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OZET

Testisin Stereolojik Metotlar ile incelenmesinde Farkh Fiksatiflerin Etkilerinin

Karsilastirilmasi

Testis dokusunun, histolojik agidan degerlendirilip stereolojik metodlar ile
6l¢iilmesi ve doku morfolojisini en iyi koruyan fiksatifi belirleyerek PAS (Periyodik
Asit Shchiff), MTC (Masson Trichrom) ve TUNEL (TdT mediated dUTP Nick end
Labeling) boyalar1 ile dokunun histolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Calismamiz da Sprague Dawley cinsi 20 adet si¢anin testis dokular1 dort
farkli fiksatif [%10 NTF (No6tral Tamponlu Formaldehit), BF (Bouin Fiksatifi), mDF
(Modifield Davidson Fiksatifi) ve Stieve’s Fiksatifi] ile fikse edildi. Fiksasyonun
ardindan testis dokulari, rutin doku takip islemine alinip, parafin bloklara gomiildii.
Parafin bloklardan elde edilen 5 mikron kalinligindaki seri kesitler HE
(Hematoksilen-Eozin) boyandi. Her testis blogundan birkag lam PAS, MTC ve
TUNEL boyalan ile boyanarak mikroskobik incelemeleri yapildi. Seri kesitlerden
elde edilen lamlar Cavalier Yo6ntemi ile testis dokularinin hacim hesaplamasi yapildi.

Calisma sonucunda, mDF ve Stieve’s Fiksatifleri ile ¢ok az miktarda germ
hiicreleri arasinda ve seminifer tiibiillerde c¢ok kiiciik bir biiziilme artefakti
goriilmiistiir. Bouin Fiksatifi ile testisin merkezi alanlarinda biiziilme artefaktlar
goriilmistiir. %10 NTF Fiksatifinin seminifer tiibiil yapilarinda belirgin doku
biiziilme artefaktlar1 goriildii. BF, mDF ve Stieve’s Fiksatifleri tespit edilen testis
dokularmin niikleer detaylar1 %10 NTF ile karsilastirildiginda daha iyi sonug
alinmistir. Testis dokusunun PAS, MTC ve TUNEL boyalar1 ile boyanmasi sonucu
en iyi mDF ve Stieve’s Fiksatifleri saglamistir alternatif olarak BF’yi tercih
edilebilir.

Testis dokusunun morfolojik korunumu ve boyanma O6zellikleri agisindan
mDF ve Stieve’s Fiksatifleri ile daha iyi korunmanin saglandig1 gézlenmistir. BF ile
doku biiziilme artefakti daha belirgin gozlenmis olsada sonuglarin giivenilirligi
acisindan sorun belirtmedigi i¢in alternatif olarak tercih edilebilir. Testis dokusu %10
NTF fiksatifi hiicresel korumasinin kalitesi daha diisiik oldugunu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Fiksatif, Hacim, Histokimyasal Boyama, Stereoloji,

Testis.



ABSTRACT

Comparison of the Effects of Different Fixatives in the Examination of the

Testis with Stereological Methods

The aim of this study was to determine the histological properties of testis
tissue by histological evaluation and stereological methods and to determine the
fixative that best preserves tissue morphology and to determine the histological
properties of tissue with PAS (Periodic Acid Shchiff), MTC (Masson Trichrom) and
TUNEL (TdT mediated dUTP Nick end Labeling) dyes.

In our study, testicular tissues of 20 Sprague Dawley rats were fixed with four
different fixatives [10% NTF (Neutral Buffer Formaldehyde), BF (Bouin Fixative),
mDF (Modifield Davidson Fixative) and Stieve’s Fixative] and saline. Following
fixation, the testes were embedded in paraffin. Routine tissue was taken to follow-up.
Serial sections of 5 micron thickness obtained from paraffin blocks were stained with
HE (Hematoxylin-Eosin). Microscopic examination of each testis block was
performed by staining with several PAS, MTC and TUNEL stains. The volume of
the testicular tissues was calculated with the slides obtained from serial sections and
Cavalier Method which is the Stereological Method.

As a result of the study showed a very small shrinkage artifact between mDF
and Stieve’s Fixatives and a small amount of germ cells and seminiferous tubules.
Shrinkage artifacts were observed in the central areas of the testis with Bouin
Fixative. Significant tissue shrinkage artifacts were observed in seminiferous tubule
structures of 10% NTF Fixative. BF, mDF and Stieve’s Fixatives showed better
nuclear results compared to 10% NTF. PAS, MTC and TUNEL staining of the testis
resulted in the best mDF and Stieve’s Fixatives. Alternatively, BF could be preferred.

It was shown that mDF and Stieveindans fixatives are more protected in
terms of morphological preservation and staining properties of testis tissue. Although
tissue shrinkage artifact was more prominent with BF, we supported it with
stereological measurement, which is not a problem in terms of the reliability of the
results and could be preferred as an alternative. The quality of testicular tissue 10%
NTF fixative cellular protection was lower.

Key Words: Fixative, Volume, Histochemical Staining, Stereology, Testis.
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1. GIRIS

Ureme, canlilarin  hayatlarini devam ettirme siirecinde fizyolojik bir
gereksinimdir. Saglikli bir toplum olusturulmasi tireme fizyolojisi ve biyolojisinin iyi
bilinip eksiklerinin giderilmesi ile miimkiindiir. Ureme sistemi en basit canlidan en
gelismis biyolojik donanimi olan insana kadar tiir ve cinsiyet agisindan farklilik
gosterir. Ureme sistemi ile ilgili calismalar daha ¢ok laboratuar hayvanlari izerinde
yogunlagsmakta ise de; insan iireme biyolojisi 6zellikle infertilite ile ilgili deneysel
caligmalar son yillarda artis gostermistir (Speroff and Fritz, 2005; Akbal ve ark.,
2006; Terzioglu ve ark., 2008).

Ureme islevinin sorunsuz olarak gerceklesmesi, kadin ve erkekteki anatomik,
fizyolojik ve hormonal sistemlerin bir biitiin olarak ¢alismasina baglidir. Giiniimiizde
agir yasam sartlari, stres, besin zincirinin bozulmasi ve manyetik alan maruziyeti gibi
cevresel faktorlerin iiremeyi olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir (Oliva ve ark, 2001;
Joffe , 2003; Erkanli-Sentiirk ve ark., 2012).

Testislerde meydana gelebilecek herhangi bir rahatsizlik veya hastalik
durumlarinda erken tani, etiyolojisinin ortaya g¢ikarilmasi, patogenezin agiklanmasi
ve tedavinin seyri agisindan dokunun histolojisinin iyi bilinmesi gerekmektedir.
Testis morfolojisinin ve spermatogenik serideki hiicrelerin gelisimsel evrelerinin
daha 1iyi incelenebilmesi dokunun en iyi sekilde tespit edilmesi ile mimkiindiir

(Latendresse ve ark., 2002; Tu ve ark., 2011).

Histolojik incelemelerin en Onemli asamasi dokunun tespit edilmesidir.
Tespitin amaci, dokularin canlidaki morfolojik 06zelliklerinin  bilinmesi ve
mikroanatomik diizeyine en yakin sekli ile korunmasini saglamaktir (Giin ve ark.,
2011). Tespitin amacina yoénelik kullanilan cesitli tespit soliisyonlar1 vardir (Oztiirk
ve ark., 2002). Her doku i¢in ideal bir tespit soliisyonu bulunmadigindan bazi tespit

soliisyonlar1 kombine kullanilmaktadir.



Testis dokusunun tespiti birgok organa gore ¢ok daha zordur. Seminifer
tiibiillerin diigiik protein igermesi, bag dokusunun az miktarda olusu (Mills ve ark.,
1977), seminifer tiibiiller icerisindeki hassas hiicresel iligkilerinin biitiinliigiliniin
korunmasi ve dokunun intertisyel boslukta sikica birarada ki biitiinselliginin

korunmasi (Creasy, 2003) dokunun tespitini zorlastirmaktadir.

Testis dokusunun toksik etkilerinin etkin bir sekilde degerlendirelebilmesi
i¢in, tiim dokunun hiicre tiplerini degerlendirmek 6nemlidir (Creasy, 2003; Dutta ve
ark, 2012).

Infertilite calismalarinda tesits dokusu icin Bouin fiksatifi onerilmektedir
(OPPTS, 1998; OECD, 2001; OECD,1995). Bouin fiksatifinin icerisinde ki pikrik
asit kullanilmasi laboratuar ¢alisanlarinin giivenlik tehlikesi olusturmaktadir bu amag
ile son yillarda yapilan bazi ¢aligmalarda alternatif olarak mDF fiksatifi 6nerilmistir
(Creasy ve Jonassen, 1999; Latendresse ve ark., 2002; Creasy, 2003). Bazi simirlt
caligmalarda Stieve’s fiksatifinin doku biitlinliigiinii morfolojik agisindan iyi
korudugunu ve testis dokusu ile sinirli ¢alisma yapildigi (Mallidis ve ark., 1994) igin
bizde ¢alismamizda Stieve’s fiksatifini de tercih ettik. Testis dokusunun, Formaldehit
ile tespit edilmesi morfolojik korunumunun yetersiz oldugunu belirgin hiicresel
biiziilmenin olmasina ragmen histopatolojik degisikliklerin tanimlanmasini imkansiz
kilmasada zorlastirir (Chapin ve ark, 1984; Hess ve Moore, 1993; Mallidis ve ark.,
1994). Formaldehitin, kolay temin edilmesi ve ekonomik olarak daha uygun olup
yaygin kullanima sahip olmasindan dolay: rutin olarak laboratuarlarda tercih edilen

fiksatifdir (Pabugguoglu, 2016).

Yapisal olarak diger dokulardan farkli olan testis dokusunun morfolojisik ve
histolojik 6zelliklerinin korunmasi erkek infertilitesi acisindan 6nemlidir. Bu amagla
testis dokusunun rutin histoloji laboratuarinda kullanilan farkli fiksatifler ile bazi
histokimyasal boyamalarin dokunun histolojik 6zelliklerini belirlenip hacminin

korunumu 6nemlidir.

Tespit edilmis dokularda olusan hacimsel degisiklikler ve doku biiziismelerini
gosteren en giivenilir yontem stereolojik metodlardir. Son yillarda stereolojik

metodlar calismalarda karsilasilan problemlere kolay ¢0ziim Onerileri ve pratik
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¢oziime ulagsmak isteyenler i¢in siklikla tercih edilmektedir (Canan ve ark., 2004).
Ayni1  dokunun farkli fiksatif igerisinde tespit edilmesi sonucunda dokuda
olusabilecek biiziismeyi stereolojik metodlar kullanilarak gosterilebilir (Altunkaynak
ve Altunkaynak, 2006). Testis dokusunun hacmini cavalier metodu ile nokta sayima
yontemi kullanarak tahmin edilebilir (Weibel, 1979; Noorafshan, 2014).

Erkek infertilitesi i¢in Onemli olan testis dokusunun morfolojisinin
mikroanatomik diizeyinin ¢ok iyi bilinmesi hastaliklarin tedavisi ve sonraki
calismalar i¢in olduk¢ca Onemlidir. Caligmamizda, farkli tespit soliisyonlari
kullanilarak fikse edilen testis bloklarindan seri kesitler alindi ve stereolojik
yontemler ile hacimleri hesaplanarak karsilastirildi. Herbir bloktan fazlaca kesitler
alind1 ve farkli boyamalar (HE, PAS, MTC, vb.) i¢in dokunun tespit soliisyonunda

doku tizerindeki boyanmay1 nasil etkiledigini degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

Erkek iireme sistemi; ekzokrin (sperm iiretemi) ve endokrin (androjenleri
sentezleme) islevleri bulunan bir cift testisden, spermin tasmmmasini saglayan
intratestikiiler ve ekstratestikiiler kanallardan, spermatozoanin beslenmesini saglayan

aksesuar bezlerden ve penisten olusur (Miiftiioglu ve ark., 2009).

2.1. Testisin Anatomisi

Funikulus spermatikus’un araciligi ile skrotum igerisine yerlesmis, erkek
tireme hiicrelerinin (Spermium) ve endojenik hormonlarin yapildigi bir ¢ift erkek
tireme organi testislerdir (Yiicel, 2008). Yetigkin erkek bireylerde ortalama olarak; 4-
5 cm uzunlugunda, 2-2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda olan testisler 20-30 g
agirhigindadir. (Solomon, 2002). Testislerin skrotum igerisindeki durusu organin
uzun eksenini yukaridan asagiya ve 6nden arkaya egik olup, biri cogunlukla sol testis

digerine gore biraz daha asagida bulunur (Yiicel, 2008).

\/— Spermatik kord

Kan damarlan ve
sinirler

Duktus
deferens
Epididimisin bag1
Epididimisin kanali
~ v, Seminifer tibil
Efferent T N Diiz tiibiil
duktus Z? e \
] vy ’ J_ Septum
Rete testi ; SAY S €p
L8 Gpr sl I=S Lobil

/ Tunika vajinalis

E?ididﬁ:rﬁsm ‘ (lamina visseral)
govdesi Tunika vajinalis
(lamina paryetalis)
Tunika albuginea
Epididimisin _ N
kuyrugu

Sekil 2.1. Testisin anatomik yapis1 (Mescher, 2013).

4



Testis parenkimasi, kalin fibroz bir kapsiil olan tunika albuginea ile gevrilidir
(Netter, 2012). Distan; tunika albugineaya, kaygan bir periton olan tunika vajinalis
yapismistir (Netter, 2012). Tunika albugineanin igte yer alan ve kan damarlarindan

zengin katman ise tunika vaskiiloza olarak adlandirilir.

Tunika vajinalis; testisin arka kenari hari¢ testis dokusunun tamamini 6rten
lamina visseralis (epiorchium) ve testisin alt kismindan st kismina dogru uzanan
lamina parietalis (periorchium) olarak iki yapraktan olusur (Sekil 2.1) (Sancak ve
Cumhur, 2013). Bu iki yapragi arasinda az miktar ser6z sivi igeren potansiyel bir

bosluk bulunur ve bu bosluga cavitas scroti adi verilir (Sancak ve Cumhur, 2013).

Tunika albuginea, testisin igerigini saran, kalin, siki yapili fibroz tabakadir
(Sekil 2.1) (Hatipoglu, 2012). Genisleme ve elastikiyet 6zelligi olmayan bu tabaka,
dallanmis diiz kas hiicrelerini, fibroblastlart yogun miktarda igerir. Doku igerisine
dagilmis olan kollajen lifler, sperm hiicrelerinin efferent duktusa hareket etmesine

yardimet olurlar.

Tunika vazkiilosa, tunika albugineanin i¢ yilizeyinde bulunan damar agi
tabakasi olup tiim bolmelerin yiizeylerinde bulunur. Boylece testis’in igerisindeKi
tim tubuli testiside sarmis olur. Damarlar arasinda kalan araliklar1 gevsek bag

dokusu doldurur (Arinci ve Elhan, 2006).

Testisin arterleri; aorta abdominalisin dali olan sag ve sol arteria
testicularis’dir (Sekil 2.1) (Odar, 1969).

Testisin venleri; testisin arka kismindan kapiller ile birleserek plexus
pampiniformis adi verilen vendz ag1 olusturur. Genellikle i¢ kasik halkasinda plexus
pampiniformisler bir araya gelerek vena testikiilarisi olustururlar (Sekil 2.1) (Kuran,
1983). Sag i¢ spermatik ven sag renal venin altinda vena cava inferiora oblik sekilde
girerken, sol testikiiler ven sol renal vene, herhangi bir kapak olusumu

bulunmaksizin dik ag1 ile baglanir (Netter, 2012).

Testisin lenfatik drenaji; ylizeysel lenf damarlari dokunun alt kisminda, i¢

kisimdaki lenf damarlar1 ise testis ve epididimisin igerisinde yer alir (Arinct ve
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Elhan, 2006). Bu damarlar funikulus spermatikus igerisinden gegerek vena
testikdilarisi izleyerek aortanin 6n ve yan kenarindaki nodi preaortici ve nodi aortici
lateralise agilir (Yiicel, 2008).

Testisin somatik innervasyonu yoktur, esas olarak renal pleksustan otonomik
sinirleri ve intermezenterik sinirleri alir. Sinirler, testis dokusu igerisine testikiiler

arterin etrafindan girerler (Mitchell, 1935).

2.2. Testisin Histolojisi

Testisleri distan saran tunika albugineadan kdken ince bag dokusu uzantilari
organi sayilari yaklasik 250 adet olan lobiile ayrilir. Her lobiil igerisinde bir ila dort
adet kivrik seminifer tiibiil yerlesmistir (Kalthur ve Kalthur, 2017).

2.2.1. Seminifer Tiibiillerin Histolojik Yapisi

Testis hacminin %60’1m1 seminifer tiibiiller olusturur (Bharath, 2017). Her
tiibiil yaklagik 70-80 cm uzunlugunda ve 0,12-0,30 mm ¢apindadir (Kalthur ve
Kalthur, 2017). Seminifer tiibiiller, spermatogenik kok hiicreleri ve Sertoli
hiicrelerini igermektedir (Sekil 2.2) (Tubules, 1992). Seminifer epitel; bazal
membran ile kollajen lifler, fibroblast ve miyoid hiicrelerden olusan bazal tabaka ile
cevrilidir (Ozenci ve Akkoyunlu, 2006). Bazal laminanin i¢ katmani diiz kas
ozelliginde miyoid hiicrelerden olusur (Solakoglu ve Ahisli, 1998). Kasilabilir
miyoid hiicreler spermatozoanin ve testikiiler sivinin seminifer tiibiilden bosaltim

sistemine akigina yardim eden peristaltik dalgalanmalar1 olusturur (Demir, 2014).
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Sekil 2.2. Testisin yapist: A. Testis yapisi B. Seminifer tiibiil transvers kesiti. C.
Seminifer tiibiil kesiti ve Sertoli hiicresi. D. Spermatid. E. Sperm hiicresi.
(Reproduction and Development 09.11.2017).

Seminifer tiibiillerde; piramidal sekilli epitelyal destek hiicreleri olan Sertoli
hiicreleri ve spermatogenik hiicreleri olan (spermatogonyumlar, spermatositler ve

spermatidler) bulunmaktadir (Sekil 2.2).

Sertoli Hiicreleri

Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri ¢evreleyerek bu hiicrelerin
arasindaki bosluklar1 dolduran apikal ve lateral uzantilara sahip diizensiz sinirh
pramidal sekilli epitelyal hiicrelerdir (Sekil 2.2.C.) (Kalayci, 1992). Sertoli hiicreleri,
puberte donemine kadar seminifer tiibiillerin dominant hiicreleridir. Puberte
doneminden sonra, seminifer tiibiil hiicrelerinin %10 unu olusturur. ileri yastaki
erkeklerde spermatogenik hiicre sayis1 azaldigi zaman sertoli hiicreleri tekrar

seminifer tiibiillerin dominant hiicreleri haline gelir (Ozenci ve Akkoyunlu, 2016).



Sertoli hiicreleri; genis bir nukleolus ve heterokromatine sahip {iggen
bi¢iminde (Sekil 2.2) olan uzamis oluklu niikleus ile sitoplazmalarinda gelismis
Golgi kompleksi ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulum, mitokondria, lizozom
organelleri ile vimentin, aktin ve mikrotiibiillerden olusan zengin bir hiicre iskeleti
icerirler Sertoli hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda protein yapisinda oldugu
diistiniilen kristalloid cisimcikler olan ‘Charcot-Boéttcher’ inkliizyonlart goriilmekte
olup bu inkliizyonlarin igerigi ve islevi heniiz tanimlanamamistir (Eroschenko,
2001). Sertoli hiicrelerinin lateral ve apikal hiicre membranlarinin smirlarinin
diizensiz olusu gelismekte olan spermatogenik hiicrelere kriptalar saglar (Ozenci ve

Akkoyunlu, 2006).

Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri aralarindaki siki baglantilar, ekstratiibiiler
araliktan intratiibiiler araliga makromolekiillerin gegisini engeller. Kan-testis
bariyerini, peritiibtiler doku ve Sertoli hiicreleri olusturur (Kalayci, 1992). Kan-testis
bariyeri; seminifer tiibiilleri, bazal kompartman ve adliiminal kompartmana ayirir. Bu
bariyer, spermatogonyumlarin adliiminal kompartmanda meydana gelen spermatoge-
nezin ileri agsamasindan ayirir ve kan kaynakli antikorlar ile plazma proteinlerini
seminifer tiibiillerin disinda tutar (Celik, 2013). Ilerlemis asamada bulunan
spermatogenik hiicreler, viicut tarafindan yabanci cisim olarak algilanabilir.
Spermatogenik hiicrelere viicut immiin yanit olusturulabilir. Kan-testis bariyeri
gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin, membran antijenlerinin kan dolasimina
ge¢mesini engeller ve gelisen spermatogenik hiicreleri immiin sistemden korur.
Boylece kisinin, kendi sperm hiicresine Karsi otoimmiin yanit olusturmasi ve
spermatogenezin bozulmasi engellenir. Bunun yani sira kan-testis bariyeri, kandaki
zararl ve toksik maddelerin gelismekte olan germinal epiteline gegisini de engeller
(Celik, 2013).

Sertoli hiicrelerinin mitotik boliinme 6zellikleri yoktur. Bu hiicreler 6zellikle
enfeksiyon, kotii beslenme, X-1s1n1 1sinimi gibi olumsuz kosullara karsi oldukca
dayanikli olup, bu zararli etkiler karsisinda spermatogenik seri hiicrelerine gére ¢ok

daha direnglidirler.



Sertoli hiicreleri testis igerisinde birgok 6nemli gérevi bulunmaktadir:

1. Spermatogenik hiicreleri destekleyerek, beslenmesini sagmak ve
korunmasina yardimct  olmak ve farklilasmayr  basaramayan
spermatogenik hiicreleri fagosite etmek (Demir, 2014),

2. Komsu Sertoli hiicrelerinin olusturduklar1 bariyer ile sperm hiicrelerini
immiinolojik saldiridan korumak,

3. Spermatozoonlarin tasinmasii kolaylastiran ve besleyen friiktozdan
zengin salgiy1 liimene salgilamak,

4. Olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla (spermiyasyon) seminifer
tiibiil liimenine salimimim kolaylastirmak (Ozenci ve Akkoyunlu, 2006),

5. Folikiil Uyarict Hormon (FSH)’un etkisi altinda Androjen Baglayici
Proteini (ABP) sentezlemek ve spermatogenezin ilerlemesini saglamak,

6. Aktivini salgilamak,

7. Kan-testis bariyerini olusturmak,

8. Fetal gelisim doneminde anti-Miillerian hormon sentez ve sekresyonu
yaparak disi 6zelliklerin gerilemesini saglamak,

9. Testesteronu Ostradiol haline ¢evirmek,

10. Spermatidlerin olgunlagsmasinda ortaya ¢ikan fazla sitoplazma parcalarini

fagosite etmektir (Demir, 2014).

Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler, seminifer tiibiil epitelinde ¢esitli olgunlagma
asamalarinda bulunan ve diizenli olarak boliinerek olgun spermlere farklanan
hiicreler olup, dort-sekiz katli tabaka halinde bulunurlar (Sekil 2.3). Bu hiicreler
bazal lamina ile iligkili olup liimene dogru uzanmaktadir. Sertoli hiicrelerinin
arasinda tikayict baglantilarin arasinda yer almasiyla kan-testis bariyeri disinda
kalirlar (Ozenci ve Akkoyunlu, 2006). Spermatogenik hiicreler, seminifer tiibiillerin
bazal laminasindan limenine dogru; spermatogonyum, spermatosit (primer-

sekonder), spermatid ve spermiyum olarak siralanmiglardir.



Spermatogonyum: Kiigiik, yuvarlak, 12 um ¢apinda, Sertoli hiicreleri
arasinda okludens tipi baglantilarin altinda kaldig1 i¢in bazal kompartmanda yer alan,
bazal lamina ile iligkili hiicrelerdir. Spermatogonyumlar, kékenlerini spermatogonyal
kok hiicreden alirlar. Spermatogonyumlar kismen sessiz hiicreler olup kanser
kemoterapisine kars1 direnclidir. Mitoz boliinen spermatogonyumlar, mayoz bdliinen
spermatositler ve farklilasan spermatidler ise radyasyona ve kanser kemoterapisine
duyarhdirlar.  Radyoterapi ve antikanser kemoterapisi  sonlandirildiginda,
spermatogonyal kok hiicreler spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler (Ozenci
ve Akkoyunlu, 2006). Seminifer tiibiil epitelinde, spermatogonyumlar

¢ekirdeklerinin goriinlimiine gore ii¢ tip olarak tanimlanir (Rhu ve ark., 2004).

Spermatogonia
1- A Tipi
2- B Tipi

Sertoli
hicreleri
Primer ___%% Leyding
spermatositler N hiicreleri
Sertoli -
hiicreleri
Sertoli Primer
hiicresi spermatosit
Spermatid ,\k
Spermatidler Spermatidler
Fibroblast

Sekil 2.3. Seminifer tiibiil yapisi (Eroschenko, 2001).
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Koyu boyanan (dark) Tip Ad spermatogonyumlar: Germinal epitelin kok
hiicresi olarak kabul edilen, yogun bazofilik, oval ve heterokromatik ¢ekirdege sahip
kiiciik kubbe seklindeki hiicrelerdir. Bu hiicreler hiicre dongiisline girmezler ve mitoz

boliinme gegirerek yeni Ad ve Ap tipi spermatogonyumlara farklanirlar.

1. Acgik boyanan (pale) Tip Ap spermatogonyumlar: Yuvarlak veya oval,
okromatik c¢ekirdek, ¢ok belirgin ¢ekirdek¢ik ile agik sitoplazmaya
sahiptirler. Bu hiicreler A1, A2, A3 ve A4 olarak birbirini takip eden
serilerden olusur. Hormonal etkiler ile mitoz ile bolenerek B tipi

spermatogonyumlara dontisiirler.

2. B tipi spermatogonyumlar: Yuvarlak sekilli, merkezi yerlesimli
cekirdekeige sahiptir. Cekirdekleri koyu boyanir. Bu hiicreler mitoz
boliinmeler gecirerek primer spermatositleri olustururlar (Tellioglu,

1989; Young ve Heat, 2000).

Spermatosit:  Spermatogenik serideki en Dbiiyiikk hiicreler primer
spermatositler olup 46 kromozom (44+XY) ve 4n DNA igerirler. Germinel epitelin
orta kisminda yer alan bu hiicreler, birinci mayoz boélinmenin profaz evresini
yaklasik 22 giinde tamamlamaktadir. Primer spermatositlerin birinci mayoz
boliinmeyi gegirmesi sonucunda sekonder spermatositler olusur (Bloom ve Fawcett,
1975; De Kretser, 1992; Lowe ve Alan Stevens 1997; Eroschenko, 2008). Birinci
mayoz bdliinme giinler siiren uzun bir siire¢ oldugu i¢in primer spermatositler,
seminifer tiibiillerin en yogun gdzlenen hiicreleridir. Ikinci mayoz boliinme ise

dakikalar igerisinde gerceklesmektedir (Ozenci ve Akkoyunlu, 2006).

Birinci mayoz bélinme sonucunda yogun kromatin igeren daha kiigiik
cekirdege sahip sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositlerin boliinmesi
sonucunda iki adet haploid hiicre olan 23 kromozom (22+X veya 22+Y) ve n DNA
igeren spermatid olusur (Dym ve Fawcett, 1971; Rooij ve Russell, 2000).
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Spermatid Hiicreleri: Seminifer tiibiil igerisinde liimene yakin yerlesim
gosteren (Sekil 2.3), sertoli hiicre sitoplazma kriptalar igerisinde gomiilii olarak
bulunan, yaklasitk 7-8 um c¢apinda, kiigiik, yuvarlak sekilli ve haploid sayida
kromozom tasiyan hiicrelerdir. Bu hiicreler yogunlasmis kromatin i¢eren nukleuslari
ile spesifiktir. Olgun spermatidlerin kuyruk kisimlari seminifer tiibiiliin liimenine
uzanirken, kiigiik bas kisimlar1 sertoli hiicrelerinin sitoplazmasma gomiulidiir.
Spermatid hiicreleri boliinmez, fakat spermiyogenezis denilen hiicresel bir degisim
siireci gecirirler. Spermiyogenez, spermatozoon lretiminin son asamasi olup,
spermatidlerin son derece Ozellesmis hiicreler olmasi ve spermiyuma doniismesi
stirecidir. Spermatid hiicrelerinin, olgun spermiyum haline (spermatozoona)

dontistiigi bu hiicresel degisim siireci, dort evrede incelenir:

1. Golgi Evresi: Spermatid hiicrelerinin, graniilli ~ endoplazmik
retikulumunda sentezlenen ve dollenme igin gerekli olan hidrolitik
enzimler; golgi kompleksinde glikoproteinden zengin ve Periyodik Asit-
Schiff (PAS) (+) boyanan, kiigiik proakrozomal graniiller seklinde
birikir. Bu graniiller birleserek, ¢ekirdek zarina yakin, membran ile sinirlt
bir akrozomal vezikiilin i¢inde yogunlasirlar. Akrozomal kese
spermiyumun 6n kutbunu belirler; bunun kars1 kutbuna da sentriyoller

yerlesir ve spermiyumun kuyrugunun sekillenmesini baslatir (Sekil 2.4).

2. Sapka Evresi: Akrozom vezikiilii ¢ekirdegin 6n yarisimi1 saracak sekilde
yayilarak ¢ekirdek zarma tutunan bir sapka olusturur (Sekil 2.4).
Akrozom; hiyaliironidaz, nérominidaz, asit fosfataz, akrosin, proteaz gibi
hidrolitik enzimler igeren Ozellesmis bir lizozom islevine sahiptir. Bu
hidrolitik enzimler, oositin etrafinda ki korona radiata hiicrelerini
birbirinden ayirir ve zona pellusidayr sindirir (Solakoglu ve Ahishali,

1998).
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Golgi cisimeigi

Rezidual sitoplazma

Sentrioller
Mitokondriva

Nukleus Akrozom

Mitokondrival kidd

Sekil 2.4. Spermatid hiicre yapisi (Moore, 2003).

3. Akrozomal Evre: Hiicrenin akrozomu igeren 6n kismi seminifer tiibiiliin
bazaline bakar (Sekil 2.4). Hiicre c¢ekirdegi yogunlasir ve uzar,
niikleozomlarin  histon proteinleri, protaminler ile yer degistirir.
Sentriollerden hiicre ylizeyine dik durani, spermiyumun kuyrugunu
yapacak flagellumu olusturur. Ayni silirede sitoplazma flagellum
cevresinde hareket edip sarmaya baglar. Mitokondria kuyrugun proksimal
kism1 g¢evresinde spiral olarak toplanmig spermiyumun govdesini yapar.
Mitokondria, spermatozoonun hareketi i¢in gerekli enerji kaynagini

saglar.
4. Olgunlagsma Evresi: Sitoplazma atiklari, sertoli hiicreleri tarafindan

fagosite edilir ve spermiyumun olgunlasip kuyruklu hal almasiyla

seminifer tiibiil liimenine birakilir (Solakoglu ve Aytekin, 2009).
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Spermiyum: Olgun germ hiicreleridir (Sekil 2.5). insanda spermatogonyum
hiicrelerinden spermiyumun olusma siiresi yaklasik 64 giin siirer. Ortalama 60-65 um

uzunlugunda olan spermiyumlar, bas ve kuyruk olarak iki kisimdan olusmaktadir:

1. Bas (Caput); Akrozom ile sarilmis ¢ekirdekten olusur (Sekil 2.5) (Ozenci
ve Akkoyunlu, 2006). Cekirdek yassilasmis ve yogun bir yapida olup 6n
yarisin1 akrozom oOrter. Akrozom, lizozomlarda da bulunan hidrolitik
enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar, hiyalurinidaz, nérominidazlar ve
akrosin) igerir. Akrozomal enzimler 00siti saran korona radiyata ayirir ve

zona pellisuda’y1 eritebilir 6zelliktedir (Ozenci ve Akkoyunlu, 2006).

2. Kuyruk (Flagellum); Sil yapisinda olup baslangig, orta, esas ve son
pargalardan olusur (Sekil 2.5).

e Baslangi¢ pargasi, bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar bir parca olup
kuyrugun bas kismina bitisik kismidir (Sekil 2.5).

e Orta parga, sarmal seklinde dizilmis mitokondriyonlardan olusur. Alt
siirt mitokondrial sarmalin annulus kisminda sonlanir (Sekil 2.5)
(Ozenci ve Akkoyunlu, 2006).

e Esas parca, mikrotiibiiler hareketler i¢in saglam bir iskelet olusturur.
Kuyrugun en uzun parcasidir. Fibréz ve aksonem ile sarilidir.

e Son parca, sadece aksonem igeren, kuyrugun en kisa pargasidir (Sekil
2.5).
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Kuyruk esas pargast
(fibroz ve aksonem kilef)

Kuyruk baslangic
pargast

Kuyruk orta
pargas1
(Mitokondrival kilif)

Kuyruk son parcasi

Sekil 2.5. Spermiyum hiicre yapist (Moore, 2003).

2.2.2. Intertisyum

Intertisyel doku, testis dokusunun %25-30’unu olusturur. Seminifer tiibiiller
arasinda bulunan bag dokuda mast hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, lenf
damarlari, sinirler, kapiller ve leyding hiicreleri bulunur (Sekil 2.6). Hiicre
popiilasyonunun %10-20’sini tek tek veya gruplar halinde bulunan leyding hiicreleri
olusturur (Bharath, 2017). Leydig hiicrelerinin g¢ekirdekleri okromatiktir ve bir-iki
cekirdekeik igerir.

Leydig hiicrelerinde, luteinize hormon (LH) reseptorii bulunur (Teerds ve
ark., 1999). LH ve prolaktin, leydig hiicrelerinin islevini diizenler. Bu hiicreler LH ile
uyarilmasi sonucunda mitokondrialara ve diiz endoplazmik iretir. Retikulumlarinda

bulunan enzimler tarafindan testosteronu iiretilir. Prolaktin ile LH reseptoriiniin gen
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ekspresyonu diizenlenir (Seymen, 2010). Testesteron ile spermatogenez uyarilir.

Spermatogenezin inhibe edilmesi 6strojen ve progesteron ile olur (Neas, 2010).

Spermatozoon
Spermatid
Sertoli hiicreleri

Sekonder
Spermatosit

Primer
Spermatosit

Spermatogonyum

Fibroblast

Leydig hiicreleri Kapiller

Sekil 2.6. Seminifer tiibiil ve intertisyum kesiti (Erkogak, 1990).

Leyding hiicreleri, sekonder seks karakterlerinin geligmesinden sorumlu
hormon olan testosteronun iiretiminden sorumlu hiicrelerdir. Salgilanan testosteron
hormonu direk kana geger ve spermatogenez devam eder (Ovalle ve Nahirney,
2009).

Spermatogenez icin 35°C’lik bir sicaklik idealdir. Spermatogenik hiicreler,
yiiksek 1s1ya dayaniksiz olduklart igin 1s1 diizeyleri birkag mekanizma ile kontrol
edilir. Terleme ile 1s1 kaybi, kan dolasimina karst 1s1 akimi, yiiksek viicut
sicakliklarinda viicuttan dartos kasmin kasilmasi ile uzak tutulup, diisiik 1silarda
kremaster kasinin kasilmasi ile viicuda dogru ¢ekilmesi bu mekanizmalardan

bazilaridir.

Leydig hiicreleri ise 1siya dayanikli hiicreler olduklart i¢in kisirlik

durumlarinda sperm {iretimi bozulmasina ragmen sekonder seks karakterleri ve
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libidoda bir bozulma ger¢eklesmez (Kayali, 1989; Stenberg, 1992; Ross ve ark.,
2003).

2.3. Tespit

Histolojik doku hazirlama siirecinde, hiicre ve hiicreler arasi iligkilerin belli
bir aninin mikroskoplar ile goriintiillenmesi amaglanir (Pabugguoglu, 2016). Dokunun
mikroskobik olarak hazirlanma siirecinin ilk ve en Onemli asamasi dokunun
fiksasyonu (tespiti)’dur. Tespit ile hiicre ve dokularin canlidaki haline en yakin
bicimde muhafaza edilmesi saglanir, otoliz ve heteroliz Onlenerek, kolaylikla
diffiize olan maddelerin (lizozom vs.) kaybina engel olunarak, dokularin boyalarla ve

diger reaktiflerle boyanmasi kolaylastirilir (Pabugguoglu, 2016).

Hiicreler  viicutta  bulunduklar1  konuma  gore farkli  sekillerde
bulunmaktadirlar. Hiicrelerin yapisini tamamen koruyan ideal tespit soliisyonu
bulunmamaktadir (Huang ve Yeung, 2005). Koéti veya zayif tespit sonucunda
hiicrelerin seklinde degisimler olmaktadir. Tanisal olarak uygun olan tespit
sollisyonlarinin tiim hiicre ve hiicresel elemanlara ulagsmasi, hiicre morfolojisinin
korunmasi, hiicre sinirlarindan diger soliisyonlarin (boya soliisyonlart vs) gecisine
izin verilmesi beklenir (Humason, 1979). ideal olan tespit soliisyonu, hiicrelerin lam
ylizeyine yapigmasini kolaylastirir ve boyanma yontemleri ile uyumludur. Tespit
soliisyonunun, dokunun tamamina niifuz etmesi amaciyla dokular 2-3 mm’lik
parcalara ayrilmalidir. Tespit sonrasinda, hiicresel ozelliklerin ayni kalmasi ve
hiicrelerin sitomorfolojik 6zelliginin siirekliligi beklenir (Keebler ve Somak, 1992;
Koss, 1992; Bibbo, 1997; Woods ve Ellis, 2010).

Ideal olmayan tespit soliisyonu, hiicreleri yassilastirarak, soluk
boyanmalarina neden olurken hiicrelerin tanimlanmalarin1 zorlastirir veya engeller.
Kotl bir tespit hiicresel kayiplara neden olur ve zeminde artefaktlar olusturur.
Tanisal degeri olan hiicrelerin kaybi, taninin eksik olarak verilmesine veya
verilememesine neden olur. Yine ayn1 nedenlerle yogun olarak iist iiste gelen hiicre
gruplarina ulagamayan tespit soliisyonu, bu tip gruplarin degerlendirilmesine engel

olmaktadir.
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Tespit soliisyonlar1 dokudaki antijeniteyi bir dereceye kadar etkiledigi i¢in
doku i¢in uygun tespit soliisyonu deneme yanilma yolu ile belirlenebilir (Hewitson
ve ark., 2010). Iyi bir tespit, sitoplazmanin yapisal 6zelliklerini korunmasini
gerektirmektedir. Kotii yapilan bir tespit sonrasi, sitoplazmik dejenerasyonlar ve

biitiinliik kayiplar1 izlenebilir.

Doku ve organlarin tespiti fiziksel veya kimyasal yontemlerle gerceklestirilir

(Grizzle ve arkadaslari, 2008).

2.3.1. Fiziksel Tespit

Fiziksel tespit yontemleri, rutin histoloji pratiginde cok sik kullanilan
metotlar degildir. Kiiciik boyutlu dokularin hizli tespiti i¢in hiicre igeriginde artefakt
olusumunu en aza indirdigi icin tercih edilmektedir (Huang ve Yeung, 2005).
Dokularin 1sitilmasi, kurutulmasi, mikrodalga 1sinimina maruz birakilmast veya
dondurarak kurutulmasi gibi yontemler fiziksel tespit yontemleridir (Grizzle ve

arkadaslari, 2008).

Is1 ile tespit: Tespitin en basit seklidir. Isi, proteinleri koagiile eder, lipidleri
eritir. Biiyiik parcalarin tespitinde kullanilabilir, fakat hiicre bilesenlerinin yapisini

bozdugu i¢in pek tercih edilmemektedir.

Kurutma ile tespit: Kan, kemik iligi, ince igne biyopsileri ve semen gibi

yayma preparatlarin tespitinde tercih edilmektedir.

Mikrodalga ile tespit: Dokunun tespitini hizlandirir. Dokularin ve histolojik
kesitlerin tespit siiresini 12 saatten 20 dakikaya kadar kisaltir (Kok ve Boon, 2003;
Leong, 2005). Formaldehit ile tespit edilecek doku, mikrodalga ile tespitte tehlikeli
buhar iiretecegi igin emniyet Onlemlerinin alinmasi gerekmektedir (Grizzle ve

arkadaslari, 2008).
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Dondurma (kriyotom) ile tespit: Enzimler, lipidler ve ameliyat pargalarinin
hizli tespit edilmesinde tercih edilmektedir. Dokularin biyiikliigii 2 mm’den kiigiik
olmalidir. Dondurulan dokular kisa siirede sertlestigi i¢in hemen dondurma

mikrotomu (kriyomikrotom) ile kesit alinir.

2.3.2. Kimyasal Tespit

Kimyasal tespit, dokularin kimyasal maddeler kullanilarak tespit edilmesidir.
Rutinde en sik kullanilan tespit tipi kimyasal tespittir. Fiziksel tespit ile
karsilastirildiginda daha biiyiik boyutlardaki dokularin tespiti ic¢in tercih edilir
(Huang ve Yeung, 2005). Dokulari tespit etmek amaciyla kullanilan kimyasallara

fiksatif ad1 verilir. Kimyasal tespit, iki farkli sekilde gerceklestirilebilir.

Immersiyon (daldirma) ile tespit: Doku veya organ canli viicudundan
alindiktan sonra s1v1 formdaki fiksatif igerisine koyulmasidir. Rutinde siklikla tercih

edilen immersiyon tespitidir.

Vaskiiler perfiizyon ile tespit: Deney hayvanlarmin tespitinde kullanilir
(Koktiirk ve ark., 1999). Vaskiiler pefiizyon ile deney hayvanlarinda tek bir organin
tespit edilmesi planlaniyorsa organin kanlanmasindan sorumlu ana artere tespit

sollisyonu verilerek uygulanir.

Birbirinden farkli bir¢ok tespit soliisyonu 1958 yilinda Baker tarafindan iki
grup olarak smiflandirilmistir (Baker, 1958; Bancroft ve Stevens, 1982). Tespit
sollisyonlar1 asidik ve bazik olmasina gore de smiflandirilmaktadir (Huang ve
Yeung, 2005). Baker, tespit soliisyonlarin1 koagiile edici tespit soliisyonlar1 ve

nonkoagiile edici tespit sollisyonlar olarak iki grupta siniflamistir.
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2.3.3. Koagiile Edici Tespit Soliisyonlar1

Proteinleri koagiile ederek, yani suda c¢Oziinmez hale getirerek etki
olustururlar. Hiicresel yapi temel olarak lipoproteinlerin ve kollajen gibi fibréz
proteinlerin  koagiilasyonu ile korunur. Isik mikroskobik diizeyde doku
histomorfolojisinin  incelenecegi c¢alismalarda tercih edilirler. Sitoplazmada
topaklanmalara neden olduklar1 i¢in ve mitokondriay1r ve salgi graniillerini iyi

koruyamadiklar1 i¢in ince yapinin goézlemlenecegi calismalarda kullanilamazlar

(Grizzle ve ark., 2008).

Dehidrate ve koagiile edici fiksatiflerden en sik kullanilan alkoller (etanol,
metanol) ve asetondur. Proteinlerin tersiyer yapisini, ¢Oziiniirliiklerini bozar ve

islevlerini kaybetmelerine neden olurlar (Grizzle ve ark., 2008).

Diger koagiile edici fiksatifler, pikrik asit ve trikloroasetik asittir. Proteinlerin
iyonize olabilen yan zincirlerindeki yiikleri degistirerek elektrostatik baglarin ve
hidrojen baglarin yapisini bozar, bu da proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin bozulmasina

neden olur (Grizzle ve ark., 2008).

2.3.4. Koagiile Edici Olmayan Capraz Baglar Olusturan Tespit

Soliisyonlari

Proteinler icerisinde veya proteinler arasinda, niikleik asitler igerisinde veya
niikleik asitler arasinda ve proteinler ile niikleik asitler arasinda ¢apraz baglar
kurarak fiksatif etki olusturan kimyasallardir. Formaldehit, gluteraldehit, diger
aldehitler (kloral hidrat, glioksal vb.), merkiirik klorit ve cinko klorit gibi metal
tuzlart ve osmiyum tetroksit gibi diger metalik bilesikler bu grupta yer alirlar
(Grizzle ve ark., 2008). Dokulardan istenilen pH degerini korumak igin tampon
¢ozeltisi kullanilir (Huang ve Yeung, 2005). Kullanilan tampon ¢ozeltisinin tespit
soliisyonu ile uyumlu olmasi gerekir (Huang ve Yeung, 2005). Ornegin, tespit
soliisyonunu aldehit grubundan kullanilmigsa, amin tamponu kullanilmaz. Ciinkii

TRIS, ikisi kovalent olarak reaksiyona girer ve her bilesenin istenilen etkisini en aza
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indirir (Huang ve Yeung, 2005). Amin ve aldehit grubu kovalent baglar ile

reaksiyona girer ve bilesenlerin etkisini en aza indirir (Grizzle ve ark., 2008).

Tespit soliisyonu, hiicreler ve dokular ile uyumlu uygun ozmotik
konsantrasyonda  olmalidur. Boylelikle  dokular  sismeyecekler  ve
kiictilmeyeceklerdir. ~ Tampon ¢ozeltisi toksik olmamali ve tespit sirasinda

morfolojik degisikliklere neden olmamalidir (Huang ve Yeung, 2005).

Formaldehit (CH,0)

(Cogu laboratuvarda yaygin olarak kullanilan koagiile olmayan capraz baglar
olusturan standart tespit soliisyonu % 10’luk formaldehittir. Formaldehit, bircok
dokunun rutin tespiti i¢in kullanilabilir (Adickes ve ark., 1997). Formaldehit, ideal
bir fiksatif olarak kabul edilmesine ragmen etkisinin, yumusak bir fiksatif oldugu

diistiniilmektedir (Prophet, 1992).

Tampon icermeyen formaldehitin raf omrii kisalir. Tampon igermeyen
formaldehit yavas yavas formik aside oksitlenerek pH’da diisiise sebep olur. Formik
asit, asit formaldehit hematin ile reaksiyona girerek, kahverengi-siyah artefakt
pigmenti olusturur. Bu pigment, mikroorganizmalarla veya diger patolojik
pigmentlerle karisabilecegi i¢in sikintilidir (Rolls ve ark., 1994). Formaldehit, keskin
kokusu olan renksiz bir sivi veya gazdir. Cilt ve solunum sistemini etkiler. Gozler,

burun ve bogazda ani tahrise neden olur (Prophet, 1992).

Formaldehit, reaktif hipoksi metil gruplarini olusturmak igin proteinlerin yan
zincirleri ile reaksiyon halindedir. Niikleotidleri, serbest amino gruplari ile tepkimeye
sokarak modifiye edebilir. Formaldehit lipidleri ne korur ne de tahrip eder. Karmagik
lipidler i¢in 1yi bir fiksatiftir ancak nétr lipidler iizerinde higbir etkisi yoktur
(Prophet, 1992). Formaldehit, doymamis lipidler ve kalsiyum iyonlari mevcutsa
reaksiyona girer, fakat karbonhidratlarla tepkimeye girmeme egilimi gosterir (Eltoum
ve ark., 2001). Formaldehit, lizin, arginin, sistein, tirozin, treonin, serin ve glutamin
olusturan reaktif kompleksleri olusturan gruplarla reaksiyona girebilir ve bunlar

birbirleri ile birleserek metilen kopriileri (¢apraz baglantilar) veya hidrojen gruplari
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olusturabilirler (Eltoum ve ark., 2001). Formaldehit ile tespit sonrasi yikama da
dokularda 6nemli ¢apraz baglar kalir (Eltoum ve ark., 2001). Formaldehit ile tespit

isleminde hiicredeki proteinlerin peptidlerini muhafaza etmesi olduk¢a 6nemlidir.

Formaldehit hiicrenin proteinlerini ¢okeltmez fakat hiicrenin diger
bilesenlerini hafifce c¢okeltir. Bazi hiicresel bilesenleri (albiimin vb.) doku takibi
sirasinda kullanilan alkollerin sertlestirmesini onler (Prophet, 1992). Karbonhidratlar
i¢in tercih edilmez fakat proteinleri korur, glikojen ve mukopolisakkaritler {izerinde
herhangi bir etki gostermez (Albert ve Johnson, 1998; Mete, 2004).

Formaldehit ile tespit edilmis dokularda aldehitler proteinlerin ¢apraz
baglanmasini saglayarak metilen kopriileri olusturur (Hewitson ve ark., 2010).
Dokunun tespit soliisyonu ile proteinlere baglanmasi nispeten hizlidir fakat metilen
kopriilerinin olusumu oldukga yavas gerceklesir. Bu nedenle formalin soliisyonu ile
tespit islemi uzun zaman gerektirir (Huang ve Yeung, 2005). Kiiciik dokularin

tespiti biiylik dokunun tespitinden daha kisa siirmektedir (Pabugguoglu, 2016).

Formaldehit ile tespit edilmis doku Orneklerinde bazi niikleer kabarciklar
goriilebilir. Postfiksatif olarak asetik asit kullanildiginda dokularda goriilen niikleer
kabarciklar engellenerek ve dokular daha parlak boyanmasi ve immiinohistokimyasal

boyamalarda antijenlerin daha iyi boyandig1 gézlenmistir (Prophet, 1992).

Formaldehit soliisyonunun kendi kendine polimerlesmesini 6nlemek igin
dengeleyici olarak metanol ilave edilebilir. Formaldehit soliisyonu kullanilmayip
depolanmasinin uzun siirmesi sonucu formik asit olusumuna sebep olur (Huang ve
Yeung, 2005). Metanol ve formik asit dokularda olumsuz etkiye sebep olur. Boyle
bir durumda yeni bir formaldehit soliisyonu hazirlanir ve paraformaldehit (PFA)

tozundan yapilir ve hemen kullanilmalidir (Huang ve Yeung, 2005).

Formaldehit soliisyonunun, deriye veya gbze temas etmesi veya solunum
yoluyla solunmasi oldukg¢a tehlikelidir. Formaldehit soliisyonunun tahris edicli,
asindirict  ve alerjik duyarliliga neden oldugu bilinmektedir. Formaldehit
soliisyonunun kanserlere (nazofarangeal ve sinonasal) ve miyeloid 16semiye neden

oldugu yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu nedenlerden dolay1 bir¢ok iilkenin,
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isyerinde iscilerin formaldehit soliisyonuna maruz kalmasini sinirlamak i¢in siki

kurallar vardir.

Formaldehit soliisyonun insan saglig1 tizerindeki olumsuz etkilerine ragmen,
formaldehit soliisyonu patoloji ve histoloji laboratuarlarinda rutin tespit soliisyonu
olarak kullanilmaktadir. Formaldehitin tespit soliisyonu olarak rutinde kullanilmasi
toksik tehdit olusturdugundan birgok laboratuvar daha giivenli ¢alisma ortami
olusturmaya c¢alismaktadir. Ustelik, formaldehit soliisyonu esdegerinde bir tespit
soliisyonu bulunmamaktadir. Formaldehit soliisyonu, molekiiler yontemler de dahil
olmak lizere tiim boyama yontemlerine izin vermesi ve ucuz olmasi gibi alternatifler

icermektedir.

Bouin Tespit Soliisyonu

Bouin tespit soliisyonu suda doyurulmus pikrik asit, 25 ml formalin ve buzlu
gliseal asetik asit kullanilarak hazirlanir (Hewitson ve ark., 2010). Dokular Bouin
soliisyonunda 6-24 saat bekledikten sonra elde edilen dokular %70’lik alkole
aktarilirlar (Ding, 2015). Bouin soliisyonu ile tespit edilen dokular pikrik asitin
nedeniyle oldugu sari renk alirlar. Bu doz ¢ok kiigiik biyopsiler i¢in bir avantaj saglar
(Ding, 2015). Beyin ve embriyo dokular1 gibi yumusak ve narin dokular (beyin ve
embriyo dokular gibi), kiiciik biyopsiler ve 6zellikle testis biyopsilerinin tespiti igin
Bouin Fiksatifi (BF) tercih edilir. Pikrik asit, niikleoproteinleri ¢oktiirerek,
sitoplazmik boyalarla parlak boyanma saglar (Tapul ve ark., 2012). BF dokulara
yavas yavas niifus ettigi i¢in bobrek dokusununun ve hiicrelerdeki mitokondrianin
yapisini bozar (Hewitson ve ark., 2010). Hiicrenin glikojenini ve niikleusunu ¢ok iyi
korur, ancak dokunun biiziilmesine sebep olur (Latendresse ve ark., 2002;
Ananthanarayanan ve ark., 2005). Dokuda asir1 sertlesmeye yol agmaz. Eritrositler

kismen veya tamamen lizise ugrar ve demir ile kii¢iik kalsiyum depolar1 ¢oziiniir.
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Modifiye Davidson Tespit Soliisyonu

Formaldehit, distile su, ethanol ve gliseal asetik asitten meydana gelen tespit
soliisyonudur. BF ile kullanilan pikrik asit yerine ethanol kullanilmasi tespit
solisyonunun hizli penetrasyonunu saglar ve formaldehit soliisyonuna kiyasla
giivenlik ve atik sorunlarina neden olmaz, kullanimi basittir (Kelder ve ark., 2008).
Soliisyondaki ethanol, hidrojen baglarini ve {igiinciil yapilar1 pargalayarak proteinleri
denatiire eder. Ethanoliin, penetrasyonu hizli oldugu icin gliseal asetik asit tarafindan
etkilenebilen asir1 bilizilmeye neden olur (Ding, 2015). Spermatogenezin
evrelendirilmesinde  (Latendresse ve ark., 2002) ve g6z morfolojisinin

degerlendirilmesinde (Ding, 2015) tercih edilir.

Stieve’s Tespit Soliisyonu

Formaldehit, distile su, merkiirik klorit ve asetik asitten olusan tespit

soliisyonudur. Civali tespit soliisyonu oldugu i¢in metal kullanilmadan hazirlanir.

2.3.5. lyi Bir Tespit islemi I¢in Dikkat Edilmesi Gerekenler

Ideal olarak segilen tespit soliisyonu dokularin protoplazma yapisini
degistirmez ve c¢apraz baglanarak stabilize elastik bir jel haline getirilir. Tim
organellerin dogal hallerini korur, fosfolipidleri stabilize eder. Maalesef ideal tespit

soliisyonu yoktur. Iyi bir tespit icin dikkat edilmesi gerekenler:

1. Penetrasyon orani: Tespit solisyonunun penetrasyon hizi, difiizyon
ozelliklerine baghdir (Huang ve Yeung, 2005). Dokunun biiytikliigi 4 mm’yi
gecmemelidir. Ornegin, formalin soliisyonu ile tespit isleminde 5 mm’lik (52

saat) bir doku icin 25 saat siire gerekmektedir.

2. Konsantrasyonu: Farkli hiicresel bilesenler, tespit maddesi ve tespit

soliisyonu farkli kosantrasyonlarda farkli tepki verirler. Diigiik konsantrasyon
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igeren tespit soliisyonu uzun zaman gerektirebilir. Yiiksek konsantrasyon
iceren tespit soliisyonu enzim aktivitelerini yok ederek hasara sebep olabilir
(Huang ve Yeung, 2005).

Siiresi: Tespit i¢in en uygun zaman tespit soliisyonlar1 arasinda degisiklik
gosterir. lyi bir tespit isleminin gergeklesmesi icin, tespit soliisyonunun
diffizyonu ile dokunun merkezine kadar islemesi ig¢in ve tespit
reaksiyonlarinin ger¢eklesmesi i¢in yeterli zaman verilmelidir. Tespit siiresini
kisa  tutmak dokunun tespit sollisyonuna  penetrasyonunu  ve
makromolekiillerin ¢apraz bag olusumunu engeller (Huang ve Yeung, 2005).
Tespit siiresinin uzun olmasi asiri ¢apraz baglanmaya neden oldugu igin

dokular kirilgan hale gelir (Huang ve Yeung, 2005).

Sicaklik: Tespit 1s1s1 arttik¢a tespit soliisyonunun dokuya diffiizyon oranini
arttirir ve tespit ile doku elementleri arasinda ki kimyasal reaksiyon oranini
hizlandirir. Ayrica dokuya tespit sollisyonunun ulasamadigi kisminda
dejenerasyon hizini arttiracaktir. Isik mikroskop ¢alismalart igin ilk olarak
tespit soliisyonunun oda isisinda olmasi dokunun morfolojisini tam olarak

korumasi bakimindan faydalidir.

Dokunun boyutu: Tespit edilecek dokunun boyutunun 4 mm’den daha kalin

olmamalidir. Ideal olan doku kalinlig1 3 mm’dir.

Hacim orani: Tespit soliisyonunun doku hacmine oranla fazla olmasi
onemlidir. Tespit solliisyonunun dokuya oranimin 50:1 olmasi 1yi bir tespitin
gerceklesmesini saglar. Ciinkii, tespit soliisyonundaki reaktif maddenin
efektif konsantrasyonu tespit ilerledikge tiiketilir ve toplam hacimde tespitin

kalitesini etkileyebilir.

pH ve tamponlar: Tespit soliisyonunun pH’1 dokunun pH’1ina yakin olmalidir.
Formaldehitin formik asit olarak pargalanmasinin asitli bir soliisyon lirettigi,
bununda hemoglobin ile reaksiyona girerek artefakt pigmenti (asit
formaldehit hematin) tirettigi bilinmektedir. Formaldehitte oldugu gibi bagka

tespit soliisyonlarinda da 6nemli olmaktadir. Bu nedenle formaldehitin pH’1
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6,8-7,2’ye tamponlanmaktadir. Elektron mikroskobi ¢alismalarinda pH
onemlidir ve fizyolojik pH ile eslesmelidir (Carson, 1997).

8. Ozmolarite: Asir1 hipotonik ve hipertonik ¢6zeltiler tarafindan fosfolipid
membranlar kolaylikla zarar gorebilir. Hipertonik soliisyonlar dokularin
biiziilmesine, hipotonik soliisyonlar ise dokularin sismesine sebep
olmaktadirlar. Tespit soliisyonunun hafif hipertonik olmasi istenmektedir

(Huang ve Yeung, 2005).

Sonug olarak kimyasal tespitin kalitesini etkileyecek bir siirii degisken vardir.
Elde edilecek goriintiilerin ‘yasama uygun’ olmasini saglamak i¢in sonuglar1 canh

hiicre ¢alismalari ile karsilastirllmahidir (Huang ve Yeung, 2005).

2.4. Stereoloji

Stereoloji, biyolojik aragtirmalarda kantitatif histoloji igin en iyi uygulama
metodu olarak kabul edilir. Stereoloji, iki boyutlu verilerden elde edilen bilgiler
1s1ginda iic boyutlu diizenlemeyi amaclar. Morfolojik yapilarin, tarafsiz ve
tekrarlanabilir bir sekilde, uygun izotropik ve diizgiin bdlmelerin tesadiifi
orneklenerek diizenlemesini saglar (Hewitson ve ark., 2010). Nesnenin sekli ve
boyutu ya da ilgili pargaciklarin frekansi veya hiicreler hakkinda Onyargili
varsayimlarda bulunmadan, ¢esitli parametrelerin dogru bir drnekleme tasarimi ile
tahmin edilmesi i¢in basit yontemler saglayan morfometrinin bir dalidir (Kaplan ve
Canan, 2012). Hiicre ve yapilarin sayilarini, uzunluklarmni, alanlarini ve hacimlerini

belirlemek i¢in kullanilir.

Stereoloji, deneysel hipotezleri dogrulamakta ve reddetmekte Onemli rol
oynamaktadir. Yani stereolojik tahminlerin sonucu, sistematik hata icermez (Kaplan
ve Canan, 2012). Steroloji yontemleri kullanilarak, Manyetik Resonans (MR) ve
Bilgisayarli Tomografi (BT) goriintiileri iizerinde hacim ve yiizey alani1 tahminleri

giivenilir bir sekilde yapilabilir (Acer ve ark., 2006).
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Genetik ve molekiiler teknikler, yapilarin biyolojisine yardimci olurlar.
Biyomedikal arastirmacilar ise nicel yaklagimlar ile dokularin, hiicrelerin veya
hiicresel organellerin sayisal degisiklikler hakkinda morfoloji ve fonksiyon

arasindaki korelasyonu arastirir (Hewitson ve ark., 2010).

Stereolojinin kantitatif calismalar iizerinde birka¢ bilimsel avantaji vardir

(Hewitson ve ark., 2010):

e ilk olarak, sonuglar niimerikdir (6znel degil). Sonuglar, tekrar edilebilir
ve farkli laboratuarlarin her zaman dogrulamalar1 daha kolaydir.

e Gruplar aras1 karsilastirmalar kolayca yapilabilir. Ozellikle hipotez
testleri i¢in faydali olmasi saglanir.

e Sayisallagtirmanin bilgisayar destekli analizidir.

Stereoloji dogrudan 6lglim yapmaz ve genelde test noktalarindan veya test
cizgilerinden olusan test alani ile 6lglim yapar. Stereolojide karsilasilan zorluk, iki
boyutlu bilgilerin analizi ile {i¢ boyutlu diizenlemenin temelini anlatmaktir (Hewitson

ve ark., 2010).

+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
S s ™ R
e e S Tt
+ + + + + + +
o 1= S <t R
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +

Sekil 2.7. Noktal1 alan 6l¢iim cetveli.
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Stereoloji model temelli stereoloji ve tasarim temelli stereoloji olmak {izere
iki alt dalda incelenir. Yapilan galismada stereoloji metodlarindan Cavalier prensibi
kullanilmistir. Cavalier metodu uygulamasi hem kolay, basit ve ucuz olmasi hem de
testis bolgelerinin hacimlerini ayr1 ayri hesaplamaya uygun bir metod oldugu igin
tercih edilmistir. Cavalier metodu sik kullanilan stereolojik hacim hesaplama
yontemidir (Howard ve Reed, 1998; Canan ve ark., 2002). Diizensiz bir sekle sahip
ic boyutlu nesnelerin hacimlerini, hiicre sayilarin1 ve kesit yiizeylerini hesaplamaya
yarayan bir yontemdir. Stereolojide c¢ok sik kullanilan izdiisiim alani hesaplama
yontemi, Noktali Alan Olgiim Cetvelleri (NAOC)‘dir (Sekil 2.9). NAOC yéntemi ile
hacmini hesaplayacagimiz yapi esit kalinlikta (t) ve paralel pargalara ayrilir. Yapinin
ilk kesiti mutlaka rastgele ornekleme ile alinmalidir. Bu 6rneklemede kesitlerin
araligi ve kalinhigi sabit olmalidir. NAOC’de yer alan her arti isaretinin ortasi,
cetvelin bir noktasin1 verir ve dort adet nokta arasindaki kisim birim cetvel alanin
yani P(a)’y1 olusturur. Cetveldeki her nokta birim alani temsil ettigi i¢in izdiisiim
icerisine diisen toplam nokta sayis1 olan XPi ile birim alan degerinin ile garpilmasi

ilgilenilen izdiistimiin toplam alanini yani Ai’yi Verir.

Ai=2 Pi.P(a)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Bu calismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Merkezinden elde edilen Spraque Dawley cinsi eriskin 200-350 gram agirliginda 20
adet erkek sican kullanildi. Deney siiresince Siganlara igme suyu olarak ¢esme suyu
verildi ve sikigtirilmig pelet yemler ile beslendi. Oda sicakliginda bulunan siganlar;

12 saat aydinlik, 12 saat karanlik periyotlar da barindirildi.

Tez calismast igin gerekli tiim deneysel islemler Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'nun 20.10.2015 tarihli ve 2015-12/07 sayili
toplantisinda alan Etik Kurul izni ile gerceklestirildi (bkz. EK-2).

3.2. Dokularm Eldesi

Yiksek dozda eter inhalasyon anestezisi uygulanan siganlar servikal
diskolasyon ile feda edildi. Servikal dislokasyonun ardindan deneklerin viicut
agirliklan 6lciildi. Skrotal kesi ile ¢ikartilan sag ve sol testislerin agirliklar: ise su
sekilde belirlendi; igerisinde 150 ml fosfat tamponlu salin (PBS) bulunan beher kabi
hassas terazi lizerine oturtuldu. Kap ve igerisindeki sivinin daras1 alindi. Deneklerden
cikartilan testisler, sivi igerisine atilarak agirliklar1 belirlendi. Fiksatifin testis
icerisine penetrasyonunu kolaylastirmak ve hizlandirmak i¢in her bir testisin tunika
albuginea tabakasi en az 15 farkli yerinden 18 gauge igne ile delindi. Arkasindan
numaralandirilan ve gazli bez ile bohgalanan testisler dort farkli fiksatiften birisi
igerisinde fikse edilmeye baslandi. Ayni hayvandan elde edilen sag ve sol testisin

farkli fiksatifler ile fikse edilmesine dikkat edildi (Tablo 3.1.).
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Tablo 3.1. Hayvanlarin ve tespit soliisyonlarinin belirlenmesi.

Sican Doku Testis Tespit
numarasl | numarasi soliisyonu
1 1 Sag testis %10 NTF
2 Sol testis BF
5 3 Sag testis %10 NTF
4 Sol testis mDF
9) Sag testis %10 NTF
3 6 Sol testis Stieve’s
4 7 Sag testis mDF
8 Sol testis BF
5 9 Sag testis BF
10 Sol testis Stieve’s
11 Sag testis mDF
e 12 Sol testis Stieve’s
7 13 Sag testis %10 NTF
14 Sol testis BF
8 15 Sag testis %10 NTF
16 Sol testis mDF
9 17 Sag testis %10 NTF
18 Sol testis Stieve’s
10 19 Sag test.is BF
20 Sol testis mDF
21 Sag testis BF
= 22 Sol testis Stieve’s
23 Sag testis mDF
12 24 Sol testis Stieve’s
13 25 Sag testis %10 NTF
26 Sol testis BF
14 27 Sag testis %10 NTF
28 Sol testis mDF
15 29 Sag testis %10 NTF
30 Sol testis Stieve’s
16 31 Sag test.is BF
32 Sol testis mDF
17 33 Sag test.is BF
34 Sol testis Stieve’s
18 35 Sag test_is mDF
36 Sol testis Stieve’s
37 Sag testis %10 NTF
19 38 Sol testis BF
20 39 Sag testis mDF
40 Sol testis Stieve’s
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Calismada kullanilan fiksatifler su sekilde hazirlands;

%10 NTF (Bancroft ve Stevens, 2008)

MUSIUK SUYU i 900 mi
Formalin (%37°lik Formaldehit solisyonu) ..........cccccvevverieennnne. 100 ml
Sodyum Fosfat Monobazik Monohidrat (NaH,PO4xH,0)........ 4 gr
Sodyum Fosfat Dibazik Anhidroz (NagHPOg)....ccoovveeviiiiiinns 6.5gr

900 ml musluk suyu igerisinde Sodyum Fosfat Monobazik Monohidrat ile
Sodyum Fosfat Dibazik Anhidréz karistirilarak eritilir. Uzerine 100 ml formalin

eklenir ve karistirilir.

BF (Bancroft ve Stevens, 2008)

Sature sulu pikrik asit SOlUSYONU ..........ccccvviviieieiininceencs 1500 ml
Formalin (%37’lik Formaldehit solisyonu) ...........ccocoecvvviinnnenn 500 ml
Gliseal @Setik @St ........coverierierieie et 100 ml

Oncelikle sature sulu pikrik asit hazirlamir. Distile su ile yapilan %2.1°lik
pikrik asit sature bir soliisyon olusturacaktir. 1500 ml satiire pikrik asit solliisyonuna

sirastyla formalin ve gliseal asetik asit eklenir.

mDF (Bancroft ve Stevens, 2008)

DISHIE SU .t 500 ml
Formalin (%37°lik Formaldehit solisyonu) ...........cccccocervrinnnene 300 ml
Ethanol ..o 150 ml
Gliseal aSetik @SIt .......cceeriiiieiieieee e 50 ml
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Tiim sivilar belirtilen hacimlerde ve sirayla karistirilarak ¢ozelti hazirlanir.

Stieve’s Fiksatifi (Petersen ve ark., 2014)

DISHIE SU . e 760 ml
MerKaUrit KIOFIt ....oovviieiiee e 50 gr
Formalin (%37°lik Formaldehit solisyonu) .........cccccceevvevieennnne. 200 ml
Gliseal aSetikK @SIT .......ccveriieieiieieie e 40 ml

Oncelikle merkiirit klorit distile su icerisinde eritilir. Arkasindan formalin ve

gliseal asetik asit eklenir.

Bohgca igerisinde ki testis dokular1 5 saat siire ile fikse edildikten sonra her bir
testis ortadan enine olacak sekilde iki pargaya ayrildi. 65mm x 50mm x 18mm
boyutlarindaki doku kasetlerine yerlestirilen testislerin ayni fiksatif igerisinde

tespitine devam edildi.

%10 NTF Fiksatifi icerisinde bulunan dokular tespit asamasi i¢in 48 saat
fiksatifte bekletildi. Bouin Fiksatifi, mDF, Stieve’s Fiksatifi igerisinde bulunan
dokular tespit asamasi i¢in 24 saat fiksatifte bekletildi.

3.3. Doku Takibi ve Gomme

Testis dokularnin tespiti tamamlandiginda doku takibine baslandi.

e %10 NTF Fiksatifi igerisindeki dokular 48 saat tespit soliisyonunda bekletildi.
Tespit islemi tamalandiktan sonra dokular akan ¢esme suyuna alinarak 4 saat
yikandi. Akan ¢esme suyundan sonra dokular %70’lik alkol igerisine alindi
ve 48 saat %70’lik alkol igerisinde ve daha sonra %90’lik alkole alinarak
doku takibine baslandi (Tablo 3.2).

e BF ile tespit edilen dokular 24 saat tespit soliisyonunda bekletildikten sonra
%70’lik alkol igerisine alind1 ve 48 saat sonunda %70’lik alkol degistirildi.
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Bu dokular %70 lik alkol igerisinde toplamda 120 saat bekletildikten sonra
%90’lik alkole alinarak doku takibine baslandi (Tablo 3.2).

e mDF ile tespit edilen dokular 24 saat tespit soliisyonunda bekletildikten sonra
%70’lik alkol igerisine alindi ve 48 saat sonunda %90’lik alkole alinarak
doku takibine baglandi1 (Tablo 3.2).

e Stieve’s Fiksatifi ile tespit edilen dokular 24 saat tespit soliisyonunda
bekletildikten sonra dokular %70°lik alkol icerisinde 96 saat sonunda %90’lik
alkole alinarak doku takibine baglandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Doku takip protokolii.

1. Gin 09:00 %70 Alkol

1. Gin 16:00 %90 Alkol

2. Giin 16:00 %96 Alkol I
3. Giin 09:00 %96 Alkol II
4. Giin 16:00 %100 Alkol I
5. Giin 09:00 %2100 Alkol 11
5. Giin 10:00 %2100 Alkol 11
5. Gilin 11:00 Ksilen 1

5. Giin 11:15 Ksilen II

5. Giin 11:30 Ksilen I11

5. Gilin 11:45 Parafin |

5. Gilin 12:30 Parafin Il

5. Giin 13:00 Parafin I11

5. Gilin 14:00 Bloklama

3.4. Kaesit Alma

Testis dokularina, doku takibi islemi tamamlandiktan sonra parafin bloklama
islemi yapildi. Daha 6nce enine iki esit pargaya bdliinmiis olan dokular bir kez daha
iki esit pargaya boliinerek bir testis dokusundan dort esit parca elde edilmis oldu.
Dokular bloklanirken kesit yiizeylerinin devamlili§ina dikkat edildi.
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Stereolojik metodlar ile hacim hesaplamasinda her bir organdan en az 10-15
adet kesit elde edilmesi gereklidir. Oncelikle; kesit rneklem oranimizi belirlemek
i¢in 1 numarali testis dokusu dokunun basindan sonuna kadar kesildi Termo Fisher
Scientific Shandon Finesse 325 model mikrotom ile alinan kesitler 5 um
kalinligindaydi. Elde edilen kesit sayisina gore; kesit orneklem oraninin 1/250
olmasina karar verildi. Ayrica hem diger boyamalarda kullanilmasi1 hem de yedek

kesit havuzu olusturmasi amaci ile belirlenen kesitten sonraki 2 kesitte lama alindi.

3.5. Boyama

Testis dokularindan elde edilen kesitlere su dort boyama uygulandi; HE
boyamasi, PAS boyamasi, MTC boyamasi ve TUNEL boyamasi.

Sayilar1 10-17 arasinda olan tim seri kesitler HE ile boyandi. HE boyali
kesitler morfolojinin degerlendirilmesi ve Cavalieri yontemi ile hacim hesaplamasi
amaciyla kullanildi. Yedek kesit havuzunda yer alan lamlar ise PAS, MTC ve
TUNEL ile boyandi. PAS boyamasi bazal membranin degerlendirilmesi amaciyla,
MTC boyamasi bag dokunun degerlendirilmesi amaciyla, TUNEL boyamas1 ise

apoptozun degerlendirilmesi amaciyla uygulandi.

HE Boyamas:

Mayer’s Hematoksilen ve Eozin Y soliisyonlar1 su sekilde hazirlandi:

Mayer’s Hematoksilen soliisyonu (Bancroft ve Stevens, 2008):

e Hematoksilen .........cccccoovevveennn, 1gr

o Distile SU ..ocooiiiiiii 1000 ml

o Sodyumiodat ........cccccveviiiiiiieniinn, 0,2 gr

e Potasyum veya amonyum alum .....50 gr

o Sitrikasit ....cccoovvviiii lgr

e Kiloral hidrat SRL ........ccoccevirirnnne 50 gr veya
e Kloral hidrat AR .......ccoeeivviivei, 50 gr



Hematoksilen, distile su, potasyum alum ve sodyum iyodat isitilarak
¢oziinmesi beklenir. Klor hidrat ve sitrik asit eklenir ve 5 dakika kaynatilir.

Kaynatilan ¢6zeltinin sogumasi beklenir ve soguduktan sonra siiziiliir.

Eozin Y soliisyonu (Bancroft ve Stevens, 2008):

® DIStile SU .oovvviiicce 1000 ml
o EOZINY oo, 10 gr

® TIMOl oo 1 kristal
o Gliseal asetik asit ..........ccccovvirnenne 0,5ml

Eozin Y, distile su igerisinde eritilir. Daha sonra timol eklenerek homojen

karisim olmasi saglanir. En son olarak gliseal asetik asit eklenir.

Lamlar 60 derecelik etiivde 20 dakika beklettikten sonra HE boyamasi
uygulandi (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. HE boyama yontemi.

Ksilol 2x5 dakika
%100, %96, %70 etil alkol 3’er dakika
Distile su 2-3 dakika
Mayer’s Hematoksilen 8 dakika
Musluk suyu 5 dakika
%1°1ik Asit alkol 2-3 saniye
Musluk suyu 2 dakika
Amonyakli su 5 saniye
Distile su 2 dakika
Eozin Y 3 dakika
%70, %96, %100 etil alkol 3’er dakika
Ksilol 2x5 dakika
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PAS Boyama yéontemi

PAS boyamasi, testis dokusunda bazal membranlari inceleyebilmek amaciyla

yapildi. Periyodik asit ¢ozeltisi ve schiff reaktifi su sekilde hazirlandi:

Periyodik asit ¢ozeltisi (Bancroft ve Stevens, 2008):
e Periyodik asit .........ccoeevivieiieriennnnn, 1gr
o DIistile SU ..ccovvvvriiieiie e 200 cc

Periyodik asit, distile su igerisinde eritilir.

Schiff reaktifi (Bancroft ve Stevens, 2008):

e Kaynamis distile su .......cccccvereennne 200 ml
o Bazik fuksin ... lgr

e Potasyum metabisiilfit .................. 29r

e %10’ luk HCL ..o 10 cc
o Karbon tozu .......cccccvevviiieiieieinnn, 0.5¢r

Kaynamig distile su igerisine bazik fuksin ilave edilir. Cozelti 50 dereceye
kadar sogudugunda Potastum Metabisiilfit (K»S,0,) eklenir ve iyice karistirilir.
Cozelti oda 1s1sina geldiginde konsantre HCI ekleyip karigtirtlir ve karbon tozu ilave
edilip giizelce karngtirilir. Olusan ¢ozelti seffaf renktedir ve +4°C’de buzdolabinda
saklanur.

Lamlar 60 derecelik etiivde 20 dakika beklettikten sonra PAS boyamasi
uygulandi (Tablo 3.4.).
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Tablo 3.4. PAS boyama yontemi.

Ksilol 2x5 dakika
%100, %96, %70 etil alkol 3’er dakika
Distile su 2-3 dakika
Periyodik asit 5 dakika
Distile su 5 dakika
Schiff reaktifi 15 dakika
Musluk suyu 5 dakika
Mayer’s hematoksilen 3 dakika
Musluk suyu 8 dakika
%70, %96, %100 etil alokol 3’er dakika
Ksilol 2x5 dakika

MTC Boyama yéontemi

MTC boyamasi, testis dokusunun bag dokusunu inceleyebilmek amaciyla

yapildi. Soliisyon A, B, C ve Harris hematoksilen su sekilde hazirlandi:

Soliisyon A (Bancroft ve Stevens, 2008):

e Asit fuksin ........ccccee
e Gliseal asetik asit ..............

o DistilesSu ..ccooveeevvveeccen.

Asit fuksin, distile su icerisinde eritilir. Daha sonra ¢ozeltiye gliseal asetik

............. 0.5¢r
............. 0.5 ml

asit eklenerek homojen karisim olmasi saglanir.

Soliisyon B (Bancroft ve Stevens, 2008):

e Fosfomolibtik asit .............

e Distilesu .....ccooevvee

Fosfomolibtik asit distile su igerisinde eritilerek homojen karisim elde edilir.
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Soliisyon C (Bancroft ve Stevens, 2008):

o LightGreen ....cccceevvivviveieennnn, 29r
e Gliseal asetik asit .......cccceeevvvveeennnen. 25ml
® DiStileSU wovvveveeeeeeeeeeeee 100 ml.

Light Green, distile su igerisinde eritilir. Daha sonra ¢6zeltiye gliseal asetik

asit eklenerek homojen karisim olmasi saglanir.

Harris hematoksilen (Bancroft ve Stevens, 2008):

e Hematoksilen .........cccccovvvvevnnnnnn, 2.5gr

e Absolii alkol ......cccccvevviiiiiiieiies 25 ml

e Potasyumalum ... 50 gr

® DIStie SU ..ocovviiiiece 500 ml

o Gliseal asetik asit ........c.c.ccovvvrienne 20 ml

o Merkiirit OKSit ..ooovvvvviiiiiiiiiiiiiienns 1.25 gr veya
e Sodyum iodat .........ccceeeriiriieinrnninne 0.50 gr

Hematoksilen alkol igerisinde diisiik 1sida eritilir. Daha sonra karisima
Potasyum alum ve Sodyum alum ilave edilir ve hizli bir sekilde kaynamasi saglanir.
Cozelti kaynamaya baslayinca ocaktan alinir. Kaynayan karisitma Merkdirit oksit azar
azar ilave edilir. Cozelti koyu mor renk alinca soguk su dolu bir kap igerisinde
tutalarak sogumasi saglanir. Olusan ¢ozelti daha olgun olmasi i¢in 3 gilin sonra
kullanilmak {izere koyu renkli bir siseye alinip agiz kismi sikica kapatilarak
karanlikta oda 1sisinda saklanir. Boya kullanacagi zaman gliseal asetik asit ilave
edilir (Bancroft ve Stevens, 2008).

Lamlar 60 derecelik etiivde 20 dakika beklettikten sonra MTC boyamasi
uygulandi (Tablo 3.5.).
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Tablo 3.5. MTC boyama yontemi (Bancroft ve Stevens, 2008).

Ksilol 2x5 dakika
%100, %96, %70 etil alkol 3’er dakika
Distile su 2-3 dakika
Harris Hematoksilen 15 dakika
Musluk suyu 5 dakika
%1°1ik Asit alkol 2-3 saniye
Musluk suyu 5 dakika
Amonyakli su 5 saniye
Musluk suyu 5 dakika
Soliisyon A 5 dakika
Distile su 2 dakika
Soliisyon B 5 dakika
Soliisyon C 2 dakika
Distile su 2 dakika
%]1’lik asetik asit 2 dakika
%70, %96, %100 etil alkol 3’er dakika
Ksilol 2x5 dakika

TUNEL Boyama Yéntemi

TUNEL boyamasi, testis dokusundaki hiicrelerde DNA fragmantasyonunu
belirleyebilmek ve dokudaki apoptotik hiicrelerin boyanmasi amaciyla yapildi.
TUNEL boyama yontemi tiiretici firmanin (Apoptag Plus Peroksidaz In situ apoptosis
Kiti, Chemicon International, S7101) talimatlar1 dogrultusunda uygulanmistir.
Pozitif yiikli lamlar 60 derecelik etiivde 20 dakika beklettikten sonra TUNEL
boyamasi uygulandi (Tablo 3.6.).
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Tablo 3.6. TUNEL boyama yontemi.

Ksilol 2x5 dakika
%100, %96, %70 etil alkol 3’er dakika
PBS (Phosphate Buffered Saline), DAB (3,3’-diaminobenzidine) 5 dakika
Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir

1:500 diliisyondaki Proteinaz K soliisyonu 7 dakika
PBS 3x5 dakika
Endojen tampon soliisyonu 5 dakika
PBS 3x5 dakika
Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika
Caligma soliisyonu (% 77 ul Reaction Buffer + %33 TdT 60 dakika
Enzyme)

Stop/Wash Buffer ( 1ml )+Distile su (34 ml) Oda sicakliginda 10 dakika
Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
PBS 3x5 dakika
DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
PBS 3x5 dakika
Distile su 5 dakika
Harris hematoksilen 3-5 dakika
Distile su 5 dakika
%70, %96, %100 etil alkol 3’er dakika
Ksilol 2x5 dakika

3.6. Testis Hacminin Stereolojik Yontemlerle Hesaplanmasi

Calismada kullanilan 20 adet eriskin erkek si¢anlardan elde edilmis 40 adet
testisin hacmi Cavalieri Yontemi ile hesaplandi. Tiim testis dokularindan randomize
sistematik ornekleme yontemi ile 1/250 6rneklem orami kullanilarak segilen kesitler
HE ile boyandi. Boyali preparatlar Olympus BX53 mikroskopla 1.25x objektif
kullanilarak dijital kamera (Olympus DP73 CCD renkli kamera 17.28 megapiksel)
ile fotograflandi. Boylece her bir testisden elde edilen ve sayilar1 10 ile 17 arasinda

degisen HE boyali kesitler fotograflanmis oldu.
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Elde edilen fotograflar kullanilarak Cavalier yontemi ile testis hacminin
hesaplanmasinda STEPan izer isimli yazilim kullanild1 (Tschanz ve ark., 2010).
Goriintiiler iizerine yerlestirilen noktali alan sayim cetveli kullanilarak herbir organ
i¢cin toplam nokta sayisi hesaplandi. Her organda nokta sayis1 en az 100 idi. Hacim

hesaplamasi su formiil kullanilarak gerceklestirildi:

V=tx (a/lp) x ZP
V: hacim
t: kesit kalinlig
(a/p): nokta alani

>P: toplam nokta say1s1

Yapilan hacim hesaplamalarinin hassasiyeti birbirinden bagimsiz iki faktoriin
islevidir. Bunlardan birincisi noise effect olarak adlandirilir. Noise effect su formdil

ile hesaplandi:

Noise = 0.0724 x \% x 1 x 2P

L . ortalama profil sekli (5 olarak kabul edildi).

e
2P: toplam nokta sayist

n: kesit sayisi

Digeri ise toplam alan varyansidir. Toplam alan varyansi su sekilde

hesaplandi.
VARsurs (Salan) = 3(A_N°212?'4B+C
A=Pi x Pi
B=Pi x Pi+1
C=Pix Pi+2

Ardindan total varyans hesaplandi.

Total varyans P = Noise + VARsurs (Xalan)
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Son olarak CE (ZP) degeri hesaplandi.

CE (SP) = J Totalzl;aryans

3.7. [listatiksel inceleme

Gruplardan elde edilen veriler Kruskal-Wallis Testi ile degerlendirildi.
p<0.05 olmasi durumu anlamli olarak degerlendirildi. Test sonucu anlamli ¢ikan
degiskenler Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U Testi yapildi ve p<0.0083

anlaml olarak kabul edildi.

42



4. BULGULAR

Bu tez calismasinda eriskin erkek sicanlardan elde edilen 40 adet testis
dokusu 4 farkl fiksatif ile tespit edildi. Dokulardan alinan kesitler ile HE, PAS,
MTC ve TUNEL boyalar1 boyandi. HE boyali preparatlar Cavalieri yontemi ile

organ hacmi hesaplamasinda kullanildi. Bu ¢alisma ile farkli fiksatiflerin;

e Organ yapisi lizerindeki etkisinin incelenmesi,

e Organ kesitlerinin histokimyasal yontemler ile boyanmasi {izerindeki
etkisinin incelenmesi,

e Organ kesitlerinin TUNEL yontemi ile boyanmasi tzerindeki etkisinin
incelenmesi,

e Cavalieri yontemi ile organ hacminin tahmini {zerindeki etkisinin
incelenmesi,

e Organda neden oldugu ¢ekmenin incelenmesi amaglandi.

Bu amaglar dogrultusunda elde edilen bulgular asagida verilmistir.

4.1. Farkh Fiksatiflerin Testis Morfolojisi Uzerine Etkilerinin

Incelenmesi

HE boyama yontemi ile fiksatiflere ait testis dokularmin incelenmesi
sonucunda, seminifer tiibiiller, bazal membran, spermatogenik hiicreler, liimen ve

intertisyel alanlarin hiicresel detay boyanma netligi degerlendirildi.

%10 NTF Fiksatifine ait kesitlerin HE boyanmasi incelendiginde, hiicresel
detayin ¢ok net olmadig1 ve seminifer tiibiil biiziismeleri gozlendi (Sekil 4.1. - 4.3.).
BF’ye ait kesitlerin HE boyanmasi incelendiginde, hiicresel detayin biraz daha iyi

oldugunu ve seminifer tiibiil biiziismeleri daha az gozlendi (Sekil 4.4. - 4.6.).
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mDF’ye ait kesitlerin HE boyanmasi incelendiginde, hiicresel detayin ¢ok net
gozlemlendigi ve seminifer tiibiil biiziismelerinin ¢ok az oldugu onun da organin
merkezinde oldugu gozlendi (Sekil 4.7. - 4.9.). Stieve’s Fiksatifine ait kesitlerin HE
boyanmasi incelendiginde, hiicresel detayin ¢ok iyi oldugu goriildii ve seminifer

tiibiillerde biizisme gozlenmedi (Sekil 4.10. - 4.12.).

Sekil 4.1. %10 NTF Fiksatifine ait testis dokusunun HE boyama goriintiisii X10
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Sekil 4.3. %10 NTF Fiksatifine ait testis dokusunun HE boyama goriintiisii x40

45



t testis dokusunun HE boyama goriintiisii x10

kil 4.4. BF’ye ai

Se

ye ait testis dokusunun HE boyama goriintiisii X20.

2

kil 4.5. BF

Se
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Sekil 4.7. mDF'ye ait testis dokusunun HE boyama goriintiisti X10.
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Sekil 4.9. mDF'ye ait testis dokusunun HE boyama goriintiisii X40.
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Sekil 4.10. Stieve’s Fiksatifine ait testis dokusunun HE boyama goriintiisii x10.

Sekil 4.11. Stieve’s Fiksatifine ait testis dokusunun HE boyama goriintiisii X20.
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Sekil 4.12. Stieve’s Fiksatifine ait testis dokusunun HE boyama goriintiisii x40.

4.2. Farkh Fiksatiflerin Testis Dokusunun Histokimyasal Yontemler ile

Boyanmasi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Calismamizda her bir testis dokusundan rastgele olarak segilen lamlar PAS ve
MTC ile boyandi.

PAS boyama yontemi ile seminifer tiibiillerin bazal membran yapisi
degerlendirildi. %10 NTF Fiksatifine ait kesitlerde tiibiillerin bazal membranlar1 iyi
ayrilamadigr gozlendi (Sekil 4.13. ve 4.14.). BF’ye ait kesitlerin incelendiginde
seminifer tiibiillerde bazal membranlarin daha iyi ayrildigi gézlenmistir (Sekil 4.15.
ve 4.16.). mDF'ye ait kesitlerde tiibiillerde bazal membran yapilar1 daha iyi ve net
gozlendi (Sekil 4.17. ve 4.18.). Stieve’s Fiksatifine ait kesitlerde tiibiillerin bazal
membran ve tunika albuginea yapilarinin boyandigi gézlendi (Sekil 4.19. ve 4.20.).
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Sekil 4.13. %10 NTF Fiksatifine ait testis dokusunun PAS boyama goriintiisii x20.

Sekil 4.14. %10 NTF Fiksatifine ait testis dokusunun PAS boyama goriintiisii x40.
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Sekil 4.16. BF’ye ait testis dokusunun PAS boyama goriintiisii x40.
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Sekil 4.18. mDF'ye ait testis dokusunun PAS boyama goriintiisii x40.
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s Fiksatifine ait testis dokusunun PAS boyama goriintiisii x20.

b

Sekil 4.19. Stieve

s Fiksatifine ait testis dokusunun PAS boyama goriintiisii x40.

9

Sekil 4.20. Stieve
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MTC boyama yontemi ile fiksatiflere ait dokularin incelenmesinde, testisi
cevreleyen tunika albuginea ve intertisyel alanlar degerlendirildi. %10 NTF
Fiksatifine ait kesitlerin incelenmesinde, testisi ¢evreleyen bag dokunun ve
intertisyel alanin ¢ok net boyanamadigi gozlendi (Sekil 4.21. ve 4.22.). BF’ye ait
kesitlerin incelenmesinde, testisi ¢evreleyen bag dokunun ve intertisyel alanin daha
Iyl boyandig1 gozlendi (Sekil 4.23. ve 4.24.). mDF'ye ait kesitlerin incelenmesinde,
testisi ¢evreleyen bag dokunun ve intertisyel alanin daha iyi boyandigi gozlendi
(Sekil 4.25. ve 4.26.). Stieve’s Fiksatifine ait kesitlerin incelenmesinde, testisi
cevreleyen bag dokunun ve intertisyel alanin boyandigi gozlendi (Sekil 4.27. ve
4.28.).

Sekil 4.21. %10 NTF Fiksatifine ait testis dokusunun MTC boyama goriintiisi X20.
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Sekil 4.23. BF’ye ait testis dokusunun MTC boyama goriintiisii X20.
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Sekil 4.25. mDF'ye ait testis dokusunun MTC boyama goriintiisii X20.

57



Sekil 4.27. Stieve’s Fiksatifine ait testis dokusunun MTC boyama goriintiisii X20.
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Sekil 4.28. Stieve’s Fiksatifine ait testis dokusunun MTC boyama goriintiisii X40.

4.3. Farklhh Fiksatiflerin Testis Dokusunun TUNEL Yontemi ile

Boyanmasi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Calismamizda her bir testis dokusundan rastgele olarak tek bir kesit pozitif
yiiklii lama alindi ve TUNEL yontemi ile boyandi.

TUNEL boyama yontemi ile fiksatiflere ait dokularin nukleuslar1 kahverengi
olarak boyanmis hiicreler, apoptotik hiicre olarak degerlendirildi. Kullanilan dort
fiksatif ile apoptotik hiicrelerde boyanma oldugu gozlendi. Boyanma siddeti
agisindan gruplar arasinda farkliliklar izlenmedi (Sekil 4.29. — 4.36.).
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%10 NTF Fiksatifine ait testis dokusunun TUNEL boyama goriintiisii

Sekil 4.29.
x20.

Sekil 4.30. %10 NTF Fiksatifine ait testis dokusunun TUNEL boyama goriintiisii
60
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Sekil 4.31. BF’ye ait testis dokusunun TUNEL boyama goriintiisii X20.
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Sekil 4.32. BF’ye ait testis dokusunun TUNEL boyama goriintiisii x40.



Sekil 4.33. mDF'ye ait testis dokusunun TUNEL boyama goriintiisii X20.

Sekil 4.34. mDF'ye ait testis dokusunun TUNEL boyama goriintiisii x40.
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Sekil 4.35. Stieve’s Fiksatifine ait testis dokusunun TUNEL boyama gorintiisii X20.

Sekil 4.36. Stieve’s Fiksatifine ait testis dokusunun TUNEL boyama gorintiisii x40.
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4.4. Farkh Fiksatiflerin Testis Dokusu Hacminin Stereolojik Yontemler

ile Incelenmesi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

%10 NTF Fiksatifinin degiskenlerine gore, Vonce ortalamasinin X=1.660
oldugu, Vsonra ortalamasinin X=0.552 oldugu, Cekme ortalmasinin X= 0.67 oldugu
ve CE ortalamasinin  X=0.04 oldugu goriilmektedir (Tablo 4.1.). Sicanlarin BF
degiskenlerine gore, Vonce ortalamasinin X=1.678 oldugu, Vsonra ortalamasinin X
=0.720 oldugu, Cekme ortalamasinin X=0.57 oldugu ve CE ortalamasinin X=0.03
oldugu goriilmektedir (Tablo 4.1.). Sicanlarin mMDF degiskenlerine goére, Vonce
ortalamasmin  X=1.667 oldugu, Vsonra ortalamasinin X=0.702 oldugu, Cekme
ortalamasinin  X=0.58 oldugu ve CE ortalamasinin X=0.03 oldugu gériilmektedir
(Tablo 4.1.). Sicanlarin Stieve’s Fiksatifinin degiskenlerine gore, Vonce
ortalamasinin  X=1.693 oldugu, Vsonra ortalamasinin X=0.774 oldugu, Cekme

ortalamasinin  X=0.54 oldugu ve CE ortalamasinin X=0.03 oldugu goériilmektedir

(Tablo 4.1).

Sicanlarin testis dokusunun Olgegin geneline iliskin degiskenlerine gore,
Voénce ortalamasinin  X=1.675 oldugu, Vsonra ortalamasinin X=0.687 oldugu,

Cekme ortalamasinin = X=0.59 oldugu ve CE ortalamasinin X=0.03 oldugu

goriilmektedir (Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. Farkli Fiksatif ile Tespit Edilen Testis Dokularinin Baslangi¢ Hacimleri
ve Cavalieri Yontemi ile Hesaplanan Hacimlerine Yonelik Betimsel
Analiz Sonugclari

Fiksatif n X SS Median Min. Max.

%10 NTF 10 1.660  +0.1200 1.67 1.449 1.831

BF 10 1.678  +0.1322 1.70 1.446 1.837
Vonce

mDF 10 1.667  +0.1227 1.70 1.444 1.811
(cm®)

Stieve’s 10 1.693  +0.1009 171 151 1.817

Toplam 40 1.675  +£0.1155 1.69 1.444 1.837

%10 NTF 10 0.552  +0.1623 0.49 0.403 0.85

BF 10 0.720  +0.1220 0.69 0.568 0.99
Vsonra

mDF 10 0.702  +0.1253 0.69 0.538 0.917
(cm®)

Stieve’s 10 0.774  +0.1781 0.71 0.593 1.106

Toplam 40 0.687  +0.1655 0.68 0.403 1.106

%10 NTF 10 67 +10 70 48 75

BF 10 57 +7 59 38 64
Cekme

mDF 10 58 +6 58 48 68
(%)

Stieve’s 10 54 +9 55 39 66

Toplam 40 59 +9 59 38 75

%10 NTF 10 4 +0.5 4 3 )

BF 10 3 +0.3 3 3 4
CE

mDF 10 3 +0.4 3 3 4
(%)

Stieve’s 10 3 +0.4 3 2 4

Toplam 40 3 +0.5 3 2 5
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Testis  dokusunun  hacmini  fiksatiflere = gore stereolojik  olarak
degerlendirdigimizde Vonce degiskeni (x*=0.479, p=0.924) arasinda istatiksel olarak
anlamhi fark bulunmamustir. Vsonra degiskeni (x?=10.707, p=0.013), Cekme
degiskeni (x°=9.017, p=0.029) ve CE degiskeni (x*=15.039, p=0.002) arasinda ise

istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Farkli Fiksatif ile Tespit Edilen Testis Dokularinin Baglangi¢ Hacimleri
Ve Cavalieri Yontemi ile Hesaplanan Hacimlerinin “Kruskal Wallis-H
Testil” Analizi Bulgular

) ) — -
Fiksatif n Xgira X sd p
%10 NTF 10 18.60
o BF 10 21.40
Vonce 0.479 3 0924
(cm?)
mDF 10 20.10
Stieve’s 10 21.90
%10 NTF 10 10,25
BF 10 23,30
V 1]
SO;‘II’a 10.707 3 0.013
(cm?) mDF 10 22 55
Stieve’s 10 25,90
%10 NTF 10 29.95
BF 10 18.25
km
(E)e ¢ 9.017 3 0.029
(%0) mDF 10 18.05
Stieve’s 10 15.75
%10 NTF 10 30.35
BF 10 16.40
CE (%) 15039 3 0.002
mDF 10 20.20
Stieve’s 10 15.05
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Testis dokusunun hacmini %10 NTF Fiksatifi ve BF’ye gore stereolojik
olarak degerlendirdigimizde Vsonra degiskeni (x?=6.418, p=0.011) ve Cekme
degiskeni (x2=5.878, p=0.015) arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(Tablo 4.3). Fakat CE degiskeni (x*=9.335, p=0.002) arasinda ise istatiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. %10 NTF Fiksatifi ve BF ile Testis Dokusu Haciminin Stereolojik
Yéntemler ile Incelenmesinin “Mann-Whitney U” Analizi Bulgular

%10 NTF 10 7.15

Vsonra 6.418 1 0.011
BF 10 13.85

(cm’)
Toplam 20
% NTF 10 13.70

Cekme 5.878 1 0.015
BF 10 7.30

(%)
Toplam 20
%10 NTF 10 14.05

CE 9.335 1 0.002
BF 10 6.95

(%)
Toplam 20
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Testis dokusunun hacmini %10 NTF Fiksatifi ve mDF'ye gore stereolojik
olarak degerlendirdigimizde Vsonra degiskeni (x°=6.223, p=0.013), Cekme
degiskeni (x*=5.014, p=0.025) ve CE degiskeni (x*=5.107, p=0.024) arasinda ise

istatiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. %10 NTF Fiksatifi ve mDF ile Testis Dokusu Haciminin Stereolojik
Yontemler ile Incelenmesinin “Mann-Whitney U” Analizi Bulgulari

Fiksatif n Xsira X sd p
%10 NTF 10 7.20
Vsonra 6.223 1 0.013
(cm?) mDF 10 13.80
Toplam 20
%10 NTF 10 13.45
Cekme 5.014 1 0.025
mDF 10 7.55
(%)
Toplam 20
%10 NTF 10 13.15
CE 5.107 1 0.024
mDF 10 7.85
(%)
Toplam 20
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Testis dokusunun hacmini %10 NTF ve Stieve’s Fiksatiflerine gore
stereolojik olarak degerlendirdigimizde Vsonra degiskeni (x?=7.411, p=0.006) ve CE
degiskeni (X2:9.366, p=0.002) arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(Tablo 4.5.). Cekme degiskeni (x°=6.242, p=0.012) arasinda ise istatiksel olarak

anlamli fark bulunmamistir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. %10 NTF Fiksatifi ve Stieve’s Fiksatifi ile Testis Dokusu Haciminin
Stereolojik Yontemler ile incelenmesinin  “Mann-Whitney U” Analizi

Bulgular1
Fiksatif n Xgira x> sd P
%10 NTF 10 6.90
Vsonra 7.411 1 0.006
(cm?) Stieve’s 10 14.10
Toplam 20
%10 NTF 10 13.80
Cekme 6.242 1 0.012
Stieve’s 10 7.20
(%)
Toplam 20
%10 NTF 10 14.15
CE 9.366 1 0.002
Stieve’s 10 6.85
(%)
Toplam 20
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Testis dokusunun hacmini BF ve mDF'ye gore stereolojik olarak
degerlendirdigimizde Vsonra degiskeni (x°=0.036, p=0.850), Cekme degiskeni
(x*=0.023, p=0.879) ve CE degiskeni (x°=1.188, p=0.276) arasinda ise istatiksel

olarak anlamli fark bulunmamustir (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. BF ve mDF ile Testis Dokusu Haciminin Stereolojik Yéntemler ile
Incelenmesinin “Mann-Whitney U” Analizi Bulgulari

Fiksatif n Xgira x> sd P
BF 10 10.75

Vsonra 0.036 1 0.850
mDF 10 10.25

(cm®)
Toplam 20
BF 10 10.70

Cekme 0.023 1 0.879
mDF 10 10.30

(%)
Toplam 20
BF 10 9.50

CE 1.188 1 0.276
mDF 10 11.50

(%)
Toplam 20
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Testis dokusunun hacmini BF ve Stieve’s Fiksatiflerine gore stereolojik
olarak degerlendirdigimizde Vsonra degiskeni (x?=0.367, p=0.545), Cekme
degiskeni (x*=0.323, p=0.570) ve CE degiskeni (x*=0.300, p=0.584) arasinda ise

istatiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. BF ve Stieve’s Fiksatifi ile Testis Dokusu Haciminin Stereolojik
Yontemler ile Incelenmesinin “Mann-Whitney U” Analizi Bulgulari

Fiksatif n Xgira X2 sd P
BF 10 9.70
0.367 1 0.545
Vsonra
Stieve’s 10 11.30
(cm’)
Toplam 20
BF 10 11.25
0.323 1 0.570
Cekme Stieve’s 10 9.75
(%) Toplam 20
BF 10 10.95
0.300 1 0.584
CE Stieve’s 10 10.05
(%) Toplam 20

71



Testis dokusunun hacmini mDF ve Stieve’s Fiksatiflerine gore stereolojik
olarak degerlendirdigimizde Vsonra degiskeni (x*=5.72, p=0.450), Cekme degiskeni
(x*=0.282, p=0.595) ve CE degiskeni (x°=1.823, p=0.177) arasinda ise istatiksel

olarak anlamli fark bulunmamustir (Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. mDF ve Stieve’s Fiksatifi ile Testis Dokusu Haciminin Stereolojik
Yontemler ile Incelenmesinin “Mann-Whitney U” Analizi Bulgulari

Fiksatif n Xsira X? sd P
mDF 10 9.50
Vsonra 0.572 1 0.450
(cm?) Stieve’s 10 11.50
Toplam 20
mDF 10 11.20
Cekme 0.282 1 0.595
Stieve’s 10 9.80
(%)
Toplam 20
mDF 10 11.85
CE 1.823 1 0.177
Stieve’s 10 9.15
(%)
Toplam 20
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Tekli Analiz Sonuclart

Calismamizda 4 adet fiksatif oldugundan ve her grupta tekli 6 analiz
yapilabildigi i¢in ‘Bonferroni Diizeltmesi’ uygulanarak p<0.0083 olan degerler

anlamli kabul edilmistir.

Vsonra analizinde %10 NTF Fiksatifi ile Stieve’s Fiksatifi arasinda anlamli
fark ¢ikmistir (p=0.006). CE analizinde %10 NTF Fiksatifi ile BF arasinda anlaml
fark ¢ikmustir (p=0.002). CE analizinde %10 NTF Fiksatifi ile Stieve’s Fiksatifi
arasinda anlamli fark ¢ikmustir (p=0.002).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, testis dokusunu stereolojik yontemler ile incelemek
istedigimizde kullanilacak uygun fiksatifi segmeyi ve testis doku biitiinliigiini en iyi

koruyan fiksatifin dokudaki boyanma kalitesini belirlemeyi amagladik.

Erkek iireme sisteminde Onemli yeri olan testis, g¢evresel ajanlardan ve
kimyasallardan ¢ok fazla etkilenen dokulardan bir tanesidir (Kangasniemi ve ark.,
1996; Erkanli-Sentiirk ve ark., 2012). Testis doku histolojisinin ve mikroanatomik
diizeyinin 1iyi bilinmesi, testis dokusunda meydana gelebilecek hastalik veya
rahatsizlik durumlarinda etyolojisinin ortaya ¢ikarilmasi, erken tani, tedavinin seyri
ve patogenezin agiklanmasi acisindan gereklidir. Testis morfolojisinin ve
spermatogenik serideki hiicrelerin gelisimsel evrelerinin mikroanatomik diizeyde
daha iyi incelenebilmesi dokunun en iyi sekilde tespit edilmesi ile mimkiindiir

(Dutta ve ark., 2012).

Her dokunun hiicresel bilesenlerinin farkli olmasi dolayisiyla tespit
sollisyonlar1 da dokularin morfolojik korunumu acisindan degisiklik gostermektedir.
Cogu doku, fiksatifin hizl1 penetrasyonunu saglayacak bir boyutta kesilir, fakat testis
dokusu doku biitiinliigii korunarak biitiin olarak tespit edilmelidir. Testis dokusu i¢in
yapilan calismalarda dokunun tiibiiler biitiinliiglinii en uygun koruyan fiksatifler
tespit edilmistir. Fakat ¢calismalarda belirli sayida fiksatif bulunmaktadir (Latendresse
ve ark., 2002; Tu ve ark., 2011). Histolojik ¢alismalarda bulgularin iyi bir sekilde

gosterilmesi ve giivenilir olmasi i¢in doku tespitinin ideal olmas1 gerekir.

Bir¢ok farkli doku ve organ rutin olarak histoloji laboratuarinda HE boyasi ile
boyanir ve bazen dokunun yapisal ve hiicresel 6zelliklerini gostermek i¢in HE boyasi
yetersiz kaldigi i¢in 6zel inceleme ve boyama yontemlerine gereksinim duyulur. Bu

amacgla en sik tercih edilen uygun ve kolay kullanimi olan histokimyasal
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boyanmalarinin ve IHK boyamasinin incelemedir (Doran, 2005; Howrody ve ark.,
2005).

Calismamizda 20 adet Srague Dawley cinsi siganin testis dokulari alinarak
farkli tespit soliisyonlarinda (%10 NTF Fiksatifi, BF, mDF ve Stieve’s Fiksatifi)
tespit edildi. Tespit olan 40 adet testis dokusu doku takibinden sonra parafin ile
bloklandi. Her doku blogundan rastgele bir sayidan baslanarak seri kesitler alindi.
Seri kesit olan lamlarimiz HE boyasi ile boyandi ve Cavalier yontemi ile hacim
hesaplamasi icin kullanildi. Lamlarimiz HE boyas1 disinda PAS boyasi, MTC boyasi
ve TUNEL boyalari ile boyanip degerlendirildi.

Calismamizda seminifer tiibiillerin narin yapisin1 daha iyi koruyan ve
morfolojik detayin daha iyi gosterilmesini saglayan fiksatif mDF ve Stieve’s
Fiksatiflerinin oldugu goriilmiistiir. Seminifer tiibiil yapilarinin hiicre i¢i ve hiicresel
ozellikleri morfolojik yapisina yakin olarak korunumu saglanmistir. Boylece testis
yapis1 bir biitiin olarak en dogru sekilde degerlendirilmesi saglabilecektir. Doku i¢in
en ideal fiksatiften beklenen ‘dokunun morfolojik korunumunu en iyi saglayan ve
hiicrelerin biizilmesinin en az olmasimi saglamak’ olmalidir. Bunun yaninda
hiicrenin  organellerinin  korunumunu saglamak ve hiicresel 6zelliklerinin
gosterilmesini  saglamaktir. Doku biiziilmesinin merkezi tiibiillerde gozlenmesi
periferal tiibiillerde ¢cok nadir gozlenmesi ile morfolojik detay gdsteriminin iyi olan

alternatif olarak degerlendirilebilecek Bouin fiksatifi olabilir.

Testis ve gdz dokusu ile caligma yapan Latendresse ve ark., testis dokularinm
BF ve mDF ile tespit etmis ve sonuglari karsilagtirmiglardir. Testis dokusunun; PAS,
HE ve IHC (AR, PCNA ve PGP) ile boyanmasi en iyi morfolojik detaytr mDF'nin
gosterdigi izlenmistir. Dokunun bir biitiin olarak tespit edilmesi gerektigi ve dokunun
periferal alanlarin merkezi kisimlarinda daha iyi tespit edildigi vurgulanmistir

(Latendresse ve ark., 2002).

Fiksatifin dokuya hizli bir sekilde niifuz etmesi tespitin kalitesi acisindan
onemlidir. Yapilan galismalarda BF ve mDF'nin igerisindeki gliseal asetik asit
nedeniyle testis dokusuna hizli penetrasyon saglandigi gosterilmistir (Tu ve ark,

2011). Gliseal asetik asit proteinleri tespit etmez fakat niikleik asitleri sabitledigi
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gosterilmistir (Kiernan, 1999). Kromozomlarin korunmasi ve interfaz ¢ekirdeklerinin
kromatinini ¢okeltmek i¢in fiksatiflere dahil edilen gliseal asetik asit sayesinde
spermlerin igerisinde ki gelismekte olan mayotik kromozomlar gorsellestirilmistir

(Latendresse ve ark., 2002).

Testis dokusunun tespiti i¢in yaygin olarak BF kullanilir (OECD, 2001). BF
icersinde pikrik asit igerir ve bu nedenle bazik proteinlerle tuzlar olusturarak
¢okelten, yavas niifuz eden bir fiksatiftir (Tu ve ark., 2011). BF glikojenin korunmasi
icin ideal bir fiksatif olmasina ragmen dokuda asir1 biiziilmeye neden olabilir
(Kiernan, 1999; Creasy ve Jonassen, 1999). mDF de kullanilan alkol pikrik asitten
daha hizli penetrasyon yetenegine sahiptir fakat dokunun biiziilmesine sebep olur (Tu
ve ark., 2011). Latendresse ve arkadaslarinin (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada
mDF ile tespit olan testis dokularinda seminifer tiibiillerde ¢ok az biiziilme gozlenmis

ve dokunun hiicresel netliginin daha iyi gozlendigi vurgulanmistir.

Testis dokusu ile yapilan bir baska caligma Tu ve ark. (2011) sicanlardan elde
ettikleri testis dokularmi 3 farkli grup olusturarak her grubu farkli fiksatif [%4
paraformaldehit (PFA), mDF ve BF] ile tespit ettikten sonra HE boyas: ile
degerlendirilmistir. Testis dokusu morfoloji detayinin en iyi mDF grubunda oldugu,
%4 PFA fiksatifi ile dokularda asir1 biiziismenin gozlendigi vurgulanmistir (Tu ve

ark., 2011).

Malladis ve ark. (1994), insan testis dokusundan ince igne biyopsisi ile
yaptiklart bir c¢alismada tercih ettikleri 5 farkli fiksatif (Paraformaldehit, BF,
Stieve’s, Cinko Siilfat ve Cinko Formalin Fiksatifleri) ile dokular1 6 farkli boya
(MTC, Van Gieson, PAS, Papanicolau, Giemsa ve HE boyasi) ile boyayip
degerlendirmislerdir. Testis dokusu i¢in en iyi fiksatifin Stieve’s Fiksatifi oldugunu,

vurgulanmigtir (Mallidis ve ark., 1994).

Calismamizda testis doku morfolojisini yetersiz korudugunu diisiindiiglimiiz
%10 NTF Fiksatifi kullanilir. Histoloji laboratuarlarinda rutin olarak %10 NTF
kullanilir ve dokular 12-36 saat tespit isleminden sonra doku takibi ve gomme
islemine alinir. Fakat testis gibi narin tiibiiler yapili dokular i¢in %10 NTF Fiksatifi

ile fikse edilen testis dokularmin parafin bloklanmasi sonucu yetersiz morfolojik
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goriiniimii degerlendirilmistir (Chapin ve ark., 1984; Hess ve Moore, 1993). %10
NTF ile tespit edilen dokunun plazma membranindaki proteinler {izerindeki olasi
etkilerinden dolay1 sitoplazmanin yogunlagsmasina sebep oldugu bilinmektedir
(Howroyd ve ark., 2005). Seminifer tiibiil i¢erisinde ki germ hiicrelerinin ve Sertoli
hiicrelerinin asir1 biiziilmesi ve dejeneratif hiicre tanimlanmasini oldukga zorlastirir.
Chapin ve arkadaglarinin (1984) yapmis olduklari ¢alismada testis dokusunun parafin
bloklama iglemi sirasinda sicak parafinin dokuda dehidrasyona sebep olarak biiziisme
yarattigi bildirilmistir. %10 NTF ile tespit edilen testis dokusu i¢in en idealinin
parafin bloklama yerine glikol metakrilat (GMA) ile gdomme isleminin oldugunu ve
bu sekildeki dokunun BF’den daha net morfolojik detaya sahip oldugu
vurgulanmigtir (Chapin ve ark., 1984).

Yapilan bazi ¢alismalarda yetiskin hayvan testisinin mDF ve BF ile
morfolojisinin %10 NTF’den daha iyi korudugunu gdstermistir (OECD, 2001;
Latendresse ve ark., 2002). Fetal si¢anlarin testisinin boyutu, fiksatif penetrasyonunu
daha iyi sagladigi icin %10 NTF ile dokunun tespiti basarili bir sekilde kullanilmistir
(Barlow ve Foster, 2003; Sharpe ve ark., 2003).

Howrody ve ark. (2005) fetal sicanlarin testis dokularini farkli (%10 NTF, BF
ve mDF) fiksatiflerle morfolojik korunumunu incelemisler. Fetal sigan testislerini
%10 NTF Fiksatifi ile incelediklerinde seminifer tiibiillerde az miktarda doku
biiziilmesinin oldugunu, intertisyel hiicrelerinde de sitoplazmik yogunlasmanin
oldugunu goézlemlemisler. %10 NTF Fiksatifi ile tespit edilen fetal testislerin
sitoplazmik biiziilmeleri yetisken si¢an testislerinde oldugu kadar asir1 olmamasina
ragmen dokunun biiziismesi toksikoloji ¢aligmalarinda tiibiiler patoloji agisindan
tehlikeli olabilecegine deginmislerdir. BF ve mDF igerisinde ki fetal testis
dokularinda intertisyel hiicrelerinde sadece sitoplazmik yogunlasma gozlemlemisler.
Fetal testis dokusunda morfolojik korunmasmi en iyi mDF ile saglandigini

gostermislerdir (Howroyd ve ark., 2005).

Calismamizda iy1 tespit olmus testis dokularimizin bazal membranlarini ve
bag dokularmi histokimyasal (PAS ve MTC) boyalariyla en giizel gosteren mDF
oldugunu ve apoptoz hiicrelerin gosterimini saglayan TUNEL boyanmasinda fark
goriilmedigi izlendi.
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Benson ve Brush (1996)’un insan testisinde IHK boyanma i¢in formaldehit ve
paraformaldehit igeren fiksatiflerin Gluteraldehit Fiksatifine gore daha avantajli ve
daha iyi morfolojik yapiy1 korudunu gozlemlemislerdir. Ureme bozukluklarinin
histolojik tanmis1 i¢in, peritiibiiler hiicrelerin immunohistokimyasal y&ntemlerle
tanimlanmasinin daha dogru ve anlamli oldugunu vurgulamislardir (Benson ve

Brush, 1996).

Howroyd ve ark. (2005) fetal testis ile yapmis olduklart TUNEL ¢alismasinda
en 1yi testis morfolojisini milkkemmel bir sekilde koruyan ve tiim molekiillerin
immunojenikligini koruyan ideal bir fiksatifin olmadigin1 ve her antikorun kendine

0zgl sabitleme gereksinimlerinin ve toleransinin oldugu vurgulamislardir (Howroyd

ve ark., 2005).

Testis dokusu ile stereolojik calisma yapan Mittwoch ve Mahadevaiah
(1980), insan fotal gonatlarin agirliginin 6lgiimesi sonucu sag gonatin sol gonattan
biiyiik oldugunu belirtmisler. Farkli bir ¢alisma yapan Wikramanayake (1995), sag
testisin %20 olgusunda sol testisden biiyiikk oldugunu, viicut agirhigi ile testis
boyutlart arasinda ki korelasyonun anlamli oldugunu belirtmis. Malas ve
arkadaglarinin (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada fotal testisinin sag testis ile sol
testis arasinda hacim ve agirlik parametrelerinin korelasyonunda anlamli fark
olmadigin1 belirtmisler. Peter ve ark. (2015), calismalarinda testis dokusunda ki
sertoli ve leyding hiicrelerinin toplam sayisini, stereolojik yontem (optik parcalama)
ile tahmin etmeye caligmiglar. Peter ve Pakkenberg (2000), yaslanma ile beraber
testis dokusundaki sertoli ve leyding hiicre sayisinin etkisini stereolojik yontem

kullanarak arastirmislar.

Calismamizda, testis dokusu i¢in rutinde en ¢ok tercih ve birgok calisma da
tercih edilen fiksatifleri kullandik (Tu ve ark., 2011; Latendresse ve ark., 2002). Bu
fiksatiflerin de avantajlar1 ve dezavantajlar1 mevcuttur. Calismamizda ki amacimiz
testis dokusunu stereolojik yontemler ile incelemek istendiginde kullanilacak uygun

fiksatifin se¢ilmesidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, testis dokusu i¢in rutinde kullanilan ve kullanilmasi 6nerilen
dort farkli fiksatif ile stereolojik yontemler kullanilarak dokunun incelenmesi igin
kullanilacak uygun fiksatif acisindan degerlendirdik. Testis dokusunu Vg¢ekme
degiskenine gore anlamli fark bulunamamistir (p<0.05). Testis dokusunu stereolojik
olarak hacmini degerlendirdigimizde en iyi mDF ve Stieve’s Fiksatifleri daha sonra
BF anlamli olarak istiin bulunmustur (p<0.0083). BF alternatif olarak
degerlendirilebilir. %10 NTF Fiksatifi ile testis dokusunun asir1 biiziismesi sonucu

stereolojik olarak dokunun haciminde kiigiilme oldugu gézlenmistir (p>0.0083).
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EK-3. PROJE SOZLESMESI

. BALIKESIR UNIVERSITES]
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
SOZLESMESI

MADDE 1- Balikesir Universitesi tarafindan desteklenmesine karar verilen 2015/216 no’ lu, “Hiinnapin
Siganlarda Testis iskemi-Reperfiizyon Hasari Uzerindeki Etkileri *  isimli projenin, Bilimsel Arastirma Projeleri
Yonergesiyle belirlenen esaslar dahilinde yiiriitiilmesi ve sonuglandiriimas amaciyla Balikesir Universitesi Rektorii
Prof. Dr. Kerim OZDEMIR ile proje yiiriitiicisii Yrd. Dog. Dr. Fatma Bahar SUNAY arasinda asagida belirlenen
kosullarla is bu s6zlesme imzalanmistir.

MADDE 2- Proje yiiriitiiciisii, projenin Balikesir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénergesi ve bu
sozlesme hiikiimlerinde ongdriilen amag, kapsam, siire ve diger hususlara uygun olarak yiiriitiilmesi ve
sonuglandiriimasindan sorumludur.

MADDE 3- Desteklenmesi kabul edilen projenin amag, kapsam, siire, program, yardimci arastirmacilar ve
biitgesinde yapilacak degisiklikler, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonunun karartyla miimkiindiir.

MADDE 4- Bilimsel Arastirma Projeleri kapsaminda alinan demirbaglar bsliim ayniyat mutemetlerine
zimmetlenir. Adi gegen demirbas iiriiniiniin proje bitim tarihinden itibaren 1 (bir) ay igerisinde iade edilmesinden
proje yiiriitiiciisii sorumlu olup, iade isleminin belirlenen siire icerisinde yapilmamasinin sonucunda proje
yiiriitiiciisii {irlin bedelini kargilayacagini kabul eder.

MADDE 5- Proje yoneticisi, asagidaki tarihlerde ara ve sonug raporlarini istenilmeden teslim etmek

zorundadir :
sl ueee/2015 1. Ara Rapor oo/ uiilicuis 4. Ara Rapor
el eeen/2015 2. Ara Rapor sesilicwsilivans 5. Ara Rapor
we/e0eri/2016 3. Ara Rapor wessidoeees Kesin Rapor

Ayrica istenildiginde proje ile ilgili ayrintili bilgileri ve kayitlari Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonuna
vermekle yiikiimliidiir. Ara Raporlarinin, kabul edilebilir mazeret bildirmeksizin bu sozlesme ile belirlenen tarihlerde
teslim edilmemesi halinde proje yiiriitiiciisiine 6deme yapilmaz bu durumda Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu
projeyi iptal edebilecegi gibi proje yiiriitiiciisiiniin degistirilmesine de karar verebilir.

Bilimsel Aragtirmalar Birimi tarafindan desteklenen projeler Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonunun ve
/ veya bu komisyonun belirleyecegi proje izleyicileri tarafindan yerinde incelenebilir; proje yiiriitiiciisii izleyicilere
istenilen her tiirlii belgeyi vermekle yiikiimliidiir.

MADDE 6- Proje yiiriitiiciisii, sonuglanan projenin tiim yonlerini ve sonuglarini kapsayan Kesin raporunu
sozlesme tarihinin sona ermesinden itibaren dort ay i¢inde Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi’nce hazirlanmis olan
“Kesin Rapor” formatmma uygun olarak Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimine vermekle yiikiimliidiir. Kesin
Raporun kabul edilen siirede sunulmamast veya kabul edilebilir bir mazeret bildirilmemesi halinde proje iptal
edilir.

Bilimsel Arastirmalar ciltlenmis olarak sunulan “Kesin Raporu” Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu
tarafindan incelendikten sonra kabul edilebilir veya gerekli diizeltmelerin yapilmasi istenilebilir. Yapilan
degisikliklerden sonra Kesin Raporu yeniden degerlendirilir. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan
Kesin Raporda yapilmasi istenilen degisiklikler igin taninan siire azami proje siiresinin kullaniimis olmasi halinde 2
ay1 gegemez.

MADDE 7- Proje yiiriitiiciisiiniin gergekgi gerekgeler sunmast kosuluyla, projeye en fazla toplam biitgesinin
%50’si kadar ek 6denek ve / veya 1 yila kadar ek siire verilmesi konusu Komisyon tarafindan degerlendirilebilir.

MADDE 8- Proje yiiriitiiciisii, tamamlanan proje ile ilgili veri, kayit ve dokiimanlari en az 10 yil saklamak
zorundadir.

MADDE 9- Proje yiriitiictisii, proje ile ilgili verileri ve bulgulari, yaymladigi her tiirlii yazi, makale ve
sundugu bildirilerde “Baltkesir Universitesi tarafindan desteklenmigtir.” ibaresini belirtmek zorundadir.

* 57

94



MADDE 10- Proje ile ilgili galismalarin siirdiiriilmesinde, isyeri ve proje personeli yoniinden ¢alismanin
gerektirdigi her tiirlii giivenlik 6nlemlerinin alinmasindan proje yiiriitiiciisii sorumludur.

MADDE 11- Bilimsel Aragtirma Birimi Komisyonunca desteklenmek suretiyle ele alinan bu projenin
sonucunda 17.7.1963 tarih ve 278 sayih Kanunun 2/a maddesine gore bir ihtira meydana gelirse bu ihtira ayni
kanunun 21. maddesi uyarinca Bilimsel Aragtirma Birimi Komisyonuna ait olacaktir. Ancak Bilimsel Aragtirma
Birimi Komisyonunun bu ihtiradan dolay usuliine uygun olarak istihsal edecegi patenti satma yahut kiralama yolu
ile elde edecegi bedel veya kiranin %30°u ihtiray1 yapan veya yapanlara verilecektir.

MADDE 12- Projeden elde edilen bilimsel sonuglarin telif hakki Balikesir Universitesine aittir.

MADDE 13- Proje kapsammda alinan arag-gere¢ vb. Universitemiz Ogretim Elemanlarimm
kullamimina agiktir.

MADDE 14- Bu sozlesme ile 6ngoriilen toplam maddi destek miktar1 ve deme plani bilimsel aragtirma
projeleri ddeneklerinin nakit akisinda meydana gelebilecek kisintilarin neden olacagi aksamalar miicbir sebep olarak
kabul edilir ve bu nedenle taraflar sorumlu tutulamazlar.

MADDE 15- Lisansiistii Ogrenim Aragtirma projelerinden tez basimi diginda, bir (1) yil iginde yaymn
yapilmadigi takdirde, tez yiiriitiiciisii tezi yapaninda adinin gegmesi kosuluyla tezden yaymn hazirlamak hakkima da
sahiptir.

MADDE 16 — Projeler kapsaminda alinan makine ve teghizat i¢in ayrica oda, derslik, laboratuar vb. gibi
yerler talep edilmeyecektir.

MADDE 17 - Projeyi desteklemek amaciyla Balikesir Universitesi tarafindan 2015 yih igin Sarf Malzeme

Kalemine4.000,00 TL , Makine Techizat Kalemine ....... TL, Hizmet Kalemine..... ... TL, Yolluk Kalemine
....... TL olmak iizere toplamda 4.000,00 TL &denek saglanacaktir.
MADDE 18- ../../2015 tarihinde taraflarca imzalanan bu s6zlesmenin yiiriirliik siiresi ...... yildir. Proje

yiiriitiiciisiine ek siire verilmesi halinde bu sézlesme ek siirede de gegerli olup, ayr1 bir sézlesme imzalanmaz.

MADDE 19 —Proje kapsamindaki, yazigmalar, ara rapor, sonug raporu, harcama islemleri ve takibinde tiim
sorumluluk proje yiiriitiiciisiine ait olup, bu islemlerden dogabilecek hata ve zararlar proje yiiriitiiciisii tarafindan
karsilanir.

MADDE 20- Sozlesme giderleri Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan édenir.

MADDE 21- Anlagmazlik halinde yetkili merci Balikesir Mahkeme ve icra Daireleridir.

BALIKESIR UNIVERSITESI PROJE YURUTUCUSU

IR Yrd. Dog. Dr. Fatma Bahar SUNAY

Ogretim Uyesi
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