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OZET

Epididimisin Stereolojik Yontemlerle incelenmesinde Nétral Tamponlu

Formaldehit ve Stieve Fiksatifinin Karsilastirilmasi

Yapilan calismada, iki farkli fiksatifin (NTF ve SF), sican epididimisinin
stereolojik metotlar ile incelenecegi deneysel ¢alismalarda, organin fiksasyonunda
kullanilmasmin etkilerini belirlemek ve bu fiksatiflerin birbirleri {izerinde

tisttinliiglintin olup olmadigini arastirmak amaglanmustir.

Bu arastirma i¢in 10 tane Sprague-Dawley cinsi erkek sican kullanildi.
Denekler ketamin/ksilazin anestezisi ile uyutulduktan sonra agr1 kontrolleri yapildi.
Ardindan servikal dislokasyon gergeklestirildi. Yapilan skrotal kesi ile deneklerin

hem sag hem de sol epididimisleri ¢ikartildu.

Epididimisler tartildiktan sonra iki farkli fiksatiften birisi ile fikse edildi.
Sonug olarak 10 hayvandan elde edilen 20 epididimisin 10 tanesinin fiksasyonu i¢in

NTF, 10 tanesinin fiksasyonu i¢in SF kullanildi.

Fiksasyonun ardindan wuygun doku takibi islemlerinden gecirilen
epididimislerden parafin bloklar elde edildi. Her bir epididimisten sistemik
randomize Ornekleme yontemi ile elde edilen 5 pm kalinligindaki 10-15 adet seri
kesit hematoksilen eozin ile boyandiktan sonra Cavalieri prensibi kullanilarak
epididimis hacimleri hesaplandi. Iki farkli fiksatif ile fikse edilen organlarin
Cavalieri prensibi ile hesaplanan ortalama hacimler hem birbirleri ile hem de

fiksasyondan dnce belirlenen hacim ile karsilastirildi.

Sonug olarak formaldehitin epididimis dokusunda ¢ekirdek kisimlarinda net
bir goriintii saglamadig1 onun yerine Stieve fiksatifinin ¢ekirdek netliginde daha iyi

sonug verdigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Epididimis, formaldehit, sigan, stereoloji, Stieve
fiksatifi



ABSTRACT

Comparison of Neutral Buffered Formaldehyde and Stieve Fixative in
Investigation of Epididimis by Stereological Methods

In this study, we investigated the effects of the use of two different fixatives
(NTF and SF), rat epididymis in stereological methods, experimental studies in the

fixation of the organ and whether these fixatives have superiority over each other.

Ten Sprague-Dawley rats were used for this study. Pain was controlled by
anesthetized ketamine / xylazine. Then cervical dislocation was performed. Both the

right and left epididymis of the subjects were removed by a scrotal incision.

Once the epididymis have been weighed and their volumes are determined
using the graduated cylinder and PBS, they will be fixed with one of two different
fixatives. As a result, NTF was used for fixation of 10 of 20 epididymis from 10

animals and SF was used for the fixation of 10 of them.

After fixation, paraffin blocks were obtained from epididymis which were
treated with appropriate tissue. Epididymis volumes were calculated using Cavalieri's
principle after staining 10-15 serial sections of hematoxylin eosin with 5 pm

thickness obtained from each epididymis by systemic randomized sampling method.

The total epididymis volume will include the epididymis tubule volume and
lumen volume. The mean volumes obtained from the use of two different fixatives
were compared with each other and with the volume determined before fixation and

whether there was a significant difference

As a result, it was seen that formaldehyde did not provide a clear image in the

nucleus of epididymis tissue and instead Stieve fixative yielded better results.

Key Words: Epididymis, formaldehyde, rat, stereology, Stieve fixative



SIMGE VE KISALTMALAR DIiZINi

EPA : Cevresel Koruma Ajanst

OECD : Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Teskilat1
% 10 NTF : % 10’luk Notral Tamponlu Formaldehit
SF : Stieve Fiksatifi

ABP : Androjen Baglayici Protein

FSH : Follikiil Stimiile Edici Hormon

ER : Endoplazmik Retikulum

TGN : Trans Golgi Ag1

Sry 'Y Kromozomunun Cinsiyet Belirleyici Bolgesi
TDF : Testis Belirleyici Faktor

HMG : Yiiksek Motilite Grubu

MIS : Miillerian Inhibe Edici Madde

AMH : Anti Miillerian Hormon

DHT : Dihidrotestosteron

NAOC : Noktali Alan Olgiim Cetveli

HE : Hematoksilen Eozin

PAS : Periyodik Asit Schiff

MTC : Masson’un Trikromu

CE : Hata Katsayis1

PBS : Fosfat Tamponlu Salin

mDF : Modifiye Davidson Fiksatifi
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1. GIRIS

Fiksasyon, doku ve organlarin mikroskop ile incelenebilecek hale
getirilmesinin ilk ve en 6nemli asamasidir. Fiksasyonun amaci doku ve organlar
canlhidakine en yakin hali ile sabitlemektir. Bazi organlarin fiksasyonu, cesitli
sebeplerden dolayi, daha zordur. Anatomik olarak yakin olmalar1 ve taze iken
kirilgan olmalar1 nedeniyle beraber fikse edilmeleri tercih edilen iki organ, testis ve

epididimis, fiksasyonu zor olan organlardandir.

Glinlimiizde yasadigimiz gevreyi kirleten pek ¢ok fiziksel ve kimyasal etkenin
erkek iireme sistemi lizerinde toksik etkiler olusturdugu bilinmektedir. Yine, cesitli
etkenlerin olas1 toksik etkilerini inceleyen ¢ok sayida calisma yapilmaktadir ve bu
calismalarda arastirilan etkenin testis dokusunda olusturdugu histopatolojik

degisiklikler incelenmektedir.

Toksikolojik Patoloji Dernegi’nin, Cevresel Koruma Ajansi (EPA) ve
Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Teskilati (OECD)’nin kimyasallarin iireme sistemi
tizerindeki toksik etkilerinin incelenmesine yonelik kilavuzlarini temel alarak
yayinladigr Onerilere bakildiginda; bu tiir ¢alismalarda sadece testislerin
incelenmesinin  yetersiz  oldugunun vurgulandigi ve epididimiste olusan
histopatolojik degisikliklerin de degerlendirilmesi gerektigine dikkat c¢ekildigi

gorilmektedir.

Stereolojik yontemler {i¢ boyutlu yapilarin iki boyutlu kesitlerinden tarafsiz ve
dogru veriler elde edilmesini saglayan yontemlerdir. Son yillarda bir¢ok organ ile
ilgili ¢alismalarda bu metotlar kullanilmaktadirlar. Yine son yillarda testiste hem
insanlarda hem de siganlarda deneysel hastalik modellerinde gergeklestirilen birgok
calismada, organin degerlendirilmesinde stereolojik metotlarin tercih edildigi
goriilmektedir. Ancak, literatiirde epididimisin stereolojik yoOntemler ile

degerlendirildigi calismalara ¢ok az rastlanmaktadir.

Literatiir incelendiginde testis fiksasyonunda ¢esitli fiksatiflerin denenmis ve
1



etkinliklerinin karsilagtirllmis oldugu goriilmektedir. Ancak epididimis i¢in benzer
caligmalara rastlanmamaktadir. Yine, bildigimiz kadariyla, fiksatiflerin hem testisin
hem de epididimisin stereolojik metotlarla incelenmesinde uygun olup olmadiklarini

arastiran bir ¢alisma da bulunmamaktadir.

Bu c¢alismanin amaci; iki farkli fiksatif ile, %10’luk noétral tamponlu
formaldehit (% 10 NTF) ve Stieve fiksatifi (SF) ile, fikse edilen epididimis
dokularinin stereolojik yontemler ile incelenmesinde, adi gecen fiksatiflerden
birisinin Ustiinligiiniin bulunup bulunmadigini belirlemektir. Literatiirde benzer bir
calismanin bulunmamasi nedeniyle, ¢alismamizdan elde edilecek sonucun,
epididimisi stereolojik yontemler kullanarak incelemeyi planlayan arastirmacilara,

tercih etmeleri gereken fiksatif konusunda kaynak olusturacagini 6ngérmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek ireme sisteminin islevi sperm ve seminal siviyr iiretmek, tasimak
ve korumaktir. Uretilen sivilarm kadimn genital organlarina gegisinin saglanmas1 ve
erkek tireme kapasitesi i¢in androjenler dretip, salgilamaktir (Gadea ve ark.,
2013).

Erkek genital organlari, topografik ve gelisimsel olarak i¢ ve dis genital
organlar olmak iizere ikiye ayrilir. I¢ genital organlar; testis, epididimis, duktus
deferens (vas deferens) ile seminal vezikiil, prostat ve bulboiiretral bez (Cowper
bezi) gibi ek cinsel bezlerdir. Dis genital organlar ise; penis, skrotum ve testis
tabakalaridir (Fritsch, 2013; Kuehnel, 2013).

Ureterles

Idrar kesesi —mesane-

Publk kemik
Duktus deferens ampullas:

Duktus deferens Seminal vezikil

Ejakulator kanal

Urogenital diafram Prostat bezi

Bulbodretral bez

Uretra

Anus
Penis

Glans

Sekil 2.1. Erkek tireme sistemini olusturan organlarin sagittal kesiti
(https://uroklinik.com.tr/uzmanlik-alanlarimiz/erkek-ureme-sistemi 09.05.2019)
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2.1.1 Skrotum

Testisler kasik bolgesinin alt kisminda skrotum adi verilen deriden olusan
bir torba icinde bulunurlar. Skrotum sicakta gevseyerek sarkar ve viicuttan
uzaklasir. Sogukta ise biizliserek toplanir ve viicuda yaklasarak testislerin optimum
sicaklikta tutulmasin1 saglar. Bu hareketleri skrotumun kremaster kasi
gergeklestirir. Testis 1s1sinin korunmasinda ter bezlerinin de 6nemi vardir. Skrotum
kese seklindedir ve penis tabaninin arkasinda asili halde bulunur. Goérevleri,
testisleri desteklemek, korumak, viicudun pelvik bolgesiyle olan konumlarini
diizenlemektir. Skrotum, fibroz Kkarakterde olup skrotal septum sayesinde
uzunlamasia iki bolmeye ayrilmistir. Skrotal septum sayesinde testisler
birbirinden ayrilir ve bu sayede bir testiste enfeksiyon olmasi halinde diger
testisin bundan etkilenmesi 6nlenir. Skrotumu olusturan sag kese, sol keseye
nazaran daha yukarida bulunur. Bu da iki testisin kuvvetli bir sekilde sikistirilma
ihtimalini azaltir (Graaff, 2001).

Skrotumu distan ige dogru su katmanlar olusturur: deri, tunica dartos,
fascia spermatica externa, fascia cremasterica, fascia spermatica interna ve
lamina parietalis tunica vaginalis testis. Skrotumun derisi incedir ve diger deri
tabakalar1 ile karsilastirildiginda pigmentce zengin olmasindan kaynakli koyu
renklidir. Yiizeyinde dagmik halde bulunan seyrek killar, ter bezleri, sicaklik
degisimleri ve mekanik etkilere karsi duyarli olan sinir uglari ve karakteristik
kokulu salgt yapan yag bezleri bulunur. Skrotumda deri altt yag dokusu
bulunmaz. Derinin altinda bulunan tunica dartos tabakasinin kaslari dis faktorlere
gore kasilip gevseyerek skrotumun yapisini degistirebilir. Dolayisiyla ayni kiside
farkli zamanlarda skrotumun dis goriiniisii degisiklik gosterebilir. Genglerde ve
soguktan etkilenme durumunda bu katmanda bulunan kaslar gerilip skrotumun
yiizeyini bilizer ve kiigiiltir. Yashlarda ve sicaktan etkilenme durumunda da
skrotum gevseyip uzar. Fascia spermatica externa tabakasi, m. obliquus externus
abdominis’i saran derin fascia’nin uzantisidir. Tunica dartos tabakas: ile arasinda
bir bosluk bulunur. Fascia cremasterica (m. cremaster) tabakasi, m. obliquus
internus abdominis ve m. transversus abdominis’ten gelen bir kisim kas
liflerinden olusur. Bu kasin gerilmesiyle birlikte testisler yukar1 dogru ¢ekilir ve

sicakligin korunmasi1 saglanir. Fascia spermatica interna, fascia transversalis’in
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stirmesiyle olusur. Bir st katman olan fascia cremasterica’ya sikica, bir alt
tabaka olan tunica vaginalis testis’in parietal yapragina gevsekge tutunur. Lamina
parietalis tunica vaginalis testis tabakasiysa, skrotumun en icte yer alan
tabakasidir. Parietal peritoneum’un uzantisidir (Graaff 2001; Ekinci, 2011;
Rogers, 2011).

Testislerin 1s1s1; olagan islev saglayabilmeleri, saglikli olarak sperm tiretimi
ve depolanmasini gerceklestirebilmeleri amaciyla viicut sicakliginin yaklasik 2°-
3°C altindadir. Skrotum bu 1s1 farkini, Yyiizeyinde olusan terleme ve terin
buharlagmasi, tunica dartos tabakasinda yag dokusunun bulunmamasi, dis
etkenlere bagli olarak kasilip gevseyen diiz kas lifleri igermesi gibi faktorlerin
yardimiyla korur. Bununla birlikte testislerin viicut boslugu disinda bulunmasi da
testislerin viicut sicakligindan daha serin ortamda kalmasini1 saglar (Ekinci, 2011;
Demir, 2013).

Acrterleri; Skrotumu besleyen damarlar a. pudenda interna’nin dali olan
rami scrotales posteriores, a. pudenda externa’min dali olan rami scrotales
anteriores, a. epigastrica inferior’un kismi olan a. cremasterica, a. abdominalis’in

dal1 olan a. testicularis’ten olusur.

Venleri; Skrotumun arterlerine benzer. Skrotumdan asagiya dogru
uzanan testikular arterler, ters yonde uzanan ve pampiniform pleksusu olusturan
bir ven agi ile kusatilmistir. Testikiiler arter ile testise dogru gelen kan,
pampiniform pleksustan testise geri donen kandan daha sicaktir. Bu diizenege
kargt akim 1s1 degisim diizenegi adi verilir. Bu diizenek sayesinde arteriyal kan
testise girmeden once venoz kan ile sogutulur, bu da testisin diisiik sicaklikta

kalmasina yardim eden mekanizmalardan bir digerini olusturur.
Lenfatikleri; Lenfatik drenaj nodi lymphatici inguinalis superficiales’e olur.
Sinirleri; Skrotal sinirler oncelikli olarak duysaldir. Pudendal sinirleri,

ilioinguinal sinirleri ve kalganin posterior kutanoz sinirlerini igerir (Graaff,
2001; Ekinci, 2011; Demir, 2013).



2.1.2 Testis

Testisler, spermatozoa olarak bilinen erkek gamet iiretimi, depolanmasi ve
testosteron salinimindan sorumlu organlardir. Oval yapidaki bu organlar yaklasik 4
cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde ve 3 cm kalinligindadir. Embriyonik dénemde
abdominal kavitenin posterior duvarinda retroperitoneal olarak gelisir. Skrotum i¢ine
inerken bir miktar periton dokusunu da beraberlerinde tasirlar. Bu doku tunika
vaginalis'i olusturur ve bir ser6z kavite seklinde testisin antero-lateral kismini sararak
organin skrotum iginde yarattigi kompartimanda bir miktar mobilize olacak sekilde
kalmasin1 saglar. Testis yogun bir kapsiille sarilidir. Bu kapsiil diizenli olmayan
kollajen yapisindaki bag dokusundan olusmustur ve tunika albuginea adimi
almaktadir. Altinda yer alan damardan oldukga zengin gevsek bag dokusu tunika
vaskiiloza'dir ve testisin vaskiiler kapsiiliinii olusturur. Tunika albuginea i¢ kisimda
kalinlagarak mediastinum testisi meydana getirir. Olusan bag dokusu yapisindaki
septalar testis dokusunu boliimlere ayirir. Piramid seklindeki bu boliimler her bir
testis i¢in yaklagik 250 tanedir ve testikiiler lobiiller adin1 alirlar (Gartner ve ark.,
2001). Lobiiller yogun olarak sinir hiicreleri, lenf damarlari igeren ve ileri derecede
vaskiilarize gevsek bag dokusu ile sarilmig halde bulunan 1-4 adet seminifer tiibiilleri
icermektedir. Seminifer tiibiiller arasindaki bag dokusu i¢inde, Leydig hiicreleri ad1
verilen interstisyel hiicreler bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri
olan spermatozoonlar tiretirken interstisyel hiicreler de testis androjenlerini salgilar

(Jungueira ve ark., 2009).

Tunica Vaginalis

Testisin biiyiik boliimiinii kaplayan embriyonik processus vaginalisin distal
kalintis1 olan periton kalintisidir (Sancak ve ark., 2002, Moore, 2009). Fétal hayatta
karin boslugunda yer alan testisler, dogum o6ncesinde inguinal kanali kullanarak
skrotuma iner. Bu gecis testisten skrotumun i¢ geperine uzanan gubernaculum
testis denen yapiyla belirlenir. Bu yap1 fotal yasamin ilerleyen evrelerinde
peritonun parmaksi uzantist olan processus vaginalis (saccus vaginalis) tarafindan
izlenerek skrotuma gegis saglanir. Processus vaginalis, testisin karin boslugundan

skrotuma inmesi esnasinda karmn 6n duvar katmanlarini da siirtikler (Atal, 2014).



Tunika vaginalis testisin iki yapragi vardir; lamina parietalis (periorchium)
ve lamina visceralis (epiorchium). Lamina visceralis testisin 6n kenariyla iki
yliziinii 6rterken arka kenarinda ise lateral ve medial boliimlerinde tistiine kivrilarak
lamina perietalis ile devamliligini siirdiiriir. Lamina parietalis testisin alt
boliimiinden iistiine dogru funiculus spermaticus’un 6n ve i¢ kismini saracak
sekildedir. Lamina parietalis ve visceralis arasinda biiyiik bosluk bulunur; bu
bosluga serosum scroti denir. Bu bosluk igerisinde bir miktar ser6z sivi bulunur.

Testisler bu sivi i¢inde rahatlikla hareket eder (Sancak ve ark., 2002, Moore, 2009).

Tunica Albuginea

Tunika albuginea, testisleri orten kalin, fibroz bir tabakadir. Elastikiyeti ve
genisleme 6zelligi olmayan bu tabaka, arka kenardan testis i¢ine sokulur ve vertikal
bir bélme olusturur. Bu bolmeye mediastinum testis ad1 verilir. Mediastinum testis,
testis’in extremitas superior’'undan extermitas inferior yakinimna kadar uzanir.
Mediastinum testis‘in 6n ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir.
Bu uzantilar, testis parankiminden gecerek tunika albuginea’nin i¢ yiiziine ulasir ve

boylece testisi koni bigiminde lobiillere, lobuli testis’e boler.

Testis parankimini lobuli testis iginde bulunan ve kivrimli seklinden dolay1
tubuli seminiferi contorti adi verilen kanalciklar olusturur. Her bir testis kanalcigi,
mediastinum testis yakininda tubuli seminiferi recti adi verilen diiz bir kanalciga
uzanir. Biitlin lobiillerden gelen bu kanalciklar mediastinum’a sokulur ve burada rete
testis denilen ag1 olusturur. Lobuli testislerde yapilan spermiumlar rete testis’ten
ductuli efferentes testis adi verilen kanallar aracilig1 ile epididimise gelir. Spermler,
kisa diiz borucuklarla (tubuli seminiferi recti) rete testis’e baglanan tubuli seminiferi

contorti’lerde olusur (Atal, 2014).

Tunica Vasculosa

En igte yer alan tunika vaskiiloza damardan zengin gevsek bag dokusu

ozelligindedir (Esrefoglu, 2016).



Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller yaklasik 150 um ¢apinda ve 80 cm uzunlugunda olan ve
iki ucu rete testise U seklinde agilan tiiplerdir. Testis hacminin asag1 yukar1 %90’
i1 olustururlar (Rogers, 2011). Septula testis’lerin olusturdugu lobiiller iginde
bulunan bu kanalciklar, interstisyum ile gevrilidir. Kanalciklar ve interstisyum
birbirinden fibrositlerin olusturdugu adventisyal bir tabaka ile ayrilir. Bu tabakanin
hemen altinda kontraktil 6zelligi olan miyoid hiicrelerin olusturdugu bir tabaka
bulunur (Schlegel ve ark.,2007). Miyoid hiicreler; hareketsiz spermleri rete testise
ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinde gorevlidir. Seminifer tiibiiliin yapisinda iki
hiicre popiilasyonu vardir. Bunlar: Sertoli hiicreleri ve Spermatogenik hiicrelerdir

(Abraham, 2006).

Bazal laminadan seminifer tiibiill limenine uzanan uzun piramidal
hiicrelerdir (Junqueira ve ark., 1998; Abraham, 2006). Seminifer tiibiil boslugu ve
tibiiller arast bosluk arasinda koprii hiicreler seklinde gorev yaparlar. Sertoli
hiicrelerinin apikal ve lateral hiicre membranlarinda diizensiz sinirlari mevcuttur.
Dolayisiyla gelismekte olan spermatogenik hiicrelere kriptalar saglarlar. Isik
mikroskobunda spermatogenik hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida uzanti bulunur. Bu
yiizden Sertoli hiicrelerinin sinirlar1 net olarak belirlenemez (Junqueira ve ark.,
1998). Puberteye kadar seminifer tiibiilde en baskin hiicre tipidir. Pubertadan sonra
seminifer tiibiilde bulunan hiicrelerin yaklasik % 10’unu olusturur. ileri yastaki
erkeklerde spermatogenik hiicrelerin sayilar1 azaldig1 zaman, Sertoli hiicreleri tekrar

epitelin asil hiicreleri durumuna gelir (Junqueira ve ark., 1998; Abraham, 2006).

Nukleuslari; diizensizdir, kromatin miktar1 azdir ve belirgin nukleolus tasir.
Organelleri ¢oktur; cok miktarda mitokondri ve lizozomu bulunur. Endoplazmik
redikulum (agraniiler yapist bol olan, az miktarda graniiler yapiya sahip) ve salgi
graniilleri igerir. Bununla birlikte Golgi kompleksi, ribozomlar, mikrofibriller
coktur. Insanlarda bu hiicrelerin bazal sitoplazmalarinda Chracot-Bottcher cisimleri
olarak isimlendirilen 6zel inkliizyonlar bulunur. Hiicre iskeletine bakildiginda ise
vimentin, aktin ve mikrotiibiillerden zengin olduklar1 goriilir (Kalayci, 1986;
Junqueira ve ark., 1998; Abraham, 2006). Sertoli hiicreleri aralik baglantilar1 (gap

junction) denilen yollarla baglanmistir. Bu yol ile hiicreler arasi iyonik ve kimyasal
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alhigveris saglanmig olur (Junqueira ve ark., 1998).

Sertoli hiicrelerinin soluk boyanan sitoplazmalarmin apikal bdliimlerinde
gelismekte olan spermatozoonlarin baglari bulunur. Isik mikroskobik olarak Sertoli
hiicrelerinin Sinirlarinin se¢ilmesi zordur. Ciinkii bu hiicrelerin spermatogenetik
hiicreleri c¢evreleyen ¢ok sayida lateral uzantilar1 vardir. Komsu Sertoli hiicreleri
birbirlerine baglanti kompleksleri ile baglanmislardir. Bu 6zel baglanti birimi komsu
membranlar arasinda 50°den fazla paralel kaynasma bolgeleri i¢eren zonula okludens
tiric bir baglantidir. Kompleksin altinda sitoplazmada da o6zellesmeler izlenir.
Baglanti bolgesinin altinda plazma membranina paralel seyreden agraniiler
endoplazmik retikulumunun yassilasmis keseleri uzanir. Bu organel ile membran
arasinda ise aktin filament demetleri yogunlagmistir. Bunun disinda Sertoli hiicreleri
arasinda gap junction tipi baglanti kompleksleri, Sertoli hiicreleri ile erken donem
spermatogenetik hiicreler arasinda desmozom benzeri baglanti kompleksleri ve
Sertoli hiicreleri ile bazal lamina arasinda hemidesmozomlar bulunur.
Spermatogenetik hiicreler, Sertoli hiicrelerinin lateral uzantilari ile olusturulan
bolmelerde yerlesmislerdir. Sertoli hiicrelerinin birbirleri ile baglanmasi ile olusan
epitelyal bolmelerin bazal boliimiinde spermatogonyumlar ve erken dénem primer
spermatositler, luminal boliimiinde ise daha olgun spermatositler ve spermatidler
bulunur. Spermatogenetik hiicreler boliinerek olgunlasirken liimene ulagmak i¢in
Sertoli hiicreleri arasindaki baglanti komplekslerinden olusan bariyerleri agmak
zorundadirlar. Sertoli hiicreleri arasindaki baglanti kompleksleri sperematogenetik
hiicreleri barindiran epitelyal alanlar olusturmalarinin yani sira kan-testis bariyeri

olarak isimlendirilen 6nemli bir bariyeri yaparlar.

Seminifer tiibiillerin iyon, aminoasit, karbonhidrat ve protein icerigi kan ve
lenfin igeriginden oldukga farklidir. Bu fark kan-testis bariyeri ile saglanir. Kan-
testis bariyeri erkek germ hiicrelerinin kan yolu ile gelen zararli maddelere karsi da
korunmasini saglar. Bu bariyer sayesinde genetik olarak farkli oldugundan dolay:
immun sistem tarafindan bir antijen olarak kabul edilecek olan haploid germ
hiicreleri (sekonder spermatosit, spermatid ve spermiyumlar) kisinin immun
sisteminden izole edilmis olur. Sertoli hiicrelerinin sentezledigi Androjen Baglayan
Protein (ABP) yiiksek oranda testosteron baglar. Testosteron spermatogenetik

hiicrelerin farklilasip olgunlagsmalarini saglayan c¢ok Onemli bir hormondur. Bu
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hiicrelerde ayrica Follikiil Stimiile Edici Hormon (FSH) salimimini baskilayan
inhibin, plazminojen aktivatorleri ve transferin sentezlenir. Sadece Sertoli
hiicrelerinde bulundugu diistiniilen FSH reseptorleri, ABP, inhibin ve plazminojen

aktivator sekresyonu igin gereklidir (Esrefoglu, 2016).

Testis Seminifer Tiibiil

Spermatid
Sekonder
spermatid _ Adluminal
Seroli hiicresi —-‘ &8 kompartman
Primer spermatid —
Baglanti
= kompleksi
Spermatogonyum ~ Bazal
kompartman

Sekil 2.2. Seminifer tiibiiliin enine kesiti (Gartner; 2016).

Interstisyum

Seminifer tiibiiller arasindaki bosluk bag dokusu, sinirler, pencereli kapillerler
ve lenf damarlar ile doludur. Bu kisimda bag dokusuna ait hiicrelerin yaninda,
ergenlik doneminden sonra bagka bir hiicre daha islevsel olarak belirgin hale gelir.
Bu hiicre ¢ok kenarli, yuvarlak sekilli ve merkezi niikleusludur. Kiiciik, lipid dam-
laciklarindan zengin eozinofilik sitoplazmasi bulunan bu hiicre Leydig hiicresi olarak
bilinir. Salgiladiklar: testosteron hormonu spermatogenez, embriyonal ve fotal yasam
sirasindaki cinsiyet farklilagmasi ve gonodotropin salgisinin kontrolii agisindan

onemlidir (Junqueira, 2009).
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Arterleri; Testisi besleyen ana damar a. testicularis’tir. Testis iginde

kivrimli bigimde kan testis engeline gelirler.

Venleri; Arterler gibi seyir gosteren ven vyapilari testis etrafinda
pampiniform pleksusu meydana getirirler. Daha sonra burada birlesip V.
testicularis’i olustururlar. Testikiiler ven sagda v. cava inferior’a, solda ise v. renalis

sinistra’ya dokaiiliir.

Lenfatikleri; Lenfatik drenaji nodi lymphatici aortici laterales ve nodi
lymphatici preaortici’ye olur (Tasar ve Ekici, 2008; Ekinci, 2011).

2.2. Epididimis

Spermleri depolama, olgunlastirma ve tasima fonksiyonunu yerine getiren,
testisle duktus deferens arasinda bulunan spermatik kanalin bir kismidir (Gadea
ve ark., 2013). Epididimis; caput epididimis (bas), corpus epididimis (govde) ve
cauda epididimis (kuyruk) olarak ii¢ boliime ayrilir.

Sekil 2.3. Epididimisin boliimleri (Robaire ve ark., 2002)

Testisten gelen ductuli efferentes adindaki kanallar dogrudan caput
epididimis’e gelip burada yer alan ductus epididimis’e agilir. Boylece testis,
epididimise baglanir. Ductus epididimis asagi yukar1 6 m uzunlugunda kivriml bir
yapiya sahiptir. Cauda epididimis’e yaklasildik¢a capr artar. Kivrimli yapisi da
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diizlesmeye baslayarak duktus deferens’i olusturur (Tasar ve Ekici, 2008; Ekinci,
2011). Ductuli efferentes kanal yapilari uzun silyali ve kisa silyasiz hiicrelerden
meydana gelen epitel ile ¢evrili oldugundan diizensiz bir liimene sahiptir. Ductus
epididimisin liimenine gelindiginde de yerini yalanci ¢ok katli silindirik epitel alir.
Bu epitelin yapisinda stereosilyalar bulunduran uzun silindirik esas hiicreler ile

kiiglik bazal hiicreler vardir (Demir, 2013).
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Sekil 2.4. Epididimisin sematik gosterimi (Robaire ve ark., 2002)

Testiste iiretilen sperm hiicrelerinin epididimisten ge¢mesi yaklagik iki
hafta siirer. Spermler bu tasinma esnasinda 6nemli  morfo-fonksiyonel
degisiklikler yasar. Sperm hiicreleri testisten ayrildiklari anda tam olusmus
olsalar da hareketsiz ve olgunlasmamistir. Testisten gelen sivilar caput
epididimis  bolgesinde absorbe edilerek, epididimal epitelden salgilanan

sekresyonlarla yer degistirir. Caput epididimis’ten cauda epididimis’e dogru
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tasinma sirasinda epididimal sividaki farkli protein, seker wve lipidlerin
miktarlarinda degisiklikler olusur. Bu degisiklikler cauda epididimise ulasan
sperm hiicresinin plazma zarmin tizerinde degisiklikler gerceklestirerek hiicrenin
tam olarak olgunlasmasini saglar. Ejakiilasyon oluncaya dek depolanan sperm
hiicreleri bu tasinma esnasinda ayrica yumurta hiicresini tanima, ona baglanma ve

eritme ozelliklerini de kazanir (Moore, 1998; Gadea ve ark., 2013).

Epididimisin arter, ven, lenf ve sinir inervasyonu testiste oldugu gibidir
(Ekinci, 2011).

2.2.1. Epididimis Epitel Hiicrelerinin Yapisal Ozellikleri

Tim memelilerdeki epididimiste bulunan hiicre tipi esas hiicre olarak
adlandirilir. Bu hiicreler tim kanal boyunca goriiliir fakat her kisimda yapisal
farkliliklar gosterirler (Robaire ve Hermo, 1988). Seffaf hiicreler, bas, govde ve
kuyruk kisminda goriiniirken, dar hiicreler sadece baslangi¢ ve orta boliimde bulunur
(Sun ve Flickanger, 1979; Moore ve Bedford, 1979; Abou-Haila ve Fain-Maurel,
1984; Robaire ve Hermo, 1988; Adamali ve Hermo; 1996). Yine bazal ve halkali
hiicrelerde tiim epididimis boyunca gortiliirler (Hamiltion, 1975; Robaire ve Hermo,
1988). Farkli tiirlerin epididimisleri ¢alisilirken (Jones ve digerleri., 1979; Djakiew
ve Jones, 1982; Abe ve digerleri., 1983; Greenberg ve Forssmann, 1983; Abou-Haila
ve Fain-Maurel, 1984; Goyal, 1985; Robaire ve Hermo, 1988; Amann ve digerleri.,
1993; Adamali ve ark., 1999 a, b), elde edilen veriler insanlar1 da igeren primat
epididimlerinde benzer bolim ve hiicre tiplerinin var oldugunu gostermistir

(Regadera ve ark., 1993; Smithwick ve Young, 1997).
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Sekil 2.5. Epididimisin baslangi¢ kismindaki epitel dokuda bulunan
hiicrelerin sematik gosterimi (Robaire ve ark., 2002).

Sekil 2.5.’de sol tarafta goriilen dar hiicreler bazal membrandan (BM) liimene
dogru incelerek uzanan hiicrelerdir; cesitli tepe cukur sekilli kesecikler (v), kapl
piitiirciikler (cp) ve nadir endosomlar (E) ve lizozomlar (L) gosterirler. Ana hiicreler
goriinlis olarak siitun seklinde olup, kapli piitiirciikler (cp) endosomlar (E),
lizozomlar (L) endositik aygitin bilesenlerini gosterirlerTemele yerlesmis ve
genislemis tiiylii endoplasmik retikulum (rER)’un gesitli paralel keseciklerini de
igeririler, Endoplasmik retikulum’un diizensiz sekilli kesecikleri, hiicrenin {ist ve
cekirdek {iistli kismina diizensiz olarak dagilmistir (sER). Golgi cisimcigi (QG)

ozellilke cekirdek tistli konumlanmustir.

Sagda bir apikal hiicre goriilmektedir. Apikal hiicreler dar hiicrelerin aksine,

bazal laminaya kadar uzanmazlar ve c¢ok az sayida kapli cukurcuk (cp) apikal
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vezikiil, endozom ve lizozom (L) igerirler. Bazal hiicreler, bazal membran boyunca

uzanmaktadirlar ve limene dogru ince bir uzanti génderirler.

Esas Hiicreler

Mitokondrileri diginda, bazi1 epididimal bolgelerde bulunan esas hiicreler salgi
ve endositik organelleri a¢isindan morfolojik farkliliklar gosterirler. Buna ek olarak,
bir diger 6nemli farklililk da sadece epididimis govdesinde yerlesmis hiicrelerde
bulunan yag damlaciklarimin ¢oklugudur. Ancak bu durumun O&nemi hala

belirlenememektedir.

Caligilan bolgeye gore degismekle beraber esas hiicreler, epididimisin toplam
epitel hiicre populasyonunun yaklasik % 65 ila 80’ini olusturmaktadir (Trasler ve
ark., 1988). Esas hiicreler iizerindeki pek ¢ok calisma hem yapilarmin hem de
fonksiyonlarmin epididimisin farkli bolgelerde belirgin farkliliklar gdsterdigini
ortaya koymustur (Robaire ve Hermo, 1988; Hermo ve ark., 1994). Bu farkliliklar
Ozellikle salgi aparatlarinin (endoplazmik retikulum (ER), Golgi aygiti ve salgi
graniilleri) ve endositik aparatlarinin (kapli gukurlar, endozomlar, ¢ok vezikiillii
cisimler, multivezikiiler cisimler ve lizozomlar) goriiniimiine ve organizasyonuna

yansimaktadir.

Sekil 2.6. Kaput (solda) ve korpus (sagda) epididimisinin ana hiicresinin
sematik goriintiisii (Robaire ve ark., 2002).
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Elektron mikroskobunda goriildiigii gibi, aralarinda agik bir hiicre ile. Ayrica
temsil edilen bir halo hiicresi ve bir bazal hiicre. Kok bdlgelerdeki ana hiicreler
kaplanmis cukurlar (cp), endozomlar (E) ve lizozomlar (L) ve ayrintili bir Golgi
aygit1 (G) igerir. Kaba endoplazmik retikulum (rER), kaputun ana hiicresinin bazal
bolgesini isgal ederken, bircok lipit damlaciklar1 (dudak), korpus bolgesinin ana
hiicrelerinin sitoplazmasini iggal eder. Berrak hiicreler, birkag mikrovillusu (Mv)
gosterir, ancak hepsi endositozda yer alan ¢ok sayida kapli cukur (cp), kiigiik apikal
vezikiiller (v), endozomlar (E) ve lizozomlar (L) gosterir. Halo hiicresi, temel olarak
yer alan ve bazal hiicre taban zar1 (BM) boyunca uzanirken, temel olarak bulunan ve
kiiciik yogun ¢ekirdek graniilleri (g) igeren bitisik ana hiicreler arasina sokulur. N,

cekirdek.

Salg1 Aparati; Epididim, epididimal limene salgilanan ¢ok sayida protein ve
glikoproteinin sentez ve salgilanmasina aktif olarak katilmaktadir. Epididimis
limenine salgilanan tiim proteinlerin ve glikoproteinlerin esas hiicreler tarafindan
sentezlendigi gosterilmistir. Calismalarda; immiinositokimya, Western blot analizi ve
proteomik gibi yontemler ile gergeklestirilen esas hiicreler tarafindan sentezlendikten
sonra ya bu hiicrelerde tutulan veya aktif olarak luminal kompartmana salgilanan ¢ok
sayida protein tanimlanmistir (Lea ve ark., 1978; Flickinger, 1981; Holland ve
Orgebin-Crist, 1988; Robaire ve Henno, 1988; Turner, 1991; Henno ve arkadaslari,
1991b, 1992b; Rankin ve ark., 1992; Cornwall 1992; Henno ve ark., 1994a; Vierula
ve ark., 1992; Syntin ve ark., 1996; Robaire ve ark., 2000).

Epididimis baglangi¢c segmentinde bulunan, esas hiicrelerde iki tip ER vardir.
Birinci tip hiicre tabaninda yogunlagsmis ve ¢ogunlukla diger tiim bolgelerin esas
hiicrelerinde de bulunan paralel dizilerde siralanmis tipik yassilasmis graniillii ER
kesecikleri igerir, diger tipte ise sadece birkag adet ribozom bulunan diizensiz sekilli
genislemis sisternalar bulunur ve bu yapilar hiicrenin supraniikleer ve apikal

bolgelerinde izlenir (Hoffer ve ark., 1973; Flickinger, 1979).

Golgi aygiti; Epididimisin baslangi¢ segmentinde esas hiicrelerin Golgi aygiti
da diger bolgelerdekilerden farkli yapidadir (Hermo ve ark., 1991a). Golgi aygiti,
trans yliziinde pek ¢ok Trans Golgi Ag1 (TGN) ve sekiz yassi kesecik bulunan cis

Golgi agin1 olusturan Golgi yigilarini igerir. TGN'ler seyrek graniillii endoplazmik
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retikulum elementleri ile yakindan iligkilidir (Robaire ve Henno, 1988; Henno ve
ark., 1991a ; Hermo ve Smith, 1998). Orta bolgede, Golgi aygit1 oldukga tiibiilerdir,
gozenekli goriiniimdedir ve daha az TGN gosterir; kanalin bu bolgesinde veya
herhangi bir epididimal bolgede seyrek graniillii endoplazmik retikulum elemanlari
bulunmaz (Robaire ve Hermo, 1988; Henno, 1995). Tiim epididimal bolgelerde, esas
hiicre Golgileri, elektron mikroskobunda, Golgi yigmlarinin trans yiiziinde, bazilar
bagli TGN'lerden tiiremis, 150-300 nm c¢apl parlak piirtizsiiz vezikiil goriintiisii
verirler. Bu vezikiiller hiicrenin apikal bolgesinde de belirgindir ve anti-klusterin ve
anti-immobilin antikorlar1 ile immunolojik olarak etiketlenmislerdir (Hermo ve ark.,
1991b, 1992b). Klusterin ve immobilin iyi bilinen esas hiicre salgi proteinleridir
(Sylvester ve ark., 1984; Ruiz-Bravo, 1988).

Endositik Aparat; Tim bolgelerin esas hiicreleri apikal hiicre yiizeyinde
kaplanmis g¢ukurlar, yiizey altinda biiyiik kaplamali vesikiiller, endozomlar, daha
derinde mat ve yogun multivezikiiler gévdeler ve lizozomlar gosterirler. Bu yapilar
luminal enjekte edilmis endositik izleyiciler ile gegici ve sirali bir sekilde
etiketlenebilir. Esas hiicrelerdeki bu yapilarin tedricen endositoze ugrayan materyalin
lizozomlara dagilmasiyla ya da bazi durumlarda reseptorlerin ligandlardan
ayrildiklar1 kompartmanlar olarak tanimlanan endozomlarda hiicre yiizeyinde
endozomlardan ¢ikan tiibiiller vasitasiyla geri doniistiiriilerek birbirine doniistiigii

fikrini destekleyen giiclii deliller vardir (Hermo ve ark., 1994a).

Esas hiicrelerin lizozomlar1 epididim boyunca yapisal olarak da farklidirlar ve
siklikla heksosaminidaz A, katepsin A, B ve D ve siilfatlanmis glikoprotein-1 gibi
farkli lizozomal enzimler bolgeye Ozel ekspresyonlar gosterirler. Bu enzimlerin
Golgi aygitindan gelisen kii¢iik 60-70 nm kapl vesikiiller araciligiyla lizozomlara
tagindiklar1 goriiliir (Friend ve Farquhar, 1967; Hermo ve ark., 1992a; Igdoura ve
ark., 1995; Hermo ve ark., 1997; Luedtke ve ark., 1999). Bu vezikiillerin bazilar1 da

hiicre ylizeyine hedeflenebilirler.

Son yillarda; epididimin farkli bolgelerindeki endositik siiregler karakterize
edilirken, hem sigan hem de farelerden kanalin ara bolge olarak adlandirilan yeni bir
bolgesi tespit edilmistir. Bu bolgede, esas hiicreler, diger bolgelerde goriilen

endositik organaellere benzer yapilar igerirler; ancak diger bolgelerden farkli olarak
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dev boyutlarda endozomlara sahiptirler. Bu durum, bu bdlgenin esas hiicrelerinin
endositik aktiviteleri ile iligkili olarak onemli ve farkli bir role sahip olduklarini

distindiiriir (Hermo, 1995).

Dar Hiicreler

Yetiskin sican ve farelerde dar hiicreler epididimisin sadece baslangic
segmentinin ve ara bolgesinin epiteli igerisinde goriiliirler (Sun ve Flickinger, 1980;
Adamali ve Hermo, 1996). Bu hiicreler, komsular1 esas hiicrelerden daha dar ve
incedirler. Ve bazal membrana ulasmak i¢in ince bir sitoplazmik uzantiya sahiptirler.
Apikal plazma membraninda siirekli bir geri doniisiim dongiisiine girerek endositoza
katilan ve liimene H+ iyonlar1 salgilanmasinda fonksiyon goren ¢ok sayida kupa
seklindeki kesecik ile karakterize edilirler (Hermo ve ark., 2000a). Epididimisin bu
bolgelerinde icinde hamster, karinca yiyen, insanlar ve sigirin da bulundugu diger
tirlerde de; dar hiicrelerin varligi bildirilmistir (Flickinger ve ark., 1978; Djakiew ve
Jones, 1982; AbouHaila ve Fain-Maurel, 1984; Goyal, 1985; Palacios ve ark., 1991;
Adamali ve Hermo, 1996). Dar hiicrelerin; morfolojik goriiniimleri, nispi dagilimlari
ve salgiladiklar1 proteinler agisindan apikal hiicrelerden farkli oldugu belirtilmistir.
Ayrica komsu esas hiicrelerden de 6nemli oOlglide farklhidirlar ve glutatyon S-
transferazlar gibi proteinlerin ve lizozomal enzimlerin bolge 6zgii ekspresyonunu

sergilerler (Adamali ve Hermo, 1996).

Apikal Hiicreler

Apikal hiicreler baglica baslangic segmentinin ve ara bolgenin epitelinde
bulunur (Sun ve Flickinger, 1980; Adamali ve Hermo, 1996). Nadiren yash
siganlarda diger segmentlerde de goriilmiislerdir (Serre ve Robaire, 1998). Bu
hiicreler, tipik olarak apikal yerlesimli kiiresel bir ¢ekirdege sahiptirler ve bazal
membrana temas etmezler. Komsu olduklar1 dar ve esas hiicrelerden protein
ekspresyonu agisindan oldukga farklidirlar (Adamali ve Hermo, 1996). Ancak bu

hiicrelerin spesifik islevleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
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Seffaf Hiicreler

Seffaf hiicreler; epididimisin sadece caput, corpus ve cauda bolgelerinde
bulunan ve insanlar dahil birgok tiirde bulunan biiyiik, aktif, endositik hiicrelerdir
(Cooper, 1986; Robaire ve Hermo, 1988). Bu hiicreler, sayisiz kapli g¢ukurlar,
vezikiiller, endozomlar, multivezikiiler cisimler, lizozomlar i¢eren apikal bir bolge ve
¢ekirdek ile degisken miktarda lipid damlaciklar1 bulunan bazal bir bolge ile
karakterizedirler (Abou-Haila ve Fain-Maurel, 1984; Robaire ve Hermo, 1988;
Hermo ve ark., 1988).

Seffaf hiicreler normalde spermatzoanin kanaldan gecisi sirasinda biraktigi
sitoplazma damlaciklarinin igerigini alirlar (Hermo ve ark., 1988). Sitoplazmik
damlaciklar sperm salimimi sirasinda olusur ve sperm plazma membraninin
modifikasyonu sirasinda rol oynadigi diisiiniilen Golgi elementlerini icerir (Oko ve
ark., 1993). Seffaf hiicreler testisin ve epididimin normal isleyisini bozan ¢esitli
deneysel kosullardan sonra anormal derecede biiyiik hale gelir ve sonra lizozomlarla
dolar (Trasler, 1988).

Bazal Hiicreler

Bazal hiicrelerin varligi, insanlar da dahil olmak iizere, bugiine kadar
incelenen tiim tiirlerde ortaya konulmustur (Robaire ve Hermo, 1988; Hermo ve ark.,
1994a; Yeung ve ark., 1994). Yarim kiire goriinimiindeki bu hiicreler, bazal
membrana yapisiktirlar ve Kanalin liimenine dogrudan erisimleri yoktur; ancak
sitoplazmik uzantilarinin zaman zaman limene dogru uzandig gorilir (Veri ve ark.,
1993). Epididimal kanal boyunca vas deferens de dahil olmak tizere bulunurlar
(Robaire ve Hermo, 1988). Esas hiicreler gibi, bazal hiicreler de yetiskin hayvanlarda
boliinmez ve kok hiicre degildirler (Clermont ve Flannery, 1970). Bazal hiicreler
yarim daire bigimli hiicre goévdelerinden bazal membran boyunca uzanan ve
epididimal tiibiiliin ¢evresinin bilyiik boliimiinii saran ince uzantilara sahiptir (\Veri

ve ark., 1993).
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Sekil 2.7. Epididimisin mikroskop goriintiisii (Eroschenko, 2001)

Halo Hiicreler

Halo hiicreleri, dar bir seffaf sitoplazma cergevesine sahip kiigiik hiicreler
olarak tamimlanirlar ve epididimal epitel boyunca bulunurlar (Robaire ve Hermo,
1988). Bu hiicreler genellikle epitelin bazalinde bulunurlar ve degisken sayilarda
yogun ¢ekirdek graniillerini igerirler. Halo hiicreleri lenfositler (Hermo ve ark., 1988)
veya monositler olarak tarif edilmistir (Hamilton, 1972). Bu iki hiicre tipi boyut ve
cekirdek morfolojilerindeki benzerliklerinden dolayr 151k mikroskobunda zor ayirt

edilir.

Halojen hiicrelerin kesin dogasi, Reid ve Cleland (1957) tarafindan ilk
tanimlanmalarindan beri tartismali olmustur. Flickinger ve ark. (1997) ile Serre ve
Robaire (1999) tarafindan yapilan immiin isaretleme g¢alismalarinda geng yetiskin
hayvanlarda, halo hiicrelerinin yardimct T lenfositleri, sitotoksik T lenfositleri ve
monositleri igerdigi ancak B lenfositleri igermedigi ortaya konulmustur. Yasla
birlikte, bu bagisiklik hiicresinin her birinin sayisinda bolgeye 6zel artis goriiliir.
Bununla birlikte eozinofiller (Serre ve Robaire, 1998) ve B lenfositler de nadir olarak

goriiliir.

Geng sicanlarin epididimal epitelinde ise monosit-makrofajlara (ED1 +),
yardimct T lenfositlere (CD4 +) ve sitotoksik T lenfositlere (CD8 +) karsi

antikorlarla boyayan hiicre sayisinin halo hiicrelerinin sayisina esit olmasi (Serre ve
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Robaire, 1999) halo hiicrelerinin normal sartlar altinda epididimdeki birincil

bagisiklik hiicreleri oldugunu diisiindiirmektedir.

2.2.2. Epididimisde Hiicreye Ozel Fonksiyonlar

Her ne kadar pek c¢ok epididimis epitel hiicresi olusturulan bir¢ok proteini
iretmekteyse de onemli sayidaki protein de organin sadece belirli bir bolgesinde
bulunan tek bir hiicre tipi tarafindan olusturulmaktadir. Ancak alfa-mannosidaz

degerli bir 6rnek saglamaktadir.

Epididimal Sekresyonlar

Merokrin salgisi: Sperm motilitesini ve dogurganligi anlamada esas hiicreler
tarafindan salgilanan proteinlerin merokrin tarzi etkilesimi ana odak noktasidir. Bu
tiir proteinler ER olusur, Golgi aygitinda glikosile edilir ve daha sonra biiyiik salgi
graniillerine paketlenir. Apikal plazma membram ile flizyondan sonra, igerigini
liimen igerisine birakir (Flickinger, 1981; Robaire ve Hermo, 1988; Hermo ve ark.,
1994a). Biiyiik salgi graniilleri (150-300 nm) diizenli salgilama olarak adlandirilan
stire¢ ile uygun uyaranlar kontrolu altinda salinirlar, kiiciik Golgi kdkenli vezikiil
(60-70 nm) apikal plazma membranindan uzaklagsmasi halinde, siire¢ uyarici
olmadan devam eder ve yapisal salgilama olarak adlandirilir (Kelly, 1985). Her iki
durumda da Golgi kaynakli salgi maddesi bir membrana bagli tasiyict kesecik iginde
hedefine teslim edilir. Cok sayida proteinler epididimal kanal boyunca bu sekilde
salgilanir. Proteomiklerin kullanimi ile bu proteinlerin ¢ogu belirlenmis ve

tanimlanmustir.

Apokrin Salgisi: Aprokrin sekresyonu, merokrin sekresyonunun aksine,
Golgi aygitin1 ve zara bagl salgi graniillerinin olugmasini icermez. Daha dogrusu,
apokrin sekresyonda, hiicrenin apikal hiicre ylizeyinin bir kisminin kabarmasi vardir.
Bu c¢ikintilar apikal kabarciklar olarak adlandirilir. Epididim esas hiicrelerinde
oldugu gibi, bu c¢ikintilar limene dogru yonlendirilir. Epitel hiicrelerinin apikal
kabarikliklari, maymunlar ve insanlar dahil olmak tizere farkl tiirlerin ¢esitli erkek
ve disi ireme dokularinda rapor edilmistir (Agrawal ve Vanha-Perttulla, 1988;
Renneberg ve ark., 1995; Smithwick ve Young, 1997; Aumuller ve ark., 1999).
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Apokrin salgisi, gectigimiz ylizyilin basindan beri meme bezinde ve ter
bezlerinde bir sekresyon yontemi olarak goriilmiistir (Aumuller ve ark., 1997).
Ancak apokrin sekresyon ve apikal kabarciklar, elektron mikroskobunun ilk
yillarinda fiksasyon artefakti olarak kabul edildigi i¢in analizleri dikkatten kagmaistir.
70'lerde kalpten dokularin vaskiiler perfiizyon yoluyla fiksasyonunun sagladigi
gelismelere ragmen; ¢alismalarda apokrin sekresyonunda merokrin sekresyonuna ve
sperm maturasyonundaki roliine kadar ¢ok az ilgi duyuldu. Bununla birlikte, vaskiiler
perfiizyon dahil olmak iizere bugiine mevcut olan iyi fiksasyon yontemleri ile
biliyoruz ki; apikal kabarciklar boga, maymun, insan (Riva ve ark., 1982; Goyal,
1985; Smithwick ve Young, 1997; Aumuller ve ark., 1997, 1999) ve farenin
epididimisini doseyen esas ve dar hiicrelerinin belirgin bir 6zelligidir (Adamali ve

ark., 1999 a,b ; Hermo ve ark., 2000a).

Esas Hiicrelerde Sentezlenen ve Kanalin Liimenine Salgilanan Proteinler

Klusterin: Klusterin (siilfatlanmis glikoprotein-2, apolipoprotein J) Sertoli

hiicrelerinin ve epididimal esas hiicrelerin baslica salgi tirtintiidiir (Sylvester ve ark.,
1984).

Klusterinin  merokrin  salgilama ile salgilanan epididimal formu,
testisdekinden daha diisiik bir molekiiler agirliga sahiptir ve daha az asidik bir
proteindir (Sylvester ve ark., 1984, 1989). Klusterin konsantrasyonlar1 epididimisin
kaput bolgesindeki luminal sivida en yiiksektir, kanalin diger béliimlerinde ise ¢ok
daha diisiik seviyelerdedir (Mattmueller ve Hinton, 1991; Sylvester ve ark., 1989,
1993). Northern blot analizi, kanal boyunca klusterin mRNA varligint dogrulamistir

ve immiinositokimya, esas hiicreyi kaynak olarak gdstermistir.

Elektron mikroskobu seviyesinde altin partikiilleri, ER’de, Golgide ve esas
hiicrelerin 150-300 nm boyutlarindaki salgi vezikiillerinde limende ve sperm
yiizeyinde izlenmistir, bu da klusterinin sperm ile ilgili bir roli oldugunu

diistindiirmektedir (Hermo ve ark., 1991).

Klusterinin major bir fraksiyonu epididimal liimen icindeki serbest veya

sperm ile gevsek bir iligkisi olacak sekilde bulunur, kiigiik bir fraksiyon ise spermlere
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cok daha siki baglidir (Law ve Griswold, 1994).

Epididimin orta bélgesinde, klusterin sadece salgilanmaz, ayn1 zamanda esas
hiicreler tarafindan endositoz yoluyla geri alinir (Hermo, 1995). Bu, kanalin diger
bolgelerinde de meydana gelir (Hermo ve ark., 2000b). Bu durum klusterinin sperm
yiizeyinde bir iglevi oldugunu; salgilandigini sperm ile etkilesimle gorevini yerine
getirdigini, ardindan kanalin daha alt seviyelerindeki epitel hiicreleri tarafindan

endositoz ile geri alindigini diistindiirmektedir.

Immobilin: Sican epididiminin kuyruk bolgesinde, sperm, liimeni dolduran
immobilin denilen mukus benzeri bir maddeye gomiiliir (Ruiz-Bravo, 1988; Hermo
ve ark., 1992b). Immobilin, ilk segment, ara bolge ve kaput bolgelerinin esas
hiicreleri tarafindan merokrin bir sekilde salgilanir, ancak korpus ve kuyruk
bolgelerince salgilanmaz. Liimende, immobilin sperm ile yakindan iliskilidir ve
spermin hareket etmesine engel oldugu goriilmektedir (Usselman ve Cone, 1983).
Kauda limeninde dengenin saglanmasi igin immobilin, seffaf hiicreler tarafindan
secici olarak endositoz ile alimmaktadir; ancak bu islevi sadece distal kauda

bolgesindeki seffaf hiicreler gergeklestirmektedir (Hermo ve ark., 1992b).

Glikozidazlar: Bu enzimler, sperm yiizeyindeki proteinlerde molekiiler
degisiklikler ile iligkilidir (Skudlarek ve Orgebin-Crist, 1986).

Glikozidazlar, birgok tiiriin epididiminde esas hiicrelerden androjen kontrolii
altinda salgilanir; sperm yiizeyi bu proteinler igin reseptdrlere sahiptir (Fornes ve
ark., 1991; 1995; Castellon ve Huidobro, 1999; Grimalt ve ark., 2000). Coziinebilir
enzimler olarak epididimal akigskanlarda ve ayni zamanda liimendeki sperm ile
etkilesime girebilen heterojen bir membran bagli vezikiil popiilasyonunun yiizeyinde
farkli glikosidazlar bulunur (Fornes ve ark., 1995; Castellon ve Balbontin, 2000;
Grimalt ve ark., 2000). Membranoz kesecikler, lipite bagli proteinleri sperm
yilizeyine transfer etmek i¢in bir arac¢ olarak gosterilmistir; Bu transfer, spermdeki
fizyolojik degisimleri tesvik etmek i¢in ¢ok dnemli olabilir (Cooper, 1998). Hamster
epididiminde, mikrovezikiiller liimende spermlere tersine baglanir (Yanagimachi ve
ark., 1985). Dolayisiyla bu kesecikler, proteinleri spermin plazma membranina

sokmak i¢in bir araci temsil edebilir. Bununla birlikte, vezikiillerin dogasi, kokenleri
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ve rolleri hala iyi anlasilmamustir.

Kemirgen epididimindeki apikal kabarciklar ¢esitli boyutlarda vezikiiller
igerir; Benzer vesikiiller liimende de serbest olarak gortlir. Bu nedenle, apikal
kabarciklarin bazi keseciklerinin, Golgi aygitinin TGN'lerinden tiiretilen birincil
lizozomlar1 temsil ettigi ve cesitli glikozidazlar igerdigi varsayilabilir. Liimen
icindeki apikal kabarciklarin pargalanmasindan sonra, vezikiilleri, olgunlasan
spermin plazma membrani lizerinde glikoproteinlerin modifiye edilmesinde rol
oynayabilecekleri liimen igerisine verilecektir. Bu nedenle, glikosidazlarin apokrin

salgilanmasi, sperm olgunlagmasinda 6nemli bir rol oynayabilir.

2.2.3. Epididimis'in Gelisimi

Erken embriyojenezde, hem erkek hem de kadin genital sistem i¢in bilesenler
mevcuttur. Besinci hafta boyunca, primordial germ hiicreleri, gelecekteki gonad
bolgesine goc eder ve mezonefros ve koelomik epitelyumdaki hiicreleri uyararak
gonadlarin  Onclisii  olan {rogenital sirti olugturmalarina neden olur. Germ
hiicrelerinin gogii, gonad gelisimi ve dolayisiyla cinsiyet tayini igin gereklidir.
Gelisimin bu agsamasinda; {irogenital siniiste kranialden kaudale dogru uzanan iKi
paralel kanal vardir ve bu yapilar, Wolffian kanali (mezonefrik kanal) ve Miiller
kanali (paramezonefrik kanal) olarak adlandirilirlar. Erkeklerde, Wolffian kanalindan
epididimis, vas deferens ve seminal vezikiil gelisir. Kadinlarda ise Miillerian
kanalindan tuba uterinalar, uterus ve vajenin st kismi gelisir. Alt1 haftada tirogenital
sirtin i¢inde testis kordonlar: olusur. Testis kordonlarinin en distal kismu, rete tesitise
doniisiir, rete testis de mezonefrik tiibiillerin en proksimal ucundan gelismis olan

efferent kanallar ile birlesir.

Yedinci haftada, erkek ve disi genital sistemlerin gelisimi farklilagir.
Memelilerde cinsiyet tayininde ana faktér Y kromozomunun varligi veya daha da
onemlisi, Y kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesi (Sry) tarafindan kodlanan
testis belirleme faktoriiniin (TDF) varligidir (Sinclair ve digerleri, 1990). Sry, bir¢ok
transkripsiyon faktoriinde bulunan bir yiiksek mobilite grubu (HMG) kutusu igeren
bir proteindir. Sry'nin, erkek gelisimi i¢in énemli olan genlerin transkripsiyonunu

aktive etmekten sorumlu oldugu varsayilmakla birlikte, etkisini nasil olusturdugu
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hala tam olarak bilinmemektedir. Aslinda erkekte Sry ekspresyonu kisa bir zaman
araliginda gergeklesir. Sry ekspresyonunun, testis kordon formasyonundan sorumlu
olan mezonefroz hiicrelerini uyardig1 gosterilmistir (Capel ve ark., 1999; Tilmann ve
Capel, 1999). Sry'nin testislerin somatik hiicrelerinde mitozu arttirarak gonad
boyutlarinda artisa neden oldugu varsayilmistir (Schmal ve ark., 2000). Sry'ye ek
olarak, gonadal gelismeyle ilgili baska transkripsiyon faktorii tanimlanmistir. Bu
genlerden bazilari steroidojenik faktor-1 (Sf-1) (Luo ve ark., 1994), Sry HMG kutusu
ile iligkili gen 9 (SOX9) (Mansour ve ark., 1995), Wilms timér 1 geni (WT1)
(Kreidberg ve ark., 1993) ve LIM homeobox geni 9 (Lhx9) dur (Birk ve ark., 2000).

Sry ekspresyonunun, primordial gonad i¢indeki somatik hiicrelerin Sertoli
hiicrelerine farklilagmasinda sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Bu hiicreler daha
sonra Miillerian kanallarmin gerilemesinden sorumlu olan Miillerian inhibe edici
maddeyi (MIS) sentezler. Anti-Miillerian hormonu (AMH) olarak da bilinen MIS,
transforme biiyiime faktorii (TGF) familyasinin bir iiyesi olan 140 kDa agirliginda
bir glikoproteindir. Cesitli ¢alismalar MIS'nin Miillerian kanalinin epitel
hiicrelerinden ziyade mezenkimal hiicreleri etkisini lizerinde gosterdigini ortaya
koymustur (Tsuji ve ark., 1992). Son zamanlarda, sigan organi kiiltiir sistemi ile
yapilan ¢aligmalar, ekzojen MIS, embriyonik E 14.5 - E 15.5’inci genlerde iirogenital
sirtlar  ile inkiibe edildiginde, Miillerian kanallariin apoptozise ugradigini
gostermistir (Roberts ve ark., 1999). Ilging olarak, kanallar1 ¢evreleyen mezenkimal
hiicreler, MIS reseptoriinii (MIS tip II reseptorii) eksprese etse de, apoptoz sadece,
epitel hiicrelerinde goézlenmistir, bu da MIS’in epitelyal hiicreler lizerindeki etkisinin

dolayl1 bir yol ile olustugunu gostermektedir.

9-10. haftalarda, Sertoli hiicrelerinin Sry ekspresyonunun, mezensimal
hiicrelerin Leydig hiicrelerine farklilasmasini indiikledigi diistiniilmektedir. Leydig
hiicreleri, epididimis dahil olmak iizere ikincil genital yapilarin gelisimini
diizenleyen testosteronun salinimindan sorumludur. Testosteron, Wolffian
kanalindaki hiicre Oliimiinii 6nler ve kanalin epididim, vas deferens ve seminal
vesikiile icine farklilasmasina neden olur. Bazi c¢alismalar, testosteronun
prostaglandin E2'nin etkileriyle hareket ettigini kanitlamistir (Gupta, 1989; Gupta ve
Bentlejewski, 1992). Birden fazla ¢alisma, metabolit olan dihidrotestosteron (DHT)

degil de, testosteronun kendisinin Wolffian kanal gelisiminde rol oynayan en 6nemli
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oyuncu oldugunu gostermistir (Wilson ve Lasnitski, 1971; Wilson ve Siiteri, 1973;
Siiteri ve Wilson, 1974). Ancak, Tsuji ve ark. (1991) epididimde epididimal kivrim

ve hiicre proliferasyonunda DHT'nin rol oynayabilecegini gostermistir.

Hiicresel ve Bolgesel Gelisim

Epididim, her biri farkli morfolojik 6zelliklere sahip birka¢ bolgeden olusur.
Farkli epididimal hiicre tiplerinin farklilasmasi ve farkli epididimal bdlgelerin
gelismesi, sican (Clermont ve Flannery, 1970; Setty ve Jehan, 1977; Sun ve
Flickinger, 1979, 1980; Francavilla ve ark., 1987; Agarwal ve Hoffer, 1989; Hermo
ve ark., 1992; Jiang ve ark., 1994), fare (Suzuki ve Nagano, 1978; Takano, 1980;
Abe ve ark., 1982, 1983, 1984), ke¢i (Goyal ve ark., 2000), horoz (Croisille ve ark.,
1978), insan (Zondek, 1980), tavsan (Danzo ve ark, 1975), boga (Wildheus ve
Entwistle, 1983), rhesus maymunu (Alexander, 1972) ve Kog¢ (Nilnophakoo, 1978)
tarafindan ¢alisilmistir. Sun ve Flickinger (1979) tarafindan tarif edilen gelisimin {i¢
asamasi, sican epididiminde meydana gelen temel gelisimsel degisiklikleri ana
hatlariyla belirtmek i¢in kullanilacaktir. Bu asamalar farklilasmamis donem,

farklilasma donemi ve genisleme donemidir.

Farklilasmamis Donem (1-15. giinler)

Bu donemde, epididimal epitel hiicreleri esas olarak farklilasmamiglardir.
Epitel, stereosilyaya sahip olmayan diisiik kolumnar hiicrelerin varligr ile
karakterizedir. Hiicreler ayrica cesitli mitotik figiirler igerir. ince yap1 diizeyinde ¢ok
sayida serbest ribozom ve polisomlar gozlenir, ancak bu asamada birka¢ mitokondri
ve kaplanmis vesikiiller tespit edilir. Tiim epididimal bolgelerdeki siki baglantilarin
% 40-60"1 agiktir. 15. giinde yapilan stereolojik dlgtimlerde, tiim epididimal kanalin
uzunlugunun, sirastyla 1.85 m oldugu, kanal capimin ise baslangic segmentinden
kauda epididimidlere kadar 37.8 ila 63.4 pm arasinda degistigi gosterilmistir. Halo
hiicreleri ilk olarak 14. glinde goriiniir hale gelir (Sun ve Flickinger, 1979; Hermo ve

ark., 1992; Jiang ve ark., 1994).
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Farklilasma Donemi (16-44. giinler)

Beklendigi gibi, epididimal epitel bu donemde bir dizi degisiklik gegirir.
Daha oOnce farklilasmamis olan epididimal epitel, farklilasmaya baslar ve dar
hiicreler, berrak hiicreler, esas hiicreler ve bazal hiicreler dahil olmak tizere birkag
farkli hiicre tipi ortaya ¢ikmaya baslar. 21 giinlilk hayvanlarda, esas hiicreler algak
prizmatik hiicrelerdir, ancak 35. giinde boyutta dramatik bir degisiklik meydana gelir
ve uzun, prizmatik bir hiicre tipi gézlenir. Bu zamanda, bu hiicreler ayrica ayrintili
bir Golgi aygiti, ayri bir firga kenar ve aktif endositozun gostergesi olan ¢ok sayida
kesecik ve kapli ¢ukurlar sergiler. Farkli epididimal bolgelerde esas hiicrelerde

bir¢ok lizozom ve apikal vakuollar da gozlenir.

Farklilagsma doneminin sonunda, epitel kanalinin temel 6zellikleri arasinda
dar hiicrelerin epididimisin caput, korpus ve kauda bolgelerinden kaybolmasi
bulunur. 44. giinde gergeklestirilen, stereolojik 6lgiimler, kanalin uzunlugunun, 3.03
metre, capinin ise boru sekilli ¢aplari, baslangigtaki segmentinden buraya kadar 174
ile 178 um arasinda degistigi gostermistir (Jiang ve ark., 1994). 21. ve 39. giinlerde
eslestirilmis epididimal agirliklar sirasiyla 65 ve 200 mg'dir (Hermo ve ark., 1992).
Baslangic segmenti hiicrelerinin proliferatif aktivitesi 21. ve 28. giinler arasinda
artarken kaput, korpus ve cauda bolgeleri hiicreler i¢in 14. ve 28. giinlerde artar

(Sun ve Flickinger, 1982; Hermo ve ark., 1992).
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Sekil 2.8. Sican epididimal epitelin dogumdan yetiskinlige kadar
farklilagmasi (Robaire ve ark., 2002).
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Epididimal epitel hiicreleri, hem dar hem de kolumnar hiicreler ilk
gozlendiginde yaklasik 21. giine kadar farklilasmamistir. Yaklagik 28. giinde,
prizmatik hiicreler esas hiicrelere ve bazal hiicrelere ayrilir. Dar hiicreler sadece ilk
segmentte goriiliir, ancak yaklasik 36. giinden itibaren agik hiicreler epitel boyunca

goriiliir. Tiim epididimal epitel hiicreleri 49. giine kadar farklilasmasini tamamlar.

Genisleme Dionemi (44. giinden yetiskinlige kadar)

Bu dénemde gozlenen en 6nemli degisiklikler, epididimal liimen igerisinde
spermatozoa'nin ortaya ¢ikmasi ve hem organ uzunlugunun hem de agirliginin
artisina bagli olarak epididimis boyutunun biiylimesidir.. Stereolojik Olclimler,
epididimal kanalin uzunlugunun 6,61 m ¢apinin ise, baslangi segmentinden kauda
epididimise kadar 165 ila 333 pum arasinda oldugunu gostermektedir (Jiang ve
digerleri, 1994). Ancak, kanalin diseksiyonundan sonra yapilan oOlgiimler
epididimisin yaklasik 3.23 m uzunlugunda olabilecegini gostermektedir (Turner ve
ark., 1990). Epididimisin 49., 56. ve 90. giinlerdeki agirliklari sirasiyla yaklasik 350,
620 ve 1190 mg'dir (Hermo ve ark., 1992). 3 aylikken, epididimal epitel boyunca
tim hiicre tiplerinin proliferatif aktivitesi sona ermistir (Sun ve Flickinger, 1979;

Hermo ve ark., 1992).

2.2.4. Epididim Yapisi ve Fonksiyonu Uzerinde Toksik Maddelerin
Etkileri

Cevresel kimyasal ve farmasotik maruziyet nedeniyle insanlarda
popiilasyonunda semen kalitesinin azaldigina dair artan bir endise vardir (Carlsen ve
ark., 1992; Giwercman ve Skakkebaek, 1992; Sharpe, 1993; Colborn ve ark., 1993;
Auger ve ark., 1995; Combhaire ve ark., 1995; 1996; Menchini-Fabris ve ark., 1996;
Pajarinen ve ark., 1997; Swan ve ark., 1997; Zorn ve ark., 1999; Gyllenborg ve ark,
1999). Yapilacak arastirmalar, semen kalitesindeki bu disiisiin gergekten de var
oldugunu ve kimyasal maruziyetin semen kalitesi ile anlamli bir sekilde iliskili
oldugunu ortaya koyarsa; epididim kesinlikle olasi bir hedef organ olarak
incelenecektir. Her ne kadar, elde edilem sperm miktar1 ve kalitesi ile iliskilendirilen

organ testise de epididimisin, plazma membran1 modifikasyonlar1, fertilizasyon
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yetenegine sahip spermin olusumu gibi sperm olgunlagmasi siiregleri sirasinda
onemli roller iistlendigi unutulmamalidir (Bedford, 1975; Klinefelter ve Hamilton,
1985; Moore ve ark., 1987; Vreeburg ve ark., 1992; Amann ve ark., 1993, Cooper,
2000).

Dogrudan ve Dolayli Toksik Madde Etkilerinin Belirlenmesi

Epididimal sperm miktarindaki ve/veya kalitesindeki toksiklerle indiiklenen
degisiklikler siklikla bir testikiiler hasar sonrasinda olmustur. Dibromoklorpropan
(Whorton ve ark., 1977), dinitrobenzen (Hess ve ark., 1988; Linder ve ark., 1988),
etilen glikol monometil eter (Chapin ve ark., 1985; 1986) ve dibromoasetik (Linder
ve ark., 1995) gibi testikiiler toksik maddelerin incelendigi ¢alismalar, testikiiler
toksisiteyi histolojik olarak tanimlamak igin yeterince uzun olan (iki haftadan uzun)
maruziyetler kullanilarak gerceklestirilmistir;, ve bu ¢alismalarda gozlenen
epididimal spermde gozlenen nicel veya Kkalitatif etkiler, testis toksisitesini
gostermistir. Aslinda, maruziyet sonrasi 2. giinden baslayip en az 70 giin devam
eden dinitrobenzenin (Linder ve ark., 1988) ve dibromoasetik asidin (Linder ve ark.,
1995) etkilerinin detayli degerlendirmeleri, Epididimal sperm sayisinda, epididimal
sperm motilitesinde ve epididimal sperm morfolojisinin goriiniir hale gelmesiyle

uzlasan maruziyet sonrasi siirecin iki haftaya kadar olmadigimi gostermistir.

Toksik olarak indiiklenen testikiiler degisikliklerin epididim toksisitesinde rol
oynayabilme olasiligim1 en aza indirgemek ig¢in, epididimin yapis1 ve islevi,
epididimal spermin niceliksel ve niteliksel degerlendirmeleri de dahil olmak tizere
maruziyet donemi testis i¢inde bulunan sperm ve sividan epididime erisim
kazanmadan once degerlendirilmelidir. Siganlarda, mazruziyet sonrast 7 ila 10
giinlik bir siire icinde kauda epididimal spermindeki go6zlenen degisiklikler
epididimdeki toksisiteye atfedilebilir ¢iinkii distal kauda epididimise ulagsmak igin
epididime giren sperm i¢in gerekli zaman yaklasik olarak bu kadardir (Robb ve ark.,
1978). Metil kloriiriin (Working ve ark., 1985) erken baskin 6ldiiriiciilik ¢alismasi,
implantasyon sonrasi kayiplarin, akut inhalasyon maruziyetinden bir hafta sonra
ortaya c¢iktigini ortaya koymustur. Daha sonraki ¢alismalar, bu yanitin,
ekstravazasyon, lamina propriya i¢inde nétrofil invazyonu ve graniiloma

formasyonunu igeren kauda epididimidinde metil kloriir ile indiiklenen

29



enflamasyonla ¢akisan sperm DNA'sinin hasarinin bir sonucu oldugunu gostermistir
(Chapin ve digerleri, 1984). Bu ornekte, epididim toksisitesinin testisden bagimsiz
oldugu ve spinal disfonksiyonunun lamina propriadaki bir hasara sekonder olarak

ortaya ¢iktig1 gorilmistiir (Chellman ve ark., 1986).

Metil kloriir gibi, mutajenik ajan siklofosamitin de maruziyet sonras1 birinci
hafta i¢inde implantasyon sonrasi kaybi meydana getirdigi gosterilmistir (Qiu ve
ark., 1992). Dahasi, bu maruziyet, spesifik epididimal epitelyal hiicre tiplerinin
dagilimini degistirmistir; Kaput epididimidiste artan sayida halo ve berrak hiicreler
vardi (Trasler ve ark., 1988). Her iki hiicre tipi de fagositozla ilgili oldugundan,
Olmekte olan epitelyal hiicreleri uzaklastirmak i¢in devreye girdikleri diisiiniilebilir.
Yine, sperm disfonksiyonun sekonder oldugu goriilmektedir; ancak bu durum lamina
propriadan ziyade epitele olan bir saldiriya ikincildir. Bununla birlikte, hem metil

kloriiriin hem de siklofosamidin sperm tizerinde dogrudan etkisi géz ardi edilemez.

Ureme Gelismesindeki Hedef Bir Organ Olarak Epididimis

Gilinlimiizde; cevresel kimyasallarin tireme gelisiminde degisikliklere yol
acma potansiyeli, iireme toksikolojisinin net ve olduk¢a goriiniir bir yiiziidiir. Bu
bakimdan epididimin ilging bir hedef organ oldugu kanitlanmistir. Sentetik anti
androjen flutamid, antiandrojenik fungisit vinklozolin, 2, 3, 7, 8-tetraklordibenzo-p-
dioksin (TCDD), dioksin benzeri konjenerator PCB 169, 0Ostrojenik pestisit
metoksiklor ve plastiklestirici dibiitil ftalat (DBP) gibi maddelerin hepsinin, erkek
yavrularin gelisimi sirasinda maruziyetinin epididimal agirlik, histoloji ve/veya
epididimal sperm sayilarinda patolojilere neden oldugu gosterilmistir (Klinefelter ve
Hess, 1998). Eslik eden testis sperm sayisinda azalma olmasidir. Epididimal sperm
sayisinda azalmanin veya epididim i¢inde sperm fagositozu olmamasi tireme
gelisiminde maruz kalmanin erigkin dénemde hizlandirilmis epididimal sperm

gecisini ortaya koydugunu diisiindtirmektedir.

Anti androjenik kimyasallarin epididim gelisimi {izerindeki potansiyel etkileri
ozellikle ilgi ¢ekicidir. Flutamide gestasyonel maruziyetin, epididimisin agenezisi de
dahil olmak {izere Wolffian kanal tiirevlerinin normal gelisimini bozdugu

gosterilmistir (McGinley ve ark., 1992). Bununla birlikte, androjen resept6rii yoluyla
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etki etmeyen ancak daha ¢ok testosteron biyosentezini bozan bir antiandrojenik
kimyasal olan dibiitil ftalatin (DBP) gestasyonel maruziyeti de epididimin agenezi ile
sonuglanir (Mylchreest ve ark., 1998). Dahasi DBP'in, erkek ¢ocuklarda
epididimisin agenezini ortaya c¢ikarmada flutamidden daha etkili oldugu
gosterilmistir (Mylchreest ve ark., 1999). Bu nedenle, epididimal toksikolojinin
ortaya ciktigi bir alanin, antiandrojenik kimyasallarin, epididimin yapisinin ve
islevinin androjene bagli gelisimini bozdugu mekanizmalarin agiga c¢ikarilmasinda
yattiginm1 gostermektedir. Bu, epididimisin hayvanlardaki normal gelisimin nasil
olduguna dair mevcut bilgimizi arttiracaktir. Gelismekte olan epididimden elde
edilen epididimal hiicreler tizerindeki fonksiyonel degerlendirmelerin proteomik ve
genomikler gibi in vitro yontemler ile gergeklestirilmesi uygun goriinmektedir.
Farklilasma sirasindaki Wolffian kanallarinin fonksiyonel durumunu degerlendirmek

icin ek yontem gerekecektir.

2.3. Formaldehit

Formalinin histolojik fiksatif olarak kullanimi, Aw Hofmann tarafindan 1868
senesinde metanolden formaldehit sentezinin basariyla gergeklestirildigi zamana
kadar uzanir. O zamandan beri, bu maddenin 6zellikleri ve potansiyel kullanimi
yogun bicimde incelenmistir ve formalin, eski yerlesik histolojik fiksatiflere
alternatif bir reaktif olarak cazip hale gelmistir (Loew, 1886; Blum, 1893; Cullen
1895; Bethe, 1896; Blum, 1896). Formaldehit, keskin, rahatsiz edici kokulu ve oda
sicakliginda renksiz bir gazdir. Metanol, metilen oksit, oksimetilen, metil aldehit,
oksometan olarak da adlandirilir. Kaynama noktast -21 °C ila -19 °C arasindadir.
Cok sayida kimyasalla tepkimeye kolaylikla girer. Su ve alkol gibi polar ¢oziiciilerde
kolay ¢0ziiniir. Ancak polar olmayan ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigli zordur. Formaldehitin
% 30’dan daha yogun oldugu cozeltilerinde paraformaldehit, polioksimetilen gibi

bulaniklik veren polimerler olusur.

Doku sabitlemenin yani sira formaldehit bircok uygulama i¢in 6nemli bir
irtin haline gelmistir ve tiretimi biiyiik 6l¢eklere ulasmistir. Formaldehit, formalin
veya formaldehit ¢ozeltisi (% 37-40) adi altinda doymus bir sulu ¢ozelti halinde
satilir. Alternatif olarak, formaldehit, beyaz kristalli bir iiriin, yani polimerize edilmis

formaldehit olan paraformaldehit olarak da elde edilebilir.
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Formalin, histopatolojide en yaygin kullanilan fiksatiftir (Fox ve ark., 1985;
Kiernan, 2008). Soliisyon oda sicakliginda saklanmalidir ¢iinkii soguk sicaklik beyaz
bir ¢okelti veren trioksimetilen olusumunu tesvik eder. Ayrica, formaldehit ¢ozeltisi
havaya maruz kalmamasi i¢in sikica kapatilmalidir, ¢linkii formaldehitin oksidasyonu
formik asit olusumuna yol acar. Ticari formalin genellikle bu degisikligi engellemek

icin bir miktar metanol igerir.

Tarihsel nedenlerden dolayi, formaldehit ve formalin arasindaki fark
konusunda bazen kafa karisikligi vardir, ¢linkii her iki madde de bazen birbirinin
yerine kullanilir. Bununla birlikte, terimleri bu sekilde kullanmak yanlistir, ¢linkii bu
kimyasal maddenin iki isim tarafindan temsil edilen konsantrasyonlar1 oldukca
farklidir. Formaldehit bir gazdir (HCHO formiilii). Formalin ad1 verilen suda kolayca
¢oziinlir. Formaldehit su iginde % 37-40 (ag/hac) oraninda ¢o6ziiliir ve bu ¢ozelti %
100 formalini temsil eder. Boyle bir formalin c¢ozeltisini seyreltirken, nihai
konsantrasyon % 100 formalin referansina dayanarak ifade edilir: % 10 formalin
1'dir.

% 10 formalin terminolojisi yaygin olarak kullanilir, yani % 10 formalin
olarak etiketlenmis bir fiksatér aslinda % 4 formaldehit igerir. % 4 formaldehit
ifadesi ayrica % 37-40 formaldehit stok sisesinden yapilan % 10'luk bir ¢ozeltiyi tarif
eden % 10 formalin ¢ozeltisinin gercek formaldehit igerigini yansitir ve sikca
kullanilir. Suda ¢oziinen formaldehit, metilen hidrat olusturmak iizere kimyasal
olarak molekiilleriyle birlesir; bu formda formaldehit sulu cozeltilerde bulunur.
Kimyasal reaktivite formaldehitle aymidir. Depolandiginda metilen hidrat
molekiilleri, birbirlerini olusturan polimerler ile reaksiyona girerler. Formalin stok
¢ozeltileri igerisinde (su i¢inde % 37-40 formaldehit) formaldehitlerin ¢ogu diisiik
polimerler olarak bulunacaktir. Bu tiir polimerler fizyolojik pH'da tamponla

seyreltilerek neredeyse aninda pargalanacaktir.

Ticari formalin ¢o6zeltisi, depolama sirasinda polimerizasyon islemini
yavaglatmak i¢in az miktarda metanol icerir. Boylece, % 4 formaldehit iceren % 10
formalin ¢ozeltisi de yaklasik % 1 metanol ve az miktarda format iyonlar1 igerir.
Formaldehit disindaki tim bu {irlinlerin histolojik siire¢lere miidahale etmesi

muhtemeldir. Bu nedenle formalin (% 37-40 oraninda ticari bir formaldehit stok
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¢ozeltisinden hazirlandi) elektron mikroskobu i¢in fiksatif olarak onerilmemektedir.
Formaldehit tozundan (paraformaldehit) yapilan daha yiiksek dereceli metanol
icermeyen bir ¢ozelti veya taze hazirlanmis bir formaldehit kullanilmasi

onerilmektedir.

Paraformaldehit baska bir formaldehit seklidir. Formaldehit biiyiik
molekiillere polimerize edilebilir ve bu iiriine beyaz bir toz olarak elde edilebilen
paraformaldehit adi verilir. Bu polimerlerin formaldehit'e depolimerizasyonu 1s1 ile
yapilir; Isitmanin yani sira, hidroliz, hidroksit iyonlarinin eklenmesiyle de katalize

edilir (Robertson ve ark., 1963).
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Tablo 2.1. Formaldehitin fizikokimyasal 6zellikleri

OZELLIKLER BILGI

Kimyasal ad1: Formaldehit

IUPAC ad1 : Metanal

Sinonimleri: Formik aldehit, metanal, metil aldehit,

% 37’lik sulu ¢ozeltisine ait kayitl ticari
Isimlendirmesi:

Polimerik formunun ticari isimlendirilmesi:

Polimerize formiili:
Kimyasal formiilii:

Molekiil agirhg:

Erime noktast:

Kaynama noktast:

Spesifik yogunlugu:

pH:

Koku:

Havada esik koku limiti:
Suda esik koku ve tat limiti:

Polimerizasyonu:

2.4. Stieve Fiksatifi

metilen oksit, oksimetilen, oksometan

Formalin, formol, morbicid, veracur

Paraformaldehit, polioksimetilen,
metilen glikol, paraform, formagen

(CH20)n
CH20
30.03 g/mol
o_ . 0
-118 Cile-92 C arasi
o_ . 0
-21 Cile-19 Carasi
0.815 g/ml(-20 °C)-1.08 g/ml (20 °C)
2.8-4.0
Keskin ve bogucu
0.5-1.0 ppm
50 ppm

Suda hizla polimerize olur

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

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

Stereoloji, li¢ boyutlu bir yapi ile temelde iki boyutlu olan bu yapiin imgeleri
arasindaki geometrik iliskilerin bilimidir. Bu goriintiiler ¢esitli yollarla elde
edilebilir, ancak iki temel kategoriye ayrilir: yap1 boyunca kesitlerin goriintiileri ve
icerden goriintiilenen projeksiyon goriintiileri. Stereolojinin en yogun kullanimai, 151k
mikroskobu, elektron mikroskoplar1 ve diger tiirleri igeren mikroskop goriintiileri ile
baglantili olmustur. Bununla birlikte, temel yontemler, makroskobik ve hatta daha
biiyiik 6l¢eklerde yapilan ¢alismalar igin esit derecede uygundur. Stereoloji, ger¢ek
diinya mikroyapilarinin geometrik 6zelliklerinin 6l¢iimlerini pratik olarak yapan bir

araclar toplamidir.

Tipik uygulamada, incelenen yapi hakkinda bilgi, bu yapidan hazirlanan
goriintlilerin bir koleksiyonu olarak mevcuttur. Mikroskoplar ve diger goriintiileme
cihazlar genellikle bize iki boyutlu olan goriintiiler sunar. Igerdikleri gorsel bilgi, iic
boyutlu yapinin onyargili bir 6rnegidir. Goriintli, yansima olarak goriintiilenen bir
boliimden, aktarimda goriintiilenen bir dilimden veya yapinin biraz daha fazla sert
dis ylizeyinin ¢ikintisindan elde edilebilir. Goriintiideki 6zelliklerin geometrisi, tek
tek oOzellikler veya bir dizi ozellik i¢in tanimlanabilecek bir veya daha fazla
geometrik Ozelligi Olgerek Olgiilebilir. Her ne kadar stereolojinin kullanim alani
¢ogunlukla mikroyapilar hakkinda geometrik bilgi aramasi ise de uygulamasi mikro

yapilar ile sinirlt degildir.

Stereoloji, maden yapilarinda, astronomi, jeoloji, tarim miihendisliginde kaya
yapilarinin geometrisini incelemek i¢in kullanilmig, ancak mikroyapilarin analizi
onun en ¢ok kullanildig1 alan olmustur. Boylelikle, mikroyapilarla ilgilenen her tiirli
emek verilen alan, malzeme bilimi, mineraloji, fizyoloji, botanik, anatomi, patoloji,
histoloji ve diger cesitli teknolojiler gibi yasam bilimleri dahil olmak iizere,

stereolojiyi yararl bulmustur.

Modern goriintii analizi yazilimi ile iki boyutlu bir goériintiiniin bir¢ok farkli
geometrik Ozelligini tanimlamak ve 6lgmek miimkiindiir. Aslinda, bir resim ‘bin
kelimenin yerini alabilecegi i¢in’ gOriintii analizindeki temel problem birkac

megabayt gri 6lgek veya renkli goriintli olusturan bilginin birka¢ anlamli ve kullanigh
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saytya indirgenmesidir Stereoloji, bir goriintii iizerinde tanimlanabilen ve 6lgiilebilen
bu diizinelerce saymnin hangisi benim i¢in yararlt ‘sorusuna’ bir cevap veriyor. Bu
sorunun spesifik cevabi, goz Oniinde bulundurulacak uygulamaya agik¢a baghdir,
ancak stereoloji, 6rneklenen {i¢ boyutlu mikroyapi1 i¢in yararli anlama sahip sayilari

sinirlar.

Gorilintliniin 6rnekledigi ti¢ boyutlu yap1 hakkinda niceliksel bilgi elde etmek
istenirse o zaman bu sorunun cevabi smirlidir. iki boyutlu bir goriintiide dlciilebilen
geometrik Ozelliklerin sadece kiiglik bir alt kiimesi, stereolojik bir anlama sahiptir,
yani, goriintii Orneklerinin ii¢ boyutlu yapinin geometrik ozellikleri ile agik bir
sekilde iliskilidir. Yalnizca stereolojinin temel denklemlerinde tanimlanan nispeten

az sayida goriintii niteliginin niceliksel {i¢ boyutlu bilgi verme potansiyeli vardir

(John C. Russ, 2000; Robert T. Dehoff, 2000).

2.5.1. Cavalier Prensibi

Bir organin ya da organi meydana getiren bilesenlerinden birinin hacmi,
bu bilesenlerin birbirlerine gore veya tamamina hacim oranlart morfometrik
calismalarda ¢ok sik kullanilan degerlerdir. Toplam hacim ile ilgili diger durum
ise, belli bir bilesenin sayisal yogunlugundan o bilesenin toplam sayisina ulagsmak
istenen c¢alismalardir. Toplam hacmi ya da bilesenlerinin hacimleri bulunmak
istenen organlar veya yapilar i¢in birden ¢ok metot kullanilabilir (Colakoglu,
2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Keser, 2011).

Hacmi hesaplanacak yapi ¢evresinde bulunan organlar veya onu olusturan
yapilardan kolayca ayrilabilecek yapilanmaya sahipse (akciger, karaciger veya
dalak gibi) bu yapilarin hacmini hesaplamaktansa Arsimet prensibi ile dogrudan
Ol¢lim yapilabilir. Arsimet prensibiyle, hacmi bulunmak istenen organ veya yapi,
ici su ile dolu olan dereceli bir silindire atilir ve dereceli silindirde yiikselen veya

tasan suyun miktar1 hesaplanarak hacmi Sl¢iiliir.

Fakat bu sekilde 6l¢lim yaparken hacmi hesaplanacak organ veya yapida
akcigerler gibi dogal bosluklar varsa bu bosluklarin girisleri su almayacak sekilde

kapatildiktan sonra 6lgiimiin yapilmasi daha saglikli olacaktir. Eger bu bosluklar
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su ile dolarsa hacmin ger¢ek degerinden daha kiigiik olarak 6Sl¢iiliir (Colakoglu,

2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Taman, 2011; Ozgelik, 2011; Keser, 2011).

Postmortem ¢aligmalarda kullanilmaya uygun olan Arsimet prensibi, canli
organizmalarda bulunan bir yapinin veya organin hacmini hesaplamak i¢in uygun

degildir (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Keser, 2011; ).

-t

Sekil 2.9. Arsimet prensibi ile hacim hesaplanmasi (Akalan ve Demirkan,
2013).

Deneysel c¢alismalarda ¢ogunlukla hacmini 6lgmek istedigimiz yap1 veya
organ etrafinda bulunan yap1 ve organlar ile bir biitlinliik i¢erisindedir ve ayrilamaz.
Ornegin; omurilikte bulunan gri madde, dalaktaki beyaz pulpa, kemik iligi, beyin
cekirdekleri gibi. Dolayistyla bu durumdaki organ ve yapilarda Arsimet prensibi ile
dogrudan hacim hesaplamasi yapmak neredeyse imkansizdir. Boyle bir durumda
olan organ ya da yapilarda hacim &lgmek igin stereolojide en ¢ok tercih edilen
yontem Cavalieri prensibi’dir. Ozellikle son yillarda hacim degerlerinin Klinik
uygulamalarda 6nem kazanmasiyla kullanilmaya baslanan Cavalieri prensibi, kisisel
tarafliliktan uzaktir. Ve kesinlik ifade ettigi gibi, calisma sonucunda elde edilen veri
de tarafsiz ve giivenlidir (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Keser,
2011).

Cavalieri prensibi isimlendirmesi, Galileonun 6grencisi olan 17. yiizyilda
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yasamis italyan matematik¢i Bonaventura Francesco Cavalieri (1598-1647) onuruna
verilmigtir. Bonaventura Cavalieri, {inlii astronom Jonannes Keppler'in "Sarap
Figilarma Dair Yeni Olgiimler" isimli calismasindan yararlanarak Cavalieri
prensibini olusturmustur. Keppler’in ¢alismasi, sarap ficilarim1 belli sayilarda
dilimleyerek, her dilimin ayr1 ayr1 hacimlerini hesapladiktan sonra bu dilimlerin
hepsinin hacimlerini toplayarak figinin toplam hacim degerini bulmak seklindedir.
Bonaventura Cavalieri integrasyon alaninda ¢ok dnemli katki saglayan ve kesitleri
kullanarak ii¢ boyutlu yapilarin hacimlerini 6l¢en ilk bilim adamlari igerisindedir

(Gundersen ve ark., 1988; Nyengaard, 1999; Mandarim-De-Lacerda, 2003).

Cavalier Prensibi, birbirine paralel ve seri kesitler elde edilen bir organin ya
da yapmin hacminin hesaplanmasinda kullanilabilir. Sinirlar1 kesin olarak
belirlenebilen magnetik rezonans (MR) veya bilgisayarli tomografi (CT) gorintiileri
tizerinde de organlarin hacim hesaplamalar1 yapilabilir. Cavalier prensibi ile
yapilacak hacim hesaplanmasinda uygulanacak ilk adim, hacmi hesaplanacak organ
veya yapinin, birbirine paralel ve esit aralikli olacak sekilde bagindan sonuna kadar
dilimlere ayirmaktir. Ilk kesit rastgele bir noktadan baslayarak basindan sonuna
kadar ve esit kalinlikta (t) nesnenin tiimiinii kapsayacak sekilde alinir. Bu sekilde
tarafliliktan da kaginilmis olunur ve yapinin her tarafina esit olasilikta 6rnekleme
sans1 verilmis olunur. Alinan kesitlerin her zaman ayn1 yone bakan ylizeylerinden
Olctim yapilmalidir ki yapinin ve organin hacmi tarafsiz bir sekilde Olciilebilsin

(Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Keser, 2011).

Cavalieri prensibi ile yapilacak olan hacim hesaplamalarinda, en 6nemli ve
ikinci adim kesit goriintiilerinin yiizey alanimi hesaplamaktir. Yiizey alanini
hesaplamak i¢in bilgisayar destekli analiz cihazlar1 kullanilarak planimetrik
yontemlerle Olgtimler yapilabilir.  Ancak c¢alismalarda kesit yilizey alanlariin
Ol¢iilmesinde planimetrik yontem etkili ve gilivenilir degilken nokta sayim yontemi
giivenilirdir sonucuna varilmistir (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008;
Taman, 2011; Ozgelik, 2011; Keser, 2011).

Stereolojide kesit yiizey alanmin hesaplanmasinda Noktali Alan Olgiim
Cetveli (NAOC) en cok kullanilan yontemdir. NAOC’de "nokta" tamimi; iki
dogrunun kesisim yeri, yani + isaretinin iki kolunun birlestigi kose olarak
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kullanilmaktadir (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Taman, 2011,
Ozgelik, 2011; Keser, 2011).

+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + +.4+ + + + + +
P(a)
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + +

Sekil 2.10. Yiizey alan1 hesaplamada kullanilan Noktali Alan Olgiim Cetveli
(Akalan ve Demirkan, 2013)

s

Sekil 2.11. Noktali alan 6l¢lim cetvelindeki noktalarin kullanimi (Colakoglu, 2006)

Iki ¢izginin kesisiminde sag iist kose genellikle noktali alan &l¢iim
cetvelinde kullanilir. Her bir noktanin temsil ettigi alan P(a) simgesi ile
gosterilir ve NAOC’de dort nokta arasinda kalan alandir. NAOC, CT, MR

veya 151k mikroskobu goriintiileri {izerine rastgele olarak atildiginda, yapinin
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ya da organin kesit goriintiistine denk gelen noktalar sayilir (Colakoglu,
2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Taman, 2011; Ozcelik, 2011; Keser,
2011).

NAOC ile hesaplanan alan 6lgiimleri, istatistiksel olarak giivenli
sonuglar verir ve uygulanig bakimindan kolaydir. Bdylelikle monitor
mikroskop goriintiisii, fotograf veya daha farkli bir yontem araciliiyla bir
perdeye yansitilan goriintii tizerinde kolaylikla uygulanabilmektedir. Goriintii
lizerinde yapilan nokta sayimi hangi yontemle elde edilmis olursa olsun
goriintiiniin  biiyiitme veya kiigliltme oranimmin mutlaka bilinmesi gerekir
(Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan,2008; Kogak, 2009; Caglar, 2011;
Keser, 2011).

Biiyiitme veya kiigiiltme oran1 Cavalieri prensibinin kullanildig
makroskobik veya mikroskobik ¢alisma durumuna gore dikkate alinmalidir.
CT veya MR goriintiilerinin kullani1ldig1 ¢aligmalarda, organ ve yapilarindan
elde edilen goriintiileri genellikle gercekteki boyutlarindan daha kiigiik bir
sekilde goriintiilendigi i¢in, organin veya yapinin kii¢iiltme oranindan
bahsedilirken, mikroskobik bir c¢alismada ise kullanilan mikroskobun
bliylitme oranindan bahsedilir (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007;
Karacan,2008; Kogak, 2009; Caglar, 2011; Keser, 2011).

Hacim hesaplamada ilgilenilen yapinin ya da organin goriintiileme
yontemine gore biiylime ya da kii¢iilme orani formiilde yerine yazilirsa
formiil su sekilde olmaktadir (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008;
Kocak, 2009; Caglar, 2011; Keser, 2011).

Vet [Sde]z ZP
=tx SI X

Sekil.2.12. Cavalieri Yontemi ile Hacim Hesab1 Formiilii

Formiilde; hacmi V, kesit kalinligini t, kullanilan skalanin birimini

SU, kullanilan skalanin goriintiilenen filmlerdeki cetvelle ol¢iilen uzunlugunu

40



SL, noktali alan 6l¢iim cetvelindeki iki nokta arasindaki mesafeyi d ve
kesitlerde sayilan toplam nokta sayisin1 ), P ifade etmektedir (Odac1 ve ark.,

2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).

Hacim ve yiizey alan1 hesaplamalarinda, NAOC kullanilarak yapilan
calismalarda her kesit goriintiisii iizerine NAOC atilir ve kesit iizerine gelen
noktalar sayilir. Bu islem ti¢ kere tekrarlanir. Yapilan ol¢imlerde elde edilen
nokta sayisinin ortalamasi alinir. Dolayisiyla 6l¢iimiin dogrulugu arttirilmis
olur (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007; Karacan, 2008; Taman, 2011; Ozgelik,
2011; Keser, 2011).

Cetvelin nokta sikligi, NAOC ile yapilan kesit yiizey alam
hesaplamalarinda 6nemli olan bir diger konudur. Ilgilenilen kesit
izdiisiimiiniin kenarlarinin karmasikligt NAOC nin nokta sikhigini belirler.
Diizgiin kenarli goriintiiler i¢in, seyrek noktali alan Olglim cetveli
kullanilirken, karmasik yapilanma gosteren goriintiiler igin, sik noktali alan
Ol¢iim cetveli kullanilir. Gereginden fazla nokta sikligini arttirmak, daha
hassas hesaplamalar yapmayi saglasa da, is yiikiiniin katlanarak artmasina
neden olur. Bunun sonucunda da elde edilen veriler hata katsayisi
bakimindan daha az kazanim saglamis olur. Stereolojik metotlardaki etkinlik
prensibi uyarinca, hata katsayisi kabul edilebilir bir diizeyde kalacak sekilde,
miimkiin olan en seyrek nokta araligma sahip NAOC kullanilmasinda sakinca
yoktur. Gundersen ve Jensen tarafindan 6nerilen Sekil 2.13.°deki nomogram
kullanilarak ¢alismaya uygun bir NAOC belirlenir (Colakoglu, 2006; Arslan,
2007; Karacan, 2008; Kocak, 2009; Caglar, 2011; Keser, 2011).
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Sekil 2.13. Nokta sikligini belirlemek amaciyla kullanilan nomogram

(Gundersen ve Jensen,1987).

[lk siitunda bulunan % degeri kenar alan oranini, yani yapidan elde

edilen kesitlerin izdiistimlerinin karmasikliginin 6lgiisii olarak kabul edilir.
Nomogramin sol kismu ilgilenilen yapinin izdiislimiiniin  hangisine
benzedigini, sag taraf ise hedeflenen hata katsayisim belirler. Iki deger bir
dogru araciligiyla birlestirildiginde dogrunun orta kisimdan gegen ¢izginin
isabet ettigi deger, yapidan Orneklenen tiim kesitlerde sayilmasi gereken
toplam nokta sayisim1 gosterir (Gundersen ve Jensen, 1987; Odaci ve ark.,

2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).
Hata Katsayisinin (CE) Hesaplanmast

Stereolojik metotlarin yaygin olarak kabul gérmesinin bir nedeni de
ongoriilebilen hata katsayisi ile c¢alisma imkani1 vermesidir. Cavalieri

prensibinde de hata katsayisinin hesaplanabilir. Bu hesaplama kesit sayisinin

42



ve sayilan nokta sayisinin, dolayisiyla 6rneklemin yeterliligini sorgular.
Hedeflenen hata katsayisi hesaplamanin sonunda ortaya ¢ikmis ise, yapilan
stereolojik islemlerin uygunluguna karar verilir. Hedeflenen hata katsayisi
elde edilemedigi durumda, hedeflenen hata katsayisina ulasana kadar kesit
sayist veya nokta sikhigi degistirilerek sonuca gidilir (Colakoglu, 2006;
Arslan, 2007; Karacan, 2008; Taman, 2011; Ozcelik, 2011; Keser, 2011).

Cavalieri prensibi ile hacim hesaplanmasinda Gundersen ve Jensen
(1987) tarafindan bir formil 6nerilmis ve bu formiil Sahin ve ark. (2006)
tarafindan detaylar1 aktarilan yonteme gore yapilmaktadir. Bu yontem ile
hata katsayis1 hesaplanmasi ti¢ adimda gergeklesir (Colakoglu, 2006; Arslan,
2007; Karacan, 2008; Taman, 2011; Ozcelik, 2011; Keser, 2011).

1- Karmasiklik (Noise) Degerinin Bulunmasi:

Karmasiklik degeri, kesit veya dilimlere ayrilmis olan yapilarin ya
da gorintileme yontemiyle elde edilen Kkesit goriintilerinin  yiizey
alanlarini yansitan bir veri olup su sekilde formiilize edilir (Odac1 ve ark.,
2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).

b
Noise =0.0724 x (—) X |nx ZP
Ja) A

Sekil 2.14. Karmasiklik (Noise) Hesab1 Formiilii

Formiilde; kesit sayisini n, tim Kkesitlerde sayilan toplam nokta

sayisin ), P, 0,0724 sayist kesit sayisi hesaplamasinda kullanilan istatistiksel

b

ﬁ) da, kesit goriintiilerinden ortaya ¢ikan izdiistim

sabit olup hata katsayisini, (

L
va

izdiigiimlerinden ortaya ¢ikan kenar uzunlugunun, yiizey alaninin karekokiine

seklinin smirlarinin  karmagiklik Olgiisiinii  gostermektedir. ( ) degeri, kesit

boliinmesi sonucu bulunur. Pratikte ise, bu deger nomogramda yapmimn kesit
izdlisiimii nereye uyuyorsa o goriintii secilerek o noktaya karsilik gelen deger

secilir. (Odaci ve ark., 2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).
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2 - Toplam Alan Degiskenligi (Varsge):

Hacim ol¢iimi i¢in kullanilan kesit sayisinin yeterli olup olmadig:
konusunda fikir veren toplam alan degiskenligi, c¢alisilan yap1 veya
bolgeden belirli yonde kesitler alinmas: ile elde edilen Kkesit iz distimleri
arasindaki alan degisimini gosterir. Kesit yiizey alanlar1 arasindaki
degisimi su sekilde formiilize edilir (Colakoglu, 2006; Arslan, 2007;
Karacan, 2008; Taman, 2011; Ozcelik, 2011; Keser, 2011):

n

Vargg <z a) = {3x (Z P? - Noise) —4x Z(Pi xPi )+ Z(P,-x Pi+z)} /240

i=1

Sekil 2.15. Toplam Alan Degiskeni (Varsgp) Hesab1 Formiilii

Formiilde; n adet kesitte ortaya ¢ikan toplam alan degisimi
Varsgs(Xie;a), i numarali kesitte sayilan nokta sayilarmin kendisinden
sonraki kesitte sayilan nokta sayisi ile ¢arpimlarinin toplami ),(P;xP;.q), |
numarali kesitte sayilan nokta sayilarinin kendilerinden iki kesit sonra gelen
kesitte sayilan nokta sayilarmin ¢arpimlarinin toplami ise ), (P;xP;,,) ifade

etmektedir. (Odac1 ve ark., 2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007)

Bu formiilii A, B, C degerleriyle su sekilde daha sade formiilize edilir
(Odacr ve ark., 2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).

n

Varggs (Z a) = {3x(A — Noise) — (4 xB) + C} /240

i=1

Sekil 2.16. Toplam Alan Degiskeni (Varsrp) Hesabinin

Sadelestirilmis Formiilii
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Tablo 2.2. Toplam alan degiskenligi varyansi hesaplanmasinda kullanilan
tablo.

Kesit No (i) P; P; X P Pi X Pi+1 Pi X Pi+2

10

Toplam YP= A= B= C=

Kesit numarasint i, i numaral Kkesitte sayilan nokta sayisint P, i
numarali kesitteki toplam nokta sayilarinin garpimint P; x Pj, i numarah kesit ile
bir sonraki kesitteki toplam nokta sayilarinin garpimini P; X Pjsq, 1 numarali kesit
ile iki kesit sonra gelen kesitte sayilan toplam nokta sayilarinin garpimini Pj x
Pi+2, A, B, C siitunlarindaki sayilarin toplamini ise 2P ifade etmektedir (Odaci
ve ark., 2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).
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3- Toplam Nokta Sayisinin Toplam Degiskenligi (Toplam Varyans):

Hata katsayis1 hesaplamasinin son basamagidir. ilk iki hesaplamadan elde
edilen iki varyans degeri toplanarak toplam varyans degerinin sonucuna ulasilir
(Odaci ve ark., 2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).

Toplam Varyans = Noise + Vargp

Sekil 2.17. Toplam Varyans Hesab1 Formiilii

Toplam varyans degeri elde edildikten sonra CE su formiille
hesaplanir (Odaci ve ark., 2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).

_ yToplam varyans
CE (Z P)= =3

Sekil 2.18. Hata Katsayis1 (CE) Hesab1 Formiilii

CE degerinin st sinir1 % 5 olacak sekilde genel kabul gormektedir. Yapilan
hesaplamalar sonucu elde edilen CE degeri hedeflenen hata katsayr degerinden
bliyiik olmas1 durumunda kesit sayis1 veya kullanilan noktal alan élgiim cetvelinin
nokta sikhigr arttirilarak sonug istenilen diizeye getirilir.  Ancak yapilan
hesaplamalar sonucu elde edilen CE degeri hedeflenen hata katsayisi degerinden
kiiciik oldugunda ise ya gereginden fazla sayida kesit alindigi ya da kullanilan
noktal: alan o6lgiim cetvelindeki noktalarin gerektiginden daha ¢ok nokta icerdigi
anlasiimaktadir.  Stereolojinin  etkinlik prensibini  gergeklestirmek icin CE’yi
etkileyen bu iki degerden birini veya gerekli durumlarda her ikisini azaltmak gerekir
(Odacr ve ark., 2005; Colakoglu, 2006; Arslan, 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.  Deney Hayvanlari

Calismamizda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinden elde edilen Sprague-Dawley cinsi 200-300 gr agirliginda 10
adet erigkin erkek sigan kullanildi. Calisma boyunca siganlarin rahat¢a beslenmeleri
ve su i¢meleri saglandi. Beslenmelerinde pelet yemler kullanildi, su kaynagi ise
¢cesme suyuydu. Siganlarin yem ve su tliketimlerinde sinirlama yapilmadi. Siganlar

oda sicakliginda; 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamlarda barindirildu.

Tez calismasi igin gerekli deneysel islemler Balikesir Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 25.04.2019 tarihli ve 2019-4/5 sayili toplantisinda
alinan Etik Kurul izni ile gerceklestirildi (Bknz. EK-2).

3.2.  Epididimis Dokusunun Elde Edilmesi

Deneklere oncelikle yiiksek dozda eter inholasyon anestezisi uygulandi.
Ardindan servikal dislokasyon yontemi ile feda edilen deneklerin dncelikle viicut
agirliklart tartildi. Ardindan, skrotal kesi ile c¢ikartilan sag ve sol testisleri ile
epididimisleri birbirlerinden ayrildi. Deneklerden elde edilen testisler baska bir
calismada kullanildi. Epididimislerin ise fiksasyona baslamadan once agirliklar
belirlendi. Epididimis agirliklarimi belirlemek amaciyla igerisinde 50 ml fosfat
tamponlu salin (PBS) bulunan beher kab1 hassas teraziye yerlestirildi. PBS ile dolu
kabin daras1 alindiktan sonra epididimisler sivi igerisine atildi ve agirliklar
belirlendi. Ardindan numaralandirilan organlarin iki farkli fiksatiften birisi ile
tespitine baglandi. Boylece 10 denekten elde edilen 5 adet sag epididimis ile 5 adet
sol epididimisin ayni fiksatif ile fiksasyonu saglandi (Tablo 3.1.).

Fiksasyonun ardindan uygun doku takibi islemlerinden gecirilen
epididimislerden parafin bloklar elde edildi. Her bir epididimisten sistemik

randomize Ornekleme yontemi ile elde edilen 5 pm kalinligindaki 10-15 adet seri
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kesit hematoksilen eozin (HE) ile boyandiktan sonra Cavalieri prensibi kullanilarak

epididimis hacimleri hesaplandi.

Tablo 3.1. Deney hayvanlarimin agirliklari, epididimis agirliklar: ve

epididimisin fiksasyonunda kullanilan fiksatif tablosu.

Sican agirhg = Epididimis

Epididimis (ar) agirhg Tespit soliisyonu

numarasi (ar)
1 - - %10 NTF
2 - 0.960 %10 NTF
3 263 0.486 %10 NTF
4 262 0.452 %10 NTF
5 270 0.576 %10 NTF
6 252 0.518 %10 NTF
7 265 0.499 %10 NTF
8 258 0.459 %10 NTF
9 264 0.467 %10 NTF
10 217 0.602 %10 NTF
11 263 0.485 Stieve’s Fiksatifi
12 269 0.498 Stieve’s Fiksatifi
13 273 0.507 Stieve’s Fiksatifi
14 252 0.501 Stieve’s Fiksatifi
15 280 0.534 Stieve’s Fiksatifi
16 261 0.514 Stieve’s Fiksatifi
17 264 0.461 Stieve’s Fiksatifi
18 332 0.576 Stieve’s Fiksatifi
19 281 0.435 Stieve’s Fiksatifi
20 232 0.437 Stieve’s Fiksatifi

3.3.  Tespit Soliisyonlarimin Hazirlanmisi

3.3.1. %10’luk Notral Tamponlanmis Formalin (% 10 NTF)

Musluk suyu........coooeiiiiiiii 900 ml
%37 Formaldehit....................c..o 100 ml
Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat....... 4 gr
Sodyum fosfat, dibazik, anhidroz............... 6,5 gr
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Sodyum fosfat monobazik monohidrat ve sodyum sosfat dibazik anhidroz
900 ml musluk suyu icerisinde tamamen eritilir. Uzerine 100 ml formalin eklenir ve

karistirtlir (Bancroft ve Stevens, 2008).

3.3.2. Stieve’s Fiksatifi (SF)

Distile SU...oviieiiiiii 760 ml
Merkdirit klorit...........ooooiiiiiiiii.. 50 gr
% 37 Formaldehit...................c.oinnn 200 ml
Glaseal asetik asit............ccooevviiiininnnnn. 40 ml

Oncelikle merkiirit klorit distile su igerisinde eritilir. Arkasindan formalin ve

gliseal asetik asit eklenir (Petersen ve ark., 2014).

% 10 NTF fiksatifi icerisindeki dokular 48 saat, SF igerisindeki dokular 24
saat siireyle fikse edildi.

3.4. Doku Takibi ve Gomme

Fiksasyonu tamamlanan epididimis dokularinin takibine baslandi. % 10’luk
NTF ile fikse edilen dokular doku takibinin ilk asamasi olan % 70’lik alkol igerisine
alinmadan Once 4 saat akan g¢esme suyunda yikandi. Her iki grupta yer alan
organlarin takibi Tablo 3.3.de belirtilen protokole gore tamamlandiktan sonra

dokular parafine gomiildii.
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Tablo 3.2. Doku Takip Protokolii

1. Giin 09:00 %70 Alkol

1. Giin 16:00 %90 Alkol

2. Giin 16:00 %96 Alkol 1
3. Giin 09:00 %96 Alkol 1l
4. Giin 16:00 %100 Alkol I
5. Giin 09:00 %2100 Alkol I1
5. Giin 10:00 %2100 Alkol I
5. Giin 11:00 Ksilen 1

5. Giin 11:15 Ksilen II

5. Giin 11:30 Ksilen 111

5. Giin 11:45 Parafin |

5. Giin 12:30 Parafin Il

5. Giin 13:00 Parafin 11

5. Giin 14:00 Bloklama

3.5. Kesit Alma

Bir organin hacminin Cavalieri yontemi ile giivenilir bir sekilde tahmin
edilebilmesi i¢in bu organdan en az 10-15 adet kesit elde edilmesi gereklidir.
Oncelikle; kesit rneklem oranimiza karar vermek i¢in 1 numarali epididimis dokusu
dokunun basindan sonuna kadar kesildi. Termo Fisher Scientific Shandon Finesse
325 model mikrotom ile alinan kesitler 5 pm kalinligindaydi. Elde edilen kesit
sayisina gore; kesit drneklem oraninin 1/50 olmasina karar verildi. Ayrica hem diger
boyamalarda kullanilmas1 hem de yedek kesit havuzu olusturmasi amaci ile

belirlenen kesitten sonraki 2 kesit de lama alindi.

3.6. Boyama

Epididimislerden elde edilen kesitler su ti¢c boyama yontemi ile boyandi; HE
boyamasi, Periyodik Asit Schiff (PAS) boyamasi ve Masson’un Trikrom (MTC)

boyamasi.
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Sayilar1 11 ile 20 arasinda degisen tiim organ seri kesitleri HE ile boyandi. Bu
kesitler, morfolojinin degerlendirilmesinde ve Cavalieri yontemi ile hacim
hesaplamasinda kullanildi. Yedek kesit havuzunda yer alan lamlar ise PAS ve MTC
ile boyandi. PAS boyamasi bazal membranlarin degerlendirilmesi amaciyla, MTC

boyamasi bag dokusunun degerlendirilmesi amaciyla kullanildi.

3.6.1. HE Boyamasi

Mayer’s Hematoksilen ve Eozin Y soliisyonlari su sekilde hazirland:

Mayer’s Hematoksilen soliisyonu:

e Hematoksilen ..........cccooviiiiiiiiin oo 1gr

o Distile SU .ocoooveiiiiiic 1000 ml

e Sodyum iodat .........ccceevveiiiiiiiiienie e 0,2 gr

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

o SItrKasit ..o 1gr

e Kiloral hidrat SRL .......cccooovviiiiiien o 50 gr veya
e Kiloral hidrat AR .......ccoviviiviieiiee o 50 gr

Hematoksilen, distile su, potasyum alum ve sodyum iyodat isitilarak
coziinmesi beklenir. Klor hidrat ve sitrik asit eklenir ve 5 dakika kaynatilir.
Kaynatilan ¢ozeltinin sogumasi beklenir ve soguduktan sonra siiziiliir (Bancroft ve

Stevens, 2008).

Eozin Y soliisyonu:

o Distile SU ..cocoovviiiiiiee 1000 ml

® EOZINY .o 10 gr

© TIMOI i 1 kristal
o Gliseal asetik aSit .........ccoovvvvvivveeeneee .o 0,5 ml

Eozin Y, distile su icerisinde eritilir. Daha sonra timol eklenerek homojen
karisim olmasi saglanir. En son olarak gliseal asetik asit eklenir (Bancroft ve
Stevens, 2008).
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Lamlar 60 derecelik etiivde 20 dakika beklettikten sonra HE boyamasi
uygulandi (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. HE boyama y6ntemi (Bancroft ve Stevens, 2008).

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°lik 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

3.6.2. MTC Boyamasi

MTC boyamasi, epididimis dokusunun bag dokusu alanlarini inceleyebilmek

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

Soliisyon A:
o ASIt fUKSIN oo 0.5¢r
o Gliseal asetik asit ..........cccevvriiinn o 0.5 ml
® DIStile SU ..ooovviiiiiiie 100 ml

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

asit eklenerek homojen karigim olmasi saglanir (Bancroft ve Stevens, 2008).

Soliisyon B:
e Fosfomolibtik asit ............ccccvvvvvien v 1gr
e Distile SU .ocovevveieiieie e 100 ml



Fosfomolibtik asit distile su icerisinde eritilerek homojen karisim elde edilir

(Bancroft ve Stevens, 2008).

Soliisyon C:
o LightGreen .....ccocvvvevviieiiveinenn o 29r
o Gliseal asetik asit ..........cccooevvirinn oo 2.5ml
® DIStile SU ..oovvviiiice 100 ml.

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

asit eklenerek homojen karisim olmasi saglanir (Bancroft ve Stevens, 2008).

Harris hematoksilen

Hematoksilen ..........ccoccoovvviiicnen . 2.5gr
Absolii alkol .........cccoeviieeiiieennnn, 25 ml
Potasyum alum ............cccccenvinnnns 50 gr

Distile SU ......cooivviiiiii, 500 mi

Gliseal asetik asit ............cccceeeruennen. 20 ml
Merkiirit OKSit .......coceeiiiiiiiiiiiiiie e 1.25 gr veya
Sodyum iodat ........ceoevereiiiiiiin 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 baglayinca ocaktan alinir. Kaynayan karisima merkiirit 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 giin sonra

kullanilmak iizere koyu renkli bir siseye almip agiz kismi sikica kapatilarak

karanlikta oda 1sisinda saklanir. Boya kullanacagi zaman gliseal asetik asit ilave

edilir (Bancroft ve Stevens, 2008).

Lamlar 60 °C etiivde 20 dakika beklettikten sonra MTC boyamasi uygulandi
(Tablo 3.4.).
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Tablo 3.4. MTC boyama yontemi.

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

3.6.3. PAS Boyamasi

PAS boyamasi, epididimis dokusunda bazal membranlart inceleyebilmek
amaciyla yapildi. Periyodik asit ¢ozeltisi ve Schiff reaktifi asagida anlatildig: sekilde

hazirlandi:

Periyodik asit ¢ozeltisi:
o Periyodik asit ......cccoevereiiiiiiiiine o lgr
e Distile SU ..o 200 cc

Periyodik asit, distile su igerisinde eritilir (Bancroft ve Stevens, 2008).

Schiff reaktifi

e Kaynamis distile su ..........cccveen. 200 ml
o Bazik fuksin .......cccocoviiiiiiiiiiin lor



e Potasyum metabisiilfit ................... 29r
o %10’ Tuk HCL ..o 10 cc
o Karbon tozu ......cceevvvviiniiecinn 05¢r

Kaynamis distile su icerisine bazik fuksin ilave edilir. Cozelti 50 dereceye
kadar sogudugunda Potastum Metabisiilfit (K2S,0,) eklenir ve iyice karistirilir.
Cozelti oda 1s1s1na geldiginde konsantre HCI ekleyip karistirilir ve karbon tozu ilave
edilip giizelce karistirilir. Olusan ¢ozelti seffaf renktedir ve +4 °C’de buzdolabinda

saklanir.

Lamlar 60 derecelik etiivde 20 dakika beklettikten sonra PAS boyamasi
uygulandi (Tablo 3.5.).

Tablo 3.5. 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

3.7.  Epididimis Hacminin Stereolojik Yontemlerle Hesaplanmasi

Calismada kullanilan 10 adet eriskin erkek si¢anlardan elde edilmis 20 adet
epididimisin hacmi Cavalieri Yontemi ile hesaplandi. Tiim epididimis dokularindan
randomize sistematik 6rnekleme yontemi ile 1/50 6rneklem orani kullanilarak segilen
kesitler HE ile boyandi. Boyali preparatlar Olympus BX53 mikroskopla 1.25x
objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP73 CCD renkli kamera 17.28
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megapiksel) ile fotograflandi. Boylece her bir epididimisten elde edilen ve sayilari 11

ile 20 arasinda degisen HE boyali kesitler fotograflanmis oldu.

Elde edilen fotograflar kullanilarak Cavalier yontemi ile epididimis hacminin
hesaplanmasinda STEPanizer isimli yazilim kullanildi (Tschanz ve ark., 2010).
Gorlintiiler tizerine yerlestirilen noktali alan sayim cetveli kullanilarak her bir organ
i¢cin toplam nokta sayisi hesaplandi. Her organda nokta sayisi en az 100 idi. Hacim

hesaplamasi Sekil 2.12.’de yer alan formiil kullanilarak gergeklestirildi.

Yapilan hacim hesaplamalarinin hassasiyeti birbirinden bagimsiz iki faktoriin
islevidir. Bunlardan birincisi karmasiklik (noise) etkisi olarak adlandirilir.

Karmagiklik etkisi Sekil 2.14.” de yer alan formiil ile hesaplandi.

Digeri ise toplam alan degiskenligidir. Toplam alan degiskenligi ise Sekil 2.

16’da yer alan formiil kullanilarak hesaplandi.

Son olarak Sekil 2.17.’de verilen formiil ile Toplam Varyans ve Sekil 12.8.

‘de yer alan formiil kullanilarak hata katsayis1 hesaplandi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismadan elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilks testi, Q-Q grafikler ve histogramlar ile
degerlendirildi. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin
(ortalama, standart sapma, medyan) yan1 sira normal dagilim gostermeyen niceliksel
verilerin iki grup arasi degerlendirmelerinde Mann Whitney U testi kullanild.

Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda eriskin erkek siganlardan elde edilen 20 adet epididimis
dokusu 2 farkli fiksatif ile tespit edildi. Dokulardan alinan kesitler ile HE, PAS ve
MTC boyalar ile boyandi. HE boyali preparatlar Cavalieri yontemi ile organ hacmi

hesaplamasinda kullanildi. Bu ¢aligsma ile farkli fiksatiflerin;

e Epididimisin mikroskobik yapis1 tizerindeki etkilerinin incelenmesi,
e Epididimisin histokimyasal yontemler ile boyanmasi ilizerindeki etkilerinin

incelenmesi,

e Cavalieri yontemi ile organ hacminin tahmini {izerindeki etkisinin

incelenmesi,

e Epididimiste neden oldugu ¢ekmenin incelenmesi amaglandi.

Bu amaglar dogrultusunda elde edilen bulgular asagida verilmistir.

4.1.  Farkh Fiksatiflerin Epididimisin Morfolojisi Uzerine Etkilerinin

incelenmesi

Tez caligmasinda yapilan uygulamalar ¢ikan sonuglara gére uygun sekilde

belirtilmistir.

HE boyama yontemi ile fiksatiflere ait epididimis dokularinin incelenmesi
sonucunda; bazal membran, liimen, cekirdek, intertisyel alanlarin hiicresel detay
boyanma netligi degerlendirildi. % 10 NTF fiksatifine ait kesitlerin HE boyanmasi
incelendiginde, cekirdek ve hiicresel detaym ¢ok net olmadigi gézlenmistir (Sekil
4.1;4.2;4.3)).

SF’ye ait Kesitlerin HE boyanmasi incelendiginde, hiicresel detaylarin ve

¢ekirdek detaylarinin ¢ok net oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7.; 4.8.; 4.9.).
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Sekil 4.1. % 10 NTF ile fikse edilen ve HE ile boyanan epididimisin X10 objektif ile
gorlintlisil.

Sekil 4.2. % 10 NTF ile fikse edilen ve HE ile boyanan epididimisin X20 objektif ile
goruntusii.
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Sekil 4.3. % 10 NTF ile fikse edilen ve HE ile boyanan epididimisin X40 objektif ile
goruntiisii.
4.2.  Farkh Fiksatiflerin Epididimis Dokusunun Histokimyasal

Yontemler ile Boyanmasi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Calismamizda her bir epididimis dokusundan rastgele olarak se¢ilen lamlar
PAS ve MTC ile boyandi.

MTC boyama yontemi incelendiginde; fiksatiflere ait dokularin
incelenmesinde, bazal membran, liimen, ¢ekirdek, intertisyel alanlarin hiicresel detay
boyanma netligi degerlendirildi. % 10 NTF fiksatifine ait kesitlerin incelenmesinde,
epididimisin intertisyel alan1 ve ¢ekirdegin ¢ok net boyanmadigr gozlenmistir (Sekil
44,45, 46.).

SF’ye ait Kkesitlerin incelenmesinde, c¢ekirdegin net olarak gozlemlendigi ve

intertisyel alanin iyi boyandig1 gozlenmistir (Sekil 4.10.; 4.11.; 4.12.).
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Sekil 4.4. % 10 NTF ile fikse edilen ve MTC ile boyanan epididimisin X10 objektif
ile goriintiisii.

Sekil 4.5. % 10 NTF ile fikse edilen ve MTC ile boyanan epididimisin X20 objektif
ile goriintiisi.
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Sekil 4.6. % 10 NTF ile fikse edilen ve MTC ile boyanan epididimisin X40 objektif
ile goriintiisii.

Sekil 4.7. SF ile fikse edilen ve HE ile boyanan epididimisin X10 objektif ile

gorintiisii.
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Sekil 4.8. SF ile fikse edilen ve HE ile boyanan epididimisin X20 objektif ile
goruntisi.

Sekil 4.9. SF ile fikse edilen ve HE ile boyanan epididimisin X40 objektif ile
goruntiisi.
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Sekil 4.10. SF ile fikse edilen ve MTC ile boyanan epididimisin X10 objektif ile
goruntiisi.

Sekil 4.11. SF ile fikse edilen ve MTC ile boyanan epididimisin X20 objektif ile
goruntusu.
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Sekil 4.12. SF ile fikse edilen ve MTC ile boyanan epididimisin X40 objektif ile
goruntiisii.

Sekil 4.13. % 10 NTF ile fikse edilen ve PAS ile boyanan epididimisin X10
objektif ile goriintiisii.
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Sekil 4.14. % 10 NTF ile fikse edilen ve PAS ile boyanan epididimisin X20
objektif ile goriintiisii.

Sekil 4.15. % 10 NTF ile fikse edilen ve PAS ile boyanan epididimisin X40
objektif ile goriintiisii.

65



Sekil 4.16. SF ile fikse edilen ve PAS ile boyanan epididimisin X10 objektif ile
gorlintlisil.

Sekil 4.17. SF ile fikse edilen ve PAS ile boyanan epididimisin X20 objektif ile
goruntusii.
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Sekil 4.18. SF ile fikse edilen ve PAS ile boyanan epididimisin X40 objektif ile
goruntiisi.
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4.3.  Farkh Fiksatiflerin Testis Dokusu Hacminin Stereolojik

Yontemler ile incelenmesi Uzerine Etkilerinin incelenmesi

%10 NTF fiksatifinin degiskenlerine gore, epididimislerin denekten
alindiktan sonra tartilarak elde edilen agirliklart kullanilarak hesaplanan hacimlerinin
(Vénce) ortalamasinin  X=0.528 oldugu, Cavalieri yontemi ile hesaplanan
hacimlerinin (Vsonra) ortalamasmin X=0.183 oldugu. Vénce ve Vsonra degerleri
kullanilarak hesaplanan doku ¢ekmesi ortalamasini X=0.65 oldugu ve CE degeri

ortalamasinin X=0.02 oldugu gériilmektedir (Tablo 4.1.).

Sicanlarm SF degiskenlerine gore, Vonce ortalamasmin X=0.505 oldugu,
Vsonra ortalamasinin X=0.190 oldugu, ¢ekme ortalamasimin X=0.62 oldugu ve CE

ortalamasinin X=0.01 oldugu gériilmektedir (Tablo 4.1.).

Siganlarin epididimis dokusunun 6lgegin geneline iliskin degiskenlerine gore,
Vénce ortalamasinin X=0.516 oldugu, Vsonra ortalamasinin X=0.187 oldugu, Cekme

ortalamasinin X=0.63 oldugu ve CE ortalamasinin X=0.015 oldugu goriilmektedir
(Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. Iki Farkli Fiksatif ile Tespit Edilen Epididimis Dokularinin Baslangic
Hacimleri Ve Cavalieri Yontemi ile Hesaplanan Hacimlerine Yonelik Betimsel

Analiz Sonugclari

Fiksatif n X SS Medyan Min. Mak.
%10 NTF 10 0.528 +0.057 0.512 0.470 0.626
Vénce Stieve’s 10 0.505 10.036 0.518 0.452 0.555
(mm?)
Toplam 20 0.516 +0.047 0.518 0.452 0.626
%10 NTF 10 0.183 +0.032 0.188 0.125 0.229
Vsonra Stieve’s 10 0.190 +0.032 0.201 0.145 0.235
(mm?)
Toplam 20 0.187 +0.031 0.188 0.125 0.235
%10 NTF 10 0.65 +0.08 0.66 0.52 0.74
Cekme Stieve’s 10 0.62 +0.07 0.61 0.51 0.72
(%)
Toplam 20 0.63 +0.07 0.62 0.51 0.74
%10 NTF 10 0.02 +0.001 0.01 0.01 0.04
CE Stieve’s 10 0.01 +0.004 0.01 0.01 0.02
(%)
Toplam 20 0.015 +0.01 0.01 0.01 0.04

X: ortalama, SS: standart sapma, n; organ sayisi, Min; minimum, Mak; maksimum
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Iki grupta yer alan epididimis dokularmin, fiksasyondan &nceki hacimlerini

karsilastirdigimizda aralarinda
(p=0.564). Vsonra degiskeni (p=0.531),

istatiksel

olarak anlaml

Cekme degiskeni (p=0.413) ve CE

fark bulunmamistir

degiskeni (p=0.368) arasinda da yine istatiksel olarak anlamlilik tespit edilmemistir

(Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. % 10 NTF ve SF ile Epididimis Dokusu Haciminin Stereolojik Yo6ntemler

Ile Incelenmesinin “Mann-Whitney U” Analizi Bulgular

Fiksatif n SO ST U z p
Vince  PLONTF 10 9.75  78.00
(mm?)  Stieve 10 833 7500 o000 w77 0504
Veonra | PLONTF 10 819 6550
(mm®)  Stieve y o1 gy 280 6% oS
ceme N 10 1006  80.50
(%) Stieve y sos ey 210 AL 0413
CE YOLONTE 10 994 1950 2850  .900 0368
(%)  Stieve 10 817 7550

n; organ sayist; SO; sira ortalamast; ST; sira toplami; U; Mann Whitney U degeri, Z;
Z skoru, p; p degeri.
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5. TARTISMA

Histolojik o6zelliklerin belirlenmesinde tam stabilizasyon ve penetrasyon
saglamak i¢in testis ve kesilemeyen diger organlarin fiksasyonu zor bir istir. Bazi
caligmalar Bouin fiksatifi ve modifiye Davidson Fiksatifi’nin (mDF) yetigkin hayvan
testisinin morfolojisini formalinden daha iyi korudugunu goéstermistir (Latendresse
ve ark., 2002).

Sican fetal testisinin boyutu, fiksatif penetrasyon i¢in kisitlamalar1 ortadan
kaldirir ve % 10 NBF, bu dokunun sabitlenmesi igin basariyla kullanilmistir
(Mylchreest ve ark; 1999 ; Barlow ve Foster, 2003; Sharpe ve digerleri, 2003 ).

Howroyd ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gére % 10 NBF'de korunan
fetal sican testislerinde seminifer tiibiillerde mindr sitoplazmik biiziilme; bununla
birlikte, interstisyel hiicreler, 6zellikle de tunica albuginea'nin altinda yatan hiicreler,
onemli derecede yogunlagmis sitoplazmaya sahipti. Formalin fiksasyonunun, dokuya
giris hizi ve formalinin plazma membranindaki proteinler {izerindeki muhtemel

etkilerinden dolay1 sitoplazmanin yogunlasmasina neden oldugu iyi goriilmiistiir.

Chapin ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismalara gore, hiicre yapismasinin
spermiasyon ile iligkili sinyal proteinlerinin immonolokalizasyonunun, sican
testislerinin ~ formalinde, Bouin sivisinda veya dondurmayla sabitlenip
sabitlenmedigine bagl oldugunu gostermistir (Wine ve Chapin, 1999; Chapin ve
ark., 2001). Bu veriler, testis morfolojisini miikemmel bir sekilde koruyan ve tiim
molekiillerin immiinojenikligini koruyan ideal bir sabitleyici olmadigi noktasim
kuvvetle desteklemektedir. Her antikorun kendi sabitleme gereksinimleri ve toleransi
oldugu i¢in, calisma hedefleri hangi sabitleme ve immiin sistemi kullanma

konusunda kararlar alacaktir.
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Latendresse ve ark. (2002) tarafindan, yetiskin hayvan testislerinin fiksasyonu
icin mDF kullanimin tarif eden bir makale, bu fiksatifin proliferatif hiicre ¢ekirdegi
antijeni ve androjen reseptorii ve spermatogonia marker protein gen {irtini 9.5' iin
immiino modiilasyonu sonuglarima dayanan immiinohistokimya i¢in kullanimini
gostermistir. Calismamizda, sito-iskelet proteini vimentinine karsi immiin boyama
daha yogundu ve sito-iskeletin % 10 NBF sabit fetal testinde mDF ile
karsilastirildiginda daha iyi goriintiilenmesini sagladi. Bu gozlem, bir fiksatif
icindeki asetik asidin, sitoskeletal proteinlerin sitoplazmik dagilimini degistirdigi

gercegiyle tutarhidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sicanlar {izerinde yaptigimiz bu ¢alisma sonuglarna gore; Formaldehit ve
Stieve fiksatifleri arasinda bazal membran, liimen, ¢ekirdek, intertisyel alanlarin

hiicresel detaylarini belirtmede bazi belirgin farklar oldugu tespit edilmistir.

Cekirdek netligi ve bazal membran yapisinin bozulmamasi yoniinden SF
histolojide rutin doku takibinde kullanilabilir. Formaldehitin farkli doku ve organ
histoloji laboratuarinda HE boyast ile boyanir ve hiicresel icerikleri yeterli dlcilide
gostermediginden diger boyalar tercih edilir. Caligmamizda bag doku ayrintilarini

belirlemek i¢in MTC boyasini kullandik.

Iyi bir sekilde fiksasyonu yapilan dokularda degisikliklerin saptanmasi kritik
oneme sahiptir. Histolojik degisikliklere baktigimizda stereolojik olarak hacim

Olgtimleri yapildiginda % 10 NTF ile SF arasinda anlamli fark bulunamamustir.
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