sokland. ilk kaynama oldugu anda
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enerji 150-200 watt’a disurulerek 15 dk. kademeli
soklama yapildi. Stre sonunda enerji kesildi ve lamlar
30 dk. sogumaya birakildi.

- Yikama (2x5 dk. Phosphate baffur saline ile) yapildi.
- Lamlardaki dokularin etrafi Pap-pen ile gizildi.
-Protein blokaji: 5 dk. Blocking Reagent-ultra v blok,
“ready to use”, Labvision ile yapildi.

- Primer antikor ile inklibasyon: solusyon lam yize-
yinden uzaklastirildi. Lamlar primer CGRP antikoru
[(Calcitonin (SP17) antibody monoclonal, ready-to-
use, GeneTex, Inc)] ¢ozeltisi ile 372C’de etlivde, lamin
kurumasi engellenecek sekilde inkibe edildi.

- Yikama (2x5 dk. PBS ile) yapildi.

- Sekonder antikor (linking) ile inkiibasyon (20 dk. Bi-
otinylated goat anti-polyvalentlabvision ile) gercek-
lestirildi.

- Yikama (2x5 dk. PBS ile) yapildi.

- Streptavidin peroksidaz (labelling) ile inkGibasyon
(20 dk. Labvision ile) gerceklestirildi.

- Yikama (2x5 dk. PBS ile) yapildi.

- Kromojen ile inkiibasyon: aminoetil karbazol-AEC
Labvision ile yapildi.

- Mayer’s hemotoksilen ile zemin boyanmasi (4 dk.)
yagpildi.

- Distile su ile yikama gergeklestirildi ve Aques Medi-
um ile kapama yapildi.

immunbhistokimyasal olarak CGRP reseptdr varligl, isik

Coc. Cer. Derg. 2020;34(1):24-9

mikroskopunda kremaster kasinda sitoplazmik bo-
yanma dikkate alinarak yapildi. Boyanma var ve yok
olarak siniflandirildi. istatistiksel analizler igcin NCSS
(Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS
2008 Statistical Software (Utah, USA) programi kulla-
nilmistir. Niceliksel verilerin ve normal dagilim goste-
ren parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda
Oneway Anova testi kullaniimistir. Niteliksel verilerin
karsilastirilmasinda ise ki-kare testi kullaniimistir. An-
lamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.

Bulgular

Calisma grubunda hastalarin ortalama yasi sirasiyla,
inmemis testis grubunda 23,20+7,97, inguinal hernisi
olan erkek gocuk grubunda 18,65+11,18 ve inguinal
hernisi olan kiz gocuk grubunda ise 23,52+15,30 idi.
Gruplara gore yas dagihmi agisindan istatistiksel ola-
rak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0,05, One-
way ANOVA test).

Kremaster kasinda CGRP reseptorleri inmemis testis
ve inguinal hernisi olan erkek ¢cocuk grubunda tespit
edildi (Sekil 1). Ote yandan inguinal hernisi olan kiz
cocuk grubunda ise kremaster kasinda CGRP resep-
torl tespit edilmedi. Reseptor varligl agisindan grup-
lar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi
(p<0,01). inmemis testis grubunda reseptér insidansi

Sekil 1. a) inmemis testisli olguda, kremaster kasinda CGRP antikoru ile yaygin boyanma izlendi. b) inguinal hernili inmis testisli olguda,

kremaster kasinda CGRP antikoru ile boyanma izlenmedi.
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inguinal herni gruplarina gore daha yiksekti (Tablo
1). Kiz inguinal herni grubunda kremaster kasinda
reseptor saptanmadigl icin inmemis testis ve erkek
inguinal herni grubu ayrica karsilastirildi (Tablo 2).
Buna gore, CGRP reseptorleri inmemis testis grubun-
da, inguinal hernisi olan (testisi inmis) erkek cocuk
grubuna gore daha ylksek oranda bulundu (sirasiyla;
%64,7 ve %35,3), ancak iki grup arasinda istatistiklsel
olarak fark anlamhlik sinirinda saptandi (p=0,05 by
Mann Whitney U test).

inmemis testis grubunda, inmeyen testisin bulundu-
gu taraflar arasinda CGRP reseptori agisindan ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05)
(Tablo 3).

Tablo 1. Gruplarda reseptor bulunma oranlari.

Reseptor varhgi

Gruplar Yok Var Toplam p Degeri
n (%) n (%) n (%)

inmemis testis 4 (%14,3) 11 (%64,7) 15(%33,3) 0.001**
iH (erkek) 9(%32,1) 6(%35,3) 15(%33,3)
iH (kiz) 15 (%53,6)  0(%0) 15 (%33,3)

[H= inguinal herni
**p<0.01 (ki-kare testi)

Tablo 2. inmemis testis ve iH (erkek) gruplarinda reseptor bulun-
ma oranlari.

Reseptor varlig

Gruplar Yok Var Toplam p Degeri
n (%) n (%) n (%)

inmemis testis 4 (%14,3) 11 (%64,7) 15 (%33,3) 0.005*
iH (erkek) 9(%32,1) 6(%353) 15 (%33,3)

iH= inguinal herni
*p<0.05 (ki-kare testi)

Tablo 3. inmemis testis grubunda taraflara gore reseptor oranla-
rinin degerlendirilmesi.

Reseptor varlig

inmemis testis Yok Var Toplam p Degeri
n (%) n (%) n (%)
Sag taraf 3(%75) 4(%36,4) 7 (%46,7) 0.185

Sol taraf 1(%25) 7 (%63,6)  8(%53,3)

*p<0.05 (ki-kare testi)

Tartigma

Testisin normal inisi olduk¢a karmasik bir sirectir.
inmemis testisin etyopatogenezi tam olarak anlasi-

lamamakla birlikte en ¢ok giindemde olan teoriler-
den bir tanesi Hutson tarafindan 6ne sirilen geni-
tofemoral sinir (GFS), kremaster kasi, gubernakulum
ve CGRP’yi igeren hipotezdir ?*23, CGRP'yi igeren
rat ¢alismalarinda ilk dnce CGRP’in GFS’nin motor
liflerinden salindigi one strilmisse de ?¥, sonraki
calismalarda Barthold ve arkadaslari, devaminda da
Hutson ve arkadaslari CGRP néropeptidinin, L1, L2
dorsal koék ganglionlarinda, GFS’nin duyu dalindan
salindigini gostermislerdir %2529, Hutson’in hipotezi
¢ogunlukla hayvan deneylerindeki gozlemlere dayan-
maktadir. Bununla birlikte hayvan modelleri tzerine
yapilan ¢alismalarin ve sonuglarinin insan testisinin
inisine uyarlanip uyarlanamayacagi konusunda farkh
gorlsler olup halen tartismalidir.

Hussmann ve Levy ratlar lizerinde yapilan GFS, kre-
master kasi ve gubernakulumu iceren galismalar-
dan elde edilen sonuglarin ve hipotezlerin insanlara
uygulanabilirliginin olmadigini belirtmislerdir ?7-29.
Bunu soylerken de arada ¢ok 6nemli anatomik fark-
liliklar oldugunu belirtmislerdir. Bu farkliliklara 6rnek
olarak, ratlarda kremaster kasinin kupa ve koni kon-
figlirasyonunda oldugunu, insanda ise kremaster kas
konfiglirasyonunun serit seklinde oldugunu, ratlar-
daki gibi testisi sarmadigini ve énde uzandigini ifade
etmislerdir ?2%. Yine gubernakulumun yapisininda
tamamen farkh oldugunu belirtmislerdir ?”-2, Bu ne-
denlerle Hussmann ve Levy ratlarda testisin inisinde
GFS’den kaynaklanan CGRP’nin araciligi ile kremas-
ter kas ve gubernakulum da saglanan néromuskuler
kontroliin 6nemli gibi gbzuktGglini belirtip, CGRP’nin
insan testikiler inisinde 6nemli bir rolii olmadigini
ileri sirmuglerdir 32730 Mevcut ¢alismada inguinal
hernisi olan kiz ¢cocuklarin kremaster kasinda CGRP
reseptoriiniin bulunmamasi ve sadece erkek ¢ocuk-
larin kremaster kasinda reseptériin olmasi testisin
inisi ile ilgili CGRP’nin kremaster kasi araciligiyla bir
roli olabilecegini akla getirmistir.

Hussmann ve Levy’nin aksine Harnaen ve arkadaglari
testis inisi sirasinda, ratlardaki kremaster kasinin ne
bir kupa ne de tam bir koni seklinde kese olmadigi-
ni goéstermislerdir ??. Bu bilgi sican ve domuzlarda
kremaster kasinin uzun serit seklinde oldugunu tarif
eden Wensing tarafindan desteklenmigtir %, Hutson
ve arkadaglari da kremaster kasi ile ilgili siganlar ve in-
sanlar arasindaki farkliligin, temelden ziyade 6nemsiz
kiicik noktalarda oldugunu belirtmisler ve sican ile
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insan kremaster kasininin homolog oldugunu ifade
etmislerdir 17202223 Hutson ve arkadasalari ratlarda
gubernakulum ve kremaster kasinda CGRP reseptor-
lerini gostermisler ve GFS’den salinan CGRP’nin kendi
reseptorleri yoluyla dogrudan testisin inmesini sagla-
digini ifade etmiglerdir 232939 Bu hipotezlerinin, rat
ve insanlardaki kremaster kasi arasindaki homoloji
nedeniyle insanlarda da testisin inisini aciklamada
gecerli oldugunu ileri sirmuslerdir 2223223032 \Mey-
cut ¢alismada inmemis testis grubunda CGRP resep-
tor varligi, inmis testis olan gruba goére anlamlilik si-
nirinda yliksek bulunmustur. Ancak inmemis testisi
olup reseptdr saptanan olgularin yaninda reseptor
saptanmayan olgular da ayni grupta mevcuttur. Ben-
zer durum inmis testis olan grupta da s6z konusudur
(CGRP reseptori olan ve olmayan olgular ayni grup
icinde mevcuttur). Her ne kadar kremaster kasinda
CGRP reseptorlerinin kiz goguklarinda bulunmayip
sadece erkek ¢cocuklarinda bulunmasi CGRP’nin testis
inisinde roli olabilecegini distindiirse de erkek grup-
larinin kendi icindeki ve gruplar arasindaki sonuglari
bu konuda net bir ¢ikarim yapmay: kisitlamstr.

Sonug olarak, hayvanlar lizerinde 6zellikle de kemir-
genler lzerinde inmemis testisin etyopatogenezini
aydinlatmak icin CGRP ve kremaster kasi ile ilgili cok
fazla sayida calisma bulunmaktadir. Mevcut calisma-
nin sonuglari géz dniine alindiginda kremaster kasi ve
CGRP’nin rolii Gizerine yapilan deneysel ¢alismalarin
insana uyarlanabilirligi konusunda stipheler oldugunu
disinmekteyiz. Benzer hasta gruplarinda kremaster
kasi ve CGRP ile birlikte androjen ve gubernakilumu
da icerecek sekilde yapilacak kombine galismalara ih-
tiyag vardir. Oldukga kompleks bir siireg olan inmemis
testis etyopatogenezinin aydinliga kavusabilmesi igin
cocuklarda yapilmasi gereken pek ¢ok arastirmanin
etik olmamasi ve calisma gruplarinin olusturulama-
masi bir elverissizlik olarak goziikmektedir.

Etik Kurul Onayi: Medeniyet Universitesi Géztepe
Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurul onayi alin-
mustir (11.04.2010/71).

Cikar Catismasi: Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar
catismasi bulunmamaktadir.

Finansal Destek: Calismayi finanse eden herhangi bir
kisi ya da firma yoktur.

Hasta Onami: Calismaya dahil edilen tim gocuklarin
ailelerinden yazili onam alinmistr.
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