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OZET

FARKLI FIKSATIFLERIN BAZI TESTiS HUCRELERINDEKi AQP-9
IMMUNOREAKTIVITESI UZERINE ETKILERININ
KARSILASTIRILMASI

Fiksasyonu problemli olmasindan dolay: testisler ile yapilan histomorfolojik
ve immunohistokimyasal ¢alismalarda en uygun fiksatifi belirleme ¢alismalar1 zaman
zaman histopatolojinin konusu olmustur. Immunohistokimyasal analizlerde iyi bir
fiksatiften beklenen en Onemli Ozellik aranan proteini iyi korumasi ve
immunoreaktiviteyi giicli bir sekilde ortaya c¢ikarmasidir. Bu c¢alismada, farkli
fiksatiflerin sican testisleri tizerindeki histomorfolojik etkileri ve testis hiicrelerindeki
AQP-9 boyanma siddetleri iizerindeki etkileri karsilastirilmistir.

Calismada histopatolojide rutin olarak kullanilan %10’luk nétral tamponlu
formaldehit (%10’luk NTF), modifiye Davidson (mDF), Bouin (BF) ve Stieve’s (SF)
fiksatifleri kullanildi. Calismada fiksatiflerin her biri i¢in 6’sar adet, toplam 24 adet
testis dokusu kullanildi. Daha 6nce hazirlanan parafin bloklardan alinan kesitler rutin
histolojik prosediirlerden gegirildi, immunohistokimyasal metot kullanilarak AQP-9
antikoru ile isaretlendi ve histomorfometrik ve immiinohistokimyasal analizleri
yapildi.

Histomorfometrik Slgiimlerimiz mDF ve SF fiksatiflerinin sigan testisinin
morfolojik biitiinliigiinii birbirine yakin diizeyde iyi korudugunu ve hiicresel detaylar
daha iyi ortaya c¢ikardigini gosterdi. Ayrica morfolojik biitiinliigli koruma yoniinden en
kotii performans %10’ luk NTF’ye aitti. Immunohistokimyasal analizlerimiz BF nin
seminifer tilibiillerin germ ve Sertoli hiicrelerindeki AQP-9 ekspresyonunu agiga
¢ikarma yoniinden en iyi performansa sahip fiksatif oldugunu, onu sirastyla mDF ve
SF’nin takip ettigini gosterdi. SF’nin ise interstisyel alanin Leydig hiicrelerindeki
AQP-9 ekspresyonunu acgiga ¢ikarma yoniinden en iyi performansa sahip fiksatif
oldugu, onu sirastyla mDF ve BF’nin takip ettigini goriildii. Ayrica %10’luk NTF’ nin
her iki testis alaninda da AQP-9 ekspresyonunu agiga ¢ikarma yoniinden en kotii
performansa sahip oldugu tespit edildi.

Olgiimlerimiz de gdstermektedir ki, sican testis dokusunda bundan sonra

yapilacak histomorfometrik caligmalarda mDF ve SF’nin, AQP-9 ekspresyonuna



yonelik yapilacak immunohistokimyasal analizlerde birbirlerine yakin degerlere sahip

olan SF, mDF ve BF testis fiksasyonu amaciyla tercih edilebilir.

Anahtar  kelimeler:  Aquaporin-9,  fiksatif,  histomorfometri,

immiinohistokimya, testis.



ABSTRACT

EFFECTS OF DIFFERENT FIXATIVES ON AQP-9
IMMUNOOREACTIVITY IN SOME TESTICULAR CELLS

Determining the most suitable fixative for histomorphological and
immunohistochemical studies of testicular tissue has periodically been a subject of
interest in histopathology due to fixation-related issues. In immunohistochemical
analyses, a key characteristic expected of a good fixative is its ability to preserve the
target protein effectively and to enhance immunoreactivity robustly. This study
compares the histomorphological effects of different fixatives on rat testicular tissue

and their impact on the staining intensity of AQP-9 in testicular cells.

In this study, fixatives routinely used in histopathology were employed: 10%
neutral buffered formalin (10% NBF), modified Davidson’s (mDF), Bouin’s (BF), and
Stieve’s (SF). For each fixative, six tissue samples were analyzed, totaling 24 testicular
tissue samples. Sections from previously prepared paraffin blocks were subjected to
routine  histological procedures, labeled with AQP-9 antibody using
immunohistochemical methods, and analyzed through histomorphometric and

immunohistochemical techniques.

Histomorphometric measurements indicated that mDF and SF fixatives
preserved the morphological integrity of rat testicular tissue and cellular details at
similar, high levels. The 10% NBF exhibited the poorest performance in maintaining
morphological integrity. Immunohistochemical analyses revealed that BF was the
most effective fixative for revealing AQP-9 expression in germ and Sertoli cells of the
seminiferous tubules, followed by mDF and SF. SF was the most effective fixative for
revealing AQP-9 expression in Leydig cells of the interstitial area, with mDF and BF
following in effectiveness. Additionally, 10% NBF demonstrated the poorest

performance in exposing AQP-9 expression in both testicular areas.

Our measurements suggest that for future histomorphometric studies of rat

testicular tissue, mDF and SF should be preferred, while for immunohistochemical



analyses of AQP-9 expression, SF, mDF, and BF are the preferred fixatives with

comparable performance.

Keywords: Aquaporin-9, fixative, histomorphometry, immunohistochemistry,

testis.
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1. GIRIS

Su, hiicrede en bol bulunan ve yasam i¢in zorunlu temel bir molekiildiir. Hiicre,
kendisini ¢evreleyen ortamdan cift katli fosfolipitten olusan bir plazma membrani ile
ayrilmaktadir. Hiicrenin i¢ ortaminin hiicre disindan ayrilmasi ile birlikte hiicrenin
pH’1, iyon bilesimi, inorganik iyon yogunlugu gibi i¢ ortam bilesenlerinin optimum
seviyeleri korunmaktadir. Cift katli fosfolipit tabaka temel olarak kiiciik polar
molekiillere kars1 gecirgen olup su, basit difiizyonla ¢ift tabakaya yavas yavas niifuz
etmektedir (Takata vd., 2004). Plazma membrani suya, kii¢iik besinlere ve toksinlere
kars1 gecirgen olmakla birlikte, lipit bilesimi nedeniyle ¢ift katli membrandan oldukca
yavas gegmektedir. Hiicre sagliginin ve fonksiyonunun siirdiiriilebilir olabilmesi i¢in
cesitli molekiillerin (su, besinler, vb.) plazma membranindan basit difiizyona gore ¢ok

daha hizli bir yolla alinmas1 gerekmektedir (Ribeiro vd., 2021).

Biyolojik membranlarda suyun hiicrelere verimli bir sekilde niifuz etmesini
kolaylagtiran 6zel integral protein kanallar1 bulunmaktadir. Bu integral protein
yapisindaki su kanallar1 bagsta bakteriler, bitkiler ve hayvanlar olmak {izere ¢esitli
organizmalarda gosterilmistir (Takata vd., 2004). Su, alyuvarlarda oldugu gibi, pek
cok hiicre tiirlinde aquaporin (AQP) olarak adlandirilan ve su kanali olarak gorev
yapan pek ¢ok integral membran proteinleri aracilifiyla, kolaylastirilmis difiizyon

yolu ile plazma membranindan ¢ok daha hizli tasinmaktadir (Edashige, 2016).

Hiicrelerin hacminin diizenlenmesinde, besinlerin hiicrelere taginmasinda ve
metabolik kalintilarin hiicrelerden uzaklastirilmasinda AQP’lerin merkezi bir rolii
bulunmaktadir (Yeste vd., 2017). AQP’ler erkek ve disi iireme sistemleri de dahil
olmak tizere doku ve organlarin faaliyetlerini gergeklestirmesinde olduk¢a onemli
gorevler iistlenmektedir (Laforenza vd., 2016). Erkek ve disi iireme hiicrelerinin
gelisimi, su taginiminin diizenlemesi de dahil bazi karmasik siirecleri kapsamaktadir.
Spermatogenez ve sperm motilitesi i¢in su homeostazi en 6nemli odak noktasini

olusturmaktadir (Ribeiro vd., 2021).



Testis, spermatogonyumlardan spermatozoonlara kadar, gelisim siirecindeki
erkek germ hiicrelerinin iiretim, farklilasma ve metamorfoz yeridir. Su, testislerde
Sertoli hiicreleri tarafindan seminifer epitel boyunca hareket ettirilmekte ve spermin
efferent kanallara taginmasina aracilik etmektedir (Hermo ve Smith, 2011). AQP’lerin
bir alt grubu olan ve AQP-9’u da i¢ine alan aquagliseroporinler (GLP’ler) suyun
yaninda gliserol, iire, amonyak ve hidrojen peroksit (H202) gibi molekiilleri de
tasimaktadir (Gomes vd., 2009). AQP-9 kanallar1 Sertoli ve Leydig hiicreleri,
spermatositler ve efferent kanallarin1 da kapsayan oldukc¢a yaygin bir testikiiler hiicre

dagilima sahiptir (Bernardino vd., 2016).

Daha diisiik protein igeriginden ve seminifer epiteldeki baglayici yapilarin
azligindan dolay1 fiksasyon problemleri diger organ ve dokulara gore testislerde daha
cok goriilmektedir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda, doku isleme stireglerinin daha
kolay olmasindan ve histomorfolojik ayrintilar1 daha iyi korumalarindan dolay1
memeli testislerini fikse etmek i¢in arastirmacilar genellikle %4 liikk paraformaldehit
(PFA), modifiye Davidson (mDF) ve Bouin (BF) soliisyonlarini kullanmiglardir (Wang
vd., 2020).

Hematoksilen ve Eozin, immiinohistokimya ve TdT mediated dUTP Nick end
Labeling (TUNEL) yontemleri, proteinlerin ekspresyonu ve lokalizasyonlar: ile
apoptozun morfolojik incelemeleri i¢in parafin doku kesitlerinde kullanilan histolojik
goriintiileme analizleridir (Crowley vd., 2016). Rutin immunohistokimya (IHK)
analizleri immiinfenotipleme ve neoplastik hastaliklarin seyrinin belirlenmesi,
histolojik lezyonlarla iligkili patojenlerin saptanmasi veya tanimlanmasi ve hiicre
karakterizasyonu c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Protienlerin dokulardaki ve
hiicrelerdeki lokalizasyonlarim gosterebilmesi IHK’nin diger protein belirleme
analizlerine gore en onemli avantajidir. Immunohistokimya, hastalikli dokulardaki
antijen ekspresyonunu ortaya koymakla birlikte, 6zgiil antijenlerin belirlenmesine
bagli olarak 0©zgiil hiicre tipleri veya histolojik lezyonlar arasindaki iliskilerin
degerlendirilmesine de olanak vermektedir (Webster vd., 2009). Doku fiksatifleri basta
olmak iizere, fiksasyon prosesleri ve antijen retrieval metotlar1 proteinlerin
lokalizasyonunu ve miktarin1 ortaya koyan immunohistokimyasal analizin

duyarliligini kolaylikla etkileyebilmektedir (Wang vd., 2020).



Immunohistokimya galismalarinda antjenik reaksiyonun kalitesini azaltan tiim
dis etkenlerin en aza indirilmesi ¢alismanin sonucunun daha dogru degerlendirilmesi
acisindan oldukca Onemlidir. Bu durumda immunohistokimyasal analizlerde doku
fiksasyonu i¢in dogru fiksatif secimi olduk¢a dnem kazanmaktadir. Calismamiz
fiksasyon ic¢in rutinde olduk¢a genis kullanim alanlar1 bulunan %10’luk noétral
tamponlu formaldehit (%10 NTF), mDF, BF ve SF fiksatiflerinin, testislerde genis bir
hiicresel dagilima sahip AQP-9 plazma membran1 proteinini koruma ve
immunohistokimyasal analizlerde reaksiyonun duyarliligi iizerine olasi etkilerini

belirlemek amaciyla yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aquaporin (AQP)

Insan viicudunun yaklasik %60'm1 su olusturmaktadir. Yaklasik bes litrelik
kandan pikolitre hacimlerindeki tekil hiicrelere kadar, organizmanin farkli bolmeleri
arasindaki su gecisleri sik1 ve dinamik bir sekilde diizenlenmektedir. AQP, suyun tiim
biyolojik membranlar {izerinden ozmotik veya hidrostatik basing degisimleri
kullanilarak pasif tasinmasini kolaylastiran kiigiik integral membran proteini ailesidir
(Markou vd., 2022). AQP su kanallar1 suyun taginmasinda ve proton geg¢irgenliginin
onlenmesinde oldukga etkilidir ve pek ¢ok hastalik siirecine dahil olur (Hermo ve
Smith, 2011). Her ne kadar AQP’ler bulunduklari membranlarin su gegirgenligini
arttirsalar da biyolojik membranlarin ¢cogunlugu, AQP’lerden bagimsiz olarak, belirli

diizeyde, i¢sel olarak su gegirgenligine sahiptir (Markou vd., 2022).

Memelilerde, pek ¢ok doku ve organda, bobrek su dengesinin korunmasi, beyin
stvisinin homeostazisi, adipositler ile karaciger arasindaki trigliserit dongiisii, lensin
yapisal biitlinliiglin ayarlanmas1 gibi olaylara destek olan on {ic adet AQP tiirdesi
bulunmaktadir. AQP’lerin islevlerinin anlagilmasi, saglikli yaslanmanin yani sira felg
veya kafa travmasini takiben beyin sismesi, nefrojenik diyabetis inspidus, katarakt,
obezite, tiimor hiicre proliferasyonu ve gocii ve tliimor anjiyogenezi gibi pek ¢ok
hastalik durumunun baslangicinin arastirilmasi i¢in oldukc¢a 6nemlidir (Kitchen vd.,

2015).

2.1.1. AQP’lerin Kesfi

1985 yilinda Romanya'da, alyuvar membraninda, daha sonra AQP-1 olarak
adlandirilacak olan ilk su kanali proteini olan CHIP28 kesfedilmis ve bu kesif 1986
yilinda bilimsel bir makale ile raporlanmistir (Benga, 2009). 1988 yilinda, insan
alyuvari plazma membraninda biiylik miktarda (28-kDa) protein saflastirildigi
bildirilmistir (Denker vd., 1988). 1990'larda, mikroorganizmalar ve bitkilerin de dahil

oldugu cesitli canli tlirlerinde bu membran proteinleri arasinda tiirdeslik belirlenmis,
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ancak molekiiler yapilar1 tam olarak aydinlatilamamistir (Sales vd., 2013). Bununla
birlikte, bu proteinlerin ¢esitli amino asit bolgelerindeki farkli fosforilasyon
seviyelerine bagli olarak, ¢6ziinen maddelere kars1 6zgiil bir gecirgenlik sergiledigi

bildirilmistir (Yeung, 2010).

2.1.2. AQP’lerin Yapisal Ozellikleri

Giiniimiize kadar yapilan bilimsel calismalar AQP ailesinin biyolojik yapisini
acik bir sekilde ortaya ¢ikarmistir. AQP’ler insanlarda yaklasik 300 amino asit
kalintisindan olusan, 27 ila 37 kDa molekiil agirligina sahip ¢ok gegisli transmembran
proteinleridir. Bu proteinlerin bes ilmekle birbirine baglanan alt1 adet transmembran
alan1 bulunmaktadir (Markou vd., 2022). AQP’ler kiigiik ve oldukga hidrofobiktir
(Verkman ve Mitra, 2000). Daha once dizi analizi sonucu ortaya atilan kum saati
modeli, AQP’lerin ii¢ boyutlu yapilarinin kesfedilmesi ile birlikte dogrulanmustir.
Bilinen tiim AQP tiirdesleri ortak bir homo tetramerik yap1 sergilemektedir. Bir AQP
monomeri, protein kanalin iskeletini olusturan ve saga egimli sarmalli demet seklinde
diizenlenmis alt1 adet transmembran alfa heliksten olugsmaktadir. Bu transmembran
heliksler, bes adet ilmekle (A-E) birbirine baghdir (Sekil 2.1.). Hidrofilik terminal
amino ve karboksil gruplar1 her zaman hiicre membraninin sitoplazmik yiiziine doniik
olacak sekilde yerlesmektedir. A, C ve E ilmekleri hiicre membraninin ekstraseliiler
ylziinde yerlesim gosterirken; B ve D ilmekleri sitoplazmik olarak bulunmaktadir. B
ve E ilmekleri yiiksek oranda korunmus aparajin-prolin-alanin (NPA motifi) dizilerini
iceren intraseliiler ilmeklerdir. Hidrofilik yapidaki B ve E ilmekleri boslukta biikiilerek
iki adet NPA motifi igceren ve suya karsi gegirgen olan gecidi olusturmaktadir (Jung

vd., 1994).



(a) Ilmek A Ilmek C
Korunmus NPA
Motifi

H:N ' COOH
(b)

COOH

Sekil 2.1. AQP proteininin yapisal organizasyonu
(Zeuthen, 2001).

2.1.3. AQP’lerin Simiflandirilmasi

Bugiine kadar memeli hiicrelerinde AQP-0’dan AQP-12’ye kadar alt gruplar
halinde siiflandirilan 13 farkli AQP tiirdesi tanimlanmistir (Sekil 2.2.). Birinci grubu
olusturan ortodoks AQP’lerin AQP-0, AQP-1, AQP-2, AQP-4, AQP-5, AQP-6 ve
AQP-8 olmak iizere yedi farkli tiirdesi bulunmaktadir. Ortodoks AQP’ler, diger kiiciik
molekiillere karst daha az gecirgendir, buna karsin su i¢in en gecirgen AQP’ler
olduklar1 bildirilmistir. kinci grubu olusturan GLP’lerin AQP-3, AQP-7, AQP-9 ve
AQP-10 olmak tizere dort tiirdesi icermektedir. GLP’ler daha genis bir kanal capina
sahiptir ve gliserol, iire ve diger kiigiik notr soliitlere kars1 daha gecirgendir. Ugiincii
grup ise siiperaquaporinler olarak adlandiriir ve AQP-11 ile AQP-12’yi
kapsamaktadir. Siiperaquaporinler su ve notr soliitlerin hiicre i¢i kompartimanlar

arasindaki hareketinden sorumludur (Ribeiro vd., 2021).



Yapilan literatiir taramalarinda bazi AQP’ler i¢in yeni terminolojilerin
onerildigi de goriilmektedir. Ornegin, amonyag tasiyabilen AQP-3, AQP-4, AQP-6,
AQP-7, AQP-8 ve AQP-9 kanallar1 amonyaporinler; H>O;’yi tasiyabilen AQP-3,
AQP-5, AQP-8, AQP-9 ve AQP-11 kanallar1 peroksiporinler olarak bilinmektedir
(Ribeiro vd., 2021).

Ortadoks Aquaporinler

M 0
1000000 0
HO H0 H0 H,0 H.0 H,0 H,0 @ Siiperaquaporinler

Co, Hy cr H,o, H,0,
NO (NH,CO
Amonyaporinler

l 8 o Amonyaporinler ve Peroksiporinier
v - Peroksiporinler

HZ’O H20 H20 Hzo
Gliserol Gliserol Gliserol ~ Gliserol
H,0, m H,0, H,0,
(NH;),CO (NHz)zCO
(NH,),CO

Sekil 2.2. Tiirdesliklerine ve biyofiziksel 6zelliklerine gore AQP’lerin

siniflandirilmasi

(Ribeiro vd., 2021).

AQP ekspresyonu, insanlarda olduk¢a genis bir doku yelpazesine sahiptir
(Sekil 2.3.) ve genellikle hiicrelerin belirli bolgelerinde konumlanmaktadir (Day vd.,
2014). Tiim AQP tiirdesleri suyun taginmasinda ortak bir pasif mekanizma kullanirken,
bunlarin diizenlenmesi ve hiicresel dagilimi sistemler arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik

gostermektedir (Conner vd., 2013).



Sekil 2.3. insanda AQP dagilim1. a) Retina: AQP-4, b) Koku epiteli: AQP-4,
¢) I¢ kulak: AQP-1 ve -4, d) Beyin: Astrosit AQP-4; Koroid pleksus AQP-1, ¢)
Omurilik: AQP-1, -4 ve -8; Nukleus pulpozus hiicreleri: AQP-1 ve -3; Osteoklast:
AQP-9, ) Endotel: AQP-1, g) Kalp: AQP-4, h) Nefron: AQP-1, -2, -3, -4 ve -7, 1)
Tiikiiriik bezleri: AQP-5, j) Gastrointestinal sistem: AQP-3, -4, -5 ve -9, k)
Karaciger: AQP-1, -8 ve -9, 1) Pankreas: AQP-1 ve -8, m) Akciger: AQP-3, -4, -5, n)
Adiposit: AQP-7; Deri: AQP-1, -3, -5 ve -10, o) Kadin iireme sistemi: Yumurtalik
AQP-7, -8 ve -9, p) Erkek tlireme sistemi: Sperm hiicresi AQP-3 ve -7.

(Day vd., 2014).
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2.1.4. AQP-9: Doku ve Organlardaki Dagihmi ve Onemi

Insan 16kositlerinde tanimlanmistir ve birer GLP olan AQP-3 ve AQP-7 ile
benzerlik gostermektedir. AQP-9, plazma membranindan suyu ve ¢oziinen maddeleri
diizenli olarak tagimakta ve minimum diizeyde ozmotik bozulma ile metabolitlerin
hizl bir sekilde hiicresel girigine ve ¢ikisina izin vermektedir (Takata vd., 2004). AQP-
9, hem suya hem de gliserol, iire, piirinler ve pirimidinler gibi yiiksiiz kii¢iik ¢6ziinen
maddelere karsi yiiksek gecirgenlik gostermekte; ancak amino asitlere, siklik sekerlere
veya inorganik iyonlara kars1 gegirgenligi bulunmamaktadir. Diger AQP’lerde oldugu
gibi, AQP-9'un aktivitesi de civaya ve floretine karsi duyarlidir. Benzer sonuglar

insanlarda da gézlenmistir (Tsukaguchi vd., 1999; Takata vd., 2004).

AQP-9 ekspresyonu, ozellikle siniizoidal yiizeyde olmak iizere hepatositlerde
gosterilmistir. Aglik sonrasinda adipositlerden plazmaya salinan gliserol, hepatositler
tarafindan alinarak glukoneogenezde substrat olarak kullanilmaktadir. Siganlarda 24-
96 saatlik acliktan sonra AQP-9 ekspresyonunun yirmi kata kadar arttigi tespit
edilmistir (Kitchen vd., 2015). Farelerde 18 saatlik agliktan sonra hepatosit plazma
membraninda Olgililebilen AQP-9 ekspresyonunun on kat arttigi; hepatosit plazma
membrani gliserol gecirgenliginin ise iki kat arttig1 ve bu artigin floretin ilavesiyle
tersine ¢evrilebildigi gosterilmistir (Fenton vd., 2004). Bu veriler, agligin neden
oldugu hipogliseminin hepatositler tarafindan AQP-9 iizerinden gliserol aliminin

fizyolojik 6nemini desteklemektedir.

Ure, protein yikimmin nérotoksik bir iiriinii olan amonyaktan karacigerde
tiretilmektedir. Yetigkin bir insan idrarla birlikte giinliik yaklasik 25 g tire atmaktadir.
Bobrekte tire taginmasi, idrar konsantrasyon mekanizmasi i¢in hayati 6neme sahiptir.
AQP’lerin iire tasmmmasindaki fizyolojik 6nemi, su ve gliserol tagimnmasindaki

oneminden daha az bilinmektedir (Kitchen vd., 2015).

AQP-9 ekspresyonu hepatositler disinda, epididimal hiicrelerde (Elkjeer vd.,
2000), noétrofiller, makrofajlar ve lenfositler gibi immiin sistem hiicrelerinde de (Da
Silva ve Sovorel, 2021) tespit edilmistir. Kemirgenlerde merkezi sinir sistemi (MSS)
astrositlerinde, katekolaminerjik noronlarda ve pia mater damarlarindaki endotel

hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonu gosterilmistir (Badaut vd., 2004). Buna karsilik,
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insanlarin MSS’de AQP-9 ekspresyonu daha sinirlt diizeyde kalmaktadir (Lindskog
vd., 2016). Gliserol ve laktik asit i¢in gecirgendir (Tsukaguchi vd., 1999) ve bu ylizden
su homeostazisine ek olarak beynin enerji metabolizmasinda da rol aldig:

diisiiniilmektedir (Badaut, 2010).

AQP-9, akut promiyelositik 16semi tedavisinde oldukga etkili bir antikanser
ilac1 olan arsenik trioksitin tasinmasina da aracilik etmektedir. Yapilan bir ¢calismada

ilag yanit1 ile AQP-9 ekspresyon seviyesi iliskilendirilmektedir (Leung vd., 2007).

Osteoklast farklilasmasinda, 6zellikle de tek ¢ekirdekli 6nciil hiicrelerin fiizyon
stirecinde daha yiiksek AQP-9 mRNA seviyeleri rapor edilmistir. Ayrica, bir AQP-9
inhibitorii olan floretinin, osteoklast boyutunu ve osteoklast basina diisen ¢ekirdek

sayisini 6nemli Olciide azalttigi tespit edilmistir (Aharon ve Bar-Shavit, 2006).

2.2. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olugmaktadir. Testisin hormon salgilamak ve spermatozoon iiretmek gibi iki yOnlii
gorevi bulunmaktadir. Testiste liretilen baglica hormon testosterondur, bununla birlikte
erkek fizyolojisi i¢cin hem testosteron hem de metaboliti olan dihidrotestosteron

gereklidir (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Testisler tunika albuginea ad1 verilen sik1 bag dokudan olusan kalin bir kapsiil
ile kusatilmigtir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum
testis denilen yapiy1r sekillendirmektedir. Testise mediastinumdan giren fibroz
uzantilar (septum), testisi sayist yaklasik 250°yi bulan piramidal sekilli lobcuklara
ayirmaktadir (Sekil 2.4.). Bu fibréz uzantilar kesintilidir ve genellikle lobcuklar
birbirleriyle baglanti kurar. Her lobcuk gevsek bag doku ile sarilidir ve 1-4 adet
seminifer tiibiil igermektedir. Seminifer tiibiilleri saran bag doku igerisinde bol
miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicreleri denilen interstisyel hiicreler
bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller erkek {ireme hiicreleri olan spermatozoonlar
tiretmekte, interstisyel hiicreler ise testis androjenlerini salgilamaktadir (Junqueira ve
Carneiro, 2009). Testisler, yapisal olarak seminifer tiibiiller ve interstisyel doku olmak

tizere iki ana alana ayrilmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).
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2.2.1. Seminifer Tiibiiller

Insanda, her bir testiste 250-1.000 adet seminifer tiibiil bulunmakta ve yetiskin
bir bireyin tiim seminifer tiibiillerinde giinliik yaklasik 2 x 10® spermatozoon
tiretilmektedir. Seminifer tiibiillerin ¢ap1 150-250 pm, boyu 30-70 cm arasinda
degismektedir. Bir testisteki tiim seminifer tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250
m’dir. Seminifer tiibiiller kivrimli seyretmekte olup u¢ kisimlarma dogru liimenleri
daralmakta ve kisa boylu diiz tiibiillere (tubuli rekti) doniismektedir. Diiz tiibiiller
seminifer tiibiilleri, epitel ile ortiilii kanallarin olusturdugu rete testis denilen labirente
baglamaktadir. Anastomozlasan rete testis, 10-20 adet efferent kanal ile epididimin bag
kismina agilmaktadir (Sekil. 2.4.) (Junqueira ve Carneiro, 2009). Rete testis epiteli

apikal silyumlara veya kisa mikrovilluslara sahiptir (Ross ve Pawlina, 2014).

Spermatik kordon

Kan damarlar ve sinirler

Seminifer tiibiiller

Kaput epidimis
Duktuli efferentes

Vas deferens

Rete testis
Tubuli rekti

Korpus epididimis ‘

Kauda epididimis

Sekil 2.4. Testisin anatomik yapisi
(Marieb, 2009; Sentiirk, 2020).

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag doku kilifi, belirgin bir bazal lamina ve

karmagik bir germinal veya seminifer epitelden olusmaktadir. Seminifer tiibiilleri
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cevreleyen fibroz tunika propriada birkag tabaka halinde yerlesmis fibroblast
hiicreleri, bazal laminaya yapisik konumlanan ve diiz kas hiicresi 6zelligi gosteren
yassilasmis miyoid hiicreleri bulunmaktadir. Seminifer tiibiillerin arasindaki alanlarin
biiylik boliimiinii interstisyel (Leydig) hiicreler doldurmaktadir (Sekil 2.5.) (Junqueira
ve Carneiro, 2009).

Seminifer tiibiiller merkezi bir liimene sahiptir ve duvarinda 6zellesmis iki tip
hiicre toplulugu bulunur: Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler (Sekil 2.5.)

(Gartner ve Hiatt, 2007).

Sitoplazmik kopriiler

? ! Geng spermatidler

Geg spermiyogenez

Spermiyogenez
baslangici

Sekonder spermalositier

a4

Sarlolic /- em -
hicrelerl:
AT G

; S

Mayoz
bolinme

Primer spermatosit

Bazal
lamina

Spermatogonyum

Fibroblast

Interstisyel hiicreler

Sekil 2.5. Bir seminifer tiibiiliin ve onu ¢evreleyen dokunun bir bdliimiiniin
sematik goriintiisli

(Junqueira ve Carneiro, 2009).
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2.2.1.1. Sertoli Hiicreleri

Spermatogenetik hiicreleri destekleyen ve olgunlagsmasinda énemli gorevleri
bulunan hiicrelerdir. Ergenlige kadar seminifer tiibiil epitelinin baskin hiicreleridir,
ergenlikten sonra c¢ogalmazlar ve seminifer tiibiil hiicrelerinin yaklasik %10 unu

olustururlar (Ovalle ve Nahirney, 2007).

Sertoli hiicreleri bazal membrandan seminifer tiibiil epiteline kadar uzanan,
yaygin apikal ve lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2014).
Taban kisimlar1 bazal laminaya tutunmakta, tepe kisimlar1 genellikle seminifer tiibiiliin
limenine kadar uzanmaktadir. Spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayidaki
lateral uzantilar1 nedeniyle Sertoli hiicrelerinin sinirlar1 151k mikroskobu ile 1yi tespit
edilememektedir. Komsu Sertoli hiicreleri arasinda iyonlar1 ve c¢esitli kimyasallari
tagiyan, adina gap junction da denilen aralik baglantilar1 bulunmaktadir. Hiicreler cok
sayida girinti, belirgin bir ¢cekirdekc¢ik ve az miktarda heterokromatin igeren, genellikle

ticgen seklinde ve uzamis bir ¢ekirdek icermektedir (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Komgu Sertoli hiicreleri, bazolateral yiizlerindeki engelleyici siki baglantilarla
birbirlerine tutunarak kan-testis bariyerini (KTB) olusturmaktadir. KTB’ altinda kalan
bazal bodlgede spermatogonyumlar bulunmaktadir. Spermatogenez siirecindeki
spermatogonyumlarin boliinmesi sonucu olusan hiicreler bu siki baglantilardan
gecerek KTB’nin tizerindeki adluminal bolgeye ulagmaktadir. Spermatositler ve
spermatidler, KTB’ nin tizerindeki Sertoli hiicrelerinin yan ve list kenar uzantilari
arasindaki girintilere yerlesmektedir. Spermatidlerin kamg¢1 kuyruklari gelistikge,
Sertoli hiicrelerinin {ist uclarindan ¢ikan sagaklar halinde goriiniirler (Sekil 2.5.)

(Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.2.1.2. Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenez

Spermatogenetik hiicreler, diizenli bigimde ¢ogalarak ve farklilasarak olgun
spermatozoonlara doniisen hiicrelerdir. Bu hiicreler, testisin erken gelisimi sirasinda
yolk kesesinde olugan ve gonad sirtlarinda topluluk olusturan primordiyal germ
hiicrelerinden gelismektedir. Spermatogenetik hiicreler, ileri gelisme evrelerinin zay1f

tanimlanabilen tabakalar1 i¢inde, komsu Sertoli hiicreleri arasinda dizilmektedir. Bu
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hiicrelerden bazal kompartmanda yerlesenler spermatogonyumlar; adluminal
kompartmanda yerlesenler ise primer spermatositler, sekonder spermatositler,
spermatidler ve olgun spermatozoonlardir (Gartner ve Hiatt, 2007). Spermatogenik
hiicreler, komsu Sertoli hiicreleri arasinda ilerleyici bir gelisim gostermekte ve sinirlari

belirsiz tabakalar olusturmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).

Spermatogenez, spermatogonyumlardan spermatozoon iiretim siirecidir ve
yaklasik 12 pm c¢apindaki spermatogonyumlarin mitoz boliinme ile ¢ogalmaya
baslamasi ile baslamaktadir (Junqueira ve Carneiro, 2009). Spermatogonyumlar en
ilkel germ hiicreleridir ve seminifer tilibiilleri ¢evreleyen bazal laminanin hemen

tizerine yerlesmektedir (Ross ve Pawlina, 2014).

Spermatogonyumlar siirekli ¢gogalarak yeni hiicreleri meydana getirmektedir.
Ergenlikten itibaren olusan yeni hiicreler iki yoldan birisini takip ederler: ya A tipi
spermatogonyumlar olarak adlandirilan kok hiicreler seklinde boliinmeyi siirdiiriirler
veya devam eden mitoz dongiileri boyunca farklilagarak B tipi spermatogonyumlari
olustururlar (Sekil 2. 6.). B tipi spermatogonyumlar primer spermatosit (spermatosit I)

hiicrelerine farklilagsan dnciil (progenitor) hiicrelerdir (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Olugmalarindan hemen sonra primer spermatositler birinci mayoz bdliinmenin
profazina girmektedir. Birinci mayozun profazi yaklasik 22 saat slirmesinden dolay1
151k mikroskobik kesitlerde goriilen spermatositlerin biiyiik cogunlugu primer
spermatosit evresindedir. Primer spermatositler spermatogenez siirecinin en biiyiik
hiicreleridir ve c¢ekirdeklerinde sarmallanma siirecinin degisik asamalarindaki
kromozomlarin bulunmas ile taninmaktadir (Sekil 2. 7.). Primer spermatositler 46
krozomludur ve 4N (deoksiriboniikleik asit) DNA igerirmektedir (Junqueira ve

Carneiro, 2009).

Birinci mayoz boliinmenin bitiminde 23 kromozomlu primer spermatositlere
gore daha kiiclik hiicreler olan sekonder spermatositler meydana gelmektedir. Primer
spermatositlerde 4N olan DNA miktar1, sekonder spermatositlerde 2N’ye diismektedir.
Interfazda ¢ok kisa siire kalarak hemen ikinci mayoza giren ve kisa Omiirlii
olmalarindan dolay1 sekonder spermatositlere testis kesitlerinde c¢ok daha az

rastlanmaktadir. Ikinci mayozun bitiminde bir adet sekonder spermatositten iki adet
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spermatid sekillenmektedir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz bdliinmeler
arasinda DNA sentezi goriilmedigi icin, ikinci mayozdan sonra spermatiddeki DNA
miktar1 2N’den 1N’e diismektedir. Boliinmeler sonrasinda haplaoid sayida kromozom

ve 1N miktarinda DNA igeren spermatidler sekillenir (Junqueira ve Carneiro, 2009).
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Sekil 2. 6. Spermatogonyumlardan sperm hiicrelerinin iiretim siireci

(https://embryology.ch/en/).

Spermatogonyumlarin mitoz ve spermatositlerin mayoz bdliinmelerindeki
cekirdek boliinmesini tam bir sitoplazma boliinmesi takip etmez. Her hiicre iki hiicre
olusturmak {izere boliindiigiinde, olusan yeni hiicreleri birbirine bagli tutan
sitoplazmik kopriiler bulunmaktadir. Bu eksik boéliinme bi¢imi birbirine bagh

spermatid sinsityumu olusturmaktadir. Sitoplazma kopriileri, spermatogenetik
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hiicrelerin birbiriyle iletisimini saglamakta ve aktivitelerini es zamanli olarak
gerceklestirmelerine olanak vermektedir (Sekil 2. 6.) (Gartner ve Hiatt, 2007).
Spermatogonyumlardan spermatidlerin olusumuna kadar gecen mitoz ve mayoz

boliinme siirecine spermatositogenez denir ($ekil 2. 6.).

Spermatidlerin hareketli spermatozoonlara olgunlastig1 spermatogenezin son
asamasina spermiyogenez denir. Mayozun sona ermesinden sonra, haploid yuvarlak
spermatidler, bir hiicre iskeleti ag1 ile kiiciik, non-polarize hiicreler halinde
spermiyogenezise girmektedir. Haploid spermatidler, yeniden yapilanmaya siirecinde,
spermatozoonun fonksiyonunu destekleyen, benzersiz iskelet yapilar1 yeniden

diizenlenmektedir (Kizilay ve Altay, 2019).

v

cytes <

spermatids '
maturation phase

Sekil 2. 7. Eriskin bir bireyin testisindeki Sertoli hiicrelerini ve spermatozoon

gelisimini gosteren bir seminifer tiibiil kesiti (H & E boyama, X40)

(https://embryology.med.unsw.edu.au/)
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Spermatidler, yaklasik 8 pm capinda kiiciik ve yuvarlak sekilli hiicrelerdir ve
birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanmaktadir (Sekil 2. 6.) ve kiiglik salkimlar
olusturmak suretiyle seminifer tiibiil limenine dogru sarkmaktadirlar (Sekil 2. 7.).
Sitoplazmalar1 kaba endoplazmik retikulum, mitokondri ve Golgi aygit1 yoniinden
zengindir. Spermatozoonlara farklilagsmalar1 sirasinda, hidrolitik enzimler biriktirirler;
organellerini yeniden diizenlerler ve sayilarini azaltirlar, kamgry1 ve iliskili iskelet
elemanlarin1 olustururlar ve sitoplazmalarinin bir kismini atarlar. Bu farklilasma
olaylarini igeren silirece spermiyogenez denir (Sekil 2. 6.) (Ovalle ve Nahirney, 2007).
Spermiyogenez birbirini takip eden dort alt evre halinde tanimlanmaktadir: Golgi Fazi,

Akrozom Fazi, Kuyruk Olusumu Fazi ve Olgunlasma Fazi (Kizilay ve Altay, 2019).

a. Golgi Fazu

Spermatidin Golgi aygitinda PAS (+) reaksiyon veren kii¢iik proakrozomal
graniiller birikir. Proakrozomal graniiller birleserek zarla cevrili tek bir akrozom
graniilii olusturur (Junqueira ve Carneiro, 2009). Simetrik ve yuvarlak sekilli olan
spermatidler kutuplasmaya baglar; bir ucta bas olusur ve Golgi aygiti yerleserek
akrozom enzimlerini liretir, diger ugta mitokondri toplanir, distal sentriyol bir aksonem
olusturmaya baglar ve kalinlasmis bir orta parca sekillenir. Spermatid DNA’s1
yogunlagarak sikica paketlenir; paketlenen kromatin transkripsiyonel olarak inaktiftir

(Kizilay ve Altay, 2019).

b. Akrozom Fazi

Akrozom vezikiilii ve graniilii yogunlasan ¢ekirdegin 6n yarisini kaplayacak
sekilde yayilir ve akrozom adini alir. Akrozom hiyaluronidaz, ndéraminidaz, asit
fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler icerir. Bu
enzimler ovositleri ¢evreleyen korona radiata hiicrelerini birbirinden ayirir ve zona
pellusiday1 sindirir. Spermatozoonlar bir oositle karsilastiginda, akrozomun dis zar1
pek cok bolgede spermatozoonun plazma zari ile kaynasarak akrozom enzimlerinin
hiicre disina bosalmasini saglar. Bu hareket akrozom reaksiyonu olarak bilinmektedir
(Junqueira ve Carneiro, 2009). Spermatozoonun ovosit-kiimiiliis kompleksine

penetrasyonu i¢in apikal akrozom olusumu gereklidir (Kizilay ve Altay, 2019).
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c. Kuyruk (Kamgy) Olusum Fazi

Spermatidin bas kismi seminifer tiibiiliin tabanina dogru yonelir, aksonem
liimene dogru uzanir. Cekirdek uzar ve daha fazla yogunlasir. Sentriyollerden birisi
geliserek kamgiyr olusturur. Mitokondriler kamgmin proksimal kismi etrafinda
toplanir ve kalinlagmais bir boliim olan orta parcay1 meydana getirir. Burasi spermatoon

hareketlerinin enerji kaynagi olarak gorev yapar (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Kamg¢1 modifiye bir silyumdur ve hareketlidir. Dig yogun fibrilleri, bir
mitokondrial kilift ve bir fibriler kilifi ve uzunlamasina yerlesmis 9 + 2 mikrotiibiil
demeti ve bir aksonemi bulunur. Mikrotiibiiller, kam¢inin yapisini ve fonksiyonunu

destekleyecek bicimde organize olur (Kizilay ve Altay, 2019).

d. Olgunlagma Fazi

Artik sitoplazma pargalar1 Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve

spermatozoonlar seminifer tiibiiliin liimenine birakilir (Junqueira ve Carneiro, 2009).

Spermatozoonun Yapisal Ozellikleri

Spermatozoon bas ve kamg¢i (kuyruk) olmak {izere iki temel bdliimden

meydana gelmektedir.

Bas, akrozom ile sarilmis g¢ekirdekten olugmaktadir (Sekil 2. 8.). Cekirdek
yassilasmis ve yogundur, 6n yarimi akrozom ile Ortiilmektedir. Akrozom, ovositi
kusatan korona radiata hiicrelerini ayiran ve zona pellisuday eritebilen 6zellikteki

hidrolitik enzimler icermektedir. (Ozenci ve Akkoyunlu, 2006).

Spermatozoon kamg¢is1 veya kuyrugu, 1000'den fazla protein igeren karmasik
yapida 6zel bir silyum seklidir. Kuyruk dort boliimden olusmaktadir; boyun, orta
parca, ana parca ve son parca (Sekil 2. 8.). Son parca disinda, tiim uzunlugu boyunca
yapisinda aksonem ile periaksonemal yapilar bulunmaktadir. Son parc¢a sadece plazma
membrani ile ¢evrelenmis aksonem igermektedir. Aksonem dista dokuz cift ve

merkezde bir ¢ift mikrotiibiil demeti (9 + 2) icermektedir. Aksonemdeki dynein kollar
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kuyrugun hareketinden sorumlu olup giic merkezi gibi gorev yapmaktadir. Orta
pargadaki periaksonemal yapilar, sarmallanmis mitokondriyal kiliftan olusmaktadir.
Orta parg¢anin bir diger periaksonemal yapisi ise dis yogun fibrillerdir. D1s yogun
fibriller, farkh tlirlerde boyundan baslayarak kuyrugun farkli noktalarinda sonlanan
dokuz siitundan meydana gelmektedir. Her bir siitun asagi dogru incelerek ana
parcanin farkli noktalarinda sonlanmaktadir. Dig yogun fibriller spermatozoonlart,
epididimden tasinmasi sirasinda ve ejakiilasyonda ¢esitli kuvvetlerin neden olabilecegi
hasarlara karsi korumaktadir. Bununla birlikte, spermatozoon hareketinde ve

kapasitasyonda onemli roller de iistlenmektedir (Kumar ve Singh, 2021).

Ana parca, cevresel kafeslerle birbirine baglanmis iki adet uzunlamasina seyirli
siitundan olusan bir fibroz kilif ile cevrelenmektedir. En kalin uzunlamasina siitunlar
ana par¢anin On kisminda bulunmakta olup, siitunlar geriye dogru giderek
incelmektedir. Fibroz kilif destekleme gorevi yaninda, glikoliz ve siklik adenozin
monofosfat (cCAMP) bagimli sinyal iletimi siirecine katkida bulunan proteinler i¢in bir

cat1 gorevi de gdrmektedir (Kumar ve Singh, 2021).
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(Kumar ve Singh, 2021).

2.2.2. interstisyel Doku

Testisin seminifer tiibiiller disindaki boliimlerini olusturmakta ve gesitli hiicre
tiplerini igeren interstisyel alanlardan meydana gelmektedir (Sekil 2. 5.). Interstisyel
alanlar ile seminifer tiibiilleri birbirinden kollajen ve laminin igeren bir bazal membran
ile peritiibiiler hiicreler (genellikle peritiibiiler miyoid hiicreleri olarak adlandirilir)
ayirmaktadir (Heinrich ve DeFalco, 2020). Interstisyel alanlardaki bag doku icerisinde
aynt zamanda sinirler, pencereli tip kapiller damarlar ve lenf damarlar1 bulunur

(Junqueira ve Carneiro, 2009).

Hem insan hem de kemirgen testisinin interstisyel boliimiinde peritiibiiler
hiicreler, vaskiiler endotelial hiicreler, vaskiiler diiz kas ve diger perivaskiiler hiicreler,

Leydig hiicreleri ve bunlarin farklilasmamis mezenkimal dnciilleri ile normal kosullar
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altinda cogunlugunu makrofajlarin olusturdugu ¢esitli bagisiklik sistemi hiicreleri
bulunmaktadir (Combes vd., 2009). Hiicre toplulugunun %10-20’sini tek tek veya
gruplar halinde bulunan Leyding hiicreleri olusturur (Bharath, 2017).

Leydig hiicreleri biiylik, yuvarlak veya ¢cokgen sekillidir ve ¢ekirdegi hiicrenin
merkezinde konumlanir. Eozinofilik boyanan sitoplazmasit  kiigiik  lipid
damlaciklarindan zengindir ve interstisyel hiicreler olarak bilinirler. Leydig hiicreleri
erken fetal yasamda farklilagarak testosteron liretmeye baslamaktadir (Ross ve
Pawlina, 2014). Mitokondrilerinde ve diiz endoplazmik retikulumlarindaki enzimleri
sayesinde erkeklik hormonu olan testosteronu iiretmektedir. Testosteron
spermatogenez, embriyonal ve fetal yasam sirasindaki cinsiyet farklilagmasi ve
gonadotropin salgisinin kontrolii agisindan olduk¢a Onemlidir. Testislerden az
miktarda salgilanan ve testosteronun metaboliti olan dihidrotestosteron, bazi
dokularda testosteronun enzimatik doniistirimi ile iretilmektedir. Ergenlikten

itibaren ¢ogu organ ve doku lizerine etki gostermektedir (Junqueira ve Carneiro, 2009).

2.2.3. Testis Hiicrelerinde AQP-9 Ekspresyonu

AQP-9'un hiicreler, kan damarlar1 ve interstisyel alanda su ve yiiklii olmayan
¢Oziinen molekiillerin tasinmasina aracilik etmektedir. AQP-9 testisler basta olmak
tizere erkek iireme sisteminde oldukga genis bir hiicre dagilim yelpazine sahiptir (Sekil
2.9.) (Ribeiro vd., 2021). AQP-9, erkek lireme sisteminde, 6zellikle de epididimde en
cok calisilan ve bol miktarda tespit edilen AQP'dir. Siirekli eklenen yeni kanitlar, AQP-
9’un temel fonksiyonunun geri emilim/sekresyon dinamikleri ve bosaltim kanallari
boyunca ¢dziinen maddelerin taginmasi ile ilgili oldugunu onaylamaktadir (Da Silva

vd., 2006).

Bilinen ¢ogu AQP izoformu testis ve erkek lireme kanallarinda bulundugu
bildirilmis olsa da, bu izoformlardan sadece AQP-0, AQP-4, AQP-8 ve AQP-9 gibi
sadece birkag1 Sertoli hiicrelerinde gosterilmistir. Ancak bu veriler bazen tutarlilik

gostermemektedir (Bernardino vd., 2016).
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(Ribeiro vd., 2021).

Insan Sertoli hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonu gosterilmistir (Yeung vd.,
2010). Fare Sertoli hiicrelerinde gergeklestirilen fonksiyonel c¢alismalar Ostrojen

tedavisinin gliserol tasinmasinda azalmaya ve AQP-9 geninde downregiilasyona neden
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oldugunu bildirmistir. Gliserol, spermatogenez ve testis morfolojisi i¢in gerekli bir
substrattir. Bu durum Sertoli hiicrelerinde AQP’lerin ekspresyonunun erkek fertilitesi

i¢cin gerekli oldugunu kanitlamaktadir (Bernardino vd., 2018).

Varikoselli ergenlerin Sertoli hiicrelerindeki AQP-9 ekspresyonu saglikli
ergenlere gore azalmaktadir. Arastirmacilar, AQP-9'un Sertoli hiicrelerinden germ
hiicrelerine laktat taginmasinda gorev alabilecegini ve varikoselli hastalarin germ
hiicrelerinde laktat eksikligine neden olabilecegini 6ne siirmektedir. Laktat, gelisen
germ hiicrelerinde enerji liretimi i¢in kullanilan bir substrattir ve germ hiicrelerinde
anti-apoptotik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Varikoselli hastalarda bildirilen
spermatogenik hizdaki yavaglamanin AQP-9 downregiilasyonuna bagl gelisen laktat

eksikligi ile aciklanabilecegi diisiiniilmektedir (Bernardino vd., 2018).

Yapilan bir ¢aligmada, fare spermatozoonunda AQP-9 transkriptleri tespit
edilmekle birlikte, antikor spesifik goriinmediginden immiinoblotlama sonrasinda
AQP-9 varligi dogrulanamamistir (Yeung vd., 2009). Ayrica Vicente-Carrillo vd.
(2016), epididimal ve ejakiile domuz spermatozoonlarinin bag bolimlerinde AQP-9
ekspresyonunu gostermisler ve bu proteinin sogutma, dondurma ve ¢Ozme

prosediirlerinde 6nemli rol oynadigini ileri siirmiiglerdir.

Siganlar, koyunlar, domuzlar, kediler, kopekler ve atlar gibi canl tiirlerinde,
Leydig hiicrelerinin plazma membraninda, efferent kanallardaki silyasiz hiicrelerin
mikrovilluslarinda,  tiim  epididimal  bolgelerdeki  prensipal  hiicrelerin
mikrovilluslarinda ve prostat ve anterior prostatin epitel hiicrelerinde AQP-9
ekspreyonu gosterilmistir (Yeste vd., 2017). Yapilan immunohistokimyasal
caligmalarda, sican Leydig hiicrelerinin plazma membraninda ve sitoplazmasinda
AQP-9 varlig1 tespit edilmistir (Elkjer vd., 2000; Nihei vd., 2001). Leydig
hiicrelerinin plazma membranindaki AQP-9 varlig1 immunoelektron mikroskopi ile de
teyit edilmis, ancak seminifer tiiblillerde veya interstisyel damarlarda
gosterilememistir (Nihei vd., 2001). AQP-9'un kopek testislerinde eksprese
edilemedigini bildiren Domeniconi vd. (2007) nin bulgusu harig tutulacak olursa, bazi
arastirmacilar, insan (Arena vd., 2010) ve sigan (Elkjer vd., 2000; Nicchia vd., 2001)
Leydig hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonunu gdstermislerdir.
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2.3. Fiksasyon

Bilim insanlar1 doku islemenin ilk adiminda dokunun goriinen
mikroanatomisini sabitlemek zorundadir. Fiksasyon, hiicre i¢i ve hiicre dis1 bilesenleri
"sabitlemek" i¢in kullanilan bir siirecin adidir. Fiksasyon, 6zellikle histokimyasal, in
situ hibridizasyon ve immiinohistokimya gibi mikroanatomiyi ve mikrofizyolojiyi
destekleyen yontemler ile uyumlu olmalidir. Bunun i¢in, doku veya organ canli
organizmadan ¢ikarildiktan sonra, fiksasyondan dokunun organizasyonel yapisini ve
kimyasal bilesimini olduk¢a iyi korumasi ve meydana gelebilecek degisiklikleri en aza

indirmesi beklenmelidir (Grizzle, 2009a).

Fiksasyon, doku isleme siirecinin en temel basamagidir ve doku bilesenlerinin
otolizini ve bozulmasini 6nlemek i¢in gergeklestirilmektedir. Fiksasyonu yapilan doku
ve organlar kesit alindiktan sonra mikroskobik olarak go6zlemlenebilir hale
gelmektedir (Howat ve Wilson, 2014). Fiksasyonun avantajlar1 yaninda getirdigi bazi
dezavantajlar da bulunmaktadir. Doku sismesi veya biiziigmesi, histokimyasal ve
immiinohistokimyasal boyama kalitesinin diismesi, biyokimyasal analiz sonuglarinda

sapma bu dezavantajlardan bazilaridir (Eltoum vd., 2001).

Dokuya niifuz etme hizi, fiksatif sicaklig1 ve fiksatifte kalma siiresi fiksasyonu
etkileyen faktorlerdir ve doku isleme yontemini belirleme iizerine etki etmektedir.
Fiksatifin sicaklig: fiksatifin dokuya niifuz etme hizin1 etkilemektedir; sicaklik artisi
fiksasyonu hizlandirmakta, sicaklik azalmasi fiksasyonu yavaslatmaktadir (Howat ve

Wilson, 2014).

Rutin doku fiksasyonu i¢in cok c¢esitli tiirde fiksatifler bulunmaktadir.
Bunlardan bazilar1 sadece son on yildir kullanilmakta olup, formaldehit hemen hemen
bir asirdan fazla siiredir doku fiksasyonu i¢in kullanilmaktadir. Giinlimiizde rutinde
kullanilan standart kimyasal fiksatifler genellikle “denatiire eden fiksatifler” ve
“capraz baglar olusturan fiksatifler” olmak tizere iki alt kategoriye ayrilmaktadir

(Howat ve Wilson, 2014).
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2.3.1. Formaldehit

Hic siiphe yok ki etki mekanizmasi en ¢ok arastirilan fiksatiftir. Ik olarak
1859'da kesfedilen formaldehitin uygulamalardaki kullanimi Ferdinand Blum'un

calismalariyla tanimlanmistir (Howat ve Wilson, 2014).

Formaldehit, diisitk molekiiler agirliga (MA = 30) sahiptir ve gaz halinde
bulunmaktadir. Genellikle formaldehit gazinin doyma noktasina kadar su igerisinden
kabarciklar halinde gecirilmesiyle elde edilen %37'lik ¢ozelti formunda
bulunmaktadir. Formaldehitin %10'luk ¢ozeltisi olan %4’ liikk formaldehit Histoloji
laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan formaldehit formudur ve suda seyreltilerek
(formalin) veya tamponlanmis ¢ozelti (NTF) halinde kullanilmaktadir (Howat ve
Wilson, 2014). Tamponsuz formaldehitin raf émrii kisadir ve zamanla formik aside
oksitlenmesi nedeniyle pH’inda diisiisler goriilmekedir. Formik asit, asit formaldehit
olan hematin ile reaksiyona girerek, kahverengi-siyah renkte artefakt pigmenti

olusturmaktadir (Rolls vd., 1994).

Formaldehit ¢ozeltisinin aktif bileseni, formaldehitin sulandirilmis formu olan
metilen glikoldiir ve bu iki kimyasal metilen glikolii destekleyen bir denge halinde
¢Ozelti icinde birlikte bulunmaktadir (Howat ve Wilson, 2014). Formaldehit
fiksasyonunda, aldehitler doku proteinlerinin ¢apraz baglanmasini saglayarak metilen
kopriileri olusturmaktadir (Hewitson vd., 2010). Formaldehitin doku proteinlerine
baglanmasi nispeten hizli, metilen kopriilerinin olusumu ise olduk¢a yavas
gerceklesmektedir. Bu nedenle formalin fiksasyonu uzun zaman gerektirmektedir
(Huang ve Yeung, 2005). Niifuz etme hiz1 i¢in genel kural olarak 1 mm/saatlik hiz
uygulanmakta olup NTF fiksasyonu i¢in 24 saatlik bir fiksasyon siiresi onerilmektedir.
Formaldehitin niifuz etme hiz1 ile fiksasyon hiz1 arasindaki paradoksun, metilen
glikolin  hizli niifuz etme ve formaldehitin yavas fiksasyon hizindan

kaynaklanabilecegi one siirlilmektedir (Howat ve Wilson, 2014).

Formaldehit dokuda molekiil i¢i ve molekiiller arasi ¢apraz baglar olusturmak
suretiyle etki gostermektedir. Baslica capraz baglar, zamanla metilen kopriilerinin
olusumuyla sonuglanan lizinin yan zincirindeki amino gruplar1 arasinda

gerceklesmektedir. Formaldehit en cok lizin, arjinin, tirozin, asparajin, histidin,
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glutamin ve serin amino asitlerini etkilemektedir (Howat ve Wilson, 2014).
Formaldehit proteinleri korumakla birlikte, glikojen ve mukopolisakkaritler tizerine
herhangi bir etkisi bulunmadigindan karbonhidratlar1 gostermek i¢in tercih
edilmemektedir (Mete, 2004). Formaldehit hiicrenin diger bilesenlerini hafifce
koagiile etmekle birlikte hiicre proteinlerini ¢okeltmemektedir. Albliimin gibi bazi
hiicre bilesenleri doku takibi sirasinda kullanilan alkol serilerinin dokuyu

sertlestirmesini engellemektedir (Prophet, 1992).

Depolamaya bagli polimerlesmesini dnlemek icin formaldehit fiksatifine
metanol ilave edilebilir. Uzun siireli depolamalarda formaldehit ¢dzeltisinde formik
asit olusumuna rastlanmaktadir. Metanol ve formik asit dokularda olumsuz etkilere
neden olabilir. Bu durumda fiksasyon icin yeni formaldehit ¢ozeltisi hazirlanmalidir

(Huang ve Yeung, 2005).

2.3.2. Bouin Fiksatifi

IIk kez 19. yiizyilin sonlarinda Pol Andre Bouin tarafindan tanimlanmistir
(Howat ve Wilson, 2014). BF %S5 asetik asit, %9 formaldehit ve %1,5 pikrik asit
icermektedir (Ellenburg vd., 2020). BF proteinleri hem koagiile ederek hem de
proteinler arasinda ¢apraz baglar olusturarak etki gostermektedir. Dokuya yavas niifuz
eden pikrik asit proteinleri koagiile etmekle birlikte, proteinlere karsi bilinen bir
kimyasal etkilesimi bulunmamaktadir. Buna karsin, asetik asit dokuya nispeten hizl
niifuz etmekte ve pikrik asitin yol a¢tig1 doku biiziilmesini engellemektedir (Howat ve
Wilson, 2014). BF eritrositleri kismen veya tamamen pargalamaktadir. Demir ve
kalsiyum depolarini tiikketmesinden dolay1 kollajende sismeye yol agmakta, ancak
glikojen ve bag dokuyu iyi korumaktadir. BF sitoplazmik boyalar ile parlak renkte
boyanmaya neden olmakta, bilesimindeki pikrik asitin sitoplazma bazofilikligini
zayiflatmasindan dolay:1 c¢ekirdek ve sitoplazmanin daha belirgin ayirt edilmesine
olanak vermektedir. BF kromozomlariyla birlikte ¢ekirdegi iyi korumaktadir (Bancroft
ve Gamble, 2019). Pikrik asit, niikleoproteinleri ¢oktiirmekte, sitoplazmik boyalarla
parlak boyanma saglamaktadir (Tapul vd., 2012). BF ile fikse edilen dokularda,
kusurlu boyamay1 onlemek i¢in pikrik asiti ¢ikarmak amaciyla birden fazla alkol
serilerinden gecirilmelidir. Bilesimindeki pikrik asit mutajeniktir ve patlayici 6zellik

gostermesinden dolay1 giivenli kullanim alani kisitlidir. (Ellenburg vd., 2020).
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BF beyin ve embriyo gibi yumusak dokular, kii¢lik biyopsiler ve 6zellikle testis
biyopsilerinin fiksasyonu igin tercih edilmektedir (Tapul vd., 2012).

2.3.3. Modifiye Davidson Fiksatifi

BF’ye benzerlik gostermekle birlikte, BF’deki pikrik asitin yerine alkol
kullanilmaktadir. Bilesiminde formalin, asetik asit ve alkol bulunmaktadir. Dokulara
hizl1 niifuz etmekte, formalin prosediirlerine gore dokulara daha az zarar vermektedir
(Kelder vd., 2008). mDF ¢ekirdek detayimni iyi gostermekte, ancak diger fiksatiflerde
oldugu gibi, mikroskobik yorumlamay1 etkileyebilen bazi kusurlar da ortaya
cikarabilmektedir. Glasiyal asetik asit niikleik asitler i¢in koagiilatif, ancak sitoplazmik
proteinler i¢in koagiilatif olmayan bir fiksatiftir. Proteinlere ¢cok hizli niifuz etmekle
birlikte proteinlerde sisme etkisi olusturabilmektedir. Ancak bu sisme etkisi doku
biiziilmesine de neden olan, proteinleri denatiire eden koagiilatif bir fiksatif olan alkol

tarafindan engellenebilmektedir (Carlson, 1996).

mDF kemik iligi 6rnekleri, jinekolojik materyaller, meme dokusu, tiimdrler,
ozellikle goz ve testis dokulari, lenf diiglimleri ve biyopsi materyalleri gibi ¢esitli
dokularin fiksasyonu i¢in iyi bir tercihtir. Bunula birlikte eritrositlerde lizise neden
olabilmektedir. Doku biiziilmesine yol agmamasi ve formalin pigmentasyonunu asgari
diizeyde tutmast bu fiksatif i¢in Onemli bir avantajdir. Dokulardan kolay
¢ikarilabilmesinden dolay1, uzun siireli mDF fiksasyonundan sonra durulamaya ihtiyag
yoktur. mDF fiksasyonundan sonra yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda

basarili sonuglar elde edilmistir (Eltoum vd., 2001; Latendresse vd., 2002).

2.3.4. Stieve’s Fiksatifi

Formaldehit, distile su, merkiirik klorit ve asetik asitten olusan bir fiksatiftir.

Cival1 tespit soliisyonu oldugu i¢in metal kullanilmadan hazirlanir (Turhan, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Bu tez ¢alismasi, daha énce Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’nun 20.10.2015 tarihli ve 2015-12/07 sayili toplantisinda alinan Etik Kurulu

Onay1 (bkz. EK-2) ile yapilan “Testisin stereolojik metotlar ile incelenmesinde farkli

fiksatiflerin etkilerinin karsilagtirilmasi” (Turhan, 2019) adli yiiksek lisans tezinde

kullanilan erkek Spague-Dawley cinsi siganlardan fiksatif dagilimi esit olacak sekilde

her grup i¢in rastgele se¢ilmis 6’sar adet testis dokusu kullanildi.

3.2. Kullanilan Geregler

3.2.1. Kimyasallar

%10’luk notral tamponlu formaldehit (%10°luk NTF)

Bouin fiksatifi (BF)

Modifiye Davidson fiksatif (mDF)

Stieve’s fiksatifi (SF)

Ultra V Block (Thermo Scientific: TA-060-UB)

Biotinylated Goat Anti-Polyvalent Plus (Thermo Scientific: TP-060-
BNS)

Streptavidin Peroxidase Plus (Thermo Scientific: TS-060-HRS)
AQP-9 Antibody, 100 pg (Biorbyt: orb10127)

AEC Kromojen Kiti, 60 ml (Thermo Scientific: TA-060-HA)
Sitrat Buffer

Hematoksilen

H20;

Aqueous Mounting Medium

3.2.2. Alet ve Techizat

Ince uclu pens

Otomatik pipetor (Thermo Scientific: Finnpipette)
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= 1-10 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

= 10-100 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

= 10-200 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

= 100-1000 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

= 10 ul, 100 pl, 200 pul ve 1000 pl’lik mikropipet uglari
= Ependorf tiip

= Lam (Isolab)

= Lamel (Isolab)

3.2.3. Cihazlar
» Inkiibator
=  Santrifij
= Buzdolab1
* Hassas terazi
= Mikrodalga firin
=  Isik mikroskobu (Zeiss: Primo Star)
= Nikon Eclipse Ni Dik Mikroskop
=  Humidity Chamber (Thermo Scientific)

3.2.4. Yazilimlar
=  Nikon Nis Elements AR

= [magel

3.3. Yontem

3.3.1. Deney Gruplar

Dokularin fiksasyonunda kullanilan fiksatif tiirti dikkate alinarak dort ayr
calisma grubu olusturuldu:

- BF(B),

= %10’luk NTF (N),

= mDF (MD),

= Stieve’s (S).
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3.3.2. Fiksatiflerin Hazirlanmasi (Turhan, 2019)

%10°luk Notral Tamponlu Formaldehit (%10 NTF)

MUSIUK SUYU ...oiiiiiieciieccie et 900 ml
Formalin (%37lik formaldehit soliisyonu)............cccceecveevrennenn. 100 ml
Sodyum fosfat monobazik monohidrat (NaH2PO4 x H>0)........ 4,0 gr
Sodyum fosfat dibazik anhidr6z (Na;HPOa)........cccuvveenneeeneeen. 6.5 gr

900 ml musluk suyunda sodyum fosfat monobazik monohidrat ve sodyum

fosfat dibazik anhidroz karistirilarak eritildi ve 100 ml formalin ile karistirilir.

Bouin Fiksatifi (BF)

Doymus sulu pikrik asit soliisyonu ............ccceeeveerieeciienieenenne. 1500 ml
Formalin (%37’lik formaldehit soliisyonu) ............cccccvverunnnne. 500 ml
Glasiyel asetik aSit .......cceevuiriiriiiiinieeeiereeeeeeee e 100 ml

Once doymus sulu pikrik asit hazirlanir. Distile su ile hazirlanan %2,1°lik
pikrik asit doymus bir soliisyon olusturacaktir. 1500 ml doymus pikrik asit

soliisyonuna sirastyla formalin ve glasiyel asetik asit eklenir.

Modifiye Davidson Fiksatifi (mDF)

DISHIE SU .ot 500 ml
Formalin (%37’1lik formaldehit soliisyonu) ........c..cceccevuereennne. 300 ml
Etanol ....cc.ooiiiiii e 150 ml
Glasiyel aSetik STt ......eerveeriieriiieiieiie et 50 ml

Tiim sivilar belirtilen hacimlerde ve sirasiyla karistirilarak ¢ozelti hazirlanir.

Stieve’s Fiksatifi (SF)

DISHIE SU .t 760 ml
MErKUrit KIOTIE ..oovvieeiiieeiiie et 50 gr
Formalin (%37’lik formaldehit sollisyonu) .............ccccueveuienenne 200 ml
Glasiyel aSetik STt ...c..eervierieeiierieeie e 40 ml
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Merkiirit klorit distile suda eritilir, ilizerine formalin ve glasiyel asetik asit

eklenir.

3.3.3. Fiksasyon ve Doku Takibi

Calismada kullanilan testislerin fiksasyonu agagidaki basamaklar sirasiyla

takip edilerek gergeklestirildi (Turhan, 2019).

%10’luk Notral Tamponlu Formaldehit Fiksasyonu:
o 6 adet testis dokusu %10’luk NTF fiksatifinde 48 saat bekletildi.
o Dokular akan musluk suyunda 4 saat yikandi.
o Dokular sirastyla %70’1lik ve %90°1ik etil alkollerde toplam 48 saat
bekletildi ve doku takibine baglandi.

Bouin Fiksasyonu:
o 6 adet testis dokusu BF’de 24 saat bekletildi.
o Dokular %70’1ik etil alkole alindi, 48 saat sonra %70’lik etil alkol
degistirildi. Dokular %70’lik etil alkolde toplam 120 saat bekletildi.
o Dokular %90°1ik etil alkole alind1 ve doku takibine baslandi.

Modifiye Davidson Fiksasyonu:
o 6 adet testis dokusu mDF’de 24 saat bekletildi.
o Dokular %70’lik etil alkolde toplam 48 saat bekletildi.
o Dokular %90°1ik etil alkole alind1 ve doku takibine baslandi.

Stieve’s Fiksasyonu:
o 6 adet testis dokusu SF’de 24 saat bekletildi.
o Dokular %70’lik etil alkolde toplam 96 saatlik bekletildi.
o Dokular %90’1ik etil alkole alind1 ve doku takibine baslandi.

Doku takibi i¢in dokular sirasiyla artan derecedeki alkol serilerinden gegirildi,

30 dakika ksilende bekletildi. Dokular ksilenden sonra 1 saat 15 dakika parafinde
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bekletilerek parafinle bloklama yapildi. Son olarak Termo Fisher Scientific Shandon
Finesse 325 model mikrotom ile 5 pm’lik ince kesitler alindi. Doku takibi

prosediiriindeki basamaklar Tablo 3.2°de sirasiyla gosterilmistir (Turhan, 2019).

Tablo 3.1. Doku takip protokolii (Turhan, 2019).

Giin Saat Islem
1. Giin 09:00 %70’lik Alkol
16:00 %9011k Alkol
2. Giin 16:00 %9611k Alkol I
3. Giin 09:00 %96’ lik Alkol IT
4. Giin 16:00 %1001k Alkol I
5. Giin 09:00 %100’ lik Alkol 1T
10:00 %100’1ik Alkol IIT
11:00 Ksilen I
11:15 Ksilen II
11:30 Ksilen III
11:45 Parafin I
12:30 Parafin II
13:00 Parafin III
14:00 Bloklama

3.4. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Fikse edilmis testislerdeki AQP-9 proteininin lokalizasyonunu ve boyanma
siddetini belirlemek i¢in testis kesitlerine AQP-9 antikoru ile immiin isaretleme
yapildi. Anti AQP-9 antikoru (Biorbyt, orb10127) ile immiin isaretleme yapmak i¢in
kesitlere uygulanan immiinohistokimyasal islem basamaklar1 asagidaki sira takip

edilerek gerceklestirildi (Isildar vd., 2022):
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1. Deparafinizasyon i¢in kesitler 56°C’lik etiivde bir gece siireyle bekletildi.

2. Dehidrasyon icin kesitler artan dereceki etil alkol serilerinden gegirildi:
o %100’liik etil alkol (2 x 3 dakika),
o %96’lik etil alkol (1 x 3 dakika),
o %90’lik etil alkol (1 x 3 dakika),
o %70’lik etil alkol (1 x 3 dakika),
o 9%50’lik etil alkol (1 x 3 dakika).

3. Kesitler distile su ile yikandi (5 dakika x 2).

4. Antijen iyilestirme i¢in kesitler mikrodalga firinda, maksimum sicaklikta,
Tween-20’1i sitrat buffer (pH=6) ile 10 kez 6n islemden gecirildi. Her 6n
islem ilk baloncuk olusumunda durduruldu ve kesitler 2 dakika siire ile
sogutuldu. Toplamda 10 kez baloncuk olusumu takip edildi, 9 kez sogutma

islemi yapildi.

5. Oda sicakligina diisiiriilen kesitler Tween’li phosphate buffer saline (PBS)
[TBS] ile yikand1. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek i¢in kesitler
%3’liikk H»O: igerisinde 10 dakika siire ile karanlik ortamda bekletildi.

6. Kesitler kurutuldu, PBS’e alind1 ve etrafi hidrofobik kalemle ¢izilerek PBS
ile yikand1 (3 x 5 dakika).

7. Nonspesifik antikor baglanmalarini 6nlemek i¢in kesitler 5 dakika siire ile
blok soliisyonunda (Thermo Scientific Ultra V Block TA-060-UB)
bekletildi.

8. Yikamas1 yapilmayan kesitler 1:400 oraninda sulandirilmis Anti-AQP9
(Biorbyt, orb10127) antikorunda +4 °C’de 1 gece bekletildi. Negatif

kontrol gruplaria primer antikor uygulanmadi.

9. TBS ile 3’er kez 5’er dakikalik yikama sonrasinda kesitler antikor kiti
protokoliinde belirtildigi gibi 10 dakika siire ile biyotinlenmis sekonder
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antikor sollisyonunda (Thermo Scientific Biotinylated Goat Anti-

Polyvalent Plus, TP-060-BNS) bekletildi.

10. TBS ile 3’er kez 5’er dakikalik yikama sonrasinda kesitler kit protokoliinde
belirtildigi gibi streptavidin peroksidaz (Thermo Scientific Streptavidin
Peroxidase Plus TS-060-HRS) soliisyonunda 10 dakika siire ile bekletildi.

11. TBS ile 3’er kez 5’er dakikalik yikama sonrasinda kesitler yeterli reaksiyon
elde edilinceye kadar Thermo Scientific (TA-060-HA) aminoetil karbazol

(AEC) kromojen uygulamasina tabi tutuldu ve ardindan distile suya alindu.

12. Cekirdek boyamasi icin kesitler 30 saniye siire ile 1:1 oranindaki
hematoksilende bekletildi ve son olarak kesitler aqueous mounting

soliisyonu kullanilarak kapatildi.

3.5. Goriintiilleme ve Analiz

Isaretlenmis kesitler Nikon Eclipse Ni 151k mikroskobu altinda incelendi ve
NIS-Elements BR programu ile goriintii analizi yapildi. Analizde her fiksatif grubu
icin 6’sar adet testis dokusu kullanildi. Her testis dokusu i¢in 10’ar adet farkli
mikrograf olacak sekilde 10’ar adet seminifer tiibiil ve cevresi incelendi. AQP-9
immiin boyamanin siddeti semikantitatif H-skor yontemi ile degerlendirildi.
Boyamanin siddeti su sekilde skorlandi; boyama goriilmedi = “ — *; zayif siddette

boyama = *“ + ”’; orta siddette boyama = *“ ++ ”’; siddetli boyama = * +++ .
Gortintiilerde seminifer tiibiil capi, seminifer epitel yiiksekligi ve seminifer

tiibiil liimen ¢ap1 ImagelJ yazilimindaki dijital cetvel araci kullanilarak hesaplandi ve

histomorfometrik olarak degerlendirildi.
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3.6. istatiksel Analiz

Tiim istatiksel analizler SPSS kullanilarak yapildi. Aritmetik ortalamalar ve
standart hatalar (ortalama+SEM) hesaplandi. Gruplara ait verilerin normal
dagilima uygun olup olmadigi, Saphiro-Wilk normalite testi ile degerlendirildi.
Normal dagilima sahip, ikiden fazla grup ortalamasinin karsilastirilmasi parametrik
Tek Yonli Varyans (Tek Yonli ANOVA) Analizi ile yapildi. Anlamli farklilik
durumunda, gruplar arasindaki anlamlilik post-hoc Tukey HSD testi ile analizi edildi.
Normal dagilim gostermeyen veriler arasindaki anlamlilik parametrik olmayan

Kruskal-Wallis testi kullanilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Seminifer Tiibiillerin Histomorfometrik Analizi

Dort farklr fiksatif tiirii ile fikse edilen ve immiinohistokimyasal boyamalari
yapilan testis dokularinin seminifer tiibiil ¢api, seminifer epitel yliksekligi ve seminifer
tiibiil limen c¢ap1 icin histomorfometrik analizler yapildi. Fiksatif tiirlerine gore

histomorfometrik verilerin ortalamalar1 Sekil 4. 1.’de verildi.

Seminifer Tiibiil Capi: B, N, MD ve S fiksatif gruplari i¢in Olgiilen
ortalamalar sirasiyla; Xx=1704+26 piksel, Xx=1706+51 piksel, X=1799+39 piksel,
x=1838+37 piksel olarak bulundu ve gruplar arasinda anlamli bir farklilik (p<0.05)

goriilmedi.

Seminifer Epitel Yiiksekligi: B, N, MD ve S fiksatif gruplar1 i¢in 6l¢iilen
ortalamalar sirasiyla; Xx=716+111 piksel, X=666+17 piksel, x= 865+130 piksel,
x=849+25 piksel olarak bulundu ve yanlizca N ile S gruplar arasinda anlamli bir

farklilik (p<0.05) tespit edildi.

Seminifer Tiibiil Liimen Capi: B, N, MD ve S fiksatif gruplar1 i¢in 6l¢iilen
ortalamalar sirasiyla; X=482+60 piksel, X=371+28 piksel, x=650+51 piksel, X=549+27
piksel olarak bulundu ve gruplar arasinda anlamli farklilik (p<0.05) oldugu ve bu
farklilig1 olusturan gruplarin N ile MD (p<0.05) ve Nile S (p<0.05) gruplari arasinda
oldugu saptandi.
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Sekil 4. 1. Fiksatif gruplarinin ortalama histomorfometrik degerleri. A) Ortalama
seminifer tiibiil ¢ap1. B) Ortalama seminifer epitel yiiksekligi. *p<0.05 S grubuna
gore. C) Ortalama seminifer tiibiil limen ¢ap1. ®p<0.05 MD grubuna gére, °p<0.05 S
grubuna gore, Yp< 0.05 N grubuna gore. B: BF, N: NTF, MD: mDF, S: SF.
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4.2. Immiinohistokimyasal Analiz

Immunohistokimyasal ydntemle AQP-9 ekspresyon analizinde her fiksatif
grubu i¢in 6’sar adet testis kesiti ve her kesit i¢in 10’ar adet seminifer tiibiil ve ¢evresi
kullanildi. Seminifer tiibiill ve interstisyel alan AQP-9 boyanma siddetleri
semikantitatif olarak degerlendirildi. Istatistiksel analiz i¢in skorlar sayisal olarak su

sekilde puanlandi: - = “07; + = “17; ++ = “27; +++=“3”,

Seminifer Tiibiil Boyanma Siddeti: B, N, MD ve S fiksatif gruplar ig¢in
Olciilen ortalamalar sirasiyla; x=1.22+0.09 piksel, x=0.48+0.14 piksel, X=1.03+0.09
piksel, x=0.93+0.84 piksel olarak bulundu ve gruplar arasinda anlamli bir farklilik
(p<0.001) oldugu goriildii. Gruplarda negatif kontrolde herhangi bir reaksiyon
gozlemlenmedi (gosterilmemistir). Gruplar arasi degerlendirmelerde anlamli farklilig:
olusturan gruplarin; N grubuyla B, MD ve S (p<0.05, p<0.05, p<0.05) gruplar
arasinda oldugu saptandi. AQP-9 boyanma siddetine ait verilerin fiksatif gruplarina

gore ortalamalart Sekil 4. 2.°de verildi.
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Sekil 4. 2. Fiksatif gruplarinin ortalama AQP-9 seminifer tiibiil boyanma siddetleri.
Seminifer tiibiillerde ortalama AQP-9 boyanma siddeti. ?p<0.001 B grubuna gore,
®p<0.05 MD grubuna gére, °p<0.05 S grubuna gére. B: BF, N: NTF, MD: mDF, S:

SF.
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B, N, MD ve S fiksatif gruplarina gore seminifer tiibiillerin AQP-9 boyanma

goriiniimleri Sekil 4. 3. panelinde gosterildi.
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Sekil 4. 3. Fiksatif gruplarina gore seminifer tiibiillerin AQP-9 boyanma siddetlerini

gOsteren resim paneli
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Seminifer tiibiillerde B fiksatif grubunda primer spermatositlerde daha siddetli,
sekonder spermatositlerde ve yuvarlak spermatidlerde nispeten zayif AQP-9
boyanmas: tespit edildi. Buna ek olarak, Sertoli hiicrelerinde de nispeten zayif AQP-9
boyanmasina rastlandi. Seminifer tiibiillerin bazal bdlgesindeki spermatogonyumlar

ile adluminal bolgesindeki uzun spermatidler ve spermatozoonlarda AQP-9

ekspresyonu goriilmedi (Sekil 4. 4).

Sekil 4. 4. B grubu testislerde seminifer tiibiillerdeki AQP-9 antikoru ile yapilan
immun boyamanin goriiniimii: siyah ok; Sertoli hiicreleri, siyah ok basi;
spermatogonyumlar, kirmizi ok basi; primer spermatositler, kare i¢i; sekonder
spermatositler ve yuvarlak spermatidler, i¢i bos oklar; uzun spermatidler ve
spermatozoonlar i¢i bos yildizlar; interstisyel alanlar.

Objektif Biiyiitme Oran; x 20.
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Interstisyel Alan Boyanma Siddeti: : B, N, MD ve S gruplari icin 6lgiilen
ortalamalar sirasiyla; X=1.47+0.13 piksel, x=0.98+0.23 piksel, Xx=1.51+0.07 piksel,
x=1.71+0.14 piksel olarak bulundu ve gruplar arasinda anlamli farklilik bulunurken
(p<0.05), bu farklilig1 yaratan gruplarin sadece N ile S gruplar1 oldugu goriildii
(p<0.05). Gruplarda negatif kontrolde herhangi bir reaksiyon gozlemlenmedi
(gosterilmemistir). Incelenen kesitlerin interstisyel alan ortalama AQP-9 boyanma

siddetlerine ait veriler Sekil 4. 5.”de verildi.
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Sekil 4. 5. Fiksatif gruplarinin interstisyel alan ortalama AQP-9 boyanma siddetleri.
4p<0.05 S grubuna gore. B: BF, N: NTF, MD: mDF, S: SF.
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B, N, MD ve S fiksatif gruplarina gore interstisyel alanlarin AQP-9 boyanma

goriiniimleri Sekil 4. 6. panelinde gosterildi.

Sekil 4. 6. Fiksatif gruplarina gore interstisyel alanlarin AQP-9 boyanma siddetlerini

gosteren resim paneli.
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Interstisyel alan boyanma siddetleri arasinda anlamli farklilik bulunan S ve N
fiksatif gruplar karsilastirildiginda Leydig hiicrelerinde S fiksatif grubunda (Sekil 4.
7.) siddetli, N fiksatif grubunda (Sekil 4. 8.) zay1f siddette AQP-9 boyanmasi1 goriildii.
Buna ek olarak, interstisyel alan kan damarlarindaki eritrositlerde S (Sekil 4. 7.)

fiksatif grubunda zayif siddette, N fiksatif grubunda (Sekil 4. 8.) ise siddetli boyanma

tespit edildi.

Sekil 4. 7. S grubu testislerde Leydig hiicrelerinde AQP-9 antikoru ile yapilan
immun boyamanin goriiniimii: sar1 ok basi ok; Leydig hiicreleri, siyah yildiz; kan

damari i¢indeki eritrositler. Objektif Biiylitme Orant; x 40.
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Sekil 4. 8. N grubu testislerde Leydig hiicrelerinde AQP-9 antikoru ile yapilan

immun boyamanin goriiniimii: sar1 ok basi1 ok; Leydig hiicreleri, siyah yildiz; kan

damari i¢indeki eritrositler. Objektif Biiylitme Orant; x 20.
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5. TARTISMA

Testis histomorfolojisi; laboratuvar hayvanlarinin iireme patolojisi, bilyiimesi
ve gelisimi ile ilgili aragtirmalarin O6nemli bir parcasini olusturmaktadir. Testis
morfolojisi testis kanseri, Sertoli cell-only sendromu ve spermatogenez yetersizligi
gibi lireme hastaliklar1 hakkinda fikir vermektedir. Ayrica erkek germ hiicrelerindeki,
Sertoli ve Leydig hiicrelerindeki 6zgiil antijen belirtegleri hayvanlarin gelisim
stireclerini ve hiicrelerin fonksiyonlarmi tanimlamak ve degerlendirmek igin
kullanilmaktadir. Iyi bir testis histomorfolojisi i¢in testisler mutlaka uygun bir

fiksatifle fikse edilmelidir (Wang vd., 2020).

Testisin histomorfolojisi ve 6zgiil antijenlerin testislerdeki hiicresel dagilimi ve
ekspresyon siddeti hakkinda tutarli veriler elde edebilmek i¢in siiphesiz doku
bilesenleri ve immunohistokimyasal boyama metodu ile uyum saglayacak en uygun
fiksatif secilmelidir. Bu ¢alisma histopatoloji arastirmalarinda rutin olarak kullanilan
%10’luk NTF, mDF, BF ve SF soliisyonlarinin testis morfolojisine ve testis
hiicrelerindeki AQP-9’u sabitlemesi, immunohistokimyasal reaksiyon duyarliligi,
ekspresyon siddeti ve kalitesi {lizerine etkilerinin belirlenmesi ve testiste AQP-9 ile
yapilacak immunohistokimyasal ¢aligmalarda en uygun fiksatifin tespiti amaciyla
yapildi. Calismada kullanilan fiksatiflerin her biri i¢in 6’sar adet, toplamda ise 24 adet
testis dokusu kullanildi. Daha 6nce hazirlanmis olan parafin bloklardan 5 pm’lik ince
kesitler alindi ve deparafinize edildi, blok soliisyonunda bekletildi ve
immunohistokimyasal metot kullanilarak AQP-9 antikoru ile isaretlendi. Aqueous
mounting medium ile kapatilan doku kesitlerinin  histomorfometrik ve
immiinohistokimyasal analizleri yapildi. Her testis dokusu i¢in 10’ar adet olacak
sekilde her grup icin toplam 60’ar adet, ¢alisma i¢in ise toplam 240 adet seminifer

tiibiil alan1 ve ¢evresi incelendi.

Calismamizda elde ettigimiz seminifer tiibiil ¢ap1, seminifer epitel yiiksekligi
ve seminifer tiibiil liimen ¢ap1 6l¢limlerimize gére, mDF soliisyonu seminifer tiibiilleri
%10’luk NTF ve BF soliisyonlarina gore daha iyi korumakta ve morfolojik detaylar

daha iyi gostermektedir. Belirtilen histomorfometrik olgiimler karsilastirildiginda
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testis histomorfolojisi lizerine koruyucu etkisi en fazla olan fiksatiflerin birbirine yakin
degerlere sahip olan mDF ve SF; en fazla doku biiziilmesine neden olan fiksatiflerin
ise sirasiyla %10’luk NTF ve BF oldugu gozlendi. Xiang domuz testisleri ile yapilan
bir ¢aligmada %4’liik PFA’nin mDF’ye gore seminifer tiibiillerde ve interstisyel
alanlarda daha fazla kii¢iilmeye neden oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2020). Tavuk
testisinde histomorfolojik, immiinohistokimyasal ve terminal transferaz dUTP nick
end labeling (TUNEL) teknikleri i¢in %4’lilkk PFA, mDF ve BF’nin etkilerinin
arastirildigi bir calismada, %4 PFA ve BF’ye gore mDF fiksatifi seminifer tiibiilerde
ve interstisyel alanlarda daha az doku biiziilmelerine neden oldugu gozlenmistir (Feng
vd., 2021). Testis dokusu morfolojisi {lizerine farkli fiksatiflerin etkilerinin
karsilagtirildigr caligmalarda %4’°liik PFA ve BF’ye gore mDF’ nin dokular1 daha iyi
korudugu; %4’liikk PFA’nin ve BF’nin seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanlarda
biiziilmelere neden oldugu, ancak mDF ile fikse edilen testislerde belirgin diizeyde
doku biiziilmelerine rastlanmadig: bildirilmistir. Ustelik morfolojik detaylarm mDF ile
fikse edilen dokularda daha ayrintili gozlenlendigi one siiriilmiistiir (Latendresse vd.,
2002; Tu vd., 2011). Sican testisinin farkli fiksatifler ile fikse edilmesinden sonra
yapilan stereolojik dlgiimlerde, %10’luk NTF’ nin testis dokusunda asir1 biiziismeye
bagh testis hacminde kii¢iilmeye neden oldugu saptanmistir (Turhan, 2019). Bizim
yaptigimiz seminifer tiibiil ¢api, seminifer epitel yiiksekligi ve seminifer tiibiil limen
cap1 Ol¢iimlerimizde en diisiik degerlerin %10’luk NTF ile fikse edilen testislerde
rastlanmasit Turhan (2019)’in saptadigi testis dokusundaki hacim azalmasini
desteklemektedir. Turhan (2019)’in stereolojik ¢alismasinda mDF ve SF
soliisyonlarin seminifer tiibiilleri ve morfolojik ayrintilar1 %10’luk NTF ve BF
soliisyonlaria gore daha iyi korudugu ve daha az doku biiziilmelerine yol agtig1 rapor
edilmistir. Her ne kadar Wang vd. (2020)’nin sonuglart bizim sonuglarimizi
desteklemese de, Latendresse vd. (2002), Tu vd. (2011), Turhan (2019) ve Feng vd.
(2021) bildirdikleri morfolojik tespitler ile bizim calismamizdaki histomorfometrik
Ol¢iimler arasinda uyum oldugu goriilmektedir. Ayrica Toksikolojik Patoloji
Dernegi’nin, 2002 yilinda, morfolojik ayrintilar1 daha iyi korudugu igin testis
fiksasyonunda mDF’nin kullanilmasin1 6nermesi (Latendresse vd., 2002) de bizim

sonuglarimiz ile uyumludur.

Biyobelirteglerin immiinohistokimyasal yolla tespiti erken taniya yardimci

olmak, prognoz ve risk degerlendirmesini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Son
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yillarda, gen tedavisi gibi cesitli tedavi tiirlerine karst verilen yanitlarin
degerlendirilmesinde ~ kullamilan  biyobelirteglerin  tespitinde de IHK’den
yararlanilmaktadir. Primer antikorlarin kalitesi ve aviditesi, sekonder tespit
sistemlerinin kullanilmas1 (Grizzle vd., 1998), 6zellikle aldehit bazli fiksatiflerden
sonra doku isleme ve antijen geri kazanim uygulamalart (Grizzle vd., 2001) gibi

birbirine bagl degiskenler immunohistokimyasal analizin kalitesini etkilenmektedir.

Spermatogenez igin ihtiya¢ duyulan su, gliserol ve diger ¢oziinen maddelerin
taginmasinda {istlendigi gorevlerin 6neminin giderek daha ¢ok anlasilmasindan beri,
AQP-9 giderek daha ¢ok arastirilmaktadir (Yeste vd., 2017). AQP-9’un erkek lireme
sisteminde bulunan germ hiicrelerindeki varligi canli tiirleri arasinda degiskenlik
gostermektedir. AQP9 insan primer spermatositlerinde ve olgun spermatidlerde tespit
edilirken, aygirlarda sadece spermatidlerde bulunmustur (Boj vd., 2015). AQP-9, fare
Sertoli hiicrelerinde tespit edilen baslica GLP olup su ve gliseroliin taginmasini
diizenlemek icin gereklidir (Yeung vd., 2009). Daha biiyiik kanal capina sahip
olmasindan dolay1 laktik asit ve asetik asit gibi monokarboksilik asitlere karsi da
gecirgendir (Badault ve Regli, 2004). Laktat germ hiicreleri ve spermatogenez igin
enerji iceren hayati Oneme sahip bir substrattir. AQP-9’un Sertoli hiicrelerindeki
varligi, laktatt Sertoli hiicrelerinden tiibiiler siviya tasinmasinda rol alabilecegini
diisiindiirmektedir (Rato vd., 2012). Memeli Leydig hiicrelerinde en ¢ok arastirilan
AQP izoformu AQP-9’dur. AQP-9’un Leydig hiicrelerindeki varligi, bu hiicrelerin
¢Oziinen molekiilleri plazma membranindan bu kanal ile tagidigini diisiindiirmektedir
(Badran ve Hermo, 2002). Bununla birlikte, farkli canl tiirlerinin testis dokulari ile
yapilan immunohistokimyasal ve immunoelektron mikroskopi arastirma sonuglari
arasinda AQP-9’un hiicresel dagilimi veya ekspresyon siddeti bakimindan taranan

calisma raporlar1 arasinda celigkiler bulunmaktadir.

Calismamizda tiim fiksatif tiirleri ile fikse edilen testis dokusundaki AQP-9
ekspresyonunu siddeti fiksatif tiirline ve hiicre tiplerine gore degismekle birlikte
seminifer tiibiillerdeki primer ve sekonder spermatositlerde, yuvarlak spermatidlerde,
Sertoli ve interstisyel Leydig hiicrelerinde immunohistokimyasal yontemle tespit ettik.
AQP-9’un kemirgenlerin spermatozoonlarindaki hiicresel varligi tartismalidir. BF
soliisyonu ile fikse edilmis insan testisinde ¢ok az sayidaki bazi spermatositlerin

ve/veya Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda AQP-9 ekspresyonu tespit edilmis olsa
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bile diger erkek germ hiicrelerinde ve ejakiile spermatozoonlarda bulunamamistir
(Yeung vd., 2010). Fare spermatozoonlarinda AQP-9 transkriptleri tespit edilmigse bile
bu veri immiinoblotlama yontemi ile dogrulanamamistir (Yeung vd., 2009).
Dondurulmus yetiskin fare testislerinde yapilan immunofloresan ¢alismada seminifer
tiibiillerin liimenindeki uzun spermatidlerin ve spermatozoonlarin kuyruklarinda
siddetli AQP-9 ekspresyonu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada seminifer tiibiillerin diger
bazal ve adliiminal bolge hiicrelerinde ve interstisyel Leydig hiicrelerinde zayif
siddette AQP-9 ekspresyonuna rastlanmistir (Mohamed vd., 2022). Insanlarda, saglikli
ergen bireylerde, primer spermatositlerin, adluminal haploid germ hiicrelerinin ve
spermatozoonlarin plazma membranlarinda ve sitoplazmalarinda AQP-9 ekspresyonu
yaygin olarak, Leydig hiicrelerinde ise fokal diizeyde tespit edilmis; ancak
spermatogonyumlarda ve Sertoli hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonu tespit
edilememistir. ~ Ayn1 ¢alismada, ekspresyonu bildirilen hiicrelerdeki AQP-9
ekspresyon siddetinin varikoselli testislerde azaldig1 gézlenmistir. (Arena vd., 2010).
Sirasiyla metil-Carnoy ve periodate-lizin-PFA fiksatifleri ile fikse edilen Wistar-Kyoto
sigan organlarinin kullanildigi immunohistokimyasal ve immunoelektron mikroskopik
bir ¢alismada on ti¢ farkli organ arasindan sadece karaciger hepatositlerinde ve testis
interstisyel Leydig hiicrelerinde 6zgiil olarak ve belirgin diizeyde AQP-9 ekspresyonu
gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada seminifer tiibiil hiicrelerinde ve interstisyel damarlarda
AQP-9 ekspresyonuna rastlanmamustir. Ayn1 arastiricilar glutaraldehit fiksatifi ile daha
once yaptiklar1 baska bir immunoelektron mikroskopi calismasinda hepatositlerde
AQP-9 ekspresyonunu gosteremediklerini, ancak periodate-lizin-PFA’nin dokularin
ultra yapisini iyi koruyamasada, AQP-9’un varligin1 gosterdiklerini bildirmislerdir
(Nihei vd., 2001). Daha oOnce yapilan diger bazi ¢aligmalarda da sigan Leydig
hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonu gosterilmistir (Pastor-Soler vd., 2001; Badran ve
Hermo, 2002). Yapilan baska bir calismada, Leydig hiicrelerinde ve Sertoli kiiltiir
hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonu tespit edilmistir (Jesus vd. 2014). Ayrica, AQP-9
mRNA ekspresyonu riboniikleaz koruma testi ile farelerin Sertoli hiicrelerinde
belirlenmigtir (Bernardino vd., 2018). Sigcan testisinde AQP-9’un hiicre diizeyindeki
ekspresyonu ile ilgili yapilan c¢alismalarda spermatositlerde, Sertoli ve Leydig
hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonu gosterilmis; ancak spermatogonyumlarda,
spermatidlerde ve spermatozoonlarda kanitlanamamistir (Badran ve Hermo, 2002;
Oliveira vd., 2005; Da Silva vd., 2006; Yeung ve Cooper, 2010; Jesus vd., 2014). Bu

durumda spermatidlerde tespit ettigimiz AQP-9 ekspresyonu hari¢ tutulacak olursa,
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bizim bulgularimiz ile sican testisinde AQP-9 ekspresyonunu arastiran hemen bir
onceki climlede bildirilen ¢alismalarin bulgular1 birbirine benzemektedir. Gegmiste
insan ve diger farkli canli tiirlerinin kullanildigi ¢alisma bulgularinin hem birbirleri
hem de bizim tespit ettigimiz bulgular arasinda goriilen kismi farkliliklar ¢alisilan
hiicrelerin canl tiirleri arasindaki yapisal farkliliklarindan, kullanilan fiksatif tiiriinden

ve/veya kullanilan primer antikorlarin kalitesinden kaynaklanabilir.

Formalinle fikse edilmis ve parafinle bloklanmis dokularmn IHK ¢alismalarinda
kullanimi, taze veya taze dondurulmus dokulara olan ihtiyaci ortadan kaldirmaktadir.
Parafinle bloklanan ve arsivlenen dokular tanisal incelemelerde ve retrospektif
calismalarda kolaylik saglamaktadir (Webster vd., 2009). Bununla birlikte, morfolojik
detaylar, antijenler ve niikleik asitler genellikle fiksasyon ve doku isleme uygulamalari
sirasinda hasar gérmektedir (Panzacchi vd., 2019). Immiinohistokimya calismalarinda
kullanilacak doku 6rneklerinde doku morfolojisini ve goriintiilenecek proteinleri en iyi

koruyan en uygun fiksatif arayis1 devam etmektedir.

Calismamizda %10’luk NTF, BF, mDF ve SF ile fikse edilen testislerin
seminifer tiibiillerinde ve interstisyel alanlarda fiksatif tiiriine gore degisen siddetlerde
AQP-9 ekspresyonu goriildii. En giiclii boyanma seminifer tiibiillerde BF ile fikse
edilen dokularda, interstisyel alanlarda ise SF ile fikse edilen dokularda goriildii. Her
iki testis alaninda da ikinci derece siddetli boyanma mDF ile fikse edilen dokularda
rastlandi. Mikroskobik incelememizde tiim fiksatif gruplarinda seminifer tiibiillerdeki
hiicreler igerisinde en gii¢lii boyanmanin primer spermatositlerde oldugu gozlendi.
Ayrica interstisyel alanin boyanma yogunlugunun seminifer tiibiillere goére daha
siddetli oldugu tespit edildi. Yapilan bir calismada AQP-9 ekspresyonunun ejakiile
insan spermatozoonlarinda tespit edilemedigi, BF ile fikse edilen testislerdeki Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmalarinda zayif siddette AQP-9 ekspresyonunun tespit edildigi
bildirilmistir (Yeung vd., 2010). BF ile fikse edilen yetiskin Sprague-Dawley sican
testislerinde AQP-9 ekspresyonunun interstisyel Leydig hiicrelerinde siddetli
boyanmaya neden oldugu, ancak diger testis hiicrelerinde AQP-9 ekspresyonunun

tespit edilemedigi bildirilmistir (Badran ve Hermo, 2002).

Testislerdeki germ, Sertoli ve Leydig hiicrelerini tanimlamak i¢in aranan

proteinlerin BF’ye gore mDF fiksatifi ile daha iyi korunabilelecegi rapor edilmistir

50



(Latendresse vd., 2002). Fare testislerinde histomorfolojiye ve TUNEL boyamalara
farkl fiksatiflerin etkilerinin karsilagtirildig1 bir ¢alismada 24 veya 36 saat mDF ile
fikse edilen testislerde iyi morfolojik detaylar elde edilmekle birlikte yanlis TUNEL
pozitif boyanmanin arttif1 tespit edilmistir. 6 saat mDF ve ardindan 18 saat PFA
kullanilarak yapilan fiksasyonda ise ilgin¢ bir sekilde, morfolojik detaylarin daha
iyilestigi ve testislerde yanlis TUNEL pozitif hiicrelere nadiren rastlandigi
bildirilmistir. Fiksasyonda mDF ve PFA fiksatifleri birlikte kullanildiginda testislerde
morfolojik detaylarin iyilestigi ve yanlis TUNEL pozitif hiicreleri en aza indirdigi
tespit edilmistir (Wang vd., 2016). Bununla birlikte, Xiang domuz testisinde ii¢ farkli
antijenin (DDx4, 3B8-HSD ve GATA4) arandigi bir calismada mDF’ye gore %4
PFA’nin germ, Sertoli ve Leydig hiicrelerinde daha iyi immunohistokimyasal boyama
performansi gosterdigi bildirilmistir (Wang vd., 2020). Yapilan bir calismada GATA4
antikoru ile yapilan isaretlemelerde, mDF ve BF’ye gore %4 PFA fiksatifi Sertoli
hiicrelerinde daha iyi immunohistokimyasal boyama gdstermistir. Ayrica, yapilan
TUNEL testinde, %4 PFA'ya gére mDF fiksatifinde daha fazla pozitif hiicre goriildiigii
rapor edilmistir. Bildirilen ¢caligsmaya gore tavuk testisindeki morfolojik incelemeler ve
TUNEL boyama i¢in mDF’nin, buna karsin immunohistokimyasal boyamalar i¢in %4
PFA fiksatifinin daha uygun oldugu bildirilmistir (Feng vd., 2021). Turhan (2019)
TUNEL boyanma agisindan %10’luk NTF, mDF, BF ve SF arasinda fark

bulamadiklarini bildirmislerdir.

Calismamizda seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanlarda AQP-9 antikoru ile
en zayif boyanma %]10’luk NTF ile fikse edilen dokularda goézlendi. Formalin
fiksasyonunun en oOnemli etkisi, immiinohistokimya ve in situ hibridizasyon
calismalari ile ilgilidir. Formalin, birgok monoklonal antikorun immiinoreaktivitesini
zayiflatmakta veya yok etmekte, dolayisiyla rutin IHK uygulamalarini
zorlagtirmaktadir (Bogen vd., 2009). Formalin, baz1 molekiillerin denatiirasyonuna,
immiinohistokimya i¢in gerekli epitoplarin (antijenik belirleyiciler) maskelenmesine
veya kaybina neden olmaktadir. Formalin fiksasyonunda aldehitler ile antijenler
arasinda ¢apraz baglar olusmakta ve epitoplar1 6zgiil antikorlar tarafindan taninamaz
veya ulasilamaz hale getirmektedir (Dapson 2007). Aldehitler epitoplara dogrudan
baglanarak hem epitoplarin hem de proteinlerin yapisim1 degistirmekte (Bogen vd.
2009) veya antikorlarin ve tespit sistemlerinin epitoplara baglanmasini

engellemektedir (Grizzle, 2009b). Immunohistokimyanin temelini olusturan
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antijenlerin ve antikorlarin yapisal 6zellikleri {izerindeki formaldehitli fiksatiflerin
olumsuz etkileri ¢alismamizda seminifer tiibiillerde ve interstisyel alanlarda ortaya
c¢ikan en zayif siddetteki AQP-9 ekspresyonunun neden %10’luk NTF fiksasyonunda

ortaya ¢iktigini kismen agiklamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Histomorfometrik 6lgiimlerimiz mDF ve SF soliisyonlarinin si¢an testisinin
morfolojik biitlinliigiinii birbirine yakin diizeyde iyi korudugunu ve hiicresel detaylari
daha 1yi ortaya koydugunu gostermektedir. %10’luk NTF soliisyonu morfolojik
biitlinliigii koruma ve hiicresel detaylar1 gostermek agisindan en kotii performansi

gostermistir.

Immunohistokimyasal boyamalarimiz testisin seminifer tiibiillerindeki erkek
germ ve Sertoli hiicrelerindeki AQP-9 ekspresyonunu agiga ¢ikarma performansi
acisindan en iyi sonucu BF soliisyonunun verdigini, onu sirastyla mDF ve SF
sollisyonlariin takip ettigini gostermektedir. Testisin interstisyel alandaki Leydig
hiicrelerindeki AQP-9 ekspresyonunu agiga c¢ikarma performansi agisindan en iyi
sonucu SF sollisyonunun verdigini, onu sirastyla mDF ve BF soliisyonlarinin takip
ettigini gostermektedir. Her iki testis alanda da AQP-9 ekspresyonunu agiga ¢ikarma
acisindan %10’luk NTF soliisyonunun en kotii immunohistokimyasal performansa
sahip oldugu goriilmektedir. Olgiimlerimiz neticesinde, sigan testis dokusunda AQP-9
ekspresyonuna yonelik bundan sonra yapilacak immunohistokimyasal analizlerde
birbirlerine yakin degerlere sahip olan SF, mDF ve BF soliisyonlar1 doku fiksasyonu

amaciyla kullanilabilir.
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